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摘要!目的 研究重组腺病毒介导的人胞浆型谷胱甘肽过氧化物酶!!*#$%"转染对血管内皮细胞 +*,-(. 氧化损伤保

护作用# 方法 将含 !*/$%01234 的质粒 5/+6787!*#$% 和重组腺病毒载体 54**6,75954 穿梭质粒进行基因重组$

构建成 54**6,7!*#$% 穿梭质粒后$ 与包装质粒 5:6’& 共转染 ;<- 细胞$ 构建成重组腺病毒 4=*6,7!*#$%# 用

4=*6,70!*#$% 转染体外培养的 +*,-(. 细胞并分为转染 ;.%.> 和 &;0! 组$以转染空载体的细胞为对照组$检测转染

细胞的基因表达水平# 各组 +*,-(. 细胞经 ?;@; 氧化损伤处理后$分别对细胞的活力和凋亡进行检测分析#结果 各转

染组细胞转染基因表达率均显著高于对照组!!!(A(’"# 经 ?;@; 氧化损伤处理后$4=*6,7!*#$% 转染组细胞活力较对

照组明显增强B0凋亡受到抑制# 结论 重组腺病毒介导的 !*#$% 转染可保护 +*,-(. 细胞抵抗氧化损伤$具有明确的细

胞保护作用$其具体保护机制可能与抗氧化和抑制细胞凋亡有关#
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人体内的抗氧化防御系统的作用是清除氧自由

基$ 而谷胱甘肽过氧化物酶 !UHMYRY!ISOGP5GXS%I=RWGJP
#$%"是抗氧化防御系统的主要组成部分’’J;(# #$% 在

防治缺血再灌注损伤中的起重要作用#目前对应用何

种方法可诱导 #$% 高效表达以保护缺血再灌注活性

氧自由基对血管内皮的损伤$ 国内外研究尚无定论#
本研究应用腺病毒介导的基因转染技术$将人胞浆型

谷胱甘肽过氧化物酶 !!*#$%"1234 导入体外培养

的人血管内皮细胞株 +*,-(.$ 观察 !*#$% 高表达

对氧化损伤的保护作用#

’P材料与方法

’A’P材料

重 组 腺 病 毒 载 体 54**6,75954 穿 梭 质 粒 $
5:6’& 质 粒 由 西 安 华 广 生 物 工 程 公 司 提 供 $ 含

!*#$%P 1234 的 质 粒 5#+6787!*#$% 由 法 国

9ITSUGW 大 学 VRM1!GX 教 授 惠 赠 # 限 制 性 内 切 酶 %
!*#$% 抗体由美国罗氏公司提供# 人胚肾 ;<- 细胞

和 +*,-(. 细胞株购自美国 48** 公司$$*C 引物

由上海生工生物公司合成# 4OOG%IO7_7VF8* 和 $F 双

标记细胞凋亡检测试剂盒为北京宝赛生物技术有限
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公司产品! !"#$% 原位细胞凋亡检测试剂盒由华美

生物公司提供!
&’()方法

&’(’&)细胞培养 $*+,-. 细 胞 在 含 &-/小 牛 血 清 "
&--)!0123 青霉素"&--)"4123 链霉素的 56748&9.- 培

养基中培养#,:!! ;<*=( 孵育! 每 &>(8? 换液#-’(;<
胰蛋白酶消化传代!
&’(’(8 @*A6B 重 组 腺 病 毒 构 建 ! 鉴 定 ! 纯 化

CA$7>!>@*A6B 质 粒 经 !"#DE和 $%&?F双 酶 切

后# 琼脂凝胶电泳回收 :G-8HC 左右的 @*A6B8IJ#K
片段! CK**7+C%CK 复制缺陷型腺病毒穿梭质粒经

!"#DL和 ’%&?M双酶切回收质粒大片段#将两回收

片段连接# @*A6B8IJ#K 定向克隆入腺病毒穿梭质

粒# 提取质粒# 酶切鉴定挑选阳性克隆 CK**7+>8
@*A6B! 应 用 磷 酸 钙 >J#K 共 沉 淀 法 将 穿 梭 质 粒

CK**7+>@*A6B 及包装质粒 CN73:$约 .-)OH%共转

染 (P, 细胞$含腺病毒 $3 区编码基因%#在 (P, 细胞

内同源重组#构建重组腺病毒 K?*7+>@*A6B!:)? 后

收取噬菌斑并用其感染已培养至对数生长期的 (P,
细胞#;)? 后收集脱落的细胞#冻融 , 次后离心取上清

备用! 从病毒液中提取病毒 J#K#应用 6*5 法鉴定

病毒是否为重组子 K?*7+>@*A6B! 6*5 反应体系

为上游引物 $;Q)*AAAK!**!AA*!!*!!AAK*KK)
!!A*),Q% 和下游引物 $;Q)*AKKA*!!*K***K!*)
!*AKAA!AA!K!),Q%各 ;-)C2R3#?#!6)(-)!2R3#模

板 &-)!0#!ST)J#K 聚合酶 ,)"#&-"!ST)J#K 聚合酶

缓冲液 &-)!3# 去离子水定容至 &--)!3! P.!!变性 &)
2UV#;&!!退火 ,-)W#:(!!延伸 9-)W#循环 ,- 次#并于

:()!延伸 :)2UV! 用含有重组腺病毒的病毒液再次感

染 (P, 细胞#进行扩增后收集脱落的细胞#冻融后用

梯度氯化铯高速离心法进行 K?*7+>@*A6B 的提取

和纯化! 以空斑形成单位$6X"%测定 K?*7+>@*A6B
转染液的滴度并保存于!:-!!备用!
&’(’, 病毒转染和分组 取 P9 孔板培养至 :-<>&--<
融合的 $*+,-. 细胞#弃去培养液#滴加低温保存的

病毒液 ;)!3#加 -’;)23 含 &--)V2R31% 的硒$YZ%5674)
&9.- 培养基#,:!!";<)*=( 孵育#每 &;)2UV 摇 & 次#
使病毒均匀分布#&)@ 后添加正常培养基! 培养的人

$*+,-. 细胞分为 K?*7+>)@*A6B 转染 (.)@".G)@"
:()@ 组及对照组$转染空病毒载体%!用间接免疫荧光

方法标记各处理组和对照组细胞 @*A6B 表达后#以

流式细胞仪检测 K?*7+>@*A6B 的转染表达率!
&’(’.) D(=( 诱 导 $*+,-. 细 胞 氧 化 损 伤 实 验

K?*7+>@*A6B 转染 $*+,-. 细胞$实验组%和转染

空 病 毒 载 体 $*+,-. 细 胞 $对 照 组 % 应 用 含 &--)
V2R31%)YZ)的 5674)&9.- 培 养 基 于 P9 孔 板 培 养 ;)?

后#弃掉培养基#用 6[Y 洗细胞 & 次#之后在含 -)或
(;-)!2R31%)D(=( 的完全培养基中 ,:!!";<*=( 孵育

.)@!孵育结束后弃掉含 D(=( 的培养基#6[Y 洗细胞 &
次后加 &)23 含 &--)V2R31%)YZ 的 5674)&9.- 培养基

继续培养!
&’(’;)细胞增殖活力的检测 采用四唑盐$7!!%比色

法!消化对数生长期细胞#调整细胞浓度为 &"&-9123#
分别接种于 . 个 P9 孔板#每孔 (--)!3#继续培养到细

胞单层铺满孔底!根据实验分组进行处理后各孔加入

7!! 溶液$;)20123%(-!3#,:!!继续孵育 .)@&吸弃培

养上清液#每孔加入 &;-)!3 二甲基亚砜$J7Y=%#振

荡 &-)2UV#在酶标仪上于波长 .P-)V2 测定各孔吸光

度值$K.P-%! 氧化应激后保存的细胞活力计算公式’
细 胞 活 力#$应 激 后 细 胞 K.P-> 未 掺 入 细 胞 K.P-%1
$未经应激处理的细胞 K.P-> 未掺入细胞 K.P-%"&--<!
&’(’9)细胞凋亡检测 采 用 !"#$% 和 KVVZBUV>\>)
X4!*"64 双标记细胞凋亡检测相结合的方法! 实验组

和对照组经 D(=( 处理后#!"#$% 法按试剂盒说明操

作#光学生物显微镜检测!KVVZBUV>\>X4!* 和 64 双标

记细胞凋亡检测法按试剂盒说明操作#流式细胞仪检测!
&’,)统计学处理

数据以 (!) 表示# 采用 Y6YY&&’; 统计软件进行

统计学处理#组间差异显著性检验采用 Y]^?ZV]QW8* 检

验#以 +"-’-; 为差异具有显著意义!

(8结果

(’&8重组腺病毒 K?*7+>8@*A6B 的构建

同源重组法构建复制缺陷型腺病毒载体#纯化后

用 6*5 鉴定#反应产物行 &<琼脂凝胶电泳#短波紫

外线分析仪下进行观察# 见约 :G-8HC 大小的特异性

条带$图 &%! 此条带即为 @*A6B8IJ#K#包括 ;Q 端部

分非翻译区" 全部 @*A6B8(-& 个氨基酸编码序列以

及位于 ,Q 端非翻译区 YZ>*_W 的 Y$*4Y (,)# 确定为

K?*7+>8@*A6B! 纯化后的重组腺病毒测定滴度为

&"3-&&8C‘^123!

图 ! 重组腺病毒 "#$%&>!’$()* 的 )$+ 鉴定

,-./! )$+ -#012-3-452-61 63 704689-1512 "#$%&>!’$()*
%SVZ8&a8J#K82SbOZbc8%SVZ8(a86*58CbR?^I]8R‘8K?*7+>8@*A6B
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!"#$%&&&&&&&&!!!!!!!!!!!&&&&&&&&& ’$"()(*+,"*-. ,,,,,,,,,,,,,/%0%-0-12,"3-.
405-"0+ &&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&& 6787!9:; ,,,,,,,,,,,,,,,,, ,,,<=:<!=:6
>9?@,-"35ABC2-105 ,,,,,,,,,,,,, =D:=!E:=FF G&&&&&&&&&&&&&&&&>=:E!H:9I
9EJK,-"35ALC2-105 ,,,,,,,,,,,,, H<:7!6M:=II ,,,,,, ,,,><:6!H:;II
;>J@,-"35ALC2-105 ,,,,,,,,,,,,, =H:7!7:9II ,,,,,,,,,,,,,,,,,>9:H!;:<II

表 ! "#$%& 重组腺病毒对 ’()*+, 细胞氧化

损伤的保护作用

-./0! %123453674 488453 28 14529/6:.:3
.;4:2761<=J94;6.34; "($%& >4:4 31.:=845362: 2:

’()*+, 54??= 8129 2&6;.3674 ;.9.>4 N!O6>"#$!!%&PGQR

I’!M:M=P,II,’!M:M6,() 205-"0+,S"0$%

>:>,,@TUVW 转染表达率

转 染 空 载 体 的 对 照 组 细 胞 @TUVW 轻 度 表 达

@TUVWG蛋白X!;:>!>:7"QY#转染 >9G@ 组 @TUVW 表达

明显高于对照组X!H<:>!7:E"QY并随时间延长其表达

率不断增加#9EG@ 达峰值X!76:E!H:<"QY#;>Z 仍维持

较高表达率X!;;:M!6M:;"QY$ 各转染组与对照组的表

达率之间有显著差异!’!M:M6"$
>:<G重组 @TUVW 腺病毒转染对 [>\> 处理后 ]T^<M9
细胞活力的影响

通过 _‘‘ 比色法检测 a 值可间接反映细胞活

力$ [>\> 氧化损伤后#abT_^J@TUVW 转染 >9%9E%

;>G@ 组 细 胞 a97M 值 分 别 为 M:>E!M:M;%M:<7!M:M;%
M:<9!M:M;#各转染组细胞活力明显高于对照组!M:6=!
M:M=#’!M:M6"$ 其中转染 9EG@ 组细胞抗氧化损伤能力

最为明显$
>:9GG‘cd]e 法检测 [>\> 诱导的 ]T^<M9 细胞凋亡

图 > 显示了经 [>\> 处理的空载体转染!图 >a"
和 @TUVW 重组 腺 病 毒 转 染 的 ]T^<M9!图 >f"细 胞

凋亡光镜检测结果#a 图中可见有较多的细胞核棕色

着色颗粒的凋亡细胞$
>8= 流式细胞仪检测细胞凋亡结果!图 <"

>8HGG@TUVW 重组腺病毒转染对氧化损伤后细胞存活

和凋亡影响

细胞增殖活力由 _‘‘ 比色法测得#细胞凋亡由

a55.W15?(?ghiT 和 Vh 双标记流式细胞仪检测$ 从表

6 中可以看出#@TUVW 重组腺病毒转染各组的活细胞

率均显著高于对照组&@TUVW 重组腺病毒转染的各

组细胞凋亡率显著低于对照组$

图 @ -AB’C 法检测 D@E@ 诱导 ’()*+, 细胞凋亡光镜检测结果
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a f

图 * 流式细胞仪法检测 D@E@ 诱导 ’()*+, 细胞凋亡结果
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缺血再灌注损伤时释放的氧自由基能和各种细

胞成分!膜磷脂"蛋白"核酸#发生反应$使其活性丧

失$结构改变$导致整个细胞丧失功能 %#$%&’ &’( 是人

体内抗氧化防御系统的重要组成部分$主要还原可溶

性的氢过氧化物!)*+*#和一些有机氢过氧化物!氢过

氧化脂肪酸#%,&$并抑制体内细胞凋亡的发生%-&(
重组腺病毒载体能简便有效的将目的基因导入

靶细胞$并使其有效表达%.&( 腺病毒为 /01 病毒$极

少发生插入突变$载体操作方便$且宿主广泛"容易增

殖$并具有携带外源基因容量大$可表达接近翻译后

成熟水平蛋白质等特点$已被广泛用于多种疾病的基

因转导%2&(
本研究在构建好 314456784&’( 穿梭质粒后$

应 用 磷 酸 钙 7/01 共 沉 淀 法 将 穿 梭 质 粒

314456784&’( 及包装质粒 395:-!约 #;<=>$作为

辅助病毒# 共转染 *2! 细胞 !含腺病毒 ?: 区编码基

因#$ 进行同源重组$ 从而成功构建了重组腺病毒

1@456784&’($为目的基因转导提供了物质基础(
本研究利用含 84&’( 基因的重组腺病毒载体转染体

外培养的人血管内皮细胞 ?46!;#$经基因表达水平

的检测$ 证实重组腺病毒载体转染 84&’( 在体外培

养的 ?46!;# 细胞中有高水平的表达$ 并且转导了

84&’( 的 ?46!;# 细 胞 能 够 拮 抗 )*+* 引 起 的 细 胞

凋亡(高表达 84&’( 的细胞在氧化打击之后$能够更

迅速的恢复生长增殖能力( 这表明 84&’( 不但在器

官移植方面有减轻移植器官缺血再灌注损伤"保护移

植器官的重要作用%A;&$而且在治疗心脑等器官缺血再

灌注损伤性疾病上也有重要价值%AA&( 除此之外$动物

实验证明 4&’( 可以通过抑制病毒突变来保护小鼠

免受病毒导致的心肌损伤(虽然这只是动物实验得出

的结论$ 但低硒地区人群平均 &’( 活性低于非病区

人群$以致在遭受病毒感染时容易发生病毒性心肌炎

!克山病#$ 这可能与该动物实验有类似的发病机制(
?BC(DEF 等 %A*&发现 &’( 可以恢复转基因大蓝鼠和鼠

成纤维细胞中姐妹染色单体的互换$ 进而保护 /?G

诱导的 /01 损伤$抑制基因突变$对相关疾病的预

防有重要意义(因此$重组腺病毒介导的 84&’( 转染

?46!;# 可保护细胞抵抗氧化损伤$具有明确的细胞

保护作用$其具体保护机制可能与抗氧化和抑制细胞

凋亡有关( 4&’( 在临床抗氧化损伤治疗中有良好的

应用前景(
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