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血红素氧合酶一1基因转染对大鼠心肌缺血／再灌注

损伤诱导心肌细胞凋亡的影响

李娜 王焱林 王成夭 何祥虎 代乐

【摘要】 目的探讨莺组腺相关病毒(rAAV)介导大鼠血红素氧合酶一1(rHO—1)基因转染对心肌缺血／

再灌注(I／R)损伤大鼠心肌细胞凋亡的影响。方法95只体重225～250 g的雄性SD大鼠随机分为假手术组

(S0组，n一8)、生理盐水组(Ns组，n一29)、rAAV一荧光蛋白组(rAAV—EGFP组，n=29)及rAAV—rHo一1组

(n一29)。NS组、rAAV—EGFP组和rAAV—rHO一1组分别于大鼠左心室前后壁共取4点分别注入生理盐水、

rAAV—EGFP或rAAV—rHo—l病毒液共600弘l。在基因转染后3个月，各组处死3只大鼠。取注射部位心肌，

荧光显微镜下观察荧光蛋白的表达并计算转染率；用免疫组化染色和逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测

H0—1的蛋白和mRNA表达。采用结扎左冠状动脉前降支30 rain、再灌注120 min建立心肌I／R模型；成模后

处死大鼠测定其心肌梗死面积及心肌细胞凋亡指数(AI)，光镜下观察心肌组织病理学改变。结果荧光显微

镜下仅rAAV—EGFP组可见心肌有荧光蛋白表达，转染率为(53．5士2．O)％。与S0组比较，NS组、rAAV—

EGFP组和rAAV—rHo一1组Al增加(P均<0．01)，与NS组和rAAV—EGFP组比较，rAAV—rHO一1组H()一1

的蛋白及mRNA表达增加，心肌梗死面积减小，AI减少(尸均<O．01)；NS组及rAAV-EGFP组心肌组织病

理学损伤较s0组和rAAV—rH0—1组为霞。NS组与rAAV—EGFP组间上述指标比较无统计学意义。结论

rAAV介导的rHO一1基因转染大鼠心肌细胞后，能够显著减少心肌细胞凋亡，从而减轻心肌I／R损伤。
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[Abstract] Objective To investigate the effect of rat hemeoxygenase一1(rHO-1)gene carried by

recombinant adeno—associated virus(rAAV)on myocardial ischemia／reperfusion(I／R)injury in rats．

Methods Ninety—five healthy male Sprague—Dawley(SD)rats weighing 225～250 g were randomly divided

into four groups：sham operation group(I，7l=8)；normal saline group(I，靠一29)；rAAV—EGFP(enhan

ced green fluorescent protein)group(I，n一29)and rAAV—rHO-1 group(Ⅳ，挖一29)．In I，II and IV

groups，600 gl of normal saline，rAAV—EGFP or rAAV—rHo一1 was injected intramyocardially at four sites on

the anterior and posterior walls of left ventricle．After 3 months，3 animals in each group were sacrificed．

EGFP—expression in heart sections was observed under fluorescence microscope．The expression of HO一1 in

the injected myocardium was detected by immunohistochemistry and reverse transcription-polymerase chain

reaction(RT—PCR)．The remaining animals in the four groups were anesthetized，tracheostomized and

mechanically ventilated．I／R of myocardium was producing by blocking the left anterior descending branch of

coronary artery(LAD)for 30 minutes followed by 120 minutes reperfusion．After the successful

reproduction of the model，the animals were killed and their hearts were harvested for determination of

myocardial infarct size，apoptotic index(AI)，and pathology changes in myocardial tissue．Results The

expression of EGFP was detected in group II only，and transfection efficiency was(53．5土2．O)％．A1 was

significantly higher in group I．group
II and groupⅣthan in group l(all P<O·01)．The expression of

HO一1 mRNA and protein was significantly higher。and the infarct size and A1 were significantly lower in

groupⅣthan in group I and group I(all P<0．01)．The degree of damage to myocardial tissue was

significantly severer in group I and group_than in group I and group IV．There was no significant

difference between group I and group_．Conclusion rAAV—mediated rHo一1 gene transfeetion may

attenuate myocardium I／R injury by inhibiting apoptosis of cardiomyocyte in rats．
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研究发现，心肌缺血／再灌注(I／R)损伤产生的

应激反应在导致心肌细胞损伤和死亡的同时，也可

诱导多种特殊基因表达并合成相关的应激蛋白，其

中血红素氧合酶一1(Ho一1)高表达在减轻心肌I／R

损伤等应激反应中起重要的保护作用⋯，而HO一1

基因敲除动物对I／R损伤更敏感[2]。重组腺相关病

毒(rAAV)介导大鼠HO一1(rHO一1)基因转染心肌

细胞后，是否能通过抑制心肌细胞凋亡保护I／R心

肌尚有待于进一步研究。本研究拟探讨rAAV介导

的rHO—l基因转染对心肌I／R损伤诱导大鼠心肌细

胞凋亡的影响。

l材料与方法

1．1动物选择及分组：健康雄性SD大鼠95只，体

重225～250 g，购自武汉大学动物实验中心，按随机

数字表法分成假手术组(S0组，以一8)、生理盐水组

(NS组，，2—29)、rAAV一荧光蛋白组(rAAV—EGFP

组，靠一29)和rAAV—rHO一1组(咒=29)。

1．2 rHO一1基因转染实验

1．2．1 心肌内基因转染：腹腔注射乌拉坦麻醉大

鼠，直视下经口行气管插管，接DW一2000型动物呼

吸机(呼吸频率60次／min，潮气量20一-25 ml／kg)。

分离左侧第3、4肋骨暴露心脏，沿左冠状动脉(冠

脉)前降支供血区在左心室壁前后选择4个位点，将

总量为1．5×10¨v．g／ml的rAAV—rHo—l(自配)或

rAAV—EGFP(北京本元正阳基因技术股份有限公

司)溶于600 td病毒液中，经4点缓慢注入心肌壁

内，每点注射150肛l；NS组注射生理盐水600 tLl。使

肺充分膨胀后逐层缝合切口，待大鼠自主呼吸恢复

后拔出气管导管，装笼饲养，并连续3 d肌肉注射青

霉素10 kU／d预防感染。

1．2．2荧光蛋白检测及转染率计算：基因转染后

3个月，从NS组、rAAV—EGFP组和rAAV—rHO一1

组各随机选择3只大鼠处死，取注射点附近心肌组

织制作冰冻切片，在荧光显微镜下观察心肌细胞荧

光蛋白的表达。每张切片随机选取5个视野计数荧

光细胞，并计算转染率。

1．2．3 HO一1表达的检测：在基因转染后3个月检

测H0—1的表达。

1．2．3．1 逆转录一聚合酶链反应(RT～PCR)检测

Ho一1 mRNA表达：NS组、rAAV—EGFP组和

rAAV—rHO一1组各处死6只大鼠，取注射点附近的

心肌组织约100 mg，提取总RNA进行反转录。扩增

HO一1的引物(产物354 bp)由北京三博远志生物技

术有限责任公司合成。反应体系50 tA，PCR扩增条

件为：94℃预变性5 min，94℃变性1 min，58℃退

火1 min，72℃下1 min，扩增30个循环，72℃后延

伸10 min。RT—PCR产物10弘l与6×上样缓冲液混

合后在琼脂糖凝胶中电泳，采用半定量分析法检测

H0—1表达，以灰度值表示其表达量。

1．2．3．2 免疫组化染色法检测HO一1蛋白表达：

NS组、rAAV—EGFP组和rAAV—rHO一1组各处死

6只大鼠，取注射点附近的心肌组织约100 mg，制

作石蜡切片，常规免疫组化过氧化物酶标记的链霉

卵白素法(SP)染色。阳性细胞胞质呈棕黄色，以细

胞中无棕黄色颗粒出现为阴性，高倍镜下对标本随

机进行计数，计算其阳性率。

1．3 rHO一1基因转染对心肌I／R损伤大鼠心肌细

胞凋亡的影响

1．3．1 心肌I／R模型制备：将各组剩余大鼠麻醉

后行气管切开，机械通气(呼吸频率60次／rain，潮

气量20～25 ml／kg)，开胸，结扎左冠脉前降支造成

心肌缺血(SO组只穿线、不接扎)，30 min后解开结

扎线进行再灌注120 min。以结扎血管后短时间内

心尖部心肌变成苍白色、心肌收缩减弱、心电图ST

段明显抬高和(或)T波高耸作为模型成功的标准。

结扎前心电图不正常、或未到观察终点而死亡以及

模型制备不成功的大鼠被剔除。

1．3．2心肌梗死面积的测定：制模后各组随机取

6只大鼠，将左冠脉前降支重新结扎，经舌静脉注射

伊文思蓝1．5 ml，待缺血区清楚显示后迅速取出心

脏，用冰冻生理盐水冲洗后制成1 mE厚的冰冻薄

片，氯化三苯四唑(TTC)染色，用图像分析系统测

定缺血区和坏死区面积，分别计算缺血区面积、梗死

区面积占左心室面积的百分比。

1．3．3心肌组织苏木素一伊红(HE)染色及凋亡细

胞的原位标记检测：制模后各组处死8只大鼠，取心

室壁及室间隔心肌组织，多聚甲醛水溶液固定、脱

水、石蜡包埋，制成4弘m切片，HE染色，光镜下观

察病理学改变。用原位末端缺刻标记法(TUNEL)L3
o

标记心肌凋亡细胞核中的DNA 3’一0H末端(试剂

盒购自德国宝灵曼公司)。光镜下正常心肌细胞核呈

蓝色，凋亡阳性细胞核呈深浅不一的棕褐色。随机选

择5个视野，计数凋亡阳性细胞并用计算机图像分

析进行半定量测定，以心肌凋亡阳性细胞计数占总

心肌细胞数的百分比作为心肌细胞凋亡指数(AI)。

1．4统计学处理：采用SPSS 11．0统计软件分析，

计量资料以均数土标准差(z士s)表示，组间比较用

单因素方差分析，P<O．05为差异有统计学意义。
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2结 果

2．1基因转染的表达：荧光显微镜下只有rAAV—

EGFP组可见心肌组织中有荧光蛋白表达，转染率

为(53．5±2．O)％。

2．2各组H0—1表达及心肌梗死面积(表1)：NS

组和rAAV—EGFP组各指标比较差异无统计学意

义(P均>0．05)；与NS组和rAAV—EGFP组比较，

rAAV—rHO一1组HO一1蛋白及HO一1 mRNA表达

增加，心肌梗死面积减少(P均<o．01)；而心肌缺血

面积差异无统计学意义(P均>O．05)。

表1 3组大鼠HO一1蛋白和mRNA表达及心肌缺血

面积、梗死面积比较(Yr+s，n=6)

组别HO一1蛋白(％)HO一1 mRNA缺血面积(％) 梗死面积

NS组8．13±2．08 0．82士0．09 49．4士8．9 47．7士9．8

rAAV—rHO一1组34．93士7．74a 1．67士0．32。47．4士8．7 32．3土10．4a

rAAV—EGFP组 9．20士2．58h 0．84士0．19b 49．8士9．8 49．1士7．76

注：与NS组比较，3P<0．01}与rAAV—rHO一1组比较，6P<0．01

2．3各组心肌组织病理学改变(图1)：SO组心肌

细胞排列整齐、紧密，细胞间隙很小。NS组可见多

处散在坏死灶，大片心肌细胞坏死，坏死处原有心肌

结构消失，未见原结构残影，有散在少许强嗜伊红颗

粒，未见细胞核；周围有大量的炎性细胞浸润，心肌

水肿明显，胶原纤维肿胀，心肌细胞间隙增宽。

rAAV—EGFP组与NS组相似。rAAV—rHO一1组可

见散在一些小坏死灶，未见大片心肌坏死，周围心肌
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水肿较轻，间质水肿较轻。

2．4各组心肌细胞凋亡改变(图2)：用TUNEL法

染色的阳性心肌细胞具有形态变圆或不规则，与周

围组织脱离，核固缩，染色质浓聚，主要位于心肌梗

死区与非梗死区交界处。rAAV—rHO一1组偶见少数

阳性细胞；NS组和rAAV—EGFP组阳性细胞明显

增多；SO组未见阳性细胞。与SO组比较，NS组、

rAAV—rHO一1组和rAAV—EGFP组AI均明显升高

[(1．81士1．04)％、(1．16士0．61)％、(1．95±0．49)oA

比(0．60士0．82)％，尸均<O．013；rAAV—rHO一1组

AI明显低于NS组和rAAV—EGFP组(P均<

0．01)；NS组与rAAV—EGFP组AI比较差异无统

计学意义(P>O．05)。

3讨论

基因治疗的关键是能够将外源基因有效地导入

靶细胞并适量的表达。因此，合适的基因导人系统是

基因治疗的核心技术。AAV具有安全、宿主范围

广、可以长期表达转基因产物的特点，使其在基因治

疗领域得到广泛的应用【3。4]。本实验中选择rAAV

作为载体，携带Ho一1基因(rAAV—rH0—1)，EGFP

为报告基因，于荧光显微镜下观察EGFP的表达情

况。结果表明，左心室心肌壁直接注射病毒，3个月

可达满意的转染效果。以此剂量及时间点为标准，向

大鼠心肌内直接注射rAAV—rHO一1 3个月后，通过

RT—PCR及免疫组化染色法测定H0—1表达，结果

①：SO组；⑤：NS组}⑧：rAAV—rHO一1组；④：rAAV—EGFP组

图1各组大鼠心肌组织病理学改变HE×200

⑧：SO组；⑥：NS组l⑥：rAAV—rHO—l组；④：rAAV—EGFP组

圈2各组大鼠心肌细胞凋亡检测结果TUNEI。×200
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表明H0—1表达量较NS组及rAAV—EGFP组明显

升高，提示rAAV—rHO一1能有效转染大鼠心肌细

胞，并可在心肌细胞内持续稳定表达HO一1。

心肌I／R损伤是一种常见的复杂病理生理变

化，涉及多个环节，目前已证实再灌注损伤与细胞内

钙超载、氧自由基及炎症介质有关[5]。H0—1是一种

应激蛋白基因，是血红素降解过程中的限速酶。迄今

为止，已发现3种HO同工酶，其中HO一1为诱导

型，广泛分布于肝脏、脾脏、网状内皮系统和骨髓等

组织，在有害刺激和疾病条件下对机体具有保护作

用阳l。心肌I／R时缺氧诱导因子一1(HIF一1)活化，能

诱导Ho一1表达，并减弱促炎症因子表达n]。HO一1

在心肌中高表达能减弱在转基因大鼠I／R后的心

肌损伤，在I／R前用外源性亚铁血红素诱导该酶表

达能显著减小I／R发生后的心肌梗死面积[3]。此外，

研究发现HO一1过表达对心脏、肝脏、小肠和肌肉皮

瓣等移植模型中的I／R损伤具有细胞保护作用，可

维持组织结构，保持器官功能，并能延长移植物存活

时间nl。本研究结果表明，与NS组比较，rAAV—

EGFP组心肌梗死面积增大，心肌组织病理学损伤

严重；采用rAAV介导H0—1基因转染心肌细胞后，

心肌梗死面积较NS组及rAAV—EGFP组明显减

小，心肌组织病理学损伤较轻，表明HO一1的高表达

对心肌I／R损伤有保护作用。

细胞凋亡机制在I／R过程中起重要作用，l／R

诱发凋亡的机制可能与自由基、胞内钙超载、线粒体

损伤有关[9]。研究证实，I／R心肌中Ho一1基因转移

后白细胞介素一liB(IL一1p)水平和Bax蛋白减少，抗

细胞凋亡Bcl一2蛋白增加[1叩；HO一1在心肌损伤中具

有保护作用，HO一1在培养内皮细胞中的抗凋亡作

用是通过一氧化碳(Co)激活p38丝裂素活化蛋白

激酶途径来介导的[1¨。大量证据显示，HO一1高表达

对I／R损伤的保护作用都伴有凋亡的降低。Tang

等[121利用转基因技术构建了“警卫载体系统”，使心

肌细胞在受到I／R损伤后及时表达过量的HO一1蛋

白，该方法能显著减小心肌梗死面积，降低脂质过氧

化物酶活性，减少炎性细胞浸润，减少促凋亡蛋白表

达，因而能够减少细胞损伤、保护心肌。本研究中，与

SO组比较，NS组及rAAV—EGFP组I／R后心肌凋

亡细胞显著增多；用rAAV介导HO一1基因转染大

鼠心肌细胞后，心肌细胞凋亡则明显减少。说明

rAAV介导的Ho一1基因转染大鼠心肌细胞后可减

轻心肌I／R损伤，可能是通过抗心肌细胞凋亡而产

生的，提示HO一1对I／R损伤保护作用的可能机制
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与调节细胞周期有关。

综上所述，rAAV介导的大鼠Ho一1基因能有

效转染大鼠心肌细胞，可在心肌细胞内持续稳定表

达HO一1，减少心肌细胞凋亡，从而减轻大鼠心肌

I／R损伤，产生持续有效的心肌保护作用。
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