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摘要　 目的　 构建眼发育缺失 １（Ｅｙａ１）基因慢病毒载体，并
探讨过表达 Ｅｙａ１ 对 ６⁃羟基多巴胺（６⁃ＯＨＤＡ）诱导的鼠多巴

胺能神经元细胞 ＭＥＳ２３. ５ 凋亡的影响。 方法　 构建过表达

Ｅｙａ１ 基因的慢病毒，并感染 ＭＥＳ２３. ５ 细胞，筛选稳定表达

Ｅｙａ１ 的细胞株；６⁃ＯＨＤＡ 药物处理诱导 ＭＥＳ２３. ５ 多巴胺能

细胞损伤模型，分为对照组、空载体组、过表达 Ｅｙａ１ 组；采用

ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力、细胞凋亡 Ｈｏｅｃｈｓｔ 染色 （Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测过表达 Ｅｙａ１ 对细胞凋亡的影响。
结果　 酶切电泳显示目的基因重组至慢病毒载体，测序结果

表明构建的 Ｅｙａ１ 基因过表达载体与 Ｅｙａ１ 基因编码序列完

全一致；ＣＣＫ⁃８ 显示 ６⁃ＯＨＤＡ 药物处理后过表达 Ｅｙａ１ 组的

细胞活力水平高于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色显

示过表达 Ｅｙａ１ 组的细胞核浓缩聚集水平低于对照组；且过

表达 Ｅｙａ１ 组中 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白的表达高于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５），
Ｂａｘ 蛋白的表达低于对照组（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 成功构建了

过表达 Ｅｙａ１ 的 ＭＥＳ２３. ５ 细胞株，Ｅｙａ１ 通过调控 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ
蛋白表达，从而拮抗 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＭＥＳ２３. ５ 多巴胺能细

胞的凋亡。
关键词 　 Ｅｙａ１；慢病毒载体；ＭＥＳ２３. ５ 细胞；稳转细胞株；
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　 　 帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ， ＰＤ）是一种常见

的神经系统退行性疾病［１］。 ＰＤ 发生的主要病理学

特征为黑质致密部多巴胺能神经元变性死亡［２］。
虽然目前临床上的药物可以暂时减缓 ＰＤ 的运动症

状，但却不能阻止多巴胺能神经细胞的渐进性死

亡［３］。 眼发育缺失 １（ｅｙｅ ａｂｓｅｎｔ １， Ｅｙａ１）是 Ｅｙａ 家

族中的一员，是一种转录激活因子［４］。 Ｅｙａ 家族成

员主要由两个结构域构成，即氨基端和羧基端结构

域［５］。 研究显示 Ｅｙａ１ 不仅在发育中，在肿瘤及神经

相关疾病中均发挥着重要的作用［６］。 Ｅｙａ１ 可修复

大肠肿瘤细胞中断裂的 ＤＮＡ，进而拮抗细胞凋亡的

作用［７］。 在损伤早期的多巴胺能神经细胞中，Ｅｙａ１
通过转录因子 Ｓｉｘ２ 促进胶质细胞系神经营养因子

的表达而保护损伤的细胞［８］。 然而，Ｅｙａ１ 保护受损

多巴胺能神经细胞的具体机制尚未阐明。
　 　 该研究构建了携带 Ｅｙａ１ 基因的慢病毒表达质

粒，筛选了稳定高表达 Ｅｙａ１ 的细胞株，并通过 ＣＣＫ⁃
８、Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测过表

达 Ｅｙａ１ 对细胞凋亡的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １ 　 主 要 试 剂 　 大 鼠 ＤＡ 能 神 经 细 胞 系

ＭＥＳ２３. ５ 细胞购自中国科学院细胞库（上海）；ＨＥＫ
２９３ 细胞购自美国 ＡＴＣＣ 公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
购自天津 Ｉｎｖｉｔｒｏｎｇｅｎ 公司；ＡｐａＬ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 等限制

性内切酶购自美国 ＮＥＢ 公司；Ｅｙａ１ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｙ（货号：２２６５８⁃１⁃ＡＰ、稀释比１ ∶ ５００）、Ｂｃｌ⁃２ Ｐｏｌｙ⁃
ｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（货号：１２７８９⁃１⁃ＡＰ、稀释比１ ∶ ２ ０００）
及 Ｂａｘ Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（货号：５０５９９⁃２⁃ｌｇ、稀释比

１ ∶ ５ ０００）均购自武汉三鹰 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司，细胞增

殖及细胞毒性检测试剂盒（货号：ＫＧＡ３１７）购自南

京凯基公司； Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色试剂盒 （货号：
Ｃ０００３）购自上海碧云天公司；６⁃羟基多巴胺 （６⁃
ｈｙｄｒｏｘｙｄｏｐａｍｉｎｅ， ６⁃ＯＨＤＡ ） 药 物 （ 货 号： ＨＹ⁃
Ｂ１０８１Ａ）购自上海 ＭＣＥ 公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 细胞培养　 将 ＭＥＳ２３. ５ 细胞和 ＨＥＫ ２９３ 细

胞用含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素、１００ μｇ ／ ｍｌ
链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基中，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、９５％
湿度的培养箱内培养，当细胞培养生长到 ９０％融合

度左右时用 ０. ２５％胰蛋白酶消化传代，选择处于对

数生长期良好的细胞用于实验。
１． ２． ２　 携带 Ｅｙａ１ 基因的载体的构建　 利用 ＮＣＢＩ
数据 库 下 载 Ｅｙａ１ 基 因 序 列 （ Ｇｅｎｅ ＩＤ： ＮＭ ＿
００１ ３１０ ４５９. １），利用引物设计软件，设计一对 Ｅｙａ１
基因 特 异 性 的 ＰＣＲ 引 物， 正 向 引 物 为 ５′⁃ＧＣ⁃
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ＣＡＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＡ
ＡＴＧＣＡＧＧＡＴＣＣＴＡＡＡＣＣＡＧＣＣ⁃３′，反向引物为 ５′⁃
ＴＡＣＴＴＧＴＣＧＴＣＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＡＧＴＣＣＡＧＧＴＡＣＴＣＴＡ
ＡＴＴＣＣＡＡＧＧＣＡＴＧ⁃３′，引物由上海生工有限公司合

成。
　 　 ＰＣＲ 扩增目的基因 Ｅｙａ１，并使其两端带上 Ｇｉｂ⁃
ｓｏｎ（Ｇｉｂｓｏｎ Ａｓｓｅｍｂｌｙ）反应重叠区域。 在核酸外切

酶、ＤＮＡ 聚合酶和 ＤＮＡ 连接酶的共同作用下发生

Ｇｉｂｓｏｎ 反应，将目的基因连接到入门载体，构建

ｐＤｏｗｎ⁃ｍＥｙａ１ 入门载体。 将 Ｇｉｂｓｏｎ 反应产物转化

到感受态细胞 ＤＨ５α 后，将平板 ３７ ℃ 倒置培养过

夜，随后挑取菌落，ＰＣＲ 反应鉴定阳性克隆，ＤＮＡ 测

序 ｍＥｙａ１ 区域，确认序列正确的克隆。 然后，将携

带 ａｔｔＬ４⁃ＥＦＩＡ⁃ａｔｔＲ１ 序列的 ｐＵｐ⁃ＥＦ１Ａ、携带 ａｔｔＬ１⁃
ｍＥｙａ１⁃ａｔｔＬ２ 序列的 ｐＤｏｗｎ⁃ｍＥｙａ１ 和携带 ａｔｔＲ４⁃Ｃｈｌ⁃
ｃｃｄＢ⁃ａｔｔＲ２ 序列的慢病毒终载体 ｐＬＶ． Ｄｅｓ２ｄ． Ｃ ／
ｍＣｈｅｒｒｙ：Ｔ２Ａ：Ｐｕｒｏ ＬＲ 反应（ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ａｔｔＬ ｓｕｂ⁃
ｓｔｒａｔｅ ｗｉｔｈ ａｎ ａｔｔＲ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ），ＥＦ１Ａ 启动子、ｍＥｙａ１ ／
Ｆｌａｇ 按顺序正确插入到终载体上，经过转化挑菌、酶
切鉴定得到正确的 ｍＥｙａ１ 过表达慢病毒终载体

（ｐｌｖ⁃ｍＣｈｅｒｒｙ：Ｔ２Ａ：Ｐｕｒｏ⁃ＥＦ１Ａ ＞ ｍＥｙａ１ ／ Ｆｌａｇ），过表

达的 Ｅｙａ１ 转录本：［ＮＭ＿００１ ３１０ ４５９. １］。
１． ２． ３　 携带 Ｅｙａ１ 基因的慢病毒颗粒的包装及病毒

滴度测定　 培养 ＨＥＫ ２９３ 细胞，待细胞汇合度达到

８０％ ～９０％时，替换成无抗生素的完全培养基。 加

入质粒 ＤＮＡ 混合物（１５ μｇ 转移载体和 ２０ μｇ 的包

装混合物）和脂质体２ ０００。 转染后 ４８ ～ ７２ ｈ，收集

病毒上清液，４ ℃、３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，用 ０. ４５
μｍ 滤膜进一步过滤病毒上清液。 将 ２００ μｌ 病毒浓

缩液加入至离心管，上层加入 １. ５ ｍｌ 的 ２０％蔗糖溶

液，平衡后１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２ ｈ。 离心去上清液，
收集沉淀病毒颗粒，每管沉淀用 ２００ μｌ Ｈａｎｋ′ｓ平衡

盐溶液重悬，测定病毒滴度。 ４８ ～ ７２ ｈ 后荧光显微

镜下观察荧光表达情况。 选取荧光率在 １％ ～ ２０％
的孔进行滴度计算。
１． ２． ４　 筛选稳定表达 Ｅｙａ１ 基因的 ＭＥＳ２３. ５ 细胞

　 取对数生长期的 ＭＥＳ２３. ５ 细胞按照每孔 ５ × １０４

个细胞接种到 ６ 孔板内，待细胞生长到 ５０％ ～ ６０％
融合度时感染病毒，分为对照组（未感染慢病毒的

细胞）、空载体组（感染携带荧光蛋白但不携带 Ｅｙａ１
基因的慢病毒）和慢病毒感染组（感染携带 Ｅｙａ１ 基

因及荧光蛋白基因的重组慢病毒）。 根据预实验得

到的最佳感染细胞的感染复数在培养基中加入 ＭＯＩ
＝ １０ 的病毒量，同时加入感染试剂 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（最终

浓度应为 ５ μｇ ／ ｍｌ）提高感染效率。 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效率，并加入嘌呤霉素（预实

验测定的最佳药物筛选浓度为 ８ μｇ ／ ｍｌ）筛选出感

染成功的细胞进行实验。
１． ２． ５　 ＭＥＳ２３. ５ 细胞损伤模型的制备　 本课题组

前期研究显示，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ６⁃ＯＨＤＡ 溶液加入多巴

胺能神经细胞 ２ ｈ，细胞生存率约为 ５３％ ，所以选择

此浓度和时间用于后续实验。 待细胞生长密度到

９０％左右时，加入 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ６⁃ＯＨＤＡ 溶液，对照

组加入含抗坏血酸的 ０. ９％ 氯化钠溶液，在加入 ６⁃
ＯＨＤＡ ２ ｈ 后收集细胞，进行 ＭＥＳ２３. ５ 细胞凋亡的

检测，以及采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白

的表达变化。
１． ２． ６　 ＣＣＫ⁃８ 试验检测 ＭＥＳ２３. ５ 细胞活力　 取对

数期生长的细胞，用胰蛋白酶消化成单细胞悬液，将
ＭＥＳ２３. ５ 细胞以每孔 ８ × １０３ 个的密度接种在 ９６ 孔

板中，每组均设置 ６ 个复孔；２４ ｈ 培养细胞贴壁后，
对照组加抗坏血酸处理 ２ ｈ，给予空载体组和过表达

Ｅｙａ１ 组加药处理 ２ ｈ 后，将培养基吸出，每孔加入

１００ μｌ 培养基和 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，混匀后置于细

胞培养箱孵育 ２ ｈ。 用酶标仪在波长 ４５０ ｎｍ 处测定

各孔吸光度值。
１． ２． ７　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色 　 细胞发生凋亡时，染
色质会发生固缩。 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 对细胞进行染色

后，在荧光显微镜下观察，正常细胞核呈正常的蓝

色，而凋亡的细胞核会呈致密浓染或呈碎片状致密

浓染。 将细胞接种到 ２４ 孔板中（５ × １０４细胞 ／孔），
当细胞融合度为 ８０％左右时，对照组加入抗坏血酸

处理 ２ ｈ，实验组加入 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ６⁃ＯＨＤＡ 处理 ２
ｈ，吸尽培养液，加入 １５０ μｌ 固定液，固定 １０ ｍｉｎ 后，
用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，加入 １５０ μｌ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染液，染
色 ５ ｍｉｎ，去染色液，用 ＰＢＳ 洗 ２ 遍，吸尽液体，滴一

滴抗荧光淬灭液于载玻片上，盖上有细胞的盖玻片，
荧光显微镜下观察细胞核形态变化。
１． ２． ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅｙａ１、Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白表

达水平　 取对数期生长的细胞，收集病毒感染细胞

和 ６⁃ＯＨＤＡ 处理后的细胞及对照组细胞，用预冷的

ＲＩＰＡ 裂解液提取总蛋白， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０
ｍｉｎ，取上清用 ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｎｃ ａｃｉｄ）法测定蛋白

浓度，按 １ ∶ ４ 的体积比在蛋白样品中加入 ５ × ＳＤＳ
上样缓冲液，９５ ℃煮沸变性 １０ ｍｉｎ。 取 ６０ μｇ 蛋白

进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳分离目的蛋白，并转移至 ＮＣ
膜，使用 ５％ 的脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈ，加一抗 ４ ℃
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孵育过夜，ｗａｓｈｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 洗涤条带 ３ 次，每次 １０
ｍｉｎ，室温二抗避光孵育 ２ ｈ，再用 ｗａｓｈｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 洗

涤条带 ３ 次后用 Ｏｄｙｓｓｅｙ ＣＬＸ 红外激光成像系统扫

描条带。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析条带

灰度值。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 软件及 Ｇｒａｐｈ⁃
Ｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９ 进行统计分析和绘制图表，正态分布资

料以 �ｘ ± ｓ 表示，多组间比较用单因素方差分析。 以

Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。 所有的实验都是独

立重复 ３ 次。

２　 结果

２． １　 携带 Ｅｙａ１ 基因的慢病毒重组表达质粒的构

建及鉴定　 ＰＣＲ 扩增的目的片段 Ｅｙａ１ 经 Ｇｉｂｓｏｎ 和

ＬＲ 反应后连接于慢病毒终载体，利用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软

件进行酶切分析，可知使用 ＡｐａＬ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 连接的

载体进行双酶切后，可以分别产生１ ０８５、２ ２９５、
２ ８９１、１ ２４６、３ ６４８ ｂｐ 的 ５ 条 ＤＮＡ 条带（图 １Ａ）。
酶切后琼脂糖凝胶电泳结果显示有 ５ 条清晰的条

带，与预测的一致，其中２ ２９５处所在的条带包含目

的基因 Ｅｙａ１（图 １Ｂ）。 测序结果经 ＤＮＡ 分析比对

与预期完全一致（图 ２）。 以上结果表明携带 Ｅｙａ１
的重组表达载体构建成功。
２． ２　 携带 Ｅｙａ１ 基因的慢病毒的包装及病毒滴度

测定　 将 Ｅｙａ１ 表达质粒转染至 ＨＥＫ２９３ 细胞中，培
养 ４８ ｈ 后收集细胞培养上清液，通过荧光计数法进

行滴度测定。 病毒滴度 ＝荧光细胞数 ×稀释倍数 ×
１ ０００，结果显示上清液中的病毒滴度为 ２. ６１ × １０８

（ＴＵ ／ ｍｌ）。

图 １　 构建的重组慢病毒质粒酶切后琼脂糖凝胶电泳分析

　 　 Ａ：重组慢病毒质粒；Ｂ：琼脂糖凝胶电泳分析；Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ｐ７：未转染质粒；７：重组慢病毒质粒

图 ２　 ＤＮＡ 测序图谱及基因序列比对
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　 　 将慢病毒包装的 Ｅｙａ１ 颗粒按照预实验的感染

复数ＭＯＩ ＝ １０ 感染到ＭＥＳ２３. ５ 细胞中，４８ ｈ 后能明

显观察到大量 ｍＣｈｅｒｒｙ 红色荧光（图 ３），感染效率

达 ８０％ 。 经嘌呤霉素药物筛选后得到稳定表达目

的基因的细胞株，即 Ｅｙａ１ ＭＥＳ２３. ５ 细胞株。

图 ３　 Ｅｙａ１ 慢病毒感染 ＭＥＳ２３. ５ 细胞　 × ２０
Ａ：明场显微镜下；Ｂ：荧光显微镜下

２． ３　 稳定表达 Ｅｙａ１ 基因的ＭＥＳ２３. ５ 细胞中 Ｅｙａ１
蛋白水平的鉴定　 收集培养的 Ｅｙａ１ ＭＥＳ２３. ５ 细胞

株，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法鉴定细胞中 Ｅｙａ１ 蛋白的表达。
结果显示，过表达 Ｅｙａ１ 组中 Ｅｙａ１ 蛋白表达水平明

显高于空载体组和对照组（Ｆ ＝ １１. ８２，Ｐ ＜ ０. ０５），见
图 ４。 以上结果进一步表明，成功筛选出稳定表达

Ｅｙａ１ 的 ＭＥＳ２３. ５ 细胞。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＥＳ２３. ５ 细胞中 Ｅｙａ１ 蛋白表达水平

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｅｙａ１ 基因的表达；Ｂ：各组 Ｅｙａ１ 蛋白灰度值

统计图；１：对照组；２：空载体组；３：过表达 Ｅｙａ１ 组；与空载体组比较：
∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 过表达 Ｅｙａ１ 对 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＭＥＳ２３. ５ 细
胞活力的影响 　 用 ＣＣＫ⁃８ 试验检测了药物处理后

ＭＥＳ２３. ５ 细胞的活力变化并进行了形态学观察。
结果显示，过表达 Ｅｙａ１ 组细胞活力明显高于空载组

（Ｆ ＝ ９. １５９，Ｐ ＜ ０. ０５），而对照组之间差异无统计学

意义（图 ５）。 显微镜下观察显示，对照组细胞形态

正常，胞体和突起均匀附着；加药处理后细胞形态异

常，胞体变小且皱缩，过表达 Ｅｙａ１ 组细胞胞体变小

和皱缩明显减轻 （图 ６）。 以上结果表明过表达

Ｅｙａ１ 保护了药物处理对 ＭＥＳ２３. ５ 细胞的损伤作

用。

图 ５　 ＣＣＫ⁃８ 检测各组细胞的活力

　 　 １：对照组；２：空载体组；３：６⁃ＯＨＤＡ 处理的空载体组；４：６⁃ＯＨＤＡ
处理的过表达 Ｅｙａ１ 组；与 ６⁃ＯＨＤＡ 处理的空载体组比较：∗ Ｐ ＜
０. ０５；与对照组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 显微镜下 ＭＥＳ２３. ５ 细胞形态的观察　 × ２０
　 　 Ａ：对照组；Ｂ；空载体组；Ｃ：６⁃ＯＨＤＡ 处理的空载体组；Ｄ：６⁃ＯＨ⁃
ＤＡ 处理的过表达 Ｅｙａ１ 组

２． ５　 过表达 Ｅｙａ１ 对 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＭＥＳ２３. ５ 细
胞凋亡的影响 　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色观测了药物处

理后 ＭＥＳ２３. ５ 细胞核的形态学变化。 结果显示，荧
光显微镜下观察到未加药物处理组的细胞核呈现均

匀淡蓝色，细胞核大小一致，形状均匀（图 ７Ａ、Ｂ）。
６⁃ＯＨＤＡ 药物处理后，空载体组细胞核发生固缩，变
小，且出现凋亡小体，细胞核呈现浓染致密的荧光

（图 ７Ｃ）；过表达 Ｅｙａ１ 组细胞核中凋亡小体与空载
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体组相比明显减少。 以上结果表明过表达 Ｅｙａ１ 可

降低 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＭＥＳ２３. ５ 细胞的凋亡。

图 ７　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色观察细胞的凋亡情况　 × ２０
　 　 Ａ：对照组；Ｂ：空载体组；Ｃ：６⁃ＯＨＤＡ 处理的空载体组；Ｄ：６⁃ＯＨ⁃
ＤＡ 处理的过表达 Ｅｙａ１ 组；箭头：为部分凋亡细胞

２． ６　 过表达 Ｅｙａ１ 对 ６⁃ＯＨＤＡ 诱导的 ＭＥＳ２３. ５ 细
胞中凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 表达的影响 　 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测细胞中促凋亡蛋白 Ｂａｘ 和抗凋亡

蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 的表达，结果显示，未加药物处理组中

Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 表达差异没有统计学意义；６⁃ＯＨＤＡ 诱

导细胞损伤后，Ｅｙａ１ 过表达组 Ｂａｘ 表达明显低于空

载体组（Ｆ ＝ １１. ８９，Ｐ ＜ ０. ０５），而 Ｂｃｌ⁃２ 的表达明显

高于对照组（Ｆ ＝ ２７. ８３，Ｐ ＜ ０. ０５） （图 ８）。 说明过

表达 Ｅｙａ１ 增强了 ＭＥＳ２３. ５ 细胞的抗凋亡作用。

３　 讨论

　 　 在各种病毒载体中，慢病毒载体具有将外源基

因有效整合到宿主染色体上，因而可以持久性表达，
同时，慢病毒载体还具有安全性高的特点［９］。 本研

究利用慢病毒载体建立稳定高表达 Ｅｙａ１ 的细胞株，
为研究 Ｅｙａ１ 基因在多巴胺能神经细胞中的生物学

功能奠定基础。
　 　 本研究将构建的 Ｅｙａ１ 过表达的稳定感染的

ＭＥＳ２３. ５ 细胞株及其空载体对照组细胞株给予 ６⁃
ＯＨＤＡ 处理 ２ ｈ，构建 ＤＡ 能神经细胞的损伤模型。
研究结果显示，６⁃ＯＨＤＡ 作用 ２ ｈ 时 ＭＥＳ２３. ５ 细胞

的活性降低了约 ５０％ ，故选择 ６⁃ＯＨＤＡ 作用 ２ ｈ，便
于观察 Ｅｙａ１ 过表达对损伤的细胞是否具有保护作

用。 ＣＣＫ⁃８ 检测结果显示，过表达 Ｅｙａ１ 组的细胞活

力明显高于空载体对照组，这说明 Ｅｙａ１ 对损伤的

ＭＥＳ２３. ５ 细胞具有保护作用。 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色

结果表明 Ｅｙａ１ 是通过拮抗细胞凋亡的作用发挥了

对细胞的保护作用。
　 　 细胞凋亡的主要途径有死亡受体途径和以线粒

体为主的内源性凋亡，线粒体信号通路在调节细胞

凋亡中起着重要的作用。 线粒体凋亡途径上 Ｂｃｌ⁃２
蛋白家族作为参与细胞凋亡的核心家族，对凋亡的

调控意义尤为突出［１０］。 在 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族中 Ｂｃｌ⁃２
是起主要作用的抗凋亡蛋白，有证据表明 Ｂｃｌ⁃２ 家

族蛋白的功能与多巴胺能神经元的发育密切相关，
Ｂａｘ 是重要的促凋亡蛋白。 正常情况下，脑组织神

经细胞处于抗凋亡与促凋亡相对平衡状态。 Ｂｃｌ⁃２
高表达状态是为了阻止细胞凋亡，起到一种生理性

神经自我保护作用，而 Ｂａｘ 高表达状态则是促进了

细胞凋亡，起到一种病理学破坏作用［１１ － １２］。 本研究

在应用 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 法检测细胞凋亡的基础上，同
步应用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法对 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白进行检

测，进一步证实了 Ｅｙａ１ 在损伤的细胞中具有拮抗细

胞凋亡的作用，结果显示过表达 Ｅｙａ１ 组的 Ｂｃｌ⁃２ 表

达明显高于空载体组，Ｂａｘ 蛋白表达明显低于空载

体组。 然而，本研究中课题组发现一个现象，即 ６⁃
ＯＨＤＡ处理后的空载体组中Ｂｃｌ⁃２的蛋白表达水平

图 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白的表达

　 　 Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 Ｂｃｌ⁃２ 和 Ｂａｘ 蛋白的表达 Ｂ：每组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达水平统计图；Ｃ：每组 Ｂａｘ 蛋白表达水平统计图；１：对照组；２：空载

体组；３：６⁃ＯＨＤＡ 处理的空载体组；４：６⁃ＯＨＤＡ 处理的过表达 Ｅｙａ１ 组；与对照组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ６⁃ＯＨＤＡ 处理的空载体组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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与对照组相比增高，而不是降低。 造成这种现象的

原因可能为受损早期的细胞启动自身的应激性保护

机制，调用自身抗凋亡系统来抵抗药物造成的损伤。
这也与本课题组前期研究［８］ 结果相一致，即在 ６⁃
ＯＨＤＡ 作用 １ ～ ３ ｈ 时，Ｅｙａ１ 表达一过性增高，以保

护受损的多巴胺能神经细胞。
　 　 综上所述，该研究构建了 Ｅｙａ１ 过表达的慢病毒

表达载体及 Ｅｙａ１ 稳定表达的 ＭＥＳ２３. ５ 细胞株，表
明过表达 Ｅｙａ１ 通过调控 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ 表达，拮抗 ６⁃
ＯＨＤＡ 诱导的 ＭＥＳ２３. ５ 多巴胺能神经细胞的凋亡。
该研究为课题组进一步开展 Ｅｙａ１ 基因在帕金森病

中的功能和作用机制研究奠定了重要基础。
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