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摘要：　为揭示氧化应激在重组腺相关病毒２型（ｒＡＡＶ２）转导中的作用，以过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）和铁过载（Ｆｅ

ＮＴＡ）氧化应激为模型，在２９３Ｔ，ＬＯ２，Ｈｅｌａ，Ａ５４９细胞中，从转基因表达量、阳性细胞数、基因组数和病毒衣

壳分布等方面研究氧化应激对ｒＡＡＶ２转导的影响．实验结果表明：Ｈ２Ｏ２ 和ＦｅＮＴＡ能促进ｒＡＡＶ２转导，转

基因表达量、阳性细胞数、基因组数与对照组相比的差异具有显著的统计学意义；细胞转导１２ｈ后，氧化应激

组核周围衣壳分布数目显著比对照组多，氧化应激能够促使ｒＡＡＶ２长时间聚集在细胞核周围；当氧化应激

产生的活性氧（ＲＯＳ）被犖乙酰犔半胱氨酸（ＮＡＣ）消除，则氧化应激促ｒＡＡＶ２转导作用消失，说明氧化应激

通过ＲＯＳ发挥促进ｒＡＡＶ２转导作用．
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腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）是一种无包膜、单链的ＤＮＡ病毒，需要腺病毒或单纯疱

疹病毒辅助才可进行复制，ＡＡＶ基因组可以在细胞和组织中长期存在，迄今未发现ＡＡＶ与任何人类

疾病相关［１２］．而重组ＡＡＶ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ｒＡＡＶ）载体，因具有免疫原性小、宿主

范围广、理化性质稳定、能长期表达外源基因等优点，被公认为是基因治疗的理想载体［３４］．２０１７年１２

月，以ｒＡＡＶ为载体治疗遗传性视网膜病变的基因药物Ｌｕｘｔｕｒｎａ在美国上市，这无疑给以ｒＡＡＶ为载

体的基因治疗带来了前所未有的光明［５７］．

但在临床实验中，ｒＡＡＶ也遇到表达效率低的问题，提高ｒＡＡＶ的表达效率成为基因治疗领域需

解决的一个问题［８９］．血清型筛选、衣壳蛋白突变和修饰、基因组改造等生物技术在提高表达效率方面取

得了一定进展［１０１１］．除了生物技术策略外，现已有多种非生物技术策略可提高ｒＡＡＶ载体表达效率，如

ＤＮＡ损伤剂（紫外线、γ射线、顺铂）、泛素蛋白酶体抑制剂（ＭＧ１３２，ＬｎＬＬ）、ＤＮＡ合成酶抑制剂（巴菲

敌柯林、羟基脲）、ＤＮＡ拓扑异构酶抑制剂（喜树碱、依托泊苷）等
［１２１４］．这些手段可以影响ｒＡＡＶ载体

在细胞质内的传递，或影响其在核内的行为，在表达效率优化方面表现出了良好的应用前景．

氧化应激会造成生物膜不饱和脂肪酸过氧化、ＤＮＡ损伤等，而ＤＮＡ损伤剂已证实可促进ｒＡＡＶ

转导，但氧化应激促进ｒＡＡＶ转导的机制目前尚未研究清楚．在细胞中，过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）的初始产物

通常认为是活性氧（ＲＯＳ）或超氧阴离子，Ｈ２Ｏ２ 也被认为是活性氧中间体（ＲＯＩ）介导的细胞损伤的关键

物质．Ｈ２Ｏ２ 产物羟基自由基（ＨＯ·）可以氧化ＤＮＡ、蛋白质和膜脂质，导致细胞损伤．本文以重组腺相

关病毒２型（ｒＡＡＶ２）为材料，研究 Ｈ２Ｏ２ 和铁过载（ＦｅＮＴＡ）处理前、后，细胞中ｒＡＡＶ２转基因表达

量、阳性细胞数和基因组数目的变化，从ＲＯＳ角度揭示氧化应激促进ｒＡＡＶ２转导的分子机制．

１　材料与方法

１．１　材料

聚乙烯亚胺（ＰＥＩ，美国Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ公司）；蛋白罗丹明标记试剂盒（上海生工生物工程股份有限公

司）；超氧化物阴离子荧光探针（Ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；硝酸铁（Ｆｅ（ＮＯ３）３）、次氮基三

乙酸（ＮＴＡ）、Ｈ２Ｏ２（美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；ＤＭＥＭ培养基、１６４０培养基、胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；核

酸酶Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ（德国 Ｍｅｒｋ公司）；ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅ试剂盒（德国ＱＩＡＧＥＮ公司）；ＳｙｂｒＧｒｅｅｎ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（南京诺唯赞生物科技股份有限公司）．

１．２　狉犃犃犞２载体的制备

参照本实验室的ｒＡＡＶ制备方法
［１５１６］：待２９３Ｔ细胞密度达到８５％时，将三质粒与ＰＥＩ按照质量

比为１∶３进行混合后共转染２９３Ｔ细胞；转染７２ｈ后收获细胞，裂解并用Ｂｅｎｚｏｎａｓｅ处理；氯化铯密度

梯度离心分离、透析和浓缩制备符合实验要求的ｒＡＡＶ２载体；最后，进行实时荧光定量聚合酶链式反

应（ｑＰＣＲ）分析．

１．３　狉犃犃犞２载体的标记

参考文献［１７］的方法，利用蛋白罗丹明标记试剂盒对ｒＡＡＶ２进行四甲基罗丹明（ＴＡＭＲＡ）的荧

光标记，并用于共聚焦成像．将物质的量比为１∶５０００的ｒＡＡＶ２载体和 ｍｏｎｏＮＨＳＴＡＭＲＡ分子在

室温下孵育４５ｍｉｎ，然后通过ＳｐｉｎＯＵＴＧＴ６００型色谱柱去除未结合的染料，再利用ｑＰＣＲ对ｒＡＡＶ２

进行定量分析．Ｈ２Ｏ２ 刺激 Ｈｅｌａ细胞１２ｈ后，ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２以感染复数（ＭＯＩ）为１∶２０００转导

Ｈｅｌａ细胞，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤３次；采用质量浓度为０．０４ｇ·ｍＬ
－１的多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ

洗涤２次，再用双蒸水洗涤；最后，用４′，６二脒基２苯基吲哚（４′，６ｄｉａｍｉｄｉｎｏ２ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）进

行复染，利用ＺｅｉｓｓＬＳＭ７１０型激光共聚焦显微镜分析ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２病毒载体的亚细胞定位．

１．４　转导实验

按照每孔１×１０５ 个将细胞接种至２４孔板，根据设置的时间在转导前进行氧化应激，随后用表达荧
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光素酶（Ｇａｕｓｓｉａｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ，Ｇｌｕｃ）或绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）转基因的ｒＡＡＶ２进

行转导，转导后利用ＩｎｃｕＣｙｔｅ实时动态细胞成像分析系统检测阳性细胞数、荧光强度或取上清测定

Ｇｌｕｃ的表达量．

１．５　狉犃犃犞２基因组提取和狇犘犆犚定量

ｒＡＡＶ２转导细胞１２ｈ后，通过胰蛋白酶消化收集细胞，利用ＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆Ｔｉｓｓｕｅ试剂盒收集

总ＤＮＡ，采用ｑＰＣＲ方法分析ｒＡＡＶ２基因组数目，按照文献［１８］的方法进行病毒基因组定量．以ＧＦＰ

（正向引物，５′ＧＡＧＣＧＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＡ３′；反向引物，５′ＴＣＣＴＴＧＡＡＧＴＣＧＡＴＧＣＣＣＴＴ３′）、

Ｇｌｕｃ（正 向引物，５′ＡＡＴＧＣＣＣＧＧＡＡＡＧＣＴＧＧＣＴＧ３′；反 向 引物，５′ＣＧＡＴＧＡＡＣＴＧＣＴＣＣＡＴ

ＧＧＧＣ３′）、人 β 肌 动 蛋 白 （正 向 引 物，５′ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ３；反 向 引 物，５′

ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３′）为引物，以ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ为染料进行ｑＰＣＲ反应，反应

条件为９５℃，２ｍｉｎ，之后按９５℃，１０ｓ；６０℃，１０ｓ；７２℃，１０ｓ循环４０次．

１．６　犎２犗２ 应激模型

以每孔４．０×１０３ 个细胞接种于９６孔板，细胞贴壁后，加入终浓度分别为２５，５０，１００，２００，４００，８００

μｍｏｌ·Ｌ
－１的 Ｈ２Ｏ２，按照设定的时间进行ｒＡＡＶ２转导，利用ＩｎｃｕＣｙｔｅ实时动态细胞成像分析系统监

测细胞中绿色荧光表达情况，统计分析阳性细胞数和荧光强度．

１．７　犉犲犖犜犃应激模型

参照文献［１９］的方法，取２０ｍＬ１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｆｅ（ＮＯ３）３ 溶液与２０ｍＬ３００ｍｍｏｌＬ
－１ＮＴＡ溶液

混合，用１ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸氢钠溶液调节至ｐＨ＝７．４，定容至１００ｍＬ，配成２０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１的ＦｅＮＴＡ母

液．以每孔４．０×１０３ 个细胞接种于９６孔板，细胞贴壁后，加入终浓度分别为１２．５，２５．０，５０．０，１００．０，

２００．０，４００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１的ＦｅＮＴＡ溶液，按照设定的时间和 ＭＯＩ进行ｒＡＡＶ２转导，利用ＩｎｃｕＣｙｔｅ

实时动态细胞成像分析系统监测细胞中绿色荧光表达情况，统计分析阳性细胞数和荧光强度．

１．８　细胞内犚犗犛检测

细胞经过氧化应激和转导处理后，去除培养液，用ＰＢＳ冲洗２遍；然后，加入１０μｍｏｌ·Ｌ
－１超氧化

物阴离子荧光探针（Ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ）工作液，３７℃孵育６０ｍｉｎ，用ＰＢＳ清洗２遍；荧光显微镜观

察拍照，利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件进行荧光强度分析．

１．９　数据统计

所有数据用平均值±标准偏差（狓±狊）表示，结果采用ＳＰＳＳ统计学分析，犘＜０．０５表示差异具有

统计学意义，犘＜０．０１表示差异极具统计学意义．

２　实验结果与分析

２．１　犎２犗２ 和犉犲犖犜犃对细胞活力的影响

氧化应激对细胞活力的影响，如图１所示．图１中：犮为浓度；η为细胞活力．

　　（ａ）Ｈ２Ｏ２　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＦｅＮＴＡ

图１　氧化应激对细胞活力的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

由图１（ａ）可知：当加入的 Ｈ２Ｏ２ 浓度犮（Ｈ２Ｏ２）＝４００μｍｏｌ·Ｌ
－１时，细胞活力为（８６．３±４．３）％，与
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对照组相比，差异具有统计学意义；当犮（Ｈ２Ｏ２）＝８００μｍｏｌ·Ｌ
－１时，细胞活力为（６５．７±３．９）％，与对

照组相比，差异具有统计学意义；而当犮（Ｈ２Ｏ２）＝２００μｍｏｌ·Ｌ
－１时，细胞活力为（９３．６±３．９）％，与对

照组相比，差异无统计学意义．

由图１（ｂ）可知：当犮（ＦｅＮＴＡ）＝４００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１时，细胞活力为（８４．６±４．６）％，与对照组相比，

差异具有统计学意义；而犮（ＦｅＮＴＡ）＝２００．０μｍｏｌ·Ｌ
－１时，细胞活力为（９２．９±５．４）％，与对照组相

比，差异无统计学意义．

２．２　犎２犗２ 促进狉犃犃２转导

不同细胞中添加 Ｈ２Ｏ２ 对ｒＡＡＶ２转基因表达的影响，如图２所示．图２中：犖１ 为不同 Ｈ２Ｏ２ 浓度

处理组ｒＡＡＶ２转基因表达量与对照组ｒＡＡＶ２转基因表达量的比值．由图２可知：Ｈ２Ｏ２ 能够促进

ｒＡＡＶ２转基因在２９３Ｔ细胞中表达，随着 Ｈ２Ｏ２ 浓度的增高，Ｇｌｕｃ的表达量增大，与对照组相比，差异

具有统计学意义．５０μｍｏｌ·Ｌ
－１组Ｇｌｕｃ的表达量是对照组的１．４倍；１００μｍｏｌ·Ｌ

－１组Ｇｌｕｃ的表达量

是对照组的２．５倍；２００μｍｏｌ·Ｌ
－１组Ｇｌｕｃ的表达量是对照组的３．６倍（图２（ａ））．在ＬＯ２，Ｈｅｌａ，Ａ５４９

细胞中，Ｈ２Ｏ２ 均能促进ｒＡＡＶ转基因的表达，与对照组相比，差异具有统计学意义（图２（ｂ）～（ｄ））．

（ａ）２９３Ｔ细胞　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＬＯ２细胞

　（ｃ）Ｈｅｌａ细胞　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）Ａ５４９细胞

图２　不同细胞中添加 Ｈ２Ｏ２ 对ｒＡＡＶ２转基因表达的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｄｉｎｇＨ２Ｏ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓｏｎｒＡＡＶ２ｔｒａｎｓｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

不同Ｈ２Ｏ２ 浓度对ｒＡＡＶ２转导的影响，如图３所示．图３中：狀为ＧＦＰ阳性表达细胞数；犖２ 为不

同 Ｈ２Ｏ２ 浓度处理组病毒基因组数与对照组病毒基因组数的比值．图３（ａ）～（ｅ）为ＧＦＰ阳性表达细胞

及其数量的统计结果．由图３（ｅ）可知：Ｈ２Ｏ２ 处理组阳性表达细胞数与对照组相比差异具有统计学意

义；当Ｈ２Ｏ２ 浓度分别为５０，１００，２００μｍｏｌ·Ｌ
－１时，其阳性表达细胞数分别为（１８３±１６），（２４８±２２），

（４２１±２５）个·ｍｍ－２．ｒＡＡＶ转导细胞１２ｈ后提取基因组的结果，如图３（ｆ）所示．由图３（ｆ）可知：Ｈ２Ｏ２

　　　　（ａ）对照组　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）犮（Ｈ２Ｏ２）＝５０μｍｏｌ·Ｌ
－１
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　（ｃ）犮（Ｈ２Ｏ２）＝１００μｍｏｌ·Ｌ
－１
　　　　　　　　　（ｄ）犮（Ｈ２Ｏ２）＝２００μｍｏｌ·Ｌ

－１

（ｅ）阳性细胞数　　　　　　　　　　　　　 　　　（ｆ）基因组数

图３　不同 Ｈ２Ｏ２ 浓度对ｒＡＡＶ２转导的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨ２Ｏ２ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｒＡＡＶ２ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

氧化应激处理组的基因组数明显比对照组多；浓度为５０，１００，２００μｍｏｌ·Ｌ
－１ Ｈ２Ｏ２ 处理组的基因组数

分别是对照组的（１．５５±０．２１），（２．３３±０．２５），（３．２８±０．２５）倍．

２．３　犉犲犖犜犃氧化应激促进狉犃犃犞２转导

不同细胞中添加ＦｅＮＴＡ对ｒＡＡＶ２转基因表达的影响，如图４所示．图４中：犖３ 为不同ＦｅＮＴＡ

浓度处理组ｒＡＡＶ２转基因表达量与对照组ｒＡＡＶ２转基因表达量的比值．

　（ａ）２９３Ｔ细胞　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＬＯ２细胞

　（ｃ）Ｈｅｌａ细胞　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）Ａ５４９细胞

图４　不同细胞添加ＦｅＮＴＡ对ｒＡＡＶ２转基因表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｄｉｎｇＦｅＮＴＡｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｓｏｎｒＡＡＶ２ｔｒａｎｓｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

由图４可知：在２９３Ｔ细胞中，２５μｍｏｌ·Ｌ
－１ＦｅＮＴＡ能促进Ｇｌｕｃ表达，其表达量是对照组的１．５

倍，５０μｍｏｌ·Ｌ
－１ＦｅＮＴＡ促进Ｇｌｕｃ表达量是对照组的２．３倍，１００μｍｏｌ·Ｌ

－１ＦｅＮＴＡ促进Ｇｌｕｃ表

达量是对照组的３．６倍，与对照组相比，差异具有统计学意义；在ＬＯ２，Ｈｅｌａ，Ａ５４９细胞中，ＦｅＮＴＡ氧
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化应激同样能促进ｒＡＡＶ２转基因表达．

不同ＦｅＮＴＡ浓度对ｒＡＡＶ２转导的影响，如图５所示．图５中：犖４ 为不同ＦｅＮＴＡ浓度处理组病

毒基因组数与对照组病毒基因组数的比值．由图５（ａ）～（ｅ）可知：在ＦｅＮＴＡ氧化模型中，２５，５０，１００

μｍｏｌ·Ｌ
－１ＦｅＮＴＡ处理组的ＧＦＰ阳性细胞数分别为（１７８±１４），（２８８±２４），（４２８±２８）个·ｍｍ－２，与

对照组相比，差异均具有统计学意义．经ＦｅＮＴＡ处理后，提取细胞中ｒＡＡＶ２基因组进行定量分析，结

果如图５（ｆ）所示．由图５（ｆ）可知：２５，５０，１００μｍｏｌ·Ｌ
－１ＦｅＮＴＡ处理组的病毒基因组数目分别是对照

组的（１．４５±０．１９），（２．４５±０．２３），（３．２９±０．３１）倍．

　　　 （ａ）对照组　　　　　　　　　　　　（ｂ）犮（ＦｅＮＴＡ）＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１

（ｃ）犮（ＦｅＮＴＡ）＝５０μｍｏｌ·Ｌ
－１
　　 　　　　　（ｄ）犮（ＦｅＮＴＡ）＝１００μｍｏｌ·Ｌ

－１
　

（ｅ）阳性细胞数　　　　　　　　　　　　　　　　（ｆ）基因组数　

图５　不同ＦｅＮＴＡ浓度对ｒＡＡＶ２转导的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＦｅＮＴＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｒＡＡＶ２ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

２．４　犚犗犛促使狉犃犃犞２在细胞中的积累

有研究表明，ｒＡＡＶ２首先转运至核周区域的微管上，然后一部分ｒＡＡＶ２颗粒进入细胞核，在细胞

核内脱壳［１８，２０２１］．利用荧光标记的ｒＡＡＶ２（ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２）结合共聚焦显微镜的方法，对ｒＡＡＶ２在

氧化应激细胞中的运输及分布进行分析．不同处理组ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２的亚细胞定位，如图６所示．

由图６可知：在转导后３ｈ，对照组和 Ｈ２Ｏ２ 处理组的ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２在细胞内的定位差异非常

小（图６（ａ），（ｅ））；然而，转导后６ｈ，对照组细胞核周围有一些ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２载体聚集（图６（ｂ）），但

Ｈ２Ｏ２ 处理的细胞中ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２载体在核周的积累量更多（图６（ｆ））；转导后１２ｈ，对照组ＴＡＭ

ＲＡｒＡＡＶ２载体急剧减少（图６（ｃ）），而 Ｈ２Ｏ２ 处理组 ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２载体聚集在核孔附近（图６

（ｇ））；转导后２４ｈ，这种作用更加明显，对照组的细胞中几乎没有残留ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２病毒载体（图６

（ａ）ＰＢＳ处理３ｈ　　　　（ｂ）ＰＢＳ处理６ｈ　　　　（ｃ）ＰＢＳ处理１２ｈ　　　　（ｄ）ＰＢＳ处理２４ｈ
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　（ｅ）Ｈ２Ｏ２ 处理３ｈ　　　（ｆ）Ｈ２Ｏ２ 处理６ｈ　　　　（ｇ）Ｈ２Ｏ２ 处理１２ｈ　 　　（ｈ）Ｈ２Ｏ２ 处理２４ｈ

图６　不同处理组ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２的亚细胞定位

Ｆｉｇ．６　ＳｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

（ｄ）），而 Ｈ２Ｏ２ 处理的细胞中仍然有ＴＡＭＲＡｒＡＡＶ２载体在核周区域聚集（图６（ｈ））．这些数据表明，

Ｈ２Ｏ２ 可防止转导过程中细胞内ｒＡＡＶ２的损失．

氧化应激过程会产生大量的ＲＯＳ，ＲＯＳ被认为是氧化应激对细胞产生损伤的主要物质，而ＲＯＳ是

否是促进ｒＡＡＶ２转导的主要物质还需进一步验证．不同ＦｅＮＴＡ浓度对ＲＯＳ产生的影响，如图７所

示．图７中：ＲＬＵ为相对光单位．由图７可知：ＦｅＮＴＡ处理后的细胞都会在细胞内形成ＲＯＳ，而且随着

ＦｅＮＴＡ浓度的增大，荧光强度增高，细胞中ＲＯＳ水平增高．

　　　　 　（ａ）对照组　　　　　　 （ｂ）犮（ＦｅＮＴＡ）＝２５μｍｏｌ·Ｌ
－１
　 （ｃ）犮（ＦｅＮＴＡ）＝５０μｍｏｌ·Ｌ

－１

（ｄ）犮（ＦｅＮＴＡ）＝１００μｍｏｌ·Ｌ
－１
　　　　　　　　　　　（ｅ）ＲＯＳ定量分析　　

图７　不同ＦｅＮＴＡ浓度对ＲＯＳ产生的影响

Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＦｅＮＴＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎＲＯＳｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

用犖乙酰犔半胱氨酸（ＮＡＣ）清除细胞内ＲＯＳ，考察ＲＯＳ是否介导ｒＡＡＶ２转导，结果如图８所

示．由图８可知：Ｈ２Ｏ２ 诱导生成的ＲＯＳ随着ＮＡＣ浓度的增大而逐渐减少，其中，１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＮＡＣ

处理后细胞内的ＲＯＳ水平与对照组相比，差异无统计学意义；而阳性细胞数目和ＧＦＰ表达量也随着

　　　　（ａ）对照组　　　　　　　　　　（ｂ）Ｈ２Ｏ２　　　　　（ｃ）Ｈ２Ｏ２＋１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＮＡＣ

（ｄ）Ｈ２Ｏ２＋５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ＮＡＣ　　　　　（ｅ）Ｈ２Ｏ２＋１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１ＮＡＣ

５９４第４期　　　　　　　　　　王晓，等：氧化应激促进重组腺相关病毒２型体外转导分析
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　　　　（ｆ）ＲＯＳ定量分析　　　　　　　　（ｇ）阳性细胞数目　　　　　　　　　（ｈ）ＧＦＰ荧光强度

图８　ＲＯＳ对ｒＡＡＶ２转导的影响

Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＯＳｏｎｒＡＡＶ２ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

ＮＡＣ浓度的增大而逐渐减少．结果表明，Ｈ２Ｏ２ 通过ＲＯＳ的形成介导促进ｒＡＡＶ２转导，减少ｒＡＡＶ２

在细胞运输过程中的损失，从而促进了ｒＡＡＶ２的转导．

３　结论

研究Ｈ２Ｏ２ 和ＦｅＮＴＡ两种氧化应激对ｒＡＡＶ２体外转导的影响，实验结果显示，氧化应激能够促

进ｒＡＡＶ２转导，在２９３Ｔ，ＬＯ２，Ｈｅｌａ和Ａ５４９细胞中，其表达ＧＦＰ细胞数、Ｇｌｕｃ表达量、病毒基因组数

等与对照组相比，差异均具有统计学意义；Ｈ２Ｏ２ 处理后，ｒＡＡＶ２在胞质内明显增多，且长时间聚集在

核周围；当氧化应激产生的ＲＯＳ被ＮＡＣ清除时，Ｈ２Ｏ２ 促进ｒＡＡＶ转导作用明显减弱，说明ＲＯＳ是

Ｈ２Ｏ２ 促进ｒＡＡＶ转导的主要物质．

ｒＡＡＶ２进入细胞后首先被网格蛋白包裹进入细胞，形成早期内含体、晚期内含体、蛋白酶体，最终

进入细胞核，脱壳、单链合成双链［１４］．氧化应激能够激活细胞中的ｐ５３，ＮＦκＢ，ＪＮＫＮＦκＢ等信号通路，

电离辐射、紫外线激活ＮＦκＢ，激活的ＮＦκＢ能够增强与ＤＮＡ结合力和激活蛋白磷酸酶／激酶途径，促

进ｒＡＡＶ２的转导，而ＮＡＣ在电离辐射和紫外线暴露后能阻止ＮＦκＢ的活化，对ｒＡＡＶ２转导无明显

作用［２２］，电离辐射产生的ＲＯＳ可能是促进ｒＡＡＶ２转导的主要因素．实验进一步证实，ＲＯＳ越多，则促

转导能力越强，ＲＯＳ促使ｒＡＡＶ２在细胞核周围聚集的时间越长，说明ＲＯＳ在ｒＡＡＶ２转导过程可以防

止ｒＡＡＶ２被清除．

研究证实，Ｈ２Ｏ２ 和ＦｅＮＴＡ氧化应激模型可促进ｒＡＡＶ２转导，促进转基因的表达、增加细胞中病

毒基因组数目等，氧化应激产生的ＲＯＳ可延长ｒＡＡＶ２在细胞核周聚集，延缓ｒＡＡＶ２的降解，揭示了

氧化应激促使ｒＡＡＶ２转导的机制，为体外提高ｒＡＡＶ２转导提供方法．
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