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人角化上皮生长因子基因(hKGF)达载体对 

大鼠肺泡 II型细胞增殖的影响 

邱 林 1，郭春宝 1，邓 春 1，张殿良： 

(1．重庆医科大学儿童医院外科，重庆 400014；2．青岛大学附属医院肝胆外科 ，青岛 266003) 

【摘 要】目的：构建人角化上皮生长因子基因真核表达载体 pEGFP—C2一hKGF，为以后的hKGF基因功能和基因治疗研究提供 

实验材料。方法：提取人胚肺成纤维细胞(HLF)总 RNA，逆转录酶 一多聚酶链式反应(RT—PCR)扩增 hKGF基因全长 cDNA序 

列，经与 pMD18一T载体连接、筛选、克隆、抽提质粒和双酶切后，将纯化的 hKGF基因 cDNA全长序列插入绿色荧光蛋白表达载 

体 pEGFP—C2中，筛选 、克隆、抽提质粒，从而构建 hKGF基因真核表达载体 pEGFP—C2一hKGF。载体转染后大鼠肺泡 II型细胞 

进行免疫细胞化学及荧光显微镜鉴定，并进行细胞记数，绘制生长曲线。结果：经 RT—PCR获得 609bp含限制性内切酶位点的 

DNA片段，T载体克隆后经双酶切、测序，确定该片段为 hKGF基因 cDNA，进而构建 hKGF真核表达载体 pEGFP—C2一hKGF， 

经双酶切，测序确证。转染载体后，有 hKGF的阳性表达并随时间逐渐增加，大鼠肺泡 II型细胞也随时间出现明显分裂增殖。结 

论：成功构建 hKGF基因真核表达载体 pEGFP—C2一hKGF，为进一步应用于基因治疗研究提供工具。 
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Effect of the neukaryotic vector expressing human keratinocyte growth 

factor(hKGF)gene on rat AEC ll proliferation 

QIU Lin，et ol 

(Department of Surgery，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

tAbstract】Objective：To construct the pEGFP-C2-hKGF vector，a neukaryotic expression plasmid of hKGF gene in order to 

provide experimental material for the studies of hKGF gene function and hKGF gene therapy afterward
． Method,s：The hKGF 

gene was amplified by reverse transcriptage polymerase chain reaction(RT—PCR)．Total RNA was extracted from human embryo 

lung fibroblast (HLF)and then cloned into pMD1 8-T vector．Th e recombinant plasmid were screened and extracted．Th e 

pEGFP—C2一hKGF vector，an eukaryotic expression plasmid of hKGF gene was constructed after the object hKGF cDNA fragment 

Was inserted into pEGFP—C2 vector and the recombinant were screened，cloned and extracted
． Th e recombinant plasmid vector 

was transferred into AEC II，and expression of hKGF Was assayed by immunohistochemistry
． The effect of AEC II proliferation 

was analyzed by cell count．Results：609bp DNA fragment containing hKGF gene and restriction sites were obtained by 

RT—PCR．After cloned by pMD18一T vector and certified by restriction analysis and sequencing． pEGFP—C2一hKGF vector was 

successfully constructed by means of recombinant DNA technology．pEGFP—C2一hKGF encoding the green fluorescent protein 

(GFP)，capable of directing the expression of functional hKGF successfully．Furthermore．hKGF had the effect on AEC II 

proliferation． Conclusion：Th e efficient expression vector of hKGF gene is constructed
，which Can be used t0 establish the 

hKGF gene therapy vector． 

t Key words l Human embryo lung fibroblast；Gene clone；Reverse transcriptage polymerase chain reacti0n；Eukaryotic expressi0n 

vector 

角化上皮生长因子(KGF)能促进肺损伤后肺泡 

Ⅱ型细胞的增殖分化 ，促进肺表面活性物质的合 

作者介绍：邱 林(1968一 )，女，博士，副教授， 

主要研究方向：疲痕的成因及基因治疗。 

成，参与肺损伤修复的重要病理生理过程⋯。有研究 

发现内源性及外源性 KGF能防止或缓解博莱霉素、 

过氧化氢、射线、高氧等所致的肺损伤。KGF对肺的 

保护作用不仅局限于肺泡 Ⅱ型细胞 ，还包括血管内 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 818一  重庆医科大学学报 2007年第32卷第8期 (Journal of Chongqing Medical University 2007．Vo1．32 No．8) 

皮细胞、肺泡 I型细胞等整个肺泡隔的结构。KGF 

的基础性研究为临床应用 KGF预防和治疗肺损伤 

性疾病提供了依据。本研究采用分子克隆的方法从 

人胚肺成纤维细胞中克隆出 KGF的全长 eDNA，构 

建于真核表达载体 ，转染大鼠肺泡 Ⅱ型细胞，应用 

免疫细胞化学的方法进行鉴定。探讨 KGF有效表达 

载体构建的可行性及转染效率和表达时间，为 KGF 

基因治疗的临床应用打下良好的基础。 

1 材料与方法 

1．1 人胚肺成纤维细胞 HLF的培养 

人胚肺成纤维细胞株(MRC一5，由复旦大学华山医院胡 

作为医生惠赠)，DMEM+lO％II~牛血清培养液中培养，置于 

二氧化碳培养箱中生长良好 ，24～48h传代 1次。 

1．2 引物设计 

引物 由上海 生工 生物 工 程有 限公 司合 成 ，根据 

GeneBank中 hKGF基因 eDNA序列，用引物设计软件 Primer 

Premier5．0设计 1对引物，扩增 hKGF基因的 609bp cDNA 

片段。在上、下游引物的5’端分别引入 BglII和 XhoI限制性 

内切酶位点。上游引物：5’一CCT AGA TCT GCC ACC ATG 

CAC AAA TGG A rA CTG AC一3’(35 bp)；下游引物 ：5’ 

一 CCT CTC GAG TrA AGT TAT TGC CAT AGG AAG一3’ 

(30 bp)。 

1．3 RT—PCR 

RNA提取 ：取消化细胞 ，加 Trizol(Promega公司)，加氯 

仿 ，离心取上层液相，加异丙醇沉淀 RNA，75％(DEPC水配 

制)乙醇清洗 ，溶于 DEPC水中。eDNA合成 ：模板，O]igo(dT)． 

DEPC Water，70℃ 5-lOmin， 然 后 加 入 MMLV Buffer， 

dNTPs，Rnasin，DEPC Water，MMLV，37℃ 60min，90℃ 5min。 

PCR扩增 ：dNTPs，DEPC Water，逆转录 eDNA，10 X Buffer， 

MgC ，引物 A，B，Taq酶 ，混合在扩增仪上扩增；然后 94~C 

预变性 2rain，按 94~C 30 s，54~C 45 s，72℃ lmin扩增 36 

个循环，最后 1个循环 72℃延伸 lOmin。RT—PCR产物用质 

量浓度为 1．5％的琼脂糖凝胶电泳鉴定。胶回收 (上海生工 

生物工程有限公司胶回收试剂盒)按试剂盒说明书进行。 

1．4 T栽体连接 

取回收产物 1 l，pMD18一T Veetor(大连宝生物工程公 

司)4 l，连接液(试剂盒 自带)5 l，共 10 l，16~C，16h，放 

一 20'E冰箱待用。 

1．5 S法制备感受态细胞 

大肠埃希菌 D H5 在 LB培养基 中震摇至吸光度 

A600值为 0．3～0．4，取 lml菌液 4~C1000 g离心 lOmin，将 

菌体重悬于 100 l TSS液。 

1．6 pMD18．rlyhKGF栽体的构建 

取连接产物与感受态大肠杆菌混合 (1：19)，冰上 30 

min，42~C 2rain，热休克。加2ml LB培养液，冰上2min，37℃ 

80min。稍离心浓缩 ，放于平板培养皿，加 x一 40 l， 

IPTG 20 l，玻璃混合珠混匀 ，37℃，培养箱过夜 ，第--天挑 

白斑 ，用蓝 一白斑试验，筛选白色阳性菌落 ，提取重组质粒 

(上海生工生物工程有限公司胶回收试剂盒)按试剂盒说明 

书进行。 

1．7 双酶切鉴定 

取重组质粒于 EP管，加内切酶 PST1、ECOR1及缓冲液 

10XH，双蒸水共 20 l体系，37℃作用 40min，凝胶电泳鉴 

定。并由上海申友生物技术有限公司用通用引物 M13测序。 

1．8 hKGF真核表达栽体 pEGFP—C2一hKGF构建 

用 BglII、Xho1分 别 双 酶 切 重 组 pMD18一T载 体 及 

pEGFP—C2载体，凝胶电泳后回收目的片段。建立连接反应 

体系，10 l反应体系中含 5 l 2 X连接反应缓冲液 ，1 l 

pEGFP—C2载体，1 l插入片段 (约 0．25 ，1 l T4连接 

酶，置于4~C冰箱过夜。同 T载体克隆步骤转化大肠埃希菌 

D H5 ，卡那霉素筛选出白色 阳性菌落，提取重组质粒 

pEGFP—C2一hKGF，双酶切鉴定同上，并用合成的上游引物测 

序确证。 

1．9 大鼠肺泡 II型细胞分离培养，pEGFP—C2一hKGF转染， 

细胞记数 

大 鼠肺 泡 II型 细胞 分 离 培 养按 文 献 方 法进 行 ， 

pEGFP—C2一hKGF质粒 6g与 20 l脂质体混合于 500 l 

RPMI1640培养液中，室温孵育 20min，加入细胞培养体系4h 

后，进行细胞记数和荧光显微镜观察。 

1．10 免疫组织化学染色 

培养细胞经固定后，非免疫性动物血清封闭液 37℃ 15 

rain；第一抗体(Sigma公司)，室温 lh；生物素标记的二抗 ，室 

温 10～15rain；链亲和素一过氧化物酶溶液，10～15min；DAB 

显色 ，显微镜下观察 『DAB配法：在 0、9ml蒸馏水中加 DAB 

solutionA和 DAB solutionB各 50 l(1～2滴)]；苏木素复染， 

脱水，透明，中性树胶封片。以PBS代替一抗体作阴性对照， 

已知阳性片作对照。结果判定：阳性反应为胞膜或胞浆染成 

棕色。每张切片计数 200个细胞，计算各级阳性细胞所占百 

分率。0，无着色；1，轻微染色；2，中度染色；3，重度染色。 

2 结 果 

2．1 总 RNA完整性与纯度鉴定 

RNA凝胶电泳结果如图 1所示 ，28s亮度明显 

强于 18s，5s很弱，说明总 RNA完整性较好。分光光 

度法测吸光度 A260／280比值为 2．00，表明 RNA纯 

度符合 RT—PCR要求。 

2．2 RT—PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果 

上述 RNA经 RT—PCR后进行 电泳 ，在 DNA 

marker 609 bp附近有明亮条带，与预期目的片段 

(609bp)大小一致，可能为 目的片段(图2)。 
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28S 

18S 

5S 

图 1 总 RNA凝胶电泳鉴定 

609bp 

5000bp 

2000bp 

1000bp 

300bp 

200bp 

lOObp 

1 2 

图2 RT—PCR产物凝胶电泳 

2．3 T载体克隆鉴定 

RT—PCR产物电泳后回收并克隆入 T载体后， 

挑选 白色阳性菌落 ，提取质粒 DNA并用 PST1、 

ECOR1双酶切 ，酶切物电泳鉴定 ，重组 T载体长约 

3．3kb，双酶切后产生 601bp目的片段及 2．7kb载体 

片段(图 3)，筛选含有目的片段的克隆。 

2692bp 

601bp 

1：3S 250bp DNA ladder； 

2：PST1、ECOR1双酶切 

图 3 重组 T载体酶切凝胶电泳 

2．4 hKGF真核表达载体 pEGFP—C2一hKGF鉴定 

T载体扩增 hKGF后重新克隆入 pEGFP—C2一 

hKGF重组质粒并转化大肠埃希菌，筛选白色阳性 

菌落提取质粒 DNA，BglII、XhoI双酶切鉴定。含插 

入片段的重组质粒长约 5．3kb，双酶切产生 601bp 

目的片段及 4．7kb载体片段 (图4 o pEGFP—C2一 

hKGF测序结果与 GeneBank内 hKGF基因 cDNA 

比较 ，符合率达 99％，而且 目的片段中的 3’端连接 

在 DEGFP—C2的5’端 ，结果表明hKGF基因 cDNA 

片段正确插入 DEGFP—C2载体。 

601bp 

1 2 

1：Lambda DNA／EeorR1+Hindl1 1 Marker； 

2：Bglll、Xhol双酶切鉴定 

图4 pEGFP-C2一hKGF载体双酶切凝胶电泳 

2．5 测序结果 

测序结果与 GeneBank内 hKGF基因 cDNA比 

较完全符合，证实为 hKGF基因 cDNA片段(图 5)。 

2．6 外源 KGF表达的检测 

KGF阳性着色为棕色，全部染色切片无非特异 

性背景染色，阳性与阴性染色对比鲜明。在大鼠肺 

泡 II型细胞中存在 KGF的表达。这种表达主要表 

现为细胞的细胞膜和(或)细胞浆出现阳性染色。在 

24h、48h、72h表达逐渐增高 ，得分分 别为 0．5± 

0．5，1．8+0．8，2．1±0．8(图 6)。对照组免疫染色为阴 

性。荧光表达的结果与免疫细胞化学完全一致(图 

7)。 

2．7 KGF对大鼠肺泡 II型细胞生长的影响 

通过细胞记数并绘制生长曲线发现在24h、48h 

b  p  p p  p p  
6  b  b b  b  b  
2 8 8 0 7 4 吣 

2  5  4  3  2  l  

b  b  b  b  b  p  p  p ∞ ∞∞ 岫％ 咖 瑚咖 

2  2  l  l  l  7  5  2  
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A 

图5 hKGF基因测序图谱 

》 

誓 

B 

E 

烹 

C 

F 

A：对照组 24； B：对照组 48h； C：对照组 72h； D：pEGFP—C2一hKGF转染后 24h： 

E：pEGFP—C2一hKGF转染后 48h； F：pEGFP—C2一hKGF转染后 72h 

图6 KGF免疫细胞化学染色结果 

{嵴 盖零嘻 
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究中发现月经过少组子宫内膜 MMP一11蛋白表达 

在增殖期腺上皮和间质均显著低于正常子宫内膜。 

而分泌期腺上皮月经过少组和正常组两者没有差 

异，间质中 MMP一11蛋白表达正常组要高于月经 

过少组 。 

TIMPs是 MMPs活性的特异性抑制剂，在正常 

情况下保持平衡，维持体内基质合成和分解代谢的 

稳定。如前所述，TIMP一1在整个月经周期都有表 

达。TIMP一1蛋白表达在正常子宫内膜增殖期和分 

泌期都较强，腺上皮和问质没有差异。月经过少组 

子宫内膜腺上皮中TIMP一1蛋白表达，在增殖期和 

分泌期均显著低于正常子宫内膜。而问质中，在增 

殖期和分泌期与正常子宫内膜没有差异。不同之处 

体现在腺上皮上。TIMP一1蛋白表达较正常组织弱， 

但 MMP一1 1蛋白表达也表现为减弱，说明 TIMP一1 

对 MMP一1 1的调节不是唯一因素。本研究仅仅揭示 

了在月经过少子宫内膜中MMP一1 1和TIMP一1的改 

变情况，证明了 MMP一11可能参与了子宫内膜的重 

建、增生，但 MMP一1 1是怎样参与子宫内膜重建、以 

(上接 第 821页 ) 
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控制转基因 KGF的表达，从而控制其治疗作用。本 

研究首次提出应用真核表达载体转染 KGF基因进 

入靶细胞 ，避免了上述缺点，并通过真核表达载体 

研究 KGF的作用机理。新型的治疗载体在设计上可 

控制转染基因的表达，从而降低毒副作用 ，提高疗 

效。克隆和构建可在真核细胞中表达 KGF的的真核 

表达载体，将为进一步开展肺部疾病的 KGF基因治 

疗的临床研究奠定基础。 
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