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Ｓｅｉｐｉｎ敲低大鼠 ＰＣ１２细胞株的构建和对细胞凋亡的
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［摘　要］目的：构建大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤（ＰＣ１２）细胞的先天性脂肪代谢障碍２型（ＢＳＣＬ２／Ｓｅｉｐｉｎ）敲低细
胞株，探讨Ｓｅｉｐｉｎ敲低后对细胞凋亡的影响。方法：将 ＰＣ１２细胞分为空白感染组和助感染组（加助感染试剂
ＨｉｔａｎｓＧ），采用不同慢病毒感染复数（ＭＯＩ）感染细胞进行病毒预感染试验筛选助感染试剂和合适的 ＭＯＩ；依据
上述感染条件，用阴性对照病毒和ＳｅｉｐｉｎｓｈＲＮＡ目的病毒感染ＰＣ１２细胞作为阴性对照组和Ｓｅｉｐｉｎ敲低组，同时
设置正常组（正常ＰＣ１２细胞），采用蛋白质免疫印迹法检测Ｓｅｉｐｉｎ蛋白的表达；将阴性对照组与Ｓｅｉｐｉｎ敲低组细
胞用脱氧核苷酸末端转移酶介导的ｄＵＴＰ缺口末端标记（ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡染色法和Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色法检测
细胞凋亡情况。结果：慢病毒ＭＯＩ＝１００时感染效果最强，助感染试剂能增加感染效率；与正常组相比，Ｓｅｉｐｉｎ敲
低组Ｓｅｉｐｉｎ蛋白表达水平降低（Ｐ＜０．０５）；与阴性对照组相比，ＴＵＮＥＬ染色结果显示 Ｓｅｉｐｉｎ敲低组发红色荧光
的凋亡细胞明显增加，Ｈｏｅｃｈｓｔ染色结果显示Ｓｅｉｐｉｎ敲低组细胞的细胞核致密浓染或碎块状致密浓染程度明显
增多。结论：成功构建大鼠ＰＣ１２Ｓｅｉｐｉｎ敲低细胞，下调Ｓｅｉｐｉｎ蛋白表达会增加细胞凋亡。

［关键词］细胞凋亡；帕金森病；ＰＣ１２细胞；神经变性疾病；Ｓｅｉｐｉｎ蛋白；基因干扰
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　　帕金森病（ｐａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的病理特征
是中枢和外周特定神经元群的神经退行性病变和

残存的多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ，ＤＡ）能神经元内出现的
嗜酸性小体－路易小体（ｌｅｗｙｂｏｄｙ，ＬＢ），主要发生
在黑质致密部［１］。ＰＤ的发病机制主要是纹状体
ＤＡ的缺失使患者控制肌肉的能力受到限制；纹状
体ＤＡ含量的降低使胆碱能系统的功能发生障碍，
这是产生ＰＤ各种运动症状的生化基础［２］。ＰＤ目
前仍是临床难以治愈的神经退行性疾病，ＤＡ替代
治疗只能在最初给药时缓解病人症状［３］，因此寻

找新的ＰＤ机制是可能根治疾病的方法。２００１年，
Ｍａｇｒｅ等［４］首次在人类患者１１号染色体上发现一
种名为ＢｅｒａｒｄｉｎｅｌｌｉＳｅｉｐ先天性脂肪代谢障碍２型
（ｂｅｒａｒｄｉｎｅｌｌｉｓｅｉｐｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｌｉｐｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ２，ＢＳＣＬ２／
Ｓｅｉｐｉｎ）新基因的突变，该基因的突变起初被认为与
脂肪代谢障碍有关。ＢＳＣＬ２基因编码的 Ｓｅｉｐｉｎ蛋
白是一种位于内质网的跨膜蛋白，该蛋白在脂肪组

织和中枢神经系统中高表达［５－６］，因此Ｓｅｉｐｉｎ的功
能研究也主要集中在这两种组织病变中。近年研

究发现Ｓｅｉｐｉｎ基因突变与多种运动神经元疾病存
在一些联系，如脑内Ｓｅｉｐｉｎ的功能异常与运动性神
经病和Ｓｉｌｖｅｒ综合征有关，小鼠神经元丢失 Ｓｅｉｐｉｎ
会导致焦虑和抑郁等［７－１１］。这些研究结果提示

Ｓｅｉｐｉｎ异常可能是导致多种神经退行性疾病的重
要因素。目前已有研究表明，Ｓｅｉｐｉｎ突变能引起内
质网应激蛋白ＣＨＯＰ的增加、进而诱发细胞凋亡的
发生［１２］。因此，本实验主要研究对大鼠肾上腺嗜

铬细胞瘤（ｐｈｅｏｃｈｒｏｍｏｃｙｔｏｍａｃｅｌｌｓ１２，ＰＣ１２）细胞
中Ｓｅｉｐｉｎ基因进行干扰，观察Ｓｅｉｐｉｎ缺陷后引起的
细胞生物学变化，为进一步研究帕金森疾病中神经

元的凋亡机制提供新的方向。

１　材料与方法

１１　材料、主要试剂及仪器
１１１　材料　ＰＣ１２细胞（中国科学院上海细胞
库），ＳｅｉｐｉｎｓｈＲＮＡ慢病毒、阴性对照慢病毒及慢病
毒载体ＧＶ２４８（上海吉凯基因生物公司），ＲＮＡｉ靶
序列为ＡＣＧＣＴＣＧＧＴＧＡＴＧＣＴＴＣＡＴＴＡ，阴性对照靶
序列为ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ。
１１２　主要试剂与仪器　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａ
ｇｌｅｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），
０２５％ＴｒｙｐｓｉｎＥＤＴＡ（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），
ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｎＳｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ双抗（美国 ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司），ＰｒｏｔｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉｌ、Ｐｒｏｔｅａｓｅ／Ｐｈｏｓｐｈａ
ｔａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒＣｏｃｋｔａｉｌ、裂解液及苯甲基磺酰氟
（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）（美国 ＣＳＴ
公司），兔多克隆抗体 ＢＳＣＬ２／Ｓｅｉｐｉｎ（美国 Ａｂｃａｍ
公司），４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２
ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）、中性树脂、Ｈｏｃｈｅｓｔ凋亡染色
试剂 及 ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄ ｄＵＴＰ ＮｉｃｋＥｎｄ Ｌａｂｅｌｉｎｇ
（ＴＵＮＥＬ）细胞凋亡检测试剂盒（中国碧云天生物
科技公司）；倒置荧光显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司），
曝光仪（美国Ｇｅｎｅ公司）。
１２　方法
１２１　ＰＣ１２细胞的培养与种板　 ＰＣ１２细胞使
用含有１０％胎牛血清和双抗（青霉素和链霉素）的
ＤＭＥＭ培养基于５％ＣＯ２的３７℃培养箱中培养，
待细胞密度到达７０％～８０％时，弃旧培养液，无菌
ＰＢＳ缓冲液加入漂洗，吸去ＰＢＳ缓冲液；０３ｍＬ胰
酶消化细胞加入培养基终止消化，巴氏吸管吹打贴

壁细胞，将所有的液体转入新的无菌１５ｍＬＥｐｐ管
中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃液，加入３ｍＬ培养

０５２
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基重悬细胞并计数；制备３０个／Ｌ细胞悬液３ｍＬ，
取１００μＬ／孔加入 ９６孔板用于慢病毒预感染实
验，取 ５００μＬ／孔加入 ４８孔板用于慢病毒正式
感染。

１２２　慢病毒预感染实验　为了确定 ＰＣ１２细胞
合适的感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）及是否
需要助感染试剂，按照不同培养条件将实验分为空

白感染组（未加助感染剂）及助感染组（加助感染

试剂ＨｉｔａｎｓＧ），用不同 ＭＯＩ值的病毒感染细胞；
ＤＭＥＭ培养基将ｓｈＲＮＡ慢病毒颗粒依次稀释成病
毒滴度为１×１０５ＴＵ／Ｌ（ＭＯＩ＝１００），１×１０４ＴＵ／Ｌ
（ＭＯＩ＝１０）及１×１０３ＴＵ／Ｌ（ＭＯＩ＝１），待细胞生
长至 ２０％ ～３０％，换掉旧培养基，加入培养基
１００μＬ／组，对应病毒滴度的慢病毒试剂９０μＬ和
助感染试剂１０μＬ，混匀，继续培养；感染细胞１０ｈ
时吸走培养基，加入正常 ＤＭＥＭ培养基，继续培
养；细胞感染４８～７２ｈ，荧光显微镜观察病毒感染
的荧光强度，当荧光强度达８０％、且细胞生长正常
组所对应的感染条件和 ＭＯＩ值即为 ＰＣ１２细胞合
适的最佳感染条件，记录此时接种的细胞量、感染

时的总体积、感染后换液的时间及细胞的ＭＯＩ值。
１２３　Ｓｅｉｐｉｎ蛋白表达水平　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测，依据上述获得的感染条件，用阴性对照病毒

和ＳｅｉｐｉｎｓｈＲＮＡ目的病毒感染 ＰＣ１２细胞，分别作
为阴性对照组与 Ｓｅｉｐｉｎ敲低组，同时设置正常组
（正常ＰＣ１２细胞）；待细胞密度９０％时用已配好的
裂解液提取细胞总蛋白，与适量５×Ｂｕｆｆｅｒ混匀，沸
水煮沸变性蛋白，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳
（４０ｍＡ），用 ＰＶＤＦ膜作为转膜滤纸冰浴转膜，
２００ｍＡ、２ｈ；５％脱脂奶粉封闭 １ｈ，ＴＢＳＴ洗涤 ２

次、５ｍｉｎ／次；膜用一抗孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３次、
５ｍｉｎ／次；对应二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次、
１０ｍｉｎ／次；曝光仪获取图像，并用 ＩｍａｇｅＪ计算蛋
白条带灰度值。

１２４　细胞凋亡　采用 ＴＵＮＥＬ和 Ｈｏｅｃｈｓｔ染色
试剂盒检测，将阴性对照组与Ｓｅｉｐｉｎ敲低组细胞种
于１２孔板，待细胞密度达到６０％ ～７０％时，用预
冷的ＰＢＳ洗涤细胞２次，５ｍｉｎ／次；４％多聚甲醛固
定细胞２０ｍｉｎ，含０３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ室温孵
育５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞３次，分别用于 ＴＵＮＥＬ和
Ｈｏｅｃｈｓｔ染色。前者系加入配好的 ＴＵＮＥＬ检测液
３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤细胞，ＤＡＰＩ封片，倒置
荧光显微镜下观察细胞染上红光的情况；后者系加

入０５ｍＬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色液染色５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤细胞，中性树脂封片，镜下观察细胞核出现致密

浓染的程度。

１３　统计学分析　
使用ＳＰＳＳ２２０软件对数据进行分析，采用均

数±标准（ｘ±ｓ）表示，多组比较采用单因素方差
分析，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　慢病毒预感染效果
荧光图结果显示，ＰＣ１２细胞在 ＭＯＩ＝１时无

感染效果，助感染组与空白感染组相比感染效果无

明显差异；ＭＯＩ＝１０时有较低感染效果，助感染组
与空白感染组相比感染效果无明显差异；ＭＯＩ＝
１００时感染效果最强，助感染组 ＰＣ１２细胞感染效
果高于空白感染组，见图１。

图１　２组ＰＣ１２细胞的病毒感染效果（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＰＣ１２ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（２００×）

１５２
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２２　Ｓｅｉｐｉｎ蛋白敲低效果
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与正常组相比，Ｓｅｉｐｉｎ

敲低组Ｓｅｉｐｉｎ蛋白表达水平降低，差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），但阴性对照组 Ｓｅｉｐｉｎ蛋白表达水平
差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见图２。
２３　ＴＵＮＥＬ凋亡染色

ＴＵＮＥＬ染色后结果显示，与阴性对照组相比，

Ｓｅｉｐｉｎ敲低组红色荧光的凋亡细胞明显增加，见
图３。
２４　Ｈｏｅｃｈｓｔ凋亡染色

Ｈｏｅｃｈｓｔ染色结果显示，与阴性对照组相比，
Ｓｅｉｐｉｎ敲低组细胞的细胞核致密浓染或碎块状致
密浓染程度明显增多，见图４。

注：Ａ为Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ目的条带，Ｂ为Ｓｅｉｐｉｎ蛋白灰度条图；（１）与正常组比较，Ｐ＜００５。

图２　各组ＰＣ１２细胞Ｓｅｉｐｉｎ蛋白表达
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳｅｉｐｉｎｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

图３　ＴＵＮＥＬ法检测ＰＣ１２细胞凋亡（２００×）
Ｆｉｇ．３　ＴＵＮＥＬａｓｓａｙｆｏｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ（２００×）

阴性对照组　　　　　　　　　　　　　　　　Ｓｅｉｐｉｎ敲低组

图４　Ｈｏｅｃｈｓｔ法检测ＰＣ１２细胞凋亡（２００×）
Ｆｉｇ．４　ＨｏｅｃｈｓｔａｓｓａｙｆｏｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＰＣ１２ｃｅｌｌｓ（２００×）

２５２
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３　讨论

ＰＤ又叫震颤性麻痹，随着年龄的增长，发病率
呈逐年上升，给家庭和社会都带来很大的经济负

担，老年人的生活质量也受到了影响，在临床诊断

上表现为ＤＡ能神经元的退行性丢失以及神经元
内出现的ＬＢ，其治疗局限于预防对症治疗，不能有
效地阻断疾病的进展［２］。ＰＤ的病因和发病机制
十分复杂，至今未明，可能是氧化应激过度、线粒体

功能障碍、蛋白质错误折叠和聚集等多种机制，最

终通过多种级联反应导致ＤＡ能神经元变性死亡；
而历年来的研究表明内质网应激在 ＰＤ发病过程
起着重要作用［３］。Ｓｅｉｐｉｎ／ＢＳＣＬ２于２００１年首次被
确定为ＢＳＣＬ２的致病基因［４］，存在于内质网的完

整膜上，目前预测其有２个跨膜结构域，一个是腔
内环，另一个是胞质内氨基和羧基末端［５］；Ｓｅｉｐｉｎ
对脂肪形成起着重要作用，其功能缺陷可以严重损

害脂肪细胞稳态，并导致脂肪代谢障碍［１３］。现在

有研究显示Ｓｅｉｐｉｎ缺陷也有潜在的神经受累［１４－１７］，

如ＰＤ、ＡｌｚｈｅｉｍｅｒＤｉｓｅａｓｅ及 Ｃｅｌｉａ＇ｓＥｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ
等疾病中［１８－２０］。因此，Ｓｅｉｐｉｎ可能是一种调节神
经元疾病的关键分子，在神经退行性疾病中 Ｓｅｉｐｉｎ
的生物学功能研究是该类疾病研究的新方向。

为探讨Ｓｅｉｐｉｎ蛋白表达降低后对细胞凋亡的
影响，本研究采用神经退行性疾病模型细胞ＰＣ１２，
用基因干扰技术下调其 Ｓｅｉｐｉｎ蛋白的表达。预感
染试验结果显示，ＰＣ１２细胞在 ＭＯＩ＝１时无感染
效果，助感染组与空白感染组相比感染效果无明显

差异；ＭＯＩ＝１０时有较低感染效果，助感染组与空
白感染组相比感染效果无明显差异；ＭＯＩ＝１００时
感染效果最强，助感染组 ＰＣ１２细胞感染效果高于
空白感染组，提示 ＰＣ１２细胞用 ＭＯＩ＝１００计算病
毒量来感染，助感染试剂能增加感染效率。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与正常组相比，Ｓｅｉｐｉｎ敲低组
Ｓｅｉｐｉｎ蛋白水平降低，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），阴性对照组 Ｓｅｉｐｉｎ蛋白水平差异无统计学
意义（Ｐ＞００５），提示成功构建 Ｓｅｉｐｉｎ敲低细胞，
阴性对照细胞与正常细胞无差异。ＴＵＮＥＬ染色后
荧光图结果表明，与阴性对照组相比，Ｓｅｉｐｉｎ敲低
组显示红色荧光的凋亡细胞明显增加，说明 Ｓｅｉｐｉｎ
敲低后细胞发生凋亡的水平增加。Ｈｏｅｃｈｓｔ染色结
果显示，与阴性对照组相比，Ｓｅｉｐｉｎ敲低组细胞的
细胞核致密浓染或碎块状致密浓染程度明显增多，

正常细胞的细胞核经染色后会呈淡蓝色，凋亡细胞

的细胞核会呈致密浓染，或呈碎块状致密浓染，颜

色有些发白［２１］，说明 Ｓｅｉｐｉｎ蛋白敲低后细胞凋亡
增加。以往研究显示细胞中 Ｓｅｉｐｉｎ发生突变会导
致内质网中错误折叠的蛋白质聚集，从而引发内质

网应激，最终导致错误折叠蛋白反应和细胞死

亡［２２］；体内实验结果也表明，小鼠敲除 Ｓｅｉｐｉｎ后，
随着年龄的增长，运动发生明显障碍且有运动神经

元的丢失［２３］。这些实验结果表明Ｓｅｉｐｉｎ的缺乏可
以导致细胞维持正常的生物学功能受到影响，从引

起细胞凋亡的发生。

综上所述，本研究成功构建大鼠 ＰＣ１２Ｓｅｉｐｉｎ
敲低细胞，下调Ｓｅｉｐｉｎ蛋白会增加细胞凋亡。
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