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胞质和核定位α－突触核蛋白过表达

对人神经母细胞瘤细胞的影响＊
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摘　要：　探 讨α－突 触 核 蛋 白 在 人 神 经 母 细 胞 瘤（ＳＨ－ＳＹ５Ｙ）细 胞 中 定 位 过 表 达 的 影 响．研 究 应 用

ＰＬＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－ＥＧＦＰ重组慢病毒载体感染ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞，通过观察绿色荧光蛋白（ＥＧ－

ＦＰ）检测目的基因在细胞中的表达情况．形态观察与 ＭＴＴ检测 相 结 合，分 析 胞 质 和 核 定 位α－突 触 核 蛋

白过表达对ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞增殖的影响，同时测 定 鱼 藤 酮、Ｈ２Ｏ２ 对 胞 质 和 核 定 位α－突 触 核 蛋 白 过 表 达

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞活性的影响．ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染 色 法 测 定 胞 质 和 核 定 位α－突 触 核 蛋 白 过 表 达 的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ
细胞中线粒体数目的变化．结果发现，α－突触核蛋白胞质定位过表达使得ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞培养９６ｈ时活

性显著增强，２４ｈ、４８ｈ、９６ｈ时细胞中线 粒 体 的 数 目 显 著 增 加，增 长 比 率 分 别 为９１．１８％、４１．１５％、５０．

２１％；α－突触核蛋白核定位过表达的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞相对正常细胞表现出较低的细胞活性，在培养４８ｈ、

７２ｈ后细胞存活率显著下降．４００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤酮损伤２４ｈ后，α突触核蛋白核定位过表达的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ
细胞活性显著高于正常细胞鱼藤酮损伤组．５０～８００μｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２Ｏ２ 处理条件下，α－突触核蛋白的定位过

表达对ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞活性的影响并不显 著．研 究 结 果 表 明α－突 触 核 蛋 白 胞 质 定 位 过 表 达 表 现 出 一 定

的神经保护作用，α－突触核蛋白核定位过表达也能使ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞的活性发生改变．
关键词：　α－突触核蛋白，胞质定位，核定位
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ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ＰＬＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－ＥＧＦＰ　ｗａｓ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｉｎｔｏ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ　ｂｙ
ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ．Ｔｈｅｎ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｐｏｒｔｅｒ　ｇｅｎｅ　ＥＧＦＰ　ｉｓ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；ＭＴＴ　ｔｏ

ａｎａｌｙｚｅ　ｔｈｅ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）ａｎｄ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ｃｅｌｌｓ；ＭｉｔｏＴｒａｋｅｒ　Ｒｅｄ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ａｍｏｕｎｔ

ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ．Ａｆｔｅｒ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ｐｌａｓｍｉｄ　ＰＬＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－ＥＧＦＰ　ｂｙ　ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

ｖｅｃｔｏｒ　ｆｏｒ　４８ｈ，ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＥＧＦＰ　ｉｓ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｂｏｔｈ　ｔｈｅ　ｓｔａｂｌｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）ａｎｄ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ａｒｅ

ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．Ｔｈｅ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）ｃｅｌｌｓ　ｉｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｎｏｒｍａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ａｔ　９６ｈ，

ａｎｄ　ｔｈｅ　ａｍｏｕｎｔ　ｏｆ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ　ｉｎ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）ｉｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ａｔ　２４ｈ，４８ｈａｎｄ　９６ｈ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｉｎｃｒｅａｓ－
ｉｎｇ　ｒａｔｅ　ｉｓ　９１．１８％，４１．１５％ａｎｄ　５０．２１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｗｈｉｌｅ　ｔｈｅ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ｉｓ　ｄｅｃｒｅａｓｅｄ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｔｈｅ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ，ｉｔ　ｉｓ　ｓｕｒｐｒｉｓｉｎｇ　ｔｏ　ｆｉｎｄ　ｔｈａｔ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ｔｈｅ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　４００ｎｍｏｌ／Ｌ　ｒｏｔｅｎｏｎｅ，ｔｈｅ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ｉｓ　ｍｕｃｈ　ｈｉｇｈｅｒ　ｔｈａｎ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ．Ｂｕｔ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　５０～８００μｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２Ｏ２，ｔｈｅｒｅ　ｉｓ　ｎｏ　ｓｉｇ－
ｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ｉｎ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｒａｔｅ　ｏｃｃｕｒｒｅｄ　ａｍｏｎｇ　ａｌｌ　ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ．Ｉｎ　ｓｕｍｍａｒｙ，α－ｓｙｎｕｌｅｉｎ　ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｍａｙ　ｅｎｈａｎｃｅ　ｔｈｅ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ．α－ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃａｎ　ａｌｓｏ

ｃｈａｎｇｅ　ｔｈｅ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙ　ｗｏｒｄｓ：　α－ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，ｃｙｔｏｐｌａｓｍ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ，ｎｕｃｌｅａｒ　ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　　帕金森病（ＰＤ）是一种与年龄相关的，持续

进行的神经退行性疾病［１］，黑质密 致 部 多 巴 胺

神经细胞的缺失和胞质中嗜酸性包涵体（路易

小体，Ｌｅｗｙ　ｂｏｄｙ）的形成是ＰＤ的两大病理特

征［２］，多数研究 者 倾 向 于ＰＤ是 遗 传 因 素 和 环

境因素共同 作 用 的 结 果［３］．α－突 触 核 蛋 白 基 因

（ＳＮＣＡ）是最早发现的与ＰＤ发生相关的基因，
其编码蛋 白α－突 触 核 蛋 白 是 组 成 路 易 小 体 的

主要成分之 一．转 基 因 动 物 实 验 表 明［４，５］，α－突
触核蛋白可能与ＰＤ的发病相关，即α－突 触 核

蛋白的异常聚集可能与路易小体的形成甚至与

多巴胺神经元的变性缺失有关．
α－突触核 蛋 白 作 为 一 种 小 分 子 蛋 白 质 家

族，广泛的分布于中枢神经系统突触前末梢［６］，
所以有关α－突触核蛋白参与ＰＤ发病机制的研

究也主要 集 中 在α－突 触 核 蛋 白 在 胞 质 中 发 挥

的作 用．目 前，在α－突 触 核 蛋 白 转 基 因 果 蝇 模

型［７］、小鼠模型［４］以及细胞模型［８］中均发现了

α－突触核蛋 白 定 位 于 核 内 的 现 象．α－突 触 核 蛋

白 在 细 胞 胞 质 和 核 定 位 过 的 表 达 研 究 为 揭 示

ＰＤ的发病机制提供了新的思路．
本实验室成功构建了胞质定位和核定位突

触核蛋 白 慢 病 毒 表 达 载 体，通 过 该 载 体 感 染

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细 胞 后，研 究α－突 触 核 蛋 白 在 细 胞

不同部位过表达对细胞活性的影响．同时，检测

胞质和核 定 位α－突 触 核 蛋 白 过 表 达 细 胞 在 外

界刺激条件（鱼藤酮，Ｈ２Ｏ２）下 活 性 的 变 化，为

阐明ＰＤ的发病机制提供实验数据．

１　材料和方法

１．１　细 胞 株、重 组 质 粒 慢 病 毒 载 体　ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ人神经母 细 胞 瘤 细 胞（中 国 科 学 院 上 海

营养所柯尊记教授惠赠）；重组质粒慢病毒载体

ＰＬＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－ＥＧＦＰ 本 实 验

室构建保存．
１．２　试　剂　Ｎｕｔｒｉｅｎｔ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　Ｈａｍ’ｓ　Ｆ－１２
（Ｆ１２）、Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ）（Ｇｉｂｃｏ
公司，美 国）；胎 牛 血 清（杭 州 四 季 青，中 国）；

ＭＴＴ（３－（４，５）－２－噻唑－（２，５）－二 苯 基 溴 化 四 氮

唑蓝）（Ａｍｒｅｓｃｏ公司，美国）；ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ　Ｒｅｄ
ＦＭ（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司，美 国）；胰 酶，鱼 藤 酮

（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；３０％过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）（南

京化学试剂厂，中国）；其余未特殊注明的试剂

均为国产分析纯．
１．３　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细 胞 的 培 养　将ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细

胞接种于装有Ｆ１２：ＭＥＭ（１：１）培养基（１０％胎

牛血清）的培养瓶中，置于３７℃５％ ＣＯ２ 的孵

箱中培养，２～３ｄ传 代 一 次．实 验 时 将 培 养 的

·０１１·
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细胞，分别接种于６孔和９６孔培养板培养，接

种细胞密度为每毫升３×１０４ 个．
１．４　重组质粒ＰＬＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＬＳ－２Ａ－ＥＧＦＰ慢

病毒载体感染ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞

于６孔板中培 养４８ｈ后，慢 病 毒 感 染，当 细 胞

融合率达到８０％～９０％时，收取细胞并进行传

代培养．
１．５　ＭＴＴ检 测 细 胞 活 性　９６孔 细 胞 培 养 板

每孔加１００μＬ　ＭＴＴ（１ｍｇ／ｍＬ），３７℃继续孵

育４ｈ后，吸 去 ＭＴＴ，每 孔 加ＤＭＳＯ　１００μＬ，
待结晶物充 分 溶 解，用 酶 联 免 疫 检 测 仪 于５７０
ｎｍ处测光吸收值．
１．６　ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染色检测线粒体数量　用无

血清 培 养 基 按１：１０００稀 释 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染 料

成工作液（３７℃ 温 育），３７℃下 负 载 细 胞３０
ｍｉｎ，去除 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ工 作 液，最 后 加 入ＰＢＳ
收集细胞，制 成 细 胞 悬 液，９６孔 黑 板（１００μＬ）
测定荧光强度，最 大 激 发 波 长 为５８１ｎｍ，最 大

发射波长为６４４ｎｍ．
１．７　鱼藤酮对α－突触核蛋白定位过表达的ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ细胞存活率的影响　９６孔培养板培养细

胞４８ｈ，加入新鲜培养基稀释的鱼藤酮溶液（终
浓度分别为１００、２００、３００、４００ｎｍｏｌ／Ｌ），继续培

养２４ｈ后，ＭＴＴ法检测细胞存活率．
１．８　Ｈ２Ｏ２ 对α－突触核蛋白定位过表达的ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ细胞存活率的影响　９６孔培养板培养细

胞，７０ｈ后，换无血清的 ＭＥＭ，加入 Ｈ２Ｏ２（终

浓度分别为５０、１００、２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ），作
用１ｈ后换 Ｈａｎｋ’ｓ液，ＭＴＴ法测细胞活性．
１．９　统计方法　采用ＳＡＳ统计软件，ＡＮＯＶＡ
方差分析，组间比较采用ｑ检验，数据以（平均数

±标准差）（珔ｘ±ｓ）表示．各实验至少重复３次．

２　结　果

２．１　慢病毒重组载体转染ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞株　
重组质粒ＰＬＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－ＥＧＦＰ
慢 病 毒 载 体 转 染 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ 细 胞，培 养４８ｈ
后，观察到绿色荧光非常明显（图１Ａ，Ｂ）．慢病

毒转 染 之 后 获 得 的 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）和 ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）细 胞 经 传 代 培 养 后，也 能 观 察 到

绿色荧光蛋白的表达（图１Ｃ，Ｄ），这 表 明 重 组

慢病毒载体质粒中的２Ａ（自剪切多肽）基因能

够成功的 启 动 下 游 基 因ＥＧＦＰ的 翻 译 并 表 达

出有功能的ＥＧＦＰ绿色荧光蛋白，通过检测绿

色荧光蛋白的成功表达，可以间接确定α－突触

核蛋白转染到ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞中并成功表达．

Ａ，Ｂ：ＥＧＦＰ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　４８ｈ；

Ｃ，Ｄ：ＥＧＦＰ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｔａｂｌｅｇｅｎｅｔｉｃ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙａｆｔｅｒ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

图１　重组质粒慢病毒载体转染ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞株中ＥＧＦＰ的表达（×２００）

Ｆｉｇ．１　ＥＧＦＰ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ　ａｆｔｅｒ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　ｕｎｄｅｒ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×２００）

２．２　α－突触核蛋白定位过表达对ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞

形态和活性的影响　从形态学上看（图２），α－突
触核蛋白定位过表达细胞的形态相比正常细胞

无明显差异．然而，α－突触核蛋白胞质定位过表

达使ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细 胞 的 生 长 变 快，不 同 时 间 点

时，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）细胞的密度大于未转染ＳＨ－

ＳＹ５Ｙ细胞和ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）细胞的密度．
ＭＴＴ结果 显 示，随 着 培 养 时 间 的 不 断 延

长，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ
（ＮＬＳ）的细 胞 活 性 不 断 增 强（图３），细 胞 培 养

９６ｈ时，α－突 触 核 蛋 白 胞 质 定 位 过 表 达 使 得

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细 胞 的 活 性 显 著 增 加，其 他 时 间 点

·１１１·
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图２　不同时间点ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）细胞的形态变化

Ｆｉｇ．２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ），ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ

时细 胞 活 性 部 分 增 加，但 不 具 有 统 计 学 差

异；４８ｈ、７２ｈ时α－突触核蛋白核定位过表达使

得ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞 的 活 性 明 显 下 降，其 他 时 间

点时细胞的活性有下降的趋势．
２．３　α－突触核蛋白定位过表达对ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细

胞 内 线 粒 体 数 量 的 影 响 　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）三 种 细 胞 分 别

培养４８ｈ，７２ｈ，９６ｈ之后通过 ＭｉｔｏＴｒａｃｋｅｒ染

色法检测线粒体数量，结果显示（图４），α－突触

核蛋白胞质定位过表达的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞中线

粒体的数量显著增加（Ｐ＜０．００１），４８ｈ，７２ｈ，

９６ ｈ 时 线 粒 体 的 数 目 分 别 增 加

９１．１８％、４１．１５％、５０．２１％．核 定 位 过 表 达α－
突触核蛋白的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞的线粒体数目在

培养９６ｈ也明显增加（Ｐ＜０．０１）．
２．４　α－突触核蛋 白 定 位 过 表 达 保 护 细 胞 对 抗

鱼藤酮的 毒 性　用１００～４００ｎｍｏｌ／Ｌ的 鱼 藤

酮处理２４ｈ后，检 测 三 组 细 胞 的 存 活 率．结 果

显示（图 ５），随 着 鱼 藤 酮 浓 度 的 增 加，ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）三

组细胞的存 活 率 均 呈 现 不 同 程 度 的 下 降，ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ组 细 胞 存 活 率 下 降 比 定 位 过 表 达 组 显

著．当用４００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼藤酮作用于细胞时，α－
突触核蛋白核定位过表达的细胞对抗了鱼藤酮

·２１１·
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图３　不 同 时 间 点ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）细胞的活性

Ｆｉｇ．３　Ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ｃｅｌｌｓ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｉｍｅ　ｐｏｉｎｔｓ（ｎ＝８，

＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１，＊＊＊Ｐ＜０．００１ｖｓ　ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ）

图４　胞 质 和 核 定 位α－突 触 核 蛋 白 过 表 达 使ＳＨ－
ＳＹ５Ｙ细胞的线粒体数量发生变化

Ｆｉｇ．４　Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ａｍｏｕｎｔ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｏｆ　ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｏｒ　ｎｕｃｌｅａｒ　ｌｏｃａｌｉｚｅｄ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ α－
ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ　ｏｎ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ（ｎ＝５，＊＊Ｐ＜０．０１，＊＊

＊Ｐ＜０．００１ｖｓ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ）

的毒性，保持了较高的活性，与正常细胞相比具

有显著性差异（Ｐ＜０．０１）．
２．５　α－突触核蛋 白 定 位 过 表 达 未 影 响 细 胞 对

Ｈ２Ｏ２ 的敏感性　用５０～８００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２
处理１ｈ后，检测三组细胞的存活率．结果显示

（图６），随 着 Ｈ２Ｏ２ 浓 度 的 增 加，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）三 组 细 胞

的存活率均 呈 现 不 同 程 度 的 下 降．α－突 触 核 蛋

白胞 质 定 位 过 表 达 的ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细 胞 与 正 常

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细 胞 相 比 具 有 较 高 的 细 胞 活 性，但

并不具有统计学差 异．在 不 同 浓 度 Ｈ２Ｏ２ 处 理

下，α－突 触 核 蛋 白 的 定 位 过 表 达 并 没 有 影 响

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞的活性．

图５　不同浓度鱼藤酮对α－突触核蛋白定位过表达

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞活性的影响

Ｆｉｇ．５　Ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ｔｒｅａｔｅｄ　ｂｙ　ｒｏｔｅｎｏｎｅ（ｎ＝５，＊＊Ｐ

＜０．０１）

图６　Ｈ２Ｏ２ 对α－突 触 核 蛋 白 定 位 过 表 达ＳＨ－ＳＹ５Ｙ
细胞活性的影响

Ｆｉｇ．６Ｃｅｌｌ　ｖｉａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）、

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）ｔｒｅａｔｅｄ　ｂｙ　Ｈ２Ｏ２（ｎ＝５）

３　讨　论

α－突触核蛋白是与ＰＤ发 病 密 切 相 关 的 一

个蛋白家族，自从 Ｍａｒｏｔｅａｕｘ　Ｌ等［９］于１９８８年

首次报道α－突触核蛋白定位于突触终末与核，大
多数的研究工作都集中研究分布于突触终末的

α－突触核蛋白的可能病理生理作用，尽管如此，
其明确的作用机制尚未得到阐明［１０］．该研究应

用课题组构建的ＰＬＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－
ＥＧＦＰ重组慢病毒载体转染ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞，并
对细胞中α－突触核蛋白核定位和胞质定位过表

达的影响进行初步研究．
慢病毒（ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ）载体是以 ＨＩＶ－１（人 类

免疫缺陷Ｉ型病毒）为 基 础 发 展 起 来 的 基 因 治

疗载体，它对分裂细胞和非分裂细胞均具有感

·３１１·
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染能力，可以将外源基因有效地整合到宿主染

色体上，从而达到持久性表达．本实验通过ＰＬ－
ＶＵ－ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－ＥＧＦＰ重组慢 病 毒

载体 感 染 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ 细 胞，检 测 到 报 告 基 因

ＥＧＦＰ的表达，证 实 该 重 组 慢 病 毒 载 体 成 功 转

染ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞，本 实 验 室 先 前 的 报 道 也 证

实该慢病毒载体可以稳定转染２９３ＦＴ细胞，并

通过蛋白 质 印 迹 法 发 现α－突 触 核 蛋 白 胞 质 定

位转染的 细 胞 胞 质 内α－突 触 核 蛋 白 的 表 达 与

核定位组相比有明显的增多，而核定位组细胞

在胞核内的表达也明显多于胞质定位组［１１］．
α－突触核蛋白胞质定位和核定位过表达的

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞在培养１２～９６ｈ之后活性产生

变化．其中，胞质定位过表达的α－突触核蛋白使

得细胞培养９６ｈ之后活性增 加２５．７９％，这 与

Ｆｅａｎｙ等［１２］在对过表达α－突触核蛋白的果蝇ＰＤ
模型研究中发现的α－突触核蛋白胞质定位聚集

表现为保护效应是一致的．然而α－突触核蛋白核

定位过表达的毒性作用在本研究中得到的结果

并不明确．实验中发现α－突触核蛋白核定位过表

达使得培养１２～９６ｈ的细胞活性有下降趋势，
在４８和７２ｈ时，细胞活性明显下降，与正常细

胞组相比，下降了４０．４４％和１３．７９％．
ＭＴＴ活性 的 升 高 有 可 能 是 由 于 线 粒 体 数

目增多导致的，因而我们对细胞中线粒体数目进

行检测．结果发现胞质定位过表达的α－突触核蛋

白会使得培养了４８～９６ｈ的细胞中线粒体数目

显著上升，但是ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）细胞在４８～７２
ｈ时，ＭＴＴ活性并没有升高，因此胞质定位过表

达的α－突触核蛋白会使得细胞中线粒体数目增

多，而在９６ｈ时，ＭＴＴ活性增高，说明胞质定位

过表达的α－突触核蛋白会对细胞产生保护作用，
其机制有可能和线粒体有关；同时核定位过表达

的α－突触核蛋白在９６ｈ时才会引起细胞中线粒

体数目的增多，但是ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）细胞在４８
～７２ｈ时ＭＴＴ活性下降，因此说明，α－突触核蛋

白核定位过表达能够影响细胞分裂，减少细胞数

量，并且对线粒体功能产生影响，而在９６ｈ时引

起的线粒体数目的增多可能是对线粒体功能出

现缺陷而产生的反馈机制［１３，１４］．很多研究［１５～１７］

发现，α－突触核蛋白的过表达通过损伤线粒体的

结构和功能而产生神经毒性作用，但其具体的机

制有待进一步研究．
最新文献报道［１８］，在基因—环境相互作用

的ＰＤ模型中，α－突触核蛋白表现出毒性／保护

双重作用．其中，鱼藤酮、代森锰等环境 毒 素 损

伤条件下，野生型α－突触核蛋白过表达具有神

经保护作用［１８］；α－突触核蛋白过表达通过自噬

作 用 保 护 神 经 细 胞 对 抗 鱼 藤 酮 诱 导 的 细 胞 死

亡［１９］．本 研 究 通 过 观 察ＳＨ－ＳＹ５Ｙ、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ
（ＮＥＳ）以及ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）细 胞 对 氧 化 应 激

损伤的敏 感 性 的 区 别，发 现４００ｎｍｏｌ／Ｌ鱼 藤

酮处理２４ｈ后，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）细 胞 活 性 明

显上升，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）有 上 升 的 趋 势，却 没

有明显变化，同时给予５０～８００μｍｏｌ／Ｌ　Ｈ２Ｏ２
处理后，ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＬＳ）和ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＮＥＳ）
细胞的活性相对正常细胞有增加的趋势，说明

α－突触核蛋白胞浆和核定位过表达后具有一定

的神经保护作用．有研究发现α－突触核蛋白的

过表 达 能 够 增 强ＳＨ－ＳＹ５Ｙ 细 胞 的 抗 氧 化 能

力［２０］，这与实 验 研 究 中 的 结 果 是 一 致 的，核 定

位α－突触核 蛋 白 转 染 使 得 细 胞 产 生 了 一 定 程

度的氧化应激而产生了对氧化应激的预适应，

当再次遇到鱼藤酮和 Ｈ２Ｏ２ 诱导的氧化应激作

用时，表现出对氧化应激的耐受性，从而发挥了

对神经细胞的保护作用．
综上所述，研究中通过成功构建的ＰＬＶＵ－

ＳＮＣＡ－ＮＥＳ（ＮＬＳ）－２Ａ－ＥＧＦＰ重组慢病毒载体

感染ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细 胞，获 得α－突 触 核 蛋 白 定 位

过表达的细胞模型，并初步检测α－突触核蛋白

定位过表达对细胞活性的影响．细胞中不同部

位α－突触核 蛋 白 过 表 达 在 帕 金 森 病 发 病 中 的

作用还有待于进一步的研究．
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