
自分泌血管内皮细胞生长因子对HL-60细胞生物学活性的影响  

    已知血管内皮细胞生长因子(VEGF)是新生血管形成的主要调控因子之一，在恶性肿瘤发生发展中，通过刺激血管

内皮的生长，促进肿瘤细胞的增殖及转移。越来越多的研究结果显示，恶性血液病患者骨髓微血管生成增加，并存在

VEGF过度表达，其与白血病的发生、演变及预后密切相关[1][2]。本研究旨在探索白血病细胞自分泌VEGF对自身增殖

及凋亡的作用，利用脂质体转染技术将VEGF
165

 cDNA转染入HL-60细胞株，造成VEGF
165

的高表达，观察转染后细胞增

殖、集落形成和凋亡的变化情况。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    1.1.1  细胞株及质粒来源  髓系白血病细胞系HL-60购自武汉细胞库。在37 ℃、5% CO2和饱和湿度条件下，常

规培养于含10%FCS的RPMI1640完全培养基。真核表达载体pcDNA3.1-?9鄄neo/VEGF
165

 cDNA重组子由周忠江博士构建

[3]，并惠赠含有该质粒及含空载体pcDNA3.1?9鄄-neo质粒的DH5α菌种。VEGF
165

 cDNA插入在EcoRⅤ/KpnⅠ位点，表

达载体具G418及氨苄青霉素抗性。 

    1.1.2  主要试剂  第2代阳离子脂质体lipofec tamine、RPMI1640培养液及G418购自Gibco BRL； MTT购自上

海生工公司；人VEGF ELISA试剂盒购自深圳晶美生物工程公司；Annexin-Ⅴ-Flous试剂盒购自Boehringer 

Mannheim。 

    1.2  方法 

    1.2.1  脂质体介导VEGF
165

 cDNA转染及克隆筛选 

    将2×106个处于对数生长期的HL-60细胞悬浮于0.8 ml 无血清RPMI-1640液中，3~5 μg质粒DNA与10 μl脂质体

lipofec tamine分别溶于100 μl同样培养液中；然后将两液混合，室温放置15 min以形成脂质体-DNA复合物。将此

混合物加入细胞悬液中，37 ℃、5% CO2条件下培养48 h后换为含有G418(400 μg/ml)的完全培养基，逐步降低G418

浓度至200 μg/ml维持，筛选出稳定克隆。转染了pcDNA3.1--neo/VEGF
165

 cDNA的命名为HL-60/VEGF
165

，转染

pcDNA3.1--neo空载体的命名为HL-60/neo。 

    1.2.2  PCR、RT-PCR及ELISA鉴定转染克隆  RT-PCR及PCR所用试剂及方法参照文献[4]。取处于对数生长期转染

克隆细胞，按3×104/ml细胞浓度培养3 d，用ELISA方法[4]测定培养液上清中VEGF蛋白浓度。 

    1.2.3  转染克隆细胞增殖能力检测实验 

    1.2.3.1  MTT法测定细胞生长曲线  取处于对数生长期HL-60/VEGF
165

及HL-60/neo细胞，调整细胞浓度为1×

105/ml，96孔板中每孔加入100 μl(即1×104个细胞)，分别于培养0、24、48和72 h后每孔加入20 μl MTT液(5 

mg/ml)；继续培养4 h后，加入含有0.01% HCl 的10%SDS溶解细胞，弃上清。上酶标仪在570 nm波长处测定每孔的D

(λ)，每个时间段测定20孔求平均值。以时间为横轴，以D(λ)值为纵轴绘制生长曲线。 

    1.2.3.2  集落形成试验  培养体系含0.7%甲基纤维素、10%FCS和10%混合脐带血浆。按每皿500个细胞接种，每

组设3个平行样本。37 ℃、5% CO
2
和饱和湿度条件下培养12 d，倒置显微镜下计数细胞集落(细胞数≥50个为集落)，

计算集落形成率。集落形成率=(集落数/500)×100% 

    1.2.4  转染克隆细胞凋亡  细胞接种密度1×105/ml，于培养第3天收集细胞。用预冷的PBS洗涤2次后，弃去上

清；用Binding buffer重悬细胞，调整细胞密度至(2~5)×105/ml。取195 μl细胞悬液加入5 μl AnnexinⅤ，混匀后

于暗室孵育10 min；再次洗涤细胞，弃去上清，用190 μl 1×Binding buffer重悬细胞后，加入10 μl PI(20 μ
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g/ml)。流式细胞仪检测。 

    1.2.5  统计方法  应用SPSS 8.0统计软件，均数比较采用独立样本t检验。 

    

2  结果 

    2.1  转染细胞的鉴定及其VEGF蛋白的表达 

    PCR扩增出HL-60/VEGF
165

细胞转染的VEGF
165

 cDNA扩增条带，而对照组HL-60/neo细胞未见扩增条带(图1)。RT-

PCR结果(图 2)中可见HL-60/VEGF
165

的VEGF mRNA表达量比HL-60/neo明显增加，证实VEGF
165

 cDNA已成功转入HL-60

细胞中。转染细胞以3×104/ml接种浓度培养3 d，ELISA法检测HL-60/VEGF
165

、HL-60/neo细胞培养上清中VEGF蛋白

浓度分别为(399.07±12.45)和(184.45±10.53) ng/L(n=5，P<0.01)，说明HL-60/VEGF
165

细胞VEGF蛋白的表达量

比HL-60/neo细胞显著增高。 

    图1   PCR鉴定HL-60转染克隆 
    Fig.1  Identification of VEGF

165
 cDNA in HL-60 cells by PCR 

    M: DNA marker; Lanes 1, 2, 3: HL-60/VEGF
165

; Lane 4: HL-60/neo 

    图2  转染细胞VEGF mRNA表达 
    Fig.2  VEGF mRNA expression of the transfected cells

    M: DNA marker; Lanes 1, 2: HL-60/VEGF
165

; Lanes 3, 4: HL-60/neo 

    2.2  集落形成实验 



    HL-60/VEGF
165

、HL-60/neo集落数分别为(157.00 ±17.00)/500细胞和(110.00±12.90)/500细胞(n=3， 

P<0.05)。集落形成率分别为(31.40±3.40)%和(22.07±2.60)%(图3)。 

    图3  转染细胞集落培养 (原放大倍数：×10) 
    Fig.3  Colony forming assay of the tansfected cells (Original magnification: ×10) 

    A: HL-60/VEGF
165

; B: HL-60/neo 

    2.3  转染细胞的生长曲线 

    细胞生长曲线(图4)显示，HL-60/VEGF
165

细胞增殖速度明显快于对照组HL-60/neo细胞 (n=20，P<0.01)。 

    图4  转染细胞增殖曲线 
    Fig.4  Proliferation curves of transfected cells

    2.4  流式细胞仪测定转染细胞的凋亡(Annexin Ⅴ及PI双标法)(图5) 



    图5  转染细胞凋亡率 
    Fig.5  Percentage of apoptotic cells in the transfected cells

    HL-60/VEGF
165

、HL-60/neo细胞接种密度1×105/ml，于培养第3天收集细胞，测得凋亡率分别为(3.18±0.33)%

和(6.61±0.50)%(n=3)。 

    

3  讨论 

    人类VEGF基因定位于染色体6p21.3[5]，其中编码VEGF的基因长约14 kb，由8个外显子和7个内含子交替组成。

由于不同的剪切方式形成4种同型异构体：VEGF
165

、VEGF
121

、VEGF
189

和VEGF
206

[6][7]。在人体多数组织以表达

VEGF
165

和VEGF121为主，尤其是VEGF
165

，它是一种典型的外分泌蛋白。VEGF是新生血管形成的主要调控者之一，它通

过与血管内皮细胞上高亲和力的受体相结合而发挥作用，在体内是一种内皮细胞特异性的促分裂原和血管生长因子。

VEGF
165

和VEGF121不仅是内皮细胞特异性丝裂原，而且促进血管通透性的增加，VEGF
189

和VEGF
206

则只促进血管通透性

增加。现在大量的研究已证实，多种实体肿瘤组织均有VEGF高表达，在实体肿瘤的生长和转移中起重要作用[8]。与实

体肿瘤相似，白血病患者骨髓中VEGF过度表达，大量微血管新生，并刺激内皮细胞分泌的多种细胞因子，如粒细胞集

落刺激因子、白细胞介素-6和白细胞介素-10等影响白血病细胞增殖，通过旁分泌方式促进造血系统肿瘤生长[9]。有

学者研究发现，正常人造血祖细胞及白血病细胞能分泌VEGF，且部分细胞株高表达VEGF的受体FLT-1，提示VEGF不仅

通过刺激血管内皮细胞的生长为血液系统肿瘤生长提供必要的物质，可能还存在自分泌作用[10][11]。Ratajczak等

[12]在证实这种自分泌作用的同时，观察到VEGF能促进白血病HEL细胞增殖、CML及AML患者白血病细胞集落的形成，

推测在一定程度上VEGF可能刺激白血病细胞增殖。我们利用脂质体转染技术将VEGF
165

 cDNA转染入HL-60细胞株，通过

RT-PCR及ELISA方法鉴定转染的HL-60细胞高表达VEGF mRNA及蛋白产物，所得结果不仅提示已经成功地将VEGF
165

 

cDNA转染入HL-60细胞株，同时还证明转入VEGF
165

 cDNA使VEGF的表达明显增高。MTT试验和集落形成试验发现，转染

VEGF
165

 cDNA后的HL-60细胞增殖和集落形成的活力明显增加。流式细胞仪检测显示转染后的细胞凋亡明显减少。这些

结果证明，高表达VEGF
165

能促进白血病细胞增殖和集落的形成，抑制白血病细胞凋亡。因此我们认为，VEGF作为肿瘤

血管新生的关键因子之一，不仅通过刺激血管内皮细胞的生长而促进造血系统肿瘤的生长，而且可能在一定程度上赋

予白血病细胞恶性增殖的能力及抗细胞凋亡的能力。 

    有关VEGF促进白血病细胞增殖及抗凋亡的机制，Katoh[13]、Dias[14]认为 VEGF可以诱导白血病细胞和内皮细

胞Bcl-2的高表达，从而抑制细胞凋亡。Kuramoto[15]发现锌指结构基因ZK7与VEGF抑制白血病细胞凋亡的作用有关。

而我们的实验也证实自分泌VEGF影响细胞的凋亡。是否由于细胞凋亡的减少而造成白血病细胞的大量堆积，从而在MTT



及细胞集落形成实验中表现出白血病细胞增殖和集落形成的增加尚需进一步深入研究。 
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