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VEGF基因转染结合脱蛋白骨修复股骨头坏死的实验研究 

曹 凯 ，黄 伟 ，安 洪 ，蒋电明 ，黄 路 

(1．重庆医科大学附属第一医院骨科 ，重庆 400016；2．重庆医科大学附属儿童医院肾脏免疫科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：构建pcDNA3，l／VEGF165质粒及联合脱蛋白骨基因治疗早期股骨头缺血性坏死。方法：将含人VEGF165全 

长 cDNA序列的克隆载体 pUC18／Xq-；(；F165与 pcDNA3．1(+)载体构建成重组真核表达质粒 pcDNA3．1／VEGF165；69只 

AVNFH造模成功后的新丽兰大白兔随机分成 3组。第 一组，将脱蛋白骨复合 pcDNA3．1／VEGF165质粒植入坏死的股骨头 

内；第二组植入 DPB；第 =：组仪在股骨头内钻一隧道。股 骨头标本术后 3天，1，2，4，8和 16周 获取。RT—PCR检测 

VEGF165mRNA的表达，Western blot榆测 VEGF165蛋白的表达，组织形态学分析血管发生和股骨头修复。结果：成功构建 

pcDNA3．1／VEGF165；第一组 VEGF165 mRNA和蛋白表达术后 1周达到高峰，时间持续超过 3周。血管形成术后 2，4周增 

加，骨形成术后 2，4和8周增加，与另两组相比差异呈显著性(P<0．01)。结论：VEGF165基因转染可促进局部血管的早期 

形成，DPB—VEGF复合物可增加骨形成。脱蛋白骨联合 VEGF165基因治疗为骨坏死的修复提供了理论基础。 
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【中国图书分类法分类号】R681．8 【文献标识码】A 【收稿日期】2005 02 22 

Experimental study of VEGF gene transfer combined with 

deproteinized bone to repair avascular necrosis of the femoraI head 

CA0 Kai，et al 

(Departnzent o，Orthopaedics，￡，zP First Aft"iliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective： Fo reconstruct pc1)NA3．1／VEGF1 65 and combine it with deproteinized bone(DPB)m repair avascular necrosis 

of the femoral head(AVNFH)．Metk(Ms：Clone plasmid pUC18／VEGF165 containing the whole cDNA sequence of VEGF165 was 

combined with pcDNA3 1(+)to reconstrum pcDNA3．1／VEGF165．Sixty—nine AVNFH model New Zealand adult rabbits with a 

mean weight of 2．8 kg were randomly divided into three groups．In group 1，DPB combined with the reconstructed plasmid pcDNA3
． 

1／VEGF165 waS implanted in the drilled channel of the necrotic femoral head
． In group 2．only DPB was implanted ．In group 3．only 

channel was drilled without DPB or plasmid implanted ．Femoral head specimens were obtained 3 days，1，2，4，and 8 weeks after opera— 

tion．The expression of vascular endothelial growth factor(VEGF)was examined by RT—PCR，Western blotting techniques．Angio— 

genesis and repair of the femoral head were ob~rved by histological and histomorphometrie analysis．Results：pcDNA3
，
1／VEGF1 65 

was reconstructed succ~sfully．In group 1，the expression of VEGF was detected in the femoral head implanted by DPB—VEGF com— 

pound．VEGF165 mRNA and protein detected went up to apex 1 week postoperatively and lasted more than 3 weeks
． The femoral 

head implanted by DPB—VEGF compound showed a significant difference in vascularization 2 and 4 weeks after operation and a sig— 

nificant difference in bone formation 2，4 and 8 weeks after operation from those in other groups on histomorphometric analysis(P< 

0，0 1)．Conclusion：Transfection of VEGF165 gene enhances local angiogenesis in early time and DPB—VEGF compound improves 

bo ne form ation．Deproteinized bone combined wi th VEGF gene provides a po tential method for treatment of osteonecrasis
． 

【Key words】Deproteinized bone；Vascular endothelial growth factor；Gene therapy；Ava~ular necrosis of the femoral head 

股骨头缺血性坏死(avascul~r necrosis of the fermral 

head，AVNFH)是一种发生在髋关节的棘手疾病。 

作者介绍：曾 凯(1975一 )，男，讲师，主治医师，博士 

主要研究方向：脊柱创伤，关节疾病。 

基金项目：重庆市卫生局项目(编号：002010)。 

年轻患者的发病率呈进行性的增加，而过早进行全 

髋关节置换会带来不少更困难的问题⋯。因此，在 

股骨头塌陷之前寻求一种改善血供，修复股骨头的 

方法是有意义之举。本实验探索用 VEGF复合脱 

蛋白骨(deproteinized bone，DPB)植入坏死股骨头以 

诱导血管的发生，促进股骨头的修复。 
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1 材料与方法 

1．1 材料 

含人 VEGF165伞 长 cDNA序 列 的克隆 载体 pUC18／ 

VEGF 由北京 中日友好医院邹海波博士惠赠；pcDNA3．1 

(+)真核表达载体购自 Invitrogen公一J；E．coli DH5a为本室 

保存；ECV304(人脐静脉内皮细胞系)由江西医学院第二附 

属医院王小 中博士提供；脂质体(Litx)fectinR Reagent)购 自 

Invitrogen公 司，限 制 性 内切 酶 (EcoR I，Xba I)购 自 

TaKaRa公 司，Marker(pBR322DNA／Alu I) 、Marker 

(kDNA／EcoR l+Hind HI)购 自Ferments公司，TRIZOL、 

TaqDNA聚合酶购 自上海生工 ，M MLV逆转录酶、RNA 

酶抑制剂、OligUF购自Pmmega公司，PCR引物由上海生 

合成，马血清购自PAA公司，一抗小鼠抗人 VEGF单克隆抗 

体 、山羊多抗 actin购 白SantaCruz公司，二抗辣根酶标记山 

羊抗小鼠 Ig ，辣根酶标记马抗山羊 I 购 自北京中山公 

司，VEGF ELISA试剂盒购 自深圳晶美公司。 

1．2 pcDNA3．1／VEGF165的构建及生物活性鉴定 

小量抽提质粒 pUC18／VEGF165，EcoR，和 3aSa J双酶切后 

电泳胶回收并纯化 VEGF165片段，同样步骤完成 pcDNA3．1的 

质粒抽提和胶回收，将 pcDNA3．1和 hVEGF165按0．03pmd：0．1 

～ 0．3prml混合，T4DNA连接酶连接，反应液转化细菌，摇 菌后 

小量抽提重组质粒， 纰质粒行酶切鉴定，PCR鉴定和 DNA 

序列 分 析。PCR 鉴 定 引 物 上游 ：5’ GTGGAATTC— 

GA( vrCGGTA(：CG 3’， F 游 ： 5’ CCC I℃TA— 

GAAC-CTYI"CACCG(、(vrC( 3’，扩增 日的片段长 617bp。 

参照 lipofectin Reagent说明书转染操作步骤完成重组质粒 

对 ECV304细胞的转染，转染 48h后换无血清培养基，继续 

培养 24h后收集培养上清液，实验组、对照组和空白组各取 

5孑L，按照 ELISA试剂盒说明书测定各组 E清 VEGF蛋白 

含量。 

1．3 动物模 型的制作和 DPB VEGF的置入 

SDS碱裂解法大量制备质粒 pcDNA3．1／VEGF165，聚 

乙二醇差异沉淀法纯化质粒。过氧化氢乙醚法制备同种异 

体兔脱蛋白松质骨，DPB制成直径 3．0mm的小棒，环氧乙烷 

消毒后每条 DPB复合 500tLg pcDNA3 1／VEGF165质粒，无 

菌条件下晾干。使用马血清静脉注射和地塞米松腹腔注射 

联合诱导AVNFH，经 MRI筛选动物模型。69只 AVNFH造模 

成功后的新西兰大白兔随机分成 3组，平均体重 2．Skg，每组 23 

只。第一组，在双侧股骨近端外侧大转子 F lcm沿股骨颈 

钻一直径 3．0mm的隧道 ，DPB VEGF沿隧道植入。第二 

组植入 DPB。第三组仅钻一隧道。股骨头标本术后 3天，l， 

2，4，8和 16周获取。 

I．4 DPB—VEGF置入后骨髓组织 RT—PCR、Western blot 

检测 

取术后 3天，l，2和 4周标本骨髓组织。RT—PCR检 

测：TRIZOL提取标本组织 lOOmg总 RNA，逆转录成 cDNA。 

PCR扩增反应参数：95oC 5min，94oC 60s，62oC 60s，72℃ 45s 

和 72℃ 5min 30个循环。VEGF165引物序列：上游 5’一 

GA(KK~AGA rCATCACGAAGT一3’下游 5’一TC(_vrAT— 

Grr( vr( ( r( TGA 3’，扩增片段长为 257bp。内参 

照为 GAPDH：上游 5’一CcAT( A(；AA(×XvJ、(× X 一3’， 

下游 5’一CAAA(汀T(汀CAT A r(；A(℃ 一3’，扩增片段长 

为 195bp。PCR产物琼脂糖凝胶电泳。Western blot检测： 

悬浮裂解液 lml冰上匀浆 200mg标本组织 30min，裂解物 

4~C，4000g离心 10min取上清进行蛋白定量。聚丙烯酰胺 

凝胶电泳后将蛋白转移至硝酸纤维膜上。将含 5％脱脂奶 

的 PBS封膜 2h后与一抗 4~C孵育过夜，actin为内参照。二 

抗室温结合 lh后 DAB显色。 

1 5 墨汁灌注微血管分析 

取术后 l，2，4和 8周动物，麻醉后 ，腹主动脉插管，先注 

入肝素 12500U，用生理盐水灌洗，从下腔静脉放血，待灌洗 

至双下肢肌肉和甲床变白，下腔静脉流出液变清亮后，再灌 

人中国墨}十至下肢肌肉和甲床变为深黑色，结扎腹主动脉和 

下腔静脉，取下股骨头标本放置在 4"C冰箱中冷藏 24h。标 

本固定后脱钙制成透明切片，镜下观察，每个透明标本随机 

取 5个视域，用图像分析仪进行分析，结果用面积积分光密 

度表示(阳性积分光密度筋 计场面积)。 

1 6 HE染色组织形态学分析 

取术后 1，2，4，8和 16周股骨头标本制成 HE 切片，镜 

下观察新骨形成。 

1．7 统计学处理 

采用 SAS 8．2软件，进行完全随机设计的方差分析和 

Tukey检验，显著性差异 a取 0．05，数据用均数 ±标准差(互 

±S)表示，结果用 F和P值表示。 

2 结 果 

2．1 pcDNA3．1／VEGF165的鉴定和动物模型的建立 

Ec0R I和 Xba I双酶切后电泳显示 pcDNA3．1 

(约 5．4kb)和 VEGF165(约 600bp)两条条带，与预 

期相符；PCR鉴定结果显示在 521bp与 656bp之间 

出现一特异性条带，与预期相符；DNA测序结果显 

示所插入的 VEGF165基因序列与 GenBank序列一 

致，由此表明 pcDNA3．1／VEGF165重组质粒构建成 

功。ELISA结果发现转染 ~_DNA3．1／VEGF165的 

EC~304细胞 72h后分泌VEGF蛋白的量为962．26± 

131．24pg／ml，空载组为211．18±56．371：g／ml，空白对照 

组为 198．10±78．28pg／ml。pcDNA3．1／VEGF165 

组与空载组结果差异呈显著性(P<0．01)，表明构 
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建的 pcDNA3 I_／、 ( FI65占丛载怍 』I有咋物 |乔 

所 敞筛选动物 MRI Stir 列下显示股骨 

1 为不均雁商f ．号．提小般骨共 鞠敞血坏死．槌型 

建立成功 

2 2 股骨头髓腔 内VEI，F165 m[~NA和蛋 白的表遮 

第 髓胖绑织 RT PCR扩增 出J 物 为 

157bp曲 v ( Fl̂5¨的条带 l93bp的 GAPDH 

条带 术 3大即 VEGF[65⋯RNA的表达 求 

后I周达到l岛嶂， 进叫陌J地过 j问 其余组设 

VEGFI65 mRNA 的 J玉 wIl 1 “hk t结 显 示 

第 组有 Ⅵ ；Fl65篮 I的 选．术后 I周达到高 

峰．术后筇 4J珂检测小到同的借门的表达 #余组 

徽 I VE( F165蛋 {的丧 迭 

2 3 术 后新生微 血 的彤 成 

第 锕求后2 J (罔 I)fI 4同．在修复区内存 

人丝 新牛血管，微擐与甚E姒枢比有显籍性差 

异(I <(}【_1)． 术后 I和8用各组无显著1牛筹异 

(P>0 5̈)( 1) 

2 4 术后新骨 的形 成 

术后 I周各组』投骨头隧道内充满了骨髓细胞和 

红细帕，同时蒂一 植人医闸同有肉芽组织彤成．间 

充质细胞大 增生， 少世纤维组织围绕 DPB；术后 

2嘲第一虮I1j弛暇躁纤维种新骨附善于讶B和死骨 

醚埴技髓腔内克满增生的问允质细胞和纤维母细胞 

筇一组u 脏原纤维附着 J I)PB和北骨．新骨的形 

成旧显比茚一 【崩 第_维仪虹少量腔原纤维 

表 e 微血管囤像分析结果(面积积分光密度 l(w) mr．⋯／ 

一 = 同朋比较 f_<0fIl： J j组m期比较 I <¨0 

圄 I 第一组术后2周股骨头微血管墨汁灌注修复区内存 

在大量的新生血管。 【1 101)) 

图 2 第一组术后 8周股骨头大量较成熟骨小梁形成．部分 

苷代了jM ̈和琵骨．骨 h梁表面有较多的成骨细胞附 

着．同时可见部分 [11 n已披吸收 fH -40) 

图3 第二组术后 周股骨头隧道内新生骨小粱发生并附 

着、替代部分 DPB和死骨。IIPB开始吸收。 (HH× 

l 

图 4 第三组术后 周腔骨头新生骨组织和膛原纤维充满 

髓腔。 flIE 40) 
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术后 4周第一组隧道内可见大量伴有成骨细胞 

围绕的新生幼稚骨小梁，同时DPB和死骨表面也有 

大量新生的幼稚骨小梁，未见明显的异物反应。第 

二组修复组织主要为胶原纤维和早期骨样组织， 

DPB和坏死骨边缘可见早期骨样组织开始生长。 

第三组隧道内见到丰富的胶原，增生的纤维母细胞 

和间质细胞较术后 2周明显增多。 

术后 8周，第一组可见大量较成熟骨小梁伴随 

新生骨小梁和胶原形成，骨小梁部分替代了DPB和 

死骨，同时可见部分 DPB已被吸收。第二组可见隧 

道内新生骨小梁发生并附着、替代部分 DPB和死 

骨，DPB开始吸收。第三组见到新生骨组织和胶原 

纤维充满髓腔。(图 2～4) 

术后 16周，第一、二组可见到包括各种骨髓细 

胞和成熟骨小梁在内的正常股骨头髓内结构，DPB 

大部分已被吸收。而在第三组，成骨明显，但骨组织 

充满骨髓腔，缺少排列有序的成熟骨小梁结构，髓内 

结构欠正常。 

3 讨 论 

在AVNFH自发的修复过程中存在血管发生和 

新骨形成缓慢，而坏死骨小梁吸收迅速这一矛盾，所 

以，在AVNFH早期的治疗中，促进微血管的增生和 

新骨的形成显得特别重要。 

DPB具有天然的密集微孔系统，有利于微血管 

的长人，较好的机械强度，一定的骨诱导作用，适合 

作为骨移植材料。笔者在实验中观察到在植入的 

DPB周围有大量的广泛分布的新骨形成，术后 8周 

DPB开始吸收降解(图 2)。我们以前的临床试验少 

部分失败病例提示 DPB的“活化”有赖于周围新生 

血管和间质细胞的迁入_4j。新生血管形成可能与 

多种生长因子诱导有关，包括碱性成纤维细胞生长 

因子(basic fibroblast growth factor，bFGF)、转化生 

长因子 l3(transforming growth factor—beta，TGF— 

l3)、骨形态发生蛋 白(bone morphogenetic proteins， 

BMPs)和血管内皮细胞生长因子(vascular endothe— 

lial growth factor，VEGF)等。其中VEGF的优势在 

于既可刺激血管形成又可促进骨的形成和改建。另 

外，多数骨诱导因子促进骨修复可能是通过刺激 

VEGF的产生来实现的l 。有实验证实 DPB复合 

VEGF蛋白后，可增加局部微血管的形成，能增进 

DPB与受体骨愈合[ 。但 VEGF蛋白半衰期短，注 

人体内易稀释，故外源给予 VEGF蛋白质进行治疗 

效力有限，VEGF基因治疗可克服单纯蛋白质治疗 

的缺点。 

VEGF不但通过促血管生成作用在骨的发生中 

扮演了重要的角色，它还通过促进骨转换，抑制软骨 

细胞和成骨细胞的凋亡而影响骨发生l 。本实验 

观察到DPB—VEGF组术后 2周和4周新生血管明 

显多于其它组(P<0．01)，新骨形成比其它组也更 

早(图 1，2)。活体直接转基因术是把重组载体直接 

注入体内起治疗作用。与回体转基因术相比省时、 

操作方便。从安全应用角度出发，质粒更适合用于 

治疗临床疾病。虽然质粒 DNA的转染效率低，但 

与病毒载体相比，受体对高剂量的质粒更为耐受。 

同时，质粒 DNA载体特别适合用于承载产物为分 

泌型蛋白的目的基因_8j。而 VEGF165为分泌型蛋 

白，故 pcDNA3．1／VEGF165是改善缺血组织灌注 

的较理想工具。 

Wolff首次将表达荧光素酶的裸 DNA质粒注 

射到小鼠的骨骼肌内，结果发现荧光素酶表达时间 

持续了2个月。Tsurumi发现 VEGF基因转染缺血 

骨骼肌后 mRNA表达超过 14天，在缺血骨骼肌中 

的转染效率是正常骨骼肌的 6倍[ 。Yang的实验 

显 示坏死股 骨头 内转 基 因后两 周仍可检测 到 

VEGF165 mRNA的表达l j，但实验中以胶原作为 

承载体可能不利于 VEGF165基 因的转 染以及 

VEGF165蛋白分泌后的扩散。本实验中VEGF165 

mRNA和蛋 白在兔缺血坏死股骨头内表达持续时 

间超过 3周，说明置人局部的 VEGF质粒可持续作 

用较长时间。 

综上所述，VEGF165基因转染可促进局部血管 

的早期形成，DPB—VEGF复合物可增加骨形成，促 

进AVNFH的修复。本实验用DPB—VEGF复合物 

植入坏死股骨头以诱导血管的发生，促进早期坏死 

股骨头的修复与现有的治疗方法相比较，其优点有： 

较单纯髓芯转孔减压、非血管化骨瓣移植成血管成 

骨更早，本实验第一组早期血管形成较第二和第三 

组多，结果具有显著性差异(表 1)，早期成骨较后两 

组多，骨转换较后两组快，术后远期可恢复股骨头髓 

内正常结构；较血管化骨瓣移植操作更简单，创伤更 

小，无需进行血管显微吻合，操作过程与髓芯转孔减 

压相似；更无截骨术造成的生理和解剖结构的改变。 
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250HU，造影持续时间达 2．5～12h，24h恢复正常， 

因此，尽管HL一2联合 HIFU损伤肝组织存在灰阶 

超声实时监控的困难，但乳化碘油的共同特点使其 

在肝脏肿瘤的 HIFU治疗上存住潜在的巨大价值， 

本研究结果只证明了乳化碘油联合 HIFU损伤正常 

兔肝脏组织的有效性和增效性 ，有关其在治疗超声 

(HIFU)领域的安全性 、可控性和实时监控的方法以 

及对肿瘤的治疗效果、尚值得进一步研究。 
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