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· 论著 ·

慢病毒介导的热休克蛋白 70 基因对缺血 / 缺氧
嗜铬细胞瘤细胞钙稳态的影响及机制研究
胡艳宁    李庆淑    李智    胡丹    曲彦

【摘要】 目的 探讨慢病毒介导的热休克蛋白 70（HSP70）基因表达对缺血 / 缺氧嗜铬细胞瘤（PC12）细

胞钙稳态的影响及机制。方法    取对数生长期的 PC12 细胞，分为重组慢病毒感染组（感染含 HSP70 及荧光蛋

白基因的慢病毒）、慢病毒对照组（感染含荧光蛋白而不含 HSP70 基因的慢病毒）及未感染组 3 组。用反转录 -
聚合酶链反应（RT-PCR）检测转染细胞 HSP70 mRNA 表达，蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测 HSP70
蛋白表达。PC12 细胞缺血 /缺氧处理4 h后，用四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）检测细胞活性，乳酸脱氢酶（LDH）

检测试剂盒测定细胞上清液 LDH 水平，流式细胞仪检测细胞内游离钙离子（［Ca2+］i）浓度，ATP 酶试剂盒测

定 Na+-K+-ATP 酶、 Ca2+-Mg2+-ATP 酶、总 ATP 酶活性。结果 重组慢病毒感染组 PC12 细胞 HSP70 mRNA
和 HSP70 蛋白表达呈阳性。经缺血 / 缺氧处理后，与慢病毒对照组和未感染组比较，重组慢病毒感染组细胞

活性明显增强（A 值：0.575±0.020 比 0.395±0.014、 0.363±0.045， t1＝17.996， t2＝10.600，均 P＜0.001），细胞

上清液中 LDH 水平明显降低（U/L ：743.46±23.68 比 935.43±34.77、 962.89±26.68， t1＝11.179， t2＝15.044， 
均 P＜0.001），［Ca2+］i 浓度显著降低〔相对荧光强度：（31.60±2.43）% 比（41.48±3.33）%、（40.40±3.05）%， 
t1＝5.853，t2＝5.502，均 P＜0.001〕，Na+-K+-ATP 酶、Ca2+-Mg2+-ATP 酶、总 ATP 酶活性显著升高〔Na+-K+-ATP 
酶（μmol·mg-1·h-1）：8.608±0.307 比 6.728±0.173、 6.450±0.091，t1＝9.237、 P1＝0.001，t2＝11.675、P2＜0.001 ；

Ca2+-Mg2+-ATP 酶（μmol·mg-1·h-1）：10.523±0.036 比 7.910±0.209、 8.064±0.195，t1＝9.718、P1＝0.001，t2＝

11.535、P2＜0.001 ；总 ATP 酶（μmol·mg-1·h-1）：17.041±0.324 比 14.150±0.182、 13.983±0.085，t1＝16.113，t2＝

17.602，均 P＜0.001〕。慢病毒对照组与未感染组各指标差异均无统计学意义。结论 HSP70 能维持缺血 / 缺

氧 PC12 细胞钙稳态，可能是其抗凋亡的重要机制之一。

【关键词】 慢病毒；    热休克蛋白 70 ；    缺血 / 缺氧；    PC12 细胞；    钙稳态
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【Abstract】 Objective　To investigate the effects of lentivirus-mediated heat shock protein 70 ( HSP70 ) gene 
on calcium homeostasis in PC12 cells undergone ischemia and hypoxia， and the mechanism involved. Methods    PC12 
cells at logarithmic phase were collected, and were divided into recombination lentivirus infection group ( infected by 
lentivirus containing HSP70 and fluorescent gene ), lentivirus control group ( infected by lentivirus containing fluorescin 
without HSP70 gene ) and non-infection group. HSP70 gene and protein expressions in PC12 cells were determined by 
reverse transcription-polymerase chain reaction ( RT-PCR ) and Western Blot. After being challenged with ischemia 
and hypoxia for 4 hours, the viability of cells was detected by methyl thiazolyl tetrazolium ( MTT ), the levels of lactic 
acid dehydrogenase ( LDH ) in cell supernatant were determined by LDH measurement test kit. The concentration of 
intracelluer calcium ( [ Ca2+ ] i ) was assayed by flow cytometer. The activities of Na+-K+-ATPase, Ca2+-Mg2+-ATPase 
and total ATPase were measured by ATPase test kits. Results    The expressions of exogenous HSP70 gene and protein 
were found by RT-PCR and Western Blot in the recombination lentivirus infection group. After being challenged with 
ischemia and hypoxia, the viability of cells in the recombination lentivirus infection group was increased significantly 
as compared with the lentivirus control group and non-infection group ( A value: 0.575±0.020 vs. 0.395±0.014, 
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 缺氧缺血性脑病（HIE）是指各种原因所致脑

部血液供应障碍，导致脑组织出现缺血 / 缺氧性损

伤，并发相应的神经功能缺损，其发生机制极其复

杂，可以是多种因素或机制同时或先后作用的结果，

致残率和病死率均很高［1］，且随着人口老龄化不断

加快，HIE 的发病率和病死率也在不断增加［2-3］。

 热休克蛋白（HSP）是原核生物和真核生物体

内高度保守的一种应激蛋白，是生物体应激状态下

产生的保护性蛋白。HSP 按分子质量大小分为不同

的家族，其中 HSP70 是研究最深入的一种。大量研

究证实，HSP70 对 HIE 具有保护作用，但其抗凋亡

的具体机制仍不清楚。Ca2+ 在细胞活动中起重要作

用，细胞内钙离子稳态的改变可能是细胞凋亡发生

过程中重要的中间介质。目前关于外源性 HSP70
对嗜铬细胞瘤（PC12）细胞钙稳态影响的研究不

多。本实验通过慢病毒介导外源性 HSP70 基因在

PC12 细胞内稳定表达，检测细胞活性、乳酸脱氢酶

（LDH）、游离钙离子浓度（［Ca2+］i）及钙稳态相关

酶 Na+-K+-ATP 酶、 Ca2+-Mg2+-ATP 酶、总 ATP 酶

活性的变化，旨在探讨 HSP70 对 PC12 细胞钙稳态

的影响，为研究 HSP70 的神经保护作用机制提供科

学依据。

1    材料和方法

1.1    实验材料：PC12 细胞由青岛大学生理教研室

提供。HSP70 过表达慢病毒由上海瑞赛生物技术

有限公司进行包装。抗 HSP70 抗体购自中国香港

Abcam 公司；钙离子荧光探针 Fluo-3 AM 购自上海

碧云天生物技术研究所；胎牛血清及 DMEM 培养基

购自美国 Gibco 公司；混合气体购自青岛信和源气

体有限公司。LDH 及超微量 ATP 酶测定试剂盒购

自南京建成生物工程研究所。

1.2    细胞培养：PC12 细胞用含有 5% 胎牛血清的

DMEM 培养基，置于 37 ℃、 5%CO2、 95% 湿度的培

养箱内培养，细胞达到 80% 融合时以 0.25% 胰酶消

化传代，取对数生长期细胞用于实验。

1.3    慢病毒转染 PC12 细胞及分组：将对数生长期

的 PC12 细胞以 1×104 个 /mL 浓度接种到 6 孔板，

37 ℃培养过夜，次日更换新的培养基后根据感染预

实验得出的最佳感染复数（MOI 值＝100）加入病毒

液以及感染添加剂聚凝胶（polybrene，5 μg/mL），混

匀后置于细胞培养箱培养；10 h 后更换新的培养基，

72 h 后在荧光显微镜下观察转染率，并加入灭瘟菌

素（预实验测定的最佳药物浓度为 2.0 μg/mL）筛选

出感染病毒的细胞。将细胞分成重组慢病毒感染组

（感染含 HSP70 及荧光蛋白基因的慢病毒）、慢病毒

对照组（感染含荧光蛋白而不含 HSP70 基因的慢病

毒）及未感染组 3 组。

1.4    缺血 / 缺氧细胞模型的制备：在无菌条件下加入 
不含血清的培养液，使其将细胞覆盖即可，将 3 组 
细胞同时置于密闭容器中，充入 95% N2 和 5% CO2

气 体 5 L/min， 4～5 min 后 容 器 内 可 达 到 无 氧 状 
态［4］，置 37 ℃孵箱培养 4 h。

1.5 检测指标及方法

1.5.1 反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）检测细胞 
内 HSP70 mRNA 表达：收集各组细胞，采用 TRIzol 
一 步 法 提 取 细 胞 总 RNA，经 DNA 酶 Ⅰ 处 理 后 按

照反转录试剂盒要求的标准条件合成 cDNA，用作

PCR 模版。HSP70 编码基因引物由南京金斯瑞生

物科技服务有限公司合成。PCR 扩增条件：94 ℃ 
预变性 5 min， 94 ℃ 30 s， 55 ℃ 30 s， 72 ℃ 2 min，

共 35 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min。取 4 μL PCR
扩增产物于 1.2% 琼脂糖凝胶中电泳，凝胶自动成

像系统观察结果。

1.5.2    蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细

胞内 HSP70 蛋白表达：收集细胞，用裂解液提取细

胞总蛋白，取 50 μg 蛋白上样进行凝胶电泳，经转膜、

0.363±0.045, t1 = 17.996, t2 = 10.600, both P < 0.001 )， the levels of LDH in culture medium and the concentration 
of [ Ca2+ ] i were decreased significantly [ LDH ( U/L ): 743.46±23.68 vs. 935.43±34.77, 962.89±26.68, t1 = 11.179, 
t2 = 15.044, both P < 0.001; [ Ca2+ ] i relative fluorescence: ( 31.60±2.43 )% vs. ( 41.48±3.33 )%, ( 40.40±3.05 )%, 
t1 = 5.853, t2 = 5.502, both P < 0.001 ], and the activities of Na+-K+-ATPase, Ca2+-Mg2+-ATPase and total ATPase 
were increased significantly [ Na+-K+-ATPase ( μmol·mg-1·h-1 ): 8.608±0.307 vs. 6.728±0.173, 6.450±0.091, t1 = 
9.237, P1= 0.001， t2 = 11.675,  P2 < 0.001; Ca2+-Mg2+-ATPase ( μmol·mg-1·h-1 ): 10.523±0.036 vs. 7.910±0.209, 
8.064±0.195, t1 = 9.718, P1 = 0.001, t2= 11.535, P2 < 0.001; total ATPase ( μmol·mg-1·h-1 ): 17.041±0.324 vs. 
14.150±0.182, 13.983±0.085, t1 = 16.113, t2 = 17.602, both P < 0.001 ]. There was no statistical difference in above 
indexes between lentivirus control group and non-infection group. Conclusion    HSP70 can maintain the PC12 cells 
calcium homeostasis, which may be one of the important mechanisms of anti-apoptosis.

【Key words】 Lentivirus;    Heat shock protein 70;    Ischemia and hypoxia;    PC12 cell;    Calcium homeostasis
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封闭，依次加抗 HSP70 抗体、羊抗兔 IgG 抗体作用，

最后加发光液后显影仪上显影，并观察结果。

1.5.3 四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）检测细胞活

性：取对数生长期的细胞悬液接种到 96 孔板中，每

孔约 4 000 个细胞；细胞贴壁后给予缺氧处理 4 h，

在 96 孔板中每孔加入 MTT 液 20 μL ；4 h 后吸出上

清液，每孔加入 150 μL 二甲亚砜（DMSO）终止反

应。用酶标仪在波长 490 nm 处测定各孔吸光度（A）

值，实验重复 3 次。以 A 值间接代表细胞活性，A 值

越大，表明细胞越有活性。

1.5.4    LDH 活性和［Ca2+］i 浓度测定：取对数生长

期的各组细胞分别接种于 96 孔板，每组均设 6 个复

孔，细胞过夜贴壁后给予缺氧处理 4 h，收集细胞上

清液，参照 LDH 测定试剂盒说明书测定 LDH 活性，

参照 Fluo-3 AM 测定试剂盒说明书应用流式细胞仪

测定［Ca2+］i 浓度，取 3 次实验的平均值。

1.5.5    Na+-K+-ATP 酶、 Ca2+-Mg2+-ATP 酶、总 ATP
酶活性测定：取对数生长期的各组细胞分别接种到

24 孔板，细胞过夜贴壁后给予缺氧处理 4 h，收集细

胞并用生理盐水制备成 106 个 /mL 细胞悬液，用超

声破碎仪破碎细胞，离心取上清进行蛋白定量。参

照试剂盒说明书于分光光度计 636 nm 处测定 A 值。

1.6    统计学方法：采用 SPSS 17.0 软件进行统计学

处理，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 LSD 检验；

以 P＜0.05 为差异有统计学意义。

2    结    果
2.1    光镜下观察 PC12 细胞形态学：刚传代的 PC12
细胞呈悬浮状，透亮圆形，体积小；传代 24 h 后大部

分细胞贴壁并出现突起，以双突起多见；48 h 后细

胞饱满，遮光性强，并相互连接成网（图 1）。

2.2    PC12 细 胞 中 HSP70 的 mRNA 和 蛋 白 表 达：

RT-PCR 结果显示（图 2），重组慢病毒感染组可观

察到 HSP70 编码基因 286 bp 的特异扩增带；而慢病

毒对照组和未感染组 PC12 细胞无此条带。Western 
Blot 结果显示（图 3），重组慢病毒感染组可观察到

HSP70 特异性蛋白条带；而慢病毒对照组和未感染

组 PC12 细胞无此条带。

2.3    外源性 HSP70 过表达对 PC12 细胞活性影响

（表 1）：重组慢病毒感染组 PC12 细胞活性明显高于

慢病毒对照组与未感染组（均 P＜0.01），表明细胞

有较强的生长能力；而慢病毒对照组与未感染组比

较无明显差异（P＞0.05）。

2.4    外源性 HSP70 过表达对 PC12 细胞 LDH 漏出

水平影响（表 1）：各组细胞缺氧处理 4 h 后，重组慢

病毒感染组细胞上清液中 LDH 活性低于慢病毒对

照组与未感染组（均 P＜0.01）；而慢病毒对照组与

未感染组细胞上清液中 LDH 活性差异无统计学意

义（P＞0.05）。

2.5    外 源 性 HSP70 过 表 达 对 PC12 细 胞［Ca2+］i
浓 度 影 响（表 1）：重 组 慢 病 毒 感 染 组 PC12 细 胞 

［Ca2+］i 相对荧光强度明显低于慢病毒对照组和未

感染组（均 P＜0.01）；而慢病毒对照组与未感染组

相比差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.6    外源性 HSP70 过表达对 PC12 细胞 ATP 酶活

图 1    光镜下观察嗜铬细胞瘤 PC12 细胞传代 48 h 时

细胞饱满，遮光性强，并互相连接成网 中倍放大

RT-PCR 为反转录 - 聚合酶链反应，PC12 细胞为嗜铬细胞瘤，

HSP70 为热休克蛋白 70 ；M 为 Marker， 1 为阴性对照，

2 为重组慢病毒感染组， 3 为慢病毒对照组， 4 为未感染组

图 2    RT-PCR 检测 PC12 细胞中 HSP70 mRNA 的表达

Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，PC12 细胞为嗜铬细胞瘤，

HSP70 为热休克蛋白 70，β-actin 为 β- 肌动蛋白；

1 为未感染组， 2 为慢病毒对照组， 3 为重组慢病毒感染组

图 3    Western Blot 检测 PC12 细胞中 HSP70 的蛋白表达
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性影响（表 1）：重组慢病毒感染组 Na+-K+-ATP 酶、  
Ca2+-Mg2+-ATP 酶和总 ATP 酶活性均高于慢病毒对

照组和未感染组（均 P＜0.01）；而慢病毒对照组与

未感染组间差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

3    讨    论
 PC12 细胞为来源于大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞

瘤克隆的细胞株，体外培养具有类似神经元的特性，

不仅能聚集成堆，长出纤维突起，还可以分泌儿茶酚

胺、多巴胺和去甲肾上腺素等神经递质，在国内外的

大量研究中已被广泛用作神经元的体外模型［5］。

 脑组织代谢旺盛，血流丰富，因此极易受到缺血 / 
缺氧的影响而引起神经功能损害。HIE 的病理生理

学机制是一个极其复杂的过程，血流中断后短时间

内就能引起能量衰竭，导致神经细胞的炎症、坏死和

凋亡，脑组织坏死、软化，最终导致脑功能丧失，从而

继发性引起神经系统功能性障碍［6］。

 HSP70 是热休克蛋白家族中被研究最多、关注

最广的成员之一［7］，几乎存在于所有细胞中，在正常

细胞中含量极低，但在应激状态下可成倍增加，对

心、肝、脑、肾等都有保护作用。李晓鲁等［8］报道，外

源性 HSP70 可增强肠上皮细胞生长及增殖能力，从

而保护其抵抗缺氧 / 再复氧损伤；李锐等［9］报道，诱

导 HSP70 的表达可减轻大鼠肾缺血 / 再灌注（I/R）

损伤；HSP70 在哺乳类动物脑损伤后迅速诱导产生，

对机体和脑部都有明显的保护作用［10］；范德义等［11］

证实，HSP70 抗体通过细胞免疫反应达到保护脑细

胞的作用；赵翚等［12］报道，适当时间的缺血预处理

对脑 I/R 损伤有保护作用； Ge 等［13］报道，缺血预处

理大鼠海马 CA1 区可诱导 HSP70 表达，减少神经细

胞凋亡；刘颖等［14］报道，HSP70 可能通过提高细胞

抗氧化应激能力、抑制炎症反应以及抑制细胞凋亡，

在缺血性脑卒中中发挥保护作用。脑缺血后 HSP70
蛋白表达时间与神经元凋亡的时序基本吻合，提示

HSP70 参与了抑制细胞凋亡［15］。

 本实验采用携带外源性 HSP70 基因的慢病毒

感染 PC12 细胞，观察外源性 HSP70 在 PC12 细胞

内稳定表达后对该细胞钙稳态的影响。结果显示，

PC12 细胞经缺血 / 缺氧处理后，重组慢病毒感染组

细胞活性明显增强。表明 HSP70 可以抵抗缺血 / 缺

氧对 PC12 细胞线粒体的损伤。LDH 是一种糖酵解

酶，广泛存在于机体的各种组织细胞中，细胞膜受损

后 LDH 从胞质内漏出，故检测细胞上清液中 LDH
水平可间接反映细胞的损伤程度［16］，细胞损伤越严

重，LDH 水平越高。本研究显示，重组慢病毒感染

组上清液中 LDH 水平明显低于慢病毒对照组和未

感染组。提示 HSP70 可抵抗缺血 / 缺氧对 PC12 细

胞线粒体的损伤。

 Ca2+ 作为细胞内重要的信使之一，广泛参与多

种细胞功能，国内外大量研究证实，细胞内钙超载

可通过不同机制引起多种细胞损伤［17］，钙超载是

细胞死亡的最终通路［18-19］。因此，钙稳态改变可能

是细胞凋亡的重要机制之一。Liu 等［20］报道，诱导

大鼠分离心室肌细胞 I/R 损伤模型的 HSP70 表达

时，可维持细胞内钙稳态的平衡。Na+-K+-ATP 酶、 
Ca2+-Mg2+-ATP 酶和总 ATP 酶都是广泛存在于真核

细胞膜的跨膜蛋白，可通过水解 ATP 酶来维持细胞

内外离子的平衡，它们可以通过不同的机制来维持

细胞内相对较低的 Ca2+ 浓度［21-22］。本实验结果显

示，重组慢病毒感染组［Ca2+］ i 荧光强度明显降低，

ATP 酶活性则明显升高。表明 HSP70 是通过调节

ATP 酶活性来维持缺血 / 缺氧 PC12 细胞钙稳态的。

 本研究还表明，HSP70 可保护缺血 / 缺氧 PC12
细胞线粒体功能和细胞膜的完整性，这一结果与我

们先前的研究结果一致［23］。同时也符合 Yenari 等［24］

报道的结果，即将外源性 HSP70 直接注射至大鼠脑

内，在大脑中动脉阻断 1 h 后能显著提高神经元存

活率。另外，本研究结果还显示，HSP70 可以通过

调节细胞膜 ATP 酶的活性素维持 PC12 细胞钙稳态，

表 1    外源性 HSP70 过表达对缺血 / 缺氧 PC12 细胞活性、LDH 水平、［Ca2+］i 浓度及 ATP 酶活性的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）

细胞活性

（A 值）

LDH
（U/L）

［Ca2+］i（相对

荧光强度，%）

N+-K+-ATP 酶

（μmol·mg-1·h-1）

Ca2+-Mg2+-ATP 酶

（μmol·mg-1·h-1）

总 ATP 酶

（μmol·mg-1·h-1）

未感染组（1） 6 0.363±0.045 962.89±26.68 40.40±3.05 6.450±0.091 8.064±0.195 13.983±0.085
慢病毒对照组（2） 6 0.395±0.014 935.43±34.77 41.48±3.33 6.728±0.173 7.910±0.209 14.150±0.182
重组慢病毒感染组（3） 6 0.575±0.020 743.46±23.68 31.60±2.43 8.608±0.307 10.523±0.036 17.041±0.324
各组间比较的 F / P 值 74.046/ ＜ 0.001 103.529/ ＜ 0.001 19.964/ ＜ 0.001 93.550/ ＜ 0.001 86.420/ ＜ 0.001 241.073/ ＜ 0.001
两组间比较 1∶2 的 t / P 值 1.665/      0.127 1.533/      0.156 0.588/      0.570 2.455/      0.070 0.872/      0.432   1.575/      0.190
两组间比较 1∶3 的 t / P 值 10.600/ ＜ 0.001 15.044/ ＜ 0.001  5.502/ ＜ 0.001 11.675/ ＜ 0.001 11.535/ ＜ 0.001   17.602/ ＜ 0.001
两组间比较 2∶3 的 t / P 值 17.996/ ＜ 0.001 11.179/ ＜ 0.001  5.853/ ＜ 0.001 9.237/      0.001 9.718/      0.001   16.113/ ＜ 0.001

注：HSP70 为热休克蛋白 70，PC12 细胞为嗜铬细胞瘤，LDH 为乳酸脱氢酶，［Ca2+］i 为游离钙离子浓度
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百草枯中毒相关诊断国家标准及专家共识导读
 百草枯作为一种广谱、高效、对环境污染小的有机杂环类除草剂，广泛应用于全球 140 多个国家的农业生产中。近年来，

国内急性百草枯中毒人数急剧增长，已成为我国急性中毒防治的突出难题，引起了社会各界的广泛关注。随着基础研究与临

床救治实践的不断进步，国内一些学者与学会组织相继制定了百草枯中毒诊治的各种专家共识或诊断标准。

 2013 年，原国家卫生部颁布了“职业性急性百草枯中毒的诊断”国家标准，随后国内急诊医学专家又制定了“急性百

草枯中毒诊治专家共识”和“百草枯中毒诊断与治疗泰山共识”。国家标准和专家共识中对百草枯中毒的治疗进行了分析

及规范，并提出了相应的推荐意见，相信对临床一线医务人员能起到 
很好的指导作用。

 本 刊 将 上 述 国 家 标 准 和 两 个 专 家 共 识 制 作 成 电 子 书 刊 登 于 本

刊的官方网站上供大家查阅，读者通过扫描二维码或登录本刊网站 
（http ：//www.cccm-em120.com）即可方便、快捷地在“标准与指南”栏目中

查阅到“职业性急性百草枯中毒的诊断国家标准”“急性百草枯中毒诊治

专家共识”和“百草枯中毒诊断与治疗泰山共识”，并能深度了解国家标

准和专家共识的具体内容。

从而起到抗凋亡作用，这一机制在国内很少报道。

 综上所述，外源性 HSP70 可从不同的作用点来

保护缺血 / 缺氧性脑细胞，并通过调节 ATP 酶活性

来维持缺血缺氧 PC12 细胞钙稳态，该发现为临床

上 HIE 提供了新的治疗前景。 
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