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摘 要 构建人血管内皮细胞生长因子（%PUFN#8）真核表达载体，并研究其在细胞水平和大鼠急性心肌梗死动物模型中的表

达。利用 /=M\J/ 方法，从人扁桃体组织中扩增人 %PUFN#8基因，构建真核表达载体 :-;)9]%。应用脂质体介导的基因转移技

术，将 :-;)9]% 转染至人胚肾细胞（!K$ 细胞）中，经 ULN7 筛选获得稳定表达的重组质粒细胞克隆。PWXI9、T0>50,D 6’&5 检测证

实重组质粒 :-;)9]% 能在 !K$ 细胞中高效表达外源 %PUF 基因，鸡胚绒毛尿囊膜血管生成实验证实表达产物具有促血管生成

的活性。进一步的体内表达研究，建立大鼠急性心肌梗死模型，将重组质粒 :-;)9]%、空质粒 :-;)9$^N（ _ ）分三点注射于梗

死交界处心肌内，四周后取材。经免疫组化染色检测，:-;)9]% 组在梗死交界区有 %PUF 阳性表达；电镜观察显示，:-;)9]%
组在梗死交界处心肌细胞间有大量毛细血管内皮细胞增生。实验结果表明：成功克隆了人 %PUFN#8基因，构建了其真核表达载

体。体内、外表达研究证实重组质粒的表达产物具有促血管生成的生物学活性，为 %PUF 基因治疗缺血性心肌病的研究提供

实验基础。
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缺血性心脏病是心血管外科领域常见的疾病之

一，由于冠状动脉狭窄或闭塞造成病理改变，引起冠

状血流和心肌需求之间的不平衡，导致不同程度的

心肌缺血。目前临床的治疗方法主要有药物溶栓、

冠脉搭桥和经皮腔内冠状动脉成形术等介入疗法，

都各有其适应症和局限性。近年来，随着基因重组

技术的发展，从分子水平治疗缺血性心脏病的新方

法逐渐 受 到 了 人 们 的 重 视。血 管 内 皮 生 长 因 子

（A6."-96+ :17,<?:9869 *+,@<? ;6"<,+，3BCD）是血管内皮

细胞的特异性有丝分裂原，能够刺激血管内皮细胞

的分裂、增殖和趋化作用，增加血管通透性，促进新

血管的生成［(，K］。3BCD 有显著促进血管侧支循环

的作用［&，L］，为冠心病的治疗提供了又一新途径。通

过输入外源性 3BCD 达到促进缺血心肌侧支循环的

建立、改善心肌缺血、防治心肌梗死、用来辅助治疗

缺血性心肌病成为近年来人们研究的热点［H，G］。

目前，国内外 3BCD 基因治疗的动物实验，在慢

性心肌缺血方面取得了许多新的进展，而急性心肌

梗塞治疗的基础研究尚不充分。应用 3BCD 的临床

试验还仅限于治疗慢性心绞痛，已进入!期临床试

验阶段。为了深入研究 3BCD 对急性缺血组织血管

新生的作用，本研究进行了 3BCD(GH基因的克隆及其

真核表达载体的构建，检测了重组质粒表达产物促

进鸡胚尿囊绒毛膜血管生成的生物活性，并进一步

通过心肌注射重组质粒，研究 3BCD 在大鼠急性心

肌梗死动物模型中的应用。

) 材料和方法

)*) 材料

)*)*) 菌 种、细 胞 株 及 质 粒：大 肠 杆 菌 ’ / (&)!
#MH"，KN& 细胞为本室保存。质粒 !"#$%&’(（ ) ）载

体购自 01A8<+,*:1 公司。

)*)*+ 酶与化学试剂：F6O#$% 聚合酶、FL#$% 连接

酶、限 制 酶 及 P8>6+7FQ RST R+:!. #$% R-+8;8"6<8,1
U5.<:4 均为 R+,4:*6 公司产品；V0%O-8"J *:9 BI<+6"<8,1
J8<、V0%CB$ !96.487 481824878 J8< 为 V86*:1 公 司 产

品；FT0>,9 试 剂、R+:.<681:7 R+,<:81 QP U<7.WM8*?<.、
X8!,;:"<%Q0$BFQ T:6*:1<、#QBQ 培 养 基 均 为

C8=",YTX公司产品；鼠抗人 3BCD 单抗为 U8*46 公

司产品；兔抗人 3BCD 多抗为 U61<6 S+->: 公司产品；

羊抗鼠 0*CWMTR、羊抗兔 0*CWMTR 购自华美生物工

程公司；人 3BCD 定量 BX0U% 试剂盒购自北京中山

生物 公 司；X-48WX8*?< P:.<:+1 Y9,<<81* U-=.<+6<: 为

Y,:<?+81*:+ Q611?:84 公司产品；胎牛血清为 M5S9,1:
公司产品；其它试剂均为国产分析纯。

)*+ 方法

)*+*) 反转录聚合酶链式反应（TFWRST）：用 FT0>,9
试剂、提取人扁桃体组织总 T$%，经 %Q3 反转录酶

合成 3BCD "#$%。根据文献报道的人 3BCD "#$%
基因序列，设计合成一对引物，引物中引入 *!"7#
酶切位点，然后进行 RST 反应。

引物序列：

HZW%%C SFF %FC %%S FFF SFC SFC FSF FCC
CFC SW&Z

HZW%%C SFF FS% SSC SSF SCC SFF CFSW&Z
扩增参数为：NL[预变性 K481；NL[ LH.，G\[

&481，&] 个循环；末次反应于 ^K[延伸 \481。

)*+*+ 重组真核表达质粒 !"#$%23 的构建：将特异

的 RST 扩增产物用 (’K_的琼脂糖凝胶电泳回收、

纯化。纯化产物与真核表达质粒 !"#$%&’(（ ) ）分

别用 *!"7#酶切，载体酶切后去磷酸化，琼脂糖凝

胶电泳分离、回收。经 FL #$% 连接酶连接，转化

’ / (&)! #MH"感受态细胞，提取重组质粒 #$%；酶切

鉴定，并 筛 选 插 入 片 段 为 正 向 连 接 的 重 组 质 粒

!"#$%23，筛选出的重组质粒进一步测序鉴定。

质粒 #$% 的制备、片段回收、酶切、连接、转化

参照文献［^］进行。

)*+*, 重组质粒 !"#$%23 转染 KN& 细胞：将 KN& 细

胞接种于六孔板中，每孔 K ‘ (]H 个细胞，在 &^[、

H_SaK 条件下培养 KL?。采用常规阳离子脂质体转

染，重组质粒 !"#$%23 经脂质体 X8!,;:"<6481: 介导，

转染 KN& 细胞。同时以 !"#$%&’(（ ) ）为阴性对照，

转染培养液为空白对照。转染 L? 后更换 #QBQ 完
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全培养基，继续培养 !"#。用含 $%&’（’((!)*+,）的

培养液进行选择培养，每隔 - 天更换培养液一次。

至空 白 对 照 细 胞 完 全 死 亡 后，降 低 $%&’ 浓 度 至

"((!)*+,，继续培养至转染孔出现阳性克隆，收集细

胞克隆。

!"#"$ 重组 ./$0 在 "1- 细胞中的表达：将筛选出

的 $%&’ 抗性克隆（转染空载体 23456-7&（ 8 ）、转染

23456*. 的 "1- 细胞）及未转染的 "1- 细胞培养至

对数生长期，接种于培养瓶（"93+"）中，每瓶 ’ : &(9

个细胞，进行扩大培养。培养 !"# 后，收集培养上

清，%;、&" (((<*+=> 离心，? "(;保存备用。用 @AB
（2C !7"）洗涤细胞 " 次后，加入 &+, 细胞裂解缓冲

液，振荡混匀，超声处理，使细胞进一步裂解，离心收

集上清，? "(;保存备用。

!"#"% DEFGE<>HIJKGG=>) 检测：将上步收集的各组细

胞培养上清样品、细胞裂解样品，加 L : B4B 上样缓

冲液，煮沸 9+=>，各样品取等量，进行 B4BH@6$/。将

凝胶中的蛋白转移到硝酸纤维素膜上，按 DEFGE<>H
IJKGG=>) 常 规 操 作 依 次 进 行 封 闭、与 一 抗 鼠 抗 人

#./$0 单克隆抗体反应，洗涤后与 CM@ 标记的羊抗

鼠 N)$ 反应，然后按照试剂盒的操作说明进行发光

反应。

!"#"& /,NB6 法检测 ./$0 蛋白表达水平：按照人

./$0 的 /,NB6 试剂盒说明书测定标准品及 &7"7%
收集的各组细胞培养上清液中 ./$0 蛋白含量。每

组做 - 个平行孔，根据 %1(>+ 所测标准品吸光度绘

制标准曲线，将各孔细胞上清测得的吸光值在标准

曲线上确定其中 ./$0 蛋白含量。

!"#"’ 鸡胚绒毛尿囊膜血管生成实验：利用鸡胚绒

毛尿囊膜法检测 <#./$0 在 "1- 细胞中表达产物的

生物学活性，实验方法参照文献［’］进行。1 日龄的

鸡胚在气室下方开 (793+" 的小洞露出绒毛尿囊膜，

分别取 &7"7% 收集的各组细胞培养上清浓缩样品

&(!,（./$0&L9总量 (7"!)），加在无菌滤纸小圆片（直

径 %++），并将该滤纸片放于绒毛尿囊膜上，并以等

量的生理盐水为对照。用透明胶封口，于 -!;孵箱

中继续培养 - 天，观察鸡胚血管生成情况。

!"#"( 重组质粒体内表达检测：

（&）大鼠急性心肌缺血动物模型的制作及给药

方法

选取体重 "’( O -"() 之间的雄性 B4 大鼠 "( 只

（首都医科大学实验动物科学部提供，清洁级）。随

机分为三组：对照组（盐水组），L 只；23456-7&（ 8 ）

空质 粒 组，L 只；23456*. 组，’ 只；用 戊 巴 比 妥

（-(+)*P)）腹腔麻醉，行左侧开胸术暴露心脏，结扎

冠状 动 脉 左 前 降 支。将 9(!, 盐 水 或 质 粒 456
（"79!)*!,）分三点注射于梗死交界处心肌内，关胸

后放回笼中饲养。

（"）取材及免疫组织化学染色

术后 % 周，乙醚麻醉大鼠后开胸，取出心脏，去

除心耳和右室，在左心室长轴中点处垂直于长轴将

左室一分为二（即为左心室的赤道平面），赤道面上

半部分用 &(Q的福尔马林中性缓冲液固定，石蜡包

埋，组织切片，用兔抗人 ./$0 抗体为一抗，羊抗兔

N)$HCM@ 为二抗，46A 显色，对每组切片行免疫组织

化学染色。

（-）电镜样本取材及观察

取左心室赤道平面下半部分，于梗死交界处随

机切取 &++ : &++ : &++ 组织，放入 -Q戊二醛磷

酸盐缓冲液中固定、切片、染色。透射电子显微镜下

观察心肌组织超微结构的变化。

# 结果

#"! 人 )*+, 基因 -./0 的 123451 结果

以人扁桃体组织总 M56 为模板，经 MRH@SM 扩

增后，@SM 产物经 &7"Q琼脂糖凝胶电泳，在标准核

酸分子量 9((I2 左右出现 " 条扩增条带，（图 &），这

"条带的大小与文献报道的 ./$0&L9、./$0&"& 3456
的大小一致。

图 & 人扁桃体组织 MRH@SM 结果

0=)T & /JE3G<K2#K<EF=F U>UJVF=F KW MRH@SM 2<KXY3GF
Z：C=H,K 456 +U<PE<；&，"：MRH@SM 2<KXY3GFT

#"# 真核表达质粒的构建与鉴定

将 9!LI2 ./$0&L9 的 @SM 扩增产物与 23456-7&
（ 8 ）质粒分别进行 !"#X"酶切，回收纯化，经 R%
456 连接酶连接，转化 $ T %&’" 4C9#感受态细胞。
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提取的重组质粒，用 !"#!!酶切鉴定，得到 "#$%&
左右的条带，大小与预计的 ’()*+," 片段一致。用

$%&"鉴定插入基因片段的方向性，$%&"在 ’()*
片段上有一个切点，在 &-./012+（ 3 ）载体上有 1 个

切点，$%&"对重组质粒进行酶切后，得到 4 个片段，

其中一个片段在基因正向插入时是 154%&，而基因

反向插入时为 #$4%&，通过 !"#!!单酶切和 $%&"
单酶切筛选出正向插入的重组质粒（图 6），表明得

到了真核表达质粒 &-./07’。重组质粒以 8# 引物

测序 鉴 定，结 果 证 实 插 入 片 段 为 全 长 "#,%& 的

’()*+," -./0，其序列与 )9:;<:=（0* 45,51#）报道

的完全一样。

图 6 重组质粒 &-./07’ 的酶切分析

*>?@ 6 .>?9AB>C: CD &-./07’ E>BF 9:!C:G-H9<A9
I+：#’$(7)%&J" 3 !"#!! K<L=9L；I6：+MM%& ./0 N<!!9L

K<L=9L；+：&-./07’；6：&-./07’ !>?9AB9! E>BF !"#!!；1：&-./07

’ !>?9AB9! E>BF $%&" @

!"# $%&’%()*+,-’’.)/ 检测结果

O9AB9L:P%HCBB>:? 检测结果显示，在转染 &-./07’
质粒的 6$1 细胞培养上清中可以检测到相对分子质

量为 66=. 的反应条带，与预计的 ’()*+," 单体蛋白

的分子量相符，而转染 &-./012+（ 3 ）质粒的 6$1 细

胞裂解液样品、转染空质粒组及未转染组的细胞培

养上清和裂解液样品中，均没有见到 ’()*+,"的表达

（图 1）。

!"0 12345 法检测结果

(NQR0 法检测结果显示，’()* 蛋白的标准曲线

上 4$M:K 吸光值对数值与 ’()* 蛋白浓度的对数值

成正比，表明两者线性关系良好。根据标准曲线得

到各组 ’()* 蛋白的浓度。转染 &-./07’ 的 6$1 细

胞上清液中 ’()* 蛋白质浓度约为 44+5 &?7KN，而

图 1 表达产物的 O9AB9L:P%HCBB>:? 分析

*>?@ 1 O9AB9L:P%HCBB>:? <:<HSA>A CD BF9 9T&L9AA>C: &LC!G-B
IL：KCH9-GH<L E9>?FB AB<:!<L!；+：-GHBGL9 K9!>GK CD :C:PBL<:AD9-B9! 6$1

-9HHA；6：HSA<B9A CD :C:PBL<:AD9-B9! 6$1 -9HHA；1：-GHBGL9 K9!>GK CD 6$1

-9HHA BL<:AD9-B9! E>BF &-./012+（ 3 ）U9-BCL；4：HSA<B9A CD 6$1 -9HHA

BL<:AD9-B9! E>BF &-./012+（ 3 ）U9-BCL；"：-GHBGL9 K9!>GK CD 6$1 -9HHA

BL<:AD9-B9! E>BF &-./07’；,： HSA<B9A CD 6$1 -9HHA BL<:AD9-B9! E>BF

&-./07’@

相应的转染空质粒组与未转染组则未检测到 ’()*
蛋白。

!"6 鸡胚绒毛尿囊膜血管生成实验结果

利用鸡胚绒毛尿囊膜法检测重组质粒 &-./07’
转染 6$1 细胞后表达产物的生物学活性，同时以生

理盐水，&-./012+（ 3 ）转染 6$1 细胞的培养上清为

对照。实验结果（图 4 0、;、V），显示与生理盐水组

和 &-./012+（ 3 ）空质粒对照组相比，&-./07’ 组的

细胞培养上清样品对鸡胚绒毛尿囊膜有较明显的促

血管生成作用。

!"7 组织切片免疫组化染色结果

将大鼠急性心肌缺血动物模型组织切片进行

’()* 免 疫 组 织 化 学 染 色，实 验 结 果：盐 水 组、

&-./012+（ 3 ）空质粒组在梗死交界处心肌和肉芽

组织内均未见棕黄色阳性染色，未检出人 ’()* 表

达（图 " 0、;）。&-./07’ 组梗死交界处的心肌细

胞、血管内皮细胞胞浆可见棕黄色深染颗粒，说明有

人 ’()* 的表达（图 " V）。

!"8 透射电子显微镜观察结果

电镜观察结果显示盐水组和 &-./012+（ 3 ）空

质粒组梗死交界处心肌细胞间内皮细胞增生不明

显，增生的血管少（图 , 0、; 箭头处）。&-./07’ 可

见心肌细胞间大量毛细血管增生，内皮细胞核肿胀，

呈分裂状态，可见到出芽式生长（图 , V、. 箭头处）。

# 讨论

心脏血管的形成有三种途径：在已经存在的毛

细血管网的基础上，分叉长出新的毛细血管；已经存
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结果治疗组缺血区血供明显改善，侧支血管数量明

显增加。说明该方法产生的 !"#$ 蛋白足以增加侧

枝形成和心肌灌注。

在研究慢性心肌缺血基因治疗的同时，人们开

始关注急性心肌梗死的基因治疗。%&’()*+ 等人［,-］

通过结扎左冠状动脉的方法制作了鼠的心肌梗死模

型，模 型 成 功 四 周 后，将 .//!0 裸 质 粒 123
4’!"#$,5.直接注射于梗塞区域边缘的心肌内，结果

发现该方法能诱导梗塞心肌边缘的血管形成，证明

了这是治疗心肌梗塞的一种较有前途的方法，但病

理结果发现有血管瘤形成，认为是剂量过大引起的，

表明 !"#$ 裸质粒 123 的剂量和应用途径是影响

治疗结果的重要因素。由于急性心肌梗塞治疗的基

础研究尚不充分，临床方面的试验仍无进展。

本实验免疫组化染色结果显示：对照组和空载

体组未检测出人 !"#$ 蛋白的表达；!"#$ 组大鼠梗

死心肌交界处检测出 !"#$ 蛋白的表达，但蛋白表

达呈灶性分布，未见 !"#$ 蛋白大量集中表达。由

此认为，以 4&12367,（ 8 ）为载体，携带人 !"#$,5. 基

因，直接注射于活体心脏梗死交界处心肌内，能表达

出相应蛋白。推测可能是由于该载体的表达时间

短，四周时不是蛋白表达的高峰，因此免疫组织化学

染色时蛋白表达呈灶性分布，而不是大量集中表达。

透射电子显微镜观察结果显示：!"#$ 组电子显微

镜下表现为血管的出芽生长和内皮细胞的增生，表

明 !"#$,5.主要是促进内皮细胞增生。在本实验中，

体内、外的表达研究均证实了重组质粒 4&1239! 表

达产物具有促血管生成的生物学活性，为基因治疗

缺血性心肌病的研究提供了实验基础。
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