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［摘要］　目的：探讨腺病毒介导人血管内皮细胞生长因子（ｈＶＥＧＦ）基因感染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞后目的基因表达情况及其对细胞

增殖分化的影响，并观察体内移植后的表达情况及其血管生成效应。方法：构建含ｈＶＥＧＦ基因重组腺病毒 Ａｄ．ｈＶＥＧＦ，体

外感染ＮＩＨ３Ｔ３细胞，采用荧光显微镜和流式细胞术检测其转染效果和转染率，采用免疫组化、ＲＴＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ法分别检

测转染后的ＮＩＨ３Ｔ３细胞ＶＥＧＦ的表达情况。将转染后的ＮＩＨ３Ｔ３细胞移植于小鼠背部皮肤缺损模型上，１周后取创面覆盖

的脱细胞真皮组织标本，免疫组化检测组织ＶＥＧＦ的表达，并行组织新生血管计数。结果：携带ｈＶＥＧＦ基因的重组腺病毒

对于ＮＩＨ３Ｔ３细胞具有较高的转染效率，转染效率与病毒感染复制数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｉｅｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）具有量效关系。ＭＯＩ为

１００倍时，转染效率达９５％。ＲＴＰＣＲ和免疫组化检测到，Ａｄ．ｈＶＥＧＦ感染ＮＩＨ３Ｔ３细胞２４ｈ后即可在基因和蛋白质水平表

达，ＥＬＩＳＡ法检测到ＶＥＧＦ第３日表达分泌较高，７ｄ时达到表达高峰（１０５２ｐｇ／ｍｌ），１３ｄ后仍可检测到ＶＥＧＦ的表达。２周

内 ＭＴＴ法动态检测Ｄ值，转染组细胞与未转染组细胞比较无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。转染细胞体内种植后在组织中亦可明

显表达ＶＥＧＦ，实验组新生血管数显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论：腺病毒介导的 ＶＥＧＦ基因可有效转染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞，

体内外均可有效表达目的基因，并可促进移植组织血管新生。
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　 　 血 管 内 皮 生 长 因 子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是一种特异的与血管生长有

关的因子，特异地作用于血管内皮细胞，具有强烈的

促有丝分裂作用，其表达与组织中微血管的密度及

新生血管的数量密切相关［１］。基因工程细胞治疗优

于传统的蛋白质及基因治疗。小鼠ＮＩＨ３Ｔ３细胞是

来源于小鼠胚胎的成纤维细胞，易于转染，适于作为

外源基因修饰细胞［２］。基因治疗中选择安全高效的

载体是关键，目前用于介导血管生长因子基因的载

体种类较多，如裸质粒、脂质体和腺病毒等。而与裸

质粒、脂质体相比较，腺病毒载体能高效感染多种细

胞，因而被广泛用于基因转移的研究中［３５］。

　　本研究通过构建 ＶＥＧＦ 腺病毒载体，感染

ＮＩＨ３Ｔ３细胞，拟探讨腺病毒介导人 ＶＥＧＦ基因感

染ＮＩＨ３Ｔ３细胞后目的基因表达情况及其对细胞增

殖分化的影响，并观察体内移植后的表达情况及其

血管生成效应，为进一步应用 ＶＥＧＦ基因工程细胞

治疗提供实验和理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料及试剂　ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血清、胰蛋

白酶、ＥＤＴＡ、脂质体和细胞转染试剂盒均为 Ｇｉｂｃｏ
公司产品；二甲亚砜（ＤＭＳＯ）、四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）购于美国Ｓｉｇｍａ公司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购于

晶美公司；免疫组化试剂盒及兔抗人 ＶＥＧＦ抗体购

于ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物制品公司；ＲＴＰＣＲ试剂盒购于

ＴａＫａＲａ公司；ｐＡｘＣＡｗｔ．ＶＥＧＦ系统由第二军医大

学长海医院胸心外科研究所惠赠，昆明小鼠由第二

军医大学实验动物中心提供，脱细胞猪真皮由江苏

启东市医疗用品研究所提供。

１．２　Ａｄ．ｈＶＥＧＦ腺病毒载体的构建及鉴定　采用

脂质体转染法，将ｐＡｘＣＡｗｔ．ＶＥＧＦ与 ＤＮＡＴＰＣ
共转染人胚肾２９３细胞，扩增后获得载ｈＶＥＧＦ基因

的复制缺陷型重组腺病毒。使用ＰＣＲ酶切证实重

组腺病毒中的目的基因。具体实验见文献［６］。

１．３　ＮＩＨ３Ｔ３细胞培养　将 ＮＩＨ３Ｔ３细胞接种于

６０ｍｍ平皿中（悬于１００μｌ含１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清和

双抗液的ＤＭＥＭ高糖培养基内），单层培养３６ｈ到

达９０％融合时进行转染。

１．４　Ａｄ．ＧＦＰ转染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞的效率测定　将

细胞接种１２孔培养板，培养至９０％融合时，弃去培

养上清。为获得最佳的病毒感染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞，调

整病毒感染复制数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｉｅｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ，

又称为感染复数）范围为５～２００。按 ＭＯＩ分别为

５、２５、５０、１００、１５０、２００加入纯化的 Ａｄ．ＧＦＰ 液

（１．２×１０９ｐｆｕ），进行感染培养。转染４８ｈ后在荧

光显微镜下观察绿色荧光强度，消化细胞，用

ＤＭＥＭ培养液洗细胞１次，重悬于２０ｇ／Ｌ多聚甲

醛中，采用流式细胞仪检测转染细胞比例。

１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＮＩＨ３Ｔ３细胞ＶＥＧＦ基因 ｍＲ

ＮＡ的表达　转染２４ｈ后，提取细胞ＲＮＡ，调整质

量浓度为ｌμｇ／μｌ。以ＶＥＧＦ基因４９７ｂｐ长度序列

为模板合成引物，正向引物为５′ＡＡＧＣＴＴＡＣＣ

ＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧ３′和反向引物

为５′ＧＡＡＴＴＣＡＡＡＣＣＣＴＧＡＧＧＧＡＧＧＣＴＣ

３′。参照ＲＴＰＣＲ试剂盒说明操作，以凝胶成像系

统对ＤＮＡ扩增带进行分析。

１．６　免疫组化法检测 Ａｄ．ＶＥＧＦ转染 ＮＩＨ３Ｔ３后

ＶＥＧＦ蛋白的表达情况　ＮＩＨ３Ｔ３细胞传２代后，

胰酶消化，铺盘于事先放置盖玻片的６孔板内，每孔

细胞数量为５×１０５，２ｄ后细胞贴壁生长于盖玻片

上。在 ＭＯＩ为 １００ 的条件下，用 Ａｄ．ＶＥＧＦ 及

Ａｄ．ＧＦＰ转染ＮＩＨ３Ｔ３细胞。细胞转染２４ｈ后，用

ＳＡＢＣ免疫组化法检测ｈＶＥＧＦ在细胞内的表达。

以ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。

１．７　ＥＬＩＳＡ法测定培养上清中ＶＥＧＦ的含量　两

组细胞初始密度均为１×１０４／ｍｌ。自转染后２４ｈ开

始，将转染细胞与未转染细胞分装于６孔板中，每隔

１ｄ换培养液并收集培养上清于－２０℃保存，每组３
孔重复。参照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明进行检验操作，在

检测波长为４５０ｎｍ、校正波长５７０ｎｍ 酶联仪上读

取光密度值（Ｄ），根据标准品测定结果，计算被检测
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培养上清内ＶＥＧＦ含量。

１．８　ＭＴＴ法检测转染Ａｄ．ＶＥＧＦ对细胞增殖的影

响　将细胞接种于９６孔培养板，每孔１００μｌＩＭＤＭ
培养液，２４ｈ后将 Ａｄ．ＶＥＧＦ和 Ａｄ．ＧＦＰ转染细

胞，４８ｈ后每孔加入 ＭＴＴ１０μｌ，弃培养液，每孔加

入ＤＭＳＯ１５０μｌ，振荡１０ｍｉｎ，５７０ｎｍ 波长测定

Ｄ值。

１．９　体内移植实验　雄性昆明小鼠１２只，体质量

约２６ｇ，随机分为２组。在腹腔注射２．５％戊巴比妥

钠（３５ｍｇ／ｋｇ）麻醉下，在小鼠背部制作２ｃｍ×２ｃｍ
皮肤全层缺损模型，创面再覆盖脱细胞真皮，实验分

成２组：实验组创面脱细胞真皮下注射０．２ｍｌ感染

后的ＮＩＨ３Ｔ３细胞（３×１０６／ｍｌ），对照组仅注射０．２

ｍｌＤＭＥＭ培养基。１周后在过量麻醉下，切取脱细

胞真皮标本，进行组织学和免疫组织化学检查，观察

ＶＥＧＦ的表达，并计算高倍视野下新生血管数。

１．１０　统计学处理　ＳＰＳＳ１０．０统计软件对数据进

行分析，所有数据用珚ｘ±ｓ形式表示，统计学处理采

用ｔ检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　Ａｄ．ｈＶＥＧＦ 的鉴定　所制备腺病毒抽提

ＤＮＡ后进行ＰＣＲ反应，产物凝胶电泳分析可见在

７４３ｂｐ处有高度特异性条带，而２９３细胞不出现此

条带。对ＰＣＲ的产物进行 ＮｃｏⅠ酶切鉴定，得到

５９７ｂｐ、１４６ｂｐ两个片段，与ＧｅｎｅＴｏｏｌ软件理论上

计算的结果完全一致。

２．２　Ａｄ．ＧＦＰ转染ＮＩＨ３Ｔ３细胞的效率测定　在

Ａｄ．ＧＦＰ转染培养细胞４８ｈ后，ＧＦＰ的表达明显增

强。见图１。在５、２５、５０、１００、１５０、２００这６个不同

ＭＯＩ条件下，转染效率分别为３０％、６９％、８０％、

９５％、９６％、９８％。结果显示：当ＭＯＩ≤１００时，腺病

毒的转染效率与病毒剂量呈明显正相关，当 ＭＯＩ在

１００以上时，转染率趋于稳定，均在９５％以上。

２．３　ＶＥＧＦ转染ＮＩＨ３Ｔ３细胞后的表达情况

２．３．１　ＲＴＰＣＲ检测　细胞转染２４ｈ后，各组均出

现βａｃｔｉｎ条带，实验组出现４９７ｂｐ条带，对照组和

空白转染组则无相应条带出现。见图２。

２．３．２　ＥＬＩＳＡ 法检测 Ａｄ．ＶＥＧＦ 转染上清中

ＶＥＧＦ的表达情况　转染组第３日表达分泌较高，

７ｄ时达到表达高峰（１０５２ｐｇ／ｍｌ），１３ｄ后仍可检测

到ＶＥＧＦ的表达，且转染组上清中ＶＥＧＦ的分泌水

平明显高于空白对照组（Ｐ＜０．０１）。见表１。

图１　Ａｄ．ＧＦＰ转染ＮＩＨ３Ｔ３
细胞后荧光显微镜下形态

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ．ＧＦＰ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　ＮＩＨ３Ｔ３细胞经转染后ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ２　ＶＥＧＦｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＮＩＨ３Ｔ３

ｃｅｌｌｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：Ｂｌａｎｋｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；３：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；

４：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．３．３　免疫组化检查　细胞培养２４ｈ后，可见

Ａｄ．ＶＥＧＦ转染组细胞呈明显阳性反应，ＮＩＨ３Ｔ３细

胞胞质内充满棕褐色颗粒。而Ａｄ．ＧＦＰ转染及对照

组为阴性。见图３。

２．４　转染对细胞增殖的影响　在转染 Ａｄ．ＶＥＧＦ
２４ｈ后用 ＭＴＴ法检测 ＮＩＨ３Ｔ３细胞的增殖情况，

Ａｄ．ＶＥＧＦ组Ｄ５７０为（０．１１３±０．０１０），Ａｄ．ＧＦＰ组为
（０．１１５±０．０１１），未转染对照组为（０．１２０±０．０１３），
均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。说明ＶＥＧＦ基因转染
对ＮＩＨ３Ｔ３细胞的增殖没有明显影响。

２．５　体内转染细胞ｈＶＥＧＦ的表达情况及其新生血
管化效应　１周后通过从创面切取脱细胞真皮组织
标本，免疫组化检查显示，实验组脱细胞真皮中

ｈＶＥＧＦ阳性表达，可见有散在明显的棕褐色阳性产
物，而实验组阴性表达。见图４。观察病理组织切
片，计算１周后每２００倍高倍镜视野血管数，实验组
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为（６．２±１．４）／ＨＰＦ，对照组为（３．５±１．１）／ＨＰＦ， 实验组较对照组明显增多（ｔ＝４．１２，Ｐ＜０．０１）。

表１　两组ＶＥＧＦ分泌情况比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＶＥＧＦｓｅｃｒｅｔｉｏｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
［ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

１ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ １１ｄ ３ｄ
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ １９８±９ ３１２±４２ ４９９±３０ １０５２±５８ ６１０±４６ ４９０±２５ ２５１±１３
Ｃｏｎｔｒｏｌ ５５±６ ５６±４ ５１±４ ５４±９ ５４±６ ５６±２ ５６±７
ｔ ６３．４０ ６４．７４ １３１．５９ ２１０．１３ １３２．４６ １４３．６７ ７５．５２
Ｐ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１

图３　ＮＩＨ３Ｔ３细胞转染后ＶＥＧＦ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ３　ＶＥＧＦｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｉｎ

ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙＡｄ．ＶＥＧＦ
Ａ：Ａｄ．ＶＥＧＦｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ａｄ．ＧＦＰｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图４　１周后创面脱细胞真皮组织

ＶＥＧＦ免疫组化染色结果

Ｆｉｇ４　ＶＥＧＦＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｉｎ

ａｃｅｌｌｕｌａｒｄｅｒｍａｌｍａｔｒｉｘｏｎｅｗｅｅｋｌａｔｅｒ

Ａ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：

×２００

３　讨　论

　　ＶＥＧＦ是机体内促进血管生长最主要的生长因

子，它特异性地作用于内皮细胞，促进其增殖和血管

生成。因此，以ＶＥＧＦ为基础的治疗性血管生成的

研究备受关注。在 ＶＥＧＦ基因成功应用于治疗肢

体缺血［４］后，近年来人们尝试用ＶＥＧＦ基因治疗加

速创面愈合及缺血皮肤、皮瓣的血管再生［５，７］。小鼠

ＮＩＨ３Ｔ３细胞是来源于小鼠胚胎的成纤维细胞，易

于转染，已有研究表明，ＮＩＨ３Ｔ３细胞经体外ｐｃＤ

ＮＡ３．１（－）／ＶＥＧＦ１６５质粒的导入和表达，可被用于

基因载体增强缺血性皮瓣的血管生成，是一种理想

的外源基因转移的靶细胞［８］。基因治疗中选择安全

高效的载体是关键，目前用于介导血管生长因子基

因的载体种类较多，如裸质粒、脂质体和腺病毒等。

而腺病毒载体能高效感染多种细胞，因而被广泛用

于基因转移的研究中［９１０］，国内徐驯宇等［１１］报道的

腺病毒转染效率十分理想。而 ＶＥＧＦ重组腺病毒

感染ＮＩＨ３Ｔ３细胞的相关研究报道较少。

　　本实验通过腺病毒载体成功的将 ＧＦＰ报告基

因和ＶＥＧＦ基因分别转入了ＮＩＨ３Ｔ３细胞内，我们

观察到用Ａｄ．ＧＦＰ转染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞后在荧光显

微镜下绿色荧光显示的各种形态的细胞与光镜下见

到的形态结构相似。本实验结果显示，应用携带报

告基因 ＧＦＰ 的腺病毒载体 Ａｄ．ＧＦＰ 体外转染

ＮＩＨ３Ｔ３细胞，在５０～２００的 ＭＯＩ范围内可以获得

比较稳定的转染效率，转染效率都大于９５％，并且

ＭＯＩ为 １００ 是 较 为 合 适 的 转 染 倍 数，这 说 明

ＮＩＨ３Ｔ３细胞对于腺病毒是易感细胞。我们采用的

腺病毒介导ＧＦＰ在ＮＩＨ３Ｔ３细胞表达为基因功能

的研究提供一个理想的模型。在我们的实验中，通

过ＲＴＰＣＲ检测到实验组出现４９７ｂｐ条带，表明在

Ａｄ．ＶＥＧＦ转染细胞中有人源化 ＶＥＧＦ基因表达，

免疫组化检测发现，转染了 Ａｄ．ＶＥＧＦ 基因的

ＮＩＨ３Ｔ３细胞可以稳定表达外源性 ＶＥＧＦ蛋白。

ＥＬＩＳＡ检测显示，腺病毒转染 ＮＩＨ３Ｔ３细胞２４ｈ
后，培养上清中已经开始有 ＶＥＧＦ的产生，以后逐
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渐升高，到第７日时表达达到高峰，此后表达水平逐

渐下降，但仍能维持在一定水平的 ＶＥＧＦ表达，并

持续至转染后１３ｄ左右，这与华平等［１２］检测的结果

基本一致。因此，我们推断：如果保证在转染后３～
５ｄ将靶细胞移植至创面，将可以保证 ＶＥＧＦ的分

泌高峰期位于宿主体内。我们观察到 ＶＥＧＦ转染

ＮＩＨ３Ｔ３细胞效率较高，转染后的 ＮＩＨ３Ｔ３细胞增

殖力和活力也不受影响，且体内移植实验显示，

ＮＩＨ３Ｔ３基因修饰细胞在移植组织中 ＶＥＧＦ表达

明显，且发挥了其促进血管新生的作用。这与郑岩

等［８］报道的实验结果是一致的，他们采用ＶＥＧＦ质

粒转染小鼠ＮＩＨ３Ｔ３细胞后皮下移植，可促进缺血

皮瓣的血管新生。因腺病毒具有对多种细胞高效的

感染率［１０］，因而ＶＥＧＦ重组腺病毒感染的ＮＩＨ３Ｔ３
细胞可发挥出较好基因治疗效果。

　　最近Ｄｉｃｋｅｎｓ等［１３］认为先体内后体外基因转移

ＶＥＧＦ，可以诱导创面血管化，加快全层缺损创面组

织修复。本实验成功采用基因转染的方法将ＶＥＧＦ
导入ＮＩＨ３Ｔ３细胞，且细胞转染后目的基因表达稳

定，目的基因产物发挥了其促血管生成的生物效应。

因此，将ＮＩＨ３Ｔ３细胞移植和ＶＥＧＦ基因治疗紧密

结合，通过有效转染靶细胞并移植于创面，有利于创

面移植组织的成活，从而提高创面愈合质量。这将

为进一步的创面实验打下基础，亦将为临床基因治

疗缺血性创面提供有效措施。当然如何适时调控

ＶＥＧＦ基因表达以及如何解决腺病毒引起的免疫排

斥反应等问题还需要大量深入研究，也将是今后的

研究方向。
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