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人血管内皮生长因子的克隆表达及活性鉴定
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摘　要:【目的】克隆人血管内皮生长因子 165 基因 , 并测定蛋白质的表达及鉴定其活性。【方法】用 PCR 法从人心脏

cDNA文库中钓取目的基因 VEGF165 ,插入质粒 PUC19 中并测序鉴定。构建真核表达重组质粒 AdtrackCMV-VEGF165 转染

293 细胞 , 用 RNA 斑点杂交和Western blot 方法检测 VEGF165 基因表达 , 并通过 Miles 试验检测 VEGF165 蛋白活性。【结

果】PCR产物为 582 bp ,测序结果表明其序列正确 , 在 RNA 和蛋白水平检测到 VEGF165 基因表达 , VEGF165 蛋白相对分子

质量为 22 ku ,具有生物学活性。【结论】成功地克隆了有表达生物学活性的 VEGF165基因。
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Abstract:【Ojective】To clone , express and detect activity of VEGF165.【Methods】Using human heart

cDNA library as template , amplif ied the VEGF gene by PCR.The PCR product w as lig ated to PUC19 plasmid

and sequenced.A eukaryo tic expression plasmid AdtrackCMV harbouring VEGF165 w as const ructed., then

transformed into 293 cells.RNA dot blo t and Western blot ting were performed to demonst rated w hether the

tranfermants expressed VEGF165 at mRNA and protein level respectively .Furthermore the bio-activity of

V EGF165 w as preliminarily detected w ith M iles test.【Results】Sequence of 582bp VEGF165 cDNA was

proved correct by sequencer analysis.The expression of VEGF165 mRNA was identified by RNA dot blo t ,

Western blo tting indicated that the molecular weight of VEGF165 protein w as 22ku.VEGF165 also is of vascu-

lar permeability.【Conclusion】VEGF165 gene has been successfully cloned and expressed ,which makes a basis

for the further study in vivo.
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　　经颈静脉肝内门腔静脉分流术(transjugular

int rahepatic portosystemic shunts , TIPS)是一项专

门治疗门脉高压及并发症的介入技术 ,其术后分流

道狭窄或闭塞率高 ,严重阻碍了 TIPS 的临床应用

和发展
[ 1]
。血管内皮生长因子(vascular endothelial

g row th factor , VEGF)可特异地作用于血管内皮细

胞 ,强烈地促进其增殖 ,并且防止血小板的粘附和

血栓的形成 ,进而显著地抑制内膜下的和再狭窄发

生
[ 2]
。本研究克隆了 VEGF 基因 , 构建真核表达

质粒 AdtrackCMV , 采用阳离子脂质体 Lipofec-

tamin介导 VEGF 基因体外转导 293细胞 ,并通过

RNA斑点杂交和 Western blot 法分别检测 VEGF

的 mRNA 和蛋白表达 ,为转 VEGF 基因促进血管

内皮细胞生长 ,进而防治分流道狭窄作准备。
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1　材料和方法

1.1　质粒 ,细胞 ,试剂

含有绿色荧光蛋白(g reen f luorescence protein ,

GFP)筛选基因的真核表达载体 pAdtrackCMV 为

加拿大陈火胜博士惠赠 ,293细胞购自美国 ATCC

公司 。阳离子脂质体 Lipofectamin 购自 Gibicol公

司 ,VEGF 鼠抗人的单克隆抗体购自 Santa Cruz公

司。Western blot发光底物显迹液购自 Promega公司。

1.2　VEGF165的克隆及测序

用PCR法从人心脏 cDNA文库中钓取目的基

因 VEGF165。 PCR 引物为:5′TAGTCGACAT-

GAACTT TCTGCTG3′; 5′ ATAAGCT TTCAC-

CGCCTT3′。PCR反应条件:95 ℃变性 1 min;94

℃变性 1 min , 55 ℃退火 1 min , 72 ℃延伸 5 min ,

共 41 个循环;16 ℃延伸 30 min 。用 Hind Ⅲ和

Sal Ⅰ 酶 切测 序 质 粒 PUC19 和 PCR 产 物

V EGF165 ,再用 T4连接酶连接 ,将连接后的产物

转化 E .col i DH5a ,筛选鉴定含重组质粒 PUC19-

V EGF165的阳性菌株 ,送于大连宝生生物公司测

序 ,结果与 GENE BANK 的 VEGF165序列比较 。

1.3　AdtrackCMV-VEGF165真核表达质粒的构建

质粒 PUC19-VEGF165 和真核表达质粒 Ad-

trackCMV 分别用 HindⅢ和 Sal Ⅰ 双酶切 ,回收纯

化目的基因片段 VEGF165 和线性化的质粒 Ad-

trackCMV ,两者再用 T4 DNA 连接酶连接 。将产

物转化 E .coli DH5a。提取质粒分别用 Hin d Ⅲ和

Sal Ⅰ酶切 ,进行筛选鉴定。

1.4　AdtrackCMV-VEGF165转染 293细胞

用 Lipofectamin 将 AdtrackCMV-VEGF165 导

入 293细胞 。转染步骤按说明书进行 。转染 48 h

后于倒置荧光相差显微镜下观察 293 细胞有无绿

色荧光。

1.5　VEGF165 mRNA的检测

质粒 PUC19-VEGF 用 Hin dⅢ和 Sal Ⅰ 酶切 ,

回收纯化 VEGF 基因片段作为 DNA 探针 ,对细胞

总 RNA 进行斑点杂交分析。随机引物标记探针及

核酸杂交按 Roche 公司地高辛标记及检测试剂盒

说明书进行。

1.6　VEGF165蛋白的检测

用Western blot 法检测 293 细胞中 VEGF165

蛋白的表达。转染 48 h后 , 采用三去污裂解液裂

解并提取 293细胞的蛋白 ,同时取未转染的 293细

胞蛋白作为阴性对照。在 100 g/ L SDS-PAGE 中

电泳 ,然后转至 PVDF 膜 ,用 1∶200 VEGF 鼠抗人

的单克隆抗体为一抗 ,辣根过氧化物酶(HRPO)抗

Ig抗体偶连物为二抗 ,充分洗膜后 ,加入发光底物

显迹液 ,曝光显影。

1.7　Miles法
[ 3]
检测 VEGF165蛋白活性

200 g左右的 SD大白鼠 ,由尾静脉注射 5 g/L

的 evens blue 1 mL ,30 min 后 ,取上述转染细胞的

培养上清 ,分别以 100 μL 、50 μL 及 25 μL ,用生理

盐水稀释至 100 μL ,皮下注射于大白鼠去毛背部;

注射皮丘直径大小为 1.0 cm ,同时取未转染的 293

细胞的培养上清和生理盐水作为对照。15 min后 ,

观察皮下有无蓝斑出现及其范围和着色强度 。

2　结　果

2.1　克隆 VEGF165的序列测定

用 PCR法获得的VEGF165 cDNA片段为 582

bp ,将其插入测序质粒 PUC19 ,用 Hind Ⅲ和 Sal Ⅰ

酶切重组 PUC19-VEGF165 ,经琼脂糖凝胶电泳分

析 , 得 到 两 个 片 段 , 分 别 为 582 bp 的

VEGF165cDNA 和 2.68 kb PUC19线性质粒 ,结果

与理论值相符(图 1)。VEGF165 测序的结果与

GENE BANK 的 VEGF165序列比较 ,完全一致。

2.2　AdtrackCMV-VEGF165载体鉴定

pAdtrackCMV 是带有绿色荧光蛋白 GFP 作

为筛选标志的大小为 9.92 kb 真核表达载体 。按

照上述的克隆策略 ,成功地获得了含 V EGFcDNA

的重组质粒AdtrackCMV-VEGF165(图 1)。

图 1　重组质粒限制性酶切电泳图谱

Fig.1　The electrophoresis pattern of restrictive

fragments of recombinant plasmid

M 1:1 kb ladder marker;1:PUC19-VEGF165 cut by Sa lⅠ and

Hind Ⅲ;2:pAdt rackCMV;3:pAdt rackCMV-VEGF165 cut by

Sal Ⅰ and HindⅢ;M2:100 bp ladder marker
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2.3　转染的 293细胞的观察

转染 48 h 后于倒置荧光相差显微镜下观察

293细胞 ,可见在黑色的背景下散在分布发有绿色

荧光的 293细胞(图 2),表明已成功地将质粒转入

293细胞并获得荧光蛋白表达。

2.4　转染 293细胞中 VEGF165 mRNA的检测

斑点杂交分析的结果表明:在等量总 RNA 点

膜的条件下 ,转染的 293细胞的杂交信号明显强于

未转染的 293细胞(图 3)。

图 3　VEGF165 mRNA的检测

Fig.3　Detection of VEGF165 mRNA

1:20μg RNA of 293 cell;2:40μg RNA of 293 cell;3:20μg

RNA of 293 cell t ransfeced pAdtrackCM V-VEGF165;4:40μg RNA

of 293 cell t ransfeced pAdtrack CMV-VEGF165

2.5　转染的 293细胞中 VEGF165蛋白表达鉴定

Western blot检测结果表明:转染 VEGF165基

因的 293细胞在 22 ku处有明显的阳性条带 ,而未

转染的 293细胞则为阴性(图 4)。

图 4　VEGF165 蛋白的检测

Fig.4　Detection of VEGF165 protein

1:293 cell transfeced pAdt rackCMV-VEGF165;2:293 cells

2.6　VEGF165表达蛋白的活性鉴定

M iles试验的结果显示:5 g/ L evens blue 注射

30 min后 ,用转染 AdtrackCMV-VEGF165 细胞培

养上清 100 μL 局部皮下注射 , 10 min 左右见其所

形成的皮丘变为蓝色。当细胞培养上清浓度连续

成倍稀释时 ,出现蓝斑的时间也相应延长 ,蓝斑范

围缩小 ,而注射未转染的 293细胞的培养上清和生

理盐水的对照组 ,未有蓝斑出现(图 5)。结果说明

转染 AdtrackCMV-VEGF165细胞培养上清有血管

通透性作用。

3　讨　论

人V EGF 主要由内皮细胞和单核巨噬细胞产

生 ,它是一种特异功能的 EC 促分裂剂 ,可以促进

内皮新生和血管生长 ,但不能促进其它类型细胞增

殖 ,这是 VEGF 的一个显著的特点。此外 , VEGF

还是促进纤溶酶活性 ,防止血栓形成 ,增加毛细吸

管通透性和舒张血管的作用 ,因此 VEGF 在治疗

人体缺血性心血管疾病和防止血管介入术后血管

再狭窄中具有十分重要的意义[ 4] 。由于 VEGF 蛋

白的应用存在全身副作用 ,需要反复应用 ,价格较

质粒 DNA昂贵 ,为此 ,目前倾向于以 VEGF 基因

代替 VEGF 蛋白行基因治疗[ 5] 。

本研究由人心脏 cDNA 文库中钓取 582 bp

VEGF165 cDNA ,并将其插入测序质粒 PUC19 中

进行测序 ,结果显示其核苷酸序列与 GENE BANK

的VEGF165的序列完全一致。构建的真核表达

载体 pAdtrackCMV-VEGF165由于含有 GFP 筛选

标志 ,结果在转染 293 细胞 48 h 后 , 观察到约有

30%的 293细胞发出绿色荧光 ,说明转染成功且转

染率较高。采用 RNA 斑点杂交和Western blot 法

在 RNA 水平和蛋白水平均检测到 VEGF 的表达。

在SDS-PAGE 蛋白电泳中 ,由于 V EGF165蛋白的

二硫键被还原 ,而得到相对分子质量为 22 ku的单

亚基团的 VEGF165 蛋白。通过收集转染 VEGF

细胞的培养上清 ,进行血管通透性实验 ,证明转染

了pAdtrackCMV-vegf165 的 293 细胞能产生分泌

型的 VEGF165 蛋白 ,且具有生物学活性 ,从而为

下一步进行动物实验奠定基础 。
(本文图 2 , 5 见插页 2)
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