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摘要
目的:探索小鼠视网膜色素变性(ＲＰ)模型视网膜内质网
应激免疫组织化学( ＩＨＣ)染色抗体的最适浓度ꎬ为研究
ＲＰ 发病机制及干预措施提供相应的指标检测方法ꎮ
方法:给予清洁级健康雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠腹腔注射 Ｎ－甲
基－Ｎ－亚硝基脲(ＭＮＵꎬ６０ｍｇ / ｋｇ)制备 ＲＰ 小鼠模型ꎬ造模
后第 ７ｄ 行视网膜电图(ＥＲＧ)检测和苏木精－伊红(ＨＥ)
染色验证造模成功ꎬ摘取眼球并采用 ＩＨＣ 染色法检测视
网膜内质网应激相关蛋白( ＩＲＥ１、ＡＴＦ６、ＰＥＲＫ、ＧＲＰ７８、
Ｃａｓｐａｓｅ－１２)表达情况ꎮ
结果: ＩＲＥ１、ＡＴＦ６、ＰＥＲＫ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ － １２ 蛋白均在
ＲＰ 小鼠视网膜呈阳性表达ꎬＩＲＥ１ 抗体浓度为 １ ∶ １０００、
ＡＴＦ６ 抗体浓度为 １∶ ５００ 和 １∶ １０００(此抗体两种浓度阳性
表达无差异ꎬＰ>０.０５)、ＰＥＲＫ 抗体浓度为 １∶ １５００、ＧＲＰ７８
抗体浓度为１ ∶ ２００、Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体浓度为 １∶ １００ 时ꎬ阳性
表达强度适宜ꎬ且与各自其余抗体浓度相应蛋白阳性表达
均有差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
结论:内质网应激相关蛋白抗体浓度 ＩＲＥ１ 为 １ ∶ １０００、
ＡＴＦ６ 为 １ ∶ ５００ 和 １ ∶ １０００、 ＰＥＲＫ 为 １ ∶ １５００、ＧＲＰ７８ 为
１ ∶ ２００、Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 为 １∶ １００ 时ꎬ其在小鼠 ＲＰ 模型视网膜
ＩＨＣ 染色阳性表达程度较适宜ꎮ
关键词:视网膜色素变性ꎻ内质网应激ꎻ视网膜ꎻ小鼠ꎻ免疫
组织化学染色
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Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｆｕｚｈｏｕ ３５０１２２ꎬ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ
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Ｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉｎｏｇｒａｍ (ＥＲＧ) ａｎｄ ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ － ｅｏｓｉｎ (ＨＥ)
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ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ( ＩＲＥ１ꎬ ＡＴＦ６ꎬ ＰＥＲＫꎬ
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ＡＴＦ６ꎬ ＰＥＲＫꎬ ＧＲＰ７８ ａｎｄ Ｃａｓｐａｓｅ － １２ꎬ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｅｔｉｎａ ｏｆ ＲＰ ｍｏｕｓｅ. Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｏｔｈｅｒ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (Ｐ<０.０５) .
• ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ: Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ＩＨＣ
ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ＲＰ ｍｏｄｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｓ
ｆｏｌｌｏｗｓ: ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ－ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｅｒｅ １ ∶ １０００ ｉｎ ＩＲＥ１ꎬ
１ ∶ ５００ ａｎｄ １∶ １０００ ｉｎ ＡＴＦ６ꎬ １∶ １５００ ｉｎ ＰＥＲＫꎬ １∶ ２００ ｉｎ ＧＲＰ７８ꎬ
ａｎｄ １:１００ ｉｎ Ｃａｓｐａｓｅ－１２.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａꎻ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｒｅｔｉｎａꎻ ｍｉｃｅꎻ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｃｈｅｎ ＸＨꎬ Ｌｉａｎｇ ＷＪꎬ Ｈｕａｎｇ ＳＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
ｆｏｒ ｒｅｔｉｎａｌ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ Ｚａｚｈｉ( Ｉｎｔ Ｅｙｅ
Ｓｃｉ) ２０２３ꎻ２３(１):３２－３８

０引言
应用已知抗体和抗原发生特异性结合ꎬ并通过化学反

应使标记在结合后的特异性抗体上的显色剂(如荧光素、
酶、金属离子和核素)显色ꎬ以确定组织细胞内抗原的存
在ꎬ对其进行定位、定性及半定量研究ꎬ称为免疫组织化学
(ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬＩＨＣ) [１]ꎮ 目前广泛应用于肿瘤疾
病、感染疾病及药物靶向治疗等方面[２]ꎮ

内质网应激( ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓꎬＥＲＳ)反应
主要包括三种通路ꎬ即肌醇需要酶 １( ｉｎｏｓｉｔｏｌ － ｒｅｑｕｉｒｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ － １ꎬ ＩＲＥ１ ) 通 路、 转 录 激 活 因 子 ６ ( ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ－６ꎬＡＴＦ６)通路、蛋白激酶样内质网激酶
(ＰＫＲ－ｒｅｌａｔｅｄ ＥＲ ｋｉｎａｓｅꎬＰＥＲＫ)通路ꎮ 当发生 ＥＲＳ 时ꎬ其
上、下游多种相关信号分子亦发生相应的改变ꎬ本研究选
用葡 萄 糖 调 剂 蛋 白 ７８ ( ｇｌｕｃｏｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ７８ꎬ
ＧＲＰ７８)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 １２(ｃｙｓｔｅｉｎｙｌ
ａｓｐａｒｔａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ １２ꎬＣａｓｐａｓｅ－１２)作为反应 ＥＲＳ
的上、下游分子的检测指标ꎮ

近年 研 究 发 现ꎬ 多 种 视 网 膜 色 素 变 性 ( ｒｅｔｉｎｉｔｉｓ
ｐｉｇｍｅｎｔｏｓａꎬＲＰ)模型中内质网有异常蛋白堆积ꎬ有相应

ＥＲＳ 反应发生[３－５]ꎻ目前在 ＲＰ 动物模型的构建中ꎬＮ－甲
基－Ｎ－亚硝基脲(Ｎ－ｍｅｔｈｙｌ－Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａꎬＭＮＵ)诱导的
ＲＰ 模型已被广泛报道[６－８]ꎮ ＩＨＣ 亦应用于 ＥＲＳ 通道研
究[９－１３]ꎬ但其在 ＥＲＳ 通道相关抗体使用浓度缺乏统一标
准ꎬ且因实验标本不同ꎬ根据抗体说明书建议稀释比例进
行 ＩＨＣꎬ其结果可能过强或较弱ꎮ 因此ꎬ本研究选用 ＭＮＵ
诱导的小鼠 ＲＰ 模型ꎬ应用 ＩＨＣ 技术检测其视网膜 ＥＲＳ 反
应通路ꎬ探讨 ＩＲＥ１、ＡＴＦ６、ＰＥＲＫ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体
的最佳使用浓度ꎬ以期为研究 ＲＰ 发病机制及干预措施提
供相应指标的检测方法ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１实验动物　 清洁级、健康雄性 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠[上海
昇敞生物科技有限公司ꎬＳＣＸＫ(沪)２０２１－０００２]ꎬ６ ~ ８ 周
龄ꎬ体质量 １６ ~ ２０ｇꎮ 于室温 ２２℃ ~ ２５℃、明暗交替 １２ｈ /
１２ｈ 的环境中适应性饲养 １４ｄꎬ食水不限ꎮ 实验动物的使
用遵循视觉与眼科研究协会(Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ
Ｖｉｓｉｏｎ ａｎｄ ＯｐｈｔｈａｌｍｏｌｏｇｙꎬＡＲＶＯ)相关规定ꎬ并通过伦理审
查(２０２１－００１)ꎮ
１.１.２主要试剂与器材　 戊巴比妥钠溶液(上海行知化工
厂ꎬ１％体积质量比)ꎻ盐酸赛拉嗪注射液[商品名:陆眠
宁ꎬ吉林省华牧动物保健品有限公司ꎻ规格:２ｍＬ ∶ ０.２ｇꎻ批
号:兽药字 ( ２０１５) ０７００１１７７７]ꎻＮ －甲基 － Ｎ －亚硝基脲
(ＭＮＵꎬ上海阿拉丁生化科技股份有限公司ꎬＮ１３６７０１ －
１ｇ)ꎬ４℃环境储存于惰性气体中ꎬ使用前立即溶解于含
０.０５％醋酸的盐水中ꎻ粉剂型抗原修复液(柠檬酸法) (福
州迈新生物技术开发有限公司ꎬＭＶＳ－００６６)ꎻ抗体稀释液
(北京中杉金桥生物技术有限公司ꎬＺＬＩ－９０３０)ꎻ小鼠二步
法检测试剂盒(北京中杉金桥生物技术有限公司ꎬＰＶ－
９００２)ꎻ兔二步法检测试剂盒(北京中杉金桥生物技术有
限公 司ꎬ ＰＶ － ９００１ )ꎻ Ａｎｔｉ － ＩＲＥ１ 抗 体 ( 美 国 ａｂｃａｍꎬ
ａｂ３７０７３)ꎻＡｎｔｉ－ＡＴＦ６ 抗体(美国 ａｂｃａｍꎬａｂ２０３１１９)ꎻＰＥＲＫ
抗体(Ｂ－５) (美国 ｓａｎｔａ ｃｒｕｚꎬｓｃ－３７７４００)ꎻＢｉＰ (Ｃ５０Ｂ１２)
Ｒａｂｂｉｔ ｍＡｂ ( ＧＲＰ７８ ) ( 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
３１７７Ｓ)ꎻＣａｓｐａｓｅ － １２ 抗体 ( １６１１) (美国 ｓａｎｔａ ｃｒｕｚꎬ ｓｃ －
２１７４７)ꎮ 电子天平(赛多利斯科学仪器(北京)有限公司ꎬ
ＳＥＣＵＲＡ１２４－１ＣＮ)ꎻ组织包埋机( ＬＥＩＣＡꎬＥＧ１１５０)ꎻ自动
脱水 机 ( ＬＥＩＣＡꎬ ＡＳＰ３００Ｓ )ꎻ 石 蜡 切 片 机 ( ＬＥＩＣＡꎬ
ＲＭ２２４５)ꎻ隔水式恒温培养箱(上海一恒科技有限公司ꎬ
ＧＨＰ－９０８０)ꎻ光学显微镜(ＯＬＹＭＰＵＳꎬＢＸ５３)ꎮ
１.２方法
１.２.１动物造模　 取 ８ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６Ｊ 小鼠ꎬ采用随机分组法
分为正常组(Ｎ)和造模组(Ｍ)ꎬ每组 ４ 只ꎬ分别腹腔注射
生理盐水和 ６０ｍｇ / ｋｇ ＭＮＵ[１４]ꎬ造模后第 ７ｄ 时分别对小鼠
进行视网膜电图(ｅｌｅｃｔｒｏｒｅｔｉｎｏｇｒａｍꎬＥＲＧ)检测及摘取小鼠
眼球行苏木精－伊红(ＨＥ)染色组织切片ꎬ以观察到 ＥＲＧ
呈熄灭型、ＨＥ 染色组织切片上视网膜外核层感光细胞消
失为小鼠 ＲＰ 模型造模成功ꎮ
１.２.２ ＥＲＧ 检测　 完全暗适应 ２ｈ 以上ꎬ采用戊巴比妥钠
(０.３ｍＬ / １００ｇ)和盐酸赛拉嗪注射液(０.０１ｍＬ)联合腹腔注
射麻醉小鼠ꎬ复方托吡卡胺滴眼液点眼散瞳ꎬ安装电极
(记录电极置于小鼠右眼角膜中央ꎬ参考电极置于小鼠同
侧颊部ꎬ接地电极插于小鼠尾部皮下)ꎮ 固定小鼠于

３３

Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉꎬ Ｖｏｌ.２３ꎬ Ｎｏ.１ Ｊａｎ. ２０２３　 　 ｈｔｔｐ: / / ｉｅｓ.ｉｊｏ.ｃｎ
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Ｇａｎｚｆｅｌｄ 刺激器前ꎬ运用 ＲＥＴＩ－ＳＣＡＮ 视觉电生理检查系
统(德国 Ｒｏｌａｎｄ Ｃｏｎｓｕｌｔ 公司)进行国际临床视觉电生理
学会 ( Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｓｏｃｉｅｔｙ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ｏｆ
ＶｉｓｉｏｎꎬＩＳＣＥＶ)ＥＲＧ 五项检测ꎬ包括暗适应 ０.０１ 反应、暗
适应 ３.０ 反应、暗适应 Ｏｐｓ 波反应、明适应 ３.０ 反应、明适
应 Ｆｌｉｃｋｅｒ 反应(明适应反应检测前进行 １０ｍｉｎ 标准光强
明适应) [１５]ꎮ
１.２.３ 组织切片制作　 ＥＲＧ 检查结束后ꎬ注射大剂量戊巴
比妥钠溶液使小鼠死亡ꎬ立即摘取右侧眼球ꎬ置于混合固
定液(冰乙酸、甲醛、生理盐水、７５％乙醇按 １∶ ２∶ ７∶ １０ 比例
配制)中 ２ｈ 后ꎬ用注射器在眼球角膜中央扎一小孔ꎬ放回
固定液中继续固定 ２４ｈ[１６]ꎮ 将固定 ２４ｈ 后的眼球置于自
动脱水机中ꎬ经梯度脱水、二甲苯透明、浸蜡后制成石蜡标
本ꎮ 在组织包埋机上ꎬ按瞳孔－晶状体－视神经轴方向固
定眼球ꎬ进行包埋ꎬ待石蜡凝聚成块后ꎬ在旋转石蜡切片机
上ꎬ每个眼球沿瞳孔－视神经轴方向切片ꎬ取经视神经连
续 ６ 张切片ꎬ厚度为 ４μｍꎬ摊片、捞片ꎮ
１.２.４ ＨＥ染色　 组织切片在烤片机上 ７０℃烤片 ２０ｍｉｎꎬ脱
蜡至水、ＨＥ 染色后树脂封片ꎮ 光学显微镜下观察小鼠眼
球组织切片结构ꎮ
１.２.５ ＩＨＣ染色　 将恒温水箱 ７０℃烤片 １ｈ 的切片经脱蜡、
复水、抗原修复后ꎬ３％ Ｈ２Ｏ２中室温封闭 １０ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗
后ꎬ滴加一抗(阴性对照用 ＰＢＳ 代替一抗ꎬ根据说明书及
目前相关研究报道ꎬ按以下浓度稀释抗体:ＩＲＥ１ １ ∶ １２５、
１ ∶ ２５０、１ ∶ ５００、１ ∶ １０００、１ ∶ ２０００ꎻＡＴＦ６ １ ∶ １００[１７]、１ ∶ ２５０、
１ ∶ ５００、１ ∶ １０００[１８]、 １ ∶ ２０００ꎻ ＰＥＲＫ １ ∶ １００[１９－２０]、 １ ∶ ５００、
１ ∶ １０００、１∶ １５００ꎻＧＲＰ７８ １∶ １００[２１－２２]、１∶ ２００[２３－２４]、１∶ ５００[２５]ꎻ
Ｃａｓｐａｓｅ－１２ １∶ １００[２６]、１ ∶ ５００、１ ∶ １０００)ꎬ３７℃ 孵育 １ｈꎻＰＢＳ
冲洗后ꎬ３７℃环境先后滴加增强剂、二抗ꎬ各孵育 ２０ｍｉｎꎻ
ＤＡＢ 显色剂显色ꎬ苏木精复染ꎬ乙醇脱水透明封片ꎮ 光学
显微镜下观察ꎬ并于视乳头旁 ５００μｍ 处拍摄高倍镜(４０×
１０)视野照片ꎬ通过图像分析软件 Ｉｍａｇｅ Ｊ 对视网膜内质
网应激蛋白染色阳性信号进行定量分析ꎮ

统计学分析:采用 ＳＰＳＳ ２３.０ 软件进行数据分析ꎬ采用

Ｐｒｉｓｍ ８.０ 软件制作统计图表ꎮ 计量资料采用 􀭰ｘ±ｓ 表示ꎬ
多组间比较采用单因素方差分析 ( ｏｎｅ －ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｖａｒｉａｎｃｅꎬＡＮＯＶＡ)ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ ｔ 检验(方差
齐性时)或 Ｄｕｎｎｅｔｔ􀆳ｓ Ｔ３ 检测(方差不齐时)ꎮ Ｐ<０.０５ 时认
为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＲＰ小鼠模型造模情况　 腹腔注射给药后第 ７ｄ 时ꎬ正
常组小鼠视网膜各层组织结构排列整齐ꎬ未见明显变化ꎬ
ＥＲＧ 暗、明适应 ３.０ 反应均可见 ｂ 波ꎻ而造模组小鼠视网
膜外核层细胞基本消失ꎬ且 ＥＲＧ 暗、明适应 ３.０ 反应的 ｂ
波均消失ꎬＥＲＧ 波形大致呈熄灭型ꎬ表明小鼠 ＲＰ 模型建
立成功(图 １)ꎮ
２.２ ＲＰ小鼠视网膜 ＥＲＳ相关蛋白 ＩＨＣ染色
２.２.１ ＲＰ小鼠视网膜 ＩＲＥ１ 蛋白 ＩＨＣ 染色结果 　 ＩＨＣ 染
色结果显示ꎬＩＲＥ１ 抗体浓度为 １∶ １２５、１∶ ２５０、１∶ ５００ 时ꎬ全
视网膜(包括细胞核、细胞浆)均呈棕色ꎻＩＲＥ１ 抗体浓度为
１∶ １０００、１∶ ２０００ 时ꎬ视网膜神经节细胞层中神经节细胞呈
阳性表达ꎬ内核层部分细胞呈阳性表达ꎬ外核层细胞呈绕
核阳性表达ꎬ其余视网膜结构层均呈淡棕色ꎬ见图 ２Ａꎮ

　 　

图 １　 正常组和造模组小鼠视网膜形态与功能检测结果 　 Ａ:
ＨＥ 染色显示正常组小鼠视网膜各层形态结构正常(绿色箭头示
视网膜外核层)ꎻＢ:ＨＥ 染色显示造模组小鼠视网膜外核层细胞
凋亡(红色箭头示视网膜外核层)ꎻＣ:正常组小鼠造模后第 ７ｄ
ＥＲＧ 暗、明适应 ３.０ 反应均可见 ｂ 波振幅的代表性波形(绿色箭
头示 ｂ 波位置)ꎻＤ:造模组小鼠造模后第 ７ｄ ＥＲＧ 暗、明适应 ３.０
反应均可见 ｂ 波振幅消失的代表性波形(红色箭头示 ｂ 波位置)ꎮ
ＲＰＥ:视网膜色素上皮层ꎻＯＳ:外节ꎻＩＳ:内节ꎻＯＮＬ:外核层ꎻＯＰＬ:
外丛状层ꎻＩＮＬ:内核层ꎻＩＰＬ:内丛状层ꎻＧＣＬ:神经节细胞层ꎮ

ＩＲＥ１ 抗体浓度为 １∶ １２５、１∶ ２５０、１∶ ５００、１∶ １０００、１∶ ２０００ 时ꎬ
ＲＰ 小鼠视网膜 ＩＲＥ１ 阳性表达分别为(３２.９３±３.４４)％、
(３４.３３ ± ２. ５９)％、 ( ３３. ５６ ± ２. ６３)％、 ( ２９. ８９ ± ２. ７７)％、
(２１.９０±２.３９)％ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ ５４. ９９６ꎬ Ｐ <
０.００１)ꎬ其中除 ＩＲＥ１ 抗体浓度为 １∶ １２５、１∶ ２５０、１∶ ５００ 时ꎬ
ＩＲＥ１ 蛋白阳性表达两两比较差异无统计学意义(均 Ｐ>
０.０５)ꎬ其余抗体浓度 ＩＲＥ１ 蛋白阳性表达两两比较差异均
有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ２Ｂꎮ
２.２.２ ＲＰ小鼠视网膜 ＡＴＦ６ 蛋白 ＩＨＣ 染色结果　 ＩＨＣ 染
色结果显示ꎬ视网膜内节层至神经节细胞层均可见阳性表
达ꎬ其中神经节细胞层、内核层、外核层为核周表达ꎬ神经
节细胞层、内核层中少数细胞呈阳性表达ꎬ且表达强度随
ＡＴＦ６ 抗体稀释倍数增加而减弱ꎬ见图 ３Ａꎮ ＡＴＦ６ 抗体浓
度为 １∶ １００、１∶ ２５０、１∶ ５００、１∶ １０００、１∶ ２０００ 时ꎬＲＰ 小鼠视网
膜 ＡＴＦ６ 蛋白阳性表达分别为(３３.４７±２.９６)％、(３２.４８±
１.３０)％、( ２５. ２７ ± １. ０７)％、 ( ２５. ４２ ± ２. １４)％、 ( １３. ０２ ±
１.９８)％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ ３４８.９４８ꎬＰ<０.００１)ꎬ其中
除 ＡＴＦ６ 抗体浓度为 １∶ １００、１∶ ２５０ 时和 ＡＴＦ６ 抗体浓度为
１∶ ５００、１∶ １０００ 时ꎬＡＴＦ６ 蛋白阳性表达差异均无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎬ其余抗体浓度 ＡＴＦ６ 蛋白阳性表达两两比较
差异均有统计学意义(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ３Ｂꎮ
２.２.３ ＲＰ小鼠视网膜 ＰＥＲＫ 蛋白 ＩＨＣ 染色结果　 ＩＨＣ 染
色结果显示ꎬＰＥＲＫ 抗体浓度为 １∶ １００ 时ꎬ全视网膜呈强阳
性表达ꎬＰＥＲＫ 抗体浓度为 １∶ ５００、１∶ １０００、１∶ １５００ 时ꎬ除神
经节细胞层、内核层及外核层的细胞核外ꎬ其余视网膜结
构均呈阳性表达ꎬ见图 ４Ａꎮ ＰＥＲＫ 抗体浓度为 １ ∶ １００、
１ ∶ ５００、１∶ １０００、１ ∶ １５００ 时ꎬＰＥＲＫ 蛋白阳性表达分别为
(６８.０３ ± ６. ８４)％、 ( ３８. ５１ ± ３. ９１)％、 ( ３９. １８ ± ５. ７８)％、
(３１.９０±５. ７６)％ꎬ差异有统计学意义 ( Ｆ ＝ １５３. ７１２ꎬＰ <
０.００１)ꎬ其中除 ＰＥＲＫ 抗体浓度为 １∶ ５００、１∶ １０００ 时ꎬＰＥＲＫ
蛋白阳性表达差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ其余抗体浓
度 ＰＥＲＫ 蛋白阳性表达两两比较差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０１)ꎬ见图 ４Ｂꎮ
２.２.４ ＲＰ 小鼠视网膜 ＧＲＰ７８ 蛋白 ＩＨＣ 染色结果 　 ＩＨＣ
染色结果显示ꎬ视网膜神经节细胞层、内核层表现为绕核
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图 ２　 ＲＰ小鼠视网膜不同浓度 ＩＲＥ１ 抗体 ＩＨＣ染色结果　 Ａ:ＩＲＥ１ 不同抗体浓度 ＩＨＣ 染色典型图ꎬＡ１:１∶ １２５ꎻＡ２:１∶ ２５０ꎻＡ３:１ ∶ ５００ꎻ
Ａ４:１∶ １０００ꎻＡ５:１∶ ２０００ꎻＡ６:阴性对照ꎮ Ｂ:定量分析各抗体浓度 ＩＨＣ 染色阳性表达结果ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ＩＲＥ１ 抗体浓度１ ∶ １２５ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ
ＩＲＥ１ 抗体浓度 １∶ ２５０ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＩＲＥ１ 抗体浓度 １∶ ５００ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ ＩＲＥ１ 抗体浓度 １∶ １０００ꎮ

图 ３　 ＲＰ小鼠视网膜不同浓度 ＡＴＦ６ 抗体 ＩＨＣ染色结果　 Ａ:ＡＴＦ６ 不同抗体浓度 ＩＨＣ 染色典型图ꎬＡ１:１∶ １００ꎻＡ２:１∶ ２５０ꎻＡ３:１ ∶ ５００ꎻ
Ａ４:１∶ １０００ꎻＡ５:１∶ ２０００ꎮ Ｂ:定量分析各抗体浓度 ＩＨＣ 染色阳性表达结果ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ＡＴＦ６ 抗体浓度 １∶ １００ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＡＴＦ６ 抗体浓度
１ ∶ ２５０ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＡＴＦ６ 抗体浓度 １∶ ５００ꎻｈＰ<０.０１ ｖｓ ＡＴＦ６ 抗体浓度 １∶ １０００ꎮ

阳性表达ꎬ其中神经节细胞层少数细胞呈阳性反应ꎬ内核

层及外核层个别细胞呈阳性反应ꎬ且随抗体稀释倍数增加

阳性表达减弱ꎬ见图 ５Ａꎮ ＧＲＰ７８ 抗体浓度为 １ ∶ １００、
１ ∶ ２００、１∶ ５００ 时ꎬＲＰ 小鼠视网膜 ＧＲＰ７８ 蛋白阳性表达分

别为(１５.３２±３.５７)％、(１２.７５±２.３５)％、(１０.７５±２.７８)％ꎬ
差异有统计学意义(Ｆ ＝ １２.７４０ꎬＰ<０.００１)ꎬ且两两比较差

异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ５Ｂꎮ
２.２.５ ＲＰ小鼠视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 蛋白 ＩＨＣ 染色结果　
ＩＨＣ 染色结果显示ꎬ除视网膜神经节细胞层、内核层及外

核层细胞核外ꎬ其余视网膜结构均呈阳性表达ꎬ见图 ６Ａꎮ
Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体浓度为 １∶ １００、１∶ ５００、１∶ １０００ 时ꎬＲＰ 小鼠

视网膜 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 蛋白阳性表达分别为(２４.２４±４.３０)％、
(１４.２６±２.２１)％、(１２.２６±１.４６)％ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝
９６.９７８ꎬＰ<０.００１)ꎬ且两两比较差异均有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎬ见图 ６Ｂꎮ
３讨论

ＩＨＣ 染色通过已知一抗及相应二抗与特定目标分子

反应ꎬ再通过酶标抗体染色法ꎬ使目标分子在普通显微镜

下即可直接观察其分布情况ꎮ 目前 ＲＰ 相关研究中ꎬ常使

用免疫荧光染色技术( ＩＦ)进行亚细胞器定位ꎻ然而 ＩＦ 染

色信号需通过荧光显微镜或共聚焦显微镜显现ꎬ技术要求
相对较高[２７]ꎮ 内质网是细胞内细胞器的一种ꎬ负责细胞
内多种蛋白的折叠、加工ꎮ ＥＲＳ 是由于正常内质网的内环

境受到多种因素刺激后导致蛋白折叠异常、堆积ꎬ最终引

起细胞功能紊乱ꎬ甚至引起细胞凋亡ꎬ造成相应疾病的产

生ꎬ其中包括 ＲＰꎮ 运用 ＩＨＣ 技术检测 ＥＲＳ 通道相关蛋

白ꎬ包括 ＡＴＦ６、ＰＥＲＫ、ＩＲＥ１、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ － １２ꎬ根据其

阳性反应强度变化ꎬ可大致判断 ＥＲＳ 三条通路在 ＲＰ 中的

参与程度ꎬ探索其发病机制ꎬ具有简单可行性ꎮ
然而ꎬ目前关于应用 ＩＨＣ 研究 ＥＲＳ 相关蛋白的抗体

浓度及染色方法未见详细统一报道ꎮ Ｃｒｅｓｐｏ 等[２８]于 ２０１２
年探索谷氨酰胺对实验性炎性肠病大鼠 ＥＲＳ 和细胞凋亡

的影响ꎬ对结肠标本行 ＩＨＣ 染色时ꎬ使 ＧＲＰ７８ 抗体与标本
４℃孵育过夜ꎬ未明确提及抗体稀释比例ꎮ Ｌｉｕ 等[２９] 在
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图 ４　 ＲＰ小鼠视网膜不同浓度 ＰＥＲＫ 抗体 ＩＨＣ 染色结果 　 Ａ:ＰＥＲＫ 不同抗体浓度 ＩＨＣ 染色典型图ꎬＡ１:１∶ １００ꎻＡ２:１∶ ５００ꎻＡ３:
１ ∶ １０００ꎻＡ４:１∶ １５００ꎮ Ｂ:定量分析各抗体浓度 ＩＨＣ 染色阳性表达结果ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ＰＥＲＫ 抗体浓度 １∶ １００ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＰＥＲＫ 抗体浓度

１ ∶ ５００ꎻｆＰ<０.０１ ｖｓ ＰＥＲＫ 抗体浓度 １∶ １０００ꎮ

图 ５　 ＲＰ小鼠视网膜不同浓度 ＧＲＰ７８ 抗体 ＩＨＣ 染色结果 　 Ａ:ＧＲＰ７８ 不同抗体浓度 ＩＨＣ 染色典型图ꎬＡ１:１∶ １００ꎻＡ２:１∶ ２００ꎻＡ３:
１ ∶ ５００ꎮ Ｂ:定量分析各抗体浓度 ＩＨＣ 染色阳性表达结果ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ ＧＲＰ７８ 抗体浓度 １∶ １００ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＧＲＰ７８ 抗体浓度 １∶ ２００ꎮ

图 ６　 ＲＰ小鼠视网膜不同浓度 Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体 ＩＨＣ 染色结果　 Ａ:Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 不同抗体浓度 ＩＨＣ 染色典型图ꎬＡ１:１∶ １００ꎻＡ２:
１ ∶ ５００ꎻＡ３:１∶ １０００ꎮ Ｂ:定量分析各抗体浓度 ＩＨＣ 染色阳性表达结果ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体浓度 １∶ １００ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ Ｃａｓｐａｓｅ－１２
抗体浓度 １∶ ５００ꎮ

２０１５ 年研究氟中毒成骨细胞 ＥＲＳ 反应时ꎬ应用 ＩＨＣ 检测

氟暴露 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠骨组织ꎬ其中 ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体

稀释比例为 １∶ １００ꎮ ２０１６ 年ꎬＧｕｏ 等[２３]研究 ＥＲＳ 是否参与

镍肾毒性机制时ꎬ应用稀释比例为 １∶ ２００ 的 ＧＲＰ７８ 抗体

与氯化镍(ＮｉＣｌ２)激活的肉仔鸡肾脏组织在 ４℃孵育过夜ꎮ
Ｈｉｒａｉ 等[３０]于 ２０１８ 年研究 ＥＲ 在麻风病发病机制中的意

义ꎬ对麻风病患者标本进行 ＩＨＣ 检测ꎬ其中 ＧＲＰ７８、
ＰＥＲＫ、ＩＲＥ１α 和 ＡＴＦ６ 抗体按 １∶ １００ 比例稀释ꎬ孵育时间

为 １４ｈꎮ ２０２０ 年ꎬＳａｍａｎｔａ 等[３１]研究 ＥＲＳ 与卵巢癌的相关

性时ꎬ采用 ＩＨＣ 染色检测患者标本时ꎬ ＧＲＰ７８、 ＰＥＲＫ、
ＡＴＦ６ 抗体孵育 ３０~６０ｍｉｎꎬ未明确提及稀释比例ꎮ

不同疾病模型中ꎬＥＲＳ 反应参与程度不同ꎬ且实验组
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织标本各异ꎬ因此若简单根据抗体说明书提供的 ＩＨＣ 抗

体稀释比例及抗体孵育时间或不同疾病、组织的相关研究

数据进行实验ꎬ最终 ＩＨＣ 染色结果差异较大ꎬ未能达到实

验者所需的最适阳性表达ꎮ 目前尚无 ＩＨＣ 应用于视网膜

ＥＲＳ 反应相关指标的详细研究报道ꎬ而本研究前期预实验

发现 ＡＴＦ６、ＰＥＲＫ 抗体单纯根据说明书建议的稀释比例

进行 ＩＨＣ 染色ꎬ均未能得到较满意的 ＩＨＣ 染色结果ꎮ 因

此ꎬ本研究针对 ＲＰ 小鼠模型ꎬ将 ＥＲＳ 通路中的相关抗体

根据说明书及在现有相关研究的基础上ꎬ各设置 ３ 个及以

上稀释浓度ꎬ孵育时间均为 １ｈꎬ以便后期根据其阳性表达

程度ꎬ选择合适的抗体浓度检测相应指标ꎮ 结果发现ꎬ
ＩＲＥ１、ＡＴＦ６、ＰＥＲＫ、ＧＲＰ７８、Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 不同抗体浓度均

可在视网膜呈阳性表达ꎬ但其强弱程度不同ꎮ ＩＲＥ１ 抗体

浓度为 １∶ １２５、１∶ ２５０、１∶ ５００ 时 ＩＲＥ１ 蛋白阳性表达无区别ꎬ
且均呈强阳性ꎬＩＲＥ１ 抗体浓度为 １∶ １０００ 时阳性表达较适

宜ꎬＩＲＥ１ 抗体浓度 １∶ ２０００ 时内核层阳性表达明显减弱ꎬ
这与麻风病组织 ＩＨＣ 染色时所使用的 １∶ １００ ＩＲＥ１ 抗体孵

育 １４ｈ 具有明显差异[３０]ꎮ ＡＴＦ６ 抗体浓度为 １ ∶ １００ 和

１ ∶ ２５０时其蛋白阳性表达在视网膜各层结构均较强、无法

区别ꎬＡＴＦ６ 抗体浓度为 １∶ ５００ 和 １∶ １０００ 时 ＡＴＦ６ 蛋白阳

性表达适宜ꎬＡＴＦ６ 抗体浓度为 １∶ ２０００ 时其阳性表达在神

经节细胞层、内核层、外核层均不显著ꎬ而麻风病组织 ＩＨＣ
染色时采用 １ ∶ １００ ＡＴＦ６ 抗体孵育 １４ｈ[３０]ꎬ卵巢癌组织

ＡＴＦ６ 抗体(未说明抗体浓度) ＩＨＣ 染色一抗孵育时间为

３０ ~ ６０ｍｉｎ[３１]ꎬ均与本研究不同ꎮ ＰＥＲＫ 抗体各浓度阳性

表达均较强ꎬＰＥＲＫ 抗体浓度为 １∶ １５００ 时其目标蛋白阳性

表达仍较适宜ꎬ本研究中 １∶ １５００ 的 ＰＥＲＫ 抗体稀释比例

远远低于麻风病组织所使用的 １∶ １００ ＰＥＲＫ 抗体稀释浓

度ꎬ且孵育时间明显缩短[３０]ꎮ ＧＲＰ７８ 抗体浓度为 １∶ ２００
时ꎬ其在 ＲＰ 小鼠视网膜神经节细胞层中与内核层中绕核

阳性表达清晰、强度适宜ꎬ目前已有的相关研究中ꎬＧＲＰ７８
较常用的稀释比例为 １∶ １００[２８ꎬ３１]ꎬ亦可见 １∶ ２００ 的抗体稀

释比例[２３]ꎬ但其一抗孵育时间均远大于本研究抗体孵育

时间ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体浓度为 １∶ １００ 时ꎬ在视网膜阳性表

达较强ꎬ Ｃａｓｐａｓｅ － １２ 抗体浓度为 １ ∶ ５００、 １ ∶ １０００ 时ꎬ
Ｃａｓｐａｓｅ－１２蛋白阳性表达不明显ꎬ这与氟中毒成骨细胞

ＥＲＳ 反应的相关研究所使用的抗体浓度相符[２９]ꎮ
本研究结果表明ꎬ小鼠 ＲＰ 模型视网膜 ＥＲＳ 通路相关

抗体 ＩＲＥ１ 抗体浓度为 １∶ １０００、ＡＴＦ６ 抗体浓度为 １∶ ５００ 和

１∶ １０００、ＰＥＲＫ 抗体浓度为 １ ∶ １５００、ＧＲＰ７８ 抗体浓度为

１ ∶ ２００、Ｃａｓｐａｓｅ－１２ 抗体浓度为 １∶ １００ꎬ一抗孵育时间为 １ｈ
时ꎬ均可获得阳性表达强度较适宜的 ＩＨＣ 检测结果ꎬ可在

一定范围内作为后续研究 ＲＰ 中 ＥＲＳ 发病机制及干预措

施疗效提供具体指标检测参考ꎮ 未来将在本研究基础上

扩大实验动物数量、进一步探索 ＭＮＵ 诱导的 ＲＰ 小鼠发

病过程中视网膜 ＥＲＳ 反应通路中各通路参与其发病机制

的情况ꎮ
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２１ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｄｏｎｇ ＸＪꎬ Ｄｉｎｇ ＭＲꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｓ ｈｉｇｈ
ｇｌｕｃｏｓｅ － ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｔｕｂｕｌａｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ. Ｍｏｌ Ｍｅｄ Ｒｅｐ ２０２０ꎻ ２２(５): ４３６７－４３７５
２２ Ｐａｖｌｉ Ｍꎬ Ｆａｒｍａｋｉ Ｅꎬ Ｍｅｒｋｏｕｒｅａ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ Ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ － ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓꎬ ｂｉｐ / ＧＲＰ７８ ａｎｄ ｃａｌｎｅｘｉｎ ａｒｅ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｋｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｃ ｏｄｏｎｔｏｇｅｎｉｃ ｔｕｍｏｕｒｓ. Ｊ Ｏｒａｌ Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃ Ｒｅｓ
２０１４ꎻ ５(１): ｅ３
２３ Ｇｕｏ ＨＲꎬ Ｃｕｉ ＨＭꎬ Ｐｅｎｇ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｎｉｃｋｅｌ ｃｈｌｏｒｉｄｅ (ＮｉＣｌ２) ｉｎｄｕｃｅｓ
ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ (ＥＲ) ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＵＰＲ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｋｉｄｎｅｙ ｏｆ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ. Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ ２０１６ꎻ ７(１４): １７５０８－１７５１９
２４ Ｄａｕｅｒ Ｐꎬ Ｓｈａｒｍａ ＮＳꎬ Ｇｕｐｔａ ＶＫꎬ ｅｔ ａｌ. ＧＲＰ７８－ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ ａｎｄ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｃｏｎｆｅｒｓ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ
ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ. Ｍｏｌ Ｏｎｃｏｌ ２０１８ꎻ １２(９): １４９８－１５１２
２５ Ｋｗｏｎ Ｄꎬ Ｋｏｈ Ｊꎬ Ｋｉｍ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ － ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ ＸＢＰ１ｓ ａｎｄ ＧＲＰ７８ꎬ ｐｒｅｄｉｃｔｓ ｐｏｏｒ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｌｕｎｇ Ｃａｎｃｅｒ ２０１８ꎻ １２２:

１３１－１３７
２６ Ｙａｎｇ ＹＹꎬ Ｓｈａｎｇ Ｊꎬ Ｌｉｕ ＨＧ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ
ａｏｒｔｉｃ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔ / ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔ ｈｙｐｏｘｉａ.
Ｃｈｉｎ Ｍｅｄ Ｊ (Ｅｎｇｌ) ２０１３ꎻ １２６(２３): ４５１７－４５２３
２７ Ｍｏｒｉ Ｈꎬ Ｃａｒｄｉｆｆ ＲＤ. Ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ: ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ ｉｎｖｉｓｉｂｌｅ ｔｏ ｖｉｓｉｂｌｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ
Ｃｌｉｆｔｏｎ Ｎ Ｊ ２０１６ꎻ １４５８: １－１２
２８ Ｃｒｅｓｐｏ Ｉꎬ Ｓａｎ － Ｍｉｇｕｅｌ Ｂꎬ Ｐｒａｕｓｅ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＮＢＳ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｃｏｌｉｔｉｓ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ ２０１２ꎻ ７(１１): ｅ５０４０７
２９ Ｌｉｕ Ｌꎬ Ｚｈａｎｇ Ｙꎬ Ｇｕ ＨＦꎬ ｅｔ ａｌ. Ｆｌｕｏｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｓ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
Ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｉｎ ｖｉｖｏ. Ｂｉｏｌ Ｔｒａｃｅ Ｅｌｅｍ Ｒｅｓ
２０１５ꎻ １６４(１): ６４－７１
３０ Ｈｉｒａｉ ＫＥꎬ ｄｅ Ｓｏｕｓａ ＪＲꎬ Ｓｉｌｖａ ＬＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ Ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
ｓｔｒｅｓｓ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｌｅｐｒｏｓｙ􀆳ｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ.
Ｄｉｓ Ｍａｒｋｅｒｓ ２０１８ꎻ ２０１８: ７０６７９６１
３１ Ｓａｍａｎｔａ Ｓꎬ Ｔａｍｕｒａ Ｓꎬ Ｄｕｂｅａｕ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｓｔｒｅｓｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｖａｒｉａｎ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ. Ｓｃｉ Ｒｅｐ ２０２０ꎻ １０(１): ２１６０
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