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[摘　 要] 　 目的　 构建慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体ꎬ观察其对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)的转染效率ꎬ研究其对细胞迁移

和血管新生的影响ꎬ并探讨 Ｈｏｘａ３ 促进血管新生的机制ꎮ 方法 　 以基因合成法从聚合酶链式反应文库获取人

Ｈｏｘａ３ 基因ꎬ酶切后插入慢病毒骨架载体ꎬ以三质粒联合转染 ２９３Ｔ 细胞获得慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体ꎬ并进行滴度测定ꎮ
转染 ＨＵＶＥＣꎬ获取最大转染效率ꎮ 转染 ＨＵＶＥＣ 后分对照组和慢病毒 Ｈｏｘａ３ 转染组ꎬ进行 ＨＵＶＥＣ 迁移实验和小管

形成实验ꎬ观察 Ｈｏｘａ３ 对 ＨＵＶＥＣ 迁移和小管形成的影响ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 后尿

激酶型纤溶酶原激活物受体(ｕＰＡＲ)和基质金属蛋白酶 １４(ＭＭＰ￣１４)蛋白表达的变化ꎮ 结果 　 成功构建慢病毒

Ｈｏｘａ３ 载体ꎬ病毒的滴度为 ８×１０１１ ＴＵ / Ｌꎻ３０ ＭＯＩ 慢病毒载体对 ＨＵＶＥＣ 的转染效率达到 ９９％以上ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结

果显示慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 后 Ｈｏｘａ３ 能够有效在 ＨＵＶＥＣ 中表达ꎮ 与对照组比较ꎬ慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转

染 ＨＵＶＥＣ 后显著增强 ＨＵＶＥＣ 的迁移和小管形成ꎬ显著增加 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４ 蛋白的表达(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 成功

构建的慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体可促进 ＨＵＶＥＣ 的迁移和小管形成ꎬ其作用机制可能为上调 ＨＵＶＥＣ 的 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４
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　 　 对于缺血性心脏病治疗ꎬ基因治疗亦为热点探

索领域之一[１￣４]ꎮ 例如通过载体携带促进血管生长

的基因如血管内皮生长因子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ)、碱性成纤维细胞生长因子

(ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬｂＦＧＦ)、血管生成素 １
(ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ￣１ꎬＡｎｇ￣１) [５]等经局部注射于缺血部位

后释放生长因子ꎬ这些因子通过增加血管新生改善

血供ꎮ 近年来ꎬ人们运用基因增加血管新生的试验

获得了成果[６￣８]ꎮ 但也发现了一些不良作用如

ＶＥＧＦ 可增加血管通透性ꎬ引起心肌水肿[９￣１０]ꎬ因此

寻找新的基因是当前的研究热点之一ꎮ Ｈｏｘ ( ｈｏ￣
ｍｅｏｂｏｘ)基因全称为同源基因ꎬ近来有研究提示ꎬ
Ｈｏｘａ 基因在人类发育过程中影响造血干细胞的归

宿[１１]ꎻ内皮细胞含有 Ｈｏｘ 家族ꎬ其中 Ｈｏｘａ３ 和血管

新生密切相关[１２]ꎮ 本研究通过构建慢病毒 Ｈｏｘａ３
载体(ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ Ｈｏｘａ３ ｖｅｃｔｏｒꎬＬｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３ ｖｅｃｔｏｒ)ꎬ体
外转染人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)ꎬ观察其对 ＨＵＶＥＣ 的转染效

率ꎮ 然后观察 Ｈｏｘａ３ 慢病毒载体转染内皮细胞后对

其迁移及血管生成的影响ꎬ并进一步探讨 Ｈｏｘａ３ 促

进血管新生的机制ꎬ为慢病毒介导 Ｈｏｘａ３ 治疗缺血

性心脏病提供实验理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂

ＤＭＥＭ Ｆ￣１２、胎牛血清、胰蛋白酶、ＤＮＡ 引物合

成、ＤＮＡ 测序试剂购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＰｏｌｙｆｅｃ￣
ｔｉｎｅ、ＪＭ１０９ 感受态细胞购于深圳百恩维生物科技有

限公司ꎬ小量质粒抽提试剂盒 ＥＭ１０１、Ｔｒａｎｓ２Ｋ Ｐｌｕｓ
ＩＩ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＢＭ１２１ 购于北京全式金生物公司ꎬ琼
脂糖凝胶回收试剂盒 Ｄ２５００ 购于 Ｏｍｅｇａ 公司ꎬＴ４
ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｍ０２０２Ｌ 购于美国 ＮＥＢ 公司ꎬＱｉａｇｅｎ 大

规模 质 粒 抽 提 试 剂 盒 购 于 德 国 Ｑｉａｇｅｎ 公 司ꎬ
ＶｉｒａＢｉｎｄ 腺病毒纯化试剂盒购于美国 Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌａｂｓ
公司ꎬＡｎｔｉ￣ｕＰＡＲ、Ａｎｔｉ￣ＭＭＰ￣１４、Ａｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３ 抗体购

于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公司ꎬＨＵＶＥＣ、２９３Ｔ 细胞均购自中

国科学院细胞库ꎮ
１.２　 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体构建

以 ＡｇｅⅠ消化酶酶切慢病毒骨架载体 ＧＶ３５８ꎬ
将酶切产物确定后ꎬ收集纯化ꎮ 以 Ｈｏｘａ３ 上游引物

ＧＡＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＡＡＡＡ

ＡＧＣＧＡＣＣＴＡＣＴＡＣ 和 Ｈｏｘａ３ 下 游 引 物 ＴＣＣＴＴＧ￣
ＴＡＧＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＧＧＴＧＧＧＴＧＡＧＣＴＴＧＧＧＴＧ 以 ＰＣＲ
在基因文库中钓取 Ｈｏｘａ３ 序列ꎬ经琼脂糖电泳证实

条带大小ꎮ ＰＣＲ 反应条件:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓ、
５５ ℃ ３０ ｓ、７２ ℃ ３０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 连

接线性慢病毒骨架载体和 Ｈｏｘａ３ ＰＣＲ 产物并转化

感受态大肠杆菌ꎬ将转化的大肠杆菌继续培养ꎬ行
ＰＣＲ 鉴 定ꎮ 上 游 引 物 为: ＧＧＧＴＣＡＡＴＡＴＧＴＡ￣
ＡＴＴＴＴＣＡＧＴＧꎬ下游引物为: ＣＣＴＴＡＴＡＧＴＣＣＴＴＡＴ￣
ＣＡＴＣＧＴＣꎬ阳性转化子的 ＰＣＲ 产物大小应该为

１５２４ ｂｐꎬ将获取阳性克隆进行基因测序ꎮ
１.３　 慢病毒包装

准备 ２９３Ｔ 细胞ꎬ在转染前 ２ ｈ 将细胞培养基更

换为无血清培养基ꎮ 均匀滴加转染复合物(ＤＮＡ 溶

液和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 溶液)ꎬ孵育 ８ ｈ 后ꎬ换成正

常培养基后再培养 ４８ ｈꎮ ４８ ｈ 后吸取上清液进行

浓缩ꎬ并进行滴度测定ꎮ
１.４　 划痕实验

ＨＵＶＥＣ 进行消化、计数后ꎬ每孔加 ２０００ μＬ 完

全培养基ꎬ４.０×１０５ 个细胞置于 ６ 孔板中培养ꎮ 待细

胞长满时ꎬ用 ２００ μＬ 枪头在皿底垂直划一道后ꎬ将
原培养基吸掉ꎬ加 ＰＢＳ 冲洗细胞碎片ꎮ 实验分为 ２
组:对 照 组: 转 染 慢 病 毒 增 强 绿 色 荧 光 蛋 白

(ｅｎｈａｎｃｅｄ ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＥＧＦＰ)ꎻ实验组:
转染慢病毒 Ｈｏｘａ３ꎻ每组 ６ 孔ꎬ分别在 ０、２４ ｈ 用显微

镜进行拍照ꎮ 采用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件进行分析ꎮ
根据公式计算ꎬＨＵＶＥＣ 伤口大小(％)(相对于 ０ ｈ)
＝ ２４ ｈ 划痕宽度 / ０ ｈ 划痕宽度×１００％ꎮ
１.５　 小管形成实验

实验 ２４ ｈ 前ꎬ将所需材料放置于 ４ ℃ 冰箱过

夜ꎻ待 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶溶解成透明液体状时ꎬ吸取

２００ μＬ 缓缓铺在 ２４ 孔板中ꎬ防止产生气泡影响实

验结果ꎬ置于培养箱中 ３０ ｍｉｎꎮ 实验分为 ２ 组:对照

组:转染慢病毒 ＥＧＦＰꎻ实验组:转染慢病毒 Ｈｏｘａ３ꎻ
每组 ６ 孔ꎬＨＵＶＥＣ 细胞进行消化、计数后ꎬ每孔加

１.０×１０５ 个细胞ꎬ及 １ ０００ μＬ 完全培养基ꎮ 置于孵

箱中 ６~８ ｈꎬ期间用倒置显微镜进行跟踪拍照ꎬ记录

小管的形成情况ꎮ 随机选 ５ 个视野ꎬ计数小管形成

分叉点ꎬ进行方差分析ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

取慢病毒 Ｈｏｘａ３ 转染的 ＨＵＶＥＣꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测 Ｈｏｘａ３ 及其对尿激酶型纤溶酶原激活物受体(ｕｒｏ￣
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ｋｉｎａｓｅ￣ｔｙｐｅ ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬｕＰＡＲ)及基

质金属蛋白酶 １４(ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ￣１４ꎬＭＭＰ￣
１４)的影响ꎬ每组实验重复 ３ 次ꎮ
１.７　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ １７.０ 软件进行统计学分析ꎬ计量资

料以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间两两比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 检验ꎬ以 Ｐ
<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体的构建

根据基因库序列ꎬ运用合成法合成人 Ｈｏｘａ３ 基

因序列ꎬ插入到 ｐＣＤＮＡ３ 质粒中ꎬ用 ＡｇｅⅠ分别酶切

慢病毒骨架载体和 ｐＣＤＮＡ３￣Ｈｏｘａ３ꎬ连接慢病毒骨

架载体片段和 Ｈｏｘａ３ꎬ转染大肠杆菌ꎬ培养获取单个

大肠杆菌克隆ꎬＰＣＲ 鉴定慢病毒骨架载体片段和

Ｈｏｘａ３ 连接成功ꎮ 基因测序验证 Ｈｏｘａ３ 序列正确ꎬ
用转染复合物转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ获得慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载

体ꎻ病毒的滴度为 ８×１０１１ ＴＵ / Ｌꎬ３０ ＭＯＩ 为最佳滴度

[ＭＯＩ:感染复数(ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ)](图 １)ꎮ

图 １. 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体的构建　 　 Ａ:左图ꎬ用 ＡｇｅⅠ分别酶切

慢病毒骨架载体ꎻ泳道 １:Ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 ２:慢病毒骨架载体 ＡｇｅⅠ酶切

后ꎻ泳道 ３:慢病毒骨架载体未酶切ꎻ右图ꎬＨｏｘａ３ 片段凝胶电泳ꎬ泳道

１:Ｍａｒｋｅｒꎻ泳道 ２:Ｈｏｘａ３ 片段ꎮ Ｂ:慢病毒骨架载体和 Ｈｏｘａ３ 连接后

转化大肠杆菌ꎬ克隆形成后挑选 ８ 个克隆行 ＰＣＲ 鉴定ꎬ结果证明所

选克隆全部连接成功ꎮ Ｃ:慢病毒骨架载体和 Ｈｏｘａ３ 连接后产物和

Ｈｅｌｐ１ 及 Ｈｅｌｐ２ 辅助质粒共转染 ２９３Ｔ 细胞ꎬ放大倍数为 ４０ 倍ꎻａ:普
通光下的 ２９３Ｔ 细胞ꎻｂ:绿色荧光下的 ２９３Ｔ 细胞ꎻ表明 Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣
ＥＧＦＰ 包装成功ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３ ｖｅｃｔｏｒ

２.２ 　 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 的效率及

Ｈｏｘａ３ 的表达检测

培养 ＨＵＶＥＣꎬ５０％丰度时以 ３０ ＭＯＩ 转染ꎬ４ 天

后在荧光显微镜下观察ꎬ随机选择 ５ 个视野ꎬ转染效

率达到 ９９％以上(图 ２Ａ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示慢

病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 后 Ｈｏｘａ３ 能够在 ＨＵ￣
ＶＥＣ 中有效表达(图 ２Ｂ)ꎮ

图 ２. 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 及 Ｈｏｘａ３ 的表达检
测　 　 Ａ:ａ:ＰＢＳ 处理的 ＨＵＶＥＣꎻｂ:Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣ＥＧＦＰ 处理的 ＨＵ￣
ＶＥＣꎻ放大倍数为 ４０ 倍ꎮ Ｂ:左侧泳道:ＰＢＳ 处理的 ＨＵＶＥＣꎻ右侧泳
道:Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣ＥＧＦＰ 处理的 ＨＵＶＥＣꎮ 表明 Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣ＥＧＦＰ 有效
介导 Ｈｏｘａ３ 在 ＨＵＶＥＣ 中的表达ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｏｘａ３ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｂｙ ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３ ｖｅｃｔｏｒ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

２.３　 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染对 ＨＵＶＥＣ 迁移的影响

慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 后ꎬＨＵＶＥＣ 生

长至 ９９％丰度时以 ２００ μＬ 枪头划痕ꎬ２４ ｈ 后记录

ＨＵＶＥＣ 的迁移情况ꎮ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ慢
病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 显著增强 ＨＵＶＥＣ 的

迁移(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

图 ３. 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体对 ＨＵＶＥＣ 迁移的影响 　 　 Ａ:上
图:转染 Ｌｅｎｔｉ￣ＥＧＦＰ 的ＨＵＶＥＣꎻ下图:转染 Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣ＥＧＦＰ 的ＨＵ￣
ＶＥＣꎻ放 大 倍 数 为 ４０ 倍ꎮ Ｂ: Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣ＥＧＦＰ 转 染 显 著 促 进
ＨＵＶＥＣ 的迁移ꎻａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｌｅｎｔｉ￣ＥＧＦＰ 组比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３ ｖｅｃｔｏｒ ｏｎ ＨＵＶＥＣ ｍｉ￣
ｇｒａｔｉｏｎ

０２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



２.４　 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染对 ＨＵＶＥＣ 小管形成的

影响

以 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 铺板ꎬ慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵ￣
ＶＥＣꎬ接种于 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 上培养ꎬ６ ｈ 后记录 ＨＵＶＥＣ 的

小管形成情况ꎮ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ慢病毒

Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 显著增强内皮细胞的小管

形成(Ｐ<０.０１ꎻ图 ４)ꎮ

图 ４. 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体对 ＨＵＶＥＣ 小管形成的影响　 　 Ａ:
左图:Ｌｅｎｔｉ￣ＥＧＦＰ 转染的 ＨＵＶＥＣꎻ右图:Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣ＥＧＦＰ 转染的

ＨＵＶＥＣꎻ放大倍数为 ２００ 倍ꎮ Ｂ:Ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３￣ＥＧＦＰ 转染显著促进

ＨＵＶＥＣ 的小管形成ꎻａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｌｅｎｔｉ￣ＥＧＦＰ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３ ｖｅｃｔｏｒ ｏｎ ｔｈｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｔｕｂｕｌｅｓ(２００×)

２.５ 　 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染对 ＨＵＶＥＣ ｕＰＡＲ 和

ＭＭＰ￣１４ 蛋白表达的影响

取转染慢病毒载体后稳定表达 Ｈｏｘａ３ 的 ＨＵ￣
ＶＥＣꎬ培养 ２４ ｈ 后 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣
１４ 蛋白的表达情况ꎮ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ慢
病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 显著增加 ｕＰＡＲ 和

ＭＭＰ￣１４ 蛋白的表达(Ｐ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ

３　 讨　 论

基因治疗的载体包括质粒、腺病毒载体、腺相

关病毒载体、慢病毒载体等ꎮ 研究表明慢病毒载体

的安全性和转染效率均较好ꎮ 在本研究中ꎬ我们成

功构建携带 Ｈｏｘａ３ 基因的慢病毒载体ꎬ转染血管内

皮细胞时ꎬ在 ３０ ＭＯＩ 的条件下获得 ９９％以上的转

染效率ꎮ
Ｈｏｘ 基因在胚胎发育过程中编码转录调节因

子[１３]ꎮ 研究发现成人血管内皮细胞表达许多 Ｈｏｘ
基因ꎬ包括 Ｈｏｘｂ３、Ｈｏｘｄ３、Ｈｏｘａ９ 和 Ｈｏｘｄ１０ꎬ许多血

图 ５. 慢病毒 Ｈｏｘａ３ 载体转染 ＨＵＶＥＣ 后对 ｕＰＡＲ 和ＭＭＰ￣
１４ 蛋白表达的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｌｅｎｔｉ￣ＥＧＦＰ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｅｎｔｉ￣Ｈｏｘａ３ ｖｅｃｔｏｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｕＰＡＲ ａｎｄ ＭＭＰ￣１４ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

管生长因子如 ｂＦＧＦ、ＴＮＦ￣α 和 ＶＥＧＦ 可调节其表

达[１４]ꎮ Ｈｏｘｄ３ 在体内静止的血管内皮细胞中不高

度表达ꎬ但在创伤后 ２４ ｈ 内皮肤毛细血管中的表达

显著升高[１５]ꎮ Ｈｏｘｄ３ 可上调基质降解丝氨酸蛋白

酶、尿激酶型纤溶酶原激活物( ｕｒｏｋｉｎａｓｅ￣ｔｙｐｅ ｐｌａｓ￣
ｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒꎬｕＰＡ)以及 αｖβ３ 整合素的 β３ 亚基

和 α５β１ 整合素的 α５ 亚基的表达ꎬＨｏｘｄ３ 旁系同源

物 Ｈｏｘｂ３ 可在体促进血管新生[１６]ꎮ
Ｈｏｘａ３ 为 Ｈｏｘｄ３ 和 Ｈｏｘｂ３ 的旁系同源物ꎮ 研究

证明在胚胎发生期间ꎬ当在适当的位置和时间表达

时ꎬＨｏｘｄ３ 和 Ｈｏｘａ３ 基因可以在功能上互换[１７]ꎮ
Ｍａｃｅ 等[１２]研究发现 Ｈｏｘａ３ 可诱导血管内皮细胞和

表皮细胞的迁移ꎬ促进血管新生ꎬ增强糖尿病伤口

的愈合ꎮ 我们通过慢病毒介导在 ＨＵＶＥＣ 上过表达

Ｈｏｘａ３ꎬ发现 Ｈｏｘａ３ 促进 ＨＵＶＥＣ 的迁移及小管形

成ꎬ提示慢病毒介导 Ｈｏｘａ３ 在血管内皮细胞上表达

可作为治疗缺血性心脏病的一个潜在的疗法ꎮ
我们研究发现 Ｈｏｘａ３ 通过 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４ 促
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进 ＨＵＶＥＣ 迁移ꎬ此结果和文献报道[１２]一致ꎮ ｕＰＡＲ
除了促进 ｕＰＡ 依赖性蛋白水解ꎬ还具有其他功能ꎬ
包括与整合素的共定位和结合ꎬ增强下游的信号通

路[１８]ꎮ ＭＭＰ￣１４ 可以促进纤维蛋白溶解ꎬ协助细胞

侵入纤维蛋白ꎮ 最近发现在富含胶原环境中ꎬＭＭＰ￣
１４ 对于血管内皮细胞侵入和新血管形成是不可缺

少的[１９]ꎮ 以上提示 Ｈｏｘａ３ 诱导的 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４
在血管内皮细胞迁移和血管新生中起重要作用ꎮ
Ｈｏｘａ３ 上调 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４ 表达的调控机制目前

不是十分清楚ꎬ有研究提示 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４ 的增

强子 /启动子区域有 Ｈｏｘａ３ 的结合区域ꎬＨｏｘａ３ 通过

影响 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４ 的转录调控 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣
１４ 的表达[１２]ꎮ 这些需要进一步行染色质免疫共沉

淀实验进行验证ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功构建了 Ｈｏｘａ３ 慢病毒载

体ꎬ并高效转染 ＨＵＶＥＣꎬ在 ＨＵＶＥＣ 过表达 Ｈｏｘａ３
可促进其迁移和小管形成ꎮ 其作用机制可能为

Ｈｏｘａ３ 上调 ｕＰＡＲ 和 ＭＭＰ￣１４ 的表达ꎬ从而促进迁

移和血管新生ꎮ 这为慢病毒载体介导 Ｈｏｘａ３ 治疗缺

血性心脏病提供了实验理论依据ꎮ
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