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ＶＥＧＦ基因转染血管内皮祖细胞的实验研究
王盛，陈忠，唐小斌，吴章敏，吴庆华

（首都医科大学附属北京安贞医院 血管外科，北京 １０００２９）

　　摘要：目的　探讨血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）基因转染血管内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）的方法及效果。
方法　取生长活跃的 ＥＰＣｓ，分别转染不同浓度的携带 ＶＥＧＦ１６５基因的腺病毒质粒 （ＡｄｖＧＦＰ

ＶＥＧＦ１６５）（转染组）及空质粒（ＡｄｖＧＦＰ）（空质粒组），并设空白对照组。荧光显微镜下观察转染效

果，ＭＴＴ法检测不同病毒滴度时细胞增殖情况；ＡＢＣＥＬＩＳＡ法检测上清液中 ＶＥＧＦ蛋白表达情况。

结果　转染组镜下观察到大部分细胞呈现绿色荧光。病毒滴度为 １∶１００的转染会导致细胞生长停滞，

并造成细胞损害；１∶５０的转染后对细胞增殖无明显影响。ＥＬＩＳＡ检测证实转染组上清液中 ＶＥＧＦ蛋白

浓度明显高于空质粒组及空白对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　以腺病毒为载体的 ＶＥＧＦ基因转染 ＥＰＣｓ是

可行的，１∶５０是合适的转染比率，转染后上清液中 ＶＥＧＦ蛋白表达明显增加。
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　　血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在治疗缺血性疾
病中的作用已得到肯定。与成体组织相比，干细

胞移植的优势之一在于其易于改造，可以作为基

因治疗良好的靶细胞。因此血管内皮祖细胞

（ＥＰＣｓ）联合基因（如 ＶＥＧＦ）治疗缺血性疾病是一
种有前途的方法。为了改善 ＥＰＣｓ质量，减少移植
时 ＥＰＣｓ的用量，笔者尝试利用腺病毒质粒携带的
ＶＥＧＦ１６５基因转染 ＥＰＣｓ，报告如下。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
Ｍ１９９培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；Ｆｉｃｏｌｌ离心液购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＶＥＧＦ
购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；碱性纤维细胞生长因子（ｂＦ
ＧＦ）购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；胰岛素样生长因子（ＩＧＦ
１）购自 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司；二甲基亚枫（ＤＭＳＯ）购自
北京晶美生物制品公司；四唑蓝（ＭＴＴ）购自北京
晶美生物制品公司。另备酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ）试剂盒、倒置相差显微镜、荧光显微镜。
１．２　ＥＰＣｓ，ＶＥＧＦ１６５基因转染实验

（１）取生长活跃的 ＥＰＣｓ，胰酶消化后，移入
５０ｍＬ离心管中，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。弃去上
清，加入 １０００μＬ培养基，取 １０μＬ细胞计数。
（２）按每孔 １０５个细胞加入 ６孔板中。（３）基因
转染：将 １０１０个病毒／ｍＬ的溶液稀释为１０６／１００μ，
质粒转染组（实验组）每孔加入不同滴度的 Ａｄｖ
ＧＦＰＶＥＧＦ１６５（北京协和医院血液科惠赠）；空质
粒组在孔内加入相应病毒滴度的 ＡｄｖＧＦＰ（北京
协和医院血液科惠赠）。（４）轻轻吹打混匀，于
３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养 ２ｈ。（５）加入 ３ｍＬ
培养基，于 ３７℃，５％ ＣＯ２条件下培养 ２ｈ。
１．３　镜下观察转染细胞检测转染效果

ＥＰＣｓ转 染 携 带 绿 色 荧 光 蛋 白 （ＧＦＰ）的
ＶＥＧＦ１６５基因后 ２４ｈ，置荧光显微镜下观察转染
效果。

１．４　检测 ＥＰＣｓ转染 ＶＥＧＦ１６５后的增殖情况
（１）取生长活跃的 ＥＰＣｓ，按前述方法转染不

同病毒滴度的 ＶＥＧＦ１６５，转染比率（细胞：病毒）
分别为 １∶１０，１∶５０，１∶１００。（２）在对数生长期，
分别取上述不同比率转染的 ＥＰＣｓ，胰酶消化，用
Ｍ１９９培养基制成单细胞悬液。（３）台盼蓝染色，
细胞计数。（４）将细胞以 ５１０３／２００μＬ／孔的密
度接种于 ９６孔板。（５）置于 ３７℃，５％ ＣＯ２条件
下培养，每 ３～４ｄ更换培养基。（６）呈色：每孔

加入 ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液 ２０μＬ，３７℃，５％ ＣＯ２条
件下孵育 ４ｈ后终止培养。小心吸尽上清液，每
孔加入 ＤＭＳＯ１００μＬ，平板床振 荡１０ｍｉｎ。（７）比
色：＝５７０ｎｍ比色。
１．５　ＥＰＣｓ１∶５０转染 ＶＥＧＦ１６５后增殖对照实验

将培养 ７ｄ的细胞随机分为 ３组接种：转染
ＡｄｖＧＦＰＶＥＧＦ１６５的细胞（转染组，Ａ组），转染
空质粒的细胞（空质粒组，Ｂ组），未转染的细胞
（空白对照组，Ｃ组），行 ＭＴＴ试验。
１．６　外分泌 ＶＥＧＦ１６５蛋白表达的 ＥＬＩＳＡ实验

分别在转染后第 １，４，７，１４天取上清液行双
抗体夹心 ＡＢＣＥＬＩＳＡ实验，绘制标准曲线，测得样
品光密度值（ＯＤ）值后在曲线上查得 ＶＥＧＦ浓度。
１．７　统计学处理

所有数据应用 ＳＰＳＳ１１．５统计学软件行 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＶＥＧＦ基因转染效果
转染携带绿色荧光蛋白表达基因的 ＡｄｖＧＦＰ

ＶＥＧＦ１６５后 ２４ｈ在荧光显微镜下观察，见几乎所
有细胞呈绿色荧光，说明转染成功（图 １）。

图 １　转染 ＡｄｖＧＦＰＶＥＧＦ１６５后的 ＥＰＣｓ（×１０）

２．２　ＭＴＴ实验结果
２．２．１　不同浓度 ＥＰＣｓ转染 ＶＥＧＦ１６５后的增殖
情况　１∶１０转染组及 １∶５０转染组细胞增殖情况
基本相似，正常贴壁及生长，而 １∶１００比率转染
后，细胞的增殖处于停滞状态，同时在镜下发现细

胞坏死形成碎片（表 １）。
２．２．２　ＥＰＣｓ１∶５０转染 ＶＥＧＦ１６５后增殖情况　
转染 ＶＥＧＦ１６５后的细胞继续培养，并与未转染组
及空质粒组对照相比较，ＭＴＴ实验显示各组增殖
情况无统计学差异（Ｐ＞０．０５）（表 ２）。

０９７
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２．３　ＡＢＣＥＬＩＳＡ检测 ＶＥＧＦ含量
Ａ组上清液中 ＶＥＧＦ的含量显著高于其他两

组，差异有显著性（Ｐ＜０．０１）；而 Ｂ组与 Ｃ组差
异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 ３）。

表１　ＭＴＴ检测不同病毒滴度转染结果（ｘ±ｓ）

时间（ｄ） １∶１０转染组 １∶５０转染组 １∶１００转染组

２ ０．１６６±０．０２２ ０．２０５±０．０１８ ０．１７５±０．０２３

４ ０．２０８±０．０１９ ０．２４５±０．０３３ ０．２９４±０．０６５

６ ０．２６５±０．０６３ ０．２３６±０．０９２ ０．２４５±０．０４３

８ ０．３１２±０．１０７１） ０．３２３±０．０３８１） ０．１９８±０．０２９

１０ ０．３９５±０．１２１１） ０．３７６±０．０９６１） ０．２１２±０．０２４

１２ ０．５１９±０．２６４１） ０．４９５±０．１１６１） ０．１８６±０．０５１

１４ ０．４９７±０．０８９１） ０．５３２±０．１９８１） ０．２０９±０．０６９

　　注：１）与１∶１００组相比，Ｐ＜０．０１

表２　３组细胞的增殖情况（ｘ±ｓ）

时间（ｄ） 转染组 空质粒组 未转染组

２ ０．２３７±０．０５７ ０．２２５±０．０４９ ０．１８２±０．０１２

４ ０．２２０±０．０２０ ０．２１９±０．０２９ ０．３０６±０．２３１

６ ０．３１１±０．１０９ ０．３１６±０．１２４ ０．２９４±０．０２３

８ ０．３８０±０．１０５ ０．４２０±０．０７１ ０．４１６±０．０６５

１０ ０．３６２±０．１１２ ０．３８７±０．１１３ ０．３３６±０．１３６

１２ ０．４８１±０．２５２ ０．４７６±０．２１３ ０．４６９±０．０６９

１４ ０．６１６±０．０６９ ０．６４３±０．０２３ ０．６５２±０．１０３

表３　上清液中ＶＥＧＦ的含量（ｐｇ／ｍＬ）：

组别
转染后天数（ｄ，ｘ±ｓ）

１ ４ ７ １４

Ａ ５１６０．７９±５１８．８８ ５３０６．２５±４９８．３６ ４９８６．７５±３９２．４６ ４７６９．３５±３６９．５８

Ｂ ３４４８．１１±２３５．２９１） ３３９６．１７±２９５．３０１） ３０６９．８２±２２６．７５１） ２９６３．６５±２１９．３８１）

Ｃ ３４０３．００±３９３．６０１） ３４９５．３６±３５６．３９１） ３２６９．８６±２４６．３５１） ３０２６．３５±２６４．３１１）

　　注：与Ａ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨　论

干细胞移植在治疗缺血性疾病方面已取得较

大的突破［１－２］，其作用已得到肯定。但干细胞移

植也有一定的局限性，主要表现在 ＥＰＣｓ的质量
和数量还不够理想，有待提高。利用基因修饰改

善 ＥＰＣｓ的质量，减少其用量是一种有前途的方
法。ＶＥＧＦ基因治疗性血管新生作用也已得到证
实。ＶＥＧＦ能增加小血管的通透性、促进内皮细
胞增殖和迁移，抑制内皮细胞凋亡，并能刺激内

皮细胞产生纤溶酶原激活物，从而有力地促进血

管新生。其他基因如 ｂＦＧＦ的促血管生成作用也
有报道［３］。转染 ＶＥＧＦ１６５基因后的 ＥＰＣｓ因具有
更强大的促血管新生作用，可使需要的 ＥＰＣｓ数
量减少，增加了临床应用的可能［４－５］。

腺病毒（Ａｄ）是继逆转录病毒载体后发展较
快的载体系统，已引起基因转导、基因治疗领域

的普遍重视。Ａｄ宿主范围广，对静止和增生活跃
的细胞均有感染性，转染效率高，其目的基因表

达效率是质粒的 １０３ ～１０４倍［６］；Ａｄ载体较易制
备，滴度高达 １０１２ｐｆｕ／ｍＬ；而且不整合入宿主细

胞的基因组，不会引起宿主细胞基因的插入性突

变，但会使基因在细胞分裂中丢失，不能稳定及

长时间地表达，一般维持１个月左右。Ａｄ作为活
疫苗应用，无明显不良反应。因此，Ａｄ载体很适
合于体内基因治疗［７－８］。

本实验选择的转染比率为 １∶５０（细胞：病
毒），是常用转染比率，转染比率过低效率不够，

过高则可能造成细胞损伤。为观察不同转染比

率对细胞增殖的影响，本研究选择了 １∶１０，１∶５０，
１∶１００３种转染比率进行实验。从 ＭＴＴ结果发
现，１∶１０转染组及 １∶５０转染组细胞增殖情况基
本相似，而 １∶１００比率转染后，细胞的增殖处于
停滞状态，同时在镜下可见细胞坏死形成碎片。

这可能与过高滴度的病毒对细胞的损害有关。

因此，为保证尽可能高的转染效率，而又不对细

胞造成损害，笔者选择了 １∶５０的转染比率。１∶５０
转染后 ２４ｈ在荧光显微镜下观察可见几乎所有
细胞都呈绿色荧光，说明转染效果满意。转染后

的细胞继续培养并与未转染组及空质粒组对照，

显示各组增殖情况无显著性差异，说明以腺病毒

为载体行 ＶＥＧＦ基因转染对细胞生长增殖无明显

１９７
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影响。

ＥＬＩＳＡ实验显示转染后的培养细胞上清液中
ＶＥＧＦ的含量明显高于空白对照组及空质粒组。
因为血管内皮细胞本身已具有分泌 ＶＥＧＦ的功
能，所以各组的上清液中有一定浓度的 ＶＥＧＦ蛋
白，这 也 从一个侧面证实了所培养的细胞为

ＥＰＣｓ。转染 ＶＥＧＦ１６５后上清液中 ＶＥＧＦ浓度显
著增加，说明转染成功，同时也为细胞移植后

ＶＥＧＦ在体内发挥作用提供了证据。ＥＰＣｓ具有定
向移植于血管生成部位的特点。同时，内皮细胞

是最接近于血流的一层细胞，释放出的蛋白质很

容易通过血流扩散到全身从而广泛发挥作用，因

此 ＥＰＣｓ是基因治疗理想的导向载体，ＶＥＧＦ基因
转染 ＥＰＣｓ是一种有效、可行的方法。
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穗港海外胃肠肿瘤学术研讨会暨胃癌高级培训班第二轮通知

由中山大学附属第一医院、广东省抗癌协会胃癌专业委员会和中山大学胃癌诊治研究中心、《中国实用外科

杂志》、《消化肿瘤杂志》联合主办的穗港海外胃肠肿瘤学术研讨会暨胃癌高级培训班定于 ２００８年 １１月 ２８日至

１２月 １日在广州市召开。会议将邀请国内外著名专家做专题研讨和现场手术演示，欢迎国内外医师踊跃参加。

参会者可获国家继续医学教育Ⅰ学分 １０分。

征文内容：胃肠肿瘤的诊治新进展；胃肠肿瘤的扩大和缩小手术；胃肠间质瘤；胃肠恶性肿瘤微创手术的现状

和前景；胃肠癌化学治疗、生物治疗的研究进展；胃肠肿瘤外科密切相关的边缘交叉学术问题。

征文要求：①使用 Ｗｏｒｄ文档格式，全文字数 ４０００字符左右，摘要 ６００字左右；②摘要内容应包括文题，作者

单位，邮编，姓名及“目的、方法、结果、结论”；③稿件请写明准确的通讯地址、单位名称、邮政编码和联系电话，以

便联系；④征文截稿日期 ２００８年 １０月 ３０日前（请自留底稿，恕不退稿），请务必通过电子邮箱将稿件发至 ｘｕｚｅｅ

＠ｍｅｄｍａｉｌ．ｃｏｍ．ｃｎ。

主题请标明“胃肠肿瘤学术研讨会征文”。联系地址：广州市中山二路 ５８号中山大学附属第一医院胃肠胰外

科（邮编 ５１００８０），联系人及电话：张常华 １３６７８９８７４１５；徐泽娥 ０２０－８８２６３３９３。

２９７




