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·论著·

过氧化氢干预下 Ｒａｂ３０在 ＰＣ１２细胞中的表达及促凋亡通路

严利１，２，周文胜１，王佳１，３
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摘　要：目的　探讨经过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）损伤干预下 Ｒａｂ３０在 ＰＣ１２细胞中的表达及可能的促凋亡通路。方法　将体外
常规培养的 ＰＣ１２细胞分为正常组和 Ｈ２Ｏ２组。采用 ＭＴＴ检测细胞存活率；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡率；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒａｂ３０、ＪＮＫ３、ＧＭ１３０、Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达情况。结果　Ｈ２Ｏ２损伤干预可导致 ＰＣ１２细胞的存活率显

著降低（Ｐ＜０．０５），早期凋亡率和总凋亡率均显著增高（均 Ｐ＜０．０５）；ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平在 ＰＣ１２细胞中显

著增加（Ｐ＜０．０５），而 Ｒａｂ３０、ＧＭ１３０蛋白表达显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｈ２Ｏ２在 ＰＣ１２细胞中的促凋亡通路可能是

Ｈ２Ｏ２激活 ＪＮＫ３的表达而靶向下调 Ｒａｂ３０，致使高尔基体结构破碎，并激活 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，从而诱导 ＰＣ１２细胞的凋亡。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＰＣ１２ｃｅｌｌ；Ｒａｂ３０；ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ；Ｇｏｌｇｉａｐｐａｒａｔｕｓ；ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ

　　神经退行性疾病是指一组由慢性进行性的中
枢神经组织退行性变性而发生的疾病的总称。虽

然这类疾病的发病机制及病变部位各不相同，神经

元的损伤和凋亡（ａｐｏｐｔｏｓｉｓ）是引起神经退行性疾

病的共同原因。近年来，人们对神经细胞退变发病

机理的研究越来越多，研究表明诱导神经细胞死亡

的机制主要包括：炎症反应、兴奋性氨基酸毒性、

线粒体结构及功能障碍、氧化应激及自由基增多、
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细胞凋亡等［１－２］。现在更有研究认为高尔基体出

现应激反应，其结构的碎裂也是神经元凋亡的机

制，但高尔基体碎裂是如何发生和发展的尚不明

确［３］。Ｒａｂ３０作为一种重要的调节型的运输蛋白，
参与维持非神经细胞高尔基体结构完整［４］，可能也

参与损伤机制下神经细胞高尔基体碎裂的调控，从

而导致神经元丧失。因此，本研究通过检测 Ｒａｂ３０
在 ＰＣ１２细胞经过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）损伤干预下的表
达情况，并利用 ＭＴＴ法检测细胞存活率、Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＪＮＫ３、ＧＭ１３０和 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，探究 Ｈ２Ｏ２损
伤干预下 Ｒａｂ３０在 ＰＣ１２细胞中的表达及可能的
促凋亡通路。

１　材料与方法
１．１　材料

ＰＣ１２细胞购自中国科学院上海生物细胞研究
所；１６４０培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；胎牛血清与胰蛋
白酶（来自 Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｈ２Ｏ２（国药集团北京有限
公司）；Ｒａｂ３０抗 体 （ＯＲＩＧＥＮＥ公 司）；ＪＮＫ３和
ＧＭ１３０抗 体 （Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公 司）；Ｃａｓｐａｓｅ３抗 体
（ＣＳＴ公司）；二抗（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；ＭＴＴ（Ｓｉｇｍａ
公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡试剂盒
（长沙维尔生物有限公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒
（Ｗｅｌｌｂｉｏ）；显影液 －定影液 （ＷｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ）；Ｓｕｐｅｒ
ＥＣＬＰｌｕｓ超敏发光液（Ｔｈｅｒｍｏｐｉｅｒｃｅ公司）；２５ｃｍ２

培 养 瓶６孔 板 （ｃｙａｇｅｎ公 司）；Ｔｒｉｓ、ＡＰＳ、ＳＤＳ、
ＴＥＭＥＤ、甘氨酸、丽春红等均来自美国 Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养和分组　用含有 １０％胎牛血清
的 １６４０完全培养基，在 ５％ＣＯ２、３７℃恒温恒湿培
养箱培养 ＰＣ１２细胞。待细胞融合至 ８０％ ～９０％
即可传代，取细胞形态良好、对数增殖期培养的细

胞用于后续实验。实验分为正常培养 ５ｈ组（正常
组）和 ２００ΜｍＨ２Ｏ２处理 ５ｈ组（Ｈ２Ｏ２组）。
１．２．２　ＭＴＴ检测细胞存活率　两组细胞各设 ３
个复孔，每孔加入 ２０μｌ５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ溶液，
３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度培养箱中培养。４ｈ后取
出，弃掉上清，在每孔中加入 １５０μｌ二甲基亚砜，
缓慢摇晃 １０ｍｉｎ左右用酶联免疫检测仪在 ４９０ｎｍ
处测定其吸光度值（Ａ值），计算出 ＰＣ１２细胞的存
活率。用每组 Ａ值与空白对照组 Ａ值的比值来计
算细胞存活率，实验重复 ６次，最后取平均值。

１．２．３　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染法检测细胞的凋
亡率　两组细胞处理 ５ｈ后，用不含 ＥＤＴＡ的胰蛋
白酶进 行 消 化，以 冰 冷 的 ＰＢＳ洗 涤 ２次，离 心
（２０００ｒｐｍ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后收集细胞，收集约１×１０５

～５×１０５细胞。除去上清液，滴入 ５００μｌＢｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ悬浮细胞，加入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ及 ５μｌ
ＰＩ使用液使其混匀，置于室温下避光 ５～１５ｍｉｎ
后，１ｈ内采用流式细胞仪检测其荧光强度。正常
活的细胞（双阴性细胞）主要分布在流式细胞分析

图中的左下象限（ＬＬ），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ及 ＰＩ均低
染（ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ）；早期凋亡的细胞或死亡的细胞
分布在流式分析图的右下象限（ＬＲ），ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ高染而 ＰＩ低染（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ＰＩ）；晚期死亡
或凋亡的细胞分布在图的右上象限（ＵＲ），Ａｎｎｅｘ
ｉｎＶＦＩＴＣ及 ＰＩ均高染（ＡｎｎｅｘｉｎＶ＋ＰＩ＋）［５］。总凋
亡率 ＝早期凋亡细胞百分数（ＬＲ）＋晚期凋亡细胞
百分数（ＵＲ）。采用专业软件 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ对所得到
的数据进行收集、储存和分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｒａｂ３０、ＪＮＫ３、ＧＭ１３０、
Ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达　收集两组细胞，使用蛋白
提取试剂盒提取总蛋白，测量其蛋白浓度。蛋白变

性后进行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，用半干转移
法将凝胶电泳分离的蛋白分子转移到 ＰＶＤＦ膜上。
５％牛血清白蛋白室温封闭 １ｈ，加入相应一抗，抗
Ｒａｂ３０（１∶５００）、ＪＮＫ３（１∶５００）、ＧＭ１３０（１∶
１０００）、Ｃａｓｐａｓｅ３（１∶１０００）、βａｃｔｉｎ（１∶４０００），
４℃孵育过夜。用 ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。加入
相应二抗 ３７℃孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ漂洗 ４次，ＥＣＬ显影
和采图。Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件分析各条带吸光度值，计
算相对表达量。实验重复 ４次，取均值做统计学分
析。

１．３　统计学分析
所有数据应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学

分析。数据均采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，两
组间比较用 ＬＳＤｔ检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结果
２．１　ＰＣ１２细胞的培养

显微镜下观察 ＰＣ１２细胞形态为多角型细胞，
贴壁不稳，易成团，胞体周围有晕光，折光度强，成

簇生长，培养５～７ｄ后 ＰＣ１２细胞形成密集的细胞
簇，布满整个培养瓶。见图 １。
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图 １　显微镜下正常培养条件下 ＰＣ１２细胞形态结构

（１０×４０）。

２．２　Ｈ２Ｏ２对 ＰＣ１２存活率的影响
经 ２００ΜｍＨ２Ｏ２处理５ｈ后的 ＰＣ１２细胞存活

率较正常培养的细胞明显减少。Ｈ２Ｏ２组的吸光度
Ａ值（０．１５７７±０．０１００）与正常组 （０．２５５３±
０．００８４）比较明显减少，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。见表 １。
２．３　Ｈ２Ｏ２对 ＰＣ１２凋亡率的影响

结果显示正常组 ＰＣ１２细胞绝大部分均为双阴

性细胞（图 １Ａ，左下象限），正常组细胞结构完整，
无明显细胞凋亡或死亡；而经 Ｈ２Ｏ２ 损伤干预后
ＰＣ１２细胞的凋亡率明显增加（图 １Ｂ，右上象限和
右下 象 限），即 Ｈ２Ｏ２ 组 （３２．７５００±１．０４８５；
４６．１１６７±１．１５０１）的早期凋亡率及总凋亡率与正
常组（０．５０３３±０．０２１６；０．６３３３±０．０４５０）的比
较显著增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见
表 ２和图 ２。

表１　ＭＴＴ法检测两组ＰＣ１２细胞存活率的比较　（ｘ±ｓ）

实验分组 Ｎ Ａ值
正常组 ６ ０．２５５３±０．００８４
Ｈ２Ｏ２组 ６ ０．１５７７±０．０１００ａ

注：ａ为与正常组比较，Ｐ＜０．０５。

表２　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法检测两组 ＰＣ１２细胞的凋亡比较　［％；

（ｘ±ｓ）］

组别 Ｎ 早期凋亡率 总凋亡率

正常组 ６ ０．５０３３±０．０２１６ ０．６３３３±０．０４５０
Ｈ２Ｏ２组 ６ ３２．７５００±１．０４８５ａ ４６．１１６７±１．１５０１ｂ

注：ａ为与正常组的早期凋亡率比较，Ｐ＜０．０５；ｂ为与正常组

的总凋亡率比较，Ｐ＜０．０５。
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图 ２　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ法检测 ＰＣ１２细胞的凋亡率流式细胞分析图。

注：Ａ：正常组；Ｂ：Ｈ２Ｏ２组；左下象限：正常活的 ＰＣ１２细胞（双阴性细胞）；右上象限：晚期凋亡或死亡的

ＰＣ１２细胞；右下象限：早期凋亡的 ＰＣ１２细胞；左上象限：细胞碎片、损伤的 ＰＣ１２细胞。

２．４　Ｈ２Ｏ２对 ＰＣ１２细胞 Ｒａｂ３０、ＪＮＫ３、ＧＭ１３０、
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响

Ｈ２Ｏ２损伤干预后，Ｒａｂ３０、ＧＭ１３０在 ＰＣ１２细胞
的表达明显下降，而 ＪＮＫ３、Ｃａｓｐａｓｅ３在 ＰＣ１２细胞中
表达明显增加。即，Ｈ２Ｏ２组中的 Ｒａｂ３０（０．０５７０±
０．００１４）的蛋白表达与正常组（０．２２７２±０．００２０）比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｈ２Ｏ２ 组中的

ＪＮＫ３（０．６９０４±０．０２１１）蛋白表达与正常组（０．１１６７
±０．００２４）比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
Ｈ２Ｏ２组中的 ＧＭ１３０（０．０８２１±０．００３８）的蛋白表达
与正常组（０．２７０４±０．００５３）比较，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）；Ｈ２Ｏ２ 组中的 Ｃａｓｐａｓｅ３（０．８６２０±
０．０１９８）的蛋白表达与正常组（０．３２３２±０．０００６）比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表３。
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表３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各目的蛋白在ＰＣ１２细胞中的相对表达水平　（ｘ±ｓ）

组别 Ｎ Ｒａｂ３０／βａｃｔｉｎ ＪＮＫ３／βａｃｔｉｎ ＧＭ１３０／βａｃｔｉｎ Ｃａｓｐａｓｅ３／βａｃｔｉｎ
正常组 ４ ０．２２７２±０．００２０ ０．１１６７±０．００２４ ０．２７０４±０．００５３ ０．３２３２±０．０００６
Ｈ２Ｏ２组 ４ ０．０５７０±０．００１４ａ ０．６９０４±０．０２１１ａ ０．０８２１±０．００３８ａ ０．８６２０±０．０１９８ａ

　　注：βａｃｔｉｎ为内参指数；ａ为与正常组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论
神经退行性疾病的本质是神经元的丧失，高尔

基体的形态改变或破裂是神经退行性疾病共同出

现的特征。一旦高尔基体的结构及功能遭受破坏，

将会导致蛋白质、脂质结构和转运的异常，神经元

细胞功能紊乱，最终导致疾病的发生［６］。在病理条

件和损伤机制（兴奋毒性氨基酸、钙超载、炎症因

子、氧自由基等）时，高尔基体会出现应激反应，其

超微结构发生变化，甚至发生碎裂［３］。氧化应激在

神经退行性疾病中起着非常重要的作用，Ｈ２Ｏ２作
为一种氧化应激诱导剂，常被应用于诱导细胞氧化

应激的模型。现阶段认为高尔基体发生破裂可能

存在以下机制：①与氧化应激密切相关［７］。氧化应

激主要是通过 ３个途径介导高尔基体的碎裂：氧化
应激导致高尔基体微管蛋白的损伤；氧化应激可清

除高尔基体结构蛋白的凋亡蛋白酶，如 Ｃａｓｐａｓｅ２、
Ｃａｓｐａｓｅ３或 Ｃａｓｐａｓｅ７等；氧化应激可引起 Ｃａ２＋释
放，导致胞内钙离子浓度增加。②错误蛋白的折叠
或异常蛋白的聚积与积累，包括突变的 ＳＯＤ１、
ｓｔａｔｈｍｉｎ、ａｓｙｎｕｃｌｅｉｎ和 ｔａｕ等，它们被认在发病过程
中起了关键的作用［８］。③钙离子稳态失衡［９］。

Ｒａｂ蛋白是一类小分子调节型 ＧＴＰ结合蛋白
（ｓｍａｌｌＧＴＰｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ），主要参与细胞内的蛋
白、脂质的转运过程，包括囊泡的形成、迁移及融

合。当胞内某些特定的蛋白运输出现错误时，就会

导致某些疾病的发生，这是由于 Ｒａｂ蛋白调控因子
发生突变或蛋白功能出现紊乱引起的［１０］。Ｒａｂ３０
是一个广泛表达、分子量为 ２３ＫＤ的 ＧＴＰ结合蛋
白，位于 １１号染色体中，是从人类的黑素细胞 ｃＤ
ＮＡ首先鉴定出来［１１］。最近的研究表明 Ｒａｂ３０主
要定位于高尔基体中，并且在非神经细胞中是维持

高尔基体其结构完整所必须的，通过 Ｒａｂ３０的沉默
表达可导致正常高尔基体弓形结构破裂成片［４］。

在我们实验中发现，Ｒａｂ３０经 Ｈ２Ｏ２损伤干预后在
ＰＣ１２细胞中的表达下调，因此，我们推断 Ｒａｂ３０
有可能同样参与了神经细胞中高尔基体破裂的调

控作用。

高尔 基 体 基 质 蛋 白 １３０（Ｇｏｌｇｉｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ

１３０，ＧＭ１３０）是高尔基体顺面网状结构中一个重
要的基质蛋白，可作为高尔基体结构定位的标记

物，ＧＭ１３０表达量下降可作为高尔基体破坏比较
敏感 的 分 子 标 志。赵 黔 鲁 等［１２］用 鱼 藤 酮 干 预

ＰＣ１２细胞，发现 ＧＭ１３０表达明显下调，且高尔基
体结构也出现了变化。王艳等［１３］证实了在脑缺血

再灌注实验模型中，ＴＧＦβ１表达增加，ＧＭ１３０表
达下降，高尔基体结构受损。Ｎａｋａｇｏｍｉｓ等［３］发现

高尔基体的破裂是先于神经细胞死亡的。ＧＭ１３０
作为反应高尔基体结构及功能破坏敏感的分子标

志，在本实验中经 Ｈ２Ｏ２损伤干预后的 ＰＣ１２细胞
存活率减少，凋亡率增加，ＧＭ１３０蛋白表达较正常
组明显下降。因此，我们推断 Ｈ２Ｏ２损伤干预很可
能了影响了 ＰＣ１２细胞高尔基体的形态及结构，甚
至发生了高尔基体碎裂。

Ｒａｂ３０是 ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌ
ｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）的一个靶基因，ＪＮＫ是丝裂原活化蛋
白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）家
族中的重要成员，主要参与了细胞存活与凋亡、增

殖与分化等多个生物学过程［１４］。ＪＮＫ主要包括
ＪＮＫ１、ＪＮＫ２和 ＪＮＫ３三个成员，其中 ＪＮＫ３是 ＪＮＫ
信号通路中非常重要的异构体之一，主要分布在中

枢神经脑组织中，与神经元的凋亡关系密切，大量

的炎性介质、细胞因子、应激可以激活 ＪＮＫ３及其
后的信号转导。ＪＮＫ３可介导百草枯和鱼藤酮诱导
的多巴胺能神经元死亡，故抑制 ＪＮＫ３的表达，可
以显著减少神经元的死亡［１５］。本研究发现 ＰＣ１２
细胞经 Ｈ２Ｏ２损伤干预可激活 ＪＮＫ３的表达。

综上所述，Ｈ２Ｏ２损伤干预可下调神经细胞中
Ｒａｂ３０的表达，其促凋亡通路可能是通过 Ｈ２Ｏ２激
活 ＪＮＫ３的表达而靶向下调 Ｒａｂ３０，致使高尔基体
结构破碎，并激活 Ｃａｓｐａｓｅ３的活性，从而诱导神经
细胞的凋亡。但由于本次实验没有做 Ｒａｂ３０沉默
和过表达的干预，Ｒａｂ３０所起的具体机制还有待进
一步的研究。
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