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【摘要】 目的  探讨慢病毒介导的热休克蛋白 70（HSP70）表达对缺血 / 缺氧神经细胞细胞膜钙离子通

道的影响及其机制。方法  取对数生长期的嗜铬细胞瘤细胞（PC12），以缺氧 6 h、复氧 12 h 刺激 PC12 细胞模

拟体内神经细胞遭受缺血 / 再灌注时的病理过程，将细胞分为非感染组，感染含绿色荧光蛋白（GFP）基因但不

含 HSP70 基因的慢病毒对照组（GFP 慢病毒对照组），及感染含重组 HSP70 和 GFP 基因的慢病毒实验组（HSP

重组慢病毒感染组）。采用实时荧光定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）及蛋白质免疫印迹试验（Western 

Blot）检测 L 型钙通道 cav1.2、cav1.3 亚基，受体门控通道 NR1、NR2 亚基，及 Na+/Ca2+ 交换体（NCX）的 mRNA

和蛋白表达。结果  缺氧 / 复氧处理后，HSP70 重组慢病毒感染组细胞 cav1.2、NR1、NR2 的 mRNA 及蛋白表

达均明显低于 GFP 慢病毒对照组和非感染组〔cav1.2 mRNA（2-ΔΔCt）：3.13±0.46 比 5.12±0.52、5.13±0.66， 

NR1 mRNA（2-ΔΔCt）：1.61±0.44 比 3.23±0.82、3.31±0.78，NR2 mRNA（2-ΔΔCt）：2.09±0.41 比 3.91±0.64、

3.88±0.62；cav1.2 蛋白（灰度值）：2.82±0.39 比 3.98±0.23、3.96±0.24，NR1 蛋白（灰度值）：1.84±0.35 比

2.79±0.21、2.86±0.23，NR2 蛋白（灰度值）：0.87±0.24 比 1.57±0.31、1.33±0.44；均 P＜0.01〕；而 GFP 慢病

毒对照组与非感染组间细胞 cav1.2、NR1、NR2 的 mRNA 及蛋白表达差异均无统计学意义（均 P＞0.01）。非感

染组、GFP 慢病毒对照组和 HSP70 重组慢病毒感染组间细胞 cav1.3、NCX 的 mRNA 和蛋白表达差异均无统计

学意义〔cav1.3 mRNA（2-ΔΔCt）：4.82±0.32、4.72±0.36、4.82±0.29，NCX mRNA（2-ΔΔCt）：3.49±0.78、3.47±0.71、

3.56±0.65；cav1.3 蛋白（灰度值）：2.63±0.40、2.64±0.39、2.68±0.39，NCX 蛋白（灰度值）：3.27±0.48、3.34±0.48、

3.31±0.42；均 P＞0.01〕。结论  外源性 HSP70 可能通过抑制 PC12 细胞膜 L 型钙通道 cav1.2 亚基及受体门

控通道 NR1、NR2 亚基的表达，对缺血 / 缺氧引起的 PC12 细胞损伤具有保护作用。
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【Abstract】 Objective  To investigate the effects of lentivirus-mediated heat shock protein 70 (HSP70) gene on 

voltage-gated calcium channels on the cell membrane of pheochromocytoma cell 12 (PC12 cells) induced by ischemic/

hypoxia and its mechanisms.  Methods  PC12 cells at logarithmic phase were collected, which were challenged with 

hypoxia for 6 hours and reoxygenation for 12 hours to stimulate the nerve cells suffered ischemia/reperfusion pathological 

process  in vitro. PC12 cells were divided  into non-infection group,  infected by  lentivirus containing green  fluorescent 
protein  (GFP) without HSP70  gene  lentivirus  control  group  (GFP  lentivirus  control  group),  and  infected  by  lentivirus 

containing HSP70 and GFP gene recombined lentiviral  infection group (HSP70 recombined lentiviral  infection group). 

Real-time fluorescence quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and Western Blot were 

used  to  determine mRNA and protein  expressions  of  L-type  voltage-gated Ca2+  channel  subunits  cav1.2  and  cav1.3, 

receptor gated channel  subunits NR1 and NR2, and Na+/Ca2+  exchange  (NCX)  in PC12 cells.  Results  After being 

challenged with hypoxia/reoxygenation,  the mRNA and protein expressions of cav1.2, NR1 and NR2 in the PC12 cells 
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  危重患者容易发生脑缺血 / 再灌注（I/R）损伤，

其机制为脑 I/R 损伤时钙离子超载触发的一系列下

游反应而最终导致神经元损伤和死亡。L 型钙通道

属于神经系统电压门控钙离子通道，其离子通透性

孔道由蛋白 a1C 或 a1D 亚基（cav1.2 或 cav1.3）构

成［1］，与神经生长和死亡关系密切。N-甲基-D-天

冬氨酸（NMDA）为谷氨酸离子型受体通道，主要由

两个谷氨酸受体 1A（NR1）和两个谷氨酸受体 2A

（NR2）亚基组成，具有较高的 Ca2+ 渗透性。Na+/Ca2+

交换体（NCX）是分布在神经细胞膜上的双向转运

体，既有钙内流模式，又有钙外流模式。正常生理状

态时，细胞通过钙泵或 NCX 将 Ca2+ 排出细胞［2］，而

Ca2+ 内流主要由细胞膜电压门控钙通道及 NMDA

离子型受体门控通道介导。已经有实验证明，在缺

血 / 缺氧时 L 型钙通道、NMDA 离子型受体门控通

道相关蛋白及 NCX 的表达均增加［3-8］。热休克蛋

白 70（HSP70）是一种应激蛋白，在脑缺血等应激状

态下，通过抑制异常蛋白聚集及减少氧自由基等毒

性作用对抗缺血损伤。本课题组前期研究已证实，

HSP70 能够抑制缺血 / 缺氧神经细胞的钙超载［9］，

且外源性 HSP70 能够维持嗜铬细胞瘤细胞（PC12）

内质网钙稳态，从而对损伤细胞发挥保护作用［10］。

但脑缺血时 HSP70 过表达对神经细胞膜钙通道的

影响如何尚未明确，本研究利用实时荧光定量反转

录 - 聚合酶链反应（RT-PCR）和蛋白质免疫印迹

试验（Western Blot）等技术，试图阐明外源性 HSP70

对缺血 / 缺氧神经细胞膜钙转运的影响机制。

1 材料与方法

1.1  主要试剂：PC 细胞由青岛大学生理教研室提

供。DMEM 高糖培养基、低糖培养基、胎牛血清为

美国 Hyclone 公司产品；cav1.2、cav1.3、NR1、NR2、

NCX 抗体为美国 Abcam 公司产品；辣根过氧化物

酶（HRP）标记的抗兔或小鼠二抗为武汉博士德生

物工程有限公司产品；RIPA 裂解液为北京索莱宝

科技有限公司产品。

1.2  细胞培养与实验分组：应用含 10% 胎牛血清

的 DMEM 培养基培养 PC12 细胞，取对数生长期细

胞用于实验。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［7-8］，并加入灭瘟菌素进行定期筛选。将筛选合

格的细胞分为非感染组（不予转染），感染含绿色荧

光蛋白（GFP）基因但不含 HSP70 基因的慢病毒对

照组（GFP 慢病毒对照组），感染含重组 HSP70 和

GFP 基因的慢病毒实验组（HSP70 重组慢病毒感染

组），各组细胞终密度均为 5×108/L。

1.3  细胞缺血 / 缺氧和再灌注模型制备：在无菌条

件下将 3 组细胞换为无血清培养液，置于密闭容器

中，充入 95% N2 和 5% CO2 气体、5 L/min，4～5 min

后容器内达到无氧状态，置于 37 ℃孵箱培养 6 h，再

加入含 10% 胎牛血清的培养基置于培养箱中 12 h。

1.4  检测指标及方法

1.4.1  实时荧光定量 RT-PCR 检测 mRNA 表达：

were significantly lower in HSP70 recombined lentiviral infection group than those of GFP lentivirus control group and 

non-infection group [cav1.2 mRNA (2-ΔΔCt): 3.13±0.46 vs. 5.12±0.52, 5.13±0.66; NR1 mRNA (2-ΔΔCt): 1.61±0.44 

vs. 3.23±0.82, 3.31±0.78; NR2 mRNA (2-ΔΔCt): 2.09±0.41 vs. 3.91±0.64, 3.88±0.62; cav1.2 protein (gray value): 

2.82±0.39 vs. 3.98±0.23, 3.96±0.24; NR1 protein (gray value): 1.84±0.35 vs. 2.79±0.21, 2.86±0.23; NR2 protein 

(gray  value):  0.87±0.24  vs.  1.57±0.31,  1.33±0.44;  all  P  <  0.01].  But  there  were  no  statistical  differences  in  the 
mRNA and protein expressions of cav1.2, NR1 and NR2 between GFP lentivirus control group and non-infection group 

(all P > 0.01). There were no  statistical  differences  in  the mRNA and protein  expressions  of  cav1.3  and NCX among 

non-infection  group,  GFP  lentivirus  control  group  and  HSP70  recombined  lentiviral  infection  group  [cav1.3  mRNA  

(2-ΔΔCt): 4.82±0.32, 4.72±0.36, 4.82±0.29; NCX mRNA (2-ΔΔCt): 3.49±0.78, 3.47±0.71, 3.56±0.65; cav1.3 protein 

(gray  value):  2.63±0.40,  2.64±0.39,  2.68±0.39;  NCX  protein  (gray  value):  3.27±0.48,  3.34±0.48,  3.31±0.42;  

all P > 0.01].  Conclusion  Exogenous HSP70 affects  the expression of L-type voltage-gated Ca2+  channel  subunit 

cav1.2  and  receptor  gated  channel  subunits NR1  and NR2, which may  protect  PC12  cells  from  the  injury  caused  by 

ischemic/hypoxia.
【Key words】  Heat  shock  protein  70;  Lentivirus;  Ischemic/hypoxia;  L-type  voltage-gated  Ca2+  channel;   

Receptor gated channel;  Na+/Ca2+ exchange;  Pheochromocytoma cell 12
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采用 TRIzol 法提取细胞总 RNA，测定 RNA 纯度并

定量，合成 cDNA。Cav1.2、cav1.3、NR1、NR2、NCX

及内参照 3-磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）的 PCR

扩增引物由南京金斯瑞生物科技有限公司设计并

合成。扩增条件：预变性 95 ℃ 30 s，1 个循环；PCR

反应：95 ℃ 5 s，61.6 ℃ 30 s，共 40 个循环。目的基

因 mRNA 表达量用 2-ΔΔCt 法计算。

1.4.2  Western Blot 检测蛋白表达：RIPA 裂解液

裂解 PC12 细胞后，4 ℃离心取上清，将上清蛋白调

至 2 g/L。用 10% 分离胶和 8% 浓缩胶进行蛋白电

泳，蛋白转至硝酸纤维素膜上，用 5% 脱脂奶粉封闭 

2 h；加入 cav1.2 抗体（1：200）、cav1.3 抗体（1：200）

及 NCX、NR1、NR2 抗体（1：1 000），4 ℃孵育过夜，

次日采用含吐温 20 的磷酸盐缓冲液（PBST）洗涤 

3 次，每次 15 min；加 HRP 标记的羊抗小鼠或兔溶

液（1：20 000），室温孵育 2 h，PBST 洗涤 3 次，每次

15 min；免疫化学荧光（ECL）法显影、扫描。采用

Bio-Rad Quantity One 软件分析灰度值，结果以待测

蛋白与内参照 β- 肌动蛋白（β-actin）的灰度值比

值表示。

1.5  统计学处理：应用 SPSS 17.0 统计软件进行数

据分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，多

组变量间比较采用单因素方差分析，两组变量间比

较采用独立样本 t 检验；P＜0.01 为差异具有统计

学意义。

2 结 果

  表 1 和图 1 结果显示，缺氧 / 复氧 12 h 感染携

有外源性基因 HSP70 的重组慢病毒组 PC12 细胞

cav1.2、NR1、NR2 的 mRNA 和蛋白表达水平均明显

低于 GFP 慢病毒对照组及非感染组（均 P＜0.01），

而后两组间差异无统计学意义（均 P＞0.01）。各组

PC12 细胞 cav1.3、NCX 的 mRNA 和蛋白表达水平

差异均无统计学意义（均 P＞0.01）。

表 1 外源性 HSP70 基因转染对缺氧 / 复氧 PC12 细胞 L 型钙通道亚基、
受体门控通道亚基及 NCX mRNA 和蛋白表达的影响（x±s）

组别
样本数

（孔）

mRNA 表达（2-ΔΔCt）

cav1.2 cav1.3 NR1 NR2 NCX

非感染组 9 5.13±0.66 4.82±0.32 3.31±0.78 3.88±0.62 3.49±0.78

GFP 慢病毒对照组 9 5.12±0.52 4.72±0.36 3.23±0.82 3.91±0.64 3.47±0.71

HSP70 重组慢病毒感染组 9 3.13±0.46 ab 4.82±0.29 1.61±0.44 ab 2.09±0.41 ab 3.56±0.65

F 值 38.921 0.324 16.990 30.723 0.152

P 值   0.003 0.491   0.007   0.005 0.784

组别
样本数

（孔）

蛋白表达（灰度值）

cav1.2  cav1.3 NR1  NR2  NCX 

非感染组 3 3.96±0.24 2.63±0.40 2.86±0.23 1.33±0.44 3.27±0.48

GFP 慢病毒对照组 3 3.98±0.23 2.64±0.39 2.79±0.21 1.57±0.31 3.34±0.48

HSP70 重组慢病毒感染组 3 2.82±0.39 ab 2.68±0.39 1.84±0.35 ab 0.87±0.24 ab 3.31±0.42

F 值 28.880 0.023 27.521 11.313 0.032

P 值   0.005 0.821   0.007   0.008 0.694

注：HSP70 为热休克蛋白 70，PC12 细胞为嗜铬细胞瘤细胞，cav1.2、cav1.3 为 L 型钙通道亚基，NR1、NR2 为受体门控通道亚基，NCX 为

Na+/Ca2+ 交换体；与非感染组比较，aP＜0.01；与 GFP 慢病毒对照组比较，bP＜0.01

HSP70 为热休克蛋白 70，PC12 细胞为嗜铬细胞瘤细胞， 

NCX 为 Na+/Ca2+ 交换体，GFP 为绿色荧光蛋白， 

cav1.2、cav1.3 为 L 型钙通道亚基，NR1、NR2 为 

受体门控通道亚基，β-actin 为 β-肌动蛋白

图 1  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测外源性 HSP70 

转染对缺氧 / 复氧 12 h PC12 细胞 L 型钙通道亚基、 

受体门控通道亚基及 NCX 蛋白表达的影响
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3 讨 论

  HSP70 是在缺血性脑损伤中研究最为广泛的

HSP 家族成员。它作为主要的伴侣蛋白，可与新生、

未折叠、错折叠或聚集的蛋白质结合，加快正常蛋

白质的合成，从而有效补充热休克时由于蛋白变性

而导致的蛋白量减少，并促进某些变性蛋白的降解

和清除，维持或重新激活某些酶的作用，保护细胞

功能。Sun 等［11］发现 HSP70 的 C 末端功能是其神

经保护作用的关键部位，而不是其与蛋白折叠及分

子伴侣相互作用的 N 末端，提示可能有其他机制参

与了 HSP70 的神经保护作用。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［12-15］，而钙超载是神经细胞缺

血 / 缺氧后继发性损伤的重要环节，是诸多原因引

起细胞损害的“最后共同通路”［16］。

  已有研究证实钙在脑缺血损伤中发挥着关键

作用［17］。缺血 / 缺氧诱导的钙离子超载主要来自

细胞内外钙离子转运异常和细胞内储存钙离子释放

两个方面。研究发现，脑缺血 / 缺氧时细胞内钙超

载可能与细胞内外钙离子转运失衡有关［18-19］。脑

I/R 损伤时，三磷酸腺苷（ATP）生成迅速减少，钙泵

或 NCX 功能减弱，导致钙排出减少；同时缺血时可

能使钙离子内流增加，应用电压门控通道阻滞剂能

够显著改善外伤性脑损伤后缺血 / 缺氧导致的细

胞功能障碍和钙聚集［20］，提示电压门控钙通道可

能是脑缺血 / 缺氧时钙聚集的原因之一。此外，缺

血引起谷氨酸大量增加，激活谷氨酸受体，尤其是 

NMDA 受体，导致受体依赖性钙通道开放，加剧钙

聚集［21-22］。研究证实，脑缺血可使敏感区的神经元

钙离子内流，细胞内游离钙离子（［Ca2+］i）增加幅

度更大，在缺血 6～8 min 内 CA1 区神经元［Ca2+］i 

升至 30 μmol/L，而对缺血有抵抗力的 CA3 区神经元

仅升至 10 μmol/L，其机制可能与 CA1 区 NMDA 受

体比其他区域丰富有关［23］，提示 NMDA 受体在细

胞超载中具有重要作用。

  那么 HSP70 是否通过影响神经细胞的跨膜钙

转运发挥神经保护作用呢？有研究发现 HSP70 可

以增加细胞对过氧化氢（H2O2）损伤的耐受性，减少

Ca2+ 进入细胞［24-25］，从而保护细胞免受 Ca2+ 内流所

引起的细胞毒性和细胞死亡［26］；外源性 HSP70 也

可影响神经细胞的跨膜钙转运［27］，提示脑缺血 / 缺

氧时 HSP70 可能通过调节 Ca2+ 的细胞膜转运影响

［Ca2+］i 水平。本课题组前期研究证实，当神经细胞

缺血 / 缺氧时，HSP70 能够减轻钙离子超载［9］，且可

以通过调节细胞内质网钙通道活性，从而对神经细

胞起到保护作用［10］。但 HSP70 对细胞膜钙通道的

影响尚不明确。本实验中采用含外源性 HSP70 基

因的慢病毒感染 PC12 细胞，观察外源性 HSP70 在

PC12 细胞内对细胞膜钙通道及 NCX 的影响。结果

显示：在同样缺血 / 缺氧的条件下，HSP70 重组慢

病毒感染组细胞 L 型钙通道 cav1.2 亚基以及受体

门控通道 NMDA 亚基 NR1、NR2 的 mRNA 和蛋白

表达均明显低于非感染组和 GFP 慢病毒对照组，而

L 型钙通道 cav1.3 亚基及 NCX 的表达量则均无差

异；同时非感染组和 GFP 慢病毒对照组细胞各指标

的表达量均无差异。因此我们推测：外源性 HSP70

通过抑制细胞膜电压门控钙通道及受体门控通道的

表达发挥了对神经细胞的保护作用。由于神经细胞

的不可分裂性，病毒载体对于神经系统疾病的基因

治疗显得无能为力，慢病毒载体因其能够感染非分

裂期细胞，并整合到宿主细胞 DNA 中而具有独特的

优势。在携带强 GFP 的重组慢病毒感染原代神经

细胞的研究中发现，重组慢病毒感染对神经元和胶

质细胞都具有稳定的转染能力［28］。

  综上，本研究显示，HSP70 过表达通过下调缺

血 / 缺氧神经细胞 L 型电压门控通道 cav1.2 亚基及

受体门控通道 NMDA 亚基 NR1、NR2 的表达维持

PC 细胞钙稳态，从而发挥对神经细胞的保护作用，

但 HSP70 对 NCX 的活性是否有影响，NCX、NMDA

受体、VGCC 间的相互作用及其机制尚未完全阐明，

有待进一步深入研究。
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