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·实验研究·

ｒＡＡＶＣＤ１５１基因在大鼠缺血后肢血管再生中的作用及血管造
影评分

黄畦，刘正湘，蓝荣芳，宋玉娥，刘晓春，张欣，汪道文

【摘要】　目的：研究肌肉转染重组腺相关病毒（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ｒＡＡＶ）介导的ＣＤ１５１基因在大鼠

后肢缺血模型中促血管再生和血运重建的作用。方法：分别包装携带有ＣＤ１５１基因和 ＧＦＰ基因的重组腺相关病毒

（ｒＡＡＶＣＤ１５１，ｒＡＡＶＧＦＰ）。Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２只，随机分为实验组和对照组，每组各６只。实验组大鼠左下肢肌肉注射局

部转染ｒＡＡＶＣＤ１５１，对照组注射ｒＡＡＶＧＦＰ，基因转染２周后行股动脉切除术建立左侧大鼠后肢缺血模型。通过后肢

血管造影和缺血肌肉组织毛细血管密度检测，观察缺血肢体血管再生和评价血运重建情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两组大鼠

局部缺血肢体ＣＤ１５１表达。结果：股动脉切除术４周（基因转染６周）后，后肢血管造影结果显示实验组缺血侧血管评分

平均为２．５６±０．３７，对照组平均为１．５７±０．３９；实验组缺血后肢肌肉组织毛细血管密度为（６０９．００±８３．８９）／ｍｍ２，对照

组为（５１７．００±７０．６５）／ｍｍ２；两组比较差异均有显著性意义（犘＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示实验组大鼠缺血侧

肌肉组织ＣＤ１５１表达为对照组的２．９６倍。结论：局部高表达ＣＤ１５１基因能够提高缺血组织的血管再生能力，促进缺血

组织的血运重建；ＣＤ１５１将为缺血性疾病的血管再生治疗提供新的靶点。

【关键词】　 血管造影术；模型，动物；重组腺相关病毒；血管再生；
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　　近年来，心血管疾病的外科和介入治疗均取得了

很大进展，但仍然不能彻底解决肢端缺血和心肌缺血

性疾病治疗中的诸多问题。有些研究者开始考虑利用

分子生物学手段增强局部缺血组织侧支循环建立，促

进器官功能恢复。体外实验证实，ＣＤ１５１在整合素促

细胞迁移和血管形成信号转导中起着重要的作

用［１，２］，但其在整体水平的效应尚未可知。在缺血性

疾病中增强ＣＤ１５１的表达，能否促进缺血组织的血管

生成，进而达到改善血运重建及恢复缺血组织器官功

能的效果目前尚未见报道。本研究旨在经动物实验观

察高表达ＣＤ１５１基因增强整合素来源信号的转导促

３９０１放射学实践２００５年１２月第２０卷第１２期　ＲａｄｉｏｌＰｒａｃｔｉｃｅ，Ｄｅｃ２００５，Ｖｏｌ２０，Ｎｏ．１２



进缺血组织血管生成和血运重建能力，即ＣＤ１５１分子

在活体水平能够发挥促血管生成及血运重建的作用。

材料和方法

１．材料

ＰｚｅｏＳＶＣＤ１５１质粒由美国田纳西大学分子科学

部赠送，包装质粒ｐＡＡＶＧＦＰ和辅助质粒 ＰＸＸ２、

ｐＸＸ６均由美国北卡罗莱那州立大学基因治疗中心惠

赠。大肠杆菌ＤＨ５α菌株购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

各种限制性内切酶和Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自大连宝生

物有限公司。Ｎ，Ｎｂｉｓ（２ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ）２ａｍｉｎｏｅｔｈ

ａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ（ＢＥＳ）和ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ购自Ｓｉｇｍａ公

司；蛋白质提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ购自美国Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

公司。Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交显影用增强的化学发光试剂（Ｓｕ

ｐｅｒＳｉｇｎａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅ，ＥＣＬ）购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司，核酸

预杂交液（Ｈｙｂｒｉｓｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ）购自Ｉｎｔｅｒｇｅｎ公司，

ＰＶＤＦ膜和尼龙膜购自德国ＳｃｈｌｅｉｃｈｅｒａｎｄＳｃｈｕｅｌｌ公

司，［α３２Ｐ］ｄＣＴＰ（３０００Ｃｉ／ｍｍｏｌ）购自北京亚辉同位

素公司，探针标记试剂盒（随机引物标记试剂盒，Ｐｒｉｍ

ｅｒＩｔＩＩＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒＬａｂｅｌｉｎｇＫｉｔ）购自美国Ｓｔｒａｔ

ａｇｅｎｅ公司。鼠抗人ＣＤ１５１多克隆抗体购于美国Ｓｅ

ｒｏｔｅｃ公司，抗Ⅷ因子多克隆抗体购自北京中山公司。

雄性成年 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１２只，每只重（１５０±１０）ｇ，清洁

级，购于华中科技大学同济医学院动物学部。

２．重组包装质粒ｐＡＡＶＣＤ１５１的构建

以ＰｚｅｏＳＶＣＤ１５１质粒为模板，设计合成一对引

物。Ｆｏｒ：５′ＧＡＧＡＴＣＴＡＴＧＧＧＴＧＡＧ ＴＴＣＡＡＣ

ＧＡＧ３′ 划 线 处 为 ＢａｍＨＩ 酶 切 位 点，Ｒｅｖ：５′

ＧＧＡＡＴＴＣＣＴＣＡＧＴＡＧＴＧＣＴ ＣＣＡＧＣＴＴＧＡＧ３′

划线处为 ＮｏｔＩ酶切位点。ＰＣＲ扩增ＣＤ１５１基因片

断，并将其插入到包装质粒ｐＡＡＶ的ＣＭＶ启动子下

游，构建重组包装质粒ｐＡＡＶＣＤ１５１，酶切鉴定，并

测序。

３．重组腺相关病毒ｒＡＡＶＣＤ１５１和ｒＡＡＶＧＦＰ

的包装及滴度测定

碱裂解法分别大量提取ｐＡＡＶＣＤ１５１、ｐＡＡＶ

ＣＤ１５１、ｐＸＸ６和ｐＸＸ２质粒，氯化铯超速离心纯化。

用磷酸钙法将包装质粒（ｐＡＡＶＣＤ１５１或 ｐＡＡＶ

ＧＦＰ）、ｐＸＸ６和ｐＸＸ２共同转染２９３细胞，包装并收获

ｒＡＡＶＣＤ１５１和ｒＡＡＶＧＦＰ病毒原液。

斑点杂交确定病毒的滴度。病毒原液用ＤＮａｓｅＩ

（０．１２５Ｕ／μｌ）和ＲＮａｓｅＡ（０．２μｇ／μｌ）于３７℃消化

１ｈ，蛋白酶Ｋ（１ｍｇ／ｍｌ）于３７℃ 消化１ｈ。酚／氯仿抽

提纯化后加入０．４Ｍ ＮａＯＨ／１０ｍＭＥＤＴＡ，沸水煮

１０ｍｉｎ使其变性后立即置于冰上。梯度稀释后的病毒

原液经多孔过滤加样器聚集在尼龙膜上，将膜于８０℃

干烤２ｈ后依次进行预杂交和杂交，洗膜，最后曝光，

洗片，即可观察结果。

４．大鼠后肢局部转染重组腺相关病毒

成年 Ｗｉｓｔａｒ雄性大鼠１２只，随机分成实验组和

对照组，每组各６只，分别经肌肉多点注射转染

ｒＡＡＶＣＤ１５１和ｒＡＡＶＧＦＰ（每只注射１×１０１０ｐｆｕ）。

注射位点分别为：股内收肌（３点）、股四头肌（３点）、半

膜肌（２点）、腓肠肌（２点），每个注射位点１００μｌ。基

因转染２周后制备大鼠后肢缺血模型。

５．大鼠后肢缺血模型的建立

２％乌拉坦０．６ｍｌ／１００ｇ麻醉大鼠，１％活力碘消

毒左后肢皮肤２次。行大鼠后肢纵行切口从腹股沟韧

带向下延伸至膝关节。在股动脉起始部和远端隐动脉

与腿弯动脉分叉之间游离股动脉，结扎所有游离段股

动脉分支，切除股动脉，建立大鼠后肢缺血模型。

６．后肢血管造影与新生血管评分

股动脉切除术４周（基因转染６周）后，乌拉坦麻

醉待造影大鼠（２％乌拉坦０．６ｍｌ／１００ｇ）。剥去后肢

皮肤减少皮肤血管影像的干扰。行腹部纵行切口，在

肾动脉分叉处以下切开腹主动脉，将塑料导管（２０＃）

顺向插管至左右髂总动脉分叉处，注入１ｍｌ肝素抗

凝。泛影葡胺以４０ｍｌ／ｍｉｎ流率注入动脉内。实时监

测血管影像，在显影后的第４秒拍摄照片行新生血管

评分。

参照常用血管评分方法［３］，将大鼠后肢血管造影

片以网格覆盖，每格大小为１ｃｍ×１ｃｍ。在缺血侧大

腿股骨大转子至股骨下端区域计数每格内的血管数。

新生血管评分＝
总血管数
格子数

７．免疫组化检测毛细血管密度

股动脉切除术４周（基因转染６周）后，处死两组

大鼠。取大鼠后肢缺血侧肌肉组织，经１０％甲醛固

定，石蜡包埋，３μｍ厚连续横断面切片。采用免疫组

化ＳＰ法，主要实验步骤：切片脱蜡至水；微波煮沸抗

原修复２次，每次５ｍｉｎ，正常山羊血清封闭３０ｍｉｎ，抗

Ⅷ因子多克隆抗体（１∶５０）３７℃水浴３ｈ，抗兔二抗室

温孵育３０ｍｉｎ，链霉亲和素室温孵育３０ｍｉｎ后用

ＤＡＢ底物液显色，苏木精复染。上述步骤中不加一

抗、二抗作为阴性对照，血管内皮细胞胞浆呈棕褐色。

每张切片在高倍镜（×４００）下随机摄取２５个视野（每视

野０．０４ｍｍ２），每只大鼠观察３张切片。参照 Ｗｅｉｄｎｅｒ

微血管计数法计数每平方毫米的内皮细胞数即为毛细
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤ１５１表达。１ｒＡＡＶ·ＣＤ１５１实验

组，２ｒＡＡＶ·ＧＦＰ对照组。

　图２　大鼠后肢动脉造影图像。ａ）转染ｒＡＡＶ·ＧＦＰ的对照

组；ｂ）转染ｒＡＡＶ·ＣＤ１５１。箭所示为新生血管。

图３　大鼠后肢血管造影新生血管评分比较。

血管密度［４］。

８．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测局部肌肉组织ＣＤ１５１的表达

在非变性条件下检测两组样本的ＣＤ１５１蛋白表

达情况，以βａｃｔｉｎ为内参照，分别提取两组大鼠缺血

后肢肌肉组织蛋白。取含等量蛋白质的裂解液加等体

积２×加样缓冲液（不含２巯基乙醇）进行ＳＤＳＰＡＧＥ

电泳，电泳结束后在２５Ｖ、４℃条件下过夜，将凝胶上

的蛋白质转移到 ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），３７℃

１％脱脂奶粉封闭２ｈ，１∶５００的ＣＤ１５１多抗４℃孵

育过夜，１∶５０００的辣根过氧化物酶标记的抗小鼠二

抗室温孵育１．５ｈ。最后经ＥＣＬ（Ｌｕｍｉｎｏｌ，Ｆｌｕｋａ，美

国）显色检测结果。

９．统计学方法

采用ＳＰＳＳ１１．０统计学软件。数据用均数±标准

差表示，组间差异性比较采用方差分析和狋检验。

结　果

１．ｄｓＡＡＶＣＤ１５１质粒的构建与ｒＡＡＶＣＤ１５１的包装

将７９９ｂｐ的ＣＤ１５１基因片断（ＢｇｌⅡ／ＮｏｔＩ）克隆

至重组腺相关病毒包装质粒ｐＡＡＶ（ＢａｍＨ１／ＮｏｔＩ），

构建成ｐＡＡＶＣＤ１５１重组体，其中ＢｇｌⅡ与ＢａｍＨＩ

为同裂酶。ＣＤ１５１基因的第５００ｂｐ处为ＢａｍＨＩ酶切

位点。ｐＡＡＶＣＤ１５１重组体经ＢａｍＨＩ／ＮｏｔＩ酶切后

可得３００ｂｐ的部分ＣＤ１５１基因片断，证实ＣＤ１５１与

载体正向连接。测序证实ＣＤ１５１基因序列正确。

斑点 杂 交 结 果 证 实，ｒＡＡＶＣＤ１５１ 的 滴 度 为

２．０ｐｆｕ／ｍｌ×１０１１ｐｆｕ／ｍｌ，ｒＡＡＶＧＦＰ滴度为１．０ｐｆｕ／ｍｌ×

１０１１ｐｆｕ／ｍｌ。

２．缺血后肢ＣＤ１５１的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，转染ｒＡＡＶＣＤ１５１的实

验组大鼠其缺血后肢 ＣＤ１５１ 蛋白的表达比转染

ｒＡＡＶＧＦＰ的对照组明显增加，相对积分吸光度值显

示实验组为对照组的２．９６倍（图１）。

３．后肢动脉造影

造影显示实验组大鼠缺血侧后肢大腿部从股骨大

转子至股骨下段区域内的新生血管明显比对照组增多

（图２）。血管评分实验组平均为２．５６±０．３７，对照组

平均为１．５７±０．３９，两组比较差异有显著性意义

（犘＜０．０５）（图３）。结果表明，高表达ＣＤ１５１能促进

缺血后肢血管新生和侧支循环建立。

４．缺血后肢毛细血管密度

显微镜下可见染色成棕褐色的血管内皮细胞散在

于肌束之间。实验组缺血后肢肌肉组织毛细血管密度

为（６０９．００±８３．８９）／ｍｍ２，明显高于对照组（５１７．００±

７０．６５）／ｍｍ２，两组比较差异有显著性意义（犘＜０．０５）。

实验结果证明，高表达ＣＤ１５１能促进缺血后肢微血管

的形成（图４）。

讨　论

血管阻塞后的血管再生及血运重建是一个复杂的

病理生理过程。其中整合素与细胞外基质（ＥＣＭ）中

相应配体结合，经ＣＤ１５１分子激活细胞内ＰＫＣ（ｉｎｔｅ
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图４　缺血后肢肌肉组织毛细血管密度比较，犘＜０．０５。

ｇｒｉｎＣＤ１５１ＰＫＣ信号转导模式）将细胞迁移和血管形

成信号转导到细胞内，引发血管生成级联反应是血管

生成的重要环节之一［５］。

体外实验证实，增强ＣＤ１５１的表达将明显增强细

胞的迁移能力和在ＥＣＭ上形成条索状血管样结构的

能力［６］。但在缺血性疾病中增强ＣＤ１５１的表达，能否

促进缺血组织的血管生成，进而达到改善血运重建及

恢复缺血组织器官功能的效果目前尚未可知。

腺相关病毒（ＡＡＶ）载体具有广泛的转基因范围、

无免疫原性、感染效率高以及能驱动基因在体内长期、

稳定的表达等优良特性［７］。本实验选择ＡＡＶ作为载

体，通过肌肉注射方式局部转染携带有ＣＤ１５１基因的

重组腺相关病毒，使大鼠后肢局部高表达ＣＤ１５１。在

此基础上通过股动脉切除术建立大鼠后肢缺血模型。

４周后大鼠后肢血管造影显示局部高表达ＣＤ１５１基

因的大鼠缺血后肢的侧支循环明显比对照组（局部

转染ｒＡＡＶＧＦＰ）丰富，免疫组化检测结果同样显示缺

血肢体肌肉组织的毛细血管密度比对照组增高。以上

结果表明增强局部缺血组织ＣＤ１５１表达，可以使其毛

细血管再生和动脉血管形成能力得到显著提高。

总之，本研究结果证实了腺相关病毒介导的

ＣＤ１５１ 基 因 经 肌 肉 注 射 能 在 局 部 有 效 高 表 达。

ｒＡＡＶＣＤ１５１能够显著提高局部缺血组织的血管再

生能力，促进缺血肢体功能的恢复。该研究结果表明

在缺血性疾病基因治疗中，ＣＤ１５１将成为促血管再生

的重要备选基因。
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南京医学会举办国家级数字成像
图像质量保证和质量控制继续教育学习班

　　南京医学会影像技术专科分会于２００５年１１月１１日至１１月１４日在南京举办国家级数字成像图像质量保证和质量

控制继续教育学习班，与会代表近８０名听取江苏省质控中心负责人、南京中大医院储成凤教授的＂江苏省医学影像科质

量控制中心工作策略和展望＂，江苏人民医院张维林主任的＂数字Ｘ线摄影技术科研选题的思考＂，南京军区南京总医院王

骏讲师的＂ＣＲ、ＤＲ原理及其质控＂、＂ＣＲ在头颈部的临床应用＂、＂乳腺影像学检查及其质控＂、＂影响ＰＥＴ／ＣＴ影像质量的

相关因素＂，鼓楼医院刘广月主任的＂１６排螺旋ＣＴ泌尿系的三维重建技术＂，江苏省人民医院陈玉勤主任的＂ＰＥＴ／ＣＴ成

像及临床应用＂，江苏省中医院祝新主任的＂ＭＲＡ对动脉硬化性闭塞及主动脉夹层的诊断价值＂，南京第一医院吴前芝主

任的＂ＰＡＣＳ和ＲＩＳ系统介绍＂的专题报告。南京医学会耿秘书长与会讲话并听取了学术报告，南京医学影像技术专科分

会主任委员袁仁松主任作了开幕辞，鼓楼医院影像科主任陈君坤教授设宴招待了与会的全体代表，最后医学会对全体学

员进行了考试及问卷调查。

（王骏）
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