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　　【摘要】　目的　探讨复制缺陷型重组腺病毒介导的Ｂｃｌ２基因转染对缺氧再复氧损伤肠上皮细胞的保护作

用。方法　构建能介导Ｂｃｌ２基因转染和表达的复制缺陷型重组腺病毒载体（Ａｄ／ＣＭＶＢｃｌ２），转染体外培养的小

肠上皮细胞株（ＩＥＣ６），检测其Ｂｃｌ２基因表达变化，分别对正常对照组、缺氧复氧组（单纯给予缺氧复氧处理）、Ａｄ

ＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染组（ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２腺病毒载体转染４８ｈ后再给予缺氧复氧处理）细胞的凋亡率、死亡率及活力进

行分析。结果　对照组微弱表达，Ａｄ／ＣＭＶＢｃｌ２转染组细胞Ｂｃｌ２基因高表达；经缺氧再复氧处理后，ＡｎｎｅｘｉｎＶ

Ｆｌｏｕｓ试剂盒检测死亡细胞明显减少（犘＜０．０１），凋亡显著受到抑制（犘＜０．０１）；采用 ＭＴＴ法证明，Ａｄ／ＣＭＶＢｃｌ２

转染组细胞活力较对照组明显增强（犘＜０．０１）。结论　复制缺陷型重组腺病毒介导的Ｂｃｌ２基因转染可显著减轻

缺氧再复氧导致的肠上皮细胞损伤。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｂｃｌ２；　ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ；　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｈｙｐｏｘｉａ

　　国内外研究表明，细胞凋亡与坏死共存于小肠缺血再灌注

损伤中，细胞凋亡是主要的细胞死亡形式；缺血诱导凋亡，再灌

注加剧凋亡［１３］。Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）能有效地抑

制细胞凋亡，缺血再灌注条件下的Ｂｃｌ２在肠道细胞中可能起

到重要的抑制凋亡作用。而在正常小肠组织中Ｂｃｌ２基因不

表达或微弱表达，使人们自然考虑到增加此抗凋亡蛋白的生成

将是治疗缺血性凋亡的有效途径［３］。本研究利用腺病毒介导

的基因转移技术，将全长人Ｂｃｌ２基因导入体外培养的小肠上

皮细胞，观察Ｂｃｌ２高表达对小肠上皮细胞的保护作用。

１　材料与方法

１．１　材料　含Ｂｃｌ２ｃＤＮＡ的质粒ｐｃＤＮＡ３．１由第三军医大

学组胚教研室李泽桂教授惠赠；腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＣＭＶ和

腺病毒包装质粒ｐＪＭ１７由第三军医大学解剖教研室杨萍博士

惠赠；限制性内切酶、ＤＯＴＡＰ脂质体、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦｌｏｕｓ试剂

盒、Ｔｒｉｐｕｒｅ试剂购自美国罗氏公司；Ｂｃｌ２抗体购自北京中山

公司。

１．２　细胞培养　小肠上皮细胞ＩＥＣ６由第三军医大学防原复

合伤研究所保存并惠赠。

·６９７１· 检验医学与临床２０１０年９月第７卷第１７期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１０，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．１７

 基金项目：广东省医学科研基金（Ａ２００７５９５）；广东省自然科学基金博士启动项目（０６３００９３４）；国家自然科学基金资助项目（３０３７１３８６）。

　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｎｉｎｌｉｕ＠１６３．ｃｏｍ。



１．３　实验方法

１．３．１　复制缺陷型重组腺病毒的构建、鉴定、扩增、纯化、滴度

测定参照分子克隆试验指南［４］。

１．３．２　病毒转染　取７０％～１００％融合ＩＥＣ６细胞，弃去培

养液，滴加低温保存的病毒液５μＬ，加０．５ｍＬ培养液，３７℃

５％ＣＯ２ 孵育，每１５分钟摇１次，使病毒均匀分布。１ｈ后添加

正常培养基。

１．３．３　实验分组　（１）Ｂｃｌ２基因表达检测：随机将对数生长

期ＩＥＣ６细胞分为重组腺病毒ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染２４、４８、７２ｈ

组与对照组（空腺病毒载体转染４８ｈ组）。（２）细胞保护作用

检测：随机将对数生长期ＩＥＣ６细胞分为正常对照组、缺氧复

氧组（单纯给予缺氧复氧处理）、ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染组（ＡｄＣ

ＭＶ／Ｂｃｌ２腺病毒载体转染４８ｈ后再给予缺氧复氧处理）。

１．３．４　ＲＴＰＣＲ检测Ｂｃｌ２ｍＲＮＡ表达水平　提取的 ＲＮＡ

经核酸定量和纯度检测，符合要求后，进行 ＲＴＰＣＲ 操作。

Ｂｃｌ２特异性上游引物：５′ＧＧＴＧＣＣＡＣＣＴＧＴＧＧＴＣＣＡ

ＣＣＴ３′，下游引物：５′ＣＴＴＣＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＣＡＧＡＴＡＧ

Ｇ３′，预扩增片段４５８ｂｐ。各组同时扩增内参照序列管家基因

ＧＡＰＤＨ特异性上游引物：５′ＧＣＴＧＡＴＧＣＣＣＣＣＡＴＧＴＴＴ

ＧＴ３′，下游引物：５′ＧＧＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡ３′，

ＰＣＲ扩增循环系数为９４℃，４ｍｉｎ→９８℃，３０ｓ；５５℃，３０ｓ；

７２℃，３０ｓ，共３０个循环→７２℃延伸２ｍｉｎ→４℃保存。取１０

μＬＰＣＲ反应产物，进行１．５ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳分析。

１．３．５　细胞缺氧再复氧模型　将各组ＩＥＣ６细胞同时置于密

闭容器，９５％ Ｎ２、５％ＣＯ２ 充气５Ｌ／ｍｉｎ，去除器皿内空气。１

ｍｉｎ后夹闭另一换气管道。充气５ｍｉｎ后，抽取气体经血气分

析仪检测容器内Ｏ２ 浓度为１％左右。达到缺氧条件。将密闭

容器置３７℃孵箱缺氧１．５ｈ。无菌条件下，打开密闭容器，取

出各组ＩＥＣ６细胞，弃去残余培养基，添加３ｍＬ正常含５％小

牛血清的低糖ＤＭＥＭ培养基，５％ＣＯ２，３７℃孵育１ｈ，完成复

氧模拟。

１．３．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦｌｏｕｓ检测细胞凋亡及死亡　缺氧再复氧

后，各组收集细胞５×１０６，按说明书操作上机检测。

１．３．７　细胞活力检测　采用四唑盐（ＭＴＴ）法
［５］。

１．４　统计学方法　所有数据以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１１．５统

计软件进行统计分析，行狋检验和单因素方差分析。

２　结　　果

２．１　本实验利用分子克隆技术，成功地将编码人Ｂｃｌ２ｃＤＮＡ

完整开放阅读框，具有抗凋亡能力的Ｂｃｌ２基因克隆到第五型

腺病毒穿梭质粒ｐＡｄＣＭＶ的ＥｃｏＲⅤ和 ＨｉｎｄⅢ位点上，得到

ｐＡｄ／Ｂｃｌ２，经酶切鉴定克隆成功。

２．２　将含有外源基因Ｂｃｌ２的腺病毒穿梭质粒以及含ＬａｃＺ

ｃＤＮＡ的ｐＡｄＣＭＶ／ＬａｃＺ分别与含有腺病毒基因组的大质粒

ＰＪＭ１７通过脂质体ＤＯＴＡＰ介导共转染２９３细胞，产生细胞病

变并出现病毒空斑。将产生细胞病变的２９３细胞的培养上清

液感染正常２９３细胞４８ｈ后，细胞经原位杂交、免疫组化染色

鉴定，结果表明外源基因Ｂｃｌ２能在２９３细胞中表达。感染重

组腺病毒的２９３细胞进行色勒染色，光镜下见大量的嗜酸性包

涵体。结果提示作者已经成功地得到能携带外源Ｂｃｌ２基因

进行转染的、具有感染活力的复制缺陷型重组腺病毒。

２．３　收集到的重组腺病毒经病毒空斑形成试验测定　ＡｄＣ

ＭＶ／ｓＢｃｌ２和 ＡｄＣＭＶ／ＬａｃＺ滴度分别为８．４×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ

和１．４×１０１０ｐｆｕ／ｍＬ，远远超出目前文献报道的常用滴度１×

１０９ｐｆｕ／ｍＬ以上的要求，为进一步实验提供了保证。

２．４　ＲＴＰＣＲ结果显示，转染空腺病毒载体的对照组Ｂｃｌ２微

弱表达，而重组腺病毒ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染后的ＩＥＣ６细胞可

扩增出４５８ｂｐ的特异性条带，其中ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染４８ｈ的

ＩＥＣ６细胞Ｂｃｌ２表达最强（图１）。

　　注：Ｍ：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１：空载体转染４８ｈ；２：ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转

染２４ｈ；３：ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染４８ｈ；４：ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染７２ｈ。

图１　ＲＴＰＣＲ方法检测肠上皮细胞中转染Ｂｃｌ２基因的表达

２．５　Ａｄ／ＣＭＶＢｃｌ２转染对缺氧再复氧后细胞凋亡及死亡的

影响　 Ａｄ／ＣＭＶＢｃｌ２转染组活细胞率明显高于缺氧复氧

组，死亡率明显低于缺氧复氧组，细胞凋亡率显著低于缺氧复

氧组。

２．６　Ａｄ／ＣＭＶＢｃｌ２转染对缺氧再复氧后细胞活力的影响　

ＭＴＴ比色法检测结果显示，与对照组比较，缺氧复氧组ＩＥＣ６

细胞活力明显下降，ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染组细胞活力显著高于

缺氧复氧组（表１）。

表１　肠上皮细胞缺氧复氧后细胞活力

　变化（狀＝８，ＭＴＴ比色法）

组别 对照组 缺氧复氧组 ＡｄＣＭＶ／Ｂｃｌ２转染组

ＯＤ值 ０．５３±０．１２ ０．３７±０．０６ ０．４５±０．０４＃

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５，犘＜０．０１；与缺氧复氧组比较，＃

犘＜０．０５。

３　讨　　论

肠缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，简称Ｉ／Ｒ）

是外科实践中常见的组织器官损伤之一，有作者甚至提出将肠

道称为“应激条件下的中心器官”［６］。因此肠Ｉ／Ｒ近年来越来

越受到重视，其发生发展机制及防治措施的研究也成为外科领

域的重点课题之一。肠上皮细胞是构成肠道黏膜屏障的主要

成分，它具有增殖代谢旺盛、更新周期短等生理特点，对缺血缺

氧和缺血再灌注损伤极为敏感。小肠缺血再灌注损伤后肠上

皮细胞的大量凋亡导致细胞间的紧密连接丧失，肠屏障功能受

损，细菌或内毒素可通过细胞间隙直接入血或淋巴循环，是不

可逆休克和多器官功能衰竭的重要因素［７８］。

对缺血再灌注损伤的肠组织及肠腔脱落细胞的大量研究

表明：细胞凋亡与坏死共存于其中，细胞凋亡是主要的细胞死

亡形式；缺血诱导凋亡，再灌注加剧凋亡。作者近期实验研究

表明，缺血再灌注损伤大鼠小肠细胞凋亡特征是：凋亡细胞主

要发生于小肠上皮细胞，最先分布于绒毛顶端，逐步扩散至绒

毛中下部，固有层和隐窝也有部分凋亡出现［９］。严重创伤休克

后，大量过度的黏膜细胞凋亡，必然导致黏膜屏障的损伤，导致

肠源性感染的发生。因此进一步研究缺血再灌注损伤小肠上
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皮细胞的凋亡机制及药物防治，无疑对临床防治肠源性感染具

有十分重要意义。

Ｂｃｌ２是从Ｂ细胞淋巴瘤染色体上克隆得到的一个原癌基

因，对细胞死亡有明显的抑制作用，被称为“抗死亡基因”，Ｂｃｌ

２基因这种抗死亡效应无细胞周期特异性。许多研究推测，在

缺血再灌注条件下的Ｂｃｌ２激活可能在肠道细胞中起到重要

的内源性抑制凋亡作用［３］。

Ｂｃｌ２能有效地抑制细胞凋亡，而在正常小肠组织中Ｂｃｌ２

基因不表达或微弱表达，使人们自然考虑到增加抗凋亡蛋白的

生成而减少促凋亡蛋白的生成，将是治疗缺血性凋亡的关键。

近年来，许多学者开始尝试利用转基因手段，将抑制凋亡基因

Ｂｃｌ２的过度表达用来保护缺血缺氧细胞免于凋亡，并取得一

定效果［１０１１］。但是利用转染Ｂｃｌ２基因对缺血缺氧或缺血再

灌注损伤肠上皮细胞的保护作用尚未见报道。

本研究应用复制缺陷重组腺病毒载体介导Ｂｃｌ２基因转

染体外培养的小肠上皮细胞，证实重组腺病毒转染的Ｂｃｌ２在

体外培养的小肠上皮细胞中有明确表达。并通过细胞活力、凋

亡及死亡水平的检测分析，证实重组腺病毒介导的Ｂｃｌ２基因

转染可保护肠上皮细胞抵抗缺氧再复氧损伤，具有显著的细胞

保护作用，为后续的体内转染实验提供了依据。
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ＮａＣｌ溶液处理，但方法简单，价格便宜。药店里卖的注射用生

理盐水是０．９％ ＮａＣｌ溶液，３００ｍＬ的价格是１．２元，将其用

蒸馏水稀释到０．２％即可。用３００ｍＬ０．９％ ＮａＣｌ溶液可以配

成１３５０ｍＬ０．２％的 ＮａＣｌ溶液，可以用１３５次（１０ｍＬ／次），

每次的费用不到１分钱。

２．２　保留了试剂盒的快速、简捷的特点　过去实验室常用的

方法有高盐法、超声波处理法［２］、氯化钠沉淀法［３］、简化盐析

法［４］、血液ＤＮＡ提取法
［５］、碘化钾法、酚／氯仿法［６］、氯仿／异

戊醇法［７］等，和过去常用的方法相比，本方法不需要使用传统

的有毒的苯酚等试剂，快速、简捷，一个样品操作一般可在１ｈ

左右完成。虽然作者的方法增多了白细胞收集这一项，但该项

的操作只需１０～１５ｍｉｎ即可完成。

２．３　提取出的基因组ＤＮＡ量较大　１００μＬ全血中可以提取

３～１５μｇ基因组ＤＮＡ，同样的试剂量，采用作者的方法可以从

３ｍＬ全血中提取出７５～１５０μｇ基因组ＤＮＡ。使试剂的使用

率提高了１０倍。

２．４　提高 ＰＣＲ 扩增效率　如果用大量全血提取基因组

ＤＮＡ，血浆中的残留物会阻碍ＰＣＲ反应的效率，而采用作者

的方法，先收集白细胞再抽提基因组ＤＮＡ，就可以避免这一影

响，对下一步实验有好处。

综上所述，采用０．２％ ＮａＣｌ溶液处理收集白细胞，再用基

因组ＤＮＡ提取试剂盒抽提基因组ＤＮＡ的方法，具有经济、快

捷、大量的特点，值得推广。
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