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腺病毒介导ｖａｓｏｓｔａｔｉｎ１基因转染表达对大鼠心肌细胞缺氧／复氧损伤的保
护作用

王　铮，肖明第，虞　敏，袁忠祥
上海交通大学附属第一人民医院心胸外科，上海２０００８０

［摘要］　目的：构建并鉴定携带人嗜铬粒蛋白Ａ的Ｎ端１～７６片段（ＣＧＡ１７６）即ｖａｓｏｓｔａｔｉｎ１（ＶＳ１）基因的腺病毒表达载体，

观察重组腺病毒在大鼠心肌细胞中的表达，探讨 ＶＳ１转基因治疗对心肌细胞缺氧／复氧损伤的保护作用。方法：（１）利用

ＣＧＡ１５８ｃＤＮＡ模板，设计引物，利用ＰＣＲ合成、扩增ＣＧＡ１７６的ｃＤＮＡ并将其克隆到腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋ，经ＰｍｅⅠ酶切

线性化后与腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１在大肠埃希菌ＢＪ５１８３中同源重组。将鉴定正确的同源重组质粒ｐＡｄＶＳ１线性化后

转染ＱＢＩ２９３Ａ细胞进行包装、扩增得到重组腺病毒颗粒ＡｄＶＳ１，将该病毒感染大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２并通过蛋白质印迹法检

测其表达。（２）建立心肌细胞缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）损伤模型，分为４组：空白组、Ｈ／Ｒ组、空载腺病毒转染＋Ｈ／Ｒ组、ＡｄＶＳ１转

染＋Ｈ／Ｒ组；测定各组心肌细胞活力，超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性和丙二醛（ＭＤＡ）含量。结果：（１）经ＰＣＲ、基因测序、酶切

鉴定证实重组质粒ｐＡｄＶＳ１构建成功，将其导入ＱＢＩ２９３Ａ细胞，通过蛋白质印迹法证实病毒颗粒ＡｄＶＳ１感染心肌细胞后

ＶＳ１蛋白表达。（２）Ｈ／Ｒ组心肌细胞活力和ＳＯＤ含量较空白组明显降低，ＭＤＡ增加；而ＶＳ１基因转染提高了心肌细胞 Ｈ／

Ｒ模型心肌细胞活力和ＳＯＤ含量，并降低了 ＭＤＡ生成量。结论：成功构建 ＡｄＶＳ１，将其感染大鼠心肌细胞后能够表达

ＶＳ１并对心肌细胞 Ｈ／Ｒ损伤具有保护作用，其机制和抗氧化作用有关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（５）：４９１４９５］

　　Ｖａｓｏｓｔａｔｉｎ１（ＶＳ１）是在应激状态下由嗜铬粒蛋
白Ａ（ｃｈｒｏｍｏｇｒａｎｉｎＡ，ＣＧＡ）通过组织特异性加工程
序产生的Ｎ端１～７６水解多肽片段（ＣＧＡ１７６）［１］。近
期，离体心灌注实验证明ＶＳ１预灌注具有明显的内
皮保护、肾上腺素能抑制、心肌负性肌力以及抗心肌
缺血再灌注损伤等作用［２］。ＶＳ１因其对心肌缺血性
疾病的巨大潜在临床价值，正受到研究者们的日益关
注。为了深入研究ＶＳ１在心肌细胞、血管内皮细胞
以及组织细胞间的具体作用和信号转导机制，初步探
讨ＶＳ１转基因治疗在预防心肌缺血再灌注损伤方
面的可行性，我们采用ＡｄＥａｓｙＴＭ系统成功构建携载人

ＶＳ１基因的重组腺病毒，探讨了ＶＳ１转基因治疗在
心肌细胞缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）损伤中的作用，为今后ＶＳ
１基因导入预防心脏细胞缺血再灌注损伤的研究奠
定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２细胞购自中国科
学院上海细胞库；腺病毒骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１、穿梭质
粒ｐＡｄＴｒａｃｋ、脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、Ｔ４ＤＮＡ连
接酶、蛋白酶 Ｋ、大肠埃希菌ＢＪ５１８３、ＤＨ５α及 ＱＢＩ
２９３Ａ细胞均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；限制性内切酶Ｐａｃ
Ⅰ、ＰｍｅⅠ、ＸｂａⅠ和ＫｐｎⅠ购自 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公
司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒、Ｈｉｇｈｓｐｅｅｄ质粒大量抽提
试剂盒购自Ｑｉａｇｅｎ公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、质粒小量
抽提试剂盒、质粒纯化试剂盒购自上海中科开瑞生物
芯片科技服务有限公司；ＤＭＥＭ、胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ
公司；常规细胞培养体系为含１５％热灭活新鲜胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养液（３７℃，５％ＣＯ２）；ｐｃＤＮＡＣＧＡ１５８
由广东省人民医院心血管研究所单志新老师惠赠；丙
二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒购自南京
建成生物工程研究所。

１．２　ＶＳ１全长ｃＤＮＡ的设计、合成和筛选　根据

ＧｅｎＢａｎｋ中 ＣＧＡ１７６基因序列，基于已有 ｐｃＤＮＡ
ＣＧＡ１５８基因序列，设计引物以添加ＣＧＡ５９７６基因序
列，同时在引物５′端分别加上ＫｐｎⅠ和ＸｂａⅠ的酶切位
点和相应的保护碱基。上游引物序列：５′ＧＧＧＧＴＡ
ＣＣＡＴＧＣＧＣＴＣＣＧＣＣＧＣＴＧＴＣＣＴ３′；下游引物
序列：５′ＣＧＡＧＡＴＣＴＣＴＧＣＴＧＡＴＧＴＧＣＣＣＴＣ
ＴＣＣＴＴＧ ＧＣＧＣＣＴ ＴＧＧ ＡＧＡ ＧＣＧ ＡＧＧ ＴＣＴ
ＴＧＧＡＧＣＴＣＣＴＴＣＡＧＴ ＡＡＡ ＴＴＣＴＧＡ ＴＧＴ
ＣＴ３′。ＰＣＲ扩增条件：９５℃５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５８℃３０

ｓ，７２℃３０ｓ，共２５个循环；最后７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ
扩增产物以１．０％琼脂糖凝胶电泳，经鉴定条带的位
置正确后，参照质粒纯化试剂盒操作说明，进行回收、
纯化。

１．３　ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１穿梭载体的构建、筛选和鉴
定　先将ＰＣＲ回收产物和ｐＡｄＴｒａｃｋ穿梭载体分别
经ＫｐｎⅠ和ＸｂａⅠ双酶切线性化，并分别回收其酶切产
物，再经Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行连接反应，３７℃连接过
夜，将目的基因正向插入穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋ的Ｋｐｎ
Ⅰ／ＸｂａⅠ多克隆位点之间，构建成ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１连接
产物。连接产物转化感受态大肠埃希菌ＤＨ５α，于卡
那霉素ＬＢ培养板随机挑取单克隆菌落，提取穿梭质
粒，进行酶切鉴定和ＰＣＲ扩增鉴定 （程序同前）。经

１．０％琼脂糖凝胶电泳观察，取ＰＣＲ扩增鉴定正确的
单克隆菌液，送上海英骏生物技术有限公司进行序列
测定。

１．４　ｐＡｄＶＳ１的构建、筛选和鉴定　将５００ｎｇ经

ＰｍｅⅠ线性化的ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１质粒和１００ｎｇ腺病毒
骨架质粒ｐＡｄＥａｓｙ１共同电转导（２５００Ｖ，２００Ω，２５

μＦ）２０μｌ的ＢＪ５１８３感受态菌后，加入５００μｌＳＯＣ培
养液于３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇匀２０ｍｉｎ后，分别取３０μｌ
及７０μｌ菌液涂于２块含２５μｇ／ｍｌ卡那霉素的ＬＢ平
板上。２０ｈ后共挑选１０个最小的克隆，在卡那霉素

ＬＢ培养基中培养过夜，小量抽提质粒，将选定的重组
体作ＰＣＲ后（程序同前）进行１．０％琼脂糖凝胶电泳鉴
定质粒，确定上述重组体中均含有大小约２８２ｂｐ的基
因片段。重组ＤＮＡ转化大肠埃希菌ＤＨ５α，挑克隆，
再经质粒小量提取和ＰａｃⅠ酶切进一步鉴定后，分别大
量制备重组质粒ｐＡｄＶＳ１。取２０μｇ质粒用ＰａｃⅠ
酶切，酚／氯仿抽提纯化，乙醇沉淀。取纯化质粒

ＤＮＡ５μｇ，溶于５０μｌ无菌水中，备用。

１．５　ＡｄＶＳ１的包装、扩增和纯化　将原代 ＱＢＩ
２９３Ａ细胞增殖培养，按１．５×１０６／皿接种于６０ｍｍ的
细胞培养皿进行转染。采用脂质体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００介导线性化的ｐＡｄＶＳ１进行细胞转染，７～９ｄ
时ＣＰＥ（细胞病变效应）细胞达到细胞总量的８０％
以上，出现片状葡萄串样脱壁浮起。收集细胞，反复
冻融３个循环，收取原始病毒液，命名为 ＡｄＶＳ１。
将ＱＢＩ２９３Ａ细胞培养于２５０ｍｌ培养瓶中，至约

９０％细胞融合，进行转染病毒冻融液，待３ｄ后ＣＰＥ
现象明显时，反复冻融３次，收取转染病毒冻融液。
采用ＣｓＣｌ２梯度离心法纯化病毒，进行重组腺病毒滴
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度测定。用 ＴＣＩＤ５０方法测定病毒滴度，按 Ｋａｒｂｅｒ
公式计算。ｌｇＴＣＩＤ５０＝Ｌ＋ｄ（ｓ－０．５），其中Ｌ＝最
高稀释度的对数；ｄ＝稀释对数之间的差；ｓ＝阳性管
比率总和。后加入１０％ 甘油，－７０℃保存备用。

１．６　ＡｄＶＳ１在心肌细胞Ｈ９ｃ２中的转染和表达　
心肌细胞 Ｈ９ｃ２传至６０ｍｍ的细胞培养皿中，次日
长至约７０％融合，换新鲜的完全培养液４．５ｍｌ培养

４～５ｈ。根据测定得到的病毒滴度，稀释病毒保存
液，以１００ＭＯＩ感染１、２、３、５、７ｄ。并设空白组（未
加病毒）、对照空白腺病毒１００ＭＯＩ感染 Ｈ９ｃ２作平
行对照。按上述方案感染后，提取感染后细胞培养
上清，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量，每孔取３０μｇ蛋白做１０％
ＳＤＳＰＡＧＥ分离，半干移至硝酸纤维素膜上，室温下

５％脱脂奶粉封闭１ｈ，加入抗 ＶＳ１抗体（１∶５００），

４℃过夜，辣根过氧化物酶标记Ⅱ抗（１∶１５００），室
温下孵育１ｈ，用化学发光法显色，活体成像仪显像。
以βａｃｔｉｎ为内参照，实验分别重复３次。

１．７　体外心肌细胞 Ｈ／Ｒ模型建立和实验分组　
Ｈ／Ｒ模型采用Ｂｉｏｍｅｔｒｉｘ公司的厌氧盒进行。主要
步骤如下：将空载腺病毒或 ＡｄＶＳ１转染的 Ｈ９ｃ２
细胞均分至培养皿，培养第５天依次装入厌氧盒中，
接着快速放入厌氧包和氧气指示条，扣紧厌氧盒盖，
放入ＣＯ２ 培养箱中。当厌氧指示条由蓝色变为无色
时，说明盒中是无氧状态，计时６０ｍｉｎ，后开盖正常
培养１２０ｍｉｎ。实验分组：随机分为４组（每组４
皿）：空白组、Ｈ／Ｒ对照组、空载腺病毒（１００ＭＯＩ）转
染＋Ｈ／Ｒ组、ＶＳ１（１００ＭＯＩ）转染＋Ｈ／Ｒ组。

１．８　心肌细胞活力、细胞内ＳＯＤ活性和ＭＤＡ含量
测定　 采用 ＭＴＴ法测定各组细胞吸光度（Ｄ）值，
根据下列公式计算心肌细胞活性：心肌细胞活力
（％）＝实验组的Ｄ值／空白对照组的Ｄ 值×１００％。

１２．５ｇ／Ｌ的胰蛋白酶消化收集细胞，计数细胞数达
到１×１０１０／Ｌ以上，根据试剂盒说明，用黄嘌呤氧化
酶法测定ＳＯＤ活性，硫代巴比妥显色法测 ＭＤＡ含
量。

１．９　统计学处理　所有数据应用ＳＰＳＳ１３．０软件
包进行统计分析。计量资料以珚ｘ±ｓ表示，组间数据
比较用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比
较用ＳＮＫ法。

２　结　果

２．１　重组穿梭质粒ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１的酶切鉴定　
ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１经ＫｐｎⅠ和ＸｂａⅠ双酶切，１．０％琼
脂糖凝胶电泳鉴定，可见２８２ｂｐ的插入片段。然后
进行ＰＣＲ扩增鉴定，ＰＣＲ产物长度也为２８２ｂｐ。基

因测序表明插入的目的基因序列正确。

２．２　ｐＡｄＶＳ１ 的酶切鉴定　重组腺病毒载体

ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１用ＰａｃⅠ分别酶切重组ｐＡｄＴｒａｃｋ
ＶＳ１和空骨架载体ｐＡｄＥａｓｙ１，前者得到约３０ｋｂ
和４．５ｋｂ两个片段，提示ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１和骨架质
粒ｐＡｄＥａｓｙ１的重组发生在右臂与左臂区（图１）。
然后分别以稀释后的重组ｐＡｄＶＳ１和空骨架载体
为模板对重组 ＶＳ１基因片段进行ＰＣＲ鉴定，产物
电泳 后 在 ｐＡｄＶＳ１ 见 ２８２ ｂｐ 的 条 带，而 空

ｐＡｄＥａｓｙ１组缺失（图２）。

图１　重组腺病毒质粒经ＰａｃⅠ酶切产物的

琼脂糖凝胶电泳实验

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

ｐＡｄＶＳ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｂｙＰａｃⅠ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２：ｐＡｄＥａｓｙ１；３：ｐＡｄＴｒａｃｋＶＳ１

图２　重组腺病毒质粒的ＰＣＲ产物的琼脂糖凝胶电泳实验

Ｆｉｇ２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆ

ｐＡｄＶＳ１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ
１：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２：ｐＡｄＥａｓｙ１；３：ｐＡｄＶＳ１

２．３　ＡｄＶＳ１的包装、扩增和滴度测定　重组腺病
毒质粒转染 ＱＢＩ２９３Ａ 细胞后５～６ｄ开始出现

ＣＰＥ，并逐渐增加；在质粒转染后７～９ｄ，ＣＰＥ细胞
可达到８０％～９０％，此时收获病毒（图３）。

　　将构建的重组病毒子二次感染 ＱＢＩ２９３Ａ 细
胞，并出现ＣＰＥ，表明ＱＢＩ２９３Ａ细胞包装成功。感
染４～６ｄ后，收集细胞，用ＰＢＳ悬浮，反复冻融获得
重组病毒粗提液。经多轮感染、扩增、纯化后，最终
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获得病毒滴度为３．０×１０９ｐｆｕ／ｍｌ。

２．４　ＡｄＶＳ１在心肌细胞Ｈ９ｃ２中的表达　蛋白质
印迹结果显示，以２００ＭＯＩ感染４８ｈ后心肌细胞内
即有ＶＳ１蛋白表达，在约３２０００处可看到条带；

１００ＭＯＩ感染时，１ｄ即可见到ＶＳ１蛋白表达，感染

５ｄ时达高峰，感染后７ｄ仍有明显高表达（图４）；提
示ＶＳ１基因在大鼠心肌细胞 Ｈ９ｃ２中可正常表达，
并可分泌至细胞外。

图３　ＡｄＶＳ１感染前后的细胞病变效应

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｓ

ａｆｔｅｒＡｄＶＳ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
Ａ：ＮｏｒｍａｌＱＢＩ２９３Ａｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＱＢＩ２９３ＡｃｅｌｌｓｗｉｔｈＣＰＥ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图４　重组腺病毒转染后心肌细胞ＶＳ１蛋白表达

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＳ１ｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓａｆｔｅｒ

ＡｄＶＳ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

１：Ｍｏｃｋａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；２６：ＡｄＶＳ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ１

ｄ，２ｄ，３ｄ，５ｄ，７ｄ

２．５　ＶＳ１基因转染对 Ｈ／Ｒ心肌细胞活力、ＳＯＤ活
性和 ＭＤＡ含量的影响　心肌细胞在 Ｈ／Ｒ之后损
害较大，和对照组相比，ＭＴＴ法检测的Ｄ 值明显降

低（Ｐ＜０．０１）。转染空腺病毒后，受损程度没有明显
改善，但转染ＶＳ１重组腺病毒后，心肌细胞受损程
度明显减轻，Ｄ 值明显升高（与空白对照相比Ｐ＜
０．０１）。Ｈ／Ｒ损伤组ＳＯＤ的生成量明显低于正常对
照组（Ｐ＜０．０１），ＭＤＡ的生成量明显高于正常对照
组（Ｐ＜０．０１），转染空腺病毒后，ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ
生成量同受损组相比没有明显变化，但转染ＡｄＶＳ１
后，随着内皮细胞活力的改善，ＳＯＤ的生成量明显增
加，ＭＤＡ的生成量有所减少，和受损对照组相比均
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。详见表１。

表１　各组实验末心肌细胞活力（ＭＴＴ法）、

ＳＯＤ活性和 ＭＤＡ含量的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｔｅｖｉｔａｌｉｔｙ，

ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＴＴ（Ｄ） ＳＯＤ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１）

ＭＤＡ
ｃＢ／（ｎｍｏｌ·ｍｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．８０±０．０５ １８３．１５±８．６１ ３．１９±０．３２
Ｈ／Ｒ ０．４１±０．０６１３１．７７±３．３７６．９６±０．８２

Ｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒ＋Ｈ／Ｒ ０．４３±０．０８１３２．４９±４．３９６．４５±０．７２

ＡｄＶＳ１＋Ｈ／Ｒ ０．７３±０．０７△△１７８．３２±５．７２△△３．７０±０．５２△△

　Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓＨ／Ｒｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　心肌缺血再灌注损伤是心血管疾病的主要病
理过程之一，发病突然且过程反复，往往导致心肌细
胞严重的坏死、凋亡，从而引发心功能损害和劳动力
损失，造成巨大的社会经济、心理负担［３］。虽然药物
溶栓、动脉旁路移植术以及经皮冠状动脉腔内血管
成形术（ＰＴＣＡ）等内、外科治疗能使狭窄或阻塞血管
再通，但治疗本身具有延后性，且可能加剧再灌注损
伤并导致心肌细胞功能、结构破坏加重［４］。因此有
效解决心肌缺血再灌注损伤的关键环节之一在于
对缺血性疾病的预防性治疗。

　　最新的研究表明，对大鼠离体心脏的缺血再灌
注模型预先灌注含有 ＶＳ１的液体能通过激活 Ｇｉα
蛋 白ｅＮＯＳＮＯｃＧＭＰＰＫＧ、ＰＩ３ＫＡｋｔ 和 抑 制

ｐ３８ＭＡＰＫ等信号通路触发级联效应，于心肌局部
产生缺血预适应样抗心肌缺血再灌注损伤的心肌
保护［５７］和血管内皮保护作用［８９］。虽然目前尚无研
究明确ＶＳ１的心肌保护作用究竟来源于对心肌细
胞、内皮细胞还是对两者的共同作用，但其预防性治
疗途径还是给冠心病等心脏缺血性疾病的抗缺血
再灌注损伤治疗带来了诱人的临床应用前景。

　　本研究将ＶＳ１基因重组腺病毒制备同心脏保
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护作用和信号转导机制的研究密切联系在一起，通
过将携带ＶＳ１目的基因的重组腺病毒转染心肌，实
现ＶＳ１蛋白在细胞、组织局部高浓度表达。结合体
外心肌细胞缺血再灌注模型，我们进一步研究了

ＶＳ１转基因治疗的抗心肌缺血再灌注损伤的可行
性和机制。

　　我们将ＡｄＶＳ１转染大鼠 Ｈ９ｃ２心肌细胞，通过
蛋白质印迹检测发现感染滴度为３．０×１０９ｐｆｕ／ｍｌ的

ＡｄＶＳ１在１００ＭＯＩ感染１ｄ即可见到 ＶＳ１蛋白
表达，随着时间的延续表达不断增强，感染５ｄ时达
高峰，感染后７ｄ仍有明显高表达。

　　通过设立心肌细胞培养的空白组、Ｈ／Ｒ对照
组、空载转染＋Ｈ／Ｒ组和ＶＳ１转染＋Ｈ／Ｒ组进行
比较，我们进一步探讨了 ＶＳ１抗 Ｈ／Ｒ损伤的作用
及其机制。Ｈ／Ｒ损伤病理生理学机制之一就是自
由基的过量产生［１０１１］。在正常情况下，机体氧自由
基同体内ＳＯＤ等清除氧自由基系统处于动态平
衡［１２１３］。当组织细胞缺血、缺氧时，ＳＯＤ等氧自由基
清除系统功能降低或丧失，生成系统潜在增大。一
旦恢复血供与氧供，氧自由基便爆发性急剧堆积，并
以不同方式造成蛋白质、核酸、脱氧核糖核酸和线粒
体的脂质过氧化产物如 ＭＤＡ，破坏细胞膜结构的完
整性，钙跨膜内流与超负荷，最终导致细胞损伤或死
亡［１４１５］。

　　本实验中，Ｈ／Ｒ组与空白组相比ＳＯＤ活性明显
降低，ＭＤＡ水平显著升高，说明脂质过氧化较剧烈，
细胞受到严重损伤，与文献［１６］报道一致。在ＶＳ１基
因转染组，细胞活力和ＳＯＤ活性较 Ｈ／Ｒ对照组明
显增高，ＭＤＡ含量降低，提示ＶＳ１得到有效表达，
其抗 Ｈ／Ｒ损伤作用可能与显著降低细胞脂质过氧
化，提高心肌细胞清除自由基作用有关。最终本研
究成功构建携载目的基因的重组腺病毒，在大鼠心
肌细胞有效表达ＶＳ１，并且被证实具有抗心肌细胞

Ｈ／Ｒ损伤的作用，其机制与抗氧化自由基密切相
关，为今后的研究奠定基础。

　　（志谢　ｐｃＤＮＡＣＧＡ１５８由广东省人民医院心
血管研究所单志新老师惠赠，在此特致谢意！）
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