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定向表达 COXI功能性片段减轻叠氮纳

所致线粒体功能障碍
胡昕谭峰1 徐莹郑易吕建新*

(温州|医学院生命科学学院、检验医学院，温州1325035; [温州医学院基础医学院，温州 325035)

摘要 将人细胞色素 c氧化酶 I 亚型(COX l)的功能区域性片段加入线粒体导向序列，构建

pEGFP-NI-COX 1 真核表达载体转染 SK-N-SH 细胞，探讨 COXI定向表达对叠氨铀(NaN3)引起的
SK-N-SH 细胞线粒体功能障碍的保护作用。结果发现转染 24 h 后外源 COXI基因在细胞内表达

明显增加，并至少持续到 72 h. COX 1基因功能区的线粒体定向表达不仅能维持线粒体膜电势，

而且还能抑制 NaN3 引起的细胞增殖毒性作用。结果显示 COXI功能区域性片段可通过保护线粒

体功能、减少氧化应激来减轻 NaN3 毒性，从而发挥保护细胞的作用。
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神经细胞的衰老、退变和死亡是人类神经退行

性疾病的一个中心特征，而细胞的这些变化与线粒体

息息相关。人类多种神经退行性疾病存在线粒体电

子传递链(mitochondrial electron transport chain, METC) 

缺陷，而其中细胞色素c氧化酶(cytochrome C oxidase, 

COX)的活性下降在正常衰老和其他神经退行性疾病

中尤为明显[口]，其中线粒体主要表达细胞色素 c氧化

酶 I 亚型(COX 1) 。

神经母细胞瘤细胞株SK-N-SH属于神经系统来

源的肿瘤细胞系[坷，其在细胞形态、生理和生化功能

方面与正常的神经细胞相似[剑，因此其逐渐在神经系

统疾病的研究中被广泛应用。本实验通过在 SK-N­

SH 细胞中定向表达 COX 1 功能区域性片段，观察

COXI在线粒体损伤和线粒体DNA突变中的相互作

用，为进一步利用 COX 1 治疗线粒体缺陷型神经退

行性疾病提供可靠依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株与基因序列

SK-N-SH 神经母细胞瘤细胞株购自中国科学院

上海细胞库。大肠菌株JMI09 由本实验室保存。连

接了线粒体导向序列(MTS)的COXI功能区域性片段

由上海旭冠生物科技发展有限公司合成。

1.2 pEGFP-Nl-COX 1 真核表达载体的构建

含 COX 1 功能区域性片段的 pEGFP-Nl 质粒

(Clontech 公司)以 EcoRI 与 XhoI (TaKaRa 公司)双酶

切，分别回收目的片段，用 T4DNA 连接酶(TaKaRa

公司)连接后转化感受态细胞 JMI09，用卡那霉素筛

选并进行酶切、 PCR 和测序鉴定。

1.3 pEGFP-Nl-COX 1 真核表达载体的转染

常规培养 SK-N-SH 细胞， pEGFP-NI-COX 1 重

组质粒经 PureYield™ Plasmid Midiprep System 

(Promega 公司)去内毒素制备纯化，经预实验摸索后，

以质粒 DNA: 梭华 -Sofast@(太阳马生物公司)为 1 : 

3 的比例对培养密度达到 60%-70% 的 SK-N-SH细胞

进行转染。 24-72 h 后，用激光扫描共聚焦显微镜

(CLSM, Olympus FVI000)分析报告基因瞬时转染效

率。

1.4 COX 1 表达的检测

1.4.1 Westem 印迹 提取 SK-N-SH 细胞总蛋白，

BCA 法测定浓度。取等量蛋白进行 SDS-PAGE，转

膜，分别加 COX 1 一抗 1 : 800 (Santa Cruz 公司)、

β 肌动蛋白一抗 1 : 1 000 (Santa Cruz 公司)， 4.C温

育过夜， HRP 标记二抗 1:5000(华美公司)，室温温

育1 h，增强化学发光法 (enhanced chemiluminescence, 

ECL)显影。

1.4.2 COX 1 细胞内的表达定位 培养液中加入

线粒体特异染料MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen 

公司)，使其终浓度为 50μmol!L， 37 .C温育 30 min 。
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无血清培养液冲洗 3 次后应用 CLSM 观察。

1.5 SK-N-SH 细胞线粒体损伤的检测

未经转染组和转染 pEGFP-NI-COX 1 组的 SK­

N-SH细胞培养一天后，加入NaN3 (Sigma 公司)，使各
孔药物浓度分别为 0 、 16 、 32 、 64 、 128 、 256

·研究论文·

mmo1!L，每个浓度设 3 个复孔，作用 24 h 后换液，进 1000bp 

行随后的操作。

1.5.1 CCK-8 检测 SK-N-SH 细胞损伤后的细胞活性

每孔加入 CCK-8 (日本株式会社同仁化学研究

所)溶液 10μ1， 37 .C继续温育 2h。以培养液空白调

零，在酶标仪上读取 450nm 波长处的吸光度(参比波

长 600 nm) 。

1.5.2 荧光分光光度法检测细胞中活性氧(ROS)的

变化 收集 NaN3 作用前后的未经转染和转染
pEGFP-NI-COX 1 的 SK-N-SH 细胞，调节细胞浓度

为 lxl05 个/时，加入超氧化物阴离子荧光检测探针

DHE (Sigma公司)染色液，使其终浓度为5 阳0血， 37

℃温育 10 min。离心除去含 DHE 的培养液，重新悬

浮细胞于 Hepes 缓冲液(Merck 公司)。荧光分光光度

仪(SHIMADZU RF-5301PC)测定各孔的荧光强度

(λex 535 nm'λem610 nm) 。
1.5.3 JC-l 染色 CLSM观察NaN3 对细胞线粒体膜
电势的影响 将JC-l 液(Invitrogen公司)加入NaN3
作用前后的细胞中使其终浓度为 0.5μg/m1， 37 .C温

育 10 mino 用无血清培养液漂洗 3 次后放入 CLSM

下观察。

1.6 统计方法

SPSS 13.0 统计软件处理数据，运用组间单因素

方差分析检验，数据用均数±标准差表示。

2 结果

2.1 重组质粒的酶切和测序鉴定

重组质粒pEGFP-NI-COX 1 的大小约为 5.4 kb, 

与预期结果相符。将构建的阳性重组表达质粒

pEGFP-NI-COX 1 经双酶切及琼脂糖凝胶电泳分析，

分别在 4.7 kb 和 0.75 kb 处各有一条带，其片段大小

均与预期一致(图1)。说明目的基因成功地亚克隆

入表达载体。该重组表达质粒经测序，确定 COX 1 
基因片段正向插入，并且无碱基突变。

2.2 pEGFP-N1.εOXI 真核表达载体的转染
转染后 24h， COXI表达明显增加，转染 48 h 时

CLSM下显示出较好的转染效果，可观察到部分完整

的细胞形态，显现出较强的绿色荧光，瞬时转染效率

M 3 2 

Fig.l The identification of recombinant plasmid pEGFP­
NI-COX 1 
M: marker; 1: pEGFP-NI-COX 1 recombination plasma; 2: digested 
by EcoRI and XhoI; 3: pEGFP-NI-COX 1 amplified by PCR. 

达 90% 以上。至 72h 时，由于 SK-N-SH 细胞的分

裂增殖作用，部分处于细胞质的 COX 1 被传至下­

代细胞，致使单个细胞内的荧光素减少，表现为荧光

强度减弱，并呈逐渐减弱的趋势。空白组的细胞则

不发绿色荧光(图 2) 。

2.3 COX 1 表达的检测

2.3.1 Westem t'P迹检测 未经转染和转染pEGFP­

Nl 空质粒的 SK-N-SH细胞经 Westem 印迹分析显示

仅有内源性 COXI表达，与对照组和空白组相比，转

染 pEGFP-NI-COX 1 48 h 的 SK-N-SH 细胞 COXI表

达明显升高，而 ß- 肌动蛋白表达变化不大(图 3) 。

2.3.2 细胞内 COXI 的表达定位 CLSM 荧光检

测结果显示增强型的绿色荧光融合蛋白呈现在细胞

浆内，并与线粒体特异红色染料重合，提示线粒体导

向序列以及相应基因的正确表达(图的。

2.4 细胞线粒体损伤模型生长情况

2 .4 .1 CCK8 法测定细胞增殖活性 NaN3 可明显
抑制细胞生长。随着NaN3 浓度的增加，转染pEGFP­

NI-COX 1 的细胞和未转染的细胞活力均明显降低，

并且表现出相应的浓度依赖性。 256 mmol/L NaN3 

作用 24 h 后，与转染前的 SK-N-SH 细胞相比，转染

pEGFP-NI-COX 1的细胞表现出相对较高的细胞活力

(P<0.05) ( 图 5) 。

2.4.2 NaN3 对 SK-N-SH 细胞内 ROS 水平的影响

实验发现， 32 mmol/L NaN3 作用时，未经转染的
SK-N-SH 细胞内 ROS 水平开始增加， 128 mmol/L 
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(A) (8) 

Fig.2 Expression of COX I-EGFP fusion protein at different time points after transfection observed under the laser confocal 

fluorescent microscopy (200x) 

A: non-transfection; 8: 24 h after transfection; C: 48 h after transfection; D: 72 h after transfection 

。-actm 阉翻静翻..咽1 1
COXI I JLf??i 

2 3 

Fig.3 Analysis of COX 1 and ß-actin expression with Western blot 

1: SK-N-SH transfected with pEGFP-Nl; 2: SK-N-SH transfected with pEGFP-NI-COX 1; 3: non-transfected SK-N-SH. 

(A) (8) (c) 

Fig.4 LSC岛1: analysis of the expression of COX 1 in cells at postransfection (200时

A : COX 1 GFP channel (green); B: MitoTracker Red CMXRos channel (red) ; C: mixed channel of A and 8 
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NaN3 作用时达高峰。提示 NaN3 有可能通过细胞内
产生大量的 ROS 来抑制细胞生长 。 转染了 pEGFP­

NI -C O X 1 的 SK-N-SH 细胞能修复高浓度 NaN3 带来
的影响， 与未经转染组相 比， 差异具有统计学意义(P

<0.0日，但在低浓度 NaN3 组中无显著性差异(P>0.05)

(图 6) 。

1.000 卡 T T 

口 Contro l group 

r:a pEG FP-N I-COX 1 

0 . 800 卡 | 院?dL-l-lii级组 T 

transfec ted group 

3博物!0.400 

0.200 

0.000 L t F细 l F何 I 严但 l F坦 1 严伊a....I fUU'" 
。 16 32 64 128 256 

NaN) (mmollL) 

Fig.5 SK-N-SH Cell viability was red uced by NaN3 treatment 

Compared with non-transpl anted cell , *P<0.05 

(A) 

(c) 

研究论文

2 .4.3 JC-l 染 色 CLSM 观察NaN3 对细胞线粒体膜
电势的影响 JC- l 是一种阳离子染料， 单体时于

525 nm 处激发出绿光 聚集时则于 590 nm 处激发出

红光 。 线粒体去极化时， JC- l 进入线粒体内减少， 不

能形成聚集， 致使红 / 绿荧光强度的比例下降， 甚至

呈现单一的绿色。 本实验结果显示， 经过 NaN3 处理

300 [ 口 Contro l
* 

园 pEGFP-N I-COX 1 
250 ~ transfected group 

ò 

iz = B200 

。i运2 1" 

Li: 100 

50 

。
。 16 32 64 128 256 

NaN) (mmoI/L) 

Fig.6 E ffect of NaN3 on DHE fluorescence intensity in SK-N-SH 

Compared with non-transplanted cell , * P<O.OS 

(8 ) 

(D) 

Fig. 7 Effects of NaN3 on m itochond rial poten tial and the protective roles of COX 1 wer e measured by LSCM with JC-l after 

COX 1 gene was transfected (200时

A: SK-N-S H without NaN); B: SK-N-SH with 256 mmol/L NaN); C: SK-N-SH that contained pEGFP-N I-COX 1 without NaN); D: SK-N-SH 

that contai ned pEGFP-N I-COX 1 with 256 mmollL NaN) 
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后，正常SK-N-SH细胞的桔红色荧光被单一的弥散性

绿光所取代，表明线粒体膜电位明显去极化，其功能

出现障碍。而转染 COXI 基因组的细胞能明显修复

NaN3 带来的影响，表现为线粒体内 JC-1 的聚集程度

明显增加(图 7) 。

3 讨论

近年来， COX 在阿尔茨海默病(Alzheimer' s 

disease, AD)发病中的作用逐渐受到人们的重视[5，6] 。

多项研究证明， AD患者线粒体内 COX活性表现为特

异性的明显减少[弘11]。因此有些学者推测 COX活性

的抑制可能导致培养细胞和动物体内出现类似AD的

病理改变。

NaN3 是作用于线粒体COX的特异性抑制剂，其

可通过抑制COX的活性直接损伤线粒体氧化磷酸化

过程，增加起自由基的生成从而引起细胞的氧化性

损伤，长期、缓慢地给予 NaN3 可导致动物脑内 COX

活性下降并引发学习障碍[12-叫。本研究采用分化程

度较低的 SK-N-SH 细胞株与 NaN3 共温育，以模拟神
经退行性疾病中神经细胞的损伤效应，从而构建出既

存在线粒体损伤同时又能正常生长的神经细胞损伤

模型。经过摸索， NaN3 作用的最适浓度为 256mmollL，

在此浓度下， SK-N-SH细胞的线粒体功能受到抑制但

仍能正常生长。研究中还发现转染了 pEGFP-N1-

COXI的 SK-N-SH细胞只能修复高浓度NaN3带来的
影响，这可能与 DHE探针主要检测超氧阴离子(02 )

有关，而低浓度 NaN3 使细胞产生ROS 可能通过其它

的途径分子，如过氧化氢(H202)、氢氧自由基(.OH)

和过氧化脂质(LOOH)等。

本实验选用 COXI 中一段主要功能区基因(6481

-7088 bp)进行表达， COX 1 是一种G蛋白偶联受体[15]，

由于没有文献报道相关维持高转录活性的最小区域

和含有重要启动子成分的小序列，我们对其蛋白质结

构选择了 182-396 的多肤位置进行线粒体密码子到

通用密码于的转换，其中包括 4 个铜结合位点、 2 个

铁结合位点和相应的跨膜区域，期望在成功表达COX

I 的同时能又达到找到高活性最小区域片段的目的。

为使 COX 1 能正常表达同时又能直观检测，本研究

使用 pEGFP-N1 作为真核表达载体，该载体所含有的

巨细胞病毒(cytomegalovirus ， CMV)启动子，可使插

入其多克隆位点内的外源基因早期立即转录，该载体

3' 端连接有报告基因可增强绿色荧光蛋白(enhanced

green fluorescent protein, EGFP)基因， EGFP 在 488

nm激发波处能形成鲜明的绿色荧光，在组织和细胞

中能耐受各种处理而保持其发光特性。最终产物为

目的基因所表达的蛋白质与荧光蛋白的融合体，这使

得结果非常直观。

未转染的 SK-N-SH细胞经过NaN3 处理后，细胞
内的线粒体膜电位明显去极化，功能出现障碍，而转

染 COXI基因组的细胞则能明显修复NaN3 带来的影
响，从而提示 COX 1确实对神经细胞的衰老有着较

大的影响，并且各种原因所致的 COX 1表达抑制或

异常是导致细胞及机体衰老的重要因素。当然，由

于本实验只对 COXI 的重要功能区域进行了表达和

研究，而对 COX 1其他区域在整体表达中可能的调

控没有进行研究，因此是否还有其他调控机制尚不得

而知。但本研究对寻找新的神经退行性疾病的治疗

靶点还是提供了一定的实验依据，亦为临床防治神经

退行性疾病提供了更多、更深入的理论基础。
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Targeted Expression of Domain Regional Fragment of COX 1 Gene 

Alleviates Dysfunction of Mitochondria Induced by Sodium Azide 

Xin Hu, Feng Tan1, Yin Xu, Yi Zheng, Jian-Xin Lu* 
(School 0/ Medical Laboratory Science and School 0/ L抽 Science， "的lzhou Medical College， 陆nzhou 325035, China; 

1 The School 0/ Basic Medical Sciences， 胁nzhou Medical College， 胁nzhou 325035, Chin叫

Abstract To study the protective role of targeted expression of cytochrome C oxidase 1 (COX ηdomain 

regiona1 fragment in mitochondria1 dysfunction and oxidative stress of SK-N-SH cells resulting from sodium azide 

(NaN3) , a mitochondria1 targeting sequencing was inserted into domain regional fragment of COX 1 and the plasmid 

pEGFP-NI-COX 1 was constructed and transfected into 由e SK-N-SH cells. The studies showed that 由e expression 

of COX 1 markedly increased at the time of 24 h after transfection and persisted up to 72 h and directiona1 expression 

of COX 1 domain regiona1 fragment could not only maintain the mitochondria1 potential but also inhibit、 the toxic 

effect on proliferation of cells induced NaN3.τnese data indicate that COX 1 domain regiona1 fragment could prevent 

the cells from NaN3 toxicity, which may be related to the maintenance of mitochondrial function and inhibition of 

ROS production. 
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