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视网膜特异性表达人血管内皮生长因子 

基因载体的构建 

吕秀兰 吕林 李永浩 张静琳 李石毅 

· 实 验 研 究 · 

【摘要】 目的 构建在视网膜组织特异性表达的人血管内皮生长因子(VEGF)。 基因。 方法 用聚 

合酶链反应(PcR)方法从 BLAB／c鼠全基因组扩增能在视网膜组织特异性表达的 rho启动子，经限制性 

内切酶纯化后克隆于质粒 pcDNA 一VEGF 中，建立重组质粒 pcDNA 一rho—VEGF 通过限制性 内 

切酶酶切分析及 PCR鉴定筛选出正确重组质粒 pcDNA 一rho—VEGF ，由jetPEI介导转染人视网膜色 

素上皮细胞和人脐静脉内皮细胞，并通过免疫组织化学染色以及绘制细胞生长曲线检测在人视网膜色素 

上皮细胞和人脐静脉 内皮细胞 中 VEGF蛋白的表达。 结果 在人视网膜色素上皮细胞 中，重组质粒 

pcDNA 一rho—VEGF。ss比质粒 pcDNA 一VEGF 的 VEGF蛋白表达强，在人脐静脉内皮细胞 ，两者的 

表达量无明显差别。 结论 载体 pcDNA 一rho—VEGF 的构建为进一步研究 VEGF在视网膜新生血 

管形成中的致病机理提供基础材料，并为进一步建立视网膜特异性表达 VEGF转基因鼠模型建立了基础。 

【关键词】 血管生长因子； 血管，内皮； 聚合酶链反应； DNA，重组； 小鼠，转基因； 
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[Abstract】 Objective To construct specifically expressed vascular endothelial growth factor 

(VEGF)165 gene in retina． M ethods Rho promoter，specifically expressed in retina，was amplified by 

polymerase chain reaction(PCR)from the genomic DNA of a BLAB／C rat．then it was cut with restriction 

enzymes and cloned into the plasmld pcDNA。 一VEGFl6s tO form recombinant plasmid pcDNA。 一rho— 

VEGF1 6s．The correct recombinant plasmid pcDNA。 一rho—VEGF】6s was identified by restriction enz} rues 

and PCR，and was transferred by jetPEI into cultured human navel vein endothelial cells and human retinal 

pigment epithelial(RPE)cells．The expression of VEGF protein in human navel vein endothelial and RPE 

cells was detected by immunocytochemical staining and protraction of the growth curve of the cells． 

Results In human RPE cells． the expression of VEGF protein was more in recombinant plasmid 

pcDNA。 一rho-VEGFl 6s than that in plasmid pcDNA。 一VEGF1 65；in human navel vein endothelial cells， 

no obvious difference of the expression of VEGF protein between recombinant plasmid pcDNA。H —rho— 

VEGFl 6s and plasmid pcDNA。 —VEGFl65 was found． Conclusions The constrUCtion of DcDNA。1十一 

rho—VEGFl6s carrier may provide the basic material for the study of the nosogenesis of VEGF in retinal 

neovascularization，and establish the foundation tO set up the model of transgenic mice with VEGF specific 

expressing in retina． 

[Key wordsl Growth substances； Endothelium，vasCUlar； Polymerase chain reaction： 

DNA ，recombinant； Mice，transgenic： Diabetic retinopathy 

随着人类生活水平的提高及饮食结构的变化，糖 

尿病视网膜病变已成为四大致盲眼病之一。其病理过 

程主要是微循环障碍，视网膜组织缺血缺氧，最终形成 

视网膜新生血管。已有大量研究表明，其新生血管的形 

成与血管内皮生长因子(VEGF)关系密切Ⅲ。我们通 
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过构建视网膜特异性表达 VEGF的真核表达载体，为 

进一步研究 VEGF与糖尿病视网膜病变的关系以及 

建立视网膜特异性 VEGF转基因鼠奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

质粒 pcDNA。· 一VEGF 由课题组人员先期构 
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建，由本校生物化学教研室保存。宿主菌 E．coli JM一 

109(美国Promega公司)由本实验室保存。D407细胞 

(人视网膜色素上皮细胞)由哥伦比亚 University of 

South Carolina Medical School Dr． Hunt惠 赠 ， 

ECV304细胞(人脐静脉内皮细胞)由本校动物中心细 

胞库提供。 

限制性内切酶 EcoR1、BamH I、HindⅢ、Nhe I 

(美国 NEB公司)，质粒 DNA提取试剂盒、聚合酶链 

反应(PCR)纯化试剂盒和胶回收试剂盒(美国QIGEN 

公司)，Taq酶、T4DNA连接酶(日本 Takana公司)。 

RPMI一1640培 养基、改 良 Eagle培养基 (DMEM)、 

G418(美国Gibco公司)，胎牛血清(杭州四季青生物 

工程有限公司)，jetPEI转染试剂(德国默克公司)。鼠 

抗人 VEGF单克隆抗体(标准抗体生产公司)。免疫组 

织化学试剂盒(ABC法)(武汉博士德公司)。 

PCR引物：根据 Genebank报告(Ana Boulanger， 

2001，AF432266)，视网膜色素上皮(RPE)65基因全 

序列设计引物l2]，扩增其上游一655～+52片断，上游 

引物 5 AATGCTAGCGCAATGGTGAAGACAGT— 

G3 ，下游引物 5 GCCAAGCTTCTTCCAGTGAAG— 

AAYAGAG3 。上游引物包含基因的起始密码和NheI 

酶切位点，下游引物包含终止密码和 HindⅢ酶切位 

点。引物由上海博亚公司合成。 

1．2 方法 

rho启动子基因的扩增、回收、酶切及纯化：提取 

BLAB／c鼠基因组，以其为模板行 PCR扩增出rho启 

动子基因，反应条件为 96 C预变性 8 min，94 C45 S、 

56 C45 S、72 C 60 S循环 28次，72 C延伸 7 min。扩增 

产物电泳鉴定后用PCR产物回收试剂盒回收，然后经 

HindⅢ和 Nhe I限制性内切酶酶切该产物，纯化后备 

用，操作程序参照试剂盒说明书。 

pcDNA 一rho—VEGFl65重组质粒的构建：提取 

质粒 pcDNA。· —VEGF ，以 HindⅢ和 Nhe I双酶酶 

切，纯化后与同样限制性内切酶酶切纯化过的rho启 

动子基因按 1：3比例混合，在 T4DNA连接酶作用下 

22 C连接 9 h，然后转化宿主菌E．coli JM一109，铺于含 

有 5O mg／ml氨苄青霉素的 LB平皿上，37 C培养过 

夜。挑取单克隆，氨苄青霉素(5O mg／m1)阳性液体培 

养基 37 C，18O r／min摇 床中培养 过夜，提取质粒 

DNA，通过限制性内切酶酶切分析及 PCR鉴定筛选 

出阳性克隆，称之为 pcDNA —rho—VEGF 。大量提 

取质粒 pcDNA。‘ —rho—VEGF ，纯化后备用。 

阳离子聚合物转染(jetPEI)介导的 pcDNA H～ 

rho—VEGF 转染 D407细胞、EcV304细胞及细胞筛 

】O7 

选：在 6孔板中，用含 15 小牛血清的 RPMI一1640、 

DMEM 培 养 液，37 C下 5％CO 培 养 箱 内 培 养 

ECV304细胞，D407细胞，使细胞达 50 ～80 9／6融合， 

待转染用。在 0．5 ml EP管内准备下列溶液，A溶液： 

3 g质粒DNA溶于 50 1 15O mmol／L NaC1中；B溶 

液 ：6 1 jetPEI稀释于 50 1 15O mmol／L NaC1溶液 

中。将B溶液加人 A溶液中，混匀后室温放置 30 rain， 

加全培养基，37C下 5 CO。培养箱内培养 24 h，弃去 

转染液，加培养基继续培养；48 h后，将 D407细胞的 

培养 液更 换 为含 0．8 G418和 15 小 牛血 清 的 

DMEM，进行选择培养；7 d后将培养液中G418浓度 

更换为 0．2 ，维持筛选 1个月。将 ECV304细胞的培 

养液更换为含 0．7％G418和 15 小牛血清的 RPMI一 

1640，进行选择培养；7 d后将培养液中G418浓度换 

为 0．2 ，维持筛选 1个月。 

PCR检测 D407细胞，ECV304细胞 rho启动子 

基因和 VEGF基因：收集 1×10 个转染后的细胞，提 

取细胞基 因组 DNA，以基因组 DNA 为模板行 PCR 

扩增，引物同上，反应条件为 96 预变性 8 min，94 C 

45 S、56 C45 S、72 C 6O S循环 32次，72 C延伸 7 rain。 

免疫细胞化学(ICC)分析 VEGF基因在 D407细 

胞、ECV304细胞 中的蛋 白表达：ABC免疫组织化学 

操作程序按试剂盒说明书进行，一抗为即用型抗体。 

细胞生长曲线绘制：分别消化一定数量的 PCR扩 

增阳性的细胞与未转染细胞，制成细胞悬液，以每孔 

2×10j个接种于 24孔板中，加培养液致 1 ml／~L，每隔 

24 h记数 3孔细胞数，计算平均值，共记数 8 d，绘制 

细胞生长曲线。 

2 结果 

2．1 rho启动子基因的克隆 

PCR扩增得到长度为 714碱基对(bp)的特异性 

产物带，序列测定结果与 Genebank报告的 RPE65基 

因启动子序列完全一致l2]。 

2．2 pcDNA 一rho—VEGF 重组质粒的鉴定结果 

载体质粒 pcDNA H大小为 5 400 bp，连接 rho— 

VEGF 片段的重组质粒 pcDNA rho—VEGF 约 

6 700 bp。重组质粒 pcDNA 一rho—VEGF 经 Hind 

Ⅲ和Nhe I双酶酶切后得到约 714 bp和6 000 bp 2条 

带(图1)。PCR扩增后，以pcDNA 一rho—VEGF 为 

模板的反应体系得到长度为 714 bp的扩增条带，以质 

粒 pcDNA3．1为模板和空白对照无该扩增条带。 

2．3 D407细胞和 ECV3O4细胞内 rho—VEGF基因 

检测结果 
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