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【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

胞内质网钙稳态的影响及钙通道的调节机制。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 及绿色荧光蛋白（GFP）基因的慢病毒〕、慢病毒对照组（感染含 GFP 但不含 HSP70 基因的慢

病毒）及未感染组。采用四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）检测 PC12 细胞经缺血 / 缺氧处理 4、8、12、24 h 后的

细胞活性，以选取最佳缺血 / 缺氧时间。采用实时定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）检测缺血 / 缺氧 8 h 

时 HSP70、肌质 / 内质网 Ca2+-ATP 酶亚型（SERCA2a、SERCA2b）、兰尼碱受体 2（RyR2）、三磷酸肌醇受体 1

（IP3R1）的 mRNA 转录水平；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测缺血 / 缺氧 8 h 时 HSP70、SERCA、

IP3R 的蛋白表达水平；采用流式细胞仪检测细胞内活性氧（ROS）及游离钙离子（［Ca2+］i）水平。结果  随着

缺血 / 缺氧时间延长，各组细胞活性呈先增强后减弱的趋势，均于 8 h 时达峰值。缺血 / 缺氧 8 h 时，重组慢病

毒感染组细胞活性较未感染组和慢病毒对照组均明显升高〔A 值（×10-2）：20.3±2.2 比 14.1±2.1、15.0±1.6，

均 P＜0.01〕，HSP70 和 SERCA 的 mRNA 及蛋白表达均明显上调〔HSP70 mRNA（2-ΔΔCt）为 0.785±0.018 比 

0.428±0.019、0.423±0.023，HSP70 蛋白（灰度值）为 2.72±0.20 比 1.56±0.36、1.63±0.41，SERCA2a mRNA 

（2-ΔΔCt）为 0.971±0.037 比 0.367±0.014、0.347±0.012，SERCA2b mRNA（2-ΔΔCt）为 8.869±0.162 比 3.015± 

0.091、2.941±0.091，SERCA 蛋白（灰度值）为 2.84±0.18 比 1.48±0.26、1.52±0.29〕，IP3R2 的 mRNA 及蛋白

表达均明显下调〔IP3R2 mRNA（2-ΔΔCt）为 0.183±0.020 比 0.439±0.020、0.433±0.040，IP3R2 蛋白（灰度值）

为 1.15±0.12 比 1.91±0.20、1.83±0.19〕，差异均有统计学意义（均 P＜0.01），而 RyR1 mRNA 表达差异无统

计学意义〔2-ΔΔCt（×10-3）：1.97±0.63 比 2.02±0.22、2.01±0.09，均 P＞0.05〕；细胞内 ROS 及［Ca2+］i 的荧

光强度均显著降低（ROS 为 30.54±1.23 比 58.03±1.97、57.72±2.35，［Ca2+］i 为 34.50±2.05 比 48.20±3.02、

46.80±2.75，均 P＜0.01）。结论  外源性 HSP70 能维持 PC12 细胞内质网钙稳态，对细胞内质网钙释放通道

IP3R 及肌质网钙泵 SERCA 调控 Ca2+ 的通道蛋白具有显著影响，可能对缺血 / 缺氧引起的 PC12 细胞内损伤具

有保护作用。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  effects  of  lentivirus-mediated heat  shock protein 70  (HSP70)  gene 

on  calcium  homeostasis  and  calcium  channels  of  PC12  cells  induced  by  ischemic  and  hypoxia  and  its  mechanisms.   

Methods  PC12 cells at  logarithmic phase were collected, and they were divided  into recombined  lentiviral  infection 

group [infected by lentivirus containing HSP70 and green fluorescent protein (GFP) fluorescin gene],  lentivirus control 

group (infected by lentivirus containing GFP without HSP70 gene) and non-infection group. PC12 cells were subjected 

ischemia/hypoxia for 4, 8, 12, 24 hours, and the cell activity was determined by methylthiazolyl tetrazolium (MTT) assay 

test  inorder  to  determine  the  best  time  for  ischemia/hypoxia.  The mRNA  expressions  of HSP70, muscle/endoplasmic 
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  目前对脑缺氧损伤及继发性脑损害的分子机制

研究已涉及兴奋性氨基酸、钙离子稳态失衡、自由

基形成、蛋白酶激活及基因表达改变等方面，其中

钙超载是神经细胞缺血 / 缺氧继发性损伤后的重要

环节［1］。缺血 / 缺氧诱导的钙超载主要来源于细胞

内外 Ca2+ 转运异常和储存 Ca2+ 过度释放。正常生

理状态时，细胞内钙储存器参与维持细胞内钙稳态，

即细胞通过肌质 / 内质网 Ca2+-ATP 酶（SERCA）从

胞质中摄取 Ca2+，通过三磷酸肌醇受体（IP3R）及兰

尼碱受体（RyR）释放 Ca2+。热休克蛋白 70（HSP70）

可以增加心肌细胞 SERCA、RyR 表达及活性，通过

RyR 促进 Ca2+ 从内质网释放入胞质，增加的胞质钙

可以通过 SERCA 重摄取进入内质网，同时 HSP70

亦 可 增 加 Na+/Ca2+ 交 换 体（NCX）的 活 性，提 示

HSP70 可能通过 NCX 增加胞质钙的转出，从而调控

钙稳态［2］。本课题组前期研究表明，外源性 HSP70

对缺血 / 缺氧大鼠脑组织具有明确的保护作用［3］。

但目前关于脑缺血时 HSP70 对神经细胞 SERCA、

RyR 和 IP3R 等表达及活性的影响机制尚未见报

道。本研究通过构建重组慢病毒载体 vLe-HSP70

转染体外嗜铬细胞瘤细胞（PC12 细胞），研究外源性

HSP70 对缺血 / 缺氧 PC12 细胞内质网钙通道的影

响，进一步探讨 HSP70 脑保护作用的机制。

1 材料与方法

1.1  主要实验材料：PC12 细胞由青岛大学生理教

研室提供。HSP70 过表达慢病毒（上海瑞赛生物技

术有限公司），胎牛血清、胰酶（美国 Hyclome 公司），

DMEM、TRIzol 试剂（美国 Gibco 公司）；实时定量反

转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）试剂盒（瑞士罗氏

公司）；抗 HSP70 单克隆抗体（美国 Abcam 公司），

抗 SERCA 多克隆抗体、抗 IP3R 多克隆抗体（美国

CST 公司）；钙离子荧光探针 Fluo-3AM 和活性氧

（ROS）检测试剂盒（江苏碧云天生物技术研究所）。

1.2  细胞培养：将 PC12 细胞用含 10% 胎牛血清、

100 mg/L 青霉素、100 mg/L 链霉素的 DMEM 完全

培养基培养，待细胞贴壁生长至融合状态、密度达

85% 时，用胰酶消化传代。选择生长良好且处于对

数生长期的 PC12 细胞用于实验。

1.3  细胞转染及分组：参照本课题组前期研究中

的方法构建重组慢病毒载体 vLe-HSP70 转染体外

PC12 细胞［4］，转染成功的 PC12 细胞加入灭瘟菌素

进行定期筛选。将筛选合格的细胞分为 3 组：重组

慢病毒感染组感染含 HSP70 及绿色荧光蛋白（GFP）

基因的慢病毒，慢病毒对照组感染含 GFP 但不含

HSP70 基因的慢病毒，未感染组不予转染，各组细胞

终密度均为 5×108 个 /L。

reticulum  Ca2+-ATP  isoforms  (SERCA2a,  SERCA2b),  ryanodine  receptor  2  (RyR2),  and  inositol  1,4,5-triphosphate 

receptor  1  (IP3R1)  were  determined  by  real-time  quantitative  reverse  transcription-polymerase  chain  reaction  

(RT-qPCR), and the protein expressions of HSP70, SERCA, and IP3R were determined by Western Blot at 8 hours after 

ischemic/hypoxia. Flow cytometry was used to determine the levels of intracellular reactive oxygen (ROS) and intracellular 

Ca2+  ([Ca2+]i).  Results  With the prolongation of time of ischemia/hypoxia,  the cell viability in all groups showed an 

increase followed by a weakening, and peaked at 8 hours. The cell viability at 8 hours in lentiviral infection group was 

significantly  higher  than  that  of  the non-infection  group  and  lentivirus  control  group  [A  value  (×10-2):  20.3±2.2  vs. 

14.1±2.1, 15.0±1.6, both P < 0.01], the mRNA and protein expressions of HSP70 and SERCA in lentiviral infection 

group  were  significantly  increased  [HSP70  mRNA  (2-ΔΔCt ):  0.785±0.018  vs.  0.428±0.019,  0.423±0.023;  HSP70 

protein (gray value): 2.72±0.20 vs. 1.56±0.36, 1.63±0.41; SERCA2a mRNA (2-ΔΔCt ): 0.971±0.037 vs. 0.367±0.014, 

0.347±0.012; SERCA2b mRNA (2-ΔΔCt ): 8.869±0.162 vs. 3.015±0.091, 2.941±0.091; SERCA protein (gray value): 

2.84±0.18 vs. 1.48±0.26, 1.52±0.29], and IP3R2 mRNA and protein expressions were significantly declined [IP3R2 

mRNA (2-ΔΔCt ): 0.183±0.020 vs. 0.439±0.020, 0.433±0.040; IP3R2 protein (gray value): 1.15±0.12 vs. 1.91±0.20, 

1.83±0.19], with statistically significant differences (all P < 0.01); no significant difference in RyR mRNA was found 

[2-ΔΔCt (×10-3): 1.97±0.63 vs. 2.02±0.22, 2.01±0.09, both P > 0.05]; the relative fluorescence intensity of ROS and 

[Ca2+]i in lentiviral infection group was significantly reduced (ROS: 30.54±1.23 vs. 58.03±1.97, 57.72±2.35; [Ca2+]i:  

34.50±2.05  vs.  48.20±3.02,  46.80±2.75,  all  P  <  0.01].  Conclusion  Exogenous  HSP70  can  maintain  calcium 

homeostasis  in the endoplasmic reticulum of PC12 cells, affect  the Ca2+ channel protein regulated by calcium channel 

IP3R and calcium pump SERCA, which may cause hypoxia/ischemia intracellular injury.
【Key words】  Heat  shock  protein  70;  Ischemia  and  hypoxia;  PC12  cell;  Endoplasmic  reticulum  calcium 

channel
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1.4  缺血 / 缺氧模型的制备：将 3 组状态和数量相

同的细胞加入无血清低糖培养液覆盖细胞，置于密

闭容器，内置吸氧袋，同时充入 1% O2、5% CO2 和

94% N2（5 L/min），4～5 min 后容器内氧浓度可低至

1%［5］，置 37 ℃孵箱培养 4、8、12、24 h。

1.5  四甲基偶氮唑盐比色法（MTT）检测细胞活性：

将细胞悬液接种于 96 孔板，5×103 个 / 孔，设 6 个

复孔，待细胞贴壁后缺氧处理 4、8、12、24 h，每孔

加 500 mg/L MTT 液 20 μL，4 h 后吸出上清液（留结

晶），加 150 μL 二甲基亚砜（DMSO）终止反应，振板 

10 min，于波长 490 nm 处检测各组细胞吸光度（A）
值，实验重复 3 次。测试孔 A 值＝每孔 A 值－空白

孔 A 值。

1.6  RT-qPCR 检 测 PC12 细 胞 HSP70、SERCA、

RyR、IP3R 转录水平：收集各组细胞，TRIzol 法提取

细胞总 RNA，去 DNA 处理后反转录合成 cDNA 作

为 PCR 模版；编码基因引物由南京金斯瑞生物科

技服务有限公司设计并合成。RT-qPCR 反应步骤

按试剂盒说明书进行，共 40 个循环，每次循环结束

均检测荧光信号，扩增结束后分析融解曲线，确定扩

增产物特异性。每个样本设4个复孔，实验重复3次，

取均值。计算基因重复扩增的 ΔCt 值，以 2-ΔΔCt 表

示各实验组与内参基因表达的差异倍数。

1.7  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测靶细

胞 HSP70 蛋白表达：经灭瘟菌素定期筛选，收集各

组细胞，用 200 μL 放射免疫沉淀试剂（RIPA）裂解

液 + 2 μL 苯甲基磺酰氟（PMSF）提取细胞总蛋白，

取 50 μg 蛋白加样，十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺

凝胶电泳（SDS-PAGE）、转膜、洗膜、封闭，依次加

一抗（1：1 000 稀释）、二抗（1：4 000 稀释），最后加

入发光液，显影仪显影，采用 Bio-Rad Quantity One

软件分析灰度值，以待测蛋白与内参照 β- 肌动蛋

白（β-actin）的灰度值比值表示蛋白含量。

1.8  ROS 和细胞内游离钙离子（［Ca2+］i）水平测

定：取对数生长期各组细胞接种于 6 孔板，细胞贴

壁后给予缺氧处理 8 h，胰酶消化，收集细胞，分别参

照 ROS 及钙离子荧光探针 Fluo-3 AM 试剂盒说明

书操作，装载探针后用流式细胞仪检测及分析数据，

取 3 次实验的均值。

1.9  统计学方法：采用 SPSS 19.0 软件进行统计学

处理，计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，多组

间比较用 F 检验，两两比较用 LSD-t 检验；P＜0.05

为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1  HSP70 过表达对缺血 / 缺氧诱导 PC12 细胞活

性的影响（表 1）：随缺血 / 缺氧时间延长，各组细胞

活性呈先上升后下降的趋势，均于缺血 / 缺氧 8 h 达

峰值，且 8 h 时重组慢病毒感染组细胞活性明显高

于未感染组和慢病毒对照组（均 P＜0.01），而后两

组细胞活性接近（P＞0.05）。

表 1 外源性 HSP70 过表达对缺血 / 缺氧 PC12 细胞
不同时间点细胞活性的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）

培养时间（×10-2，A 值）

4 h 8 h 12 h 24 h

未感染组 6 13.0±3.1 14.1±2.1 13.6±1.9 13.1±1.1

慢病毒对照组 6 12.2±1.8 15.0±1.6 a 13.8±1.2 a 13.5±0.9 ab

重组慢病毒感染组 6 19.6±1.2 20.3±2.2 cd 15.6±1.1 ab 15.3±0.9 ab

F 值 48.326 50.629 42.746 42.889

P 值   0.021   0.012   0.023   0.023

注：HSP70 为热休克蛋白 70，PC12 为嗜铬细胞瘤细胞；与本组

4 h 比较，aP＜0.01；与本组 8 h 比较，bP＜0.01；与未感染组比较，
cP＜0.01；与慢病毒对照组比较，dP＜0.01

2.2  HSP70过表达对缺血 /缺氧PC12细胞HSP70、 

SERCA、RyR1、IP3R2 mRNA 表达的影响（表 2）：

PC12 细胞缺血 / 缺氧 8 h 时，3 组间仅 RyR1 mRNA

表达差异无统计学意义（P＞0.05）。与未感染组

和慢病毒对照组比较，重组慢病毒感染组 HSP70

和 SERCA 亚型 2a、2b 的 mRNA 表达均显著上调，

IP3R2 mRNA 表达明显下调（均 P＜0.01）；未感染

组与慢病毒对照组各基因转录水平差异无统计学意

义（均 P＞0.05）。

2.3  HSP70过表达对缺血 /缺氧PC12细胞HSP70、 

SERCA、IP3R 蛋白表达的影响（图 1）：3 组细胞

RyR mRNA 表达水平无统计学差异，故未检测 RyR

的蛋白水平。PC12 细胞缺血 / 缺氧 8 h 时，3 组

均可观察到特异性蛋白条带；重组慢病毒感染组

HSP70、SERCA 蛋白表达较未感染组和慢病毒对照

组均显著上调，而 IP3R 蛋白表达明显下调（均 P＜
0.01）；未感染组和慢病毒对照组比较差异均无统计

学意义（均 P＞0.05）。

2.4  HSP70 过表达对缺血 / 缺氧 PC12 细胞内 ROS

生成和［Ca2+］ i水平的影响（表3）：缺血/缺氧8 h时，

重组慢病毒感染组 ROS 和［Ca2+］i 水平明显低于未

感染组和慢病毒对照组（均 P＜0.01）；未感染组和

慢病毒对照组比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。 
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3 讨 论

  PC12 细胞分布于大鼠肾上腺，属髓质嗜铬细胞

瘤的克隆细胞株，体外培养可有类神经元特性，神经

元样 PC12 细胞已被广泛用于神经系统生理、病理

及药理等多方面研究［6-7］。本实验参照相关文献［8］

方法，以成熟 PC12 细胞作为神经细胞的模型。

  HSP 为机体受到不同刺激后产生的一类应激蛋

白，HSP70 属 HSP 家族中高度保守的应激蛋白［9］。

研究证明，HSP70 可参与免疫反应，抵抗肿瘤坏死

因子（TNF）和内毒素的损伤，从而保护细胞［10］。亦

有实验证明，HSP70 可以通过抑制 ROS 和细胞有害

因子生成，从而保护细胞和组织免受炎症损伤［11］。

HSP70 对脑缺血损伤有一定保护作用，缺血耐受性

被认为与 HSP70 基因过表达密切相关［12］。有文献

报道 HSP70 在肠黏膜组织及肾缺血 / 缺氧性损伤

细胞中的表达显著增加，可能与细胞启动自我保护

机制有关［13-14］。罗东林等［15］研究发现，创伤并休

克后肝组织中性粒细胞减少，HSP70 增加，提示在

创伤并休克过程中，中性粒细胞和 HSP70 与肝组

织损伤有关。本课题组前期研究结果表明，外源性

HSP70 对神经元和胶质细胞缺氧 / 再复氧损伤具有

保护作用［16］。

表 3 外源性 HSP70 过表达对缺血 / 缺氧 PC12 细胞
8 h 时 ROS 及 [Ca2+] i 的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）

ROS

（荧光强度）

［Ca2+］i

（荧光强度）

未感染组 6 58.03±1.97 48.20±3.02

慢病毒对照组 6 57.72±2.35 46.80±2.75

重组慢病毒感染组 6 30.54±1.23 ab 34.50±2.05 ab

F 值 34.670 26.030

P 值   0.012   0.008

注：HSP70 为热休克蛋白 70，PC12 为嗜铬细胞瘤细胞，ROS 为

活性氧，［Ca2+］i 为细胞内游离钙离子；与未感染组比较，aP＜0.01；

与慢病毒对照组比较，bP＜0.01

注：HSP70 为热休克蛋白 70，PC12 为嗜铬细胞瘤细胞，SERCA 为肌质 / 内质网 Ca2+-ATP 酶，IP3R 为三磷酸肌醇受体， 

β-actin 为 β- 肌动蛋白；与未感染组比较，aP＜0.01；与慢病毒对照组比较，bP＜0.01

图 1  外源性 HSP70 过表达对缺血 / 缺氧 PC12 细胞 8 h 时 HSP70、SERCA、IP3R 蛋白表达的影响

表 2 外源性 HSP70 过表达对缺血 / 缺氧 PC12 细胞 8 h 时 HSP70、SERCA、RyR1、IP3R2 mRNA 表达的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）

mRNA 表达（2-ΔΔCt）

HSP70 SERCA2a SERCA2b RyR1（×10-3） IP3R2

未感染组 4 0.428±0.019 0.367±0.014 3.015±0.091 2.02±0.22 0.439±0.020

慢病毒对照组 4 0.423±0.023 0.347±0.012 2.941±0.091 2.01±0.09 0.433±0.040

重组慢病毒感染组 4 0.785±0.018 ab 0.971±0.037 ab 8.869±0.162 ab 1.97±0.63 0.183±0.020 ab

F 值 579.840 2 683.370 9 693.808 0.071 320.434

P 值     0.006        0.002    ＜0.001 0.761     0.009

注：HSP70为热休克蛋白70，PC12为嗜铬细胞瘤细胞，SERCA2a、SERCA2b为肌质/内质网Ca2+-ATP酶亚型2a、2b，RyR1为兰尼碱受体1，

IP3R2 为三磷酸肌醇受体 2；与未感染组比较，aP＜0.01；与慢病毒对照组比较，bP＜0.01
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  氧是细胞能量代谢的重要原料，细胞缺氧时，

细胞内的氧依赖性活性酶及细胞膜结构受损，通透

性增加，ROS 分泌增多，细胞线粒体受损，呼吸功能

进行性减退，能量供应减少，代谢减退，以致细胞死 

亡［17-18］。有文献报道，用氧糖剥夺（OGD）实验模

型（即细胞置于无血清培养基中放入含 1% O2、5% 

CO2、94% N2 的培养箱内培养）可模拟体内缺血 / 缺

氧环境［19-20］。

  本研究用 MTT 观察缺血 / 缺氧处理神经元样

PC12 细胞，结果显示，重组慢病毒感染组细胞活

性明显增强，且以缺氧 8 h 时细胞活性最强，证明

HSP70 可抵抗缺血 / 缺氧对 PC12 细胞线粒体的损

伤，与 Larsen 等［21］研究结果一致。

  Ca2+ 作为细胞内的第二信使，在细胞损伤过程

中发挥了极其重要的作用［22］。细胞在静息状态下，

通过内质网膜上 Ca2+ 通道（SERCA、IP3R 和 RyR），

维持 Ca2+ 浓度在外低内高的状态。正常情况下，内

质网腔内 Ca2+ 主要由 IP3R 和 RyR 释放入胞质，胞

质内 Ca2+ 再通过 SERCA 摄入内质网腔中，以维持

细胞内 Ca2+ 动态平衡［23］。IP3R 与 RyR 的结构具

有部分相似性，被公认是调节胞质内 Ca2+ 平衡的膜

受体。三磷酸肌醇（IP3）是细胞信号转导中的第二

信使，与 IP3R 特异性结合可引起内质网中储存 Ca2+

释放，致 Ca2+ 在胞质内升高。IP3R 主要分布于细胞

内质网中［24］，有 3 种亚型，其中 IP3R2 主要分布于

神经胶质细胞［25］。当细胞缺血 / 缺氧时，IP3 与受

体结合后发生构象改变，开放 Ca2+ 通道，释放内质

网中的 Ca2+，激活 Ca2+ 依赖钙调磷酸酶，使细胞发

生一系列反应，最终导致细胞损伤或凋亡。有文献

证实，肌质网 IP3R/RyR 介导胞质内 Ca2+ 水平变化

与子宫肌瘤细胞缺氧凋亡有关［26］。高益宁等［27］证

明，SERCA 抑制剂可使缺血 / 缺氧胞质内的 Ca2+ 无

法及时泵回内质网，导致 Ca2+ 平衡失调，囊泡摄取

Ca2+ 能力进行性下降，提示 SERCA 会影响内质网钙

储存功能。

  本实验结果显示，3 组细胞钙摄取能力均下降；

HSP70 和 SERCA 基因活性增强，IP3R 基因活性降

低，而 RyR 基因活性变化不明显，各基因在蛋白水

平也有相同的改变。说明神经细胞中肌质网对钙

的摄取功能下降，细胞内质网和肌质网受到一定程

度的破坏；重组慢病毒感染组钙摄取能力较未感

染组和慢病毒对照组都有不同程度的提高，提示增

加 HSP70 对内质网和肌质网具有一定的保护作用。

与本课题组前期的研究结果一致［4-5］；同时也符合

Yenari 等［28］报道的外源性 HSP70 能显著提高神经

元存活率的结论。通过后期研究发现，细胞内钙摄

取能力可能通过增加 HSP70 调整 SERCA 和 IP3R

的活性来完成。说明 HSP70 可以调节细胞内质网

钙通道的活性，维持 PC12 细胞钙稳态，从而起到抗

凋亡的作用，这一机制在国内很少报道。

  综上所述，本研究结果显示，在应激状态下，重

组慢病毒可介导外源性 HSP70 在缺血 / 缺氧大鼠

脑组织中有效表达，提高 HSP70 基因表达可以维持

PC12 细胞钙稳态，对神经细胞有保护作用，为临床

进一步开展脑缺血 / 缺氧的防治提供了实验基础。
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