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梭曼中毒诱导 PC12细胞 JAKs表达
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　　提　要:目的　研究梭曼中毒 PC12细胞中 JAK1、JAK2、JAK3基因mRNA和蛋白表达的变化。方法　采用半定量 RT-PCR

和Western blotting法检测梭曼中毒 2、6、12、24 h 的 PC12细胞的 JAK1、JAK2、JAK3基因 mRNA和蛋白质的表达水平 ,并对PCR产

物进行测序。结果　梭曼中毒后2 h组PC12细胞中 JAK1、JAK2、JAK3mRNA 和蛋白质表达水平升高 ,在中毒后12 h 组达最高 ,

中毒后24 h 组的表达量低于12 h组 ,与对照组比较均有明显差别。 RT-PCR产物直接测序证实扩增产物片断与GenBank 中相

应序列相同。结论　梭曼中毒增强 PC12细胞中 JAKs基因的表达, 在梭曼中毒所致的脑损伤中可能发挥重要作用。
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JAKs expressions in cell line PC12 induced by soman intoxication

ZHAO Ji-qing , DONG Zhao-jun , YUN Liu-hong , RUAN Jin-xiu (Department of Military Toxicology , Third Military Medical University ,
Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the effect of soman on the Janus kinases (JAKs)expression in cell line

PC12.Methods　The PC12 cell was used in these experiments and treated with soman at a concentration of 20

μmol L.RT-PCR and Western blotting were employed to detect the mRNA and protein expressions of JAK1 , JAK2

and JAK3 at the time points of 0 , 6 , 12 and 24 h.The products were sequenced by Sanger' s double strand DNA se-

quence determination.Results　The expression levels of JAK1 , JAK2 and JAK3 mRNAs and proteins increased at 2

h , reached the highest at 12 h and decreased at 24 h , but they were still higher than those of the control.It was

shown that the sequences of amplification products by RT-PCR were the same to corresponding ones in GenBank.

Conclusion　Soman intoxication enhances the expression of Janus kinases in PC12 cells.JAKs genes may play an im-

portant role in brain injury due to soman intoxication.
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　　PC12细胞是一种从嗜铬细胞瘤分离的克隆细胞 ,

因其在神经生长因子的存在下培养表现出神经细胞的

生物学效应 ,是目前广泛用来研究神经细胞功能 、分化

发育和死亡的一种组织细胞培养模型
[ 1]
。梭曼是一种

强有力的有机磷胆碱酯酶抑制剂 ,它具有毒性强 、作用

快以及难防难治等特点。战时使用可在短时间内造成

大批人员中毒 。研究显示 ,梭曼中毒可致 PC12细胞大

量死亡。最新研究表明 , Janus 激酶(Janus kinases ,

JAKs)可以作为酪氨酸激酶受体(Tyrosine kinase recep-

tor ,TKR)调节多种信号转导途径 ,很可能参与了脑的

发育过程及其某些病理过程 ,但其中的具体机制尚未
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完全搞清
[ 2]
。本研究观察梭曼中毒条件下 PC12细胞中

JAKs基因表达状况 ,旨在为阐明梭曼中毒致脑损伤传

导通道及其构成的分子基础 ,提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂
　　梭曼由军事医学科学院六所提供 , 纯度为 96.4%;RP-

MI1640 培养基 , 胎牛血清 , 胰蛋白酶 ,HBSS(Hyclone 公司), Tri-

pure分离试剂 , PCR产物纯化试剂盒(Roche公司),MMLV 逆转

录酶 , Oligo(dT)15 , RNA 酶抑制剂(Promega 公司), Taq DNA 酶 ,

dNTPX(上海博亚公司), JAK1 , JAK2 , JAK3 抗体(SANTA , USA),

其他试剂为国产分析纯。 PTC-200 DNA 扩增仪(MT Research 公

司 , USA), SX-100凝胶成像分析系统(上海四星公司)。 PC12细

胞由上海细胞所提供。

1.2　细胞致伤模型的建立
　　PC12细胞悬浮于含10%马血清 、5%胎牛血清及50 U ml链霉
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素的RPMI1640 培养液 , 在37 ℃、通以5%CO2 、95%空气的培养箱

中培育。通过加入培养液中20 μmol L梭曼浓度引起中毒。

1.3　实验分组
　　当正常和中毒两种细胞传代至 5 ～ 8 代时 , 用 0.25%胰蛋

白酶(含 0.02% EDTA)将满瓶的细胞消化传代。分成以下组:

对照组 、梭曼中毒 2 h 组 、6 h 组 、12 h组及 24 h组。

1.4　RT-PCR
　　采用 Tripure试剂一步法提取细胞总 RNA , 1%甲醛变性琼

脂糖凝胶电泳鉴定 , 紫外分光光度计测定纯度并定量。根据

GenBank 提供的 mRNA 序列 , 应用引物设计软件自行设计

JAK1 、JAK2 和 JAK3引物序列 , 序列见表 1。先将 RNA 逆转录为

cDNA ,再进行 PCR扩增。 JAKs扩增条件为 94 ℃ 1 min , 55 ～ 65

℃1 min , 72 ℃2 min , 进行 35 循环;再 72 ℃延伸 10 min。最后

取6 μl PCR产物电泳后 , 进行图像分析 , 与阳性对照 HPRT 比

较 ,进行半定量分析。以目的片段与 HPRT的光密度比值作为

目的片段mRNA 的相对含量。

表 1　PCR引物序列

Tab 1　PCR primer sequences

Primer Upper sequence Lower sequence

JAK1 5′-CTG GTA GAT GGC TAC TTC-3′ 5′-GGC TCA TAG AGTAGA CAG-3′

JAK2 5′-AGTAGA GTTGTG ACC GTC CA-3′5′-AGAAA GCC GAA ACC TCC TGT-3′

JAK3 5′-CAT CCTGGA AGC GGAGTT-3′ 5′-CAG CTC CTG TAG GCT TCT-3′

HPRT 5′-GCT GGT GAAAAG GAC CTC TCG-3′5′-GCAGAT GGC CAC AGG ACTAGA-3′

1.5　测序
　　采用 PCR产物纯化试剂盒纯化 PCR产物 , 而后用四色荧

光法直接测序 ,由上海博亚生物技术公司协助完成。

1.6　Western blotting 蛋白印迹检测
　　将收集的细胞加裂解缓冲液和 2×SDS 凝胶加样缓冲液 ,

100 ℃加热 10 min ,依次上样 , 加入不连续垂直 SDS 聚丙烯酰胺

凝胶中 ,在 180 V电压下电泳。电泳结束后 , 取下凝胶 , 在转移

缓冲液平衡 30 min。 用水平半干式电泳印迹仪以 15 V 电压进

行蛋白转移 25 min。转移结束后 , 取出硝酸纤维素膜 , 依次置

于PBS、JAK1、JAK2 、JAK3 磷酸化抗体(2 μg ml)、辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔 IgG抗体和 DAB 显色液中孵育 , 并用计算机生

物图像分析系统对干燥后的 NC 膜进行分析 , 对各个条带的灰

度值进行测定比较。

1.7　统计学分析
　　采用 SPSS10.0 程序进行 t检验。

2　结果

2.1　梭曼中毒时PC12细胞 JAKs基因mRNA的表达
　　梭曼中毒 2 h 时 JAK1、JAK2、JAK3 基因 mRNA 在 PC12细胞

表达明显升高 ,中毒 12 h 时表达显著 , 至高峰 , 24 h 虽有降低 ,

仍明显高于对照组的表达水平(P<0.05), 见图 1～ 3。

2.2　梭曼中毒时PC12细胞磷酸化 JAKs蛋白的表达

　　梭曼中毒 2 h 时磷酸化 JAK1、JAK2、JAK3蛋白在 PC12细胞

表达明显升高 ,中毒 12 h 时表达显著 , 至高峰 , 24 h 虽有降低 ,

仍明显高于对照组的表达水平(P<0.05), 见图 4～ 6。

M:Marker

图 1　梭曼中毒对 PC12细胞表达 JAK1 mRNA的影响

Fig 1　 Effect of soman intoxication on JAK1 mRNA expression

M:Marker

图 2　梭曼中毒对 PC12细胞表达 JAK2 mRNA的影响

Fig 2　Effect of soman intoxication on JAK2 mRNA expression

M:Marker

图 3　梭曼中毒对 PC12细胞表达 JAK3 mRNA的影响

Fig 3　Effect of soman intoxication on JAK3 mRNA expression

图 4　梭曼中毒对 PC12细胞表达 JAK1蛋白表达的影响

Fig 4　Effect of soman intoxication on JAK1 protein expression
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图 5　梭曼中毒对 PC12细胞表达 JAK2蛋白表达的影响

Fig 5　Effect of soman intoxication on JAK2 protein expression

图 6　梭曼中毒对 PC12细胞表达 JAK3蛋白表达的影响

Fig 6　Effect of soman intoxication on JAK3 protein expression

2.3　测序结果
　　测序显示 , PCR扩增的产物 JAK1、JAK3 与大鼠 GenBank 中

的序列完全一致。说明 , RT-PCR扩增的确为相应产物。

3　讨论

　　近年来 ,PC12细胞成为神经科学工作者研究神经

细胞递质合成 ,储存及释放 ,离子通道规律的细胞模

型
[ 3]
。Kauffman等

[ 4]
曾用 PC12细胞来研究梭曼中毒损

伤的机制 。本实验利用 PC12细胞探索梭曼引起神经元

损伤的信号传导机制 。本室以前实验结果表明梭曼中

毒能引起 PC12不同程度的损伤 ,细胞存活率下降。说

明损伤后启动细胞某些生化 、病理机制参与了细胞毒

的作用
[ 5]
JAK激酶家族是一族非受体型酪氨酸蛋白激

酶 ,其包括 JAK1 、JAK2 、JAK3和 TYK2四个成员 ,分子

量(120 ～ 130)×10
3
,作用底物为 STAT 蛋白

[ 6]
。已有

许多实验研究表明 ,在细胞因子与其受体结合后 ,其细

胞内效应与 JAK密切相关 ,大部分细胞因子受体虽无

内在酪氨酸激酶活性 ,但 JAK 能加入受体复合物 ,并

导致受体磷酸化 。受体的酪氨酸磷酸化为胞内带有

SH2 结构域的信号分子提供了锚定位点 ,使之被与受

体相连的 JAK磷酸化而活化 ,活化的 JAK则使受体磷

酸化并激活 STAT ,从而影响基因的转录调节 ,最终导

致细胞生长 、分化和分裂 。JAK起着联系受体与胞内

基因转录的纽带作用
[ 7, 8]
。

　　目前梭曼中毒后 JAKs基因诱导表达的机制和在

细胞损伤的病理生理过程中的意义 , 尚未见报道。本

结果显示 ,梭曼作用 2 h后 JAK1 、JAK2 、JAK3基因 mR-

NA和蛋白表达在 PC12细胞就有明显升高 ,12 h达高峰 ,

24 h有所降低 ,但仍明显高于对照组水平 。表明梭曼

可以促进 JAKs基因在 PC12细胞的表达 。Justicia等
[ 9]

报道 ,大脑皮质缺血后 ,星形胶质细胞内的 JAK1 活

化 ,并可诱导 STAT3核转位 ,从而诱发了胶质细胞在

缺血后的各种反应性变化。谢惠芳等
[ 10]
发现 JAK1在

脑缺血后栓塞侧梗死区神经元表达增加 , 说明 JAK1

可能参与了脑缺血神经细胞损伤与修复的病理过程。

这些研究都说明缺血后 JAK-STAT 途径的确可被激活 ,

而梭曼中毒性惊厥引起的缺血和缺氧是神经细胞死亡

和凋亡的主要原因 ,除了由胆碱能系统参与外 ,非胆碱

能系统也起了重要的作用 。我们研究发现在梭曼中毒

状况下 JAKs基因 mRNA和蛋白表达明显升高 ,提示梭

曼中毒可以激活 JAKs基因并使其在受损 PC12细胞内

超量表达 ,推测 JAKs基因的激活及超量表达可能参与

了Ca
2+
超载 、c-fos 和 iNOS 的表达以及兴奋性氨基酸

的神经毒性作用的调控过程。从而揭示梭曼致脑神经

元细胞损伤的信号传导途径 ,对于在分子与基因转录

水平阐明梭曼致脑损伤非胆碱能机制 ,探讨防治方法 ,

有极其重要的理论和实际意义 。
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