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ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ肌肉注射对大鼠缺血肢体血管新生和血液灌注的影响
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　　［摘要］　目的　研究重组腺病毒低氧诱导因子１α三突变体（ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｔｒｉｐｌｅｐｏｉｎｔ
ｍｕｔａｎｔｓＨＩＦ１αｇｅｎｅ，ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ）基因对大鼠缺血后肢血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）表
达、血管新生及血流灌注的影响。方法　 ４８只２月龄雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠（体质量０．２００～０．２５０ｋｇ）建立急性左后肢缺血模
型，应用随机数字表法随机分成４组（ｎ＝１２）：生理盐水组（Ｓａｌｉｎｅ组），腺病毒空载体组（ＡｄＮｕｌｌ组）、重组腺病毒低氧诱
导因子１α组（ＡｄＨＩＦ１α）、ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组。分别在建模后即刻肌注生理盐水、ＡｄＮｕｌｌ、ＡｄＨＩＦ１α、ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ
０．５ｍｌ，病毒滴度４×１０９ＰＦＵ。术后７ｄ，行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测缺血组织ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦ的表达情况。术前及基因转染后
即刻、７、１４、２８ｄ对大鼠后肢进行对比超声（ｃｏｎｔｒａｓｔｅｎｈａｎｃｅｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ，ＣＥＵ）检查，基因转染后２８ｄ处死动物行病理切
片ＣＤ３１免疫组化微血管密度（ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）计数。结果 　 基因转染后 ７ｄ，在 ｍＲＮＡ水平 ＨＩＦ１α及
ＶＥＧＦ在ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组大鼠缺血后肢肌肉组织中表达最强 ［ＨＩＦ１α：（２．５７６±０．０１９）；ＶＥＧＦ：（２．４９８±０．０３１），Ｐ＜
００５］；ＣＥＵ结果显示：ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组基因转染后大鼠缺血后肢血流灌注改善明显优于其他各组｛基因转染２８ｄＡ×β
标化值：ＳａｌｉｎｅｖｓＡｄＮｕｌｌｖｓＡｄＨＩＦ１αｖｓＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ：［（０．５２９±０．０４５）ｖｓ（０．５３５±０．０６２）ｖｓ（０．６４２±０．０５６）ｖｓ
（０８９５±００４９），Ｐ＜０．０５］；ＣＤ３１免疫组化示：转染后２８ｄ，ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组缺血后肢肌肉组织ＭＶＤ计数明显优于其他
各组［ＳａｌｉｎｅｖｓＡｄＮｕｌｌｖｓＡｄＨＩＦ１αｖｓＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ：（８２．３１６±１９．２５８）ｖｓ（８９．６６２±２１．３７４）ｖｓ（１７５．２４８±３１．７３６）ｖｓ
（２１３．４２６±４８．０７３），Ｐ＜０．０５］｝。结论 　 ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ在大鼠缺血肢体肌肉组织能有效表达，促进缺血肢体的血管新
生及血流灌注。
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　　随着老龄化社会的到来及代谢性疾病的增多，下
肢缺血性疾病的发病率呈现增高趋势。常规药物治疗

对于一些重症患者效果不佳。外科搭桥及介入治疗虽

近年来发展迅速，但并不适合于所有患者及被患者普

遍接受。故而，有必要寻找新的治疗途径。ＨＩＦ１α是
一个在胚胎发育和众多病理生理过程中发挥重要功能

的上游基因。近年来 ＨＩＦ１α作为一个调控血管新生
的上游基因引起了越来越多的重视，尤其是三突变体

在理论上能更有效促进下游基因持久、稳定表达从而

诱发和促进血管新生［１］。本研究通过肌肉注射的方

式，外源性给予大鼠缺血后肢重组腺病毒低氧诱导因

子１α三突变体（ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｈｅｔｒｉｐｌｅｐｏｉｎｔｍｕｔａｎｔｓＨＩＦ１αｇｅｎｅ，ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ），
探讨其对缺血组织中促血管生成基因ＶＥＧＦ表达的影
响、对缺血肢体的促血管新生作用和对血流灌注的影响。

１　材料与方法

１．１　材料与动物
　　构建ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ，突变的３个位点分别为将 ＨＩＦ１α氧
依赖降解结构域 （ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＯＤＤＤ）
第４０２位的脯氨酸（Ｐｒｏ）密码子ＣＣＡ突变为丙氨酸（Ａｌａ）密码
子ＧＣＡ，５６４位的脯氨酸（Ｐｒｏ）密码子ＣＣＣ突变为丙氨酸（Ａｌａ）
密码子 ＧＣＡ，将 ＨＩＦ１α转录激活区（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，
ＴＡＤ）区第８０３位的天冬酰胺（Ａｓｎ）密码子ＡＡＴ突变为丙氨酸
（Ａｌａ）密码子 ＧＣＡ。ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ在 ＨＥＫ２９３Ａ细胞中扩增，
氯化铯密度梯度离心、透析纯化后滴度达到２．０×１０１３ＰＦＵ／ｍｌ
（本课题组完成）。小鼠抗大鼠 ＣＤ３１抗体（Ｓｅｒｏｔｅｃ公司）、
ＤＭＥＭＨＧ干粉培养基、新生牛血清、胰蛋白酶等（广州威佳）；
造影剂全氟丙烷人血白蛋白注射剂（全氟显，南方医院药学基

地提供）；Ｓｅｑｕｏｉａ５１２超声仪（Ｓｉｅｍｅｎｓ，德国）；声学造影图像分
析软件（美国弗吉尼亚大学研制）；实时荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ
７２００型，美国）；ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ，美国）；雄性 Ｗｉｓｔａｒ２月龄大
鼠４８只，体质量０．２００～０．２５０ｋｇ［南方医科大学实验动物中
心提供，合格证号ＳＣＸＫ（粤）２００７００１６］。
１．２　方法
１．２．１　重组腺病毒的扩增、纯化、滴度测定　　ＨＥＫ２９３Ａ细

胞培养生长至约７０％汇合度，更换新鲜完全培养基，加入腺病
毒原液，３７℃ ５％ ＣＯ２培养箱中培养。待大部分（＞９０％）细胞
出现病变效应（４８～７２ｈ），加入最小体积（一般为原始体积的
１／１０）病毒保存溶液重悬细胞。－８０℃／３７℃反复冻融细胞３
次。转入无菌离心管中，台式离心机上３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
收集上清，分装，置－８０℃保存备用。氯化铯密度梯度离心进
行重组腺病毒的纯化。通过Ｄ（２６０）ｎｍ（ＶＰ／ｍｌ）和终点稀释法
（ＰＦＵ／ｍｌ）进行滴度测定。
１．２．２　重组腺病毒 ＤＮＡ的提取和鉴定　　取２００μｌ病毒扩
增液，使用病毒基因组 ＤＮＡ提取试剂盒进行重组腺病毒 ＤＮＡ
的提取。取所提取ＤＮＡ液进行突变体 ＨＩＦ１α基因的 ＰＣＲ鉴
定。ＰＣＲ产物送公司进行广州英俊生物公司进行基因测序。
１．２．３　急性后肢缺血模型的制备　　大鼠禁食水４ｈ，２％的
戊巴比妥钠溶液（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉。严格无菌操作，
左后肢大腿腹股沟韧带中点下方做纵形切口，暴露并游离股深

动脉及其分支，将股深动脉全长及其分支结扎、切断，远端至

动脉和大隐动脉分叉处。

１．２．４　基因转染　　４８只雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠建模后按随机数字
表法分成 ４组（ｎ＝１２）：Ｓａｌｉｎｅ组、ＡｄＮｕｌｌ组、ＡｄＨＩＦ１α组、
ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组。分别在术后即刻肌注生理盐水、ＡｄＮｕｌｌ、
ＡｄＨＩＦ１α、ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ０．５ｍｌ，病毒滴度稀释为 ４×１０９

ＰＦＵ／ｍｌ。方法为沿已离断股动脉内外侧肌群５点（内侧３点，
外侧２点）分次肌肉注射进行基因转染，每次０．１ｍｌ。Ｓａｌｉｎｅ组
按同样方法肌注生理盐水。

１．２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ　　术后第７天，每组按照随机数字表法
随机取３只实验大鼠行ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。过量麻醉处死动物，在
缺血后肢基因转染部位取材，用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ作为
ＰＣＲ模板，进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。目的基因 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ，内参
１８ｓＲＮＡ，所设计的引物针对ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦ基因能进行良好扩
增。ＨＩＦ１α基因上游引物５′ＧＴＧＧＡＴＴＡＣＣＡＣＡＧＣＴＧＡ３′，下
游引物５′ＧＣＴＣＡＧＴＴＡＡＣＴＴＧＡＴＣＣＡ３′，１１５ｂｐ；ＶＥＧＦ基因上游
引物 ５′ＡＴＧＣＣＧＧＴＴＣＣＡＡＣＣＡＧＡＡ３′，下游引物 ５′ＧＴＧＧＡＧ
ＧＡＧＣＧＡＧＣＴＧＡＡ３′，２４０ｂｐ；１８ＳＲＮＡ上游引物５′ＣＣＴＧＧＡＴ
ＡＣＣＧＣＡＧＣＴＡＧＧＡ３′，下游引物５′ＧＣＧＧＣＧＣＡＡＴＡＣＧＡＡＴＧＣ
ＣＣＣ３′，１１２ｂｐ。荧光定量ＰＣＲ反应参数：９５℃ １０ｍｉｎ１个循
环；９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环。
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１．２．６　对比超声检查　　选缺血侧及健侧镜像位置大鼠后肢
为检查部位，术前、术后即刻及７、１４、２８ｄ进行检查。实验鼠用
戊巴比妥钠溶液麻醉后，四肢固定于鼠板上。穿刺尾静脉后留

置套管针，将超声探头（１７Ｌ５）固定于双侧后肢上，超声灌注成
像采用２次谐波成像技术，探头发射和接收频率分别为７．０、
１４．０ＭＨｚ，机械指数（ｍｅｃｈａｎｉｃａｌｉｎｄｅｘ，ＭＩ）为０．１８，超声发射
间隔（ｐｕｌｓｉｎｇｉｎｔｅｒｖａｌ，ＰＩ）时间设定５００ｍｓ。使用微量泵经尾
静脉持续注射微泡（５×１０６／ｍｉｎ），骨骼肌充盈达最大显影强度
后立即给予高机械指数２～３Ｓ破坏微泡，采集本底图像后持续
超声造影至骨骼肌达最大超声显影。全部声学造影图像存于

ＣＤ盘备脱机分析。
　　在同一受试大鼠缺血侧和健侧镜像位置取尽量大的感兴
趣区，依指数方程Ｙ＝Ａ×（１－ｅ－βτ），声学造影图像分析软件
绘出感兴趣区的视频强度与灌注时间的关系曲线，给出Ａ值和
β值［２－３］。其中 Ａ代表最大微泡浓度，反映微血管容积；β代
表造影剂充填速度，反映微循环血流速度；Ａ×β反映微循环血
流量［１］。为减少光线、实验对象自身微循环血流情况的影响，

用患侧与健侧Ａ×β的比值（标化值）进行组间对比。
１．２．７　免疫组化ＣＤ３１染色　　术后２８ｄ，经腹腔戊巴比妥钠
过量麻醉处死动物，取转染部位及其附近肌肉（避免取材肉芽

组织）进行免疫组化 ＣＤ３１染色，计数 ＭＶＤ。根据 Ｗｅｉｄｎｅｒ评
判标准，内皮细胞呈棕色或棕黄色为ＣＤ３１阳性，以被染成棕色
或棕黄色的单个内皮细胞或内皮细胞簇作为１个血管计数。先
于４０倍显微镜下观察切片，选择微血管分布最多的５个区域，然
后于２００倍镜下计数ＭＶＤ，取平均数作为该例的ＭＶＤ值。

１．３　统计学方法
　　计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，数据应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处
理，多个时间点组间对比采用双因素方差分析，同一时间点组

间对比采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　重组腺病毒的扩增
　　病毒液感染ＨＥＫ２９３Ａ细胞约２４ｈ，出现少量细胞开始变
圆，培养基颜色开始微黄；４８ｈ时约５０％细胞变成圆球形，部分
圆球形的细胞聚合在一起呈葡萄串状；７２ｈ时９０％以上的细胞
成圆球形，大量葡萄串状聚合，大多数细胞脱离底壁，漂浮在培

养液中（图１）。

图１　ＨＥＫ２９３Ａ细胞转染ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ７２ｈ病理改变　（ＬＭ ×１００）
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Ｍ：标准；１：ＨＩＦ１αＴｒｉｐ４０２突变位点；２：ＨＩＦ１αＴｒｉｐ５６４突变位点；
３：ＨＩＦ１αＴｒｉｐ８０３突变位点

图２　ＨＩＦ１α成功突变为ＨＩＦ１αＴｒｉｐ的 ＰＣＲ鉴定

２．２　重组腺病毒的滴度测定
　　ＡｄＮｕｌｌ、ＡｄＨＩＦ１α、ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ纯化后 Ｄ（２６０）法测
得滴度分别为２．６×１０１３、２．９×１０１３、３．９×１０１３ＶＰ／ｍｌ。终点稀
释法测得滴度分别为２．２×１０１２、２．６×１０１２、３．７×１０１２ＰＦＵ／ｍｌ。
２．３　ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ的鉴定
２．３．１　ＰＣＲ鉴定　　ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ经扩增、纯化后所携带基
因扩增出目的片段；跨突变位点 Ｐｒｏ４０２（引物 １、引物 ２），
Ｐｒｏ５６４（引物３、引物４）、Ａｓｎ８０３（引物５、引物６）片段的３８０、
４６０、２１４ｂｐ条带存在（图２）。
２．３．２　基因测序　　纯化后 ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ其 ＤＮＡ的 ＰＣＲ
测序结果显示：ＨＩＦ１α基因的４０２和５６４位脯氨酸密码子ＣＣＡ
和ＣＣＣ分别突变为 ＧＣＡ和 ＧＣＣ，８０３位天冬酰胺密码子 ＡＡＴ
突变为ＧＣＴ。
２．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
　　基因转染７ｄ缺血后肢骨骼肌 ＨＩＦ１α及 ＶＥＧＦｍＲＮＡ相
对表达量单因素方差分析结果显示，ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ组表达量
最高，其次为ＡｄＨＩＦ１α组，４组间差异显著（Ｐ＜０．０５）。多重
比较（ＬＳＤ）结果显示，ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ组与 ＡｄＨＩＦ１α组，Ａｄ
Ｎｕｌｌ组、Ｓａｌｉｎｅ组差异显著（Ｐ＜０．０５），ＡｄＮｕｌｌ组和Ｓａｌｉｎｅ组无
显著差异（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　各组大鼠缺血后肢基因转染后７ｄＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ的
ｍＲＮＡ相对表达量（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别　　　　　 ＨＩＦ１α ＶＥＧＦ

Ｓａｌｉｎｅ组 １．０００±０．０００ １．０００±０．０００

ＡｄＮｕｌｌ组 １．０３２±０．００７ １．０２５±０．０１２

ＡｄＨＩＦ１α组 １．６９２±０．０２５ａｂ １．５９７±０．０３２ａｂ

ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ组 ２．５７６±０．０１９ａｂｃ ２．４９８±０．０３１ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓａｌｉｎｅ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡｄＮｕｌｌ组比较；ｃ：Ｐ＜
０．０５，与ＡｄＨＩＦ１α组比较

２．５　实时对比超声血流定量
　　术前双后肢血流量基本相等，术后即刻手术肢体血流量约
为健侧的２０％，组间对比差异无统计学意义。随时间变化，各
组患侧Ａ×β值均有所恢复，但 ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ组血流恢复速
度明显快于其他各组，ＡｄＨＩＦ１α组次之。在术后 ２８ｄ，Ａｄ
ＨＩＦ１αＴｒｉｐ组缺血后肢血流量达健侧的９０％，明显高于其他
各组。组间对比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

０２５１
第３４卷第１５期
２０１２年８月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１５
Ａｕｇ．１５　２０１２



表２　各组大鼠缺血后肢在术前及基因转染后即刻、７、１４、２８ｄ时Ａ×β标化值（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 术前 基因转染后即刻 基因转染后７ｄ 基因转染后１４ｄ 基因转染后２８ｄ

Ｓａｌｉｎｅ组 １．０１２±０．０１８ ０．２０３±０．０３７ ０．３２８±０．０５３ ０．４４８±０．０４２ ０．５２９±０．０４５

ＡｄＮｕｌｌ组 １．０２１±０．００８ ０．２０７±０．０２９ ０．３１９±０．０３９ ０．４５１±０．０２９ ０．５３５±０．０６２

ＡｄＨＩＦ１α组 １．００９±０．０２１ ０．２０２±０．０３２ ０．４２３±０．０４７ａｂ ０．５４７±０．０３９ａｂ ０．６４２±０．０５６ａｂ

ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ组 ０．９８７±０．０５７ ０．２０４±０．０４２ ０．５０６±０．０３７ａｂｃ ０．７２５±０．０３９ａｂｃ ０．８９５±０．０４９ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓａｌｉｎｅ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＡｄＮｕｌｌ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＡｄＨＩＦ１α组比较
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Ａ：Ｓａｌｉｎｅ组；Ｂ：ＡｄＮｕｌｌ组；Ｃ：ＡｄＨＩＦ１α组；Ｄ：ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ组
图３　各组大鼠缺血后肢在基因转染后２８ｄＣＤ３１免疫组化染色观察　（ＳＰ×２００）

２．６　免疫组化ＭＶＤ计数
　　术后２８ｄ缺血后肢基因转染部位肌肉组织 ＣＤ３１免疫组
化可见，ＣＤ３１阳性细胞被染成棕色或棕黄色，散布于肌束间或
簇拥成团，ＡｄＨＩＦ１αＴｒｉｐ组（２１３．４２６±４８．０７３）ＭＶＤ计数明
显多于ＡｄＨＩＦ１α组 （１７５．２４８±３１．７３６）、Ｓａｌｉｎｅ组（８２．３１６±
１９．２５８）和ＡｄＮｕｌｌ组（８９．６６２±２１．３７４）（Ｐ＜０．０５）。Ｓａｌｉｎｅ组
和ＡｄＮｕｌｌ组差异不显著（Ｐ＞０．０５）。见图３。

３　讨论

　　治疗性血管新生是近年来缺血性疾病治疗领域的
又一概念，它的出现为缺血性疾病的治疗提供了新的

途径［４－６］。它是指外源性地向局部组织输送血管生长

因子基因或重组蛋白，促进局部缺血组织的血管新生，

从而达到改善缺血组织血供和患者预后的目的。近年

来，低氧诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）
作为促血管生成的上游基因引起了研究者的重视。

ＨＩＦ１是细胞对缺氧作出适应性反应的关键性转录因
子，在缺氧条件下可稳定表达，参与了血管新生、红细

胞生成等病理生理过程［７－８］。ＨＩＦ１由 α亚单位和 β
亚单位组成，以异源性二聚体的形式存在。ＨＩＦ１β是
其结构型表达，与保持 ＨＩＦ１结构的稳定性及二聚化
引起活性构象改变有关，不受氧浓度的调节；ＨＩＦ１α
是受Ｏ２浓度调节的ＨＩＦ１亚单位，决定ＨＩＦ１的活性。
在低氧情况下，ＨＩＦ１α的表达增强，对下游基因的调
控作用亦增强。但在常氧状态下，ＨＩＦ１α的氧依赖性
降解区（ｏｘｙｇｅｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，ＯＤＤＤ）
４０２和５６４位脯氨酸容易被脯氨酸羟化酶所羟化，进
而启动ＨＩＦ１α经泛素蛋白酶体途径降解；ＴＡＤ８０３
位天门冬氨酰在ＨＩＦ抑制因子作用下发生羟基化，阻
止ＨＩＦ１α与转录协同激活因子ＣＢＰ／ｐ３００结合，抑制

其转录活性［９］。

　　为了使ＨＩＦ１α在常氧条件下不发生降解，高效稳
定表达，发挥临床所需的促血管生成作用，有必要优化

ＨＩＦ１α基因结构区。在对ＨＩＦ１α结构进行优化的同
时尽量保持其结构的完整性可能会带来更大的临床益

处。然而，仅对部分关键位点进行突变不能同时最大

限度地提高稳定性和保证其转录活性。正常氧条件

下，替代ＯＤＤＤ的单个脯氨酸，可产生稳定的蛋白，但
转录活性低；替代 ＣＡＤ的天门冬氨酸，可增强其转录
活性，但蛋白易被分解［１０］。如果对 ＯＤＤＤ的４０２、５６４
位点和 ＴＡＤ区的 ８０３位点进行突变，则可能在保证
ＨＩＦ１α完整性的基础上最大限度地提高其稳定性和
转录活性。有离体实验表明，Ｔａｌ等［１］将 ３突变的
ＨＩＦ１α基因在体外转染至人脐静脉内皮细胞，结果表
明ＶＥＧＦ的表达量明显优于双突变型和野生型，缺血
区血管的形成情况也优于对照组。

　　本研究中，我们将扩增、纯化，经ＰＣＲ及基因测序
表面联合定点突变成功的 ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ通过肌肉注
射的方式转染至大鼠缺血后肢，在基因转染后第７天，
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法测定基因转染的局部缺血组织
ＨＩＦ１αｍＲＮＡ水平，结果显示ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组ＨＩＦ１α
ｍＲＮＡ的表达量最高，其原因可能为，ＯＤＤＤ的 Ｐｒｏ５６４
和Ａｓｎ８０３同时突变为 Ａｌａ５６４和 Ａｌａ８０３后，ＨＩＦ１α降
解途径受阻，ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的相对表达量增高；ＣＡＤ区
８０３位点的突变使得 ＣＴＡＤ与 ＣＢＰ／ｐ３００在常氧状态
下的结合不受影响［１１］，从而引起ＨＩＦ１α的转录活性的
增强，继而蛋白表达水平增高。

　　下游ＶＥＧＦ在ｍＲＮＡ水平表达量由高至低分别为
ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组、ＡｄＨＩＦ１α组、ＡｄＮｕｌｌ组和 Ｓａｌｉｎｅ
组，其原因在于ＨＩＦ１αｔｒｉｐ降解途径受阻引起其在细
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胞核内聚集，表达增高。ＨＩＦ１α与 ＨＩＦ１β结合形成
ＨＩＦ１并转移至核内，作用于 ＶＥＧＦ编码基因，从而促
进ＶＥＧＦ的表达［１２－１３］。野生型ＨＩＦ１α在常氧条件下
容易降解失活，因此其激活ＶＧＦ基因的能力明显弱于
ＨＩＦ１αｔｒｉｐ。
　　我们采用对比超声检查来动态观察缺血肢体的血
流灌注情况，用缺血侧与健侧 Ａ×β的比值（标化值）
进行组间对比。结果显示：术后０ｄ时，缺血下肢的血
流量仅为对侧非缺血下肢血流量的２０％左右，提示肢
体缺血模型构建成功。对比超声对大鼠后肢血流的动

态观察发现，随着时间的推移，Ａ值和β值均随着时间
由大到小的推移而增加，表明缺血患肢的血流灌注在

恢复，同时表明缺血下肢血流的恢复来源于局部微血

管密度的增加和局部血流速度的加快，该现象与国外

报道一致［１４］。但在同一时间点，Ａ×β标化值由大到
小依次为：ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组、ＡｄＨＩＦ１α组、ＡｄＮｕｌｌ
组和Ｓａｌｉｎｅ组。ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组血流恢复明显优于
其他各组，组间对比差异有统计学意义。在基因转染

后２８ｄ，ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组缺血侧后肢血流灌注约为健
侧的９０％，远远优于其他各组。
　　ＭＶＤ测定是目前对微血管定量分析的主要方法
之一。本研究 ＣＤ３１免疫组化显示，在基因转染后
２８ｄ，缺血后肢基因转染部位 ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ组 ＭＶＤ
值明显大于ＡｄＨＩＦ１α组，更大于ＡｄＮｕｌｌ组和Ｓａｌｉｅｎ
组。从而进一步表明，ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ经过联合点突
变结构优化后其促进血管新生及改善缺血部位血流灌

注的作用明显增强。

　　本研究表明，通过肌肉注射的方式外源性给予
ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ，可使其有效转染至缺血局部并能上调
ＶＥＧＦ的表达。实时对比超声检查及免疫组化 ＣＤ３１
染色表明，ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ能有效促进缺血肌肉组织的
血流灌注及血管新生，该结论同既往［１５－１６］报道结
论一致。本研究为ＡｄＨＩＦ１αｔｒｉｐ将来应用于缺血性
疾病的治疗领域提供了一定的理论支持，但仍需对其

致畸及毒副作用进行进一步研究。
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