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与转染 Endostatin 基因的角肮细胞共培养时

内皮细胞增殖特性变化

梁晚益*唐辉张琼刘旭盛黄跃生

(第二军阪大学附属阿南医院烧伤研究所，重庆 400038)

摘要 构建含 Endostatin 基因的腺病毒载体，将 Endostatin 基因导入培养的角肮细胞，并

采用套皿法共培养角阮细胞与内皮细胞，测定培养液中 Endostatin含量、内皮细胞增殖周期各时相

比例、内皮细胞凋亡及细胞抑制率。结果表明特染 Endostatin 基因的角阮细胞可有效表达并分泌

Endostatin，连续培养 3 天后，培养液中 Endostatin 含量可达 226 ng/ml; 与转基因角阮细胞共培养

的内皮细胞凋亡百分数与抑制率分别为(32.7:1:7.1)% 、 (60.5 :1:8.3)% ，均显著高于对照纽[(7.3 :1:2.0)% , 

(1 3.8:1:1. 6)例，且 GofG 1 期比例明显高于对照组，而 S 期、 GzfM 期比例及增殖指数显著低于对照

组。因此，转染 Endostatin 基因角航细胞与内皮细胞共培养时，角月元细胞可通过分泌 Endostatin促

进内皮细胞凋亡，并抑制其增殖。
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f般痕I回生足烧伤临床的常见问题，也是迄今为

11:尚未解决的医学难题之一。近年来，随着细胞生

物学和分子生物学的迅猛发展，癫痕增生机制研究

取得了一些进展。研究表明:角阮细胞与内皮细胞

增殖都是创面愈合的重要条件，但角阮细胞完全覆

盖创而后，内皮细胞仍过度增殖可能是癫痕增生的

重要原因之--.[1]。今;研究用含 Endostatin 基因的真核

表达载体转染角阮细胞，并将其与内皮细胞共培

养，观察角阮细胞 Endostatin 分泌表达情况及其对

内皮细胞地l娟的影响。

1 材料与方法
1.1 试齐IJ

DMEM 培养基，无血清培养基(Keratinocyte­

SFM)，胎牛血洁，分散酶购自美国 Gibco BRL 公

Jij , Endostatin 检测试剂盒为 Oncogene 公司产品，

膜联蛋白 V-FITC 凋亡检测试剂盒购自美国 R&D 公

司l

1.2 质粒构建

按唐辉47l2l的方法构建含Endostatin基因的腺病

毒载体 Ad/hEnd 。

1.3 细胞分离培养

取流产婴儿皮肤或者小儿包皮， PBS 冲洗，除

去皮下组织，剪成 2mmx4mm 的皮片，放入 0.259毛

分散酶(dispase) 中， 4"C消化 18-24 h 后，揭下表皮

层，置于 DMEM (1 59毛胎牛血洁，肯霉素 100 u/ml , 

链霉素 100μg/ml)吹打，过筛，高心后以无血清培

养基调整细胞悬液密度 3x 10 5 个 Iml ， 活细胞率

95%，接种至 25 ml 培养瓶IP ，符其生长达 80% 左

右汇合时，收获角阮细胞，加 Ad/hEnd 病毒使之感

染。按姜笃~等[3]的方法分离、培养人真皮微血管

内皮细胞。按王培勇等[4]的方法将 Ad/hEnd 病毒感

染的角阮细胞或未转染的角阮细胞(对!照)与内皮细胞

分别接种子微孔滤膜套皿和 24 孔培养板中共培养，

培养在套皿上的角阮细胞所产生的可溶性物质可自

由通过套皿的微孔滤膜，作用于培养在 24 孔培养

板内皮细胞。

1.4 指标检测

1.4.1 培养液中 Endostatin 检测 采用 ELISA 法

(具体按 Oncogene 公司试剂盒说明刊)。

1.4.2 内皮细胞增殖周期各时相比例检测 收集

共培养 3 天后的内皮细胞，加 70% 冷乙醇固定，

RNase A 消化 10 min , 0.25% 腆化丙院常温避光染

色 30 min，用流式细胞仪进行检测，每例检测 lxl04

个细胞。根据 DNA 染色荧光强度的不同，将细胞
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irll 充论文-

培养的内皮细胞抑制2年 J'.i (60.5士8.3)% ，

照组(1 3.8 ::1:1. 6)% 。

![A苦 I~J 于二牙、j

讨论

本昕究 -t'lJ:是从细胞;)\.干探讨转 J[t[大|心一法阴泊

烧伤后癫痕增牛，的可行性。实验光十10注含 Endostatin

基因的眼怖主每求达载体，利用该载体才可 Endostatin

基因转入角阮细胞，并将转基因角阮细胞Jì"i 养 j二做孔

套皿中，再置1故孔套皿j-tì'f 1~ J$L J]夫做凶1竹ï付皮细胞

3 

分为 GoIG l 、 S 、 GiM ， 并二~[曰:由得期细胞的白分

比反细胞增扩j'[ .m数(proliferative index , PI), PI= 

(S+GiM)/(GofGl+S+GzfM)x 100% 。

1.4 .3 内皮细胞凋亡检测 151 用膜联蛋白 V-FITC

标 1G ，流式细胞仪检测。

1.4.4 细胞抑制率测定 来用 MTT1去。在培养

瓶中培养内皮细胞，待}νi气长达 60% 左右汇合时，

收获内皮细胞， 1左手中于 96 孔培养版(ñ]:孔 6xlü3 个细

胞)，分别 !j Ad/hEnd 的毒感染的角阮细胞和未转染

的角 }jJt细胞(页、Jmt) 共培养(角阮细胞培养 j二做于L底膜

套肌)0 48 h J[;I 臼d 96 孔培养版中加入 20μ11 孔 MTT

溶液，继续居养 4 h ，忏 .fLJJll 入酸化的异时醇 100

L , 37 oc温浴 1 h ，取出 1放.fL!自膜套皿。将各.fL充

分泪匀井去除气;但后置酶标仪检测 595 nm 的Yt吸收

值，计算抑制来，抑制率(%)=(叫熙、组 A 1ff 实验
主UA{直)/对 H~{r且 A{自 xl00% 。

706 

培养角肮细胞(x40)

培养内皮细胞以100)

FL2-A 

图 3 PI 染色后流式细胞仪检测内皮细胞凋亡

A 对照红1: B: Ij Ad-hEnd ')认J dJ:!必染的价 1];[ 到 111归 JU肖 J它们。

图 1
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结果

质粒构建

成功构建含了 Endostatin 基|坷的眼州高载体Ad/

hEndo 

2.2 细胞分离培养

倒置显微镜卡角阮细胞里梭形，

形.QlG圆形(罔 1 ，罔 2) 。

2.3 培养液中 Endostatin 浓度变化

转染角阮细胞可旬效表达 Endostatin，并将其

分泌入培养液巾，连续培养 3 天，培养液巾 Endo­

statlll 含量I1J达 226 ng/ml; 未转染角阮细胞(对照)

培养液未检测出 Endostatin 0 

2.4 内皮细胞增殖周期各时相比例

见表 1 0 

内皮细胞凋亡检测结果

由于明 l、伞细胞 DNA 发生降解，用腆化 rJg院(PI)

染色盯纤流式细胞仪I-1J 以检测细胞调|、:峰(罔 3) , 

经换算后门]计算 :-H 凋 l'-~细胞 l斗分数。纣果表明， fJ

Ad/hEnd病毒感染的开j阮细胞共培养的内皮细胞洞亡

百分数为(32.7士7.1)% ，显著归于对照组(7 .3 :t2.0)% 0 

2.6 细胞抑制率

结果表明，与 Ad/hEnd 俐毒感染的角阮细胞共

2 

内皮细胞主梭
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1 J [1 由角月兀到11 月包 J lJì'í. Jt斗的内!支到1111包 (!(J !t在 m)

与传染 Ad/hEnd 的角 11儿细胞 Jt !ì'íf它的内皮细胞

fj 对!!过组l 相|比，并 Pdl.O 1; Ij )(JJinfll 相比， "'P<O.OI 。
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梁晚益等:与转染 Endostatin 基因的角阮细胞共培养时内皮细胞增殖特性变化 707 

的 24 孔培养板内，模拟创面愈合过程中角阮细胞对

皮肤微血管内皮细胞的作用。采用此法可使转基因

角阮细胞分泌的Endostatin通过微孔作用于与之共培

养的皮肤微血管内皮细胞。实验结果表明，转染

Endostatin 基因的角阮细胞可有效表达并分泌 Endo­

statin，连续培养 3 天，培养液中 Endostatin 含量可

达 226 ng/ml。目前研究己知， Endostatin 的重要作

用是抑制血管内皮细胞增殖[6] 。本实验中，与 Ad/

hEnd病毒感染的角阮细胞共培养的内皮细胞调亡百

分数与抑制率分别为(32.7 :1::7.1)% 、 (60.5 :1:: 8.3)%，均

显著高于对照组[(7.3 :1:: 2.0)% ， (1 3.8 :1:: 1.6)%] 。同

时，内皮细胞增殖周期各时相比例检测结果表明，

内皮细胞与 Ad/hEnd 病毒感染角阮细胞共培养后，

GoIG 1 期比例明显高于对照组，而 S 期、 GiM 期
比例及增殖指数显著低于对照组，说明 Ad/hEnd 病

毒感染角阮细胞与内皮细胞共培养时，转基因角阮

细胞可通过分泌 Endostatin 促进内皮细胞调亡，并

抑制其增殖。

角阮细胞与内皮细胞增殖都是创面愈合的重要

条件。在创面开始愈合之初，伤口成纤维细胞与内

皮细胞等增殖形成肉芽组织填充伤口是创面愈合的

前提[6.飞但是炎性细胞和受损内皮细胞释放血管内皮

生长因于(VEGF)和碱性成纤维细胞生长因子(bFGF) ，

强烈剌激内皮细胞增殖和迁移形成新的毛细血管。

Whitby 等问报道胎儿伤口因内皮细胞增殖减少，愈

合后组织血管类型与临近正常组织相似，且癫痕

少。 Mast 等[9]进一步指出，与胎儿相比成人伤口强

烈的血管化反应是导致其愈合后癫痕增生的直接原

因。另一方面，在创面愈合后期，微血管因内皮

细胞的过度增殖而堵塞，导致癫痕组织内持续的低

氧状态，剌激成纤维细胞胶原蛋白合成[10] 。可见，

内皮细胞增殖在癫痕增生中具有重要作用。

本研究针对内皮细胞过渡增殖是搬痕增生重要

原因这一机制，利用 Endostatin 可抑制血管内皮细

胞增殖的原理，将 Endostatin 基因导入角肮细胞，

采用微孔套皿法将其与内皮细胞共培养研究。结果

表明，转基因角阮细胞可通过分泌 Endostatin 促进

内皮细胞调亡，并抑制其增殖。由此，采用大规

模角阮细胞培养，结合基因转染后自体移植技术，

有可能发展为加速严重烧伤患者创面封闭，抑制愈

合后癫痕形成的有效治疗手段。
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Effects of Co-cultured with Endostatin Gene Transfected Keratinocytes on 
Proliferative Characteristics of the Human Dermal 

Microvascular Endothelial Cells 

Wan-Yi Liang* , Hui Tang, Qiong Zhang, Xu-Sheng Liu, Yue-Sheng Huang 

(Institute of Burn Research, Southwest Hospital, the Third Military Medical Univers仰， Chongqing 400038, China) 

Abstract Constructed a recombinant endostatin adenovirus expression vectors and transformed these 

vectors into keratinocytes, co-cultured the kerotinocytes with human dermal microvascular endothelial cells, then 

determined the content of endostatin in the supemate, the phase percent of the proliferative cycle, apoptosis and the 

cell inhibition ratio of the endothelial cells. The endostatin expression by keratinocytes reached 226 ng/ml after 3 

days of co-culture. The apoptosis percentage and the cell inhibition ratio of the endothelial cells co-cultured with 

gene-tranfected keratinocytes were significantly higher than those in control group. In addition, the proportion of 

GJG 1 period was higher than that in control group, while the the proportion of S and G/M period were on the other 

way round. Therefore, co-cultured gene-transfected keratinocytes could promote apoptosis and inhibite the prolif­

eration of the endothelia1 cells through excretion of endostatin. 

Key words endostatin; keratinocyte; endothelium; proliferation 
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