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慢病毒介导的BAG一1L基因对缺氧状态下
人神经母细胞瘤细胞的保护作用
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【摘要】 目的探讨慢病毒介导Bcl一2结合抗凋亡基因1L(BAG-1L)过表达对缺氧／复氧诱导人神经母

细胞瘤细胞(SH—SY5Y)损伤的保护作用，研究其对磷酸肌醇一3激酶，丝氨酸一苏氨酸蛋白激酶(P13K／AKT)

通路的影响。方法体外培养SH—SY5Y细胞，取对数生长期细胞分为重组慢病毒感染组(感染携带BAG-1L

基因及荧光蛋白基因的重组慢病毒)、载体对照组(感染携带荧光蛋白基因但不携带BAG-1L基因的慢病毒)及

细胞对照组(未感染慢病毒)。感染48 h后采用蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测靶细胞BAG-1L的表达；

3组细胞经缺氧8 h，复氧24 h处理后，采用CCK一8细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒检测细胞活性；采用别藻

蓝蛋白标记的膜联蛋白V，7一氨基放线菌素D(Annexin V—APC／7一AAD)双染法检测细胞凋亡，并进行流式分

析；采用Western Blot试验检测细胞BAG-1L、热休克蛋白70(HsP70)、AKT及磷酸化AKT(p—AKT)的蛋白表达。

结果重组慢病毒感染48 h后可观察到外源性BAG--1L特异性蛋白条带，而细胞对照组和载体对照组无此特

异性蛋白条带。经缺氧，复氧处理后，重组慢病毒感染组细胞活性较细胞对照组和载体对照组均明显增高(A值：

0．689±0．036比0．425±0．013、0．400+_0．012)，细胞凋亡明显减少[凋亡率：(26．97±1．82)％比(36．60±1．45)％、

(35．77±3．74)％]，BAG-1L、HSP70、p-AKT蛋白表达水平明显升高[BAG-1L蛋白(灰度值)：2．405±o．167比

0．529±0．141、0．601±0．099，HSP70蛋白(灰度值)：0．997±0．123比0．634±0．091、0．584±0．106，p-AKT蛋白

(灰度值)：1．234+0．118比0．661±0．210、0．712±0．199，均P<0．01]；而AKT蛋白表达虽高于细胞对照组和载

体对照组(灰度值：1．103±0．269比O．646+_0．188、0．791±O．326)，但差异无统计学意义(均P>0．05)。细胞对

照组和载体对照组各指标比较差异无统计学意义(均P>0．05)。结论慢病毒介导的BAG--1L基因过表达可

以保护神经细胞抵抗缺氧引起的损伤，抑制细胞凋亡，其保护作用可能与促进P13K／AKT通路的激活有关。

【关键词】Bcl一2结合抗凋亡基因； 神经细胞； 缺氧，复氧； 抗凋亡；PDK／AKT通路

基金项目：国家自然科学基金(81571938，81501706)

Protective effect of BAG一1L mediated by ientivirus in human neuroblastoma cells induced by hypoxia 耽昭
Yun,h Qingshu,J洫Chao,Xie Chunyu,so鸭Yankun,Zhang Nan,Qu Yan

School ofNursing,Medical College ofQingdno University,Qingdao 266023,Shandong,China(Wang E Xie CY,勘增YK,
Zhang N)；Department ofCntwal Care Medicine,Affiliated Qingdao Municipal Hospital ofQingdao University,Qingdao
26卯71，Shandong,China似OS,Jia c，qu y)

Corresponding author：Ou Ya，k Email：qdauyan@aliyurLcom

[Abstract]Objective To investigate the protective effects of lentivims mediated Bcl一2一associated

athanogene 1L(BAG一1 L)over-expression on human neuroblastoma ceHs(sH—SY5Ⅵinduced by hypoxia／re-oxygenation，

and to study its effect on the phosphoinositide 3 kinase serine／threoniRe protein kinase(P13K，AKT)pathway．

Methods SH—SY5Y cells were cultured in vitro，and the ceHs at logarithmic phase were coilected．and they were
divided into recombined lentiviral infection group【infected by lentivims containing BAG-1L and green fluorescent protein

(GFP)gene]，vector control group(infected by lentivims containing GFP without BAG-1L gene)and cell control group

(non-infection)．Western Blot was used to detect the expression of BAG--1L in target ceils after infection for 48 hours．

SH-SY5Y ceHs were subjected to hypoxia for 8 hours and re-oxygenation for 24 hours．then the ceil counting kit一8

(CCK-8)was used to detect the cell activity，and the apoptosis was detected by flow cytometry after aUophycocyanin
labeled annexin V／7一amino actinomycin D(Annexin V—APC／7一AADl staining．Western Blot was used to

detect the protein expressions of BAG-1L，heat shock protein 70(HSP70)，AKT and phosphorylated AKT

(p-AKT)．Results After infection for 48 hours，exogenous BAG一1L protein bands were observed in recombined
lentiviral infection group，but not observed in cell control group and vector control group．After hypoxia]re—oxygenation
treatment，the cell viability in recombined lentiviral infection group was significantly hisher than that in cell control grouD
and vector control group似value：0．689±0．036 vs．0．425±0．013，0．400_+0．012)，apoptosis was significantly decreased

【apoptosis rate：(26．97±1．82)％v8．(36．60±1．45)％，(35．77±3．74)％】，tlleproteinlevels ofBAG一1L'HSP70andP—AKT
were significantly increased[BAG-1L protein(gray value)：2．405±0．167 v8．0．529±0．141，0．601±0．099；HSP70
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protein(gray value)：0．997±0．123 VS．0．634±0．091，0．584±0．106；p-AKT protein(gray value)：1．234±O．118 vs．
0．661±0．210，0．712±0．199，allP<O．01]，butthe proteinlevel ofAKTwas slightlyincreased(gray value：1．103±O．269
VS．0．646±0．1 88，0．79 1±0．326)without statistically significant differences fboth P>O．05)．There was no significant
difference in all parameters between cell control group and vector control group(all P>0．05)．Conclusion Lentivims
mediated BAG一1 L gene over-expression can protect nerve cells against hypoxic injury and apoptosis．and the protective
effect may be related to the activation increase of pathway on P13K／AKT．

[Key words]Bcl一2一associated athanogene；Nerve cell；Hypoxia／re—OXygenation：Anti apoptotic：P13K／AKT
pathway
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缺血性脑血管疾病是目前人类死亡的重要原因

之一，尽管脑血管病诊疗水平不断提高，但仍具有高

发病率、高致残率、高病死率的特点。美国流行病学

研究预测，到2030年，发达国家65岁以上老年人中

约1／5可能患有缺血性脑血管疾病⋯。因此，有必

要积极寻求新的防治脑缺血性疾病的方法。研究证

实，脑缺血时位于梗死核心的神经元往往发生快速

坏死性死亡，而位于缺血半影区的神经元则发生延

迟性死亡，这种延迟性死亡主要表现为细胞凋亡心J。

Bcl一2结合抗凋亡基因1(BAG一1)是一种编码多

功能蛋白的抗凋亡基因，最初克隆时发现它是一种

Bcl一2结合的抗凋亡分子，在众多功能中，其凋亡调

控作用最为重要¨Jo BAG一1主要有4种亚型，包括

p50(BAG一1L)、p46(BAG一1M)、p33、p29(BAG一1S)，

各种亚型C一末端都具有BAG功能域，可与热休克

蛋白70(HSP70)的三磷酸腺苷酶(ATP酶)结构域

结合，形成一个有功能的活性构象，并调控其功能。

本实验通过重组慢病毒感染体外培养人神经母细胞

瘤细胞(SH—SY5Y)，探讨外源性BAG一1L表达对缺

氧状态下细胞的保护作用，并进一步研究其对磷酸

肌醇一3激酶／丝氨酸一苏氨酸蛋白激酶(P13ⅪAKT)

通路的影响，为脑血管病的防治提供新的思路。

1材料和方法

1．1主要材料和试剂：SH—SY5Y细胞由青岛大学医

学部生理学教研室提供；BAG一1L过表达慢病毒由

上海吉凯基因化学技术有限公司包装；抗BAG一1L、

HSP70、AKT及磷酸化AKT(p-AKT)抗体均购于英

国Abcam公司；辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊

抗兔IgG、CCK一8细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒

购于武汉博士德生物工程有限公司。流式细胞分析

试剂盒购于美国eBioscience和BD公司。

1．2细胞培养：将SH—SY5Y细胞用含10％胎牛血

清、100 U／mL青霉素、100州mL链霉素的DMEM培
养基，于37 oC、5％C02、95％湿度的培养箱内培养，

细胞生长达80％融合时用O．25％胰蛋白酶加0．02％

乙二胺四乙酸(EDTA)消化传代，选择处于对数生

长期生长良好的细胞用于实验。

1．3分组及慢病毒感染靶细胞方法：将处于对数生

长期的SH—SY5Y细胞，以4×10a／孑L接种到24孔

板，37℃培养过夜，次日更换新培养基后，分为重组

慢病毒感染组(感染携带BAG一1L基因及荧光蛋白

基因的重组慢病毒)、载体对照组(感染携带荧光蛋

白基因但不携带BAG—lL基因的慢病毒)及细胞对

照组(未感染慢病毒)。两个感染组细胞按照预实验

得出的最佳感染复数(MOI=50)分别加人携带或不

携带BAG一1L基因的病毒液以及感染添加剂聚凝胶

5 t-g／mL，混匀后置于细胞培养箱培养；12 h后更

换新的培养基；48 h后荧光显微镜下观察感染率，

并加入嘌呤霉素(预实验测定的最佳药物浓度为

7 I．tg／mL)筛选出感染成功的细胞进行实验。

1．4缺氧／复氧细胞模型的制备：3组细胞在无菌

条件下更换成不含血清的低糖DMEM培养基，置于

密闭培养罐中，放人厌氧袋和氧气指示剂，于37℃

培养箱中给予缺氧处理8 h，然后换成正常培养基，

常规条件下继续培养24 h复氧。

1．5检测指标及方法

1．5．1 CCK一8试剂盒检测细胞活性：取对数生长期

细胞，以5×103／孑L分别接种于96孑L板中，每组均

设6个平行孑L；次日细胞贴壁后给予缺氧／复氧处

理。吸出培养基，每孔加入100止培养基和10止

CCK一8试剂，混匀后置于细胞培养箱孵育1 h。用

酶标仪在波长450 nm处测定各孑L吸光度(4)值，代

表细胞活性，数值越大，表明细胞活性越高。测定孑L

A值=每孔A值一空白孑LA值。

1．5．2别藻蓝蛋白标记的膜联蛋白V／7一氨基放线

菌素D(Annexin V—APC／7一AAD)双染法检测细胞

凋亡：给予细胞缺氧／复氧处理后，用不含EDTA的

胰蛋白酶消化并收集细胞。以1×结合缓冲液重悬

细胞，调节其浓度为1×106／mL。取100止细胞悬

液分别加入5止Annexin V—APC和5 p．L 7-AAD，混

匀后室温避光孵育15 rain，再加入400止1×结合

缓冲液混匀，过滤后用流式细胞仪分析。
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1．5．3蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测

1．5．3．1感染48 h细胞BAG一1L蛋白表达：收集病

毒感染细胞，裂解后提取总蛋白，BCA蛋白定量，取

20峭蛋白上样行十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰氨凝

胶电泳(SDS—PAGE)、转膜、封闭，加抗BAG-1L兔

单克隆抗体(单抗，1：500)、HRP标记的羊抗兔IgG

(1：2000)后，加发光液，用VILBER LOURMAT凝

胶图像分析系统显影分析。

1．5．3．2缺氧／复氧处理后细胞BAG一1L、HSP70、

AKT、D—AKT的蛋白表达：细胞经缺氧／复氧处理

后加入抗HSP70兔单抗(1：l 000)、抗AKT兔单抗

(1：10000)、抗p-AKT兔单抗(1：5 ooo)。用Bio—Rad

Quantity One软件分析灰度值，结果以待测蛋白与内

参照B一肌动蛋白(B—actin)灰度值比值表示。

1．6统计学方法：采用SPSS 17．0软件分析数据，采

用Kolmogorov—Smirnov法进行正态性检验，正态分

布计量资料以均数±标准差(互±s)表示，多组间比

较用单因素方差分析，两两比较方差齐用LSD—t检

验，方差不齐用Tamhane T2法检验；非正态分布计

量资料以中位数(四分位数)[M(Q¨Q。)]表示，多

组间比较用非参数Kruskal—Wallis H检验，两组间

比较用Mann—Whitney U检验。以P<0．05为差异

有统计学意义。

2结果

2．1慢病毒感染后BAG一1L的表达：荧光显微镜

下显示(图1)，重组慢病毒可有效感染靶细胞，48 h

后感染效率达80％。Western Blot结果显示(图2)，

重组慢病毒感染组可观察到外源性BAG一1L基因

(e—BAG一1)特异性蛋白条带，且e—BAG一1在慢病毒

包装过程中存在伴侣结合，蛋白条带较大；而细胞

对照组和载体对照组无e—BAG一1特异性蛋白条带。
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图l 荧光显微镜下观察重组慢病毒感染48 h后人神经母

细胞瘤细胞(SH—SY5Y)Bcl一2结合抗凋亡基因lL(BAG-1L)

的阳性表达BAG—IL过表达的SH—SY5Y细胞呈绿色荧光。

明场下(A)可观察到细胞贴壁生长较好，细胞饱满且遮光性

强；暗场下(B)可见绿色荧光，说明携带BAG一1L基因的重

组慢病毒成功感染SH—SY5Y细胞免疫荧光 中倍放大

●●—■

BAG—lL为Bcl一2结合抗凋亡基因lL，e—BAG—I为

外源性BAG一1L基因，B—actin为B一肌动蛋白

图2蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测各组

人神经母细胞瘤细胞(SH—SY5Y)BAG—lL蛋白表达

2．2 BAG一1L过表达对缺氧／复氧处理后SH—SY5Y

细胞活性的影响(表1)：经缺氧8 h／复氧24 h处理

后，重组慢病毒感染组SH—SY5Y细胞活性明显高

于细胞对照组和载体对照组(均P<0．01)，表明细

胞增殖活跃，生长能力较强；而后两组无明显差异

(P>0．05 o

2．3 BAG一1 L过表达对缺氧／复氧处理后SH—SY5Y

细胞凋亡的影响(图3；表1)：经缺氧8 h／复氧24 h

处理后，重组慢病毒感染组细胞凋亡率明显低于细

胞对照组和载体对照组(均P<O．01)，而后两组无

明显差异(P>0．05 o

戴体埘照组

104 10‘ 10“

荧光强度

10’

荧光强度

注：BAG—lL为Bcl一2结合抗凋亡基因1L，SH—SY5Y为人神经母细胞瘤细胞；左上象限代表坏死细胞，右上象限代表晚期凋亡细胞

左下象限代表正常状态细胞．右下象限代表早期凋亡细胞；各象限数字代表相应状态下细胞所占百分比

图3流式细胞仪检测BAG一1L过表达对缺氧／复氧处理后SH—SY5Y细胞凋亡的影响
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封l别 样本数(孔)细胞活性(．1 ff|[)细胞捌r(％J

细胞×、f照Ⅲ 1 8 o 425二0．0I 3 36 60±I 45

拔体对照组 1 8 ()400±o．01 2 35 77±3 74

重ifl慢病毒感染纠【 1 8 o．689±o 036““ 26．97=I 82“l’

注：BAG一1L为Bel一2结合抗凋亡基因1 L，SH—SY5Y为人神经

母细胞瘤细胞；与细胞对照组比较，8P<0．01；与载体对照组比较，
bp<001

2．4 BAG一1 L过表达对缺氧／复氧处理后SH—SY5Y

细胞BAG一1L、HSP70及P13K／AKT通路蛋白表达

的影响(图4)：经缺氧8 h／复氧24 h处理后，重组

慢病毒感染组BAG—lL、HSP70、p-AKT蛋白表达较

细胞对照组和载体对照组均显著上调(均Jp<0．01)；

AKT蛋白较其他两组虽有上调，但差异均无统计学

意义(均P>0．05 o细胞对照组和载体对照组蛋白

表达差异均无统计学意义(均P>0．05)。
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BAG—lI，为Bcl—2结合抗凋亡基因lL，SH—SY5Y为人神经母细胞

瘤细胞，HSP70为热休克蛋白70，P13K／AKT为磷酸肌醇一3激酶／

丝氨酸一苏氨酸蛋白激酶，p-AKT为磷酸化AKT，e-BAG一1为
外源性BAG—lL基因，B—actin为13一肌动蛋白；

与细胞对照组比较，8P<O．0l；与载体对照组比较．“P<001

图4蛋白质免疫印迹试验(Western Blot)检测BAG-Il。过表达

对缺氧／复氧处理后SH—SY5Y细胞BAG—lL(A)、HSP70(B)

及P13K／AKT通路蛋白AKT(C)、p-AKT(D)表达的影响

3讨论

SH—SY5Y细胞株来自人脑恶性肿瘤，是一种分

化水平较低的肿瘤细胞。该细胞繁殖快，细胞形态、

生理和生化功能与正常神经细胞相似，广泛应用于

神经系统疾病发病机制和药物作用机制研究‘4。j。

因此，在研究缺血性脑血管病中也有一定代表意义。

BAG一1是1995年Takayama等‘3。发现的一种

多功能抗凋亡基因，可与Bcl一2形成复合物，促进其

抗细胞凋亡的能力：目前对于BAG一1的研究多集

中于其在肿瘤细胞凋亡中的作用。6。10，但对于其在

脑内神经元凋亡中的作用及机制还知之甚少。体内

实验证实，在脑发育过程中，不成熟神经元BAG一1

蛋白表达水平很高，随着神经元的成熟，BAG一1蛋

白表达逐渐下调；进一步研究表明，BAG—l敲除胚

胎可发生严重的神经元凋亡，导致胚胎死亡，说明

BAG—l蛋白在神经元存活中可能具有潜在作用。11。

研究证实，高表达BAG—l可抑制天冬氨酸特异

性半胱氨酸蛋白酶(caspase)激活和活性氧(ROS)

产生，在体外培养神经细胞中发挥抗凋亡作用。1 2。

本课题组前期研究表明，经缺氧／复氧处理后，神经

细胞内ROS产生增加、13‘14 J。本研究结果显示，经

缺氧8 h／复氧24 h处理后，重组慢病毒感染组细胞

增殖活性明显高于细胞对照组和载体对照组，提示

BAG一1L过表达可抵抗缺氧／复氧对SH—SY5Y细

胞线粒体的损伤。流式细胞分析结果也显示，重组

慢病毒感染组细胞凋亡率较细胞对照组、载体对照

组明显降低。本课题组前期研究也显示，BAG—l基

因敲除后，缺氧／复氧处理SH—SY5Y细胞活性降低，

细胞凋亡增加。15，表明BAG—l可抑制缺氧／复氧

引起的神经细胞凋亡。

P13K／AKT通路是维持细胞存活的重要信号通

路，多种神经营养因子通过激活P13K／AKT信号通路

抑制细胞凋亡，发挥脑保护作用11”"J。AKT是P13K

直接的下游作用靶点，通过磷酸化一系列凋亡调控

蛋白，如Bad、caspase一9、核转录因子一KB(NF—KB)

等，进一步调节抗凋亡基因转录．促进细胞存活【懈J。

Kitagawa等’19首次发现AKT在脑缺血时被激活，

提示P13K／AKT信号通路参与了脑缺血的病理过程。

本实验Western Blot检测结果显示，SH—SY5Y细胞

经缺氧／复氧处理后，重组慢病毒感染组p-AKT蛋

白表达水平较细胞对照组和载体对照明显升高，提

示BAG—l可能通过促进P13K／AKT信号通路的激

活进而抑制缺氧／复氧导致的神经细胞凋亡。
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BAG-1主要表达pS0(BAG-1L)、p46(BAG-1M)、

p33和p29(BAG-1S)4种亚型，相对分子质量分别

为52000、46000、34000、29000旧J。BAG_1各种亚

型都具有BAG功能域，可能与BAG_1抗凋亡作用

密切相关。BAG—l通过结构域与HSP70结合，形成

一个有活性的构象并调控其功能[2t彩]。Zeiner等Ⅲ1

研究证明，BAG一1与HSP70结合可通过抑制HSP70

介导的变性蛋白重折叠，减少热休克引起的细胞凋

亡。Kermer等【151研究证实，BAG一1可以通过上调

HSP70／热应激同源蛋白70(HSC70)水平发挥对脑

缺血的保护作用。本课题组前期实验亦表明，外源

性HSP70表达可有效减轻神经元缺氧，复氧损伤

的程度旧J。本研究结果也显示，重组慢病毒感染组

HSPTO表达明显上调，细胞凋亡减少，提示BAG-1

可能与HSP70相互作用，从而发挥抗细胞凋亡效应。

综上，在缺氧／复氧状态下，重组慢病毒介导的

BAG一1L基因在体外培养SH—SY5Y细胞中有效表

达，可抑制缺氧／复氧引起的细胞凋亡，可能与上调

HSP70表达，促进P13K／AKT通路激活有关，为临床

治疗缺血缺氧导致的脑损伤提供了新的思路。
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