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pEGFP—VEGF重组质粒的构建及其在成骨细胞中的表达 
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【摘 要】目的：构建一种含人血管内皮细胞生长因子 121(VEGF )的质粒，以绿色荧光蛋白作为报告基因，观察其在成骨细 

胞中的表达。方法：从人胎脑文库中，以 PCR方法扩增出人 VEGF 基因，构建入增强绿色荧光蛋白表达质粒pEGFP—C1，脂 

质体法转染成骨细胞，荧光显微镜下观测绿色荧光蛋白的表达；免疫细胞化学及 ELISA检测 VEGF蛋白的表达。结果：PCR 

扩增出人VEGF121基因；构建入pEGFP—C1，体外成功转染入成骨细胞，在荧光显微镜下可见强绿色荧光蛋白的表达，免疫细 

胞化学及ELISA检测到VEGF蛋白的表达。结论：重组质粒pEGFP—VEGF体外转染入成骨细胞后，目的基因能够在细胞有 

效表达，检测方法简便可靠，为利用转染该种目的基因的成骨细胞进行下一步实验提供了理论支持。 
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【Abstract】Objective：To construct a vector containing human vascular endothelial growth factor，VEGF121(VEGFl I)with green flu— 

orescence protein as the reporter gene，and then to observe its expression in osteoblast．Methods：VEGF121 gene was amplified from foe— 

tus brain library by PCR．then Iigated with pEGFP—C1 to form recombinant piasmid pEGFP—VEGF and transfected into ostcoblast 

by liposome．The green fluorescence protein expression was observed by fluorescence microscopy and the VEGF expression was least de—． 

tected by immunocytochemistry and ELISA．Results：VEOF121 gene fragment was amplified by PCR and ligated to pEGFP一(71
，
then 

transfected into osteoblast successfully．The strong expression of green fluorecensce protein was observed by fluorecensce microscopy， 

and the expression of VEGF protein was detected by immunocytochemistry and ELISA
． Conclusion：Recombinant plasmid pEGFP— 

VEGF is effectivly expressed after being transfected into osteoblast in vitro，which provides theoretical suptx)rt for further studv with 

its simple and reliable detecting methods． 
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血管内皮细胞生长 因子(Vascular endothelial 

growth factor，VEGF)为一类糖蛋白，在血管形成中 

是一个基本调节因子。它能特异性地作用于血管内 

皮细胞(VEC)，具有维持血管正常状态和完整性、提 

高血管通透性，可以强烈地刺激 VEC分裂增殖，促 

进血管形成l_1 J。为了研究在骨愈合治疗中更多的 

VEGF的利用方法，我们构建了重组质粒 pEGFP— 

VEGF，并对其在体外培养的成骨细胞中的表达进 

行观察 
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l 材料与方法 

l l 主 要 试 剂 

人胎脑文库 Frr1l56一l(Marathon—Ready TM cDNA) 

由重庆医科大学病理学教研室石毓君博士惠赠。增强绿色 

荧光蛋白(Enhanced green fluorescent protein，EGFP)表达质 

粒 pEGFP—C1购 于美 国 Clontech公 司 脂质 体 Lipofec— 

tamin购于美国 |nvitrogen公司。Taq DNA聚合酶 、T4连接 

酶 、质粒抽提试剂盒 、DNA回收试剂盒均购于美国 Promega 

公司。限制性 内切酶购于大连 TAKARA公司。PCR引物 

合成及产物测序由上海 申友生物公司完成。抗人 VEGF蛋 

白多克隆抗体购于美国Santa Cruz公司 sP试剂盒购于北 

京中山生物公司。细胞培养实验设备由重庆医科大学超声 

研究所提供，DMEM高糖培养基、胎牛血清购于美国 Hy— 
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NOS2 G一954C SNP等位基因组合分布类型仅有 8 

种，尚未发现 NOS2 T一1173T+C一954C组合基因 

型。其前 5种组合基因型分别为：NOS2 C一1173C 

+G一954G 233例(41．24％)、 oS2 C一1l73C+G 
一 954C 143例(25．31％)、N()S2 C一1173T+G一 

954G 89例(15．75％)、NoS2 C—l l73T+G一954C 

59例(10．44％)、 oS2 T一1173T+G一954G 27例 

(4．78％)，且其组合基因型分布并不存在男、女性别 

的差异性。这种分布特征是人类发展中长期与环境 

相互作用(或称为自然选择或遗传压力)的结果，这 

对研究 NOS2基因 SNP及其组合分布和单倍体基 

因型分布在整体生理与疾病机制中的作用具有极其 

重要意义。但鉴于上述研究人群的样本量有限，尚 

需再扩大研究群体的样本量来加以证实。 
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