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　　摘要：目的　 探讨含有人血栓调节蛋白（ｈＴＭ）基因的真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ转染脐静

脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）的抗凝效应。方法　由阳离子脂质体介导将 ｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ质粒转入内皮细

胞中，以 ＲＴＰＣＲ法检测 ｈＴＭｍＲＮＡ的表达；免疫组化法检测 ｈＴＭ分子的表达。结果　转染重组质粒

的 ＨＵＶＥＣｓ表达的 ｈＴＭｍＲＮＡ约为载体质粒组及未转染组的 １．７倍。免疫组化显示有平均 １０％的

ＨＵＶＥＣｓ获得转染，阳性细胞较阴性细胞 ｈＴＭ的表达强度有明显提高。结论　ｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ质粒能

被导入 ＨＵＶＥＣｓ中表达，而且外源性 ｈＴＭ分子具有完全的抗凝生物学活性。
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　　由于真核细胞在长期的进化过程中已建立了
一套完整的防御机制以防止外源性基因对其遗传

性状的改变，使绝大多数外源性基因难于对细胞产

生影响。细胞膜是其中非常重要的屏障结构。但

是，利用脂质体可以和细胞膜相融合的特性，用脂

质体包裹外源基因后对真核细胞进行转染，即可使
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外源基因进入细胞的可能性大大增加。本课题的

前期工作［１］完成了 ＰｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ质粒的构建，但
它是否能顺利进入真核细胞胞内并顺利表达仍亟

待证实。本研究借助阳离子体介导 ＰｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ
质粒对原代培养的脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）进行
转染。从基因水平和蛋白水平检测转染后 ｈＴＭ的
表达，以期为进一步的体内实验提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和仪器包括
ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＧＩＢＣＯ公司），ｈＴＭ鼠抗人单

抗（Ｎｅｏｍａｋｅｒ公司），单价阳离子脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ（ｉｎ
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ｖｉｔｒｏｇｅｎ），逆转录酶（ＭＭＬＶ），ＲＮＡ酶抑制剂（ＲＮａ
ｓｉｎ）（北 方 同 正 公 司 ），ＲＮＡ 提 取 试 剂 （Ｔｒｉｚｏｌ）
（ｓａｎｇｏｎ公司），ＶＩＩＩ因子相关抗原鼠抗人单抗（工
作液）、异硫氰酸荧光素标记山羊抗鼠二抗（北京中

山公司），免疫组织化学试剂盒（ＳＰ法），ＤＡＢ显色
试剂盒（北京中山公司），Ｏｌｙｍｐｕｓ倒置显微镜及其
照相系统（日本），ＣＯ２培养箱（Ｓｈｅｌｄｏｎ公司）。
１．２　方法
１．２．１　聚乙二醇法抽提纯化质粒　ｐｃＤＮＡ３．１／
ｈＴＭ质粒经测序鉴定后，对 ｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ和 ｐｃＤ
ＮＡ３．１（＋）／ｎｅｏ质粒进行大量抽提纯化，备以后转
染时实验用。

１．２．２　原代 ＨＵＶＥＣｓ的分离、培养、鉴定　取健康
产妇剖宫产术后胎儿脐带 １５～２０ｃｍ，放入 ４℃抗生
素生理盐水中保存。剪去脐带两端的损伤，从两端

脐静脉中各插入 ０．５ｃｍ口径的导管结扎固定。注
入 ５～１０ｍＬ经 ３７℃预温的混合消化酶（含 ０．１％Ｉ
型胶原酶和 ０．２５％的胰酶，按 １∶３混合），置于
３７℃中孵 育，不 超 过 １５ｍｉｎ。收 集 消 化 液，并 用
ＲＰＩＭ１６４０培养基冲洗静脉管腔，冲洗液一并收集
入 ２０ｍＬ离心管中。室温离心，８００ｇ，５ｍｉｎ。去上
清液，加入 ＲＰＩＭ１６４０全营养培养基（含 １５％胎牛
血清、５０Ｕ／ｍＬＦＧＦ及 １００Ｕ／ｍＬ普通肝 ＭｍＬ－谷
氨酰胺）５ｍＬ，重新悬浮细胞并将细胞转入 ２５ｍＬ的
塑料培养瓶中。３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱中静置
培养。取 ５～６代血管内皮细胞用于转染。ＨＵＶＥＣｓ
的鉴定：用光学显微镜观察鉴定；在倒置显微镜下

观察培养的 ＨＵＶＥＣｓ，与文献描述相对照。
１．２．３　ｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ质粒对脐静脉内皮细胞的
转染　当 ＨＵＶＥＣｓ传至第 ５～６代时，经 ０．２５％胰
酶消化后，吹打脱壁，计数。．制成 ２．５×１０６／ｍＬ细
胞悬液。取无菌六孔培养板，每孔接种 ２．５×１０５

个细胞，培养 ２４ｈ，细胞融合至 ５０％ ～６０％用于转
染。根据预实验确定用于转染的质粒与脂质体的

比例 为 １∶４。每 个 培 养 孔 取 质 粒 ４．５μｇ加 入
２００μＬ无血清、抗生素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基混合均
匀，室温放置 １０ｍｉｎ。每个培养孔取 ｌｉｐｆｅｃｔｉｎ１８μＬ
加入 ２００μＬ无血清、无抗生素的的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基中混合均匀，室温放置 ３０～４５ｍｉｎ；将质粒与 ｌｉｐ
ｆｅｃｔｉｎ轻轻混合均匀，室温放置 １５ｍｉｎ，以形成包裹
复合物。将质粒 ～脂质体复合物吸入培养板中混
合均匀，另外加入新鲜的无血清、无抗生素的 ＲＰ
ＭＩ１６４０培养基 １．５ｍＬ，在 ３７℃，５％ ＣＯ２孵箱中培
养 ２４ｈ；换用含全营养培养基继续培养 ７２ｈ，用于检
测。再分为转染 ｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ质粒（重组质粒）
组、ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／ｎｅｏ质粒（载体质粒）组和未转

染组。每组 １２孔。未转染组用磷酸缓冲液（ＰＢＳ）
代替质粒进行操作，其余步骤同上。均用于逆转录

－多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和免疫组化检测的各
孔。行免疫组化的孔预先放置 ２．０ｃｍ×２．０ｃｍ的
无菌盖玻片。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ分析 ｈＴＭｍＲＮＡ在各组 ＨＵＶＥＣｓ中
的表达　内皮细胞在转 染后 ９６ｈ用于检测。内皮
细胞中总 ＲＮＡ的提取，依次加入 ＰＣＲ反应所需的各
种 试 剂，用 ７５２紫 外 分 光 光 度 计 ＲＮＡ 溶 液 的
ＯＤ２６０和 ＯＤ２８０值，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０＝１．７５。ｃＤＮＡ
第一链的合成：９５℃预变性 ５ｍｉｎ→９４℃变性 １ｍｉｎ，
６４℃ 退 火 １ｍｉｎ，７２℃ 延 伸 １ｍｉｎ３０；３０个 循 环 →
７２℃补充延伸 ８ｍｉｎ。反应产物即为 ｃＤＮＡ第一链。
ＰＣＲ反应扩增 ｈＴＭ片段。依次加入所需的各种试
剂，进行 ＰＣＲ反应。用 １％琼脂糖凝胶电泳，Ｂｉｏ
Ｒａｄ凝胶成像仪成像。用 ＢｉｏＲａｄＱｕａｎｔｉｔｙ定量分析
软件对条带进行定量分析，以确定 ｈＴＭ基因的表达
水平。

１．２．５　免疫组化检测 ｈＴＭ在各组 ＨＵＶＥＣｓ上的表
达　内皮细胞转染 ９６ｈ后用于检测。９５％乙醇固
定 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗 ２次，分别滴 加 ３％ 的 Ｈ２Ｏ２，
１０％山羊封闭血清，小鼠抗人 ＴＭ单抗，生物素化
标记的山羊抗小鼠二抗，辣根过氧化物酶 －链霉卵
白素，ＰＢＳ冲洗。ＤＡＢ显色 ０．５～１．０ｍｉｎ，自来水
终止反应。苏木素复染约 ４５～６０ｍｉｎ，盐酸 －乙醇
分色约 １０ｍｉｎ，自来水终止反应；干燥、脱水、二甲
苯透明、中性树胶封片。光学显微镜下观察结果。

以位于细胞膜的肉眼可见明显的棕黄色为阳性。

每张玻片在 ２０×２０倍显微镜下随机选取 ５个视野
照相，计数照片下细胞总数和阳性细胞数，计算各

组的阳性率。

２　结　果

２．１　各组 ＨＵＶＥＣｓ中 ｈＴＭｍＲＮＡ表达
ＲＴＰＣＲ法检测在重组质粒转染组、载体质粒转

染组和未转染组内皮细胞中均有 ｈＴＭｍＲＮＡ表达。
经 Ｑｕａｎｔｉｔｙ条 带 分 析 系 统 测 定 ３组 ＩＯＤ分 别 为：
６７９５８．６７，３９７６０．１７和 ４０３８２．６７，各组间差异具
有显著性（Ｆ＝２１２．９２，Ｐ＜０．０１）（图 １，表 １）。
２．２　免疫组化检测各组 ＨＵＶＥＣｓ中 ｈＴＭ 蛋白的

表达

ｈＴＭ在未转染组和载体质粒组中仅有很微弱的
表达，不能被记为阳性，两组间差异无显著性。重

组质粒组表达强度明显增强，阳性细胞增多 （图

２）。由于在未转染组中几乎未见阳性细胞，故认为
ＴＭ阳性率即为质粒的转染率，约 １０％（表 ２）。

８１９
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图 １　ＨＵＶＥＣｓ各组的 ＲＴＰＣＲ的结果 图 ２　ＨＵＶＥＣｓｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ质粒转染组的 ｈＴＭ阳性细胞
（免疫组化 ×２００）

表 １　ｈＴＭｍＲＮＡ在不同ＨＵＶＥＣｓ中的表达（ｎ＝６，ｘ±ｓ）

序号 　　分组 　　ｈＴＭｍＲＮＡＩＯＤ

Ｉ 转染重组质粒 ６７９５８．６７±４４０２．１５１）

ＩＩ 载体质粒 ３９７６０．１７±１１４０．５２２）

ＩＩＩ 未转染 ４０３８２．６７±１１１５．２２

　　注：１）与ＩＩ，ＩＩＩ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＩＩＩ组比较，Ｐ＞０．０５

表２　各组中ｈＴＭ阳性细胞的阳性率比较

序号 分组 细胞总数 阳性细胞数 阳性率（％）

Ｉ 重组质粒 １７１２９ １６５３ 　９．６１）

ＩＩ 载体质粒 １６５２７ １ 　０．０１２）

ＩＩＩ 未转染 １７３０５ ３ 　０．０２

　　注：１）与ＩＩ，ＩＩＩ组比较，Ｐ＜０．０１；２）与ＩＩＩ组比较，Ｐ＞０．０５

３　讨　论

ＴＭ是蛋白 Ｃ（ＰＣ）系统中最重要的调控 因
素。ＴＭ分子中包含 ６个重复的 ＥＧＦ结构，其中后
２个 ＥＧＦ是凝血酶的结合位点，第 ４个 ＥＧＦ重复结
构则与 ＰＣ的激活有关。凝血酶与 ＴＭ在内皮细胞
表面进行 １：１的结合，形成复合物后凝血酶酶解
纤维蛋白原和激活血小板的能力立即丧失，但对

ＰＣ的激活能力却增加 １０００～２０００倍。凝血酶
即由促凝分子转化成为抗凝分子［２］。蛋白 Ｃ系统
由于受 ＴＭ－凝血酶复合物的调节而带有明显的
自限性，即与 ＰＣ的抗凝血酶产生多少呈正相关。
这种抗凝方式不会导致出血倾向等副作用［３］。

据报 道，每 个 内 皮 细 胞 上 约 而 有 ４３０００～
５３０００个 ＴＭ分子［４］。但测定方法均是以培养的内
皮细胞为实验对象，结果能否反映出 ＴＭ在体内的
实际表达情况值得怀疑。因为有研究表明 ＴＭ 的
表达受凝血酶的调控［５］。体内、外凝血酶水平的

差异即可导致表达 ＴＭ 的水平出现很大的波动。
本研究也发现多次传代培养的 ＨＵＶＥＣｓ中 ＴＭ表达
水平极低，估计与失去凝血酶的刺激有关。

由于 ｈＴＭ抗凝方式的特殊性，它只能表达在血
管内皮细胞腔面上才能产生抗凝效果，所以血管

内皮细胞几乎是 ｈＴＭ基因转染惟一可用的工程细
胞。本实验发现：ｐｃＤＮＡ３．１／ｈＴＭ重组质粒对 ＨＵ
ＶＥＣｓ有较好的转染，ｍＲＮＡ表达水平较其他对照
组上升了约 ７０％；同时免疫组化也显示有 １０％左

右的内皮细胞被转染，转染细胞上 ｈＴＭ的表达强
度也较对照组明显提高。同样，表达的 ｈＴＭ 分子
也位于细胞膜上。本结果证明这种重组质粒对工

程细胞转染的可能性。

本课题前期研究所构建的带 ｈＴＭ基因的真核
表达质粒［１］在本实验中被导入到 ＨＵＶＥＣｓ获得了
较高表达。转染效率达到 １０％ 左右。说 明 ｐｃＤ
ＮＡ３．１／ｈＴＭ重组质粒能对内皮细胞进行转染并
表达外源性 ＴＭ蛋白。为血栓性疾病的基因治疗
提供理论依据。
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