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血管内皮生长因子基因修饰内皮祖细胞对内膜损伤血管修复的影响

赵) 刚，黄) 岚，宋耀明，朱光绪，宋明堡) ) （第三军医大学新桥医院心血管内科，全军心血管病研究所，重庆 %"""*(）

) ) 摘) 要：目的) 探讨人血管内皮细胞生长因子 !+$（,-./0!+$）基因转染骨髓源性内皮祖细胞（.123）及对 .123 增
殖的影响，在体研究 -./0基因修饰 .123对内膜损伤血管再内皮化的影响。方法) 体外分离、培养、鉴定 .123，脂质体介
导 45678*#,-./0!+$ 质粒转染组、45678* 空质粒转染组、空白对照组。.9:;8 法检测 .123 表达 -./0 蛋白，<== 法检
测 ,-./0!+$ 基因修饰对 .123增殖的影响。基因修饰 .123移植到内膜损伤血管模型中，观察基因修饰对 .123 修复内
膜损伤的效应。结果) 0:=2#>.8#:和 6?:#@5969荧光双染证实分化的 .123，脂质体介导 45678*#,-./0!+$ 质粒转染组
.123培养基上清中表达 -./0，,-./0!+$ 基因转染促进 .123迁移、黏附和增殖。基因修饰 .123促进损伤内膜修复。结
论) .123可以成功转染 ,-./0!+$ 基因，并且促进 .123的迁移、黏附和增殖，增强 .123对损伤内膜修复的能力。
) ) 关键词：内皮祖细胞；血管内皮细胞生长因子；基因转染
) ) 中图法分类号：A*&&B !&；A*&CB &$；A*C%B &) ) ) 文献标识码：8
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) ) ;<3’2+4’：!"#$%&’($) =J NX4TJON P,N 4OJT?RNO@P?JG JR NGSJP,NT?@T 4OJHNG?PJO 5NTT3（.123）@RPNO P,N PO@G3#
RN5P?JG JR ,KQ@G -./0!+$，@GS ?GWN3P?H@PN P,N ON#NGSJP,NT?@T?Y@P?JG JR P,N PO@G3RN5PNS 5NTT3 ?G @OPNOU ?GP?Q@T ?G#
ZKOU O@P3B )$&*+,- ) 8RPNO ?3JT@PNS ROJQ O@P [JGN Q@OOJ\，.123 \NON 5KTPKONS @GS P,NG ?SNGP?R?NS [U 0:=2#
>.8#: @GS 6?T#@5969B .123 5NTT3 \NON PO@G3RN5PNS \?P, 45678*#,-./0!+$ JO 45678* [U 6F=81 9?4J3JQNB
8RPNO PO@G3RN5P?JG，P,N NX4ON33?JG JR -./0 \@3 SNPN5PNS [U K3?GH .9:;8B =,N .123 4OJT?RNO@P?JG \@3 3PKS?NS [U
<== QNP,JS3B -./0#PO@G3RN5PNS .123 \NON PO@G34T@GPNS ?GPJ NX4NO?QNGP@T @OPNOU ?GP?Q@T ?GZKOU O@P3 @GS ?P3
NRRN5P JG ?GZKONS W@35KT@O ON#NGSJP,NT?@T \@3 3PKS?NSB .$-/0&- ) 2NTT3 NX4ON33NS SJK[TN 0:=2#>.8#: @GS 6?T#
@5969 RTKJON35NG5N \NON 5JGR?OQNS PJ .123B =,N QNS?KQ JR .123 PO@G3RN5PNS \?P, 45678*#,-./0!+$ ,@S
NX4ON33?JG JR -./0B -./0!+$ HNGN PO@G3RNO 3P?QKT@PNS .123 @S,N3?JG，Q?HO@P?JG @GS 4OJT?RNO@P?JGB /NGN#
QJS?R?NS .123 PO@G34T@GPNS ?GPJ O@P3，3KOW?WNS ?G ?GP?Q@T W@35KT@O ?GZKOU 3?PN，ON4@?ONS ?GP?Q@T W@35KT@O ?GZKOU
[NPPNO P,@G P,J3N ?G GJOQ@T .123 HOJK4B 1+2%0/-’+2) -./0!+$ HNGN ?3 3K55N33RKTTU PO@G3RN5PNS ?GPJ .123，
\,?5, 5@G 3P?QKT@PN .123’Q?HO@P?JG，@S,NONG5N @GS 4OJT?RNO@P?JGB -./0#PO@G3RN5PNS .123 ,@WN 3POJGHNO ?GP?#
Q@T ON4@?O @[?T?PU 5JQ4@ONS \?P, GJG#PO@G3RN5PNS .123B -./0#PO@G3RN5PNS .123 ON4@?O ?GZKONS W@35KT@O ?GP?Q@，
ON3PJON GJOQ@T W@35KT@O NGSJP,NT?@T 3POK5PKONB
) ) ="7 >&2%3：NGSJP,NT?@T 4OJHNG?PJO 5NTT3；W@35KT@O NGSJP,NT?@T HOJ\P, R@5PJO；HNGN PO@G3RNO

) ) 血管内皮细胞（NGSJP,NT?@T 5NTT3，.23）在调节血管
功能和血管稳态上起关键作用。动脉粥样硬化、血管
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损伤导致血管性疾病，其共同病理生理基础是血管内

膜损伤引起内皮细胞功能失调。血管内皮细胞功能修

复已成为血管损伤性疾病主要的治疗方向。

) ) .123参与血管损伤修复过程［!，&］，组织损伤和缺
血促使实质细胞和炎症细胞合成并释放 -./0、0/0#&
等促血管新生因子，动员并趋化骨髓中的 .123 整合
到血管新生的活跃区域。但是移植 .123尚不能达到
完全修复内膜损伤血管、彻底恢复血管内膜的结构和

功能。-./0基因治疗血管内膜损伤已经在血管和心
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肌疾病动物模型得到初步证实［! " #］。但是受载体缺

陷，只能部分修复内皮细胞功能限制，基因治疗尚不能

达到完全恢复正常内皮细胞生理功能目的。

$ $ 本研究探讨将干细胞和基因治疗联合应用，通过
转基因手段将调控干细胞向内皮分化的重要细胞因

子———血管内皮生长因子（%&’(）基因转染到内皮祖
细胞（&)*+），在体外细胞水平研究基因修饰对内皮祖
细胞黏附、迁移和增殖的影响。我们将基因修饰 &)*+
移植到血管内膜受损的大鼠体内，研究基因修饰 &)*+
对修复内膜损伤的影响，探讨基因修饰 &)*+ 对损伤
血管的再内皮化、治疗内膜损伤性血管性疾病的意义。

!" 材料与方法

,- ,$ 材料
$ $ 实验大鼠购自第三军医大学实验动物中心；(./* 标记荆
豆凝集素!（(./*01&20.）购自 %34567 公司；89. 标记的乙酰化
低密度脂蛋白（89.0:4;8;）购自 <6=34>=:7 )76?3 公司；低糖
8<&<、胎牛血清购自 @A*=6B3；大鼠淋巴细胞分离液购自天津
灏洋生物制品有限公司；限制性核酸内切酶 !"#$!、%&’!、
/C8D2连接酶为 )76E3F:公司产品；’C,G购自 ’.H*I HJ;公司；
去内毒素质粒抽提试剂盒购自 K.2’&D 公司；脂质体转染试剂
盒（8I/2) ;9L6+6E:=）购自 J64M3公司；<//购自美国 N9FE:公
司；%&’( 购自 )3L76 /34M 公司；人 %&’( &;.N2 O95 购自深圳
晶美生物工程有限公司。

,- P$ 方法
,- P- ,$ &)*+的采集、分离和培养$ $ 取体质量 ,#Q F 大鼠颈
椎脱臼法处死，无菌分离股骨，消毒针头在大鼠股骨两端各穿

小孔，)HN冲洗骨髓，PQQ 目孔不锈钢筛网过滤骨髓冲洗液，采
用密度梯度离心法分离 &)*+：将骨髓冲洗液按 !R #比例加入大
鼠淋巴细胞分离液，离心 PQ E9B，吸出第 P 层的单核细胞层，
)HN清洗 ! 次后细胞计数，以 C S ,Q# T孔的细胞数接种于铺有
纤维连接蛋白（(D）的 PC 孔培养板，加入含 ,#U胎牛血清、
%&’( #Q BF T E=、青霉素 ,QQ 1 T E= 的低糖 8<&< 于 !V W #U
*IP细胞培养箱培养 C X，弃去未贴壁细胞，换液后继续培养 V X
后备用。

,- P- P $ &)*+ 的鉴定 $ $ 细胞与 89.0:4;8;（P- C "F T E=），
!V W孵育 , M 以检测 &)*+ 对 89.0:4;8; 的摄取。然后用 PU
多聚甲醛固定细胞 ,Q E9B。固定后用 )HN浸洗，将 (./*01&20.
（,Q "F T E=）加于上述标本 !V W孵育 , M，激光共聚焦显微镜
鉴定 1&20.和 89.0:4;8;双染色阳性细胞被认为是正在分化的
&)*+。
,- P- !$ L48D2!0M%&’(,Y# 质粒的构建、扩增、提取、纯化和鉴
定$ $ 扩增、提取 L’&<0M%&’( ,Y# 质粒和 L48D2! 质粒，应
用 !"#J!、%&’!双酶切，连接 M%&’(,Y# 和 L48D2!，构建
L48D2!0M%&’(,Y# 真核表达质粒，扩增、提取质粒，酶切、测序
鉴定 L48D2!0M%&’(,Y# 质粒。
,- P- C $ L48D2!0M%&’(,Y# 质粒扩增、抽提 $ $ 将构建的

L48D2!0M%&’(,Y# 质粒转化大肠杆菌，;H培养液摇菌过夜，用
去内毒素质粒抽提试剂盒抽提 L48D2!0M%&’(,Y# 质粒。
,- P- #$ L48D2!0M%&’(,Y# 转染 &)*+$ $ 培养第 V 天细胞融
合约 #QU的 &)*+ 在 PC 孔板中进行基因转染，用含 ,QU胎牛
血清的 8<&<培养基换液，, M 后用无血清培养基冲洗 P 次。
分为 ! 组，每组 Y 孔：2组脂质体介导 L48D2!0M%&’(,Y# 质粒
转染组、H组 L48D2! 空质粒转染组、*组空白对照组。按照脂
质体 8I/2) ;9L6+6E:= 试剂盒说明步骤，质粒与脂质体比例为
, "FR Y "=；分别取质粒 P- # "F，加入无血清培养基稀释至
#Q "=；另取脂质体 ,# "=，加入无血清培养基稀释至 #Q "=；两组
液体混合后室温放置 ,# E9B，向混合液加入 GQQ "=无血清培养
基，混匀后加入待转染 &)*+ 细胞中，!V W培养 G M，加入含
,#U胎牛血清 8<&< 培养。’C,G（浓度 PQQ "F T E=）筛选转染
M%&’( ,Y# 基因的 &)*+。
,- P- Y$ 各组内皮祖细胞黏附功能鉴定$ $ 用 Q- P#U胰蛋白酶
消化后，各组细胞悬浮在 #QQ "= 培养液并计数，将同等数目的
各组 &)*+铺在 PC 孔板，在 !V W #U*IP孵箱培养 , M后，计数
贴壁细胞（ S PQQ）。
,- P- V $ 内皮祖细胞迁移功能鉴定 $ $ 将 PQQ "= 培养液和
%&’( ,Q "=（#Q BF T E=）加入改良的 H6AX3B 小室的下室。用
QZ P#U胰蛋白酶消化各组细胞，用含 #U 胎牛血清的低糖
8<&<培养基配成 , S ,Q#E= ",的细胞悬液。将 ,QQ "= 细胞悬
液注入上室，在 !V W #U *IP孵箱培养 Y M，取出微孔滤膜，
QZ Q, E6= T ; )HN 漂洗，以无水乙醇固定，@:779+ 苏木精染色，
!V W烤膜过夜，无水乙醇脱水，二甲苯透明滤膜，随机选择 ! 个
显微镜视野（ S CQQ）计数迁移到低层的细胞。
,- P- G$ <// 法检测基因修饰的 &)*+ 增殖活性 $ $ 将转染
L48D2!0M%&’( ,Y#、L48D2! 质粒后 PC M &)*+ 及未转染基因
的 &)*+转入 [Y 孔板，加入纤维结合素培养 CG M。每孔加入
PQ "= <// 溶液（# F T ;）培养 C M，终止培养，小心弃去培养液，
每孔加 8<NI（二甲基亚砜）,#Q "=，微量振荡器上振摇 # E9B，
全自动酶标仪测定 C[Q BE 波长的吸光度，分析各组细胞的增
殖活性。

,- P- [$ 血管内皮损伤动物模型 $ $ 实验大鼠麻醉后，将左大
腿皮肤进行碘酒、酒精消毒，切开皮肤 ! 4E，依次分离皮下组织
与肌肉，寻找、分离左股动脉；将股动脉，远心端结扎，近心端用

动脉钳夹闭，于股动脉远端穿刺插入表面粗糙的 Q- Q!# 英寸弹
性导丝，反复抽送 # 次，然后两次旋转导丝 ,PQ 度，每个角度重
复抽送 # 次。逐层缝合皮下组织与皮肤，术后局部使用青霉素
以预防感染。

,- P- ,Q $ 移植细胞悬液的制备 $ $ 将细胞分为 ! 组，分别为
L48D2!0M%&’(,Y# 质粒转染组（2组）、L48D2! 空质粒转染组
（H组）和对照组（*组）。%&’(,Y# 基因转染 &)*+ 方法同前。
将各组细胞加 ,QU (*N 8<&< 低糖培养基培养 P X。制成细
胞数为 # S ,Q#E= ",的单细胞悬液。单设转基因 &)*+荧光标记
组，注入 89.标记的等量 &)*+。
,- P- ,,$ &)*+分组移植 $ $ 血管内皮损伤大鼠分组，将各组
移植细胞 , E=穿刺大鼠尾静脉注射。
,- P- ,P$ 取材和病理切片$ $ 移植 V X 后将 &)*+ 荧光标记组
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大鼠处死，取出内膜损伤血管段，立即送冰冻切片，荧光显微镜

下观察 $%&’在损伤内膜归巢。其余大鼠移植 () * 后取出内
膜损伤血管段，进行 +,%- 标记、伊文思蓝复染，观察内膜增生
及修复情况。

(# ." 统计学方法
" " 数据以 !! / "表示，采用 0%00 (1# 1 统计软件进行单因素方
差分析。

!" 结果

2# (" $%&’分离、培养及鉴定结果
" " 新分离的骨髓源性内皮祖细胞呈圆形、折光好，悬浮于培
养液中，第 2 天开始贴壁，第 ) 天细胞明显增殖，细胞体积逐渐
增大，由圆形逐渐变形为短梭形。3-4&56$,5- 和 +7-589:+: 双
荧光染色，激光共聚焦显微镜下双染色阳性的黄色细胞是正在

分化的 $%&’（图 (）。

图 #" $%&’()*+(%和 ,-%(./0,0双荧光染色结果" （激光共聚焦

显微镜 ; 211）

2# 2" <9+=,.5>?$@3(A! 真核表达载体的鉴定
" " #$%B!、&’(!双酶切结果显示，在 !11 C D!1 E< 有一条带
出现。送 -FG7HIJKLF公司测序，在 @LFM8FN中 EO8’H比对，测序结
果与 >?$@3OA! 序列完全一致。

2# ." 各组内皮祖细胞黏附功能鉴定
" " 内皮祖细胞黏附功能测定各组 $%&’ 黏附能力，显微镜
（ ; 211）下细胞计数为（!A# 2 / D# P）、（.1# ! / .# 2）、（.(Q D /
!Q .）贴壁细胞 R视野，组间比较差异有统计学意义（) S 1# 1(），
显示基因修饰组 $%&’黏附功能增强。

2# )" 内皮祖细胞迁移功能鉴定
" " 内皮祖细胞迁移功能各组 $%&’迁移能力，显微镜（ ; )11）
下细胞计数分别为（.P# A / .# !）、（(T# ( / .# (）、（(P# A / 2# D）
细胞 R视野，组间比较差异有统计学意义（) S 1# 1(），显示基因
修饰组 $%&’迁移能力增强。

2# !" U44法检测基因修饰 $%&’的增殖活性
" " U44法测定 ,、M、& 组 )T1 FV 波长的吸光度值，分别为
（1Q )P / 1Q 1.）、（1Q .) / 1Q 1(）、（1Q .2 / 1Q 12），组间比较差异有
统计学意义（) S 1Q 1!），显示基因修饰组 $%&’增殖活性增强。

2# A" 移植 $%&’参与损伤血管修复
" " 转基因 $%&’荧光标记移植组损伤血管冰冻切片，倒置荧

光显微镜下可见损伤血管内膜处有荧光标记，提示移植的

$%&’可以到达内膜损伤部位并参与内膜修复（图 2）。

图 !" ,-%(./0,0标记基因修饰 *1’2移植的内膜损伤
血管荧光显色"（ ; (11）

2# D" 移植细胞对血管损伤后内膜增生的影响
" " 内膜损伤血管 +,%- 标记、(W的伊文思蓝复染后，荧光显
微镜下观察可见红色荧光的中膜层和蓝色荧光的内膜增生细

胞，发现基因修饰 $%&’ 移植组内膜增生不明显，$%&’ 移植组
内膜有轻度增生，空白对照组内膜增生明显（图 .）。

!! !" !#
,：基因修饰 $%&’移植组；M：$%&’移植组；&：空白对照组

图 3" 移植后 #4 5损伤血管内膜增生情况"（+,%- R伊文思蓝 ; (11）

3" 讨论

" " 针对损伤血管内膜结构及功能修复，是治疗多种
损伤血管性疾病的关键步骤。干细胞具有在体外培养

保持未分化状态的增殖能力及相应的条件下分化为各

种细胞类型的潜能，在细胞移植及组织工程中有诱人

的应用前景［A］。(TTD 年 ,’8>8I8等［D］在体外成功地将
&+.) X细胞诱导成血管内皮细胞，并在体内证明其生

成血管的能力。研究表明骨髓、脐带血及外周血中存

在干细胞来源的内皮祖细胞（ LF*JH>LO78O <IJKLF7HJI
9LOO’，$%&’），体外培养过程中能够保持未分化表型增
殖达到所需数量，在体外经诱导分化可表达内皮细胞

特征性抗原［P，T］。B8Y77 等［(1 Z (2］研究发现血管内膜损

伤后可以动员、募集 $%&’ 迁移至损伤部位，在体内局
部微环境作用下能发育为适宜局部生长的内皮细胞，

从而修复、恢复受损内皮细胞功能。崔斌等［(.］研究发

现循环内皮祖细胞同冠心病、冠状动脉狭窄有相关性。

T2)



! ! "#$%参与血管损伤修复过程［&，’］，组织损伤和缺
血促使实质细胞和炎症细胞合成并释放 (")*、*)*+’
等促血管新生因子，动员并趋化骨髓中的 "#$% 整合
到血管新生的活跃区域。通过体外培养扩增［&,］，可以

增加 "#$%的数量、提高 "#$% 的纯度，但是移植 "#$%
尚不能达到完全修复内膜损伤血管、彻底恢复血管内

膜的结构和功能。基因治疗策略已经在血管和心肌疾

病动物模型得到初步证实［, - .］。但是受载体缺陷、只

能部分修复内皮细胞功能限制，基因治疗尚不能达到

完全恢复正常内皮细胞生理功能目的。本研究在目前

损伤血管内膜的基因及干细胞治疗修复的研究基础

上，通过转基因手段将调控干细胞向内皮分化的重要

细胞因子———(")*基因转染到 "#$%，从而将基因治
疗和干细胞治疗方法联合应用在血管损伤的内皮修复

治疗，探讨基因修饰 "#$%对损伤血管的再内皮化、重
建血管生物学功能治疗内膜损伤性血管性疾病的意

义。

! ! 本实验成功构建了携带 (")*基因的真核表达载
体 /01234+5(")*&.6 质粒，分离并鉴定骨髓源性
"#$%，通过脂质体介导 /01234+5(")*&.6 质粒成功
转染 "#$%，转基因后 "#$% 有 (")* 蛋白表达，且迁
移、黏附和增殖能力增强。将 178+90:1: 标记示踪的
基因修饰 "#$% 移植到内皮损伤动物模型，观察到
"#$%归巢至损伤血管内膜并存活，基因修饰 "#$% 移
植组损伤内膜细胞增生程度最轻，内膜修复效果优于

单纯 "#$%移植组，能更好的恢复正常的血管内皮结
构。

! ! "#$%具有容易获取、操作简单、定向归巢至血管
内膜损伤部位等特点，因此 "#$% 是基因治疗的一个
很好的靶细胞。而 (")*基因是高度特异性的血管内
皮细胞生长刺激因子，目前已有较深入的研究。本实

验显示在转染 (")*&.6 基因的 "#$%上清液中检测的
(")*浓度较未转染的明显增高，因此推测 (")* 转
染后移植到体内一方面可以改善 "#$% 的功能，另一
方面也可以通过外分泌蛋白发挥其刺激血管内皮细胞

生长的作用。本实验中基因转染的 "#$% 组较单纯
"#$%移植组有更好的疗效，可能有如下几方面的机
制：外分泌 (")* 蛋白在局部浓度显著增高，更利于
"#$%分化为内皮细胞，整合到受损的内膜中，从而提
高了损伤血管段的内膜修复；转染后的 "#$% 释放出
的 (")*蛋白，作用于内皮细胞上的受体 (")*;’，促
进内皮细胞的增生并趋化至损伤区，修复损伤的血管

内膜；(")*内源性地动员骨髓干细胞，进而分化成血
管内皮祖细胞，并进入外周血循环，归巢至血管内膜损

伤部位并分化成血管内皮细胞。

! ! 本实验初步研究了基因修饰 "#$% 移植对内膜损
伤血管的形态学修复，尚需要对修复的血管功能及修

复机制做更深入的研究。
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