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摘要 目的 构建 miＲ-210 的慢病毒载体 ( Lenti-miＲ-210-
Luciferase) ，转染人牙周膜干细胞 ( hPDLSCs) 后，检测成血
管因子低氧诱导因子-1α ( HIF-1α) 及血管内皮生长因子
( VEGF) 在 hPDLSCs 的表达。方法 分离培养 hPDLSCs，并
根据人 miＲ-210 基因( NC_000011． 9) 序列行引物设计及序
列片段的 PCＲ 扩增，将目的基因 PCＲ 产物连接到载体
pLVX-EGFP-3FLAG-EF1-Luc 上。将目的基因 PCＲ 产物和
目的载体用 EcoＲ Ⅰ和 Xba Ⅰ分别进行酶切，对质粒进行鉴
定。采用 LＲ 重组系统构建慢病毒载体 Lenti-miＲ-210-Lucif-
erase ( Lenti-LacZ-Luciferase 为对照组) 。转染 hPDLSCs 后，

通过 qPCＲ和免疫组化法检测 HIF-1α 及 VEGF 的表达。结
果 通过对构建质粒克隆进行测序及酶切，证实 Lenti-miＲ-
210-Luciferase构建成功。Lenti-miＲ-210-Luciferase 转染 hP-
DLSCs，0、1、4、7、14 d 后行 qPCＲ 检测，结果表明第 4 天
HIF-1α 和 VEGF 明显过表达，且持续到第 14 天。免疫组化
结果显示，miＲ-210 转染 hPDLSCs 后，抗 HIF-1α和抗 VEGF

染色呈阳性，对照组呈阴性。结论 成功构建了慢病毒载体
Lenti-miＲ-210-Luciferase，并且 miＲ-210 具有促进 hPDLSCs

血管向分化的作用。
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microＲNAs ( miＲNAs) 是一种内源性非编码的
单链小分子 ＲNA，长度为 20 ～ 22 个核苷酸，到目前
为止，人类基因组中有超过 1 400 个 miＲNA 序列( 1
424 miＲbase: 17． 0) ［1］。参与血管生成的内皮 miＲ-
NAs，也被称为 angiomiＲs［2］，其中 miＲ-210 在细胞低
氧时高表达，在组织缺血时，miＲ-210 对调控内皮细
胞血管化具有决定性的作用［3］。牙周膜干细胞
( periodontal ligament stem cells，PDLSCs) 是牙周组
织中的成体干细胞，具有高度增殖、自我更新能力和
多分化潜能［4 － 5］。临床上人牙周膜干细胞 ( human

PDLSCs，hPDLSCs) 易于获得，且不会引起额外的创
伤。随着组织工程技术的发展，把 hPDLSCs 作为转
基因靶细胞修复受损组织或器官具有重要的临床应
用价值。该研究用慢病毒 ( Lenti-miＲ-210-Lucifer-
ase) 转染 hPDLSCs 后，检测低氧诱导因子-1α ( hy-
poxia-inducible factor-1α，HIF-1α) 及血管内皮生长
因子( vascular endothelial growth factor，VEGF) 的表
达，旨在证明 miＲ-210 可以促进 hPDLSCs 血管向分
化作用，为 miＲ-210 介导的 hPDLSCs 进行体内实验
研究奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 DMEM 培养基、胰蛋白酶 ( 美国 Gibco
公司) ; 10% 胎牛血清( 美国 HyClone 公司) ; Ｒeal-
time PCＲ 试剂盒 ( 日本 TaKaＲa 公司) ; 一抗、二抗
( 英国 Abcam 公司) ; NEAA、HEPES、pDONＲ221、高
保真 DNA 聚合酶 ( platimumpfx DNA Polymerase ) 、
pLenti6． 3 /V5-DEST、载体构建试剂盒( BLOCK-iTTM
Pol Ⅱ miＲＲNAi ExpressionVector Kit with EmGFP) 、
表达载体 pcDNATM6． 2-GW/EmGFPmiＲ、病毒包装
细胞系 293T、Packaging Mix 及限制性内切酶 EcoＲⅠ
和 XbaⅠ( 英国 Invitrogen公司) 。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 hPDLSCs 的分离和鉴定 选择 11 ～ 18 岁因
正畸需要减数拔除前磨牙的患者，收集前获得患者
及其监护人的知情同意。临床取材后，在超净工作
台内，将牙齿牙冠向下用滴管吸取无血清 DMEM
培养液冲洗牙齿约 30 s，以冲去牙齿上可能粘附的
血液、异物或细菌等。然后将牙冠部分浸入 75% 酒
精内消毒约 2 min，再用无血清 DMEM 培养液冲洗
牙齿约 30 s。无菌条件下用锐利手术刀片刮取牙根
中部 1 /3 的牙周膜组织，剪成 1 mm × 1 mm × 1 mm
的碎块，以 5 mm 间隔均匀铺于 6 cm 培养皿底，加
入 1 ml含 20% FBS、100 U /ml 青霉素和 100 U /ml
链霉素的 DMEM 培养液，倒置于孵箱内，3 h 后待
组织块贴壁完全，翻转培养皿，加入 3 ml 上述
DMEM 培养液，继续培养，倒置相差显微镜下观察
细胞的生长及排列情况。从第 4 天开始，每 3 ～ 5 d
换液 1 次，7 ～ 15 d 左右当细胞从组织块周围游出并
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达 70% ～80% 融合时，0. 25% 胰酶消化传代，首次
传代比例为 1 ∶ 1。所用的细胞需要经过 2 代扩增。
第 3 代细胞接种 24 h 后进行基因转染。
1． 2． 2 hsa-miＲ-210 过表达载体构建 载体 pLVX-
EGFP-3FLAG-EF1-Luc GENEBANK 中人 miＲ-210 基
因 ( NC_000011． 9) 位于 11p15． 5 染色体上。根据
人 miＲ-210 基因序列信息设计引物及序列片段的
PCＲ 扩增。引物信息如下: hsa-miＲ-210-EcoＲ I:
FCTCAAGCTTCGAATTCGGCTCGGACGCCCAAGTT;
hsa-miＲ-210-Xba I: ＲCGCAGATCCTTCTAGACAGC-
CTCAGCCCCACCAA。下划线处分别为 EcoＲ Ⅰ和
Xba Ⅰ酶切位点。

将目的基因 PCＲ 扩增产物和目的载体 pLVX-
EGFP-3FLAG-EF1-Luc 用 EcoＲ Ⅰ和 Xba Ⅰ分别进
行酶切。电泳分离酶切片段，切胶回收目的片段。
目的基因与载体片段同源重组后转化 E． coli感受态
细胞。用菌落 PCＲ 鉴定转化子，阳性克隆送测序，
测序无误的克隆进行质粒抽提。
1． 2． 3 构建慢病毒载体 利用 pLVX-EGFP-
3FLAG-EF1-Luc 作为载体，采用萤火虫的荧光素酶
( Luciferase) 作为报告基因，为本实验提供特异、稳
定、高效的表达标记，使用 Invitrogen 公司的慢病毒
系统 ( Lentivirus ) 包装，将慢病毒载体 Lenti-miＲ-
210-Luciferase 和 Lenti-LacZ-Luciferase 分别转染
293T 细胞，收集病毒液后进行浓缩。
1． 2． 4 慢病毒液滴度测定 将收集到的慢病毒液
冰水浴融化后，用含有 polybrene 8 μg /ml 和 2%
FBS 的细胞培养液进行 10 倍比滴度稀释后感染
HEK293 细胞，观察各稀释孔病毒感染情况并计数，
根据可数的最小梯度稀释孔的荧光细胞数目计算慢
病毒滴度。经检测本实验制备的病毒滴度为 1 ×
108，完全满足本实验的需要。
1． 2． 5 热成像检测实验 hPDLSCs培养至第 3 代，
根据慢病毒的滴度( 1 × 108 ) ，按照每孔 2 × 105个细
胞接种于 6 孔板中，待细胞生长至 70% ～80% 融合
时，加入相应体积的慢病毒转染 hPDLSCs，目的基因
转染 hPDLSCs后，进行热成像检测试验。
1． 2． 6 体外检测 miＲ-210 促进 hPDLSCs 成血管作
用
1． 2． 6． 1 qPCＲ 检测成血管因子 HIF-1α 及 VEGF
的表达 在培养皿中分别放入 Lenti-miＲ-210-Lucif-
erase /hPDLSCs、Lenti-LacZ-Luciferase /hPDLSCs 及
hPDLSCs 培养，后两者为对照组。然后在转染后 0、
1、4、7、14 d 提取总 ＲNA 行 qPCＲ 检测 HIF-1α 和

VEGF 表达。
1． 2． 6． 2 细胞免疫组化及细胞核染色检测 HIF-1α
及 VEGF 蛋白的表达 将转染成功后的细胞接种
于培养皿中，5 d 后进行免疫组化染色，4%多聚甲
醛固定 30 min; PBS 洗去固定液; 乙醇溶液梯度水
化; 3%过氧化物消除内源性过氧化物酶; EDTA 修
复;在 1% BSA 封闭液中室温封闭 30 min ～ 1 h; 加
入即用型一抗( 鼠抗人 HIF-1α 单抗，鼠抗人 VEGF
单抗) ，4 ℃冰箱过夜; PBS清洗，加入二抗，温育 0. 5
h，冲洗后 DAB 显色，苏木精对比染色，中性树脂封
片，显微镜下观察结果。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 10． 0 软件进行分析，
数据以 珋x ± s表示。结果采用 ANOVA方差分析。

2 结果

2． 1 原代培养 hPDLSCs 的观察 原代培养 hP-
DLSCs 5 d 左右，组织块周围有细胞爬出。细胞大
部分呈梭形，似成纤维样细胞( 图 1) 。

图 1 原代培养 hPDLSCs × 40

2． 2 Lenti-miＲ-210-Luciferase 和 Lenti-LacZ-Lu-
ciferase 慢病毒载体构建 利用 pLVX-EGFP-
3FLAG-EF1-Luc 作为载体，目的基因同源重组入表
达载体的阳性克隆鉴定( 图 2) 。
2． 3 目的基因转染 hPDLSCs 后热成像检测 实
验结果表明 Lenti-miＲ-210-Luciferase 转染 hPDLSCs
( 图 3A) 后，热成像检测结果表明 Luciferase 高表达
( 图 3B) 。
2． 4 qPCＲ 检测 miＲ-210 促进 hPDLSCs 血管向
分化作用 采用慢病毒载体，用 miＲ-210 转染 hP-
DLSCs，在转染后 0、1、4、7、14 d 提取总 ＲNA 行
qPCＲ 检测关键成血管因子 HIF-1α 和 VEGF 表达。
在转染后的第 4 天，HIF-1α 和 VEGF 明显过表达，
HIF-1α在第 7 天达峰值，第 14 天时仍维持在较高
水平; VEGF直到第 14 天仍有上升趋势。hPDLSCs
和 Lenti-LacZ-Luciferase 组也有 HIF-1α和 VEGF 的
表达，与Lenti-miＲ-210-Luciferase组比较差异有统
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图 2 慢病毒载体结构及鉴定示意图
A:载体图谱; B: 菌落 PCＲ 鉴定示意图; Primer ( + ) : CMV-F;

Primer( － ) : EFI-Ｒ; C: 阳性克隆鉴定; 1: 目的基因: hsa-miＲ-210 基

因; M: DL 2 000 DNA Marker; D: 阳性克隆鉴定; 1: 阴性对照 ( 空载

体) ; M: DL 2 000 DNA Marker; 3 ～ 6:挑取的 4 个转化子

图 3 热成像检测
A: Lenti-miＲ-210-Luciferase 转染 hPDLSCs后的培养皿; B: Lenti-

miＲ-210-Luciferase 转染 hPDLSCs后热成像检测

计学意义( P ＜ 0. 01) 。见图 4。
2． 5 免疫细胞化学染色 miＲ-210 转染 hPDLSCs
后进行染色，结果显示，抗 HIF-1α 和抗 VEGF 染色
呈阳性( 细胞核有棕色反应) ，对照组呈阴性( 细胞
核为蓝色) 。见图 5。

3 讨论

节段性骨缺损 ( segmental bone defect，SBD) 的
修复是目前临床医学亟待解决的难题之一。随着材
料学、分子生物学及基因治疗学的发展，运用基因增
强的组织工程技术修复骨缺损成为当前的研究热
点［6 － 8］。但在修复 SBD 时，组织工程骨的血管化问
题是制约其最终治疗效果的关键因素。构建有效的

图 4 qPCＲ 检测不同时间点 HIF-1α和 VEGF mＲNA 的表达
A: HIF-1α; 2: VEGF;与 hPDLSCs 组比较: ＊＊P ＜ 0． 01; 与 Lenti-

LacZ-Luciferase 组比较: ##P ＜ 0． 01

图 5 显微镜下观察免疫化学染

色 × 40

A: miＲ-210 转染 hPDLSCs 抗
HIF-1α染色; B: miＲ-210 转染 hP-

DLSCs抗 VEGF 染色; C:对照组

血管化组织工程骨是当下必须要解决的一个课题，
目前的研究重点主要集中在以下几个方面:① 血管
化支架材料的构建;② 血管生长因子的应用; ③ 血
管细胞和干细胞的血管化;④ 显微外科技术修复血
管［9］。在运用基因增强的组织工程技术修复骨缺
损的研究中，基因调控种子细胞的成血管作用日益
受到关注，并在一系列动物实验中得到满意的效果，
如骨形成蛋白-2、核心结合因子 1、碱性成纤维细胞
生长因子、VEGF 等［10 － 11］。
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miＲ-210 是一种由低氧诱导表达的 miＲNA，已
证实 miＲNA-210 在低氧导致的血管新生过程中表
达量明显上升，因此被称为低氧特异性 miＲNA( hy-
poxamir) ，其表达比较稳定 ［12］。采用慢病毒载体可
以使 miＲ-210 在体内稳定表达，而且在病毒载体上
连接 Luciferase 可以体内示踪目的基因在体内表
达。所以本实验构建了 Lenti-miＲ-210-Luciferase 的
慢病毒载体，qPCＲ 结果显示转染目的基因的 hP-
DLSCs 过表达 HIF-1α 和 VEGF ，Lenti-miＲ-210-Lu-
ciferase 组的表达明显高于 hPDLSCs 和 Lenti-LacZ-
Luciferase 组，hPDLSCs 和 Lenti-LacZ-Luciferase 组
也有少量表达，这可能是由于 hPDLSCs 本身具有内
源性的 HIF-1α和 VEGF 基因。hPDLSCs 转染 miＲ-
210 基因后，HIF-1α和 VEGF 的 mＲNA 表达明显增
加。与 Lenti-miＲ-210-Luciferase 组比较，hPDLSCs
和 Lenti-LacZ-Luciferase 组 HIF-1α和 VEGF 的表达
都维持在较低的水平，说明使用慢病毒载体后并没
有影响 HIF-1α 和 VEGF 基因 mＲNA 的合成。miＲ-
210 转染 hPDLSCs 后进行免疫组化染色，结果显
示，抗 HIF-1α和抗 VEGF 染色呈阳性，对照组染色
呈阴性。与对照组比较，转染 miＲ-210 的 hPDLSCs
表达 HIF-1α和 VEGF。虽然 qPCＲ 结果显示 Lenti-
LacZ-Luciferase 组可少量表达 HIF-1α 和 VEGF，但
免疫组化染色未能检测出这两种因子，可能是因为
Lenti-LacZ-Luciferase组表达的量过少以致染色无法
显示。本实验结果揭示了 miＲ-210 具有促进 hP-
DLSCs 血管向分化的作用。然而，由于本实验只是
miＲ-210 具有促进 hPDLSCs 血管向分化作用的体外
实验部分，在未来的研究中可以构建动物模型研究
miＲ-210 介导的血管化组织工程骨在修复骨缺损中
的作用，以期为临床上有效解决 SBD 的生物功能重
建提供可靠的实验依据。

血运重建被认为是骨组织工程继种子细胞、支
架材料、细胞因子三大要素之后的第四大要素，如何
解决组织工程骨的血管化问题是目前需要解决的一
个关键问题。miＲ-210 是血管形成的调控因子，能

否采用组织工程技术，以 hPDLSCs 为靶细胞，利用
miＲ-210 构建血管化组织工程骨有待进一步研究。
本实验旨在为将来应用 miＲ-210 介导的 hPDLSCs
重建血管和修复骨缺损的体内外研究奠定基础。
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Abstract Objective To construct the lentiviral vector Lenti-miＲ-210-Luciferase，and to detect angiogenic factors
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HIF-1α and VEGF expression in hPDLSCs transduced by Lenti-miＲ-210-Luciferase． Methods hPDLSCs were iso-
lated and cultured，and according to human miＲ-210 gene sequence( NC_000011． 9) ，its primer was designed and
amplified through PCＲ． The PCＲ products of the target gene were connected to the vector pLVX-EGFP-3FLAG-
EF1-Luc． To identify the plasmid，target gene PCＲ product and the purpose vector were digested by EcoＲ Ⅰ and
Xba Ⅰ． Lenti-miＲ-210-Luciferase ( the control group was Lenti-LacZ-Luciferase) was constructed using the LＲ re-
combination system． After hPDLSCs was transduced by Lenti-miＲ-210-Luciferase，the analysis of HIF-1α and
VEGF expression was done with qPCＲ and the immunohistochemistry examination． Ｒesults The results of plasmid
sequencing and digestion confirmed that the vector Lenti-miＲ-210-Luciferase was successfully constructed． After
Lenti-miＲ-210-Luciferase was transduced to hPDLSCs on 0，1，4，7 and 14 d，the results of qPCＲ showed that the
over-expression of HIF-1α and VEGF was detected on 4 d，and continued until 21 d． Immunohistochemical results
showed that after hPDLSCs were transduced by Lenti-miＲ-210-Luciferase，hPDLSCs were positive for HIF-1α and
VEGF antibody，and the control group was negative． Conclusion The Lenti-miＲ-210-Luciferase is successfully
constructed，and miＲ-210 can promote hPDLSCs the differentiation of angiogenesis．
Key words periodontal ligament stem cells; miＲ-210; hypoxia inducible factor-1α; vascular endothelial growth
factor; lentiviral vector

大鼠非酒精性脂肪肝病程中细胞色素 P450 酶的分析
余 庆，许 曼，赵倩茹，林元节，陈 伟，金 涌

摘要 目的 探讨 4 种主要的细胞色素 P450 酶在非酒精性
脂肪肝( NAFLD) 发病进程中的表达变化。方法 建立大鼠
NAFLD的病理模型，并分别测定肝匀浆中谷草转氨酶
( AST) 、谷丙转氨酶 ( ALT) 和三酰甘油 ( TG) 等生化指标。
采用 Western blot法检测在各个病理时期 CYP1A2、CYP2D6、
CYP2E1 和 CYP3A1 的表达水平的变化。结果 随着 NAFLD
严重程度的增加，AST 与 ALT 的活性显著上升( P ＜ 0. 01 ) ，
TG的水平则在重度脂肪肝时期之前上升，而后显著下降( P
＜ 0. 01) 。CYP1A2 和 CYP2D6 的表达水平在发病进程中总
体呈下降趋势，CYP3A1 虽总体下调，但幅度不大，而
CYP2E1 的表达水平则明显上升 ( P ＜ 0. 01 ) 。结论 在
NAFLD 的 发 病 进 程 中 CYP1A2、CYP2D6、CYP3A1 和
CYP2E1 的表达水平发生明显的改变，实验结果可以为内科
医师针对 NAFLD患者的用药提供指导。
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非酒精性脂肪肝( non － alcoholic fatty liver dis-
ease，NAFLD) 是一种并非由于过度饮酒、自身免
疫、药物感染等因素所导致的一种以弥漫大泡性脂
肪为主要特征的临床病理综合征。其包括良性的肝
脏脂肪变性、由其演变的非酒精性脂肪性肝炎和肝
硬化，并最终有可能导致肝脏功能障碍［1 － 2］。
NAFLD的常见病因有肥胖、药物损伤、高脂血症与
糖尿病等。NAFLD的病理过程非常复杂，涉及体内
的众多角度与层次的生理生化过程，尚不能以单一
的机制解释。对于 NAFLD的发病机制，现在比较认
同的是“二次打击”学说［3 － 4］。细胞色素 P450 ( cy-
tochrome P450，CYP450) 是一类主要存在于肝脏和
肠道的单加氧酶系，可参与脂肪酸类固醇激素等内
源性底物的氧化和代谢、固醇类的生物合成以及大
部分药物和外源物的生物氧化等，并催化多种内源
性物质和外源性物质的代谢［5］。目前，针对 NAFLD
发病进程中 CYP450 酶的变化的研究尚且很少。该
研究主要以 NAFLD发展进程中各病理阶段的大鼠
为研究载体，利用Western blot法探讨与临床药物代
谢密切相关几种主要的 CYP450 酶的表达变化，旨
在对 NAFLD患者进行临床个体化用药，以提高疗效
和减少不良反应。
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