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[摘　 要] 　 目的　 探讨移植转染血红素氧合酶 １(ＨＯ￣１)基因的巨噬细胞在减轻大鼠急性心肌梗死(ＡＭＩ)区炎症

和氧化应激损伤中的作用与机制ꎮ 方法　 体外培养大鼠肺泡巨噬细胞(Ｍφ)并分为对照组、腺病毒(Ａｄ)空载体转

染巨噬细胞组(Ａｄ￣Ｍφ 组)、含 ＨＯ￣１ 基因的 Ａｄ 转染巨噬细胞组(Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 组)ꎮ 检测各组的细胞增殖活力、
ＨＯ￣１ 蛋白表达量及培养液中肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)、白细胞介素 ６( ＩＬ￣６)、ＩＬ￣１０ 等细胞因子表达量ꎮ 另以冠状

动脉结扎法建立 ＳＤ 大鼠 ＡＭＩ 模型并随机分为对照组、Ａｄ￣Ｍφ 移植组和 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组ꎬ分别于心肌梗死区多

点注射磷酸缓冲液(ＰＢＳ)、含 Ａｄ￣Ｍφ (２×１０９ / Ｌ)的 ＰＢＳ 液、含 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ(２×１０９ / Ｌ)的 ＰＢＳ 液各 １００ μＬꎬ５ 天后

处死各组大鼠ꎬ取梗死区心肌组织检测 ＨＯ￣１ 蛋白及 ＩＬ￣１２、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１０、单核细胞趋化蛋白 １(ＭＣＰ￣１)等表达量ꎬ
同时检测总抗氧化能力(Ｔ￣ＡＯＣ)和丙二醛(ＭＤＡ)含量ꎮ 结果　 腺病毒转染本身不影响巨噬细胞活力ꎬ但却能将

ＨＯ￣１ 基因转入巨噬细胞并获得高效表达(Ｐ<０.０５)ꎬ转染 ＨＯ￣１ 基因的巨噬细胞可明显降低促炎因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６
表达并升高抗炎因子 ＩＬ￣１０ 的表达(均为 Ｐ<０.０５)ꎮ 与对照组及 Ａｄ￣Ｍφ 移植组比较ꎬＡｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组心肌梗死

区 ＨＯ￣１ 蛋白表达明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ促炎因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１２、ＭＣＰ￣１ 表达减少而抗炎因子 ＩＬ￣１０ 表达增加ꎬ对应的

Ｔ￣ＡＯＣ 升高而 ＭＤＡ 显著降低(均为 Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 能够高表达 ＨＯ￣１ 蛋白并向具有抗炎特性的 Ｍ２
型极化ꎮ 将 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植到大鼠急性心肌梗死区仍能高表达 ＨＯ￣１ 蛋白并显著减轻梗死区的炎症和氧化应激
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Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ ｗｅｒｅ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｏｆ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.　 ５ ｄａｙｓ ｌａｔｅｒꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓ￣
ｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＩＬ￣１２ꎬ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣１０ꎬ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １ (ＭＣＰ￣
１) ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ (Ｔ￣ＡＯＣ) ａｎｄ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ (ＭＤＡ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｉｎｆａｒｃｔｅｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｔｓｅｌｆ ｄｉｄ ｎｏｔ ａｆｆｅｃｔ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｙꎬ ｂｕｔ ｃｏｕｌｄ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ＨＯ￣１ ｇｅｎｅ ｉｎｔｏ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｎｄ ｏｂｔａｉｎ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.　 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏ￣ｉｎ￣
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣６ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ＩＬ￣１０ (Ｐ<０.０５). 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｍｐｌｅ ＡＭＩ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｈｅ Ａｄ￣Ｍφ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｉｎｆａｒｃｔｅｄ ａｒｅａ ｏｆ Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ
ｓｈｏｗｅｄ ｍｕｃｈ ｍｏｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＩＬ￣１０ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ￣αꎬ ＩＬ￣１２ꎬ ＭＣＰ￣１ ｗｈｉｌｅ Ｔ￣ＡＯＣ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ＭＤＡ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ( Ｐ < ０. ０５ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ ｃｏｕｌｄ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ＨＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｏｌａｒｉｚｅ ｉｎｔｏ Ｍ２ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ. 　 Ａｆｔｅｒ ｂｅｉｎｇ
ｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄ ｉｎｔｏ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｅｄ ａｒｅａꎬ ｔｈｅ Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ ｃｏｕｌｄ ｓｔｉｌｌ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ＨＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ
ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆｒａｃｔｅｄ ａｒｅａ.

　 　 近年来在冠心病治疗领域不断取得进步ꎬ特别是

溶栓、急诊 ＰＣＩ 等血运重建措施使急性心肌梗死

(ａｃｕｔｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎꎬＡＭＩ)患者预后大为改

善ꎬ但针对大量已经梗死及后续凋亡心肌细胞的再生

与修复仍未获得重大突破ꎬ由此导致的左心室重构与

心力衰竭将显著增加患者死亡风险ꎮ 理论上干细胞

移植可为心肌细胞再生带来希望ꎬ然急性心肌梗死区

内存在着严重的炎症与氧化应激环境ꎬ成为阻止干细

胞存活、增殖、分化的重要不利因素[１]ꎮ 可见ꎬ设法抑

制心肌梗死区早期的炎症和氧化应激不仅能直接减

轻心肌细胞损伤ꎬ也有利于自体干细胞或移植干细胞

的生存ꎬ更好的发挥心肌再生与修复作用[２]ꎮ 血红素

氧合酶 １(ｈｅｍｅ ｏｘｙｇｅｎａｓｅ￣１ꎬＨＯ￣１)是近年发现的一

个可诱导的细胞内源性保护酶ꎬ在拮抗组织细胞炎症

与氧化应激损伤中起着不可或缺的作用[３￣４]ꎮ 尤其是

近年研究发现ꎬ上调单核巨噬细胞中 ＨＯ￣１ 表达可使

其由促炎作用转变成具有抗炎作用的细胞ꎬ若借助其

炎症趋化特性则很容易进入炎症区域ꎬ从而成为防治

炎症损伤最具吸引力的候选细胞[５]ꎮ Ｆｅｒｅｎｂａｃｈ 等[６]

报道ꎬ给肾缺血再灌注损伤模型大鼠经外周静脉注入

转染 ＨＯ￣１ 基因的巨噬细胞后ꎬ发现这些 ＨＯ￣１￣Ｍφ 能

快速趋化募集于缺血肾组织中并持续高表达 ＨＯ￣１
蛋白ꎬ有效发挥限制局部组织炎症损伤的效果ꎮ 受此

启发ꎬ本文拟探讨转染 ＨＯ￣１ 基因对巨噬细胞(Ｍφ)
特性的影响及移植高表达 ＨＯ￣１ 蛋白的巨噬细胞在

减轻大鼠急性心肌梗死区炎症和氧化应激损伤中的

作用与机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂及材料

内毒素购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬＦ１２￣Ｋ 培养基、胎牛血

清购自上海碧云天生物公司ꎬ装载 ＨＯ￣１ 基因的腺

病毒(Ａｄ￣ＨＯ￣１)购自上海汉恒生物ꎬＰＢＳ 粉剂、大鼠

白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｅｌｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)、ＩＬ￣１２、ＩＬ￣１０、肿
瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒꎬＴＮＦ￣α)、单核细

胞趋化蛋白 １(ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＭＣＰ￣
１)ＥＬＩＳＡ 试剂盒购自重庆海韵生物公司ꎬ总抗氧化

能力( ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙꎬＴ￣ＡＯＣ)检测试剂盒、
脂质氧化丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)检测试剂

盒购自南京建成生物工程研究所ꎮ 大鼠肺泡巨噬

细胞株(ＮＲ８３８３)购自中国科学院细胞库ꎮ ９ 周龄

清洁级雄性 ＳＤ 大鼠由西南医科大学动物实验中心

提供ꎬ体重 ２５０~３００ ｇꎮ 水与饲料由动物随意摄取ꎬ
动物实验依照西南医科大学动物实验委员会许可

协议进行ꎮ
１.２　 巨噬细胞的培养

ＮＲ８３８３ 复苏后置于含 １０％小牛血清及 １％青、
链酶素的 Ｆ１２￣Ｋ 培养基中在 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中

培养ꎬ２~３ 天换液一次ꎬ至细胞融合率大于 ８０％时

即可进行传代培养ꎮ
１.３　 腺病毒转染巨噬细胞

选择处于对数生长期的巨噬细胞进行转染ꎬ巨
噬细胞分为 ３ 组ꎬ对照组:不行腺病毒转染的巨噬细

胞ꎻＡｄ￣Ｍφ:仅以腺病毒空载体转染巨噬细胞ꎻＡｄ￣
ＨＯ￣１￣Ｍφ 组:以装载 ＨＯ￣１ 基因的腺病毒转染巨噬

细胞ꎮ 其中ꎬ对照组细胞仅换液处理ꎬ另两组则用

加入预先稀释并分装好的 Ａｄ 与 Ａｄ￣ＨＯ￣１ 液(１ ×
１０１２ ＰＦＵ / Ｌ) 以感染复数 (ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ
ＭＯＩ)为 １００ 进行转染并继续培养ꎬ２ 天后通过荧光

显微镜观察各组巨噬细胞转染情况(图 １)ꎬ计算巨

噬细胞转染率(转染率＝带荧光巨噬细胞个数 / 细胞

总数×１００％)后备用ꎮ

８６４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ５ꎬ２０１８



图 １. 荧光显微镜下观察腺病毒转染的巨噬细胞(２００×)　 　 左为无荧光视野ꎬ右为有荧光视野ꎮ 可见ꎬＡｄ￣ＨＯ￣１ 转染巨噬细胞的成功

率达到 ８５％以上ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ(２００×)

１.４ 　 ＭＴＴ 法检测腺病毒转染对巨噬细胞活力的

影响

各组取细胞在 ９６ 孔板中以 １×１０３ 个 / 孔细胞接

种ꎬ每组 １５ 孔ꎬ在 ３７℃恒温培养箱中培养 ４８ ｈ 后ꎬ
每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液(５ ｇ / Ｌ)ꎬ继续培养 ４ ｈꎮ
将每孔细胞吸出离心去除上清后再种回原孔ꎬ向每

孔加入 １００ μＬ 二甲基亚砜ꎬ在 ４９０ ｎｍ 波长经酶联

免疫检测仪测定各孔吸光度值(ＯＤ 值)ꎮ
１.５ 　 ＥＬＩＳＡ 检测细胞培养上清液中 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣６、
ＩＬ￣１０ 表达水平

各组均加入终浓度为 １ ｍｇ / Ｌ 的 ＬＰＳ 孵育以活

化巨噬细胞ꎬ２４ ｈ 后取上清液用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ￣
α、ＩＬ￣６、ＩＬ￣１０ꎮ 具体操作按说明书完成ꎬ用酶标仪

在 ４５０ ｎｍ 波长将空白对照孔调零以后测其余反应

孔的 ＯＤ 值ꎮ 将 ＯＤ 值代入标准曲线ꎬ得出样品

浓度ꎮ
１.６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法测定巨噬细胞中 ＨＯ￣１ 蛋白

表达

各组细胞弃上清ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后使之裂

解ꎬ离心后取上清液ꎮ 用二喹啉甲酸(ＢＣＡ)法测各

组细胞蛋白浓度ꎮ 将各组蛋白经凝胶电泳分离ꎬ在
恒压状态下ꎬ１００ Ｖ 转膜 １ ｈꎬ封闭 １ ｈ 后加入稀释后

的一抗ꎬ４℃过夜ꎬ用抗体稀释液稀释 ＨＲＰ￣二抗ꎬ将
膜在二抗中 ２５℃ 下孵育 １ ｈ 后ꎬ用 ＴＢＳＴ 漂洗

３０ ｍｉｎꎬ用 ＴＢＳＴ 洗涤 ＰＶＤＦ 膜 １５ ｍｉｎꎮ 用增强化学

发光法使 ＰＶＤＦ 膜显色ꎬ置于成像系统曝光ꎬ获取目

的条带图像ꎮ 通过图像扫描仪扫描胶片ꎬ图像条带

灰度值的测定采用 Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏ ｐｌｕｓ 软件分析ꎬ并以每

份样本 ＨＯ￣１ / ＧＡＰＤＨ 灰度值的比值代表 ＨＯ￣１ 相

对表达量ꎮ
１.７　 大鼠 ＡＭＩ 模型建立及细胞移植

大鼠术前禁食 １２ ｈꎬ以腹腔注射戊巴比妥钠

(３０ ｍｇ / ｋｇ)麻醉后行气管切开插管ꎬ呼吸机辅助通

气ꎬ连接心电生理记录仪ꎬ开胸后根据文献[７￣８]于肺动

脉圆锥和右心耳连线中点下 ２ ~ ４ ｍｍ 进针ꎬ深度约

３ ｍｍꎬ观察到大鼠心电图有 ＳＴ 段抬高 (图 ２)ꎬ表示

大鼠 ＡＭＩ 模型建立成功ꎮ ＡＭＩ 模型大鼠随机分为 ３
组(每组 ６ 只)分别行不同的细胞移植操作ꎮ 对照组:
向左心室前壁扇形缺血区域与正常心肌组织交界处

４ 点注射纯 ＰＢＳ 液共 １００ μＬꎻＡｄ￣Ｍφ 移植组:同上法

注射含 Ａｄ￣Ｍφ (２×１０９ / Ｌ)的 ＰＢＳ 液共 １００ μＬꎻＡｄ￣
ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组:同上法注射含 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ (２ ×
１０９ / Ｌ)的 ＰＢＳ 液共 １００ μＬꎮ 术后每只大鼠每天予以

青霉素 １ 万 Ｕ 腹腔注射抗感染ꎬ连续 ５ 天ꎮ

图 ２. 大鼠冠状动脉前降支结扎前、后的心电图变化　 　 从上

至下依次为前降支结扎前、前降支结扎后 １０ ｍｉｎ 及前降支结扎后

３０ ｍｉｎꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｒｄｉｏｇｒａｍ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ
ａｆｔｅｒ ＡＭＩ

１.８　 梗死区心肌组织内各项生化指标及被标记细

胞的归巢情况检测

移植后 ２４ ｈ 再次麻醉处死大鼠ꎬ取各组大鼠心

肌梗死区组织约 １５０ ｍｇ 行组织匀浆ꎬ用 ＥＬＩＳＡ 法测
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ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１２、ＩＬ￣１０、ＭＣＰ￣１ 等的表达量(同 １.５)ꎻ用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＯ￣１ 蛋白表达量 (同 １. ６)ꎻ用

ＦＲＡＰ 法检测 Ｔ￣ＡＯＣꎬ并用硫代巴比妥酸显色法检

测 ＭＤＡꎬ具体操作均按试剂盒说明书进行ꎮ
另取梗死区组织切片在荧光显微镜下观察标

记的细胞ꎬ每个心脏随机标本选定 １０ 个高倍视野进

行荧光细胞计数ꎬ取平均数并以 ｘ±ｓ 表示ꎬ以比较两

组标记细胞的归巢情况ꎮ
１.９　 统计学方法

计量资料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间比较采用 ＳＰＳＳ１９.０
统计软件进行单因素方差分析(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)
及 ＬＳＤ 法ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 腺病毒转染对巨噬细胞活性的影响

比较各组巨噬细胞 ＭＴＴ 法测定的 ＯＤ 值均无

统计学差异(Ｐ>０.０５)ꎬ说明腺病毒转染对巨噬细胞

活力没有明显影响(表 １)ꎮ

表 １. 各组细胞 ＭＴＴ 测定结果(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １５)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＴＴ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ １５)

分　 组 ＯＤ 值

对照组 ０.１４４±０.０３５

Ａｄ￣Ｍφ 组 ０.１５０±０.０３１

Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 组 ０.１６０±０.０３７

２.２　 腺病毒转染 ＨＯ￣１ 基因入巨噬细胞的效果

与 Ａｄ￣Ｍφ 组(０.１０７±０.０６０)比较ꎬＡｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ
组 ＨＯ￣１ 蛋白表达 ( ０. ９０８ ± ０. ０５５) 明显增多 (Ｐ <
０.０５)ꎬ说明以腺病毒为载体能够将 ＨＯ￣１ 基因高效

转染给巨噬细胞并实现目的基因的表达(图 ３)ꎮ
２.３ 　 脂多糖处理各组巨噬细胞后 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 及

ＩＬ￣１０ 的表达

与对照组比较ꎬＡｄ￣Ｍφ 组 ＩＬ￣１０、ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的

表达量均无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎬ但与对照组及 Ａｄ￣
Ｍφ 组相比ꎬＡｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 组 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 的表达明

显降低(Ｐ<０.０５)ꎬＩＬ￣１０ 表达则明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ
表明腺病毒空载体转染并不影响巨噬细胞的原有

特性ꎬ但用腺病毒将 ＨＯ￣１ 基因转染到巨噬细胞内

并高效表达 ＨＯ￣１ 蛋白后ꎬ即可降低促炎因子 ＩＬ￣６、
ＴＮＦ￣α 的表达而增加抗炎因子 ＩＬ￣１０ 的表达ꎬ表明

Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 已由经典的促炎特性转变为抗炎特性

(表 ２)ꎮ

图 ３. Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａｄ￣Ｍφ组与 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ组 ＨＯ￣１
蛋白表达

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＯ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａｄ￣Ｍφ
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ ｇｒｏｕｐ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

表 ２. 各组细胞 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α和 ＩＬ￣１０的表达(ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌꎬｎ＝６)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＩＬ￣６ꎬＴＮＦ￣α ａｎｄ ＩＬ￣１０ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌꎬｎ＝ ６)

分　 组 ＩＬ￣６ ＴＮＦ￣α ＩＬ￣１０

对照组 ４１.８５±４.１３ ６３.６１±７.６０ ４３.５３±１２.７５
Ａｄ￣Ｍφ 组 ４４.０５±５.２４ ６６.０９±６.２４ ３９.６３±１７.７０
Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 组 １３.５５±４.１０ａ ３４.００±７.０５ａ １０１.０２±１６.６８ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组和 Ａｄ￣Ｍφ 组比较ꎮ

２.４　 巨噬细胞移植对梗死区心肌组织 ＨＯ￣１ 蛋白表

达的影响

在 ＡＭＩ 模型大鼠梗死区行不同的巨噬细胞移

植ꎬ２４ ｈ 后检查发现ꎬＡｄ￣Ｍφ 移植组梗死区心肌组

织内 ＨＯ￣１ 蛋白表达与对照组之间差异无显著性

(Ｐ>０.０５)ꎬ但相比对照组及 Ａｄ￣Ｍφ 移植组ꎬＡｄ￣ＨＯ￣
１￣Ｍφ 移植组梗死区心肌组织内 ＨＯ￣１ 蛋白表达则

明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ表明移植携带有 ＨＯ￣１ 基因的

巨噬细胞能够在急性心肌梗死区募集、存活并高效

表达 ＨＯ￣１ 蛋白ꎬ但移植未携带 ＨＯ￣１ 基因的巨噬细

胞则不会对 ＨＯ￣１ 的表达产生明显影响(图 ４)ꎮ
２.５　 巨噬细胞移植对梗死区心肌组织炎症与氧化

应激损伤等指标的影响

在模型大鼠心肌梗死区行不同的巨噬细胞移

植ꎬ２４ ｈ 后检查发现:与对照组比较ꎬＡｄ￣Ｍφ 移植组

梗死区心肌组织中除 ＩＬ￣１２ 的表达量更高之外ꎬ其
余炎症、氧化应激损伤指标均无明显差异 ( Ｐ >
０.０５)ꎮ 但相比于对照组及 Ａｄ￣Ｍφ 移植组ꎬＡｄ￣ＨＯ￣
１￣Ｍφ 移植组梗死区心肌组织中抗炎因子 ＩＬ￣１０ 的
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表达及 Ｔ￣ＡＯＣ 水平明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ＴＮＦ￣α、
ＭＣＰ￣１、ＩＬ￣１２ 等促炎因子的表达和 ＭＤＡ 水平则明

显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 表明移植携带 ＨＯ￣１ 基因的巨噬

细胞能显著抑制梗死区早期的炎症反应及氧化应

激ꎬ而移植未携带 ＨＯ￣１ 基因的巨噬细胞对梗死区

早期的炎症反应及氧化应激无明显影响(表 ３)ꎮ

图 ４. 巨噬细胞移植 ２４ ｈ 后各组梗死区心肌组织 ＨＯ￣１的表

达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组和 Ａｄ￣Ｍφ 移植组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＯ￣１ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

表 ３. 巨噬细胞移植后各组梗死区心肌组织中炎症与氧化应

激损伤指标的变化(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ ｏｘｉｄａ￣
ｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

指　 标 对照组
Ａｄ￣Ｍφ
移植组

Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ
移植组

ＴＮＦ￣α(ｍｍｏｌ / ｇ) ２８３.３４±２７.７５ ３０１.０３±２８.７８ ２３６.７２±２３.０３ａｂ

ＭＣＰ￣１(ｍｍｏｌ / ｇ) ２２２.７２±２２.２４ ２３２.９４±２６.００ １５１.５０±２２.２４ａｂ

ＩＬ￣１２(ｍｍｏｌ / ｇ) ２７１.４３±３８.０５ ３１６.１２±３２.２３ａ ２０１.００±３０.９４ａｂ

ＩＬ￣１０(ｍｍｏｌ / ｇ) ２７７.２５±２２.０７ ２６９.７７±２５.３２ ３９３.０８±３１.３４ａｂ

ＭＤＡ(ｍｍｏｌ / ｇ) ２.３１±０.４１ ２.５４±０.３８ １.３２±０.３２ａｂ

Ｔ￣ＡＯＣ(ｋＵ / ｇ) ０.４０±０.０４ ０.４１±０.０３ ０.８８±０.０４ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ａｄ￣Ｍφ 移植组相比ꎮ

２.６　 经心肌注射后组织内的巨噬细胞归巢情况

对经巨噬细胞移植后的心肌梗死模型大鼠于

２４ ｈ 后观察两组细胞归巢情况ꎬ发现 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ
移植组 ( ６８. １０ ± ９. １８) 与 Ａｄ￣Ｍφ 移植组 ( ７３. ００ ±
７.５７)心肌梗死区巨噬细胞归巢无明显差异 (Ｐ >
０.０５)ꎬ说明经心肌注射移植短期内可使巨噬细胞准

确募集在梗死区(图 ５)ꎮ

图 ５. 细胞移植 ２４ ｈ 后心肌梗死区的细胞归巢结果(２００×)　 　 左为 Ａｄ￣Ｍφ 移植组ꎬ右为 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｈｏｍｉｎｇ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(２００×)

２.７　 细胞移植 ４ 周后梗死区心肌组织病理学检测

结果

在模型大鼠心肌梗死区行巨噬细胞移植 ４ 周

后ꎬ取梗死区心肌组织行病理切片ꎬＨＥ 染色ꎬ低倍

镜下观察大体图像ꎮ 发现对照组及 Ａｄ￣Ｍφ 移植组

梗死边缘区心肌纤维染色不均匀ꎬ心肌细胞紊乱排

列ꎬ大量肌纤维断裂ꎬ心肌细胞呈现大片状坏死ꎬ细
胞核有破裂、溶解现象ꎬ呈典型的凝固性坏死表现ꎬ

心肌梗死中心区域作色少ꎬ少量肉芽组织被大量瘢

痕组织分割成团ꎬ并伴有大量炎症细胞浸润ꎮ Ａｄ￣
ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组梗死边缘区心肌纤维染色欠均匀ꎬ
排列紊乱ꎬ肌束间隙增宽ꎬ细胞有空泡、水肿样改

变ꎬ梗死范围较其他两组小ꎬ且肉芽组织成片增生ꎬ
组织之间可见炎症细胞及少量瘢痕组织填充

(图 ６)ꎮ
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图 ６. 细胞移植 ４ 周后心肌梗死区组织病理学检测结果(１００×)　 　 左为对照组ꎬ中为 Ａｄ￣Ｍφ 移植组ꎬ右为 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ ａｒｅａ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(１００×)

３　 讨　 论

已知单核巨噬细胞具有很强的炎症趋化特性ꎬ
能快速募集于炎症及缺血坏死组织中ꎬ参与异物吞

噬、抗原提呈及免疫调节等作用ꎮ 有研究揭示ꎬ巨
噬细胞在不同刺激因素与信号途径诱导激活下可

极化为生物学特性截然不同的两种类型ꎬ即经典激

活的 Ｍ１ 型和替代激活的 Ｍ２ 型ꎬ其中ꎬＭ１ 型又称促

炎型巨噬细胞ꎬ主要是通过 γ 干扰素(ＩＮＦ￣γ)、ＴＮＦ￣
α 等信号诱导激活ꎬ分泌大量 ＩＬ￣１２、ＴＮＦ￣α 等促炎

细胞因子ꎬ发挥促进炎症损伤、吞噬和参与特异性

免疫应答等作用ꎻＭ２ 型又称抗炎型巨噬细胞ꎬ主要

通过 ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０、ＩＬ￣１３ 等诱导激活ꎬ稳定表达 ＩＬ￣１０
的同时还能通过其自噬作用抑制凋亡细胞因破裂

而向外周释放的毒性蛋白、细胞内氧化物、细胞器

等物质所致的炎症反应ꎬ从而发挥抗炎作用[９￣１０]ꎮ
Ｍｉａ 等[１１]报道ꎬ加用 ＩＬ￣４ / ＩＬ￣１０ / ＴＧＦ￣β 等细胞因子

可诱导体外培养的单核巨噬细胞向 Ｍ２ 型极化ꎬ在
高效、稳定表达抗炎因子 ＩＬ￣１０ 并下调 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６
等促炎细胞因子表达的同时ꎬ尚能抑制 Ｍ１ 型巨噬

细胞刺激的炎症反应ꎬ从而发挥强有力的抗炎作

用ꎮ 本研究以腺病毒为载体成功为体外培养的巨

噬细胞转染 ＨＯ￣１ 基因并获得 ＨＯ￣１ 蛋白的高效表

达ꎬ与未转染或仅转染空载体的巨噬细胞相比ꎬＡｄ￣
ＨＯ￣１￣Ｍφ 能显著增加抗炎因子 ＩＬ￣１０ 表达并抑制促

炎因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α 等表达ꎬ提示通过基因转染高表

达 ＨＯ￣１ 蛋白可使巨噬细胞向具有抗炎作用的 Ｍ２
型极化ꎬ这与 Ｗｅｎｚｅｌ 等[５]的研究结果是一致的ꎮ

随后ꎬ我们通过直接注射的方式将 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣
Ｍφ 移植到 ＡＭＩ 模型大鼠的心肌梗死区内ꎬ结果与

未移植巨噬细胞的对照组或仅移植 Ａｄ￣Ｍφ 组相比ꎬ

Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组心肌梗死区组织内的 ＨＯ￣１ 蛋

白表达显著升高ꎬ表明移植的 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 能够在

急性心肌梗死区内存活并高效表达 ＨＯ￣１ 蛋白ꎮ 此

外ꎬ我们还测得 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植组心肌梗死区内

炎症指标中的 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６、ＭＣＰ￣１ 等明显降低ꎬ而
ＩＬ￣１０ 明显升高ꎬ表明 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移植有效减轻了

急性心肌梗死区的炎症ꎬ与此同时ꎬＡｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 移

植组心肌梗死区 Ｔ￣ＡＯＣ 明显升高ꎬＭＤＡ 生成显著

减少ꎬ提示移植 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 也能同步减轻急性心

肌梗死区的氧化应激水平ꎮ 鉴于心肌梗死后心肌

坏死与损伤相关分子的释放必然引发局部的炎症

反应ꎬ导致循环中的单核细胞、嗜中性粒细胞等大

量浸润并驻留于心脏缺血与梗死区ꎬ产生的过量促

炎细胞因子、游离血红素及活性氧等将进一步促进

炎症与氧化应激损伤ꎬ加重心肌细胞损伤与凋亡ꎬ
扩大梗死面积ꎬ促进左心室重构[１２￣１４]ꎮ 我们早期移

植的 Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 不仅自身发挥着抗炎作用ꎬ通过

改变炎性细胞因子的分泌还可能抑制循环中的单

核细胞大量涌入心肌梗死区并通过抑制 ＪＮＫ 通路、
ＰＩ３Ｋ￣ＡＫｔ 通路等的活化而有效阻止浸润的单核细

胞向 Ｍ１ 型巨噬细胞极化[１５] 发挥抗炎作用ꎮ 此外ꎬ
Ａｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ 在心肌梗死区过表达的 ＨＯ￣１ 蛋白ꎬ无
论在巨噬细胞内还是通过溢出效应作用于周围的

其他组织细胞ꎬ均能高效催化具有促氧化作用的游

离血红素降解并生成 ＣＯ 和胆红素等重要终产物ꎬ
其中ꎬＣＯ 是一个作用广泛的细胞信号分子ꎬ尤其在

调节免疫、抑制炎症中发挥重要作用[１６]ꎬ而胆红素

则是机体最强的内源性抗氧化剂之一ꎬ可有效清除

多种形式的自由基ꎬ在拮抗组织细胞氧化应激损伤

中发挥着不可或缺的作用[１７]ꎮ 可见ꎬＡｄ￣ＨＯ￣１￣Ｍφ
移植可经由上述多重机制参与对急性心肌梗死区
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炎症和氧化应激的抑制ꎬ未来有可能成为改善急性

心肌梗死预后的重要细胞学治疗措施ꎮ
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