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［摘要］ 目的 研究 P2X4 受体（P2X4R）在帕金森病（PD）细胞模型中的作用。方法 用 6- 羟基多巴胺

（6-OHDA）处理人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y，建立 PD 细胞模型并检测 P2X4R 的表达。在 SH-SY5Y 细胞中沉

默 P2X4R，采用 CCK-8 法检测细胞活性，流式细胞术检测细胞凋亡情况，蛋白质印迹法检测凋亡因子和泛连接蛋

白 1（PANX1）的表达。在 PD 模型中沉默 P2X4R、抑制 P2X4R、过表达 PANX1，用蛋白质印迹法检测细胞中 Toll
样受体 2（TLR2）蛋白的表达。在 PD 模型细胞中过表达 TLR2，检测细胞活性、细胞凋亡情况和凋亡因子表达。 
结果 100、150 μmol/L 6-OHDA 处理后 PD 模型细胞中 P2X4R 蛋白和 mRNA 表达水平均高于对照组（P 均＜0.05）。
P2X4R 沉默后 PD 模型细胞凋亡减少、细胞存活率提高，caspase 3、cleaved caspase 3 及 PANX1 蛋白表达降低（P 均＜ 

0.05）。沉默 P2X4R 和抑制 P2X4R 后 PD 模型细胞中 TLR2 蛋白表达均降低（P 均＜0.05），过表达 PANX1 后 TLR2
蛋白表达降低（P＜0.05），过表达 TLR2 后 caspase 3 和 cleaved caspase 3 蛋白表达降低（P 均＜0.05）、细胞存活率

提高。结论 P2X4R 可能通过调控 PANX1 及 TLR2 表达减少 PD 模型细胞凋亡。
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［ Abstract ］ Objective To study the role of P2X4 receptor (P2X4R) in a cell model of Parkinson’s disease (PD). 
Methods Treat human neuroblastoma cells SH-SY5Y with 6-hydroxydopamine (6-OHDA) to establish a Parkinson’s disease 
cell model and detect the expression of P2X4R. P2X4R was silenced in SH-SY5Y cells, cell viability was detected by cell 
counting kit 8 (CCK-8), cell apoptosis was detected by flow cytometry, and the expression of apoptosis factors and pannexin 1 
(PANX1) was detected by Western blotting. Western blotting was used to detect the expression of Toll-like receptor 2 (TLR2) 
protein when P2X4R was silenced, P2X4R was inhibited and PANX1 was overexpressed. TLR2 was overexpressed in PD 
model cells, and cell viability, apoptosis, and apoptotic factor expression were examined. Results P2X4R protein and mRNA 
expression levels in PD model cells treated with 100 and 150 μmol/L 6-OHDA were higher than those in control group (all P＜ 

0.05). After P2X4R silence, the apoptosis of PD model cells was significantly decreased and cell survival rate was significantly 
increased; and the protein expression of cysteine aspartic acid specific protease (caspase) 3, cleaved caspase 3 and PANX1 
was significantly decreased (all P＜0.05). The expression of TLR2 protein in PD model cells was decreased after silencing 
P2X4R and inhibiting P2X4R (both P＜0.05). The expression of TLR2 protein was significantly decreased after PANX1 
overexpression (P＜0.05). After TLR2 overexpression, the protein expression of caspase 3 and cleaved caspase 3 was 
significantly decreased (both P＜0.05), and the cell survival rate was increased. Conclusion P2X4R may reduce apoptosis 
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帕金森病（Parkinson’s disease，PD）是患病

率仅低于阿尔茨海默病的神经系统变性疾病，严重

影响患者的运动功能和生活质量［1］。多巴胺能神

经元变性坏死是 PD 经典病理改变，Braak 等［2］提

出 PD 发展病理分期假说，为寻找临床前诊断 PD
的生物标志物提供了宝贵的线索。研究者们发现，

线粒体功能异常、氧化应激、神经炎症及细胞凋亡

均可能引起细胞丢失和异常蛋白聚集，参与 PD 发

生和发展，因此神经炎症和细胞凋亡成为 PD 发病

机制研究的热点［3］。

人神经母细胞瘤细胞 SH-SY5Y 具有多巴胺能

神经元的特征，广泛用于研究PD。P2X4受体（P2X4 
receptor，P2X4R）是脑内分布最广泛的P2X 受体，

主要在小胶质细胞、神经元及内皮细胞上表达，在

神经病理性疼痛、脑缺血损伤及阿尔茨海默病的发

生、发展中发挥重要作用［4］。P2X4R 参与 PD 小胶

质细胞激活、介导神经炎症反应，进而造成黑质多

巴胺能神经元凋亡［5］，但具体作用机制不明。

泛 连 接 蛋 白 1（pannexin 1，PANX1） 是 重

要的缝隙连接蛋白，在中枢神经系统中高表达，

在脑内主要分布在皮质、纹状体、嗅球及海马等

部位，参与炎症因子释放和细胞凋亡；它通过激

活小胶质细胞上的 P2X12 受体引起小胶质细胞的

吞噬作用，加速细胞死亡。Toll 样受体（Toll-like 
receptor，TLR）2 是 TLR 家族的重要成员，在神经

系统中广泛表达，主要集中于小胶质细胞和星型胶

质细胞，参与神经炎症反应。P2X4R、PANX1 和

TLR2 均主要分布在小胶质细胞并参与神经炎症和

细胞凋亡，三者是否协同参与 PD 的发生目前尚未

见相关报道。

为此，本研究采用 6- 羟基多巴胺（6-hydroxy-
dopamine，6-OHDA）制备 PD SH-SY5Y 细胞模型，

并沉默 P2X4R，通过改变 PANX1 和 TLR2 表达研

究 caspase 3 及 cleaved caspase 3 蛋白表达的变化、

检测细胞活性和凋亡情况，探讨 P2X4R 在 PD 细胞

模型中的作用和途径，为治疗 PD 寻找新的靶点。

1 材料和方法

1.1 细胞及主要试剂、仪器 人神经母细胞瘤细

of PD model cells by regulating PANX1 and TLR2 expression.
［ Key words ］ Parkinson’s disease; P2X4 receptor; pannexin 1; Toll-like receptor 2; apoptosis

［Acad J Naval Med Univ, 2022, 43(12): 1423-1428］

胞 SH-SY5Y（货号 AC217，上海泽叶生物科技有

限公司）；全反式视黄酸（all-trans-retinoic acid，
atRA；货号 R2625，美国 Sigma 公司）；FBS（货

号 10099141，美国 Gibco 公司）；6-OHDA（货号

H4381，100 mg；美国 Sigma 公司）；P2X4R siRNA 
（上海吉玛制药技术有限公司）；CCK-8 检测试

剂盒（货号 C008-3，上海七海复泰生物科技有限公

司）；caspase 3 活性检测试剂盒（货号 BC3830，
北京索莱宝科技有限公司）；PANX1 抗体（货号

91137，100 µL；美国CST 公司）；P2X4R 抗体（货

号 ab77434，100 µL；英国 Abcam 公司）；TLR2
抗体（货号 ab213676，100 µL；英国Abcam公司）；

caspase 3抗体（货号 9662，100 µL；美国CST公司）；

cleaved caspase 3 抗体（货号 9661，100 µL；美国 
CST 公司）；反转录试剂盒（货号 K1622，美国 
Thermo 公司）；细胞凋亡检测试剂盒（货号A005-3， 
上海七海复泰生物科技有限公司）。

酶标仪（型号 iMark，美国 Bio-Rad 公司）；

超微量分光光度计（型号 DS-11，美国 DeNovix 公

司）；实时荧光定量 PCR 仪（型号 MyGo Pro，英

国 IT-IS 公司）；化学发光凝胶成像一体机（型号

WSE-6100，日本 ATTO 公司）。

1.2 构建 PD 细胞模型 将 SH-SY5Y 细胞铺于

96 孔板（1×105/ 孔），用终浓度为 10 µmol/L 的

atRA 处理细胞 4 d，将细胞形态从三角形诱导成长

梭形。处理组分别更换含 50、100 和 150 µmol/L 
6-OHDA 的培养基，继续培养 24 h；细胞培养基更

换为无血清培养基，并设置不含细胞的空白对照，

在培养箱继续孵育 1 h，用酶标仪检测 450 nm 处的

光密度（D）值，CCK-8 法检测细胞存活率。

1.3 检测细胞中 P2X4R 的表达 将 SH-SY5Y 细

胞铺于 6孔板（1×106/孔），用atRA进行细胞诱导，

然后分别用 50、100 和 150 µmol/L 6-OHDA 处理，

胰酶消化并收集细胞后分别进行 P2X4R 蛋白和

mRNA 水平检测。P2X4R 蛋白检测采用蛋白质印

迹法，先提取细胞总蛋白，蛋白凝胶电泳后转膜，

封闭后分别加入一抗和二抗进行孵育，采用化学发

光法在蛋白凝胶成像系统下显影。P2X4R mRNA
检测采用 qPCR 法，首先提取样品 RNA 并在超微
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量分光光度计上测定 RNA 浓度和纯度，RNA 反转

录后进行 qPCR 检测。

1.4 沉默 P2X4R 由上海吉玛制药技术有限公司合 

成 3 种 P2X4R siRNA，分别为 P2X4R siRNA-540、

P2X4R siRNA-792 和 P2X4R siRNA-1401。确定转

染条件为转染试剂 3 μL＋siRNA 6 μL，将诱导后的

细胞进行转染并分组，更换正常完全培养基继续培

养 24 h，收集细胞，采用蛋白质印迹法和 qPCR 法

分别检测细胞中 P2X4R 蛋白和 mRNA 的表达。

1.5 检测 P2X4R 沉默及 P2X4R 抑制剂对 PD 模型细

胞的影响 将 SH-SY5Y 细胞铺于 96 孔板（1×105/

孔）并用终浓度为 10 µmol/L 的 atRA 进行细胞诱

导，细胞分组转染或加入P2X4R抑制剂三羰基二氯

代钌（Ⅱ）二聚物［tricarbonyldichlororuthenium (Ⅱ ) 

dimer，CORM2］（288144-500 mg，美国 Sigma 公 

司）并造模，采用CCK-8 法检测细胞存活率，通过

流式细胞术检测细胞凋亡情况，用蛋白质印迹法检测

细胞中 caspase 3、cleaved caspase 3 和PANX1 的表达。

1.6 检测TLR2过表达对PD模型细胞的影响 将SH- 

SY5Y 细胞铺于 96 孔板（1×105/ 孔），用终浓度为

10 µmol/L 的 atRA 进行细胞诱导，转染试剂 3 μL＋ 

siRNA 6 μL 对转染组转染后进行细胞造模，胰酶消

化并收集细胞。细胞分为 3组：PD＋P2X4R siRNA 

（P2X4R 沉默组）、PD＋P2X4R siRNA＋pCMV3- 

NCV（空 质 粒 对 照 组） 和 PD＋P2X4R siRNA＋

pCMV3-TLR2（TLR2 过表达组），采用 CCK-8 法

检测细胞存活率，通过流式细胞术检测细胞凋亡情

况，用蛋白质印迹法检测细胞中 caspase 3 和 cleaved 

caspase 3 的表达。

1.7 统计学处理 应用 SPSS 19.0 软件进行统计学

分析。符合正态分布的计量资料以 x±s 表示，两组

间比较采用独立样本 t 检验，3 组及以上组间比较

采用单因素方差分析并通过 Bonferroni 法进行多重

比较。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 PD 模 型 细 胞 中 P2X4R 蛋 白 和 mRNA 表达 

水平 结果显示，50、100 和 150 µmol/L 6-OHDA

处 理 的 SH-SY5Y 细 胞 中 P2X4R 蛋 白 表 达 水 平

均高于对照组，且呈剂量依赖性（P 均＜0.05，

图 1A）；100 µmol/L 和 150 µmol/L 6-OHDA 组

P2X4R mRNA 表达水平高于对照组（P 均＜0.05，

图 1B）。

图 1 不同浓度 6-OHDA 对 SH-SY5Y 细胞中 P2X4R

蛋白（A）和 mRNA（B）表达的影响

Fig 1 Effect of different concentrations of 6-OHDA on 

the expression of P2X4R protein (A) and mRNA (B) in  

SH-SY5Y cells
*P＜0.05 vs control (Con) group. n＝3, x±s. G1: 50 µmol/L 

6-OHDA; G2: 100 µmol/L 6-OHDA; G3: 150 µmol/L 

6-OHDA. 6-OHDA: 6-hydroxydopamine; P2X4R: P2X4 

receptor. 

2.2 P2X4R 沉默细胞系的筛选 P2X4R siRNA-540、 
P2X4R siRNA-792 和 P2X4R siRNA-1401 组 SH-

SY5Y 细 胞 中 P2X4R 蛋 白 和 mRNA 的 表 达 水

平 均 低 于 对 照 组（P 均＜0.05），其 中 P2X4R 

siRNA-540组表达水平最低，沉默效果最好（图 2）。 

故选择 P2X4R siRNA-540 用于后续实验。

2.3 抑制 P2X4R 对 PD 模型细胞的影响 P2X4R

沉 默 组（PD＋P2X4R siRNA 组） 及 P2X4R 抑制

剂组（PD＋CORM2 组）的细胞凋亡少于 PD 组 

（图 3），细胞存活率高于PD组［（113.03±6.81）%、

（117.16±5.31）% vs （100.00±4.25）%］，细胞中

caspase 3、cleaved caspase 3 和 PANX1 蛋白表达水

平均低于 PD 组（P 均＜0.05，图 4）。

2.4 改 变 TLR2 蛋 白 表 达 对 PD 模 型 细 胞 的 

影 响 P2X4R 沉 默 组 和 P2X4R 抑 制 剂 组 细 胞

中 TLR2 蛋白的表达水平均低于 PD 组（P 均＜ 

0.05）；PANX1 过表达后细胞中 TLR2 蛋白表达

水平低于 P2X4R 沉默组（P＜0.05），见图 5。

TLR2 过表达后细胞存活率增高［（101.75±8.10）% 

vs（113.40±6.81）%］、细胞凋亡减少［（41.10± 

0.71）% vs （31.80±4.38）%］，细胞中 caspase 3

和 cleaved caspase 3 蛋白表达水平均降低（P 均＜ 

0.05，图 6）。
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图 4 蛋白质印迹法检测 P2X4R 抑制后 PD 模型细胞中

caspase 3、cleaved caspase 3 和 PANX1 蛋白的表达

Fig 4 Expression of caspase 3, cleaved caspase 3 and 
PANX1 proteins in PD model cells detected by Western 

blotting after P2X4R inhibition
*P＜0.05 vs G1 group. n＝3, x±s .  G1: PD; G2: PD＋

NC; G3: PD＋P2X4R siRNA; G4: PD＋CORM2. P2X4R: 
P2X4 receptor; PD: Parkinson’s disease; caspase: Cysteine 
aspartic acid specific protease; PANX1: Pannexin 1; NC: 
Negative control; siRNA: Small interfering RNA; CORM2: 

Tricarbonyldichlororuthenium (Ⅱ) dimer.

3 讨 论

我国已逐步进入老龄化社会，PD 患病率和患

病人数均呈现逐年增加趋势。研究证实 P2X4R 间

接参与多巴胺神经传递［6-7］，直接调节多巴胺水

平，影响多巴胺的合成和转运，并增加多巴胺受体

水平，改变多巴胺能神经元功能和神经传递［5］。神

经炎症是 PD 发病机制的研究热点，小胶质细胞在

神经炎症中发挥着极为重要的作用［8］。既往研究

发现 P2X 受体参与多种神经系统疾病的发生和发 
展［9-10］，P2X4R 在中枢神经系统炎症及阿尔茨海

默病中发挥作用［4,11］。PD 和阿尔茨海默病同属于

神经系统变性疾病，推测 P2X4R 可能在 PD 中发挥

重要作用［7］。本实验发现，6-OHDA 诱导的 PD 细

胞模型的 P2X4R 蛋白和 mRNA 表达水平均高于对

照组，且呈剂量依赖性，表明 P2X4R 可能参与 PD
神经细胞的变性坏死。本实验筛选 P2X4R 沉默效

果最好的细胞并检测细胞活性和凋亡情况，结果显

示 P2X4R 沉默后细胞活性明显提高、细胞凋亡减

少，说明P2X4R影响了PD模型细胞的活性和凋亡。 
caspase 是生物体内重要的蛋白酶，参与神经炎

症和细胞凋亡，其中 caspase 3 是执行细胞凋亡最重

要的蛋白［12］。魏丽萍等［13］研究发现，P2X4R 过表

达会导致 PD 大鼠脑黑质中 IL-1β 及 α- 突触核蛋白

表达上调，增加多巴胺能神经元的坏死。本实验结

果显示，P2X4R 沉默后 caspase 3 和 cleaved caspase 
3 蛋白表达水平降低、细胞凋亡减少，说明 P2X4R
可能通过调控 caspase 3 蛋白而影响了 PD 模型细胞

的活性和凋亡，其具体作用途径有待进一步研究。

图 2 P2X4R 沉默后 SH-SY5Y 细胞中 P2X4R 蛋白（A）和 mRNA（B）的表达

Fig 2 Expression of P2X4R protein (A) and mRNA (B) in SH-SY5Y cells after P2X4R silencing
*P＜0.05 vs control (Con) group. n＝3, x±s. G1: P2X4R siRNA-540; G2: P2X4R siRNA-792; G3: P2X4R siRNA-1401. P2X4R: 

P2X4 receptor; X-T: X-tremeGENEHP DNA transfection reagent; NC: Negative control; siRNA: Small interfering RNA.

图 3 流式细胞术检测 P2X4R 抑制后 PD 模型细胞凋亡情况

Fig 3 Apoptosis of PD model cells after P2X4R inhibition detected by flow cytometry
A: PD group; B: PD＋NC group; C: PD＋P2X4R siRNA group; D: PD＋CORM2 group. P2X4R: P2X4 receptor; PD: Parkinson’s 

disease; NC: Negative control; siRNA: Small interfering RNA; CORM2: Tricarbonyldichlororuthenium (Ⅱ) dimer.
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图 5 蛋白质印迹法检测 P2X4R 抑制和 PANX1 过表达

后 PD 模型细胞中 TLR2 蛋白的表达

Fig 5 Expression of TLR2 protein in PD

model cells detected by Western blotting after P2X4R 

inhibition and PANX1 overexpression
*P＜0.05 vs G1 group; △P＜0.05 vs G3 group. n＝3, x±s. G1: 

PD; G2: PD＋NC; G3: PD＋P2X4R siRNA; G4: PD＋CORM2; 

G5: PD＋P2X4R siRNA＋pCMV3-NCV; G6: PD＋P2X4R  

siRNA＋pCMV3-PANX1. P2X4R: P2X4 receptor; PANX1: 

Pannexin 1; PD: Parkinson’s disease; TLR2: Toll-like  

receptor 2; NC: Negative control; siRNA: Small interfering 

RNA; CORM2: Tricarbonyldichlororuthenium ( Ⅱ) dimer; 

pCMV3-NCV: pCMV3-untagged negative control vector.

PANX1 是在神经系统具有较高表达的缝隙连

接蛋白泛连接蛋白家族重要成员［14-15］，有研究发

现，星形胶质细胞上 PANX1 通道能够控制 ATP 跨

膜转运及调节 Ca2＋内流，参与神经细胞能量代谢，

影响星形胶质细胞激活［16］，还能与 P2X 受体形

成复合体参与神经炎症和细胞凋亡［17-18］。PANX1

与 P2X7 受体和 caspase 1 构成炎性复合物，可通

过抑制 IL-1 等炎症因子释放减少细胞凋亡［19］。

Wilkaniec 等［20］用外源 α- 突触核蛋白处理神经突触

小体，发现激活的 P2X7 受体与 PANX1 结合并通

过降低 ATP 活性影响细胞能量代谢。本实验也发

现，P2X4R 沉默后 PANX1 蛋白表达降低，提示其

在 PD 发病中可能发挥重要作用。

与 P2X4R 和 PANX1 相同，TLR2 在中枢神经

系统广泛表达，尤其是在小胶质细胞和星形胶质细

胞，而小胶质细胞是神经炎症的主要效应细胞［21］。 
Parzych等［18］研究发现，在人类单核细胞中TLR2 和

TLR4 均可诱导 IL-1β 释放，而 TLR2 需要 PANX1 
和 P2X7 受体激活以刺激 IL-1β 释放，但它们激活

caspase 1 的机制有所不同。Dunton 等［22］用 P2X
受体激活 caspase 1 后发现，压力诱导的尿路上

皮细胞通过 P2X7 受体激发 ATP 释放，进而激活

P2X4R，后者介导 caspase 1 的炎症反应。有研究

证实 PANX1 与 P2X4R 形成复合体参与细胞能量

代谢和神经炎症，推测三者之间可能通过某种联系

共同影响细胞能量代谢和凋亡［23］。本实验结果表

明，6-OHDA 处理细胞后 P2X4R 表达水平升高，

P2X4R 表达下调后 PANX1 蛋白表达水平也降低，

进一步过表达 PANX1 后 TLR2 蛋白表达下降，过

表达 TLR2 后 caspase 3 蛋白表达降低、细胞凋亡

减少、细胞活性增高。当 P2X4R 沉默后，TLR2 蛋

白表达低于 PD 组，提示细胞凋亡增多、细胞活性

降低，推测 P2X4R 可能通过影响 TLR2 蛋白表达而

影响细胞凋亡，PANX1 和 TLR2 可能是 P2X4R 影

响细胞活性和凋亡的靶点与途径［24］。

第 12 期．云 强，等．沉默P2X4 受体减少帕金森病细胞模型的凋亡

图 6 蛋白质印迹法检测 TLR2 过表达后 PD 模型细胞中 caspase 3 和 cleaved caspase 3 蛋白的表达

Fig 6 Expression of caspase 3 and cleaved caspase 3 proteins in PD model cells detected by Western blotting  

after TLR2 overexpression
*P＜0.05 vs G1 group. n＝3, x±s. G1: PD＋P2X4R siRNA; G2: PD＋P2X4R siRNA＋pCMV3-NCV; G3: PD＋P2X4R siRNA＋

pCMV3-TLR2. TLR2: Toll-like receptor 2; PD: Parkinson’s disease; caspase: Cysteine aspartic acid specific protease; P2X4R: P2X4 

receptor; siRNA: Small interfering RNA; pCMV3-NCV: pCMV3-untagged negative control vector.

本 实 验 通 过 PD 细 胞 模 型 观 察 caspase 3、
PANX1 和 TLR2 蛋白表达，研究 P2X4R 的作用和

途径，结果显示 P2X4R 通过调控 PANX1 和 TLR2

蛋白的表达影响细胞凋亡和细胞活性，为寻找 PD
新的治疗靶点提供了依据。
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