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摘要 目的 探讨转录因子 LIM结构域蛋白 4( LMO4) 在小
鼠胚胎干细胞( mESC) 分化为血管内皮细胞及新生血管中的
作用。方法 使用逆转录聚合酶链反应( ＲT-PCＲ) 方法从小
鼠红系白血病细胞系 MEL) 中克隆小鼠 Lmo4 的 cDNA，并亚
克隆到含有小鼠胎肝激酶-1 ( Flk-1 ) 启动子驱动表达 Gfp 的
载体( pFG) ，构建成血管细胞特异性表达的 LMO4 的载体
pFLG。将表达载体转染 mESC，通过遗传霉素( G418) 筛选，
获得 mESC /pFG和 mESC /pFLG 的细胞株; 将这些 mESC 在
体外进行自我分化，以形成 4 d和 10 d的胚胎体( EB) ，并进
行成血管细胞的集落细胞形成实验( BL-CFC) ; 以 10 d-EB
进行新生血管出芽实验，观察和分析出芽长短、数目; 运用蛋
白免疫印迹( Western blot) 或定量 ＲT-PCＲ 方法对目的基因
的表达进行检测。结果 PCＲ 结果证实成功构建了成血管
细胞特异性表达的 LMO4 的表达载体 pFLG。通过 G418 筛
选获得 mESC /pFG和 mESC /pFLG的细胞株。这些 mESC通
过自我分化形成 4 d-EB 和 10 d-EB，荧光显微镜下观察到
EB内均可见绿色荧光标记的细胞。Western blot 检测显示:
与 mESC相比，4 d-EB和 10 d-EB的 LMO4 的表达显著增加。
过量表达 LMO4 的 mESC /pFLG 产生 BL-CFC 效率为
( 7. 70% ± 1. 27% ) ，而 mESC /pFG细胞产生 BL-CFC 效率为
( 1. 15% ± 0. 48% ) ，二者差异有统计学意义( P = 0. 021 ) 。
定量 ＲT-PCＲ 结果显示，Flk-1、C-kit、Tie-2、Ve-cad 基因在
10 d-EB /pFLG 中的表达，均较 10 d-EB /pFG 中表达增加
2 倍以上。新生血管出芽实验结果显示，10 d-EB /pFLG的新
生血管数量和长度均较 10 d-EB /pFG 增加( P ＜ 0. 05 ) 。结
论 过量表达 LMO4 促进 mESC形成成血管细胞，并有利于
血管内皮细胞的分化和血管的新生。
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胚胎干细胞( embryonic stem cell，ESC) 是一种
具有自我增殖、保持其分化全能性的一类干细胞。
在胚胎发育过程中，血管生成和造血发生均依赖于

中胚层细胞分化，进而可以分化为成血管细胞，其标

记分子是胎肝激酶-1 ( fetal liver kinase-1，FLK-
1) ［1］。成血管细胞可以分化为造血细胞和血管内
皮细胞( endothelial cells，EC) ，促进血管的生成。

LIM结构域蛋白( LIM domain protein，LMO) 具
有两个串联重复排列的 LIM 结构域，作为核内转录
因子可以募集包括 LIM结构域结合蛋白 1 ( LIM do-
main binding protein 1，LDB-1 ) 在内的多种转录因
子，形成复合物启动靶基因转录［2 － 3］。LMO4 和
LMO2 是 LMO蛋白的主要家族成员，其中 LMO2 主
要功能是促进红系的造血细胞分化［4 － 5］，而 LMO4
和 LMO2 在组成上具有较高的同源性，二者形成复
合体调控中胚层细胞的分化和增殖［6］。研究［7］表
明，结扎颈总动脉后 LMO4 在血管 EC 中表达显著
升高。而 LMO4 在成血管细胞的 EC 分化及血管生
成中作用不清楚。该研究拟利用小鼠 ESC ( mouse
ESC，mESC) 体外诱导分化产生 EC 及新生血管的
细胞模型，探讨 LMO4 调控 mESC向血管 EC分化及
其在血管生成中作用。

1 材料与方法

1． 1 细胞系与载体 人上皮细胞系 ECV-304、小鼠
红系白血病细胞系 MEL、中国仓鼠卵巢癌细胞系
CHO、人肝癌细胞系 HepG2、人胚胎肾上皮细胞系
293T、小鼠胚胎成纤维细胞系 MEF和小鼠胚胎干细
胞系 mESC-Ｒ1( 第 30 ～ 36 代) 等均由生物化学教研
室保存。小鼠 Flk-1 基因启动子驱动绿色荧光蛋白
基因( green fluorescent protein，Gfp) 在小鼠成血管细

·1·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2024; 59( 1)



胞特异性表达的载体( promoter of Flk-1driving Gfp
expression，pFG) ，由本实验室在前期构建［8］。
1． 2 主要试剂 单硫甘油 ( monothioglycerol，
MTG) 、明胶、β-巯基乙醇和胰岛素转铁蛋白硒补充
剂( insulin transferrin selenium supplement，ITS) 等均
购自美国 Sigma公司; 兔尾Ⅰ型胶原是美国 B＆D生
物科学公司产品; 甲基纤维素培养基 Methocult Ⓡ
H4100 和改良的 IMDM 培养基均购自加拿大 Stem
Cell Technologies 公司; 高糖 DMEM 培养基、胎牛血
清( fetal bovine serum，FBS) 、非必需氨基酸和 L-谷
氨酰胺( Glutamine，Gln) 购自美国 Gibco 公司; 血管
内皮生长因子 ( vascular endothelial growth factor，
VEGF) 和白细胞介素 6 购自美国 Pepro Tech 公司;
IMDM培养基、青链霉素购自美国 Hyclone 公司; 抗
小鼠 LMO4 抗体购自美国 Santa Cruz 生物公司; 限
制性核酸内切酶、DNA 连接酶、TＲIzol 试剂购自美
国 Invitrogen 公司; 逆转录聚合酶链反应( reverse
transcription-polymerase chain reaction，ＲT-PCＲ ) 试
剂盒购自宝生物工程( 大连) 有限公司。引物均由
上海生工有限公司合成。见表 1。
1． 3 实验方法
1． 3． 1 基因克隆和载体构建 利用 TＲIzol 试剂提
取 MEL细胞的总 ＲNA ( 1 μg) ，通过 ＲT-PCＲ 扩增
小鼠 Lmo4 的 cDNA，回收 PCＲ 产物，连接到 pGEM
T-Easy构建重组载体。利用 Apa I + Not I 对重组载
体进行酶切; 回收目的 DNA片段 Lmo4 / ( Apa I + Not
I) ，与 pFG / ( Apa I + Not I) 载体连接，构建 Flk-1 的
顺式作用元件调控 Lmo4 表达的真核表达载体，并

经过测序验证小鼠 Lmo4 的 cDNA 序列，获得 Flk-1
启动子驱动 Lmo4 和 Gfp 融合表达载体( promoter of
Flk-1driving Lmo4 and Gfp expression，pFLG) 。
1． 3． 2 mESC 培养和转染 采用 ECV-304 细胞作
为滋养层细胞进行 mESC 的培养［5，9］。配制 ECV-
304 细胞的培养基包括高糖 DMEM、15% FBS、3 ×
10 －4 mol /L MTG 和青链霉素混合液 ( penicillin /
streptomycin，PS) 。将 0. 1%明胶加入细胞培养皿，
置 37 ℃、5% CO2 培养箱内过夜。次日接种
ECV304 细胞作为滋养层细胞备用，接种密度为 7. 5
× 104 个 / cm2。将复苏的 mESC 添加 ECV-304 细胞
培养基重悬，直接接种到 ECV-304 饲养层细胞上，
每日换液。培养 2 ～ 4 d，可见单个 mESC克隆形成。
将培养的 ECV-304 滋养层细胞和 mESC克隆按常规
方法消化，按照 1 ∶ 3 比例将 2 种细胞接种到用
0. 1%明胶预处理的培养皿中继续培养。
胰酶消化混合培养的 ECV-304 和 mESC，差异

贴壁法分离 mESC并制备单细胞悬液。将 0. 8 × 107

个细胞与 25 μg质粒 DNA( pFG 或 pFLG) 混合后进
行电转。电转的电压为 230 ～ 250 V，电容是 500
μF。将电转后 mESC转移到预处理平皿，培养 24 h
后加入遗传霉素( Geneticin，G418 ) ( 200 mg /L) 筛
选培养 8 ～ 10 d，每日更换 1 次培养液。获得的细胞
克隆分别命名为 mESC /pFG和 mESC /pFLG。
1． 3． 3 胚胎体( embryoid bodies，EB) 形成和集落
克隆形成细胞( blast-colony forming cell，BL-CFC) 实
验 配制分化EB的培养基: IMDM培养基、15%
FBS、3 × 10 －4 mol /LMTG、0. 5% ITS、50 ng /ml维生

表 1 引物列表

基因名称 基因号 引物 ( 5'-3') PCＲ产物( bp) 目的

Lmo4 NM_010723． 3 F: ATGGTGAATCCGGGCAGCAGCT 495 克隆 cDNA
Ｒ: GCAGACCTTCTGGTCTGGCAG
F: AGTGAAGCCACATTGCCAAAC 154 定量 ＲT-PCＲ
Ｒ: CCCGGCGAAGAAGTGTCAAG

Flk-1 NM_001363216． 1 F: CATTGCCTGGTCAAACAGCTC 107 定量 ＲT-PCＲ
Ｒ: GTGCCAGCCTACTACAACACT

Tie-2 NM_001290549． 1 F: GCTCAGGCATTCCAGAACAGA 152 定量 ＲT-PCＲ
Ｒ: CCCTCTCCGATCACGTCTTG

C-kit NM_001122733． 1 F: ATAGACTCCAGCGTCTTCCG 121 定量 ＲT-PCＲ
Ｒ: CCTGGATTTGCTCTTTGTTGTT

Cd-41 NM_010575． 2 F: CTGGTTCAACGTCTCCTCCC 110 定量 ＲT-PCＲ
Ｒ: GAATGGCCCTCTCCTCCAAG

Ve-cad NM_009868． 4 F: CTCCCCTCCTGAGGCAATCA 100 定量 ＲT-PCＲ
Ｒ: GGAGGAGCTGATCTTGTCCG

β-actin NM_007393． 5 F: GTTGGAGCAAACATCCCCCA 187 定量 ＲT-PCＲ
Ｒ: ACGCGACCATCCTCCTCTTA
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素 C、2 μmol /L Gln和 PS。调整 mESC浓度为 3 000
个 /ml，接种在低附着力的 ø 6 cm平皿中，37 ℃、5%
CO2 培养箱内悬浮培养，每 8 ～ 12 h 摇动平皿以防
细胞贴壁。每隔 1 ～ 2 d半量换液，直到 EB形成。
配制 BL-CFC的分化培养基: IMDM培养基、1%

Methocult Ⓡ H4100、2 μmol /L Gln、3 × 10 －4 mol /L
MTS、25 ng /ml 维生素 C、1 mmol /L ITS、5 ng /ml
VEGF、10 ng /ml白细胞介素 6、15% FBS 和 PS。收
集 4 d EB，胰酶消化制备单细胞悬液，用不含甲基纤
维素的 BL-CFC 分化培养基重悬细胞，调整细胞浓
度为 1 × 105 个 /ml，与含甲基纤维素的 BL-CFC 半
固体分化培养基以 1 ∶ 1 体积比混合。按照 2 × 104

个 /孔将细胞接种于 24 孔板中，37 ℃、5% CO2、饱
和湿度培养箱内培养 2 ～ 4. 5 d。显微镜下观察集落
细胞的形成情况，并计算集落数量。根据接种细胞
数计算集落形成效率，每组设计 3 个平行实验。
1． 3． 4 mESC分化为血管 EC和新生血管出芽实验
配制血管 EC 分化培养基: 1. 25 mg /ml 兔尾Ⅰ型
胶原、15% FBS、4. 5 × 10 －4 mol /L MTG、1 mmol /L
ITS和 PS，放置冰上备用。收集第 10 天的 EB，用上
述分化培养基调整 EB 细胞浓度。按 50 个 EB /孔
接种至 6 孔板中，每组设置 3 个平行试验，在 37 ℃、
5% CO2 的饱和湿度培养箱内培养 10 ～ 12 d，完成
新生血管出芽实验。镜下观察血管 EC 分化及血管
生成情况。根据出芽数量及出芽长短，从接种 50 个
EB中分组计算比例并进行统计分析。较长的发芽
或发芽数≥ 5 为Ⅰ组; 较短发芽或发芽数 ＜ 5 为Ⅱ
组，没有发芽的为Ⅲ组。
1． 3． 5 基因表达分析 根据参考文献［5］，采用实
时定量 ＲT-PCＲ 分析和蛋白质免疫印迹( Western
blot) 等方法，检测目的基因的表达。根据 TＲIzol 试
剂说明书提取细胞总 ＲNA，并参照试剂盒说明进行
逆转录后进行 PCＲ。PCＲ 反应条件设置为 94 ℃变
性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸
30 s，共 32 个循环，循环结束后 72 ℃延伸 8 min。与
β-actin内参基因进行相对定量分析后，再与对照组
比较计算倍数关系。Western blot 分析蛋白表达时，
收集细胞的总蛋白，100 ℃水浴 10 min，使蛋白发生
变性; 进行 12%聚丙烯酰胺-SDS 电泳分离蛋白质;
再以 170 mA 稳定电流转膜 1. 5 h; 含 5%脱脂牛奶
的封闭液封闭 40 min; 分别加入对应的抗体 4 ℃孵
育过夜; 次日漂洗后加入酶标记二抗室温孵育 6 h，
增强化学发光曝光显影。
1． 3． 6 免疫组织化学 脱蜡处理组织切片，枸橼酸

盐修复抗原，内源性过氧化物酶进行封闭。兔源抗
体 LMO4 在 4 ℃孵育过夜; 次日依次滴加反应增强
液和增强型酶标记二抗，室温孵育 30 min，DAB 显
色，苏木精染细胞核，自来水冲洗多余的染料，烘干

后使用中性树脂封片，置于显微镜下观察和拍照。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 11. 0 统计软件，组间
比较采用 2 个独立样本均数的 t 检验，实验数据以
均数 ±标准差表示，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 成血管细胞特异性表达 Lmo4 的载体验证结
果 ＲT-PCＲ 检测细胞中 Lmo4 表达。结果显示:
Lmo4 在 MEL和 MEF细胞中有较高水平的表达，在
其他细胞中均未检测到表达。见图 1A。
根据 pFG 表达载体的结构( 图 1B) ，拟在 Hind

Ⅲ酶切点插入 Lmo4 cDNA，构建成血管细胞特异性
过量表达 LMO4 的载体 pFLG。以 MEL 细胞的总
ＲNA为模板，利用 ＲT-PCＲ 获得的 Lmo4 cDNA( 495
bp) ，克隆到 pMD-18T载体; HindⅢ酶切、回收 Lmo4
cDNA。同时在 pFG 载体的 HindⅢ酶切位点将
Lmo4 的 cDNA 插入 Gfp 的表达框上游，以构建
Lmo4-Gfp融合表达载体 pFLG。随机挑起 4 个菌落
作为 PCＲ为模板，对细菌克隆进行 PCＲ 验证。结
果显示: 1 号和 2 号克隆中成功插入了 Lmo4 的 cD-
NA; 同时 PCＲ检测该克隆中含有 Flk-1 基因的启动
子( Flk-1 /P) 和增强子( Flk-1 /E) ( 图 1C) 。将 1 号
克隆的质粒 DNA进行测序分析，结果显示 Lmo4 cD-
NA序列正确，且其开放阅读框架内序列无突变( 图
1D) 。由此成功获得了成血管细胞特异性表达
LMO4-GFP的表达载体 pFLG。
2． 2 mESC自发分化形成 EB伴随 LMO4 的表达

mESC /pFG 和 mESC /pFLG 在 EB 分化培养基中
发生自发分化，从第 2 天开始可见 EB 产生。图 2A
显示 mESC /pFG和 mESC /pFLG在 4 d和 10 d 分别
形成典型的 EB /pFG 和 EB /pFLG; 荧光显微镜下观
察这些 EB 细胞，结果显示: 4 d-EB /pFG、10 d-EB /
pFG、4 d-EB /pFLG和 10 d-EB /pFLG 中均可见绿色
荧光细胞( 图 2A) ，提示自发分化的 EB 中含有成血
管细胞。
分别收集 4 d-EB 和 10 d-EB，提取蛋白进行

Western blot 检测。结果显示，EB /pFG 和 EB /pFLG
均有 LMO4 表达，且 10 d-EB /pFG 中内源性表达的
LMO4 较 4 d-EB /pFG显著增高; 在 4 d-和 10 d-EB /
pFLG因含有成血管细胞，故可见有 LMO4 明显表
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达; 但在 mESC中未检测到 LMO4 表达( 图 2B) 。
2． 3 LMO4 过量表达对 mESC 分化为成血管细
胞的影响 利用 BL-CFC 来分析 LMO4 的表达对
mESC分化为成血管细胞的影响。自分化的 4d-EB
在 BL-CFC的分化培养基中培养 8 d后，可见集落细
胞形成( 图 3A) ; 用荧光显微镜观察，结果显示来源
于 mESC /pFG和 mESC /pFLG的集落细胞均可见绿
色荧光。来源于 mESC /pFG 细胞产生 BL-CFC /pFG
的效率为( 1. 15% ± 0. 48% ) ; 来源于 mESC /pFLG
细胞所形成 BL-CFC /pFLG 的效率为 ( 7. 70% ±
1. 27% ) 。进一步进行对比分析显示，BL-CFC /pFLG
相较于 BL-CFC /pFG的集落形成率增加，差异有统
计学意义( P = 0. 021) ( 图 3B) 。
2． 4 LMO4 过量表达对 mESC 分化 EC 及新生血
管的影响 利用实时定量 ＲT-PCＲ 检测 mESC 自发
分化形成的 EB中目的基因表达。结果显示: 与 4 d-
EB /pFG相比，Lmo4 及 EC 特异性表达的基因 Flk-
1、C-kit、Ve-cad、Cd-41 和 Tie-2 等在 4 d-EB /pFLG中
的表达差异不明显; 与 10 d-EB /pFG 相比，Cd-41 在
10 d-EB /pFLG 中的表达差异无统计学意义( P =

0. 23) ; 其他基因在 10 d-EB /pFLG 中的表达水平，
均较 10 d-EB /pFG 细胞增加 2 倍以上( 图 4A) 。这
些结果提示: 10 d-EB 更有利于 mESC 向 EC 的分
化; 过量表达 LMO4 有利于促进 mESC的 EC分化过
程。拟使用 10 d-EB开展后续的新生血管实验。
选择自分化的 10 d-EB，按照每孔接种 50 个

EB，在血管 EC 分化培养基中继续培养到第 3 ～ 5
天，镜下显示在 EB 的周围可见血管样发芽( 图
4B) 。根据接种 EB 数及在新生血管出芽实验中出
芽的长短和数量进行统计分析。结果显示( 图 4C) :
与 10 d-EB /pFG相比，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组中 10 d-EB /pFLG
出芽较长和( 或) 出芽分支数多的比例明显增加，差

异有统计学意义( Ⅰ组: t = － 10. 55，P = 0. 009; Ⅱ
组: t = 6. 38，P = 0. 024; Ⅲ组: t = 8. 69，P = 0. 013 ) 。
因此，过量表达 LMO4 有利于 mESC 分化为 EC，且
促进新生血管的生成。

3 讨论

在胚胎发育过程中，发生早期造血和血管形成

的血岛细胞主要是来自 7 d胚胎的卵黄囊中胚层细

图 1 基因克隆、载体构建及其鉴定
A: ＲT-PCＲ检测细胞中 LMO4 的表达; 泳道 1 ～ 7: MEL、mESC、CHO、HepG2、MEF、293T和阴性对照; M: DNA marker ( DL 2 000 ) ; B: 成血管

细胞特异性表达载体 pFG和 pFLG图谱; Flk-1 /P: Flk-1 基因的启动子; Flk-1 /E: Flk-1 基因的增强子; Kan /Neor : 卡那霉素抗性基因和 G418 抗性

基因; C: PCＲ鉴定重组载体 pFLG的组分; M: DNA marker ( DL 2 000) ; 泳道 1 ～ 4: 1 ～ 4 号克隆; D: 小鼠 Lmo4 基因 cDNA测序结果; 第 125 位的

箭头: 起始密码子( ATG) 的第一个碱基 A; 第 620 位的箭头: 最后一个密码子( TGC) 的第三个碱基 C
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图 2 自分化形成 EB及 LMO4 的表达
A: 由 mESC /pFG和 mESC /pFLG自发分化形成的 4 d-EB和 10 d-EB; bar = 20 μm; B: Western blot检测 mESC /pFG及其分化的 EB中 LMO4

的表达; C: Western blot检测 mESC /pFLG及其分化的 EB中 LMO4 的表达; LMO4-GFP: LMO4 抗体检测的 LMO4 与 GFP融合表达蛋白

图 3 BL-CFC分析 LMO4 的表达对成血管细胞分化的影响
A: 由mESC /pFG和mESC /pFLG分化形成的 BL-CFC /pFG和 BL-CFC /pFLG; bar = 20 μm; B: BL-CFC的形成效率; 与 BL-CFC /pFG比较: * P

＜ 0. 05

胞，并由此可产生胚胎的造血细胞和血管 EC，进而
形成早期血管样结构。因此，造血的发生与血管 EC
分化及血管生成存在时间和空间上一致性。体外实
验也证实血管 EC在发育和分化过程中主要来自具
有多能性特点的成血管细胞［10］。由 mESC 体外诱
导分化形成的 EB 时可以形成多能性的成血管细
胞，FLK-1 是其特异性的标记分子［11］。这些细胞在
特定分化条件下可以形成造血细胞和血管 EC 并伴
随新生血管的形成。该研究中，利用 Flk-1 基因的
调控元件驱动 Gfp 的表达，有利于对 mESC 分化的

成血管细胞进行特异性标记，为观察、分离和纯化成
血管细胞提供了有效手段［11］。此外，利用该表达载
体可以实现 LMO4 在成血管细胞特异性过量表达，
为研究 LMO4 在调控成血管细胞分化过程中作用奠
定了基础。

LMO4 作为转录因子，参与调控多种靶基因的
表达。研究［12 － 13］表明，LMO4 对上皮组织( 如肺、
肾、皮肤、舌、小肠、子宫和乳腺) 中的上皮细胞分化
具有调控作用。研究［14］也证实在白血病、乳腺癌、
消化系肿瘤、肺癌、头颈肿瘤、皮肤鳞癌和前列腺癌
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图 4 过量表达 LMO4 促进 EC的分化和新生血管
A: 实时定量 ＲT-PCＲ检测 4 d-EB和 10 d-EB血管 EC特异性基因的表达; B: 10

d-EB在血管 EC分化培养基形成的血管样的发芽; bar = 10 μm; C: 50 个 EB 中形成

不同类型血管样的发芽比例; 与 EB /pFG比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

等多种肿瘤中，LMO4 的表达变化影响肿瘤细胞的
增殖、凋亡和迁移等生物学行为。对于 LMO4 在血
管内皮细胞分化及新生血管中的作用，鲜有报道。
该研究结果显示: 由 mESC 自发分化而产生的成血
管细胞中，过量表达 LMO4 能显著增加成血管细胞
数量。与此同时，在成血管细胞中特异性过量表达
LMO4 情况下，Flk-1、Tie2、C-kit等作为 EC的特异性
标记分子［15］，其表达水平均显著增加; 而造血细胞

特异性分子 Cd-41 的表达变化不明显，提示分化产
生的 EC细胞数量显著增加。其可能的机制是: 一
方面，LMO4 过量表达有利于成血管细胞向 EC 的分
化; 另一方面，过去的研究［9］表明颈总动脉结扎后，

在血管 EC中增高 LMO4 表达的同时伴随 EC 的增
殖，提示过量表达 LMO4 有利于 EC细胞增殖。
早在 2006 年Meier et al［3］发现在胚胎发育晚期

LMO4 与 LDB-1 共同参与调控造血干细胞的增殖和
分化，鉴于胚胎早期的造血发生与血管 EC 发生和
血管生成在时间和空间上具有一致性，因此，LMO4
可能参与了早期的血管发生。在该研究中，mESC
自发分化形成 10 d-EB后进行新生血管生成实验证
实，LMO4 过量表达情况下，成血管细胞及内皮细胞
参与的新生血管能力明显增加。通过改变 LMO4 的
表达水平，促进血管内皮细胞增殖和血管形成在器

官移植及血管修复中具有重要作用。但是新生血管
除依赖血管内皮细胞外，还依赖包括血管外膜上皮

细胞、血管壁的成纤维细胞和平滑肌细胞等细胞的
分化和增殖，而 LMO4 是否调控这些细胞的分化和
增殖还有待进一步深入研究。
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The roles of LMO4 in endothelial cells differentiation and
angiogenesis from murine embryonic stem cells

Xiang Minghua1，Tu Zhenzhen2，Wang Yue3，Zhou Haisheng4
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Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032; 2 Institute of Clinical Immunology，The First Affiliated Hospital

of Anhui Medical University，Hefei 230022; 3Clinical College of Anhui Medical University，Hefei 230031)

Abstract Objective To examine the role of LMO4 in the regulation of endothelial cell differentiation and angio-
genesis in murine embryonic stem cells ( mESC) ． Methods Mouse Lmo4 cDNA was obtained from MEL cells by
using the reverse transcription-polymerase chain reaction ( ＲT-PCＲ) and subcloned into the expression vector pFG
to generate the pFLG，in which contained Flk-1 promoter to drive Lmo4 expresses in only FLK-1 + cells． The
mESC were transfected with pFG or pFLG plasmids and subsequently screened with geneticin ( G418) to produce
cell clones． These cell clones were named mESC /pFG and mESC /pFLG，respectively． The mESC /pFG and
mESC /pFLG were cultured in the differentiation medium for either 4 days or 10 days to generate embryoid bodies
( EB) ． The 10-day embryoid bodies ( 10 d-EBs) carrying the pFG and pFLG vectors were subsequently stimulated
to generate the blast-colony forming cells ( BL-CFC) ，which indicated the presence of hemangioblasts． The endo-
thelial cell sprouting analysis was performed by using 10 d-EBs． The expression of the interest genes was detected
by using qualitative ＲT-PCＲ or Western blot analysis． Ｒesults The pFLG expression vector was successfully con-
structed through PCＲ identification． The mESC /pFG and mESC /pFLG cells were obtained after transfected with the
pFG or pFLG vectors and selected by G418． The cells spontaneously differentiate to generate EBs，in which some
green fluoresce cells were present． Western blot analysis showed that a significant increase in LMO4 expression in
both 4 d-EB and 10 d-EB when compared to mESC． BL-CFC analysis showed that the 4 d-EB /pFLG had a higher
cloning efficiency ( 7. 70% ± 1. 27% ) ，comparing with that of the 4 d-EB /pFG ( 1. 15% ± 0. 48% ) ( P =
0. 021) ． Quantitative ＲT-PCＲ results showed that the expression of Flk-1，C-kit，Tie-2 and Ve-cad genes in 10 d-
EBs /pFLG increased more than 2-fold compared to 10 d-EBs /pFG． The endothelial cell sprouting analysis result
showed a significant increase in the number and length of new blood vessels in 10 d-EB /pFLG compared to 10 d-
EB /pFG ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Overexpression of LMO4 promotes hemangioblast differentiation from mESC，
and benefits for endothelial cell differentiation and angiogenesis．
Key words mouse embryonic stem cell; embryoid body; hemangioblast; endothelial cell; angiogenesis
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