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【摘* 要】目的：研究聚四氟乙烯（S/Q2）血管材料携载血管

内皮生长因子（P2EQ）基因并促进内皮细胞生长的可行性.
方法：将 CJBT#7P2EQ!$! Z CJBT 质粒溶液处理过的 S/Q2 人工

血管修剪成圆片，置于生理盐水中并于 ". +，!，$，(，,，!’，

$(，(, 和 %$ 7 测定溶液的吸光度，计算出溶液的 BV- 浓度，

绘出体外释放曲线. 分离和培养人脐静脉内皮细胞，将内皮

细胞种植到携带基因质粒的 S/Q2 材料表面，在 ’，$(，%$ 和

!$" 7 检测细胞增殖情况并用 2WTF- 法检测培养液中 P2EQ
蛋白的表达量. 结果：体外释放曲线提示在 ". + [ ( 7 的这段

时间内，质粒释放较快，随后进入缓慢增长期，直至 %$ 7 仍有

质粒的释放. 在 $(，%$ 和 !$" 7 时间点，P2EQ 质粒组 S/Q2
材料上的内皮细胞数和增长倍率都明显高于空质粒组材料

（9 Y ". "+），在 ’，$(，%$ 和 !$" 7 时间点，P2EQ 质粒组培养

液的 P2EQ 蛋白水平和增长倍率也明显高于空质粒组（9 Y
". "!）. 结论：证实了 S/Q2 材料携带 P2EQ 基因转染内皮细

胞并具有促进其生长的可能性.
【关键词】聚四氟乙烯；血管内皮生长因子类；人工血管；基

因；内皮，血管 Z 细胞学
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IJ 引言

聚四氟乙烯（C=1A<0<D4?1G=D=0<7A1080，S/Q2）作为

良好的人工血管材料而广泛应用于临床，但如何促进

移植血管表面内皮细胞的生长而提高通畅率还是一

个有待研究的课题. 近年来利用基因治疗血管性疾

病已经取得了一定的疗效，并开始运用基因来改造人

工血管以期获得促进内皮生长的效果. 在众多已发

现的诱 导 血 管 生 长 的 因 子 中，血 管 内 皮 生 长 因 子

（N4>6G14D 08H=<701541 @D=O<7 ?46<=D，P2EQ）被认为是

诱导血管内皮细胞生长作用最强、特异性最高的一种

生长因子［! ] $］. 我们利用 S/Q2 自身多孔的特性来携

带 P2EQ 基因，并将血管内皮细胞种植到其表面，期

望 P2EQ 基因能够转染内皮细胞并促进其生长. 本

实验 就 是 基 于 上 述 设 想，探 讨 了 S/Q2 材 料 携 带

P2EQ 基因并转染内皮细胞的可能性.

KJ 材料和方法

K. KJ 材料J S/Q2 人工血管，美国 ^4DH 公司产品；高

效真 核 表 达 质 粒 CJBT#7P2EQ!$! 包 含 编 码 人 类

P2EQ!$! 的 6BV- 全长序列，由北京大学人类疾病

基因中心惠赠；血管内皮细胞特异性培养基 KJB^，
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胎牛血清，胰酶，!"谷氨酰胺均为美国 #$%&’ 公司产

品；各种细胞培养板为美国 ()*&’+ 公司产品；内皮细

胞生长因子（ ,+-’./,*$)* &,** 01’2./ 3)&.’1，45#(）和

64#("4!789 试剂盒为美国 :;< 公司产品；内皮细

胞来源于人脐静脉，本实验采用 = > ? 代细胞作为研

究对象@
!@ "# 方法

=@ A@ =B CD(4 人工血管携载 E5<7"/64#(=A= B 将 E5"
<7"/64#(=A=水溶液（= F0 G F!）与等体积的纤维连接

蛋白溶液（= F0 G F!）等体积混合，将混合溶液注入一

条 CD(4 人工血管，血管钳封闭人工血管两端，挤压

人工血管，直至外壁有溶液渗出，使质粒进入人工血

管壁孔隙，在超净台内自然晾干，并将其裁剪成直径

为 H@ I FF 的圆片@ 另一条人工血管用相同浓度的

E5<7 和纤维连接蛋白溶液同法处理@
=@ A@ AB CD(4 人工血管携载基因后体外释放浓度测

定B 将分别经过 E5<7"/64#(=A= 质粒溶液和 E5<7 质

粒溶液处理后的 CD(4 圆片各 I 个分别浸入 = F! 的

生理盐水中，置于 ?J K恒温室的摇床上@ 在 L@ I，=，

A，M，N，=H，AM，MN 和 JA / 分别取出 A !! 溶液在分

光光度仪下 AHL +F 波长处测其吸光度 ! 值，换算成

溶液 <O9 浓度，计算平均值，并绘制出 CD(4 人工血

管携载 E5<7"/64#(=A= G E5<7 后的体外释放曲线@
=@ A@ ? B 内皮细胞在携载 E5<7"/64#(=A= 的 CD(4 人

工血管材料上的生长

=@ A@ ?@ =B 人脐静脉内皮细胞的分离和培养B 在无菌

条件下取新生儿脐带，剪去钳痕和凝血块阻塞部分，

找到脐静脉@ 一端插上带有胶管的玻璃管结扎固定，

经胶管接注射器，用生理盐水灌洗@ 待脐静脉内的残

血除净后，用 ?JK CP8（EQ J@ H）冲洗 A 次，将另一端

用铁夹夹闭，向脐静脉内灌注 A@ I 0 G ! 胰蛋白酶 N >
=L F!，夹闭胶管放入已灭菌的大平皿中，在 ?JK 培

养箱中孵育 =I F$+，其间可翻动脐带使胰蛋白酶能与

脐静脉内皮细胞充分接触@ 取出脐带后，把消化液收

集于无菌烧杯中，加入 A F! 胎牛血清以终止酶反应@
再用 CP8 冲洗脐静脉管腔@ 将收集液以 =ILL 1 G F$+ 离

心 =I F$+，弃上清，加 R5<P 全培养液（含 ALL F! G !
胎牛血清，AL F0 G ! 45#(，肝素 =LL F0 G !，青霉素 =LL
S G F!，链霉素 =LL F0 G !，!"谷氨酰胺 A FF’* G !），用吸

管轻轻吹打均匀，按 = T =LH 个细胞接种于培养瓶，置

于 IL F! G ! 5UA 培养箱中，?J K静止培养@ N / 后第

= 次换培养液，以除去未贴壁的细胞@ 以后每隔 A -
换液 = 次@ 传代培养用传统贴壁细胞胰蛋白酶 4<D9
消化法@
=@ A@ ?@ AB 分组和处理B 将上述处理的 CD(4 材料圆

片固定于 VH 孔板的孔底上，携载有 E5<7"/64#(=A=的

为 64#( 质粒组，携载有 E5<7 的为空质粒组，并以没

有铺垫 CD(4 材料的孔为空白组，以每孔 A@ I T =LM

&,**W G ALL !! 培养液的密度将内皮细胞种植到 CD(4
材料上和空白孔内@ H / 后第 = 次换液去除未贴壁细

胞，以后每 A - 换液，实验所用的 R5<P 培养液中不

含 45#(@
=@ A@ ?@ ?B 不同时间点细胞记数B 分别以细胞种植后

H，AM，JA 和 =AL / 为时间点，在用 CP8 冲洗后用胰

酶将各孔内的细胞消化后分别记数，并以 H / 的细胞

数作为内皮细胞在各材料上种植后的粘附率，每个时

间点每组均有 I 个样本@
=@ A@ ?@ MB 4!789 法测定 64#( 蛋白的表达水平B 将

上述时间点样本的上清培养液 ALL !! 加入 64#("
4!789 检测试剂盒的测试孔内，按试剂盒要求操作，

在 MIL +F 波长处测定吸光度 ! 值，按标准曲线测得

64#( 的浓度@
统计学处理：所的数据均以 " # $ 表示，并采用

8C88 软件分析数据，图 = 基因浓度比较采用 % 检验，

图 A 各组各时间点细胞数目比较采用方差分析，表 =
各组 的 64#( 浓 度 采 用 非 参 数 X1YWZ)*"[)**$W &
检验@

"# 结果

"$ !# %&’( 人工血管携载基因质粒后的体外缓释#
根据 CD(4 人工血管材料携载基因质粒后体外释放

的溶 液 <O9 浓 度 绘 制 了 CD(4 材 料 携 载 E5<7"
/64#(=A= G E5<7 质粒后的体外缓释曲线（ 图 =），从中

可以看到，CD(4 材料携带的两种质粒在水溶液中的

释放速率基本相同，在各点的溶液 <O9 浓度无显著

性差异（’ \ L@ LI），从 L@ I / 到 M / 的这段时间内质

粒释放较快，随后进入缓慢增长期，直至 JA / 仍有释

放，但释放速率明显减慢@

图 =B CD(4 材料携载 E5<7"/64#(=A= G E5<7 质粒后的体外缓

释曲线

"@ "# 细胞粘附和增殖# 各组别在不同时间点的细胞
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数如图 ! 所示" # $ 内皮细胞在 %&’( 质粒组和空质

粒组材料上的粘附率无显著性差异（)" * + )" , !"
)" * +)" ,，# - )" ).），两者均显著低于空白组的粘附

率（)" / + )" ,，# 0 )" ),）" 在 !*，1! 和 ,!) $，%&’(
质粒组上的内皮细胞数则明显高于空质粒组材料

（# 0 )" ).），两者的细胞数均小于相应时间点的空白

组（# 0 )" ),）" %&’( 质粒组内皮细胞的增殖速率

,!) $ 为 # $ 的（1" # + )" /）倍，明显高于空白组的

（*" # + )" *）倍和空质粒组的（!" . + )" ,）倍（# 0
)" ),）"

2# 0 )" ). !" 空质粒组；3# 0 )" ), !" %&’( 质粒组和空质粒组"

图 !4 各组在不同时间点的细胞数

!" #$ %&’( 蛋白水平$ &5678 法测定的各组别细胞

培养上清中的 %&’( 蛋白在不同时间点的浓度如表

, 所示，%&’( 质粒组的 %&’( 蛋白水平明显高于空

质粒组和空白组（# 0 )" ),），空质粒组和空白组的

%&’( 蛋白水平没有差异（# - )" ).）" 在 %&’( 质粒

组，随着培养时间的延长，%&’( 基因不断转染内皮

细胞并表达 %&’(，在 ,!) $ %&’( 蛋白的水平明显

高于 # $"

表 ,4 各组细胞培养上清中 %&’( 蛋白不同时间点的浓度

（ $ % .，9: ; <5，& ’ "）

组别
( ; $

# !* 1! ,!)

空白 ,)" 1 + )" 1 ,," , + )" / ,," * + ," , ,)" = + )" 1

%&’( 质粒 !>" * + ," .3 ,/," = + ,1" .3 >)>" ! + ,>" ,3 .>/" ! + ,#" =3

空质粒 ,," 1 + ," > ,," . + ," ! ,!" . + ," ! ,," > + ," !

2# 0)" ), !" 空质粒和空白"

#$ 讨论

随着对血管内皮细胞研究的深入，研究人员发现

完整的内皮细胞层是维持血管表面不产生血栓的重

要因素［>］" ,/1= 年 ?@AABC: 等首先开始了人工血管

内皮细胞的种植研究，但 !) 余年来该方法在临床上

用于改善人工血管通畅率的结果并不一致［*］" 我们

利用 DE(& 材料的多孔特性，在外力挤压下使溶液中

%&’( 基因质粒进入人工血管壁孔隙之中，并使用纤

维连接蛋白和基因质粒的混合溶液，有助于质粒在

DE(& 材料表面的粘附和缓慢释放［.］" 通过 DE(& 携

载基因的体外释放过程可以看到初期由于粘附在血

管材料外表面的基因快速溶解导致释放速度较快，从

* $ 后基因释放变缓，此时藏匿于 DE(& 孔隙中的基

因质粒开始缓慢地释放并持续到 1! $ 以上"
由于 DE(& 材料的疏水特性，内皮细胞在其表面

的生长是比较缓慢的" 我们的实验结果显示，DE(&
材料携带的 %&’( 质粒已经成功转染入内皮细胞并

且实现了 %&’( 蛋白的表达，而分泌出来的 %&’( 蛋

白反过来又促进了内皮细胞的快速增殖" 可能的原

因：! DE(& 材料与内皮细胞紧密接触，为藏匿其中

的质粒转染内皮细胞提供了空间上的便利［#］；" 纤

维连接蛋白和基因质粒的混合提高了质粒与组织细

胞的相容性，通过细胞表面的某些粘附分子受体（ 如

整合素 #$%>）与纤维连接蛋白作用后的内吞效应介

导了基因质粒的协同入胞［1］"
本实验 初 步 证 明 了 DE(& 血 管 材 料 可 以 携 载

%&’( 基因质粒，而且在血管内皮细胞种植到其表面

后，%&’( 基因能够转染内皮细胞并促进其生长，为

进一步研究携载 %&’( 基因的 DE(& 人工血管移植

后是否可促进内皮生长奠定了初步的实验基础"
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