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腺相关病毒不同转染策略应用于心脏光遗传学的研究
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【摘要】目的　探究腺相关病毒不同转染策略构建大鼠心脏光遗传学模型的可行性与有效性。方法　２０只ＳＤ大鼠，随机分为

４组：心肌注射组、心包注射组、心外膜滴涂组、正常对照组，每组 ５只，分别心肌注射、心包注射、心外膜滴涂 ｒＡＡＶ９ＣＡＧｈＣｈＲ２

（Ｈ１３４Ｒ）ｅＹＦＰ，正常对照组只开胸。造模４周后，超声测量４组大鼠左室射血分数及左室短轴缩短率；记录体表心电图，测量ＲＲ间

期、ＰＲ间期和ＱＲＳ时限。开胸进行４７３ｎｍ波长蓝光照明实验，根据光输出信号与心电图判断心脏节律是否被光脉冲夺获。对心脏

组织石蜡切片进行ＨＥ染色和荧光观察。结果　心肌注射组、心包注射组、心外膜滴涂组大鼠与正常对照组大鼠相比，心电参数无

显著差异（Ｐ＞０．０５），左室射血分数及左室短轴缩短率无显著差异（Ｐ＞０．０５）。用一定频率和功率的４７３ｎｍ蓝光照射心肌注射部

位或心脏，能夺获心肌注射组和心包注射组心脏的节律，但不能夺获心外膜滴涂组。ＨＥ染色显示心肌注射组注射部位心肌纤维排

列紊乱、炎症细胞浸润。荧光显示心肌注射组、心包注射组、心包滴涂组心室切片均有ＣｈＲ２（Ｈ１３４Ｒ）转染。结论　心包注射途径能

有效构建大鼠心脏光遗传学模型。
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　　光遗传学是利用遗传技术，将光敏感元件导入细
胞或组织，与光学技术结合［１］，对生物特定功能进行

研究。２００５年，神经科学领域首次报道光遗传学应
用，Ｂｏｙｄｅｎ等［２］将光遗传学应用于神经回路。２０１０年
Ｂｒｕｅｇｍａｎｎ等［３］ 将 带 有 视 紫 红 质 通 道 蛋 白２
（ｃｈａｎｎｅｌｒｈｏｄｏｐｓｉｎ２，ＣｈＲ２）的病毒结合到小鼠胚胎干
细胞中，用于证明体外光起搏。自此光遗传学应用于

心脏［４６］，开启心脏光遗传学新兴研究方向［３］。将

ＣｈＲ２［１］特定表达于心肌细胞，特定波长蓝光照射导致
细胞膜去极化，引发心肌细胞动作电位，使光遗传学

成为一种心脏起搏、同步化、终止心律失常的新途径，

有望实现无电击和院外转复。药物、电子起搏器等有

相关免疫反应、感染风险、设备故障和促心律失常的

局限性，这些问题可通过光遗传技术替代解决。本研

究利用载有ＣｈＲ２（Ｈ１３４Ｒ）目的基因的重组腺相关病
毒血清型９（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓｓｅｒｏｔｙｐｅ９，
ｒＡＡＶ９）［７］，通过心肌注射、心包注射、心外膜滴涂３种
途径，将ＣｈＲ２表达于大鼠心肌细胞，给予４７３ｎｍ波
长蓝光，探讨不同途径构建大鼠光遗传模型的可行

性、安全性和有效性。

１　材料与方法
１１　实验动物及分组

清洁级雄性 ＳＤ大鼠２０只，体重（１２０±１０）ｇ，购
自武汉大学人民医院实验动物中心，随机分为４组：心
肌注射组（ｎ＝５），心包注射组（ｎ＝５），心外膜滴涂组
（ｎ＝５），正常对照组（ｎ＝５）。携带 ｅＹＦＰ荧光的载有
ＣｈＲ２（Ｈ１３４Ｒ）的ｒＡＡＶ９购于武汉枢密脑科学技术有
限公司。外科用封合剂购于百特医疗用品贸易（上

海）有限公司。

１２　光遗传模型制备
所有动物均在２０～２５℃的无特定病原体级环境

内恒温饲养。适应性饲养１周后，禁食８ｈ，予大鼠腹
腔注射６０ｍｇ／ｋｇ的３％戊巴比妥钠进行麻醉，将其仰
卧位固定于手术台上。行气管插管术，连接小动物呼

吸机，正压通气，潮气量１０～１５ｍＬ，呼吸频率７０次／ｍｉｎ。
开胸后用扩胸器固定，充分暴露其心室游离壁的同时

避免损伤肺叶。心肌注射组开胸术后，用３０Ｇ胰岛素
注射器将ｒＡＡＶ９（６０×１０１２μＬ）进行心肌注射。心包
注射组开胸术后，用５０线穿过心包膜，将心包膜提起
与心肌分离出间隙，通过间隙用３０Ｇ胰岛素注射器将
ｒＡＡＶ９（６０×１０１２μＬ）注射入心包腔内，注射完毕后棉
签轻轻按压注射点避免病毒载体随心脏跳动漏出心

包外。心外膜滴涂组在开胸术后，用自制固定器在心

室游离壁上定位，将相同容量的ｒＡＡＶ９载体滴入固定
器内，喷入适量外科用封合剂，移除固定器，待封合剂

固定膨胀后关胸。术后逐层缝合关胸，正常对照组大

鼠只开胸。４组大鼠同等条件下给予常规饲料及水饲
养４周。
１３　心脏超声检查

光遗传造模 ４周后第 １天，用超声仪器（Ｖｉｎｎｏ
Ｖ６）评估大鼠心脏功能。４组大鼠腹部注射３％戊巴
比妥钠（１０～２０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，保留大鼠自主呼吸，胸
部脱毛后仰卧位固定行经胸超声心动图检查。测量

大鼠左室射血分数（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｅｊｅｃｔｉｏｎｆｒａｃｔｉｏｎ，
ＬＶＥＦ）及左室短轴缩短率（ｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｆｒａｃｔｉｏｎａｌ
ｓｈｏｒｔｅｎｉｎｇ，ＬＶＦＳ），连续３次后计算平均值。检查完成
后大鼠充分保暖直至清醒。

１４　体表心电图记录与光起搏效应评价
光遗传造模４周后第２～５天，４组大鼠进行光起

搏实验，记录体表心电图。大鼠四肢用针刺电极连接

ＰｏｗｅｒＬａｂ数据采集系统记录Ⅱ导联体表心电图，利用
ＬａｂＣｈａｒｔ８．０分析ＲＲ间期、ＰＲ间期和ＱＲＳ时限。

设置４７３ｎｍ蓝光激光器的脉冲宽度为２０ｍｓ，连
续２０个脉冲，使用不同光照频率与光照功率（功率范
围０．０２～６５．５０ｍＷ）［８］照射心脏（紧贴心脏表面），根
据同步记录的光输出信号与体表心电图判断心脏节

律是否被光脉冲夺获。

１５　ＨＥ染色和ｅＹＦＰ荧光观察
完成光照实验的大鼠取心肌组织，生理盐水冲洗

干净，４％多聚甲醛固定２４ｈ后，石蜡包埋切片。用苏
木素和伊红染液进行ＨＥ染色，观察心肌形态学变化。
用荧光显微镜观察 ｅＹＦＰ的绿色荧光，以确定病毒的
转染情况。

１６　统计学分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计学分析，计量资

料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间均数比较采用
单因素方差分析，计数资料用率表示，采用卡方检验，

以Ｐ＜０．０５为差异有显著性。
２　结果
２１　心电指标比较

根据ＬａｂＣｈａｒｔ８．０记录的Ⅱ导联心电图，测量４组
大鼠心电图相关参数。心肌注射组、心包注射组、心外

膜滴涂组大鼠与正常对照组大鼠相比，ＲＲ间期、ＰＲ
间期及ＱＲＳ时限无显著差异（图１）。
２２　心功能指标比较

心脏超声结果显示，心肌注射组、心包注射组、心

外膜滴涂组大鼠与正常对照组大鼠相比，ＬＶＥＦ及
ＬＶＦＳ无显著差异（图 ２）。心肌注射组的 ＬＶＥＦ及
ＬＶＦＳ虽略有降低，但无统计学意义。
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　　注：与正常对照组相比，３组大鼠心电指标均无统计学差异（Ｐ＞０．０５）；ｎｓ为无统计学差异。

图１　４组大鼠心电指标比较

　　注：与正常对照组相比，３组大鼠心功能指标均无统计学差异
（Ｐ＞００５）；ｎｓ为无统计学差异。

图２　４组大鼠心功能指标比较

２３　光起搏有效性评价
病毒转染４周后，使用２０个脉冲宽度２０ｍｓ的

４７３ｎｍ蓝光照射大鼠心脏或注射部位，达到一定脉冲

频率与光照功率范围后能夺获心肌注射组、心包注射

组大鼠心脏的节律，但不能夺获心外膜滴涂组和正常

对照组心脏的节律（图３）。

　　注：Ａ为心包注射组大鼠光起搏右心室注射部位（频率９Ｈｚ，脉冲宽度
２０ｍｓ，光照功率３６．８ｍＷ）；Ｂ为心肌注射组大鼠光起搏右心室注射部位
（频率９Ｈｚ，脉冲宽度２０ｍｓ，光照功率３６．８ｍＷ）

图３　光起搏有效性情况

２４　心肌ＨＥ染色
心包注射组和心外膜滴涂组大鼠心肌切片之间

ＨＥ染色无明显区别，心肌纤维排列规则，细胞膜完
整，轮廓清晰，未见明显炎症细胞浸润。心肌注射组

注射部位（右心室）心肌切片显示心肌纤维排列紊乱，

炎症细胞浸润（图４）。

２５　ｅＹＦＰ的荧光表达

荧光显微镜下观察到３组大鼠心房切片偶见绿色

荧光。心包注射组心室切片、心外膜滴涂组心外膜处

心室切片显示绿色荧光，心肌注射组注射部位心室切

片显示绿色荧光（图５）。
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图４　３组大鼠心肌ＨＥ染色病理图比较

图５　３组大鼠心房、心室的ｅＹＦＰ绿色荧光图

３　讨论
心脏光遗传学是一种新兴的操作和技术，将光学

与遗传学结合，利用基因编辑技术，在心肌细胞插入

光敏感生物元件，通过光电流引发心肌细胞电活动。

ＣｈＲ２是一种快速门控非选择性光敏阳离子通道，来
源于莱茵衣藻，可在哺乳动物细胞中稳定安全地表

达，主要传导 Ｎａ＋和 Ｋ＋，ＣｈＲ２激活引发向内电流和
细胞 膜 去 极 化。心 脏 光 遗 传 学 常 使 用 ＣｈＲ２
（Ｈ１３４Ｒ），是ＣｈＲ２的第一个突变体，与 ＣｈＲ２相比脱
敏性降低，可产生两倍光电流，虽然通道开关速度减

慢，但仍在毫秒水平［９］。ＡＡＶ是一种单链 ＤＮＡ病毒，
长度为１８～２５ｎｍ。根据病毒衣壳蛋白氨基酸序列，
ＡＡＶ分为多个血清型。其中 ＡＡＶ９与其他血清型相
比，具有心肌细胞趋向性及心肌转染效率高等优

点［７，１０］，适用于构建心脏光遗传学模型。既往已有研

究证明可通过静脉注射途径构建心脏光遗传模型，但

与构建模型的途径相比，静脉注射所需的大剂量［１１］限

制了静脉注射的发展。

本研究采用了三种方式构建大鼠心脏光遗传模

型，分析其对心脏组织分布和转导效果的影响，评估

各种方式的可行性与安全性。心肌注射可在注射部

位局部实现高效的心肌细胞基因转移，实现１１心脏
起搏，但与其他途径相比，心肌注射方式产生强烈的

心肌内炎症和心肌细胞坏死［１２］，更易导致心室颤

动［１３］。水凝胶已用于药物输送系统［１４］，实现皮肤、骨

骼、血管等组织的修复和再生。本研究中使用的外科

用封合剂，是一种合成水凝胶，已成熟应用于临床。

但由于本实验：（１）未对 ｒＡＡＶ９与外科用封合剂的相
互作用进行验证，ｒＡＡＶ９转染效率是否受影响有待研

究；（２）操作过程中，液体在心外膜表面的流动性可能
导致病毒的流失，实际转染量低于预期，结果中荧光

虽提示心外膜滴涂组大鼠心外膜处有病毒转染，但未

能有效传递基因以实现心脏起搏。心包腔是天然的

包膜，心包注射可将 ｒＡＡＶ９限制在心包内，延长病毒
与心肌接触时间，增大接触面积，实现病毒的靶向传

递，减少病毒对其他组织可能产生的副作用。此外，

心包注射已应用于药物、质粒、细胞、生物制剂的传

输［１３］，显示心包注射在治疗心律失常、血管损伤和心

肌梗死中的潜力。本研究中，心包注射不仅对大鼠心

脏的电生理与功能影响较小，且能实现 １１心脏
起搏。

虽然本实验表明心包途径是一种有效的传递基

因的方式，但仍具有局限性。首先，心包注射组大鼠

心房未能有效表达 ＣｈＲ２，实现心房夺获。其次，病毒
在心脏组织的分布与心包内病毒的清除率密切相关，

注射入心包的病毒能否在清除前转染至心肌细胞有

待进一步研究。另外，病毒量的选择也很重要，如何

达到最大效率转染且不至于心脏压塞还有待探讨。

最后，本研究所有的结果是在啮齿动物实验中得到

的，啮齿动物与人类之间有不同的心血管解剖结构和

生理［１５］，尚需在与人类有类似结构或生理的大型动物

（如犬、猪）中进行进一步研究，提供临床转化的数据。
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２０２２１２２２

《心血管病学进展》对投稿中表格制作的要求

表格可用全线表、省线表（包括三线表）和无线表。表格应是完整的、可独立存在的形象化语言，表格的

内容应简洁直观，以数字表达为主，避免与文字表述过于重复，同时表格应具有自明性。

１表格的组成。（１）表序和表题：表序即表格的序号，一篇论文中如只有一个表格则表序编为表１，有
两个及以上的表格，应按先后标出表的序号。序号用阿拉伯数字表示，置于表的上方。表题应准确得体、简

洁精练，中间不用标点，末尾不加句号。（２）表头：对表格各行和各列单元格内容进行概括和提示的栏目，反
映了表身中该栏信息的特征或属性。（３）表身：表头之外的单元格总体，是表格的主体，表身中单元格内的
数值不宜带单位；表身中如果一个单元格内包含两个数据，其中一个数据应用括号，同时需要在表头或标注

中说明；表身中单元格内可使用空白或一字线“—”填充，如果需要区别数据“不适用”和“无法获得”，前者

可采用空白单元格，后者可采用一字线，并在正文或标注中说明这种区别。（４）表注：必要时，应将表中的符
号、标记、代码，以及需要说明的事项，以最简练的文字，横排于表身下。

２表格制作的要求。（１）主谓清楚：表的横表头为主语，指表中所要说明的对象；纵表头为谓语，表示
对主语的说明，读表的顺序为：主语→谓语→数据。特殊情况时，主、谓语可以换位，但换位后的主谓语的性
质不变。作者在设计表格时，应力求科学、准确、一目了然。一个好的表格应具有语言学上的逻辑性，即主

谓清楚、层次分明、标目合理。（２）数字准确：表格内的数字应准确无误，一律用阿拉伯数字，上下个位数对
齐，数字中如有“±”或“～”号，则以其为中心对齐。表内不宜用“同上”“同左”“同类”词，须填入具体的数
字或文字。（３）表格内的单位：表头中量和单位的标注形式应为“量的名称或符号／单位符号”；表格中涉及
的单位全部相同时，宜在表的右上方统一标注。（４）表格中的统计学符号：论文中的显著性检验，只在表下
注释Ｐ值是不够的，应将检验方法、计算结果及Ｐ值均列出，以便读者进一步了解实际差异的大小。
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