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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究 茁鄄神经生长因子(茁鄄NGF)基因转染人脐静脉内皮细胞(HUVEC)对细胞增殖、单克隆形成、
细胞周期、细胞凋亡、细胞迁移相关功能的影响。 方法 摇 将人源 茁鄄NGF 基因重组的真核表达质粒(pEGFP鄄N1 / 茁鄄
NGF)转染至 HUVEC,同时设置 pEGFP鄄N1 空载组、正常组(未转染质粒)、酪氨酸激酶受体 A(TrkA)抑制剂组(茁鄄
NGF 基因转染组加入 1颐 1000 的 K252a)。 观察转染前后细胞形态学变化,利用 real鄄time PCR 和 Western blot 检测

茁鄄NGF 基因转染表达效果,MTT 法检测 茁鄄NGF 基因转染对细胞增殖的影响,平板单克隆实验检测 茁鄄NGF 基因转染

对细胞单克隆形成能力的变化,流式细胞术检测 茁鄄NGF 基因转染对细胞周期和细胞凋亡率的影响,Transwell 方法

检测转染前后细胞迁移能力的变化,Western blot 检测 茁鄄NGF 基因转染前后 TrkA 和血管内皮生长因子(VEGF)的

表达变化。 结果 摇 茁鄄NGF 基因成功转染 HUVEC 48 h 后能够显著提高 茁鄄NGF mRNA 和蛋白的表达水平(P <
0郾 05),同时促进细胞增殖、单克隆形成、细胞迁移能力,并影响细胞周期抑制细胞凋亡率(P < 0郾 05)。 茁鄄NGF 基因

转染 HUVEC 后 TrkA 和 VEGF 表达水平也随之显著上升(P < 0郾 05),但受到 TrkA 抑制剂的抑制。 结论摇 茁鄄NGF 基

因能够成功转染 HUVEC 并显著表达,进而促进细胞增殖、单克隆形成、细胞迁移能力,并影响细胞周期抑制细胞凋

亡率,而其发挥作用与 TrkA 结合诱导 VEGF 表达上调有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of 茁鄄nerve growth factor (茁鄄NGF) gene transfected human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) on cell function related to proliferation, monoclonal formation, cell cycle, apoptosis, migration. 摇 摇
Methods摇 The recombination human 茁鄄NGF gene expression eukaryotic plasmid with EGFP (pEGFP鄄N1) was transfected into
HUVEC, HUVEC without transfected plasmid as the normal control group, HUVEC with empty vector (pEGFP鄄N1) as the nega鄄
tive control group, and鄄NGF gene transfection with the 1颐 1000 K252a as the tyrosine receptor kinase A (TrkA) inhibition group.
The morphology of HUVEC was detected by the fluorescence microscope after 茁鄄NGF gene transfection. 摇 The changes of 茁鄄NGF
mRNA and protein expression were detected by real鄄time PCR and Western blot after transfection of 48 h with recombination 茁鄄
NGF expression plasmid. 摇 The effects of 茁鄄NGF gene trasfection on proliferation, monoclonal formation, cycle, apoptosis, mi鄄
gration of the HUVEC were determined by MTT assay, tablet monoclonal experiments, flow cytometry and transwell experiments,
respectively. 摇 The expression of TrkA, vascular endothelial growth factor (VEGF) were detected by Western blot after 茁鄄NGF
gene trasfection on HUVEC. 摇 摇 Results摇 The 茁鄄NGF gene was successfully transfected into HUVEC. 摇 The levels of 茁鄄NGF
mRNA and protein expression were significantly increased at 48 h after transfection with recombination 茁鄄NGF expression plasmid
(P <0郾 05). 摇 Compared to the control group, the proliferation, monoclonal formation, migration of HUVEC were promoted after
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茁鄄NGF gene transfection, which also affected the cell cycle and apoptosis rate, and showed a statistically significant difference
(P <0郾 05). 摇 Meanwhile, the expression of TrkA and VEGF were significantly induced (P <0郾 05), but were inhibited by TrkA
inhibitor. 摇 摇 Conclusions摇 茁鄄NGF gene could successfully transfect HUVEC and express significantly, promote the ability of
cell proliferation, clone formation, migration, affect the cell cycle and inhibit the apoptosis rate, which function was related to
combination with TrkA and inducing the expression of VEGF.

摇 摇 神经生长因子(nerve growth factor,NGF)是目

前最先发现且研究较为清楚的一个神经营养因子,
而 茁鄄NGF 是其中具有生物活性的亚基成分[1]。 近

来研究发现 茁鄄NGF 可以在体外作用于血管内皮促

进血管新生,表明其在血管损伤修复中发挥积极作

用[2]。 王中京等[3]构建 茁鄄NGF 腺病毒转染,发现其

在小鼠内皮祖细胞中具有促分化功能。 因此,利用

分子生物学方法使外源性 茁鄄NGF 在血管内皮相关

细胞中大量表达,将有利于研究其对内皮细胞功能

的影响,从而揭示 茁鄄NGF 在血管损伤修复中的作用

及机制[4]。 本研究将人 NGF 的生物活性部分 茁鄄
NGF 通过真核表达质粒重组转染到人脐静脉内皮

细胞(human umbilical vein endothelial cell,HUVEC)
中,并检测 茁鄄NGF 转染前后的表达情况,进而观察

茁鄄NGF 基因转染对细胞增殖、单克隆形成、细胞周

期、细胞凋亡、细胞迁移等细胞功能的影响及其作

用机制,为 茁鄄NGF 在血管损伤修复中的应用及研究

提供新的方向和思路。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料和试剂

摇 摇 HUVEC 和 pEGFP鄄N1 质粒由第三军医大学基

础医学部生物化学教研室提供;本实验室成功构建

人 茁鄄NGF 重组表达质粒 pEGFP鄄N1 / 茁鄄NGF。 RP鄄
MI1640 培养基、EDTA 胰酶购自美国 Hyclone 公司;
胎牛血清购自美国 Gibco 公司;LipofectamineTM2000
购自上海 Invitrogen 公司;酪氨酸激酶受体 A( tyro鄄
sine receptor kinase A,TrkA)抑制剂 K252a 购自美国

R&D 公司; real鄄time PCR 试剂盒购自大连 TaKaRa
公司;Transwell Permeable Supports 购自美国 Corning
公司;蛋白提取试剂盒、MTT 试剂、各种引物购自上

海生工公司,红色荧光素罗丹明标记 茁鄄NGF 抗体购

自美国 Santa Cruz 公司;Annexin鄄V / PI 细胞凋亡检

测试剂盒、细胞周期检测试剂盒购自北京鼎国生物

技术公司;兔抗人 茁鄄NGF、TrkA、血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor,VEGF)、肌动蛋白

(茁鄄actin)多克隆抗体购自美国 Abcam 公司;HRP 标

记山羊抗兔二抗购自北京中山金桥公司。

1郾 2摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC
参照文献[5]将人 茁鄄NGF 基因片段(Genbank:

NM_002506)连接到 pEGFP鄄N1 载体上,成功构建人

茁鄄NGF 重组表达质粒 pEGFP鄄N1 / 茁鄄NGF,经 PCR 测

序鉴定正确后将其转染 HUVEC。 复苏的 HUVEC 用

RPMI1640 培养基培养,待生长状态良好后将其接种

于 24 孔板中,24 h 后,细胞生长至 80% ~90%时进行

茁鄄NGF 基因转染实验,即先用 50 滋L Opti鄄MEM 稀释

混匀 1 滋g 重组质粒,再用 50 滋L Opti鄄MEM 将 2 滋L
LipofectamineTM2000 稀释并混匀,分别在室温中孵育

5 min 后将其混合,室温再孵育 20 min,均匀加入到细

胞培养板中,共培养 6 h 后吸去原培养基换新完全培

养基培养。 同时设置阴性对照组:转染 pEGFP鄄N1 空

载质粒及不进行质粒转染(正常组)。
1郾 3摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 后细胞形态变化及

其表达检测

在 pEGFP鄄N1 / 茁鄄NGF 质粒转染 48 h 后,在倒置

荧光显微镜下观察各组细胞形态和绿色荧光表达

情况,并在 茁鄄NGF 基因转染组中制备细胞爬片,4%
甲醛固定后,孵育红色荧光素罗丹明标记的 茁鄄NGF
抗体,利用免疫荧光检测 茁鄄NGF 在转染细胞中的表

达。 同时消化收集细胞,加入适量 RNAiso Plus 提取

液匀浆提取细胞总 RNA,反转录合成 cDNA。 根据

茁鄄NGF 和内参 茁鄄actin 基因序列设计引物,茁鄄NGF 上

游为 5忆鄄CAA GGG CAA GGA GGT GAT鄄 3忆,下游为

5忆鄄GTG AGT CGT GGT ACA ATA TGA G鄄3忆;茁鄄actin
上游为 5忆鄄CTG GGA CGA CAT GGA GAA AA鄄3忆,下
游为 5忆鄄AAG GAA GGC TGG AAG AGT GC鄄3忆。 利

用 Bio鄄Rad 公司的 IQ5TM real鄄time PCR 系统进行实

时荧光 PCR 检测 pEGFP鄄N1 / 茁鄄NGF 质粒转染前后

各组细胞中 茁鄄NGF 基因的表达情况。 另外利用蛋

白提取试剂盒提取各组细胞总蛋白,BCA 法测定蛋

白浓度。 各组上样 30 滋g 总蛋白进行 12% SDS鄄
PAGE 凝胶电泳 1郾 5 h 后,半干转 PVDF 膜,封闭,分
别孵育 茁鄄NGF 和 茁鄄actin 一抗(1 颐 1000),4益过夜,
TBST 洗涤 3 次后,HRP 标记二抗(1 颐 5000)孵育 2
h,ECL 显影,曝光拍照。 用 Quantity One 软件分析

各组 茁鄄NGF 条带相对吸光度值,并用内参 茁鄄actin
进行校正。
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1郾 4摇 MTT 检测细胞增殖

分别收集 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 前后的各组

细胞,设置正常组、EGFP 空载组、茁鄄NGF 基因转染

组、TrkA 抑制剂组(在 茁鄄NGF 基因转染组中加入

1颐 1000的 K252a)(分组下同)。 利用各组培养基稀

释细胞浓度为 107 Cells / L,分别种植于 96 孔板,每
孔加入 200 滋L。 放置于 CO2 培养箱中分别培养至

12 h、24 h 后,每孔中加入 20 滋L MTT 溶液(浓度为

5 g / L),37益培养箱中继续培养 4 h,吸弃培养基,每
孔加入二甲基亚砜 150 滋L,振荡 10 min 后,置于酶

标仪测定 492 nm 处各孔的吸光度值。 每组设置 5
个重复孔,各进行 3 个重复实验。
1郾 5摇 平板单克隆形成实验

取各组处于对数生长期的细胞,消化后收集并

用培养基重悬成单细胞悬液。 在细胞培养皿中分

别加入含 200 个细胞的单细胞悬液,置于 37益、5%
CO2 饱和培养箱中培养至可以直接看到细胞团为

止,弃培养基,PBS 洗涤 3 次,4% 多聚甲醛固定 30
min,分别加入 1 mL 结晶紫染色 30 min,PBS 洗涤。
在显微镜下拍照计数,各组单克隆形成率 = 各组单

克隆数 / 接种细胞数 伊 100% 。
1郾 6摇 流式细胞术检测细胞周期和细胞凋亡

将各组细胞进行同步化后接种于 6 孔板中,每孔

为5 伊107Cells / L,置于37益、5%CO2 细胞培养箱中培

养 24 h。 各组细胞消化离心后收集,弃上清,并用

70%预冷乙醇在 4益固定 12 h 以上后,离心弃上清并

洗去乙醇,用500 滋L PBS 重悬细胞加入 PI 和RNaseA
(50 mg / L)孵育后室温避光,经流式细胞仪检测各组

细胞周期,并计算各组细胞周期细胞百分比。 同时收

集各组细胞,分别加入 5 滋L FITC 标记的 Annexin鄄V
及 10 滋L PI 细胞凋亡检测试剂,经 BD FACS Canto
TM域六色流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。
1郾 7摇 细胞迁移能力的检测

用 0郾 25%含 EDTA 的胰酶分别消化各组细胞,

用含血清的完全培养基调整细胞浓度为 5 伊
108Cells / L。 往 Transwell 板的培养孔上室中分别加

入各组细胞悬液 200 滋L,下室中加入 500 滋L 含 10
滋g / L VEGF 的 1640 完全培养基。 在 CO2 培养箱中

继续培养 24 h 后,用 PBS 清洗两遍,在室温下用

4%多聚甲醛固定小室 30 min,再用 0郾 1 mg / L 结晶

紫染色上室小皿 30 min,用 PBS 洗涤 3 遍。 用棉签

轻轻擦去上室的贴壁细胞,在显微镜下拍照并计数

从 Transwell 上室迁移至微孔膜下层的细胞。
1郾 8摇 Western blot 检测 TrkA 和 VEGF 表达

收集各组细胞,PBS 洗涤后利用蛋白提取试剂

盒提取各组细胞的总蛋白。 BCA 法测定蛋白浓度。
上样等量的 30 滋g 总蛋白,12% SDS鄄PAGE 凝胶电

泳 1郾 5 h,转膜,封闭后,分别孵育 TrkA、VEGF 一抗

(1颐 1000)及 琢鄄actin 抗体(1颐 1000),4益过夜,TBST
洗涤后二抗(1 颐 5000)孵育 2 h,ECL 显影,曝光拍

照。 用 Quantity One 软件分析目的条带相对吸光度

值,并用内参 茁鄄actin 进行校正。
1郾 9摇 统计学分析

所有数据使用 SPSS 13郾 0 软件进行分析,实验

数据以 x 依 s 表示。 不同组间比较采用 One鄄way
ANOVA 单因素方差分析。 P < 0郾 05 为差异有统计

学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 后细胞形态变化

摇 摇 HUVEC 未转染质粒时,细胞呈梭形且不发荧

光。 在空载 pEGFP鄄N1 质粒和 pEGFP鄄N1 / 茁鄄NGF 质

粒转染 HUVEC 48 h 后,大部分细胞变圆且发出绿

色荧光,说明 HUVEC 有 EGFP 表达,重组质粒转染

成功,且转染成功率达 80%以上。 免疫荧光检测发

现,可见红色荧光,有 茁鄄NGF 表达(图 1)。

图 1. 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 后细胞形态及荧光变化摇 摇 A 为正常组,B 为 EGFP 空载组,C 为 茁鄄NGF 基因转染组,D 为 茁鄄NGF 免疫

荧光表达。

Figure 1. The changes of morphology and fluorescence in HUVEC transfected with 茁鄄NGF
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2郾 2摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 后的表达

real鄄time PCR 检测发现,茁鄄NGF 基因转染 HU鄄
VEC 48 h 后,茁鄄NGF mRNA 的表达水平显著提高。
与正常组和 EGFP 空载组相比,茁鄄NGF 基因转染组

mRNA 相对表达量上升约 20 倍(P < 0郾 05)。 West鄄
ern blot 检测发现,茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 48 h
后,茁鄄NGF 的蛋白表达量约提高 7 倍(P < 0郾 05)。
说明 茁鄄NGF 基因成功转染到 HUVEC 中,并得到大

量表达(表 1 和图 2)。
2郾 3摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞增殖能力的

影响

与正常组和 EGFP 空载组相比,24 h、48 h 时 茁鄄
NGF 基因转染组细胞的吸光度值显著上升(P <
0郾 05),而 TrkA 抑制剂组细胞吸光度值显著降低(P
< 0郾 05),说明 TrkA 抑制剂抑制了 茁鄄NGF 对 HU鄄
VEC 的增殖作用(表 2)。
2郾 4摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞单克隆形成

能力的影响

与正常组和 EGFP 空载组相比,茁鄄NGF 基因转

染组细胞单克隆形成率显著增加(P < 0郾 05),但 Tr鄄

kA 抑制剂组细胞单克隆数形成率显著低于 茁鄄NGF
基因转染组(P < 0郾 05;表 2 和图 3)。

表 1. 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 后基因和蛋白的表达情况

(x 依 s, n = 3)
Table 1. The expression of protein and gene in HUVEC af鄄
ter transfected with 茁鄄NGF(x 依 s, n = 3)

分摇 组 茁鄄NGF mRNA 茁鄄NGF 蛋白

正常组 1郾 05 依 0郾 04 0郾 26 依 0郾 03
EGFP 空载组 1郾 64 依 1郾 05 0郾 21 依 0郾 06
茁鄄NGF 基因转染组 32郾 10 依 1郾 75a 1郾 82 依 0郾 13a

a 为 P < 0郾 05,与正常组和 EGFP 空载组比较。

图 2. Western blot 检测 茁鄄NGF 蛋白表达摇 摇 A 为正常组,B
为 EGFP 空载组,C 为 茁鄄NGF 基因转染组。

Figure 2. The expression of 茁鄄NGF protein were detected
by Western blot

图 3. 平板实验检测细胞单克隆形成摇 摇 A 为正常组,B 为 EGFP 空载组,C 为 茁鄄NGF 基因转染组,D 为 TrkA 抑制剂组。

Figure 3. The monoclonal formation of HUVEC

表 2. 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞增殖和单克隆形成

率的影响(x 依 s, n = 3)
Table 2. The effect of cell proliferation and monoclonal for鄄
mation in HUVEC transfected with 茁鄄NGF gene(x 依 s, n =3)

分摇 组 24 h 吸光度值 48h 吸光度值 单克隆形成率

正常组 0郾 38 依 0郾 03 0郾 45 依 0郾 02 31郾 00% 依2郾 94%
EGFP 空载组 0郾 41 依 0郾 02 0郾 47 依 0郾 02 34郾 67% 依2郾 49%
茁鄄NGF 基因转染组 0郾 52 依 0郾 03a 0郾 68 依 0郾 01a 61郾 67% 依3郾 86% a

TrkA 抑制剂组 0郾 35 依 0郾 02b 0郾 32 依 0郾 02b 32郾 33% 依2郾 25% b

a 为 P < 0郾 05,与正常对照组和 EGFP 空载组比较;b 为 P < 0郾 05,与
茁鄄NGF 基因转染组比较。

2郾 5摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞周期的影响

与正常组和 EGFP 空载组相比,茁鄄NGF 基因转

染组 G0 / G1 期细胞百分率显著降低(P < 0郾 05),而

S 期和 G2 / M 期细胞百分率则显著上升(P < 0郾 05),
TrkA 抑制剂组细胞周期变化不明显(表 3 和图 4)。

表 3. 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 后细胞周期的变化(x 依 s, n
= 3)
Table 3. The cell cycle changes of HUVEC transfected with
茁鄄NGF(x 依 s, n = 3)

分摇 组 G0 / G1(% ) S(% ) G2 / M(% )

正常组 76郾 53 依 7郾 28 17郾 30 依 8郾 57 9郾 89 依 2郾 45

EGFP 空载组 74郾 45 依 8郾 25 19郾 20 依 6郾 33 4郾 56 依 2郾 13

茁鄄NGF 基因转染组 52郾 63 依 6郾 80a 29郾 55 依 5郾 87a 16郾 78 依 5郾 54a

TrkA 抑制剂组 68郾 83 依 5郾 57b 20郾 80 依 5郾 78b 6郾 33 依 1郾 89b

a 为 P < 0郾 05,与正常组和 EGFP 空载组比较;b 为 P < 0郾 05,与 茁鄄
NGF 基因转染组比较。
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图 4. 流式细胞术检测细胞周期变化摇 摇 A 为正常组,B 为 EGFP 空载组,C 为 茁鄄NGF 基因转染组,D 为 TrkA 抑制剂组。

Figure 4. The cell cycle changes of HUVEC were detected by flow cytometry

2郾 6 摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞凋亡率的

影响

与正常组和 EGFP 空载组相比,茁鄄NGF 基因转

染组细胞凋亡率显著降低(P < 0郾 05)。 而 TrkA 抑

制剂组细胞凋亡率显著高于 茁鄄NGF 基因转染组(P
< 0郾 05;表 4 和图 5)。
2郾 7摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞迁移能力的

影响

正常组和 EGFP 空载组细胞迁移数目均较少,

茁鄄NGF 基因转染组细胞迁移数目显著增加 (P <
0郾 05),而 TrkA 抑制剂组细胞迁移数显著低于 茁鄄
NGF 基因转染组(P < 0郾 05;表 4 和图 6)。
2郾 8 摇 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞 TrkA 和

VEGF 表达的影响

与正常组和 EGFP 空载组相比,茁鄄NGF 基因转

染组 TrkA 和 VEGF 相对表达量显著升高 ( P <
0郾 05),而 TrkA 抑制剂组 TrkA 和 VEGF 相对表达量

低于 茁鄄NGF 基因转染组(P < 0郾 05;表 5 和图 7)。

图 5. 流式细胞术检测细胞凋亡摇 摇 A 为正常组,B 为 EGFP 空载组,C 为 茁鄄NGF 基因转染组,D 为 TrkA 抑制剂组。

Figure 5. The apoptosis of HUVEC were detected by flow cytometry

图 6. Transwell 方法检测细胞迁移摇 摇 A 为正常组,B 为 EGFP 空载组,C 为 茁鄄NGF 基因转染组,D 为 TrkA 抑制剂组。

Figure 6. The effect of cell migration in HUVEC were detected by Transwell
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图 7. Western blot 检测细胞 TrkA 和 VEGF 的表达摇 摇 A
为正常组,B 为 EGFP 空载组,C 为 茁鄄NGF 基因转染组,D 为 TrkA 抑

制剂组。

Figure 7. The TrkA and VEGF protein expression of HU鄄
VEC were detected by Western blot

表 4. 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞凋亡率和细胞迁移

的影响(x 依 s, n = 3)
Table 4. The effect of apoptosis rate and cell migration in
HUVEC transfected with 茁鄄NGF(x 依 s, n = 3)

分摇 组 细胞凋亡率 细胞迁移数

正常组 27郾 15% 依 1郾 48% 40郾 33 依 6郾 65
EGFP 空载组 25郾 81% 依 1郾 26% 51郾 67 依 4郾 16
茁鄄NGF 基因转染组 10郾 18% 依 1郾 16% a 98郾 33 依 5郾 68a

TrkA 抑制剂组 33郾 94% 依 1郾 45% b 28郾 05 依 2郾 56b

a 为 P < 0郾 05,与正常组和 EGFP 空载组比较;b 为 P < 0郾 05,与 茁鄄
NGF 基因转染组比较。

表 5. 茁鄄NGF 基因转染 HUVEC 对细胞 TrkA 和 VEGF 表

达的影响(x 依 s, n = 3)
Table 5. The TrkA and VEGF protein expression of HU鄄
VEC transfected with 茁鄄NGF(x 依 s, n = 3)

分摇 组 TrkA 蛋白 VEGF 蛋白

正常组 0郾 19 依 0郾 02 0郾 37 依 0郾 03
EGFP 空载组 0郾 19 依 0郾 03 0郾 43 依 0郾 04
茁鄄NGF 基因转染组 0郾 82 依 0郾 06a 1郾 38 依 0郾 06a

TrkA 抑制剂组 0郾 16 依 0郾 02b 0郾 30 依 0郾 02b

a 为 P < 0郾 05,与正常组和 EGFP 空载组比较;b 为 P < 0郾 05,与 茁鄄
NGF 基因转染组比较。

3摇 讨摇 论

血管内皮细胞在血管损伤后的修复、抑制血栓

形成、抑制平滑肌病理增殖及分泌各种血管活性因

子中都有极其重要的作用。 而在生物体内血管与

神经常常是相伴而行,它们具有相同的迁移路线,
提示构成血管的细胞生理活动和功能也受神经的

调节[6,7]。 茁鄄NGF 作为神经生长因子中具有生物活

性的亚基成分,是神经营养因子中最具有代表性的

多功能因子之一,在组织炎症反应、伤口愈合及损

伤组织的再生和功能修复等非神经细胞生物学效

应中均能发挥重要作用[8]。 齐岩梅等[9] 研究发现,
NGF 可以作用于血管内皮直接促进血管新生,但是

其具体在血管损伤修复中的作用及其对血管构成

细胞功能的作用研究尚少。 因此,本研究中将成功

构建的人 茁鄄NGF 重组真核表达质粒 pEGFP鄄N1 / 茁鄄
NGF 转染至 HUVEC,进而观察 茁鄄NGF 在 HUVEC 中

的表达情况及其对细胞增殖、单克隆形成能力、细
胞周期、细胞凋亡率及细胞迁移能力等细胞功能的

影响,为进一步研究 NGF 在血管生成和功能中的作

用提供新方法及依据。
茁鄄NGF 基因通过真核质粒转染到 HUVEC 中后

通过免疫荧光能够观察到其有效表达,同时 real鄄time
PCR 和 Western blot 检测到 茁鄄NGF mRNA 及蛋白均

显著表达,说明通过基因转染的方法能够使 茁鄄NGF
基因在 HUVEC 中大量表达。 利用 MTT 实验和细胞

单克隆形成实验检测发现 茁鄄NGF 基因转染可以显著

促进细胞增殖及单克隆形成能力,说明 茁鄄NGF 基因

转染可以提升细胞活力,与 Kim 等[10]研究 NGF 在视

网膜血管细胞中作用结果一致。 利用流式细胞术检

测 茁鄄NGF 基因转染对细胞周期的变化,发现其可以

显著促进细胞由 G0 / G1 期进入 S 期及 G2 / M 期,说
明 茁鄄NGF 基因转染后的表达能够增加细胞的 DNA
合成、促进有丝分裂进而促进细胞增殖。 同时流式细

胞术检测 茁鄄NGF 基因转染对细胞凋亡的影响,发现

茁鄄NGF 基因转染表达显著抑制细胞凋亡率,验证了

Kishi 等[11]关于 NGF 作为旁分泌因子或自分泌因子

可增加细胞存活,降低凋亡率的结论。 Transwell 实验

同样检测到 茁鄄NGF 基因转染组内皮细胞迁移能力大

大增强,进一步说明 茁鄄NGF 基因转染能够促进 HU鄄
VEC 的细胞功能。 王中京等[3]将 茁鄄NGF 基因转染到

大鼠内皮祖细胞,发现 茁鄄NGF 基因能够促进内皮祖

细胞分化,提示 茁鄄NGF 在血管损伤修复中有积极作

用。 Zeng 等[12]利用 茁鄄NGF 在体外构建 NGF 修饰的

组织工程血管,可以提高血管的通畅率。 本文构建的

重组 pEGFP鄄N1 / 茁鄄NGF 质粒能够转染 HUVEC 并大

量表达,从而促进细胞增殖、单克隆形成、细胞迁移,
缩短细胞周期并降低细胞凋亡率,说明 茁鄄NGF 基因

转染能够提升细胞功能,可应用于血管损伤修复和构

建新型组织工程血管。
TrkA 是 NGF 的特异性高亲和力受体,被认为

可以介导 NGF 的信号转导[13]。 研究表明 NGF 能够

结合 TrkA 导致细胞内的信号转导,从而引起一系列

酶反应导致神经细胞的增殖和存活[14]。 而 K252a
作为 TrkA 受体抑制剂,可以抑制 NGF 与 TrkA 结
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合,影响 TrkA 信号通路的作用[15]。 本研究中当 Tr鄄
kA 抑制剂 K252a 同时加入到 茁鄄NGF 基因转染组中

时发现细胞增殖、单克隆形成、细胞迁移能力都受

抑制,细胞凋亡率和细胞周期变化也不大,说明 Tr鄄
kA 抑制剂影响了 茁鄄NGF 基因转染发挥的作用,而
茁鄄NGF 基因转染影响细胞功能与 TrkA 信号通路有

关。 随着 茁鄄NGF 转染至 HUVEC 后,细胞中 TrkA 表

达显著增加,进一步表明 茁鄄NGF 可以通过与 TrkA
受体结合进而激活 TrkA 受体通路,发挥促进血管内

皮细胞增殖和迁移的作用,与国外 Park 等[16] 的研

究具有一致性。 VEGF 作为内皮特异性分裂原,可
以直接促进内皮细胞的分裂、增殖、迁移等细胞功

能,进而促进血管损伤修复和新生[17]。 同时有研究

表明当抑制血管 VEGF 表达或发挥作用时血管相关

内皮细胞凋亡会显著增加,而促进 VEGF 表达利于

内皮细胞的存活率,说明 VEGF 能够发挥抑制内皮

细胞凋亡的作用[18]。 但王雯霞等[19] 研究关于 茁鄄
NGF 促进血管新生的作用是直接作用还是通过

VEGF 分泌的间接作用仍存在争议。 本研究中,
Western blot 检测发现 茁鄄NGF 基因转染后 HUVEC
中 TrkA 表达显著上升,而 VEGF 表达也随之显著增

加并受到 TrkA 抑制剂的抑制作用,说明 茁鄄NGF 基

因转染影响细胞增殖、单克隆形成、细胞周期、细胞

凋亡及细胞迁移等功能可能通过 茁鄄NGF 与 TrkA 结

合进而诱导 VEGF 表达发挥作用。
综上所述,本研究将构建 pEGFP鄄N1 / 茁鄄NGF 表

达质粒转染 HUVEC,发现其能显著诱导细胞增殖、
单克隆形成及细胞迁移功能并影响细胞凋亡和细

胞周期,并通过结合 TrkA 诱导 VEGF 的表达来发挥

作用。 茁鄄NGF 基因转染为血管损伤修复研究和构

建新型组织工程血管提供了新的思路和方向,但其

具体的分子机制仍需要进一步研究。
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