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hVEGF121基因转染对人脐静脉内皮细胞生长的作用
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[摘要 ]　目的: 构建人血管内皮生长因子 (hV EGF) 2121 的真核细胞复制表达质粒, 将 hV EGF121基因转染进人脐静脉内皮细

胞 (hum an um bilical vein endo thelia l cell, HUV EC) , 通过旁分泌作用来加快其生长速度。方法: 采用R T 2PCR 方法, 从人胚

胎成纤维细胞中克隆 hV EGF121前体蛋白全长 cDNA , 构建重组真核表达质粒 pcDNA 32hV EGF121, 用 FuGEN E 6 介导转染入

HUV EC。收集转染的HUV EC 培养上清, 用 EL ISA 法定量检测 hV EGF 蛋白的表达情况; 绘制细胞生长曲线, 检测 hV EGF121

促进HUV EC 增殖的生物学活性。设转染 pcDNA 3 空质粒载体和不转染任何DNA 的HUV EC 做对照。结果: (1)成功构建

了 pcDNA 32hV EGF121真核表达质粒, 经测序证明基因序列与 GenBank 中核酸序列一致, 且插入方向正确; (2) 转染细胞瞬时

表达 hV EGF 蛋白, 于转染 1 d 后每 104 个细胞每天可分泌 hV EGF 蛋白 59. 95 pg, 约为对照组的 100 倍; 之后表达水平先快后

慢下降, 于转染 7 d 后仍较对照组高近 1 倍; (3)转染细胞生长速度明显加快, 在转染 3 d 后细胞数与对照组相比即有显著性差

异(P < 0. 01) , 细胞倍增时间从对照组的 7 d 以上缩短为 3 d 左右。结论: 成功构建了 pcDNA 32hV EGF121真核表达质粒; 该质

粒能在HUV EC 中表达有生物活性的 hV EGF121蛋白, 通过旁分泌作用明显促进HUV EC 的分裂增殖。
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[ABSTRACT ]　Objective: To construct hum an vascu lar endo thelia l grow th facto r (hV EGF) 2121 p ro tein exp ression p lasm id,

and to transfect it in to hum an um bilical vein endo thelia l cells (HUV EC) to speed up their grow th in v itro th rough a paracrine

w ay. M ethods: hV EGF121 cDNA w as ob tained by reverse transcrip t ion2po lym erase chain react ion (R T 2PCR ) from hum an em 2
bryon ic fib rob last and w as in serted in to eukaryo tic exp ression vecto r pcDNA 3. T he recom binan t p lasm id w as tranfected in to

HUV EC by FuGEN E 6 lipo som e. T he cu ltu re supernatan t of the transfected cells w as co llected, and the exp ression of

hV EGF p ro tein w as tested by enzym e2linked imm uno so rben t assay (EL ISA ). T he ro le of hV EGF121 gene transfer in HUV EC

p ro liferat ion w as studied by cell2coun ting. pcDNA 3 vecto r transfected and non2t ran sfected HUV EC w ere used as the con tro l

group s. Results: pcDNA 32hV EGF121 p lasm id w as constructed. A fter cell t ransfect ion, hV EGF p ro tein w as transien t ly ex2
p ressed and peaked on 1 d at 59. 95 pgö(104 cells·d) , abou t 100 tim es that of the con tro l group level; afterw ards, the p ro2
ductions decreased qu ick ly and then slow ly, bu t st ill abou t 1 t im e h igher than that of the con tro l group level on 7 d. T he

transfected HUV EC p ro liferated mo re rap idly than that of the con tro l group s on 3 d (P < 0. 01) ,w ith the cell doub ling tim e

sho rtened to abou t 3 d from over 7 d in the con tro l group. Conclusion: P lasm id pcDNA 32 hV EGF121 has been constructed suc2
cessfu lly, w h ich can exp ress act ive hV EGF121 p ro tein in HUV EC cu ltu red in v itro, thus p romo ting HUV EC p ro liferat ion by a

paracrine loop.

[KEY WORD S ]　hum an vascu lar endo thelia l grow th facto r2121; eukaryo tic exp ression; hum an um bilical vein endo thelia l

cells; cell p ro liferat ion

[A cad J Sec M ilM ed U niv, 2004, 25 (10) : 107421077 ]

Ξ 　 人脐静脉内皮细胞 (hum an um b ilica l vein en2
do thelia l cells, HUV EC) 是生物医学研究中的常用

体外细胞实验模型, 还是血管组织工程领域中重要

的种子细胞, 用于使人工血管内皮化以减少血栓形

成, 提高血管通畅率[ 1 ]。但是, HUV EC 体外增殖速

度慢且容易老化, 难以满足基础和临床研究的需要。

为解决这一问题, 人们多在其培养基中添加生长因

子, 最常用的是血管内皮细胞生长因子 (V EGF )。

V EGF 是一种特异性作用于血管内皮细胞的有丝分

裂原[ 2 ] , 主要有 4 种亚型, 在人类细胞中其氨基酸残

基数为 121、165、189 及 206[ 3 ]。其中人 V EGF
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(hV EGF) 189和 hV EGF 206几乎完全被束缚在细胞外

基质中, hV EGF 121可自由扩散, hV EGF 165结合力介

乎两者之间。因此 hV EGF 121、hV EGF 165较易至靶细

胞[ 4 ] , 人们将这 2 种基因重组进真核表达载体, 体内

转染, 通过其旁分泌作用达到促血管生成效应[ 5～ 9 ];

或体外转染真核细胞, 获得含具生物活性的

hV EGF 蛋白质的条件培养基, 促进 HUV EC 的体

外增殖[ 10, 11 ]。实验证明, 外源基因表达的 hV EGF 121、

hV EGF 165蛋白在体内外有相似的生物学效应[ 7, 10 ]。

王国斌等[ 12 ]将 hV EGF 165基因直接转染进HUV EC,

通过旁分泌作用促进其生长, 获得良好效果。本实验

拟构建 hV EGF 121 亚型真核表达质粒, 将之转染

HUV EC, 观察转染对内皮细胞增殖的影响, 为

HUV EC的体外培养探索一个可能的新方法。

1　材料和方法

1. 1　主要材料及仪器　pcDNA 3 质粒和大肠杆菌

DH 5Α为本教研室保存; To ta l RNA Iso la t ion C las2
sic K it、3S P lasm id M in ip rep K it V er 3. 1、3S DNA

Gel Pu rif ica t ion K it V er 3. 1 (上海申能博彩生物科

技有限公司) ; RNA PCR K it (AM V ) V er 2. 1、T 4

DNA 连接酶 (大连宝生物工程有限公司) ; 限制性内

切酶 H ind Ë 和 E coR É (Ferm en tas, M B I) ; Fu2
GEN E 6 脂质体 (Roche) ; hV EGF EL ISA 试剂盒

(晶美生物工程有限公司)。

1. 2　pcDNA 32hV EGF 121真核表达质粒的构建　用

To ta l RNA Iso la t ion C lassic K it 从人胚胎成纤维

细胞中抽提总RNA。由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成上、下游引物: P 1: 5′cca agc t ta cca tga

act t tc tgc tg t ct t g 3′; P 2: 5′cgg aa t tca aac cct gag

gga ggc tc 3′。P 1、P 2 5′端已分别引入了H ind Ë 和

E coR É 酶切位点。引物扩增的目的片段为 Gen2
Bank 核酸序列数据库 hV EGF 121 m RNA 序列 (ac2
cession N o: E15157) 碱基 1 036～ 1 516, 包含整个

hV EGF 121前体 (由 26 个氨基酸的信号肽和 121 个

氨基酸的 hV EGF 121组成) 蛋白质编码区。用 RNA

PCR K it (AM V ) V er 2. 1, 以总 RNA 为模板进行

R T 2PCR 反应。电泳胶回收 497 bp DNA 片段。用

限制性内切酶 H ind Ë 和 E coR É 双酶切 pcDNA 3

载体质粒和 hV EGF 121 cDNA。电泳胶回收后, 用 T 4

DNA 连接酶重组连接, 构建成 pcDNA 32hV EGF 121

真核表达质粒, 酶切鉴定。由上海生工生物工程技术

服务有限公司测序。

1. 3　HUV EC 基因转染　将原代 HUV EC (分离自

多条新鲜脐带, 混合, 以减少个体差异对实验结果的

影响) 以每孔 4×104 个细胞的密度接种至 24 孔板

中, 用含 20% 胎牛血清的DM EM 培养液, 在 CO 2

培养箱中培养。24 h 后细胞达 40%～ 60% 汇合, 换

液, 每孔 0. 5 m l。下述质粒DNA 和脂质体用量适用

于转染 5 孔细胞, 具体实验中根据需要孔数做相应

调整。取 6 Λl FuGEN E 6 脂质体溶于 94 Λl 无血清

DM EM 培养液中, 轻弹混匀; 再加 1 Λg 重组质粒轻

弹混匀; 室温静置 30 m in; 加入 24 孔板中, 每孔 20

Λl, 旋动混匀; 同时设转染 pcDNA 3 空质粒孔和不转

染任何DNA 孔做为对照。CO 2 培养箱中培养 6 h 后

换液, 每孔 0. 5 m l, 此时记为 0 d。

1. 4　各组细胞 hV EGF 蛋白分泌量的时间变化曲

线　转染后 0～ 7 d 同一时间点重组质粒转染组和 2

个对照组各 3 孔用于下述实验, 其余各孔彻底换液,

每孔 0. 5 m l。每组各 3 孔取尽培养液, 分别合并至 3

个 1. 5 m l Eppendo rf 管中, 5 000 röm in 离心 3 m in,

留上清液, - 20℃保存, 待做 EL ISA 检测 (检测当日

各组培养液中 hV EGF 蛋白浓度, 单位 pgöm l, 设为

A ) ; 然后, 每孔加 0. 25 m l 0. 25% 胰蛋白酶消化, 加

0. 25 m l 含血清培养液终止消化, 吹打成单细胞悬

液, 血细胞计数板计数, 每孔计数 3 次, 最后取 3 孔

的平均值作为当日该组的细胞数 (设为 B )。A ×

0. 5×104öB , 即得到各组当日每 104 个细胞分泌

hV EGF 蛋白的量 (pg)。

1. 5　各组细胞生长曲线　同前转染细胞, CO 2 培养

箱中培养 6 h 后换液, 每孔 0. 5 m l, 记时 (此时记为

0 d)。以后, 分别于转染后 3 d 和 7 d 换液, 每孔更换

原液量的 1ö2。于转染后 0～ 7 d 同一时间点重组质

粒转染组和 2 个对照组各 3 孔, 细胞计数, 方法同

114。各组当日细胞数以 xθ±s 表示, 组间比较采用 t

检验。在转染 3 d 和 7 d 后、换液前, 每组各 3 孔, 每

孔取 0. 25 m l 培养液分别合并至 3 个 1. 5 m l Ep2
pendo rf 管中, 待做 EL ISA 检测。

1. 6 　EL ISA 法测定 hV EGF 蛋白浓度　用于

EL ISA 检测的培养液在取样后立即 5 000 röm in 离

心 3 m in, 留上清, - 20℃保存。待全部样品取齐后,

用 hV EGF EL ISA 试剂盒和酶联免疫检测仪进行

EL ISA 检测。用新鲜培养液做标准品和实验样品的

稀释液; 标准品和实验样品均做双复孔测定, 所得值

取均数 (具体方法参照说明书)。

2　结　果

从人胚胎成纤维细胞总RNA 中以R T 2PCR 法

获得 hV EGF 121 cDNA。电泳显示, R T 2PCR 产物中

含两种DNA 片段, 其中较短DNA 片段与预期扩增
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片段长度 (497 bp ) 相符, 应是我们的目的片段 (图

略)。胶回收纯化该片段, 将其重组进 pcDNA 3 质

粒。用所得重组质粒转化大肠杆菌DH 5Α, 得到 20～

30 个转化子克隆。

选择 3 个分散良好的克隆, 编号为 1# 、2# 和

3# , 将其质粒用上述 2 种限制性内切酶做双酶切鉴

定, 电泳显示 3 个克隆所含质粒均被切成两个片段,

分别与预期 DNA 片段 (497 bp ) 及 pcDNA 3 质粒

(约 5 400 bp )等长 (图略)。

2# 克隆质粒的测序结果与目的序列 100% 相

符, 插入序列长 497 bp (图 1) , 插入方向正确, 因此

可以判定 2# 克隆中质粒为成功构建的 pcDNA 32
hV EGF 121重组质粒。

图 1　hVEGF121 cD NA 测序结果

F ig 1　Sequenc ing result of hVEGF121 cD NA

: H ind Ë and E coR É recognizing sites; atg : Start codon; tga : Stop codon;

222: Signal pep tide coding region; : hV EGF121 p ro tein coding region

　　重组质粒转染组HUV EC 的 hV EGF 蛋白分泌

量随时间变化情况: 转染 1 d 后即达峰值 (每天

59. 95 pgö104个细胞) , 之后先快后慢下降, 转染 7 d

后仍高于 2 个对照组。2 个对照组情况相似, 维持低

水平分泌 (未转染组: 转染 1 d 后, 每天 0. 56 pgö104

个细胞; 转染 7 d 后, 每天 3. 08 pgö104 个细胞)。

　　鉴于上述重组质粒转染细胞 hV EGF 蛋白分泌

量随时间的变化规律, 为保证培养上清中维持较高

水平的 hV EGF 蛋白含量, 我们减少换液频率, 分别

于转染 3 d 和 7 d 后换液, 且仅更换原液量的 1ö2。

结果发现, 重组质粒转染组细胞生长速度明显加快
(图 2) , 转染 3 d 后细胞数即与 2 个对照组有显著差

异 (P < 0. 01) ; 细胞倍增时间缩短为 3 d 左右, 于转

染 7 d 后达单层汇合。2 个对照组的细胞生长情况相

似, 生长速度极为缓慢, 几乎停滞, 细胞倍增时间超

过 7 d。此外, 重组质粒转染组细胞形态一直为椭圆

梭形, 向四周生长增殖, 直至单层汇合; 而 2 个对照

组细胞于转染后 3～ 4 d 即开始变成扁平多角形, 最

后形成相互孤立的细胞岛 (图 3)。EL ISA 法测定重

组质粒转染组培养上清中 hV EGF 含量在转染 3 d

和 7 d 后分别达 1 429. 16、1 210. 46 pgöm l, 约为未

转染组 (分别为 67198、121176 pgöm l)的 21 倍和 10

倍, 空质粒转染组 (分别为 65179、117183 pgöm l) 与

未转染组相似。

图 2　细胞生长曲线

F ig 2　Cell growth curves
3 3 P < 0. 01 vs pcDNA 3 group o r non2t ransfected cells group

3　讨　论

我们将 hV EGF 121 基因重组进真核表达载体

pcDNA 3, 测序结果表明, 重组质粒中插入的基因序

列与 GenBank 核酸序列数据库中的目的序列完全

一致, 包含上述蛋白质编码区全长, 且插入方向正

确。

我们采用真核表达质粒 pcDNA 3 做为表达载

体。HUV EC 在正常生理状态下低水平表达V EGF,

具有正确加工与修饰 hV EGF 121前体蛋白的微环境,

可以保证正确构建的重组质粒表达具天然结构和活

性的hV EGF 121 蛋白。实验结果说明我们构建的
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图 3　相差显微镜下观察转染细胞

F ig 3　Tran sfected cells under phase-con trast m icroscope (10×20)

A , B, C: HUV EC 0, 3 and 7 d after pcDNA 32hV EGF121 t ransfection, respectively;

D: N on2t ransfected HUV EC on d 7; pcDNA 3 transfected cells w ere sim ilar to non2t ransfected ones

pcDNA 32hV EGF 121重组质粒可以在 HUV EC 中高

效表达, 且可以分泌到胞外, 发挥其促血管内皮细胞

增殖的生物学效应。

脂质体转染有转染效率低、外源基因短期表达

的缺点。但有研究表明, 如果表达产物是分泌性蛋

白, 则少数转染细胞表达的产物也可以通过旁分泌

效应在局部发挥生物学效应[ 10, 12 ]。我们在实验中发

现, 尽管转染细胞 hV EGF 蛋白分泌量于转染 1 d

后即开始逐渐下降, 但至转染 7 d 后仍较对照组高

出近 1 倍。另外, 我们根据其瞬时高表达的特点, 采

取适当的细胞换液方式 (每周 2 次, 每次换去原液量

的 1ö2) , 在转染 7 d 后培养上清中 hV EGF 蛋白浓

度仍能保持较高水平, 约为对照组的 10 倍。

综上所述, 我们成功构建了pcDNA 32hV EGF 121

真核表达质粒, 该质粒能在 HUV EC 中表达有生物

活性的 hV EGF 121蛋白, 通过旁分泌作用明显促进

HUV EC 的体外增殖; 此外, pcDNA 32hV EGF 121真

核表达质粒还可以应用于体内转染促血管生成、

hV EGF 121亚型生物学特性等研究领域。
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