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大鼠颌下腺血管内皮生长因子 cDNA的转移及表达

张从纪 1 ,李慧增 1 ,杨 军 1 ,黄庆愿 2 ,孙 远 1 ,史文进 1 (第三军医大学:1附属西南医院口腔科;2高原军事医学系高

原医学研究室 、病理生理学教研室;重庆 400038)

提 要 目的:探讨以颌下腺为靶器官 ,进行血管内皮生长因子(VEGF)基因治疗后 , 颌下腺中 VEGF含量

变化 。方法:构建了 VEGF基因表达的真核细胞表达载体 ,以阳离子脂质体为介质 ,向大鼠颌下腺转染外源性的

VEGF基因 , 应用 RT-PCR技术观察 VEGF基因的表达 , ELISA方法检测颌下腺中 VEGF的含量变化 。结果:转

pBKCMV-VEGF121基因后第 1天 , 大鼠颌下腺内 VEGF的表达及涎液中 VEGF的含量即开始增高 , 术后 2～ 3 d达

到高峰 ,之后逐渐下降 ,但高水平表达持续 5 d左右 ,与同期对照组相比 ,二者差别显著 。结论:以颌下腺为靶器

官 ,阳离子脂质体为载体进行 VEGF基因转染 ,可使外源基因在颌下腺内稳定持续表达 ,改变了涎液中细胞因子

的含量 ,为临床上促进口内伤口的愈合提供了新的途径和依据 。
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Abstract Objective:To study the feasibility of using vascular endothelial growth factor(VEGF)

gene therapy for salivary glands and observe the changes in content of VEGF in spittle.Methods:VEGF
cDNA was cloned into eukaryotic expression vector pBKCMV and the VEGF gene was transferred into rat

maxillary glands mediated by lipotect AMINE.The expression of VEGF gene was investigated by RT-PCR
and the content of VEGF in spittle was observed by ELISA.Results:The expression of VEGF gene and

the content of VEGF were significantly higher in the experimental group than in the control.It reached its

peak from the 2nd to 3rd d after treatment and remained high for 5 d.Conclusion:After being mediated

by lipotect AMINE , the VEGF gene can express steadily and constantly.The content of VEGF in spittle

becomes higher.It provides a new way for promoting oral wound healing in clinical practice.
Key words salivary gland;vascular endothelial growth factor;gene therapy

口腔粘膜的损伤是口腔科的常见病症。与其它组

织相比 ,具有明显的愈合快的特点 ,目前认为这与涎液
对维持口腔内环境的稳定性有关[ 1] 。随着分子生物学

的发展及对细胞因子认识的深入 , 将细胞因子直接作

为促进创伤愈合的药物已用于实验及临床 , 并取得一

定的疗效 , 但也存在有费用高和药物持续时间短的缺

点[2] 。本研究应用基因工程技术 , 将血管再生相关因

子:血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth factor ,
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VEGF)的 DNA转染到颌下腺中 ,增强其在颌下腺中的

表达 ,提高涎液中 VEGF 的含量 ,为进一步促进口内创

伤愈合的临床治疗提供基础。

1 材料与方法

1.1 动物与手术

Wistar大鼠 48只 ,由本校动物所提供 ,体重 200 ～ 220 g , 雌

雄不拘 ,分为实验组(24只),和对照组(24只)。以 2%戊巴比妥

钠(30mg/kg)麻醉 ,在颈部中央沿身体长轴方向切开皮肤 、皮下

组织 , 暴露颌下腺囊膜 , 用 6号针在直视下注入 DNA-脂质体复

合物 , 对照组动物 , 以等量的空白脂质体注射 。分层缝合伤口 ,

术后常规换药 。各组动物分别于术前和术后 1、2 、3 、4 、5 、7 d ,在

麻醉下用消毒的 1 cm×1 cm×1 cm的聚乙烯醇 (Polyvinyl alco-
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hol , PVA)海绵收集口腔涎液 , 取出后离心 , 取上清 , -70°C保

存 。之后 ,分离和切取颌下腺 ,液氮中保存[3 ] 。

1.2 VEGF真核表达质粒的构建与扩增
以 EcoR Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切 pUC19-VEGF121载体 , (本校黄庆

愿博士提供)0.8%琼脂糖凝胶电泳分离回收全长大鼠 VEGF121

cDNA片段 , 与同样酶切的 pBKCMV(Stratagene 公司产品)连接 ,

构建成真核表达载体 pBKCMV-VEGF121 , 其中目的基因可编码

121个氨基酸的 VEGF121 ,含有信号肽序列 ,其上游有巨细胞病毒

启动子(CMV)及其增强子 , 酶切鉴定正确后 , 碱裂解法大量制

备 ,纯化后 ,存-20℃备用[4 ] 。

1.3 质粒注射液的制备
将保存的 pBKCMV-VEGF121质粒 DNA溶入含 5%等渗葡萄

糖 PBS中 , 配制成 1g/L 浓度 。再加入到 Lipofectin AMINE

(GIBCO BRL)中 ,脂质体与质粒 DNA溶液的体积比为 10∶1 ,静

置 30 min。每只颌下腺注入 0.5 ml的脂质体-DNA复合物 。

1.4 颌下腺中 VEGF mRNA的含量
采用 RT-PCR法检测颌下腺中 VEGF mRNA的含量

[5 ] 。

RNA的提取:从液氮 中取出各标本组织 100 mg ,用总 RNA

提取试剂盒(美国 Promega公司)提取组织总 RNA , 经紫外分光

光度计测定总 RNA浓度和纯度 , 计算样品总 RNA浓度 。定量

RNA并调成 1μg/μl。

1.4.1 逆转录 在 20μl的反应体系中加入 RNA 2μl , 5×

buffer 4μl , DTT (Promega)0.5μl , dNTPs (25mmol/L)0.5μl

(Promega), Rnasin (Promega)0.5 μl , Moloney 鼠白血病病毒

(M-MLV)逆转录酶(200 U/μl)1μl ,寡(dT)12 ～ 18引物 2μl , 加

水至 20μl ,混匀 , 37℃作用 60 min , 95℃作用 5 min , 灭活逆转录

酶 ,立即冰浴冷却 。

1.4.2 PCR反应 将逆转录产物进行扩增[ 4 ] 。VEGF正义引

物 5′-TTGCTGCTCTACCTCCAC-3′, 反义引物 5′-AATGCTTTCTC-

CGCTCTG-3′, 内参照 β-肌动蛋白(β-actin)5′端引物序列为 5′

-AAGGTGACCCAGAT- CATGTTTGAG-3′, 3′端引物序列为 5′

-AGGAGGAGCAATGATCTTGATCTT-3′。 20 μl 的反应体系中加

入 :10×buffer 2 μl , 25 mmol/L mcl 21.6 μl , 25 mmol/L dNTPs

1.5 μl , β-actin引物各 0.4 μl ,VEGF引物各 0.4 μl , 2 U/μl Tag

酶 0.4μl ,反转录产物 1.5μl ,加去离子水至 20μl 。将反应管

置于 PCR仪(美国 Perkin-Elmer 9600型)上 , 94℃ 30 s , 55°C 1

min , 72°C 1 min ,共 30个循环 。最后 72°C延伸 7 min 。

1.4.3 电泳及定量分析 8μl PCR产物经 1.2%的普通琼

脂糖凝胶电泳后 , 溴化乙啶染色 , 电泳完毕后在紫外灯下观察照

相 , 密度扫描分析 PCR产物带 。将 VEGF与 β-actin比值作为

VEGF表达水平的参数 ,对 VEGF PCR产物相对定量。

1.5 涎液中 VEGF含量
涎液中 VEGF 含量采用 ELISA 试剂盒 (R＆D systems ,

Minneapolis , MN)检测 ,测定标本时先解冻 , 10 000×g离心 10

min , 去除杂质 。按试剂盒说明书进行操作 , 以微量滴定板读

数仪测定 450 nm 的光密度 , 进行定量检测 , 结果以 x±s 表

示 。所有检测的 OD值减去标准 VEGF含量为 0的平均 OD

值 ,以 VEGF 的含量对其 OD 数的 log值制图 ,求得标准曲线 ,

据此取得各标本中 VEGF的含量 。

2 结果

2.1 pBKCMV-VEGF121表达质粒载体的酶切鉴定
pUC19-VEGF121载体及 pBKCMV经 EcoR Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶

切后分别回收 499 bp的目的基因片段和 4.5 kb 的载体片

段 , 两者经 T4 DNA 连接酶作用 , 构建成 pUC19-VEGF121质粒 ,

进一步酶切鉴定 , 见图 1 、2 , 可见片段大小与理论值相符 , 证

明载体构建正确 。

图 1 pUC19-VEGF121 酶切鉴定

Fig 1 Identification of pUC19-VEGF121 by digest enzyme

M:Marker (λDNA Hind Ⅲ);A :pUC19-VEGF121 ;B:pUC19-

VEGF121 digested by EcoR Ⅰ and Sal Ⅰ ;C:VEGF121 DNA

图 2 pBKCMV-VEGF121 酶切鉴定

Fig 2 Identification of pBKCMV-VEGF121 by digest enzyme

M :Marker (λDNA Hind Ⅲ);A :pBKCMV-VEGF121 ;B:pBKCMV-

VEGF121 digested by EcoR Ⅰ and Sal Ⅰ ;C:VEGF121 DNA



2.2 VEGF基因的表达
由于 β-actin几乎存在于所有细胞中 , 并且含量相对稳定 ,

VEGF的基因表达程度以 VEGF mRNA相对于 β-actin mRNA 取

得 。大鼠颌下腺 VEGF基因转染前后腺体中 VEGF mRNA含量见

表 1。

3 讨论

VEGF是近年来新发现的一种特异性促进血管内

皮细胞增殖的有丝分裂原 ,它在血管发生 ,维持血管内

皮完整性和通透性 ,以及在胚胎发育 ,肿瘤的生成和生

长 , 炎症和创伤愈合等方面均有重要意义
[ 5]
。 Taich-

man 等[ 1]发现涎液中也存在有 VEGF , 并初步证实

VEGF单独或和涎液中其它因子协同作用 , 保护口腔

粘膜
[1 ,4]
, VEGF的这些特性表明 , VEGF在创伤愈合过

程中具有重要作用 , 将 VEGF 用于促进伤口的愈合研

究也日益受到关注 。

以创伤组织为靶器官进行基因转移 , 在治疗过程

中难免在接近伤口的区域产生新的物理 、化学 、生物等

因素的刺激 ,并诱导免疫功能改变等一系列反应 ,在促

伤口愈合的同时 , 也增加了新的负面影响 。而以涎腺

为靶器官进行口内创伤的治疗 ,可以克服上述缺陷 ,更

为安全 ,可行 ,便利
[6 ,7]
。

本研究中采用的 Lipofect AMINE系多聚阳离子脂

质体 , 具有较多的正电荷 , 增强了与 DNA及靶细胞的

亲合能力 , 并使其能在形成较多复合体颗粒的前题下

携带较多的 DNA分子进入靶细胞 ,因此较其它阳离子

脂质体具有更理想的转染效率[ 8] 。另外 ,为进一步提高

VEGF基因的转染率 ,本实验将原核的 VEGF表达质粒

改 建为 以 CMV 为 启动 子的 真核 表达 质粒 -

pBKCMV-VEGF121 , 全长约 5.0 kb , 其中位于 EcoR Ⅰ和

Sal Ⅰ位点间为 499 bp的 VEGF cDNA序列 ,故用 EcoR

Ⅰ和 Sal Ⅰ双酶切 pBKCMV-VEGF121表达质粒可得约

4.5 kb和 0.5 kb 2个片段 , 本实验的酶切结果与之相

符 ,表明质粒及 VEGF基因插入正确 。

由实验结果可见 , 大鼠颌下腺经外源性 VEGF 基

因转染后 , 于术后第 1天 , 即表现出 VEGF mRNA含量

的升高 ,提示 VEGF合成的增加 ,于术后 2～ 3 d达到高

峰 ,并在高水平表达持续一周的时间 ,与术前及对照组

相比 ,差异显著。说明外源性的 VEGF已成功转染到颌

下腺体内 ,并得以正常表达 。同样涎液中的 VEGF含量

的动态变化也得以再次证实 , 涎液中 VEGF含量的变

化与 VEGF mRNA的含量变化基本相符 。

另外 ,对照组虽然未进行 VEGF 基因的转染 ,但其

术后 1 ～ 2 d 内颌下腺中 VEGF mRNA水平及涎液中

VEGF含量均有所升高 , 且差异显著 , 这是由于本实验

在大鼠进行基因转染的当天 , 即又进行口内创伤模型

的制备 ,在外伤的刺激下 ,使涎腺合成和分泌 VEGF的

量有所增加 ,这与文献报道相一致
[ 1 ,9]
。但这并未影响

到作为对照组与基因转染组的对比 ,从结果可见 ,二者

的差异仍然显著。
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VEGF是主要的血管再生刺激因子 , 调节血管生

长 ,促进创伤愈合过程中肉芽组织的生成
[ 4]
,在体外实

验中已得到证实 ,然而在体内实验中 ,由于给药方式的

不同 , 疗效差异很大。创伤愈合需要在各阶段细胞因

子的持续刺激下完成
[ 10]
, 在伤口中直接给予重组的细

胞因子治疗 ,存在有给药不便 ,药物半衰期短等不利因

素 , 难以达到持续作用的效果。基因治疗无疑是克服

上述缺陷的首选方法 ,本实验结果表明 ,通过以颌下腺
为靶器官进行细胞因子的基因转移 , 可使涎液中该因

子的含量明显提高 ,并持续 5 d左右的时间 ,足以达到
伤口愈合所需时间 。

总之 ,颌下腺是进行基因转染的理想的靶器官 ,利

用其内分泌腺和外分泌腺的特点 , 可以将促进创伤愈
合的细胞生长因子等 , 通过基因工程技术 , 将其 DNA

转染入腺体内 ,使外源基因得以表达 ,从而改变口腔及

上消化道的内环境 , 为临床上进行口内组织损伤的治
疗提供了新的途径和依据。
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析时 , 抗坏血酸用 2.4-二硝苯肼法 , 硫胺素用硷性铁氰化钾法 ,

核黄素用过柱荧光法 , 于美国 BECKMAN 3600型氨基酸分析仪

上上机分析 2种茶饮料的氨基酸含量 。

1.2.2 耐力实验
[2 ]

取体重在 25 ～ 30g 的雄性小鼠 30只 ,

分为对照组(Ⅰ), 山楂茶组(Ⅱ), 红姜茶组(Ⅲ), 每组 10只动

物 ,均喂颗粒饲料 ,对照组饮蒸馏水 , Ⅱ , Ⅲ组动物每天各饮体重

10%量的饮料 , 连续 14 d , 在未次给予后 1 h进行游泳时间测

定 。实验前每只小鼠距尾根部 2.5 cm处系 1 g重物 ,在水温 26℃

～ 27°C ,水深 30 cm的水槽中进行游泳 。

2 结果

急性毒实验表明 , 2种茶饮料无毒 。山楂茶含 11种氨基酸 ,

含 VC 、VB1 、VB2分别为:10 mg/100ml 、0.177μg/100 ml 、15μg/

100 ml;红姜茶含 13种氨基酸 ,含 VC 、VB1 、VB2 分别为:6 mg/100

ml;0.08μg/100 ml;20μg/100ml;小鼠游泳时间分别为:①

(41.2±2.5)s , ②(65.3±1.2)s , ③(66.0±2.8)s。

3 讨论

实验结果表明:山楂茶 ,红姜茶均含 11种以上的氨基酸 ,并

富含 VB1、VB2及 VC , 动物分别饮用 2种饮料后 , 能显著提高其

耐力及抗疲劳能力(与对照组比较 P<0.05)。且成本低 、饮用方

便风 、味独特 。随着物质文明的不断进步 ,人们对自身的保健意

识已大大加强 , 由于茶叶含有对人体健康有益的营养成份和保

健功能 , 21世纪将是茶叶的黄金时代 , 茶饮料将是一种时尚饮

料 , 市场对它的需要量会越来越大 , 因此 , 开发茶饮料将具有良

好的经济效益的社会效益 。

关键词 茶;营养评价
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