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［摘　要］目的：探讨乙醛脱氢酶２（ＡＬＤＨ２）基因导入人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）后对其增殖和抗氧化损伤
的影响。方法：将培养的ＨＵＶＥＣｓ分为转染目的基因组（转基因组）、转染空载体组（空质粒对照组）和未转染
质粒组（阴性对照组），转基因组采用脂质体介导的方法将含人ＡＬＤＨ２基因的真核表达载体导入ＨＵＶＥＣｓ中，采
用ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＡＬＤＨ２基因和蛋白的表达；采用不同浓度过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）（０、５０、７５、１００和
１２５μｍｏｌ／Ｌ）孵育ＨＵＶＥＣｓ４８ｈ后，检测各组细胞增殖水平及氧化损伤程度，检测各组细胞中血红素氧合酶
（ＨＯ１）、ＲＯＳ及一氧化氮（ＮＯ）含量的变化。结果：转基因组荧光强度和数量比阴性对照组显著提高，提示导
入的ＡＬＤＨ２基因在ＨＵＶＥＣｓ细胞得到高表达；与空质粒对照组和阴性对照组比较，转染７２ｈ后，转基因组细胞
ＡＬＤＨ２ｍＲＮＡ和蛋白表达增加（Ｐ＜００１）；不同浓度 Ｈ２Ｏ２孵育４８ｈ后，转基因组 ＨＵＶＥＣｓ存活率明显升高
（Ｐ＜００５）；转基因组可抑制一定浓度Ｈ２Ｏ２诱导的ＲＯＳ水平的升高、降低 ＨＯ１表达及增加 ＮＯ的产生，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：ＡＬＤＨ２基因高表达可降低低氧自由基引起的ＨＵＶＥＣｓ细胞的损伤，保护内皮
细胞的生物学功能。
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　　骨髓造血微环境内有大量由血管内皮细胞
（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＥＣｓ）构成的血窦存在，它与造血
干细胞密切接触，影响造血细胞的增殖与自我更

新、迁移及定位［１］。然而，ＥＣｓ在移植后，在机体病
理状态下易受到氧化应激、炎症因子以及药物等刺

激因素引起的损伤，而氧化应激引起的损伤是内皮

损伤发生发展过程中的共同机制之一［２］。研究

ＥＣｓ氧化损伤机制及其保护对策，对于维持ＥＣｓ功
能的完整性，保护血管微环境，促进造血重建具有

积极的意义。乙醛脱氢酶２（ａｌｄｅｈｙｄｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ
ａｓｅ２，ＡＬＤＨ２）是乙醛脱氢酶（ＡＬＤＨ）家族中醛类
代谢活性最强的同工酶，参与了各种内源性和外源

性脂肪族及芳香族醛类物质代谢或解毒的过程，具

有脱氢酶和酯酶等多种酶功能［３］。由于 ＡＬＤＨ２
在保护细胞抗毒性、抗氧化损伤及抗凋亡等方面的

作用明显，被广泛的应用于消化系统和心脑血管疾

病等防治的研究中，但是在造血微环境的细胞内皮

功能方面研究较少，其改善血管内皮功能作用机制

有待进一步研究和和阐明［４－５］。本课题将 ＡＬＤＨ２
基因导入人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）探讨其对
ＨＵＶＥＣｓ增殖和抗氧化损伤的影响，研究 ＡＬＤＨ２
基因改善血管内皮功能的作用，为下一步研究其改

善造血微环境的功能提供体外的实验依据。

１　材料和方法

１．１　细胞和试剂
人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）细胞株由贵州

医科大学免疫细胞室提供并鉴定。真核表达载体

ｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃＨｉｓＡ＋ －ＡＬＤＨ２构建方法由本实
验室提供，经ＰＣＲ、ＥｃｏＲＩ及ＢａｍＨＩ酶切及送金思
特科技（南京）有限公司测序序列比对正确率

１００％［６－７］。ＴＨＩｚｏｌ、逆转录试剂盒、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭ２０００（脂质体）均为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品，
胰蛋白酶为美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品，ＭＴＴ、ＤＭＳＯ
为南京赛兰博科技有限公司产品，ＬＤＭＥＭ培养基
购自美国Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清购自杭州四季青公
司，鼠抗人ＡＬＤＨ２一抗、羊抗鼠二抗购置中国台湾
Ａｂｎｏｖａ公司，ＡＬＤＨ２、血红素氧合酶１（ＨＯ１）、β
ａｃｔｉｎ引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成。
一氧化氮（ＮＯ）检测试剂盒购置南京建成生物工程
研究所，ＥＣＬ发光试剂由美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司提
供，活性氧检测试剂盒购自上海碧云天生物技术研

究所。

１．２　实验方法
１．２．１　ＨＵＶＥＣｓ细胞培养和 ＡＬＤＨ２转染细胞系
的建立　ＨＵＶＥＣｓ细胞接种于含 １０％胎牛血清、
１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素和００３％ Ｌ
谷氨酰胺的 ＤＭＥＭ培养基，以５×１０４／ｍＬ细胞密
度接种至５０ｍＬ培养瓶，于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿
度下培养、传代。实验分为转染目的基因组（转基

因组）、转染空载体组（空质粒对照组）以及未转染

质粒组（阴性对照组）。转染前将待转染人 ＨＵ
ＶＥＣｓ细胞消化成悬浮状态，以１×１０５／ｍＬ细胞密
度接种于６孔板上，每孔３０００μＬ，置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中备用；待６孔板中细胞生长至１５×
１０６／ｍＬ左右时，将含目的基因质粒和空载体质粒
各２μｇ与脂质体８μＬ加入５００μＬ不含血清双抗
的培养基中，混匀后室温放置１５ｍｉｎ后分别对应
加入转基因组和空质粒对照组。阴性对照组只加

５００μＬ不含血清双抗的培养基。将３组细胞置于
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育２ｈ后，向３组细胞中
各加入５ｍＬ预热至３７℃ 的ＤＭＥＭ培养基（含血
清及双抗）继续孵育。转染４８ｈ后的 ＨＵＶＥＣｓ细
胞换用含５００ｍｇ／ＬＧ４１８的培养基，每３～５ｄ换
液１次，筛选２周至抗性克隆形成后，换用２５０ｍｇ／
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ＬＧ４１８继续筛选１周得到转染目的基因的细胞。
１．２．２　ＨＵＶＥＣｓ细胞转染情况　采用间接免疫荧
光法观察细胞转染情况。将转染２４、４８、７２、９６和
１２０ｈ后使各孔细胞贴附于玻片上，采用多聚甲醛
固定１０ｍｉｎ制成细胞爬片。ｐＨ７４的００１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗涤两次，滴加含 ５％小牛血清的封闭液，
３７℃封闭３０ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤１次，每次５ｍｉｎ，滴
加特异性ＡＬＤＨ２小鼠抗人一抗（１∶３０００），４℃孵
育过夜。含０５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 ＰＢＳ洗涤３次，
每次５ｍｉｎ，滴加荧光素标记二抗（羊抗小鼠 ＦＩＴＣ
ＩｇＧ，１∶１００），３７℃，避光孵育 ３０ｍｉｎ。含 ０５％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ洗涤３次后，伊文斯兰染色，滴
加１０％甘油磷酸缓冲液封片，荧光显微镜下观察
荧光强度，拍照，根据荧光强度判断蛋白表达的强

弱。

１２３　ＡＬＤＨ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达检测　采用逆
转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法检测 ＡＬＤＨ２ｍＲＮＡ。收集
各孔细胞，用 ＴＲＩＺＯＬ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，按照
逆转录试剂盒说明逆转录合成 ｃＤＮＡ，并将逆转录
的ｃＤＮＡ作为模板进行 ＰＣＲ反应，检测 ＡＬＤＨ２基
因ｍＲＮＡ的表达。βａｃｔｉｎ１作为内对照，ＰＣＲ引物
如下：βａｃｔｉｎ１上游５′ＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡ
ＡＡ３′，下游 ５′ＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧＣ３′
（５６４ｂｐ）；ＡＬＤＨ２上游 ５′ＧＡＣＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＴ
ＧＣＧＣＧＣＴＧＣＣＧＣＣＣＧＣＴＴＣＧＧ３′，下游５′ＧＡＣＡＣ
ＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＧＡＧＴＴＣＴＴＣＴＧＡＧＧＣＡＣＴＴＴＧＡＣ３′
（１５７６ｂｐ）。ＰＣＲ条件是９４℃预变性５ｍｉｎ，然后
３５循环包括９４℃变性５０ｓ，６５℃ 退火４５ｓ；７２℃
延伸６０ｓ，最后７２℃延伸 ｍｉｎ。反应结束后，取反
应液１０μＬ进行琼脂糖凝胶电泳，照相记录结果。
使用Ｂａｎｄｓｃａｎ软件分析条带结果，计算得到目的
基因的ｍＲＮＡ相对表达量。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
蛋白表达情况，将各孔细胞消化后，ＰＢＳ洗２次，加
入细胞裂解液１００μＬ在冰上裂解３０ｍｉｎ，裂解过
程反复剧烈振荡。１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取
上清备用。ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测蛋白含量。上
述方法得来的样品处理液加入上样 Ｂｕｆｆｅｒ，然后放
在沸水（＞９５℃）浴中加热５ｍｉｎ使蛋白变性，作
为点样用样品。表达产物经过 ＳＤＳ聚丙酰胺凝胶
电泳后转移至 ＰＶＤＦ膜上。经封闭液（５％脱脂奶
粉，１×ＰＢＳ，ｐＨ７４）封闭后加鼠抗人 ＡＬＤＨ２一抗
（１∶２５００）孵育２ｈ后洗涤，加入羊抗鼠二抗（１∶
５００）室温孵育１ｈ，洗膜后用 ＥＣＬ试剂滴加在膜
上，曝光显影，洗出条带。

１２４　过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）细胞毒性　采用 ＭＴＴ法
检测Ｈ２Ｏ２细胞毒性。取各组细胞，调整细胞密度
为１５×１０５／ｍＬ，各取１００μＬ加入９６孔板中，再分
别加入不同浓度 Ｈ２Ｏ２（０、５０、７５、１００和１２５μｍｏｌ／
Ｌ）孵育各组细胞２４ｈ，每孔设６个复孔，以未加药
组为对照。３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度下培养４８ｈ
后，取出９６孔板，每孔加ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）液２０μＬ，放
回培养箱中继续孵育 ４ｈ后终止培养。１５００ｒ／
ｍｉｎ、３７℃、离心５ｍｉｎ，吸弃上清。每孔加入二甲
基亚砜１００μＬ，置摇床上摇１０ｍｉｎ，使结晶充分溶
解。选择测定波长５７０ｎｍ（４９０ｎｍ为对照），酶标
仪上测定各孔吸光度，并记录结果。按公式计算存

活率：存活率（％）＝Ａ试验组／Ａ对照组×１００％ 。
１２５　ＨＯ１ｍＲＮＡ检测　经不同浓度 Ｈ２Ｏ２的
ＤＭＥＭ培养基孵育４８ｈ之后，收集各孔细胞进行
ＲＴＰＣＲ反应，检测 ＨＯ１ｍＲＮＡ的表达。以 βａｃ
ｔｉｎ２作为内参，反应条件如前面所述，ＨＯ１上游
５′ＣＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＴＧＣＴＧＡＧＴＴＣ３′，下游５′ＧＡＴ
ＧＴＴＧＡＧＣＡＧＧＡＡＣＧＣＡＧＴ３′（５５０ｂｐ）；βａｃｔｉｎ２上游
５′ＧＣＴＣＧＴＣＧＴＣＧＡＣＡＡＣＧＧＣＴＣ３′，下游 ５′ＣＡＡＡ
ＣＡＴＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣ３′（３５３ｂｐ）。如前所述
计算得到目的基因的相对表达量。

１２６　ＲＯＳ检测　采用免疫荧光法检测 ＲＯＳ，按
照试剂盒说明书操作。取各组细胞，调整细胞密度

为１５×１０５／ｍＬ，各取２５ｍＬ加入六孔板中，再
加入２５ｍＬ含不同浓度 Ｈ２Ｏ２的 ＤＭＥＭ培养基
（终浓度分别为０、５０、７５、１００和１２５μｍｏｌ／Ｌ），每
组设三个复孔。培养４８ｈ后收集细胞。加入稀释
好的ＤＣＦＨＤＡ５００μＬ，３７℃孵育２０ｍｉｎ。ＤＣＦＨ
ＤＡ本身没有荧光，但进入细胞后，可被细胞内酶
水解生成ＤＣＦＨ，ＲＯＳ可以氧化无荧光的ＤＣＦＨ生
成有荧光 ＤＣＦ，检测 ＤＣＦ的荧光可反映细胞内
ＲＯＳ的水平。用无血清的 ＤＭＥＭ培养基洗 ３次
后，加入无血清培养液３ｍＬ吹打均匀，在３０ｍｉｎ
时通过荧光分光光度计测定荧光强度，激发波长为

４８８ｎｍ，发射波长５３５ｎｍ。
１２７　ＮＯ含量检测　采用硝酸还原酶法检测
ＮＯ的含量。按照 ＮＯ检测试剂盒说明，加入试剂
混匀，室温静置 １０ｍｉｎ，蒸馏水调零，５５０ｎｍ，
０５ｃｍ光径，采用可见分光光度法测各管吸光度
值。ＮＯ含量计算公式：ＮＯ含量（μｍｏｌ／Ｌ）＝（（测
定管吸光度 －空白管吸光度）／（标准管吸光度 －
空白管吸光度））×标准品浓度（１００μｍｏｌ／Ｌ）×
样品测试前稀释倍数。
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１３　统计学处理
应用 ＳＰＳＳ１３０分析软件，每组实验重复 ３

次。结果用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。组间比较
采用ＡＮＯＶＡ检验或成组 ｔ检验，组内比较采用配
对ｔ检验。Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果
２１　ＡＬＤＨ２基因转染情况

转基因组荧光强度和数量比阴性对照组显著

提高，提示导入的 ＡＬＤＨ２基因在 ＨＵＶＥＣｓ细胞得
到高表达。２４ｈ时，与阴性对照组相比，空质粒对
照组的荧光强度没有明显差别，但是转染 ＡＬＤＨ２
基因的细胞可见微弱荧光；７２ｈ时，ＡＬＤＨ２蛋白在
转基因组中呈现较高的表达。以７２ｈ转基因组细
胞荧光强度为对照，２４ｈ呈现较弱表达，４８ｈ表达
的荧光与７２ｈ的荧光强度均属强表达，９６ｈ之后
逐渐减弱，并且转基因组的荧光至少可以维持７ｄ
以上。见图１。

Ａ：阴性对照组４８ｈ　　　　　　　Ｂ：空载体对照组４８ｈ　　　　　　　Ｃ：转基因组４８ｈ

图１　ＨＵＶＥＣｓ中ＡＬＤＨ２蛋白荧光强度
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＬＤＨ２ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＵＶＥＣｓｂｙｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ

２２　ＡＬＤＨ２ｍＲＮＡ和ＡＬＤＨ２蛋白的表达
ＲＴＰＣＲ检测３组细胞的在转染７２ｈ后 ｍＲ

ＮＡ的表达，同时设立内参。ＲＴＰＣＲ结果显示转
基因组ＡＬＤＨ２的表达明显比空质粒对照组和阴性
对照组高（Ｐ＜００１）（图２）。ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显
示，转染组在相对分子质量５４×１０３处出现较亮的
目的条带，空质粒对照组和阴性对照组很弱，说明

转染基因ＡＬＤＨ２在蛋白水平得到表达（Ｐ＜００１）
（图３）。
２３　ＨＵＶＥＣｓ存活率

不同浓度 Ｈ２Ｏ２孵育 ４８ｈ后，转基因组 ＨＵ
ＶＥＣｓ存活率显著高于空质粒对照组和阴性对照
组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５，ｎ＝６）（图４），显

示ＡＬＤＨ２基因转染之后内皮细胞对 Ｈ２Ｏ２引起的
氧化损伤耐受增加。

２４　ＲＯＳ、ＨＯ１ｍＲＮＡ和内源性ＮＯ的表达
５０、７５、１００和１２５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２孵育４８ｈ，各

组ＨＵＶＥＣｓ的ＲＯＳ水平逐渐升高。与空质粒对照
组比较，７５、１００和１２５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２浓度下，转基
因组 ＨＵＶＥＣｓ可抑制 Ｈ２Ｏ２诱导的 ＲＯＳ水平的升
高，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），说明在一定
浓度范围内，ＡＬＤＨ２转染能显著降低 Ｈ２Ｏ２诱导的
ＲＯＳ水平的增高。不同浓度的 Ｈ２Ｏ２孵育各组 ＨＵ
ＶＥＣｓ细胞４８ｈ，各组 ＨＵＶＥＣｓ的 ＨＯ１表达水平
逐渐升高。与空质粒对照组及阴性对照组比较，在

１００、１２５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２浓度下，转基因组ＨＵＶＥＣｓ

注：Ａ为 ＲＴＰＣＲ电泳图，Ｂ为 相对灰度值；（１）与阴性对照组、空质粒对照组比较，Ｐ＜００１

图２　ＨＵＶＥＣｓ中ＡＬＤＨ２ｍＲＮＡ的表达（ＲＴＰＣＲ）
Ｆｉｇ．２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＬＤＨ２ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣｓｂｙＲＴＰＣＲ
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注：Ａ为 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白印迹图，Ｂ为相对灰度值；（１）与阴性对照组、空质粒对照组比较，Ｐ＜００１

图３　ＨＵＶＥＣｓ中ＡＬＤＨ２蛋白的表达（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．３　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡＬＤＨ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

（１）与同浓度Ｈ２Ｏ２处理的转基因组比较，Ｐ＜００５；
（２）与

７５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理的转基因组比较，Ｐ＜００５；
（３）与

１００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理的转基因组比较，Ｐ＜００５

图４　各Ｈ２Ｏ２浓度下ＨＵＶＥＣｓ的

存活率（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｆｉｇ．４　ＳｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｓｏｆＨＵＶＥＣｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＨ２Ｏ２

细胞ＨＯ１ｍＲＮＡ表达水平显著降低，差异有统计
学意义（Ｐ＜００５）。见表１。０、７５、１００和１２５μｍｏｌ／
ＬＨ２Ｏ２浓度下孵育各组ＨＵＶＥＣｓ细胞４８ｈ，ＮＯ随
着Ｈ２Ｏ２浓度增大而降低。与空质粒对照组比较，
转基因组 ＨＵＶＥＣｓ在１００和１２５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２浓
度下ＮＯ的表达明显升高（Ｐ＜００５）。见表１。

３　讨论

造血微环境（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｉｎｄｕｃｔｉｖｅｍｉｃｒｏｅｎｖｉ
ｒｏｎｍｅｎｔ，ＨＩＭ）是造血干细胞（ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＨＳＣｓ）定居、增殖、分化和发育的场所，主要
由基质细胞、基质细胞分泌的细胞因子及细胞外基

质组成。而内皮细胞是基质细胞组成的重要成分

之一。对肿瘤患者放或化疗及移植前预处理是损

伤造血微环境的重要因素。该处理可产生大量的

氧自由基及炎性因子，使得造血微环境中ＲＯＳ大

表１　不同浓度Ｈ２Ｏ２处理４８ｈ后各组细胞ＨＯ１ｍＲＮＡ及ＲＯＳ，ＮＯ水平（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＨＯ１ｍＲＮＡ，ＲＯＳ，ＮＯｌｅｖｅｌｓｉｎｅａｃｈｃｅｌｌｇｒｏｕｐａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＨ２Ｏ２ｆｏｒ４８ｈ
Ｈ２Ｏ２

（μｍｏｌ／Ｌ）
ｎ

ＨＯ１ｍＲＮＡ
转基因组 空质粒对照组 阴性对照组

ＲＯＳ（荧光强度／１０５ｃｅｌｌｓ）
转基因组 空质粒对照组 阴性对照组

ＮＯ（μｍｏｌ／１０４ｃｅｌｌｓ）
转基因组 空质粒对照组 阴性对照组

０ ３ ０００３±０００２ ０００３±００００ ０００１±０００２ ３４５０±５８９ ３７７８±３４１ ３２２３±１１９ ００９４±００３２ ００４１±００００００４５±０００９
５０ ３ ０００３±０００２ ０００６±０００４ ０００９±０００６ ３７８３±３５０ ３９８９±２４９ ４５１９±２４７ ００５５±００２１ ００１９±０００１００２４±０００１
７５ ３ ０２３２±００１２ ０２０９±００１２ ０１８９±０００９ ４８９６±２０９（１）５８７１±４１２ ５３７８±３６９ ００２４±０００１ ００１３±０００１００１９±０００３
１００ ３ ０５４４±００２１（１）０７９９±０００９ ０７２４±００５６ ４５６６±３３５（１）６７８１±５４３ ６１２３±５２０ ００２０±０００３（１）０００９±００００００１１±０００１
１２５ ３ ０５３４±００１（１）０８９７±００２３ ０９０８±００１１ ５８９４±２３１（１）７６８１±１３９ ７０９７±２２０ ００２２±００００（２）０００７±０００３０００８±００００

与空质粒对照组比较，（１）Ｐ＜００５，（２）Ｐ＜００１

量堆积，损伤造血微环境，造血微环境中的多种基

质细胞结构和功能受到损伤，影响造血重建。防护

氧化损伤，对造血微环境的保护具有积极的意义。

ＡＬＤＨ２是乙醛脱氢酶（ＡＬＤＨ）家族中醛类代谢活
性最强的同工酶，过去的研究表明，ＡＬＤＨ２具有一

定的抗氧化损伤的作用［７］。本实验中将构建的

ＡＬＤＨ２真核表达载体导入 ＨＵＶＥＣｓ中，研究 ＡＬ
ＤＨ２过表达在该细胞中的生物学作用及是否具有
改善内皮功能的作用，为下一步明确其是否具有改

善造血微环境及促进造血重建的功能提供前期的
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实验依据。

本实验中，将构建 ｐｃＤＮＡ３１ＡＬＤＨ２真核表
达载体转染进ＨＵＶＥＣｓ中，并得到稳定表达。ＨＵ
ＶＥＣｓ具有内皮细胞的大部分功能，所以我们选用
该细胞系作为研究对象。为验证ＡＬＤＨ２促细胞增
殖和抗氧化应激引起的损伤的作用，我们选用了

Ｈ２Ｏ２作为过氧化反应的诱导剂，因为 Ｈ２Ｏ２是典
型的Ｏ２还原生成Ｈ２Ｏ的过程中的代谢产物，它的
重要的生物学意义在于产生高活性的羟基基团，它

的半衰期比 ＲＯＳ长，在体外实验中常被用于诱导
氧化应激反应。本研究结果显示，随着 Ｈ２Ｏ２浓度
的增加，ＨＵＶＥＣｓ明显减少，而转染 ＡＬＤＨ２之后，
细胞的损伤程度降低，细胞活性明显比未转基因组

高。ＡＬＤＨ２可以保护 ＨＵＶＥＣｓ细胞对 Ｈ２Ｏ２引起
的损伤，促进细胞增殖，该过程伴随着ＲＯＳ水平的
降低，显示其可能与防护过氧化损伤有光。

本试验中被激活的 ＨＯ１（也是一种热休克蛋
白）在转染ＡＬＤＨ２之后随着 ＲＯＳ的降低而降低。
而在急性应激反应中，被激活的ＨＯ１（也是一种热
休克蛋白）反应了机体对氧化应激的防护。ＨＯ１
在机体内是可诱导的，可以被强烈的诱导来对细胞

应激和多种氧化刺激产生反应，热休克、重金属、血

红素、应激、低氧、内毒素、细胞因子及氧化剂等均

可诱导 ＨＯ１的适应性表达［８］。ＨＯ１通过分解血
红素要消耗３分子Ｏ２，可消耗大量的内源性ＲＯＳ，
减少组织的脂质过氧化来发挥抗氧化应激的作用。

而且该过程伴随着ＲＯＳ水平的下降和可以在急性
应激反应中被激活的 ＨＯ１（也是一种热休克蛋
白）的产生降低。ＲＯＳ和ＨＯ１水平的下降可能是
过氧化反应的终末产物４ＨＮＥ被 ＡＬＤＨ２清除之
后，与过氧化损伤相关的信号通路以及其他重要分

子的作用没有被级联放大的结果。本实验结果显

示，ＨＯ１的表达随着 Ｈ２Ｏ２浓度的增加而增加，但
是在转染ＡＬＤＨ２之后，伴随着ＲＯＳ的减少也随之
降低，进一步说明在ＡＬＤＨ２转染之后，细胞对氧化
应激的防护能力得到了显著地提高。

ＮＯ是内皮细胞释放最为重要的内皮源性血
管舒张因子，除了能引起血管舒张外，还具有抑制

炎性细胞的聚集分化、白细胞黏附、血小板聚集、平

滑肌细胞增生等多种功能，对于维持血管内皮功能

具有重要的作用［９］。ＮＯ的水平高低也反映了内
皮功能的情况。我们也发现经ＡＬＤＨ２基因转染组
细胞产生ＮＯ的能力明显高于转空载体组及未转
基因组。因此，ＡＬＤＨ２可能通过促进 ＮＯ的产生

发挥内皮功能的保护效应，但是 ＡＬＤＨ２能否通过
ＮＯ促进ＶＥＧＦ的产生，从而促进血管的生成，还值
得我们进一步的研究。

本实验中，高表达 ＡＬＤＨ２基因促进 ＨＵＶＥＣｓ
细胞的增殖并使 ＨＵＶＥＣｓ细胞对抗氧自由基引起
的氧化损伤作用大大降低，该过程还伴随着 ＨＯ１
表达和ＲＯＳ水平的降低以及 ＮＯ的产生的增加，
这对进一步研究该基因在内皮细胞功能的保护和

造血微环境中扮演的生物学功能提供了实验基础。
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