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腺病毒介导的ＨＳＰ７０基因转染对乳鼠心肌细胞缺氧／复氧损伤的保护作用
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［摘要］　目的：研究热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）基因转染对体外培养的乳鼠心肌细胞缺氧／复氧损伤的保护作用。方法：体外原

代培养乳鼠心肌细胞，以携带增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）基因的腺病毒载体（Ａｄ．ＥＧＦＰ）按不同感染倍数（ＭＯＩ）感染体外心

肌细胞，通过荧光显微镜、流式细胞仪观察所构建腺病毒的感染力和安全性；应用含有人 ＨＳＰ７０基因的重组腺病毒（Ａｄ．

ＨＳＰ７０）进行体外感染，采用ＥＬＩＳＡ法、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法及免疫组化染色法检测 ＨＳＰ７０基因在心肌细胞中的表达情况。利用

体外心肌细胞缺氧／复氧损伤模型，研究 ＨＳＰ７０基因转染对心肌细胞的保护作用。结果：原代培养获得高纯度的乳鼠心肌细

胞，随着 ＭＯＩ值升高，Ａｄ．ＥＧＦＰ的感染效率和基因表达增强，在 ＭＯＩ值为５０时，Ａｄ．ＥＧＦＰ感染心肌细胞的效率高于９０％，

在 ＭＯＩ值为２００时，未见心肌细胞的生长明显受抑；ＥＬＩＳＡ法、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法证实转染的心肌细胞在正常生理状态下，可高

水平表达 ＨＳＰ７０。免疫组化染色法结果显示，表达的 ＨＳＰ７０主要分布于心肌细胞的胞质和胞核中；利用体外的缺氧／复氧损

伤模拟在体的缺血／再灌注损伤，结果显示Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组的细胞活力、ＭＴＴ代谢率、细胞凋亡率、心肌酶谱的变化等指标

均优于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论：重组腺病毒Ａｄ．ＨＳＰ７０能够在体外高效、安全地感染心肌细胞，并成功表达 ＨＳＰ７０；ＨＳＰ７０
高表达对体外培养的乳鼠心肌细胞缺氧／复氧损伤具有显著的保护作用。
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　　热休克蛋白７０（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ７０，ＨＳＰ７０）
可以在包括心肌细胞在内的多种细胞中表达。研究
证实，热休克反应中，心肌细胞 ＨＳＰ７０基因的转录
水平升高，ＨＳＰ７０表达增多，同时伴心肌抗缺血能力
提高［１２］，而且诱导的 ＨＳＰ７０表达量与保护作用的

强弱正相关［３］。因此，如何安全高效地诱导 ＨＳＰ７０
的表达以保护心肌具有非常重要的意义。

　　应用质粒作为 ＨＳＰ７０的基因载体可进行心肌
细胞转染［４］，但是由于质粒的心肌转染效率较低，必
须大量导入，易引起毒性反应。而腺病毒载体具有
宿主范围广，包装容量大，对靶细胞的感染性高且病
原性低，易纯化，致癌、致突变概率小等优点，在基因
治疗中被认为是理想的基因转移载体［５６］。本研究
利用含人 ＨＳＰ７０基因的重组腺病毒（Ａｄ．ＨＳＰ７０）
感染体外培养的乳鼠心肌细胞，并制作缺氧／复氧损
伤模型以复制临床实践中心肌的缺血／再灌注损伤
情况，以此观察 ＨＳＰ７０对心肌细胞的保护作用。

１　材料和方法

１．１　材料　新生ＳＤ乳鼠（第二军医大学实验动物

中心），参照Ｓｉｍｐｓｏｎ［７８］报道的方法进行新生ＳＤ乳
鼠心肌细胞的分离、培养、纯度鉴定以及活力测定。

Ａｄ．ＨＳＰ７０及Ａｄ．ＥＧＦＰ由本课题组自行构建。

１．２　重组腺病毒载体的感染力及安全性检测　采
用与Ａｄ．ＨＳＰ７０同步构建的Ａｄ．ＥＧＦＰ感染乳鼠心
肌细胞，应用荧光显微镜（ＩＸ７０，Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）和流
式细胞仪（ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，德国Ｂｅｃｔｏｎ公司）检测实
验中所使用的重组腺病毒对心肌细胞的感染力及感

染效率，观察心肌细胞的生长状态。

１．３　Ａｄ．ＨＳＰ７０感染细胞后 ＨＳＰ７０的表达测定

１．３．１　ＥＬＩＳＡ和蛋白质印迹法检测 ＨＳＰ７０的表达

　原代培养的心肌细胞培养于６孔培养板及３５ｍｍ
培养皿内，调节培养板每孔的细胞数量为１．５×１０５，

培养皿内的细胞数为１．５×１０６，培养３ｄ心肌细胞
生长状态良好时，吸除上清液，０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗２
次，按 ＭＯＩ值２０１加入纯化的Ａｄ．ＨＳＰ７０和Ａｄ．
ＥＧＦＰ，体积以ＰＢＳ补至覆盖底面，对照组仅加入０．１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ。感染１ｈ后，弃上清液，每孔加５％ＦＢＳ
ＩＭＤＭ培养液，５％ＣＯ２、３７℃条件下培养。于感染后
的第１、２、３、５和７天收集培养液，离心后，－８０℃保
存，留待ＥＬＩＳＡ（丹麦Ｄａｋｏ公司）检测，收集前２４ｈ更

换培养液。感染的细胞中 ＨＳＰ７０含量的测定采用

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法（一抗鼠抗人 ＨＳＰ７０单抗以及二抗羊
抗小鼠单抗均购自美国Ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ公司）。

１．３．２　免疫组化方法检测 ＨＳＰ７０的表达　乳鼠心
肌细胞经分次消化分离后，制成细胞悬液，在６孔板
内放入无菌盖玻片，将细胞接种在盖玻片上爬片，加
入５％ＦＢＳ的ＩＭＤＭ，置于５％ＣＯ２培养箱中３７℃孵
育，７２ｈ后，心肌细胞生长状态良好时，吸除上清液，

０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ漂洗２次，按 ＭＯＩ值２０１加入纯
化的Ａｄ．ＨＳＰ７０和 Ａｄ．ＥＧＦＰ，体积以ＰＢＳ补至覆
盖底面，对照组仅加入０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ。感染１ｈ
后，弃上清液，每孔加５％ＦＢＳＩＭＤＭ 培养液，５％
ＣＯ２、３７℃条件下培养３ｄ，按以下步骤做免疫组化
染色：盖玻片上培养的细胞，用多聚甲醛室温固定

２０～３０ｍｉｎ→ＰＢＳ振荡清洗３次，１０ｍｉｎ／次→加一
抗（鼠抗人ＨＳＰ７０单抗），４℃过夜→ＰＢＳ振荡清洗３
次，１０ｍｉｎ／次加入→标记有 ＨＲ 的二抗 １００μｌ，

３７℃，孵育３０ｍｉｎ→ＰＢＳ振荡清洗３次，１０ｍｉｎ／次

→加入ＤＡＢ底物，在显微镜下观察呈色反应，待显
色适度彻底清洗后，加入苏木精衬染１ｍｉｎ→彻底清
洗后，盐酸分化１ｓ，５０℃温水返蓝３０ｍｉｎ→９５％乙
醇脱水，电吹风吹干后，中性树脂封片。

１．４　心肌细胞缺氧／复氧模型的制备及重组腺病毒
载体的治疗效果

１．４．１　心肌细胞缺氧／复氧模型的制备　参照 Ｗｅｂ
ｓｔｅｒ等［９］方法，培养的心肌细胞生长接近融合状态时，

弃去培养液，加入预先用高纯氮气（Ｎ２９５％以上）饱和

４０ｍｉｎ的ＤＨａｎｋ’ｓ液（无糖）５ｍｌ，并向培养瓶中充
入高纯氮气（９９．９９％），置换培养瓶中的空气，然后用
胶塞密闭瓶口，测血气ＰＯ２≤４．０ｋＰａ，即成缺氧模型；
细胞于缺氧环境中孵育２ｈ，倾弃ＤＨａｎｋ’ｓ液，换以
预先用纯氧（Ｏ２９５％以上）饱和的 Ｈａｎｋ’ｓ液（含糖）５

ｍｌ，开放培养瓶瓶口，放入ＣＯ２孵箱（５％ＣＯ２，９５％空
气），继续培养６ｈ，即为复氧模型。

１．４．２　实验分组　原代培养的心肌细胞培养于培
养瓶内，调节每个瓶的细胞数达到一致。培养３ｄ
后，按实验设计要求分成损伤组、Ａｄ．ＨＳＰ７０感染
组、正常对照组。（１）损伤组：培养的心肌细胞生长
接近融合状态时，按照上述方法造成缺氧／复氧损
伤；（２）Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组：进行 Ａｄ．ＨＳＰ７０感染，
感染３ｄ后采用上述同样方法造成缺氧／复氧损伤；
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（３）正常对照组：实验时倒去培养液，用 ＤＨａｎｋ’ｓ
液清洗细胞２次，加入ＤＨａｎｋ’ｓ液，５％ＣＯ２培养箱
中３７℃孵育。

１．４．３　观测指标　对各组细胞观测下述几项指标：
（１）对心肌细胞搏动功能和形态的观察；（２）缺氧／复氧
后心肌细胞活力的测定；（３）ＭＴＴ代谢率测定；（４）心
肌酶谱的测定；（５）心肌细胞凋亡的流式细胞仪测定；
（６）透射电镜标本制备与细胞超微结构观察。

１．５　统计学处理　所有数据用珚ｘ±ｓ表示，利用

Ｓｔａｔａ７．０软件进行统计学处理，采用ｔ检验，检验水
准α＝０．０５。

２　结　果

２．１　心肌细胞培养　分离纯化的心肌细胞接种后２ｈ
即开始贴壁生长。培养２４ｈ后，大部分贴壁生长。接
种培养后１２ｈ即有贴壁的心肌细胞自发地收缩、搏
动；４８ｈ后用α肌动蛋白单克隆抗体进行免疫组化鉴
定，心肌细胞纯度＞９０％，细胞活力约为９４％～９６％。

２．２　重组腺病毒对心肌细胞的感染力及感染效率
检测　应用同步构建的 Ａｄ．ＥＧＦＰ感染心肌细胞

１０～１２ｈ后，荧光显微镜下开始出现绿色荧光，感染
后４８～７２ｈ荧光强度最强，感染后７～８ｄ逐渐衰
减；随着 ＭＯＩ的增加，染色阳性率亦增加：ＭＯＩ值为

２０时，荧光阳性率为６５．７％（图１）；ＭＯＩ值为５０时，
荧光阳性率为９６．５％；ＭＯＩ值为２００时荧光阳性率接
近１００％，但心肌细胞的生长并无明显抑制，而ＰＢＳ对
照组均未见有荧光表达。说明我们使用的重组腺病
毒目的基因能有效地表达于乳鼠的心肌细胞，且体外
感染效率高。用流式细胞仪检测Ａｄ．ＥＧＦＰ转染心肌
细胞后荧光细胞的阳性率，其结果与荧光显微镜下计
数基本一致。

图１　转染Ａｄ．ＥＧＦＰ的心肌细胞

Ｆｉｇ１　ＣａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ．ＥＧＦＰ
ＭＯＩ＝２０．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００（Ａ），×４００（Ｂ）

２．３　Ａｄ．ＨＳＰ７０转染心肌细胞后ＨＳＰ７０的表达情况

２．３．１　ＥＬＩＳＡ法检测结果　Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组在

转染后第１天即开始分泌 ＨＳＰ７０［（１０．８±０．１７）

ｎｇ／ｍｌ］，第２、３天时分泌量达高峰［（８４．６±０．５７）、

（９０．４±０．１２）ｎｇ／ｍｌ］，随后逐渐降低，第５天为

（３７．５±０．４１）ｎｇ／ｍｌ，第７天时培养上清中仍可检

测到 ＨＳＰ７０的存在［（１２．２±０．２９）ｎｇ／ｍｌ］。而

Ａｄ．ＥＧＦＰ组和ＰＢＳ组的培养上清液中始终未检测

到 ＨＳＰ７０。

２．３．２　蛋白质印迹结果　如图２所示，正常心肌细

胞及感染Ａｄ．ＥＧＦＰ的心肌细胞中仅有少量 ＨＳＰ７０
表达，而转染了Ａｄ．ＨＳＰ７０的心肌细胞内ＨＳＰ７０呈

高表达。

图２　蛋白质印迹检测ＨＳＰ７０蛋白表达结果

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎ

２．３．３　免疫组化结果　免疫组化染色结果显示，感

染Ａｄ．ＨＳＰ７０的心肌细胞中ＨＳＰ７０阳性表达，主要

分布于胞质、胞核（图３Ａ）；而 Ａｄ．ＥＧＦＰ组及ＰＢＳ
组 ＨＳＰ７０蛋白表达阴性（图３Ｂ、３Ｃ）。

图３　心肌细胞ＨＳＰ７０免疫组化染色

Ｆｉｇ３　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＳＰ７０ｉｎｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ
Ａ：Ａｄ．ＨＳＰ７０ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｄ．ＥＧＦＰｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＰＢＳｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　ＨＳＰ７０对心肌细胞缺氧／复氧损伤的保护作用

２．４．１　ＨＳＰ７０对心肌细胞的形态及搏动功能的影
响　培养的正常心肌细胞呈梭形或不规则三角形，
有伪足，核呈卵圆形并居中，搏动规则，频率为８０～
１２０次／ｍｉｎ，缺氧／复氧损伤后，心肌细胞皱缩变圆，
伪足减少，大多搏动停止，Ａｄ．ＨＳＰ７０实验组心肌细
胞的形态变化明显小于损伤组，且生长较好。

２．４．２　ＨＳＰ７０对细胞存活率的影响　缺氧／复氧损
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伤组细胞存活率低于正常对照组，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），而 Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组细胞生长相对

良好，虽较正常对照组细胞存活率低（Ｐ＜０．０５），但
高于损伤组（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　各组心肌细胞的存活率、ＭＴＴ代谢率、细胞凋亡率、心肌细胞酶谱的比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｔｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ，ｍｅｔａｂｏｌｉｃｒａｔｅｏｆＭＴＴ，ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅａｎｄｍｙｃａｒｄｉａｌｅｎｚｙｍｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
（ｎ＝８，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｖｉｔａｌｉｔｙ（％） ＭＴＴ（Ｄ４９０） Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ
（％）

ＣａｒｄｉａｃｅｎｚｙｍｅｓｚＢ／（ＩＵ·Ｌ－１）

ＬＤＨ ＣＰＫ αＨＢＤＨ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ９４．９５±１．８９ ０．０９７０±０．０２２１ ８．１±０．４１ １６．３７±０．５１ １．００±０．００ ２２．６２±２．２６
Ｉｎｊｕｒｙ ５５．８８±５．６７ ０．０４８６±０．００７７ ３４．２±１．７２ ３９．１２±４．６１ ２７．７５±６．５２ ５９．００±１．３１

Ａｄ．ＨＳＰ７０ ６９．００±４．１９△ ０．０６８２±０．００７６△ １４．４±０．８１△ ２５．２５±３．０１△ １９．２５±１．３８△ ３５．００±６．００△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐ

２．４．３　ＨＳＰ７０对 ＭＴＴ代谢率的影响　缺氧／复氧
造成心肌细胞损伤，使其 ＭＴＴ代谢率降低，损伤组
与正常对照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），

Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组的 ＭＴＴ代谢率虽然较正常对照
组有所下降，但仍然高于损伤组（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．４．４　各组心肌细胞凋亡率的变化　流式细胞术
对各组细胞的凋亡率进行测定，发现低于Ｇ１期的亚
二倍体细胞（即凋亡细胞）在损伤组有较高的发生
率，明显高于其他两组；Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组虽然也
有一定的细胞凋亡率，但明显低于损伤组 （Ｐ＜
０．０５），而正常对照组基本无细胞凋亡（表１）。

２．４．５　ＨＳＰ７０对缺氧／复氧损伤的心肌细胞酶谱的
影响　缺氧／复氧损伤后心肌细胞上清液中ＬＤＨ、

ＣＰＫ、αＨＢＤＨ 的含量均较对照组高 （Ｐ＜０．０５），

Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组的心肌酶谱虽较正常对照组高
（Ｐ＜０．０５），但上清液中ＬＤＨ、ＣＰＫ、αＨＢＤＨ的含量
均较损伤组低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。

２．４．６　电镜观察　电镜下可以见到，正常组心肌细
胞的超微结构清晰，线粒体嵴排列规则，异染色质均
匀（图４Ａ）；损伤组许多细胞表现为细胞凋亡的形
态，如胞质浓缩、胞膜起泡、核异染色质浓集于周边，
细胞器相对完整，可见到凋亡小体形成，同时有较多
的肌原纤维结构不清，部分溶解，线粒体分布紊乱，
明显的肿胀，大小不一，少数有破裂（图４Ｂ）；而Ａｄ．
ＨＳＰ７０组的心肌细胞肌原纤维结构尚清楚，线粒体
均匀分布在肌原纤维之间，仅出现轻至中度的肿胀
（图４Ｃ）。

图４　各组心肌细胞电镜下观察

Ｆｉｇ４　Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｓｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｉｎｊｕｒｙｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ａｄ．ＨＳＰ７０ｇｒｏｕｐ．ａ：Ａｐｏｐｔｏｔｉｃｂｏｄｙ；ｍ：Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００００

３　讨　论

　　热休克蛋白广泛存在于原核和真核细胞内。正

常生理状态下，如细胞的增殖、分化，胚胎的生长、发
育，激素的刺激等，热休克蛋白呈现基础性表达，其含
量仅占总蛋白的５％～１０％。但在应激条件下，热休
克蛋白的表达会明显增加，而且会发生移位，即从细
胞质转移至细胞核。在热休克蛋白家族中，相对分子
质量为７００００的 ＨＳＰ家族在正常的细胞表达较低，

应激状态下可显著升高，因而其成为 ＨＳＰ家族中最
受关注、研究得最为深入的一个家族。

　　大量的研究表明，ＨＳＰ７０对心肌缺血／再灌注
过程中的保护作用主要表现在以下几个方面：（１）作
为分子伴侣，参与蛋白质分子的正确折叠，维持其天
然构象；参与蛋白质的转运；协助变性蛋白的降解；
此外还能有效地干扰氧自由基对心肌的损害

等［１０１１］。（２）ＨＳＰ７０可以使细胞抗氧自由基酶活性
和合成增加，还可作为“分子伴侣”保护细胞内的抗
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氧自由基酶免受损伤，从而达到清除自由基的抗氧
化作用［１２］。（３）ＨＳＰ７０在心肌保护过程中不仅起到
分子伴侣的作用，保护心肌细胞抗损伤及促进功能
恢复，还可减轻缺氧复氧后的内皮损伤［１３］。（４）

ＨＳＰ７０的抗凋亡作用，目前的研究已发现如下可能
相关的机制：①ＨＳＰ７０通过结合并抑制应激活化蛋
白激酶ＪＮＫ（较早存在于应激诱导的凋亡信号通路
中的成分）的活性，从而抑制ＪＮＫ介导的凋亡［１４］；

②ＨＳＰ７０可抑制热应激所致的细胞色素Ｃ从线粒
体的释放，并能与凋亡蛋白酶活化因子１（ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ１，Ａｐａｆ１）的Ｃａｓｐａｓｅ募
集结构域直接结合，抑制凋亡蛋白酶活化因子１的
寡聚化及Ｃａｓｐａｓｅ９的活化。ＨＳＰ７０还可与线粒体
释放的凋亡诱导因子（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ，

ＡＩＦ）直接结合，抑制其介导的Ｃａｓｐａｓｅ非依赖性细
胞凋亡［１５１６］；③抗细胞凋亡的多功能蛋白（ＢＡＧ１）
为热休克同源蛋白７０（ＨＳＣ７０）及 ＨＳＰ７０的 ＡＴＰ
ＡＤＰ循环的核苷酸转换因子，通过调节 ＨＳＰ７０的
伴侣活性来获得抗凋亡功能等。（５）ＨＳＰ７０还可以
通过抑制 ＮＦκＢ来下调促炎因子的表达，此外，它
还可以直接调控炎症反应时ＴＮＦα的表达等［１７］。

　　本实验以腺病毒为载体，将 ＨＳＰ７０基因转入体
外培养的心肌细胞，实验证明，转染后的心肌细胞可
以高水平表达 ＨＳＰ７０。在随后建立的心肌细胞的
缺氧／复氧损伤模型中，Ａｄ．ＨＳＰ７０感染组在形态学
的改变、细胞存活率、心肌酶谱的测定、细胞的凋亡
率、细胞的超微结构的改变等方面都较损伤组有明
显改善，说明利用基因的转染技术使心肌细胞内源
性 ＨＳＰ７０表达增高，在缺氧／复氧过程中可以起到
较好的保护作用。

　　综上所述，本研究利用腺病毒介导的 ＨＳＰ７０的
基因转染技术无需应激刺激、无应激损伤，表达稳
定，对心肌细胞无不良作用，保护作用较好，为心肌
的缺血／再灌注损伤的保护措施提供了一条新的思
路。
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