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腺病毒介导的热休克蛋白70在神经元

和胶质细胞中的抗缺氧研究

扬芳芳徐小娜 胡丹 时飞 曲彦

【摘要】 目的探讨重组腺病毒介导的热休克蛋白70(HAP70)表达对神经元和胶质细胞缺氧／再复氧

损伤的保护作用。方法制备携带全长HSP70基因的重组腺病毒vAd HSPT0．感染体外培养的神经元和胶

质细胞，检测靶细胞中外源性HSP70的表达。感染vAd-HSP70 24、48，72 h组和感染vAd—GFP对照组的细胞

经缺氧／再复氧处理后，分别测定细胞活性．细胞培养上清液中乳酸脱氢酶(I．DH)活性及线粒体和胞质内细

胞色素C含量。结果感染vAd—HSP70的神经细胞可检测到外源性HSP70基因表达。经缺氧／再复氧处理，

感染vAd—HSP70组细胞活性较感染vAd—GFP对照组明显增强(尸均<o．05)；感染vAd—HSP70 24、48、72 h

组细胞培养上清液中LDH活性[(1 480±121)、(1 023±106)、(1 132士197)U／L]均明显低于感染vAd—GFP

对照组[(1 9764-_190)U／L)．线粒体中细胞色素C含量(O．986±0．012、1．028±0，007、1．014±0．008)均明显

高于感染vAd—GFP对照组(O．970±0．003)，而胞质中的细胞色素c含量(0．987士0．008、0．960±0．005、

0．964-±-0．003)则低于感染vAd—GFP对照组(1．011±0．005，P<O．05或尸<0．01)．其中以感染48 h最为理

想(尸均<CO．01)。结论腺病毒介导的外源性HSP70表达可保护神经元和胶质细胞抵抗缺氧／再复氧损伤，

具有明确的细胞保护作用。

【关键词】热休克蛋白70； 腺病毒载体； 神经细胞； 缺氧／再复氧
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[Abstract]Objective To investigate the protective effect on neurons and glial cells against hypoxia／

reoxygenatioo injury with recombinant heat shock protein 70(HSPT0)induced by adenovirus．Methods

Neurons and glial cells in culture were divided into four groups：three groups were treated with recombinant

adenovirus(vAd—HSP70)transfeeted human HSP70 gene at 24，48 and 72 hours respectively．and vAd．GFP

transfeeted cell served as contr01．Cells in different groups were subjected to hypoxia／reoxygenation，then

the cell viability was analyzed by methyI thiazolyl tetrazolium(MTT)method，lactate dehydrogenase(LDH)

viability was evaluated with LDH staining kit，and cytochrome C(Cyt C)in mitoehondria and cytoplasm were

assessed by Western blotting．Results The expression of human HSP70 gene was detected in the

vAd—F【aPT0 transfeetion group． After hypoxia／reoxygenation treatment，the eell viability in transfected

groups was higher than that of control group(all P<0．05)，the LDH viability of vAd—HSPT0 transfected

groups at different time points was l 480±121，l 0234-106，and(1 132土197)U／L respectively，and they

were significantly lower than control group[(1 976±190)U／L，all P<0．01]．In transfeeted groups。the

content of Cyt C in mitochondria(O．986±0．012。1．028±0．007，1．014士0．008)was significantly higher
than control group(O．970±0—003，P<0．05 or P<0．01)．In contrast．the content of Cyt C in cytoplasm

(0．987士0．008，0．960士0．005，0．964土0．003)was lower than that of control group(1．011士0．005。all

P<0．01)．The protective effect was especially obvious when the cells were transfected by vAd HSP70 at

48 hours(all P<0·01)．Conclusion The expression of human HSPT0 mediated by recombinant adenovirus

may protect neurons and glial cells against hypoxia／reoxygenation in vitro．
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·论著·

热休克蛋白(HSPs)是机体细胞在热应激等不

良环境下由热休克基因编码产生的一组具有高度保

守性的应激蛋白，广泛存在于原核细胞和真核细胞

中。实验研究表明，HSP70在脑缺血、缺氧的早期特

异性表达不仅可作为一种敏感的脑缺血、缺氧标志，

也可能有利于神经细胞损伤后的修复[14]。目前用何
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释方法可鸯效诱导HSP70表达，抵抗脑映盎、歃畿

后对神经细胞攒伤尚无定论。本研究中利用腺病毒

介导的基因转染技术，将全长人HSP70基因导八体

外培养的神经绷胞中+观察外源性HSP70表达对缺

氧／再复氧捧经元秘狡曩细魅的保护作用。

l耱辩与方滚

1．1重组腺病毒制备及病毒滴废测定：重组腺病毒

载体pAd—HSP70和腺病毒载体对照由本课题组构

建并保存¨]。将重组质粒pAd—HSP70用限制性核酸

内甥酶PacI线拨化，疆霞俸法转染怼数生长期的入

题鹭293缀藏，包装重缝艨痰毒(vAd—HSP70)。援

文献E4]方法采用微量全细胞瘸堞效应(CPE)法檎

测重组腺病毒滴度，按照公式计算病毒滴度[病毒滴

度(pfu／m1)一接种细胞数×稀释度X 10／加入病毒

萋(m1))。

1。2体舞享牵经继脆戆培养：驭滋生24 h漆豹耨嫩

昆明小鼠(购融青岛市药品检验所)，断头取大脑皮

质，制成细胞悬液，培养瓶中接种，CO：培养箱中培

养约10 d，当细胞达70％～80％融合时作为腺病毒

感染约靶细胞(童要为棒经元秘胶璜绥瞧)，将靶缨

施矮含貉牟纛漪、毒霉素、链霉索翡Dulbeeeo改懿

Eagle培养基(DMEM)于CO。培养箱中培养。

1．3感染靶细胞及缺氧／再复械模型的建立

1．3．1实验分组：实验分为来感染组、感染vAd—

GFP对照缰以及感染vAd—HSP70实验组，以检测

HSP70对襻缀绒翘酌保护俸耀。黠照经：靶缨魏感

染vAd—GFP 48 h时给予缺氧／稃复氧处理；实骏

24、48和72 h组：靶细胞感染vAd—HSP70后24、48

和72 h时给予缺氧／再复氧处理。

Hela缨貔釉MCF一7细胞农受到热刺激时，细

胞内HSP70惫翱增耱，律为实验鹣骧佳辩照。

I．3．2感染糍细胞：体外培养神经细胞达70％～

80％融合时，撵培养液，用磷酸盐缓冲液(PBS)洗

1次，接种低温保存的重组腺病霉悬液继续培养。

1．3．3缺氧／褥复氧摸型：吸去戆染缨脆中90％培

养滚，将缨稳蓑予密蘑雾器。兖入体稷分数为9S裂

N。和5％C02的混合气体约5 rain，当容器内02体

积分数为1％发右时即形成缺飘环境，置37’C培养

箱缺氧1 h，加厩常培养基培养1 h，完成复氧模拟。

1。4病毒感染靶细胞效应的检测

1．4．1 遂转录一聚合酶链反应(歉T—PCR)检溺靶缨

胞中HSP70转泶：收集重组腺瘸霉感染48 h后的

各组细胞，TRlzol一步法提取细胞总RNA，按照逆

转录试剂盒要求的标准条件合成cDNA用作PCR

摸板。稠耀Primier primer S．0季l物设诗软谨设计

扩增HSP70编码基因的特拜性引物。扩增条件：

预变性94。C 5 min；然后94 C 1 rain，58 C 1 rain，

72 C 1．5 min，共35个循环；最后72 C延伸

10 min。取S弘}PCR扩增产物子含0。5 mg／L演化

乙锭酶凉勰糖凝胶孛电泳，将泡泳盖懿凝藏农自动

成像系统中观察结果。

1．4．2鬣肉质免疫印迹法(Western blotting)检测

靶细胞中HSPT0蛋白表达：蕊组腺病毒感染靶细胞

48 h后牧祭缨戆，用裂嬉滚撬敬绥胞慧蛋自，将蛋

自上襻行中二烷基凌酸镳一聚弱燎酰藏凝获惫溶

(SDS—PAGE)，转膜、封闭，依次加抗HSP70抗体

(1：500稀释)、兔抗鼠抗体(1：500稀释)作用，最

后X线胶片曝光、显影和定影后观察结果。

1。4。3 网甲基偶氮睦盐(MTT)．毙色法检测缨缒增

殖：裁备l×109个尼酶对数爱长期饔藏悬滚，按种

于96孔纲脆培养板中。细胞过夜贴壁后，每孑L荐接

种病毒，各组设3个平行孔，以无细胞培养液孔作为

对照孔。缀缺氧／再复氧处理膊各孑L加入MTT溶液

继续培莽4 h，兵j二甲亚砜(DMSO)终止反应，振荡

10 rain，震酶檬检测{义测定490 rim渡长箍豹啜毙度

(A)值。

1．4．4 乳酸脱氢酶(1，DH)活性测定：取对数生长

期细胞，接种于24孔培养檄中，细胞过夜贴壁靥每

孔接静重缀艨病毒5弘l，务缀设6个平行孔，经缺

氧／再复襞鲶毽蓐收集墙养滚上演，捡灞LD}壬滔霞。

1．4．s细胞色素c定位检测：各组细胞经缺栽／荐

复氧后，用线粒体／胞质蛋自制备试剂盒提取线粒体

和胞质蛋白，Western blotting检测线粒体和胞质中

细胞色素e的表达。

1。5统计攀分羲：采餍Quantity One灰度分辨软

件和SPSS 13．0软件，数据以均数士标准差(z±s)

表示，用方麓分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2。1 重级艨病毒的钊备及其滴发测定(彩色攒黄

圈1)：将霪缀凌粒pAd—HSP70用限裁性孩酸凌锈

酶Pacl线性化后转染293缃胞。48 h可在荧光短微

镜下观察到绿色荧光，表明威粒转染成功，外源基因

开始表达。随后荧光逐渐增彩、增强，5"-6 d聪细胞

开始变圆、脱落；10 d对约套2／3的缨缒出现瘸囊效

应时浚获缁脆，反复冻疆3次，褰心去酴缨懿薅冀，

取1／3上清液接种于70％～80％融合的293绒胞

中，3 d出现病变效应时收集细胞。反复上述过程

4～5次，细胞出现病变效应的时间越来越短，袭明
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病毒滴度越来越高，即可获得大量有稳定感染性的

重组腺病毒，命名为vAd—HSP70，经检测病毒滴度

为2×108 pfu／ml，病毒对照命名为vAd—GFP。

2．2靶细胞中重组腺病毒vAd—HSP70的表达：重

组腺病毒感染靶细胞后24 h可观察到弱绿色荧光；

48 h后感染率达80％，表明腺病毒可有效感染靶细

胞；72 h观察到较强绿色荧光，但弱于感染48 h组

(彩色插页图2)。在接种重组腺病毒的靶细胞中可

观察到HSPTO编码基因1 486 bp的特异性扩增带，

而未感染腺病毒和感染vAd—GFP的细胞无此条

带，证明目的基因有效转录(图3)。感染vAd—HSP70

的细胞出现蛋白免疫印迹条带，而未感染腺病毒和

感染vAd—GFP的细胞相应位置无特异条带，表明

该蛋白条带系重组腺病毒vAd—HSPTO感染靶细胞

后编码产生的特异蛋白，即HSPTO(图4)。

1～4依次为：未感染组、感染vAd—GFP对照组、感染

vAd—HSPTO组、阳性对照(Hela细胞)lM：Marker

图3 RT—PCR检测靶细胞中HSP70的表达

1～4依次为：阳性对照(MCF一7细胞)、感染vAd．HSPTO组、

感染vAd—GFP对照组、未感染组；括号内为相对分子质量

图4 Wes,tem blotting检测靶细胞中HSP70的表达

2．3 HSP70表达对靶细胞活性的影响(图5)：培养

1 d和2 d各实验组与对照组间细胞活性差异无统

计学意义(尸均>0．05)。随培养天数增加，3 d开始

实验组细胞活性明显高于对照组(P均<o．05)，其

中vAd—HSP70 48 h组细胞抗缺氧／再复氧损伤的

能力最为明显，4 d后vAd—HSPTO 24 h组细胞活性

低于vAd—HSPTO 48 h组(尸均<O．05)，5 d后各组

细胞活性均逐渐降低。

2．4 LDH活性(表1)：对照组培养液中LDH活性

明显高于各实验组，且vAd—HSPTO 24 h组LDH活

性明显高于vAd—HSPTO 48 h和72 h组，其中感染

48 h组LDH活性最低(P均<O．01)。

2．5细胞色素C的表达(表1；图6)：各实验组线粒

体中细胞色素c含量均高于对照组，而胞质中的含

量均低于对照组(P-<O．05或P<o．01)。实验组中，

vAd—HSP70 24 h组细胞线粒体内细胞色素C含量

明显少于48 h和72 h组，而该组胞质内细胞色素C

含量明显高于48 h和72 h组(P均<o．01)。

1 2 3 4 5 6

时间(d)

注：与感染vAd GFP对照组比较．4P<0．05；与感染vAd HSPTO

24 h组比较．6P<O．05

田5 HSP70表达对靶细胞增殖的影响

表1各组细胞缺氧／再复氧后LDH活性及线粒体

和胞质中细胞色索C含量比较(；土s)

组剧
LDH

(U／L)

细胞色素C(灰度比值)

线粒体 胞质

感染vAd-GFP对照组 1 976±190

感染vAd．HSPTO z4 h组1 d80士1 z16

感染vAd—HSP70 48 h组1 023士106bc

感染vAd—HSPTO 72 h组1 132±1 97“

0．970±O．003 1．0ll±O．005

0．986±0．OlZ·0．987士0．0086

1．028±0．007“0．960±0．005“

1．014±0．008“0．964±0．003“

注：与感染vAd—GFP对照组比较，8P<O．05，“r<0．01}与感染

vAd—HSPTO 24 h组比较，‘P<O．Ol

l～4依次为：感染vAd—GFP对照组、感染vAd—HSP70 24、48

和72 h组线粒体；5～8依次为：感染vAd—GFP对照组、感染

vAd—HSP70 24、48和72 h组胞质l括号内为相对分子质量

圈6 Western blotting检测各组线粒体和胞质中细胞色素c表达

3讨论

Rordorf等[5]在加热(42．2 C，20 min)幼鼠的

脑皮质培养液中发现，HSP72、HSP85和HSP70的

mRNA表达增加．经预热处理的神经细胞在接触谷

氨酸盐后不会即刻死亡，并首次提出了HSPs的神

经保护作用。Liu等【63报道，动物预缺血(6 min)能

加速再次缺血(3 min)时海马CAl区HSPTO基因

转录表达，使HSPTO蛋白合成增多，神经细胞对缺

血产生耐受．从致死性缺血损伤中挽救了神经细胞，

从而推测HSP70合成增多对神经细胞有保护作用。

还有研究发现，HSPTO对应激性胃溃疡黏膜和缺

3

2

2

1

l

0

O

0

0

0

O

0
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氧／再复氧肠上皮细胞具有保护作用[7训；心、肝、肺

等组织细胞在热休克反应中HSP70基因转录水平

升高、表达增多，并伴随细胞抗缺氧能力增强凹1“。

目前，基因治疗已被认为是有效的治疗方式。

Rajdev等[1¨同时阻塞HSP70转基因鼠与同类野生

鼠大脑中动脉造成缺血6 h后，数据显示转基因鼠

脑梗死体积明显小于野生鼠，HSP70能显著保护脑

组织对抗脑缺m性损伤。上述研究表明．诱导神经细

胞中HSP70的表达有助于保护脑缺血、缺氧损伤。

本实验中采用重组腺病毒载体作为将外源性

HSP70编码基因导人靶细胞的运载系统，该系统具

有构建简单、宿主广泛、感染效率高、特异性强、安全

性好等特点。经293细胞包装获得携带HSP70基因

的重组腺病毒，由于其携带GFP编码基因，因此可

在包装增殖的同时直接用荧光鼎微镜观察转染及感

染效率；且重组腺病毒vAd—HSP70能有效感染小

鼠原代神经细胞，用RT—PCR和Western blotting

在重组腺病毒vAd—HSP70感染的神经细胞均可检

测到HSP70表达，而未感染和感染vAd—GFP的神

经细胞则为阴性，表明重组腺病毒能在靶细胞中有

效表达。

MTT可反映细胞内线粒体脱氢酶的活性，同

时还间接反映细胞的存活情况，因此，MTT比色法

被广泛用作细胞呼吸和活性的检测方法，反映线粒

体的整体功能。经缺氧／再复氧处理后，对照组细胞

活性明显下降，推测叮能与线粒体功能降低有关。与

感染vAd—GFP对照组比较，感染重组腺病毒vAd—

HSP70组细胞活性较强，以感染48 h时细胞活性晟

强，表明重组腺病毒介导的外源性HSP70表达能维

持线粒体的整体功能，从而抵抗缺氧／再复氧损伤，

起到细胞保护作用。

细胞色素C的定位检测是细胞凋亡早期检测

方法之一。正常情况下，细胞色素C存在于线粒体

中，凋亡信号刺激使其从线粒体释放至细胞质中．细

胞色素c作为一种信号物质，在细胞凋亡中发挥重

要作用。经缺氧／再复氧处理后，对照组细胞线粒体

内细胞色素C含量明显降低，而胞质内细胞色素C

的含量明显增加，表明缺氧／再复氧可损伤线粒体功

能，使细胞色素C从线粒体释放到胞质中。而感染

vAd—HSP70组细胞色素C释放量较少t以感染48 h

释放量最少，提示HSP70过表达对靶细胞缺氧／再

复氧后的线粒体功能有一定程度的保护作用，这与

MTT比色法检测细胞活性结果一致。

LDH是细胞膜通透性增大或完整性破坏的标

志酶。本研究显示神经细胞缺氧／再复氧后，对照组

细胞培养上清液LDH活性显著增加，表明缺氧／再

复氧过程能导致细胞膜的损伤；而感染vAd—HSP70

组细胞培养液中LDH活性较低。以感染48 h时下

降最明显，提示外源性HSP70在靶细胞的表达能增

强细胞膜稳定性，对细胞起到保护作用。

综上，本研究中成功构建了携带HSP70基因的

重组腺病毒载体及包装了重组腺病毒vAd—HSP70，

重组腺病毒vAd—HSP70能有效感染体外培养的神

经细胞，并能介导外源性HSP70基因的有效表达。

进一步实验证实外源性HSP70表达对缺氧／再复氧

损伤后的神经细胞有保护作用。
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而为进一步探讨HSP70对应激状态下细胞的保护作用奠定了实验基础。

    方法：自热休克处理后的人宫颈癌细胞系Hela中提取细胞总RNA，经逆转录反应后，利用人工合成的引物行PCR扩增，获得目的基因HSP70的cDNA。将

外源cDNA定向亚克隆到pAdTrack-CMV质粒上，采用AdEasy系统在原核细胞：E.coliBJ5183中完成穿梭质粒pAdTrack-CMV-HSP70与骨架质粒pAdEasy-1之间

的高效f刊源重组，构建HSP70重组腺病毒载体。重组体经筛选后，脂质体法转染人胚肾293细胞，包装产生重组腺病毒vAd-HSP70。最后，收获病毒进行

滴度鉴定，用RT-PCR方法检测目的基因在人宫颈癌Hela细胞的转录表达。

    结果：通过PCR、序列测定以及限制性酶切证实HSP70基因能够正确插入腺病毒表达载体，并在HEK293细胞中包装出重组腺病毒；荧光显微镜卜可观

察到GFP的表达，收获病毒的滴度为3.2×1012IU/L，获得了病毒滴度较高的重组腺病毒。

    结论本研究成功的构建了pAd-HSP70重组腺病毒表达载体，并在人胚肾293细胞中包装获得重组腺病毒vAd-HSP70，且证明了重组腺病毒vAd-HtSP70可

在人宫颈癌系Hela细胞内稳定表达目的基因并有效转录。

3.期刊论文 秦磊.余斌.高广勇.施勤.钱海鑫 Cre/LoxP位点特异性重组系统构建Ad.CMV-热休克蛋白70腺病毒载体

及其对肝细胞缺血再灌注损伤的保护作用 -中华实验外科杂志2007,24(1)
    目的 探讨重组腺病毒介导的热休克蛋白70(HSP70)基因转染对肝细胞缺血再灌注损伤的保护作用.方法 用Cre酶介导的loxP位点特异性重组的方法

,构建HSP70腺病毒载体;体外转染人正常肝细胞株,检测HSP70的表达水平;对照组(转染空载体组)、转染HSP70 24、48、72 h组细胞经缺氧再复氧处理后

,分别对细胞的存活率进行检测分析.结果 重组产物经鉴定后为包含有HSP70全长序列的腺病毒载体,HSP70基因位于其CMV启动子控制之下,浓度为

3.0×1010 pfu/ml,共2 ml.Ad.CMV-HSP70转染组细胞HSP70基因表达为阳性,对照组无表达;经缺氧再复氧处理后,Ad.CMV-HSP70处理组活力较对照组明显

增强,死亡细胞明显减少.结论 Cre酶介导的loxP位点特异性重组是一种简单、高效的腺病毒载体构建方法,具有构建速度快、成功率高、准确率高等特点

.

4.学位论文 秦磊 Ad.CMV-HSP70腺病毒载体的构建及其对大鼠移植肝的保护作用 2004
    背景:当前,阻碍器官移植发展的两个主要障碍是免疫排斥和移植物的缺血再灌注损伤.在器官移植前将外源性的目的基因转入移植物,以期表达的功

能性蛋白可以缓解免疫排斥反应和缺血再灌注损伤,这是移植领域的一种新的设想,其前景十分诱人.有效的基因治疗方案需要将目的基因稳定、高效地转

入移植物的实质和/或非实质细胞,并能产生功能蛋白.病毒载体,特别是复制缺陷性的腺病毒载体在这方面具有天然的优势,因为他能转染处于非增殖期的

实质细胞.尽管重组腺病毒载体介导的基因表达有一定的时限性,但对于术后移植物的急性损伤(例如IRI、超排),14-28天的表达时间是足够的.第一部分

:目的:用改良双袖套法建立稳定的大鼠原位肝脏移植模型.结论:改良的二袖套法具有无肝期短、手术成功率高、大鼠术后存活时间长的优点,是大鼠原位

肝移植的理想术式.第二部分:目的:探讨热休克预处理对移植肝的保护作用.结论:热休克预处理可以有效地保护移植肝,缓解长时间冷保存引起地缺血再

灌注损伤,改善受体术后肝功能,延长受体存活时间.第三部分：目的：构建重组腺病毒载体Ad.CMV-HSP70，将人热休克蛋白70基因置于mCMV启动子控制之

下.结论：Cre酶介导的loxP位点特异性重组是一种简单、高效的腺病毒载体构建方法，具有构建速度快、成功率高、准确率高等特点.第四部分：目的

：观察我们构建的Ad.CMV-HSP70腺病毒载体在大鼠体内的表达及其对大鼠原位肝脏移植中移植肝的保护作用.结论：我们构建的Ad.CMV-HSP70可以在大鼠

体内有效表达.经门静脉注射的方法（3×10<'9>/只）可以有效的将目的基因转染入大鼠肝脏.高表达Hsp70的移植肝对缺血再灌注损伤具有较强的耐受能

力，其作用机制可能是通过抑制TNF-α表达、抑制肝细胞的凋亡发生引起的.

5.期刊论文 李晓鲁.彭毅志.袁志强.黄跃生.杨宗城 热休克蛋白70基因重组腺病毒载体微胶囊化及口服转染的研究

 -中华烧伤杂志2003,19(3)
    目的为利用热休克蛋白70(heat-shock protein,HSP70)防治严重烧伤后缺血缺氧性损伤的基因治疗提供可行的基因转染途径. 方法利用微胶囊技术

包裹含HSP70基因的复制缺陷型重组腺病毒载体,检测其在人工胃、肠液中的融出率,并进行大鼠的口服转染,检测目的基因表达. 结果用微胶囊技术可成

功包裹腺病毒载体.制备的微胶囊在人工胃液中仅有少量崩解,而在肠液中则半数崩解.RT-PCR检测大鼠口服转染微胶囊后目的基因表达确切. 结论利用微

胶囊技术可成功包裹含HSP70基因的腺病毒载体,并保护其免受胃液损伤,在肠道中被释放吸收.

6.期刊论文 虞卫.严煜.张裕东.倪庆.YU Wei.YAN Yu.ZHANG Yu-dong.NI Qing 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 -第二军医大学学报2009,30(12)
    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主要分布干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.

7.期刊论文 宋晓聪.杨芳芳.胡丹.曲彦 腺病毒介导的热休克蛋白70表达对神经元氧化应激损伤的保护作用 -中国

全科医学2010,13(5)
    目的 探讨重组腺病毒介导的HSP70表达对过氧化氢(H_2O_2)诱导的神经元和胶质细胞损伤的保护作用.方法 用携带全长HSP70基因的重组腺病毒vAd-

HSP70感染体外培养的神经元和胶质细胞,RT-PCR、Western blotting检测靶细胞中外源性HSP70的表达.vAd-HSP70感染组、vAd-GFP感染组和未感染组细

胞经0.5 mmol/L的H_2O_2处理后,MTT检测细胞活力,乳酸脱氢酶(LDH)检测试剂盒检测细胞培养上清液中LDH活力,透射电镜观察细胞超微结构变化.结果

vAd-HSP70感染组的细胞可检测到外源性HSP70基因表达.H_2O_2处理后,vAd-HSP70感染组细胞活力较其他组明显增强(P<0.01),vAd-HSP70感染组、vAd-

GFP感染组、未感染组细胞培养上清液中LDH活力分别为(976±106)、(1 332±197)、(1 380±121),差异有统计学意义(P<0.01).电镜结果显示,vAd-

HSP70感染组细胞膜较vAd-GFP感染组和未感染组完整清晰,无明显线粒体肿胀及细胞核溶解等不可逆损伤情况.结论 腺病毒介导的外源性HSP70表达可保

护神经元和胶质细胞抵抗H_2O_2损伤,具有明确的细胞保护作用.

8.学位论文 郭朝晖 转染人热休克蛋白70基因（hHSP70）对大鼠同种异体移植肺缺血再灌注的影响 2008
    目的：

    1、构建热休克蛋白70基因(HSP 70)重组5型腺病毒载体，为研究HSP 70的基因治疗奠定基础。

    2、采用“两袖套一支架管”法建立大鼠的左肺原位移植动物模型，为研究肺移植再灌注损伤提供较为稳定的实验基础。利用HSP 70内源性细胞保护

的生物学特性，以大鼠同种异体左肺原位移植为动物模型，以人HSP 70为目的基因，复制缺陷的5型重组腺病毒载体为介导，通过离体肺的肺静脉灌注

，诱导体内高表达HSP 70，观察其对大鼠移植肺IRI的影响。

    方法：

    1、利用基因重组技术，构建hHSP70转基因载体，制备、包装腺病毒。

    2、应用改良的“两袖套一支架管”法，通过对套管的制作、供肺的灌注和获取及套接技术等方面进行改进，单人肉眼直视下完成供受体肺动脉、肺

静脉和支气管的吻合。

    3、以SD大鼠为供受体，改良的“两袖套一支架管”法建立大鼠的左肺原位移植动物模型，实验分LPDG保存液对照组、空白载体组和hHSP70基因转染

组，分别灌注10℃加入肝素的LPD-glucose液、单纯腺病毒载体和hHSP70基因重组腺病毒载体(5×109PFU)，然后在10℃LPD-glucose液中保存3小时后移

入受体，另设假手术对照组。移植肺再灌注后4h，检测以下指标：血气分析；干-湿重比率；移植肺组织中MDA含量、SOD和MPO的活性；病理组织学检查

；hHSP70、FNF-α、IFN-γ、IL-6、NF-B、Bax、Bc1-2的表达情况；细胞凋亡检测。
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    结果：

    1、成功构建了HSP 70基因重组5型腺病毒载体。

    2、连续进行大鼠左肺原位移植20例，手术成功率85％，平均总手术操作时间65±10 min，病理组织学检查证实移植肺再灌注后4h成功复制了典型的

肺IRI。

    3、基因转染组再灌注后4h，RT-PCR、免疫组化染色证实移植肺成功表达特异性的hHSP70基因产物。与对照组比较，PaO2明显上升，W/D降低，差别

有显著意义(P<0.05)；

    MDA含量和MPO活性明显下降，SOD活性明显升高(P<0.05)；TNF-α、IFN-γ、IL-6、NF-κB和Bax的表达水平下降(P<0.05)；Bc1-2表达水平升高

(P<0.05)。光镜观察转染组肺泡间质水肿减轻，炎症细胞侵润减少，细胞凋亡减少。

    结论：

    1、成功构建携带hHSP70基因的重组腺病毒载体能在239细胞系中包装成具有感染性的重组腺病毒。病毒颗粒滴度高、纯度好，重组腺病毒感染哺乳

动物细胞后能表达目的蛋白，为重组腺病毒应用研究奠定基础。

    2、应用改良的“两袖套一支架管”法，通过技术改进，成功建立大鼠左肺原位移植动物模型。手术由单人肉眼直视下完成，能基本模拟临床的肺移

植过程，适合研究肺的IRI。

    3、离体供肺经肺静脉灌注转染外源性目的基因切实有效。

    4、腺病毒载体介导hHSP 70转基因治疗通过抑制TNF-α、IFN-γ和IL-6等炎性细胞因子，减轻过氧化作用，有效地抑制移植肺的IRI。5、HSP70转基

因治疗使bax/bc1-2比值减少，起到抗细胞凋亡的作用。

9.期刊论文 虞卫.严煜.张裕东.YU Wei.YAN Yu.ZHANG Yudong 含有人热休克蛋白基因的重组腺病毒转染乳鼠心肌

细胞的实验研究 -交通医学2009,23(6)
    目的:研究含有人热休克蛋白70(HSP70)基因的重组腺病毒对乳鼠心肌细胞的转染效率以及基因转染后HSP70的表达.方法:体外原代培养乳鼠心肌细胞

,以携带增强绿色荧光蛋白(EGFP)基因的腺病毒载体(Ad.EGFP)按不同感染倍数(MOI)体外感染心肌细胞,通过荧光显微镜、流式细胞仪观察所构建的腺病

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.结果: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印迹法以及免疫组化

染色法让实转染的心肌细胞在正常生理状态下,可高水平表达HSP70.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,并成功地表达

HSP70.

10.学位论文 虞卫 腺病毒介导的HSP70基因转染对乳鼠心肌细胞缺氧/复氧损伤保护作用的实验研究 2005
    目的

    研究HSP70基因转染技术对体外培养的乳鼠心肌细胞缺氧/复氧损伤保护作用的可行性。

    方法

    1.体外原代培养乳鼠心肌细胞，以Ad.EGFP按不同MOI值体外转染心肌细胞，通过荧光显微镜、流式细胞仪观察所构建的腺病毒的感染力和安全性。

    2.分离培养乳鼠心肌细胞，应用含有人HSP70基因的重组腺病毒(Ad.HSP70)进行体外转染，采用ELISA法、Western-blot法及免疫组化染色法检测

HSP70基因在心肌细胞中的表达。

    3.体外心肌细胞缺氧/复氧损伤模型可以模拟在体心肌缺血/再灌注损伤。将体外培养的乳鼠心肌细胞随机分成三组：Ad.HSP70转染组、损伤组和正

常对照组。前两组进行缺氧/复氧损伤，正常对照组仅用D-Hank's液处理。观察各组心肌细胞的形态、活力、超微结构、MTT代谢率、心肌酶谱以及凋亡

率，研究HSP70基因转染后，对心肌细胞的保护作用。

    结果

    1.原代培养获得高纯度的乳鼠心肌细胞。随着MOI值升高，Ad.EGFP的转染效率和基因表达增强，在MOI值为50时，Ad.EGFP转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。

    2.ELISA结果显示在Ad.HSP70转染后的第一天心肌细胞即分泌HSP70蛋白，第三天时分泌量达到最大，随后逐渐降低。相比之下，在Ad.EGFP组和

PBS组的培养上清液中未检测到HSP70。Western-blot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，在转染

Ad.HSP70的心肌细胞中，HSP70表达阳性。主要分布于心肌细胞的胞浆和细胞核中；而Ad.EGFP组和PBS组HSP70表达呈阴性。

    3.利用体外的缺氧/复氧损伤模拟在体的缺血/再灌注损伤，结果显示实验组的细胞活力、MTT代谢率、凋亡率、心肌酶谱的变化等指标均优于对照阻

(P＜0.05)。

    结论

    重组腺病毒Ad.HSP70能够在体外高效、安全地转染心肌细胞，并成功地表达HSP70。基因转染造成的HSP70的高表达对体外培养的乳鼠心肌细胞的缺

氧/复氧损伤具有显著的保护作用。
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