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人神经母细胞瘤细胞SH-SY5Y细胞可以表达神

经元特异性的酪氨酸羟化酶、多巴胺 -β- 羟化酶以

及多巴胺转运体等[1,2], 因此可用于建立帕金森病的体

外模型。虽然帕金森综合症发病的确切机制至今尚

不清楚, 但众多的病理学资料证实该病患者存在中脑

黑质多巴胺能神经元的凋亡[3,4]。自由基、兴奋性

氨基酸、线粒体功能障碍等多种诱导细胞凋亡的因

素都可导致中脑黑质多巴胺能神经元死亡, 细胞凋亡

可能是帕金森病细胞死亡的主要方式[5] 。
孕烷X受体(PXR), 是配体依赖性转录因子核受

体(NR)家族的成员之一, 是药物代谢的关键转录调控

因子, 能够响应许多临床药物的代谢。PXR 配基种

类繁多,  包括内源性和外源性的许多化合物。当

PXR 被配基激活后, 与视黄醇 X 受体(RXR) 结合形

成异源二聚体, 作用于靶基因调控序列, 参与目标基

因表达的调控[6]。本工作初步研究发现神经母细胞

瘤细胞SH-SY5Y表达一定水平的PXR, 通过激活PXR
可进一步影响神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 的活性。

PXRi-HepG2 细胞株的构建: 寡核苷酸序列 5’-
AAA UGG GAG AAG GUA GUG UCA AAA G-3’
(siRNA-76)由上海生工合成, 转染试剂为 Lipofecta-
mineTM 2000 (Invitrogen)。HepG2 细胞的具体转

染程序参照转染试剂说明书。

目标产物半定量 Real-PCR 检测: 根据 Genbank
数据库中人类 PXR、CYP3A4、Actin 基因序列, 利
用 Primer 5.0 设计 p53 基因上游引物和下游引物(表
1)。采用半定量RT-PCR(SYBR Green I)检测基因表

达量。

细胞凋亡检测: 采用罗丹明123检测线粒体跨膜

电位变化, 用于检测细胞的早期凋亡[7]。在细胞培

养物中加入终浓度为 10 μg/μl的罗丹明 123, 避光孵

育 30 min, 去除罗丹明染液, 预冷的 PBS 洗涤三次,
使用荧光显微镜镜检。激发波长为 470 nm~490 nm,
发射波长为 515 nm~565 nm。细胞凋亡后期检测采

用Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒(流式细

胞仪), 具体步骤根据试剂盒说明书进行。

细胞周期检测: 分别采用流式细胞仪(COULTER
EPICS XL流式细胞仪)检测。流式检测细胞周期根据

试剂盒提供的程序进行。取对数生长期细胞, PBS洗

2次, 70%(预冷)乙醇固定, PBS清洗后, 加入 50 μg/ml
溴化乙锭, 100 μg/ml RNase A, 0.2% Triton X-100, 4℃
避光孵育30分钟, 用300目(孔径40~50微米)尼龙网

过滤, 上机检测。

统计学分析: 采用 SPSS 10.0 软件进行统计学

分析, 组间差异比较采用 t检验分析, 当P<0.05 时为

差异有统计学意义, P<0.01 具有显著性差异。

SH-SY5Y细胞中PXR表达水平及功能的检测

利福平是药物代谢酶CYP3A4的诱导剂, 对肝脏

以及小肠中的CYP3A4的表达有很大的诱导作用, 但
在SH-SY5Y细胞中, PXR表达及对CYP3A4诱导表

达情况还不清楚。我们通过添加利福平等药物刺激

细胞 48 h后, 检测SH-SY5Y细胞中PXR及CYP3A4
的表达。结果发现, PXR在SH-SY5Y细胞中存在一

定水平的表达。

利福平、苯巴比妥等药物能通过PXR诱导CYPs
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酶的表达, 特别是 CYP3A4 酶的表达。从图 1 中我

们观察到相较于未加利福平细胞组, CYP3A4的表达

量增加, 这说明加入利福平后, CYP3A4 的表达量在

SH-SY5Y细胞中有明显增加, 证明在SH-SY5Y细胞中,
利福平能诱导CYP3A4大量表达。结果表明, PXR在

SH-SY5Y 细胞中能起到相应的转录调控功能。

PXR激活对细胞凋亡的影响

为了进一步研究 PXR激活对 SH-SY5Y 细胞的

影响, 我们在培养物中添加脂多糖 LPS, 通过添加利

福平研究 PXR 激活对 LPS 诱导的细胞凋亡的影响。

罗丹明123是一种阳离子荧光探针, 主要用于检

测线粒体膜电位的变化, 当细胞发生凋亡时, 线粒体

膜被破坏, 线粒体基质的膜电位崩溃, 线粒体摄取的

罗丹明123的量和摄取速率都明显降低, 是细胞凋亡

事件早期检测的方法之一。实验分别用不同试剂处

理细胞 24 h,  然后检测细胞凋亡特性。结果表明,
SH-SY5Y 细胞中添加利福平, 细胞的膜电位相比于

正常细胞有所上升。在 LPS 诱导情况下, 线粒体膜

电位明显降低, 线粒体可能出现裂解的现象, 而利福

平的加入能有效阻滞细胞膜电位的降低(图 2A)。
实验中采用Annexin V-FITC和 PI染色, 进一步

检测PXR激活对细胞凋亡中后期的影响。流式分析

结果(图 2B)显示, 正常细胞中后期凋亡细胞较少

(3.7%), 大部分细胞处于正常水平(88.3%); 培养物中

添加 20 μg/ml利福平对细胞凋亡水平没有发生明显

影响, 正常细胞占 93.5%。当培养基中添加 LPS 诱

导 72 h 后, 大部分细胞处于凋亡后期(89.6%); 但是

在LPS与利福平同时加入的情况下, 凋亡后期细胞数

量降低, 正常细胞数量显著增加。这表明 PXR 的激

活可以有效抑制 SH-SY5Y 细胞的凋亡。

为了探讨 PXR激活抑制细胞凋亡的机理, 我们

进一步研究了PXR在细胞生长周期中的作用。首先

我们通过在细胞中转染 siRNA-76, 以期降低细胞中

PXR 的表达。48 h后的分析结果显示, siRNA-76 有

效地降低了细胞中 PXR 的表达, 利福平的添加对

CYP3A4 的诱导效果显著下降(图 3)。
药物处理24 h后的检测实验结果表明(图4), 利

福平的加入能阻滞SH-SY5Y细胞周期, 使得G0/G1期

细胞的数量明显增加。没有利福平时, SH-SY5Y 细

胞 G0/G1 的比例为 53.31%, G2 为 13.22 %; 但是加入

利福平以后, G0/G1 期细胞比例增加到 72%, G2 期和

S期都明显下降。而在PXR表达抑制的细胞中, PXR
表达水平降低后利福平的阻滞水平明显降低, 利福平

的添加只使 G0/G1 期的比例提高不到 10%。

这表明, 细胞中 PXR的激活可以使细胞停滞在

G0/G1期, 通过减少细胞在分裂过程中受到的伤害, 达
到抑制细胞凋亡的目的。PXR作为一个重要的核受

表 1　逆转录 PCR 所用引物

Table 1　Forward and reverse primer seqmences used for RT-PCR
名称 引物 序列 产物大小

Name Primers Sequence Gene length

β-actin Forward 5’-GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG-3’ 238bp
Reverse 5’-GGG TCA GAA GGA CTC CTA TG-3’

CYP3A4 Forward 5’-TTT GAC AGG GTG CTA ACA GAG C-3’ 336bp
Reverse 5’-ACG CTT CTA GTG ACG CAT ACA CC-3’

PXR Forward 5’-GGT CCC CAA ATC TGC C-3’ 375bp
Reverse 5’-AGG TTT TCA TCT GAG CGT C-3’

图 1　SH-SY5Y细胞中PXR 及CYP3A4基因转录水平检测

DMSO: 10 μl; 利福平: 20 μg/ml; 苯巴比妥: 20 μg/ ml。每个实验

重复三次,  **P<0 .0 1。

Fig.1　Expression level of PXR and CYP3A4 in SH-SY5Y cells
DMSO: 10 μl; rifampycin: 20 μg/ml; phenobarbital: 20 μg/ml. Each
experiment was performed in triplicate. **P<0.01.
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图 2　PXR 激活对 LPS 诱导 SH-SY5Y 细胞凋亡的影响

A: SH-SY5Y 罗丹明 123 染色光镜观察结果; B: SH-SY5Y 细胞 Annexin V-FITC/PI 双染的流式检测结果(B1: PI 阳性; B2: Annexin V-
FITC、PI 阳性; B3: Annexin V-FITC、PI 阴性; B4: Annexin V-FITC 阳性)。1: DMSO 样品组; 2: 20 μg/ml 利福平; 3: 20 μg/ml 脂多糖;
4: 20  μg/ml 利福平 + 20 μg/ml 脂多糖。每个实验重复三次。

Fig.2　Effect of activation of PXR on SH-SY5Y apoptosis
A: SH-SY5Y cells dyed with Rhodamine 123; B: SH-SY5Y cells dyed with Annexin V-FITC/PI (B1: PI positive; B2: PI and Annexin V-FITC
positive; B3: PI and Annexin V-FITC negative; B4: AnnexinV-FITC positive). 1: DMSO; 2: 20 μg/ml rifampycin; 3: 20 μg/ml LPS; 4: 20 μg/ml

rifampycin + 20 μg/ml LPS. Each experiment was performed in triplicate.
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图3　PXR和CYP3A4在PXR干扰的SH-SY5Y细胞中的表达

1: 10 μl DMSO 处理 SH-SY5Y; 2: 20 μg/ml 利福平处理 SH-SY5Y 细
胞; 3: 10 μl DMSO 处理 PXR 干扰的 SH-SY5Y (siRNA-76)细胞; 4:
20 μg/ml 利福平处理 PXR 干扰的 SH-SY5Y (siRNA-76)。每个实

验重复三次。

Fig.3　PXR and CYP3A4 expression levels in PXR knockdown
SH-SY5Y cells
1: SH-SY5Y treated with 10 μl DMSO; 2: SH-SY5Y treated with 20
μg/ml rifampycin; 3: SH-SY5Y (siRNA-76) treated with 10 μ l
DMSO; 4: SH-SY5Y (siRNA-76) treated with 20 μg/ml rifampycin.

Each experiment was performed in triplicate.

图 4　利福平对 SH-SY5Y 细胞生长周期的影响

A: 10 μl DMSO 处理 SH-SY5Y; B: 20 μg/ml 利福平处理 SH-SY5Y
细胞 24 小时; C: 10 μl DMSO 处理 PXR 干扰的 SH-SY5Y (siRNA-
76)细胞; D: 20 μg/ml 利福平处理 PXR 干扰的 SH-SY5Y (siRNA-
76) 24 小时。每个实验重复三次。

Fig.4　Effect of rifampycin on the process of SH-SY5Y cell
growth phase
A: SH-SY5Y cells treated with 10 μl DMSO; B: SH-SY5Y cells treated
with 20 μg/ml rifampycin for 24 h; C: PXRi-SH-SY5Y cells treated
with 10 μl DMSO; D: PXRi-SH-SY5Y cells treated with 20 μg/ml
rifampycin for 24 h. Each experiment was performed in triplicate.

体, 目前对其的研究还主要集中在药物代谢方面, 在
细胞调控等其他方面的研究还少见报道。关于PXR
对细胞周期的影响作用的分子机理, 以及 PXR 在神

经细胞中的作用, 有待于进一步深入探讨。
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Effect of PXR Activation on Neuroblastoma Cells SH-SY5Y Apoptosis

Chun Meng*,  Zhen-Hua Jia,  Jun Chen,  Yu-Lin Xiong,  Hang Wang,  Feng Li, Yang-Hao Guo
(College of Biological Science and Bioengineering, Fuzhou University, Fuzhou 350108, China)

Abstract        In this work we studied the specific antagonistic effect of PXR activation on neuroblastoma cell
SH-SY5Y apoptosis induced by LPS. The expression level of PXR and CYP3A4 was measured by RT-PCR. Apoptosis
of SH-SY5Y stained with Rhodamine 123, Annexin V-FITC/PI and growth phase of SH-SY5Y were detected by
flow cytometry. The results showed that PXR activated by rifampycin significantly enhanced the expression levels
of CYP3A4 and inhibited the apoptosis of SH-SY5Y cells. The analysis of cycle phase of cells indicated that rifampycin
could arrest the cells at G0/G1 phase. The arresting efficiency of rifampycin decreased when PXR expression level
was knockdown mediated with RNAi. PXR might inhibit the apoptosis of SH-SY5Y cells through arresting the cell
cycle at G0/G1 phase.
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