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摘要 目的 探索低氧诱导因子-1α( HIF-1α) 基因诱导牙

髓干细胞( DPSCs) 在体外的成血管作用。方法 对 HIF-1α
进行基因突变，构建突变型、野生型以及对照组的慢病毒载

体; 体外培养 DPSCs; 分别用 3 种慢病毒转染 DPSCs 后，检测

细胞转染效率、目的基因 HIF-1α 在 mＲNA 及蛋白水平的表

达，MTT 法检测慢病毒载体对细胞增殖的影响; 目的基因转

染成功后，qPCＲ、Western blot 法检测 HIF-1α 调控 DPSCs 成

血管因子的表达。结果 MTT 结果表明慢病毒载体对 DP-
SCs 的增殖几乎无影响。qPCＲ 和 Western blot 法检测目的

基因 HIF-1α 成功表达，HIF-1α 能够显著上调 DPSCs 的成血

管因子的表达 ( P ＜ 0. 05) 。突变组和野生组的成血管作用

明显强于对照组 ( P ＜ 0. 05 ) ，而突变组又优于野生组 ( P ＜
0. 05) 。结论 HIF-1α 基因可以促进 DPSCs 血管向分化作

用。
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牙髓干细胞( dental pulp stem cells，DPSCs) 有很

强的增殖能力和多向分化的潜能，随着基因工程和

组织工程技术的发展，DPSCs 越来越多地被用作修

复受损组织或器官的转基因靶细胞［1］。低氧诱导

因子-1α ( hypoxia inducible factor -1α，HIF-1α ) 是

HIF-1 的活性单位，调控数百种基因的转录活性，涉

及骨髓源性血管细胞生成、血管反应、动脉血管形成

等［2］。HIF-1α 蛋白稳定性和转录活性均受细胞内

氧浓度的调节［3］，为了使其在常氧状态下实现稳定

表达并且能够保持高度活性，对 HIF-1α 基因进行抗

降解突变和保持活性突变［4］。研究［5］表明血管内

皮 生 长 因 子 ( vascular endothelial growth factor，
VEGF) 可 以 显 著 增 强 DPSCs 成 血 管 的 活 性，而

HIF-1α 作为 VEGF 的上游靶基因，其在诱导 DPSCs
成血管作用方面具有更大的优势。骨修复和再生

中，血管与骨形成是相辅相成不可分开的，HIF-1α
是此生物学过程中必需的关键性因子［6］。该研究

拟运用基因增强组织工程技术，将 HIF-1α 基因稳定

转染至 DPSCs 中，探索 HIF-1α 在体外的成血管作

用。

1 材料与方法

1． 1 材料 DMEM 培养基( 美国 Gibco 公司) ; 胎牛

血清 ( FBS) ( 美国 Hyclone 公司) ; HIF-1α、成血管

抗体( 英国 Abcam 公司) ; qPCＲ 试剂盒 ( 日本 TaKa-
Ｒa 公司) ; PVDF 膜 ( 美国 Invitrogen 公司) ; 细胞裂

解液等。
1． 2 方法

1． 2． 1 慢病毒载体 Lenti-MT、Lenti-WT 及 Lenti-
LacZ 的构建 首先将野生型的 HIF-1α 基因 ( wild
type HIF-1α，WT ) 进行基因突变为突变型 HIF-1α
( mutant type HIF-1α，MT) : 402 位脯氨酸( Pro 402 )

突变成 丙 氨 酸 ( Ala 402 ) ，803 位 天 冬 酰 胺 ( Asn
803) 突变成丙氨酸 ( Ala 803 ) ，564 位脯氨酸 ( Pro
564) 突变成丙氨酸( Ala 564) 。然后分别合成过表

达载体 pcDNA6. 2-WT 及 pcDNA6. 2-MT，通过 BP /
LＲ 重组后，构建慢病毒载体 Lenti-WT、Lenti-MT 和

Lenti-LacZ。最后病毒包装后进行滴度测定。
1． 2． 2 DPSCs 的培养和分离 临床收集年轻因正

畸需要拔除的健康前磨牙或阻生齿，无菌条件下劈

开牙齿取出牙髓，剪碎。先在培养皿中滴入 1 滴培

养液，用消毒过的镊子将剪碎的组织放入培养液中，

铺平勿重叠。用无菌凡士林涂于盖玻片四角，将盖

玻片轻轻盖在组织上，使其贴壁生长，切勿产生气

泡。最后加入适量培养液于恒温培养箱中培养，1
周后有细胞爬出，待细胞长满状态良好进行传代。
1． 2． 3 HIF-1α 基 因 转 染 DPSCs 最 佳 感 染 复 数

( multiplicity of infection，MOI) 值的测定 DPSCs 培

养至第 3 代，按 2 × 105 /孔将细胞接种于 6 孔板中，

设定 MOI 值分别为 2、4、6、8、10，将病毒转入细胞

中。转病毒后每天观察各孔中的荧光表达情况，选

择荧光细胞达到一定比例的最低 MOI 值作为最佳

的 MOI 值。
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1． 2． 4 MTT 比色分析慢病毒对 DPSCs 细胞增殖水

平的影响 将 DPSCs 铺入 96 孔板中，第 2 天弃去培

养液和未贴壁的细胞，每个基因分 5 组，每组设 6
孔，转病毒 Lenti-LacZ、Lenti-WT 及 Lenti-MT，常规

培养。连续 7 d 每天先向各孔中加入 5 mg /ml 的

MTT 各 20 L，培养箱培养 4 h 后，再分别每孔加入

150 μl 的 DMSO 并置于摇床上缓慢震荡 30 min 使

结晶物充分溶解。最后用酶标仪测定各孔 490 nm
处的吸光度值。实验重复 3 次，取均值。
1． 2． 5 qPCＲ 法测定目的基因 HIF-1α 以及成血管

相关因子( VEGF、SDF-1、Ang-2) 的 mＲNA 的表达

选择状态良好、处于对数生长期的 DPSCs 细胞进行

铺板。首先用 0. 25% 胰酶消化后 1 000 r /min 离心

5 min，用完全培养基将细胞沉淀重悬获得单细胞悬

液，细胞计数，按照每孔 2 × 105 个细胞传于 6 孔板

中。待细胞生长至 60% ～70% 融合度时，按照之前

测定的最佳 MOI 值加入相应 体 积 的 慢 病 毒 转 染

DPSCs 细胞，实验分组为 Lenti-LacZ /DPSCs、Lenti-
WT / DPSCs、Lenti-MT / DPSCs。分别于转染后 0、1、
4、7、14 及 21 d 收集细胞。TＲIzol 法提取细胞总

ＲNA，核酸蛋白测定仪测定 DNA 浓度及纯度，ＲNA
纯度为 260 /280 1. 7 ～ 1. 9，按照 Invitrogen 试剂说明

书反转录 cDNA 置 － 20 ℃保存备用。最后按 qPCＲ
仪设定的 PCＲ 扩增体系进行 PCＲ 扩增，系统自带

软件显示各样本 Ct 值，将标本检测所得的 Ct 值与

相应的 β-actin 基因 Ct 值相减，进行标准化，校正标

本 ＲNA 质量和反转录效率的差别，实验重复进行 3
次。 ΔCt = CtHIF-1α － Ctβ-actin。 ΔΔCt 定 义 为

ΔCt不同处理组 － ΔCt未转染组，计算 2 － ΔΔCt进行相对定量。
1． 2． 6 Western blot 法检测 HIF-1α 蛋白以及成血

管相关蛋白( VEGF、SDF-1、Ang-2) 的表达 实验分

组同 qPCＲ，分别于病毒转染后 0、1、4、7、14 及 21 d
收集细胞。加入 2 μl 蛋白酶抑制剂及 200 μl 细胞

裂解液，置于冰袋上，摇床缓慢震荡 15 min，吹打收

集细胞中的蛋白。最后于 4 ℃、12 000 r /min 离心

10 min。BCA 法测定蛋白质浓度，确定电泳每孔上

样量为 30 μl。用 10%的 SDS-聚丙稀酰胺凝胶分离

胶，湿式电转移法将蛋白转移至 PVDF 膜。TBST 冲

洗 3 次，每次 10 min，用含 5% 脱脂奶粉的 TBST 溶

液附一抗，4 ℃过夜。第 2 天在室温下附二抗 2 h 后

TBST 洗涤 3 次。DAB 显色，暗室曝光、显影。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 t 检

验。

2 结果

2． 1 细胞转染效率检测 DPSCs 转染病毒 7 d 后，

病毒转染效果最好。倒置荧光显微镜观察 MOI = 10
pfu /cell 时，转染效率最高，达 90% 以上，DPSCs 保

持增殖状态。见图 1。

图 1 细胞转染结果 × 500

A: 未转染组; B: Lenti-LacZ 组; C: Lenti-WT 组; D: Lenti-MT 组

2． 2 慢病毒转染对 DPSCs 增殖的影响 在目的基

因转染 DPSCs 后 1 ～ 7 d 进行 MTT 检测，结果显示，

转基因组吸光度值高于 LacZ 组，MT 组大于 WT 组

( 图 2) 。这些结果也说明构建的突变型 HIF-1α 基

因在体外常氧条件下可以稳定过表达并保持高度活

性。另外，MTT 结果表明慢病毒载体对 DPSCs 的增

殖几乎没有什么影响，而且 HIF-1α 基因还有促进

DPSCs 增殖的作用。

图 2 慢病毒转染对 DPSCs 增殖的影响

2． 3 目的基因检测 实时定量 PCＲ 结果显示，

Lenti-MT 组目的基因转染 DPSCs 后，第 1 天 HIF-1α
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mＲNA 的表达开始增高，7 d 后达到高峰，14、21 d 虽

有降低但仍维持在很高水平。Lenti-MT 组的 HIF-
1α 表达与 Lenti-WT 组转染 1 d 后就出现差异，7 d
及 21 d mＲNA 的表达量，Lenti-MT 组几乎比 Lenti-
WT 组 高 出 1 倍 ( P ＜ 0. 05 ) ，Lenti-WT 组 HIF-1a
mＲNA 的表达缓慢增长后逐渐降低。Lenti-LacZ 组

虽然也有少量 HIF-1α 的表达，但其与目的基因组相

比，4、7、14、21 d 差异均有统计学意义( F = 6. 167，P
＜ 0. 05 ) 。蛋 白 水 平 的 表 达 趋 势 与 mＲNA 相 符，

LacZ 组几乎看不到 HIF-1α 蛋白的表达，而 Lenti-
MT 组蛋白表达水平不断升高，Lenti-WT 组则相对

稳定。见图 3。

图 3 目的基因检测

A: HIF-1α mＲNA 表达; B: HIF-1α 蛋白表达; 与 Lenti-MT 组比

较: * P ＜ 0. 05

2． 4 HIF-1α促进 DPSCs 成血管因子 mＲNA 表达

的检测 检测 3 个( VEGF、SDF-1、Ang-2 ) 与成血管

作用密切相关的基因。其中，VEGF 基因在第 4 天

Lenti-MT 组的表达量为 Lenti-LacZ 组的 2 ～ 3 倍( F
= 3. 329，P ＜ 0. 05) ( 图 4 A) 。SDF-1 基因第 4 天时

Lenti-MT 组为 Lenti-LacZ 组的 4 ～ 5 倍，第 7 天为 10
～ 15 倍 ( F = 6. 231，P ＜ 0. 05 ) ( 图 4 B) 。Ang-2 基

因第 7 天、第 14 天 Lenti-MT 组为 Lenti-LacZ 组的 20
～ 30 倍( F = 2. 457，P ＜ 0. 05) ( 图 4 C) 。此外，成血

管基因在 Lenti-MT 组的表达水平与 Lenti-WT 组比

较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。
2． 5 HIF-1α促进 DPSCs 成血管因子蛋白表达的

检测 基因转染后 0、1、4、7、14、21 d，收集细胞，

Western blot 法检测成血管相关蛋白的表达。在目

的基因转染后第 1 天，VEGF 和 SDF-1 蛋白表达增

高，其过表达持续到第 21 天。Lenti-WT 组和 Lenti-
MT 组的 VEGF 蛋白表达水平与 Lenti-LacZ 组比较

差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，VEGF 蛋白 Lenti-MT
组高于 Lenti-WT 组 ( P ＜ 0. 05 ) ，SDF-1 蛋白 Lenti-
MT 组与 Lenti-WT 组之间无显著差异。Ang-2 蛋白

在目的基因转染后第 4 天出现过表达，第 7 ～ 14 天

表达水平持续增高，与基因表达趋势几乎一致，Len-
ti-WT 组和 Lenti-MT 组显著高于 Lenti-LacZ 组( P ＜
0. 05) ，同时，Lenti-MT 组明显高于 Lenti-WT 组( P ＜
0. 05) 。见图 5。

3 讨论

近年来有关骨组织工程的研究越来越多，其与

同种异体骨和自体骨相比有很多的优点。当人体硬

组织由于外伤或肿瘤等原因缺损时，可选择组织工

程骨加以修复。但当组织工程骨的厚度超过 100 ～
200 μm，必须在骨中形成血管才能为细胞提供氧及

各种营养物质并且运输出代谢废物［7］。因此，骨组

织工程中种子细胞复合支架材料后，除了要有细胞

因子的诱导，还需要成功建立血运循环。

图 4 qPCＲ 分析目的基因转染 DPSCs 后在成血管相关基因的表达

A: VEGF; B: SDF-1; C: Ang-2; 与 Lenti-MT 组比较: * P ＜ 0. 05
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图 5 Western blot 法检测成血管相关蛋白的表达

VEGF 是重要的促进血管生成因子，其被低氧

激活后，对诱导血管的发生起关键作用。但是仅凭

VEGF 调控不能获得稳定且成熟的血管网［8］。HIF-
1α 是 VEGF、SDF-1 和 Ang-2 等成血管因子的上游

调控基因，其具有更好的促血管生成作用［9］。低氧

状态下 HIF-1α 是血管发生的中心调控因子，调控

其他生长因子的表达，直接参与血管发生的整个生

物学过程［10］。
DPSCs 作为种子细胞有 4 个优点: ① 获取方

便: 可从脱落的乳牙或者拔除的正畸牙、智齿的牙髓

中分离得到; ② 细胞扩增后可再植于自体需要修复

的组织中，从而避免了免疫抑制剂的使用［11］; ③ 多

向分化: DPSCs 来源于间叶组织能够分化为脂肪细

胞、软骨细胞、成骨细胞、神经元等［12］; ④ 高度增

殖: DPSCs 的体外培养增殖速度是骨髓间充质干细

胞的 30 ～ 50 倍，比骨髓间充质干细胞具有更高的克

隆形成能力［13］; 目前 DPSCs 的研究是口腔医学领域

中的一个热点。
综上所述，本实验采用基因突变技术对 HIF-1α

基因进行区域突变，实现体外常氧条件下 HIF-1α 的

稳定表达并保持其高度活性。然后构建 Lenti-WT、
Lenti-MT 及 Lenti-LacZ 慢病毒载体，将上述载体成

功转染 DPSCs 后，体外检测 HIF-1α 诱导 DPSCs 成

血管因子( VEGF、SDF-1 及 Ang-2 ) 的表达情况。初

步证实了体外 HIF-1α 基因促进 DPSCs 成血管的作

用，体外实验结果为体内动物实验研究奠定了基础。
但是 HIF-1α 体外诱导 DPSCs 成血管分化的作用机

制以及如何在体内促进血管重建，还需要进一步的

探索。
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On HIF-1α gene in promoting the
formation of blood vessel by DPSCs in vitro

Deng Lifang，Zhu Youming，Wang Yinlong
( Stomatologic Hospital ﹠ College，Anhui Medical University，

Key Lab． of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the function of HIF-1α gene in promoting the differentiation of dental pulp stem
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cells( DPSCs) into blood vessels in vitro． Methods HIF-1α gene was mutated． The lentiviral vectors of Lenti-
WT，Lenti-MT and Lenti-LacZ were constructed． The DPSCs were cultured and treated with three lentiviral vec-
tors． Then the cells transduction efficiency and the expression of target gene at the level of mＲNA and protein were
detected． The influence on cell proliferation from lentiviral vectors was detected by MTT． After transduction，ＲNA
and protein were extracted，the expression of angiogenic factor was detected by qPCＲ and Western blot． Ｒesults
MTT showed that there was no effect on DPSCs proliferation from lentiviral vectors． The results of qPCＲ and West-
ern blot showed that HIF-1α gene was located in cell nucleus，expression of target gene was detected at both mＲNA
and protein level． After gene transduction，expression of angiogenic factor at the mＲNA and protein levels was sig-
nificantly increased( P ＜ 0. 05 ) ． The formation of blood vessel in Lenti-MT and Lenti-WT groups was better than
that in Lenti-LacZ group( P ＜ 0. 05) ，and the best result was found in Lenti-MT group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion
HIF-1α could promote DPSCs to form blood vessels．
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miＲNA21 抑制剂对食管癌细胞凋亡的影响
李红霞1，李玉芝1，高峻峰1，刘思涵1，葛 磊1，鲍扬漪1，汪正广2

摘要 目的 探讨 miＲNA21 抑制剂对食管癌细胞 EC109 凋

亡的影响。方法 实时荧光定量 PCＲ 法检测 20 例食管癌

及癌旁组织中 miＲNA21 的表达。转染 miＲNA21 抑制剂入

人食 管 癌 细 胞 株 EC109，Caspase 3 活 性 检 测 试 剂 盒 分 析

Caspase 3 活性变化，DNA 片段检测试剂盒分析 DNA 片段变

化，Western blot 法检测 Caspase 3 及 BCL-2 表达。结果 相

对癌旁组织，食管癌组织中 miＲNA21 表达明显升高; miＲ-
NA21 抑制剂能显著增加 EC109 细胞凋亡; 同时 miＲNA21 抑

制剂促进食管癌细胞 EC109 Caspase 3 的表达上调，Bcl-2 的

表达下调。结论 食管癌的发生可能与 miＲNA21 的高表达

有关，miＲNA21 抑制剂可能通过下调 Bcl-2 的表达诱导人食

管癌细胞 EC109 的凋亡。
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食管癌是常见的消化道肿瘤之一［1］，在我国食

管癌的发病率和死亡率位于前列［2］。手术切除术

是目前治疗食管癌的主要方法，但手术切除对患者
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有严格的要求，如已呈恶病质、发生远端转移等的患

者均不能行根治性手术治疗。因此，寻找食管癌进

展及转移等病变的特异性指标对其治疗及提高患者

的生存率具有重要的理论和实际意义。microＲNA
( miＲNA) 是一类广泛存在于真核细胞中，长度一般

为 21 ～ 23 个核苷酸的 ＲNA 分子［3］。研究［4］显示，

miＲNA 对 真 核 细 胞 的 基 因 表 达 具 有 调 控 作 用。
miＲNA 通过与靶标基因转录的 mＲNA 分子的 3'端
非编码区域互补结合，阻断蛋白质翻译的过程从而

发挥对靶标的调控。miＲNA 在肿瘤的发生发展过

程中的作用已有相关报道［5］，但在食管癌中研究较

少。该实验在研究食管癌组织标本中 miＲNA21 表

达变化的基础上，在人食管癌细胞 EC109 中转染

miＲNA21 抑制剂，探讨其对食管癌细胞凋亡的影响

及其可能的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 组织、细胞及主要试剂 标本来自安徽医科大

学第三附属医院胸外科手术切除并经病例证实的食

管癌及癌旁组织; 人食管癌细胞株 EC109( 中国科学

院上海细胞库) ; miＲNA 荧光定量 PCＲ 试剂盒( HG
SYBＲ Green ＲNU6B ，AP01501，中国北国海基生物

科技有限公司) ; 小鼠抗人 Bcl-2 及 Caspase 3 单克

隆抗体( 美国 Santa Cruz 公司) ; 小鼠抗人 GAPDH
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