
中华烧伤杂志 堡 旦笙丝鲞笙 塑 』旦 ! g 塾 ! ：丝! !： 

重组人内皮型一氧化氮合酶基因转染 

对增生性瘢痕成纤维细胞的影响 

杨平 王爱丽 刘德 武 徐顺 顾耀辉 黄静 陈波 罗前程 贾卿 吴志宏 

【摘要】 目的 了解重组人内皮型一氧化氮合酶(eNOS)基因转染人增生性瘢痕成纤维细胞 

(HSFb)的可行性 ，以及转染后一氧化氮(NO)的生成和 I、Ⅲ型胶原 的合成情况。 方法 体外构建 

人 eNOS真核表达载体。取体外培养的人 HSFb进行转染实验 ，根据细胞培养液中所加质粒不同分为 

pcDNA3．0空载体组 、pcDNA3 O-eNOS转染组。另设未转染组，细胞按常规培养。采用实时荧光定量 

PCR法 检测各组细胞 eNOS及 I、Ⅲ型胶原 mRNA表达。硝酸还原酶法 测定 NO含量。 结果 细 

胞转染后 eNOS显著表达，pcDNA3．0-eNOS转染组 eNOS mRNA相对表达量为 5．92 4-0．2l，明显高于 

pcDNA3．0空载体组(0．98-i-0．13，P <0．05)；pcDNA3．0-eNOS转 染组 I型胶原 mRNA相对表达量为 

0．76±0 15，II1型胶原 mRNA相 对表达量 为 0．79±0．08，均 明显 低于 pcDNA3．0空 载体组 (0．98± 

0．15、1．02±0．12，P <0．05)。pcDNA3．0-eNOS转 染组 NO含量为 (36．1-i-0．8)[~mol／L ，明显高于 

pcDNA3．0空载体组 (28．4-i-1．0)[~mol／L和未转染组[(27．7±1．3)[~mol／L，P <0．01]。 结论 

HSFb可作为 eNOS基因转染的靶细胞，转染的细胞能表达 eNOS并产生 NO，并且对细胞的胶原合成 

功能有抑制作用。 
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【Abstract】 Objective To investigate the feasibility of transfection of recombinant human endothelial 
nitric oxide synthase(eNOS)into human hypertrophic scar fibroblasts(HSFbs)．and to observe NO secretion 

and the synthesis of collagen I and II1． Methods Recombinant human eNOS with karyocyte expressive 

vector was constructed in vitro．then was transfected into HSFbs which was isolated from hypertrophic scar tis． 

sues and cultured in vitro(T group)．The HSFbs untransfected (normal culture)or transfected with empty— 

vector was used as control group and empty—vector group respectively．The mRNA expression of eNOS，colla— 

gen I and IR was determined by Reahime PCR．The content of NO was determined by NO assay kit． Re． 

sults The expression of eNOS mRNA in T group was 5．92±0．21．which was obviously higher than that in 

empty—vector group(0．98-i-0．13，P <0．05)．The expression of collagen I mRNA (0．76 4-0．15)，and 

collagen II1(0．79-i-0．08)in T group was significantly lower than those in empty—vector group(0．98-i- 

0．15，1．02±0．12，P <0．05，respectively)．The content of NO in T group(36．1±0．8Ixmol／L)was obvi— 

ously higher than that in empty—vector group(28．4-i-1．0[~mol／L，P <0．01)and control group(27．7± 

l_3 I~mol／L，P <0．01)． Conclusion HSFbs can be the target cells for eNOS gene transfection．The 

transfected cells cal／express eNOS and produce NO ，which inhibit the synthesis of collagen． 
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一 氧化氮(NO)是一种弥漫性细胞 内信号分子 ， 

主要由血管内皮细胞合成和释放，其合成酶为一氧 
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化氮合酶(NOS)。NO具有广泛的生物学作用 ，包括 

血管舒张 、促肿瘤细胞凋亡 、免疫功能调节和神经递 

质作用。研究表明，瘢痕组织 中的 NOS含量和 NO 

的表达与瘢痕组织增生呈负相关，NO对瘢痕组织增 

生具有抑制作用⋯。本实验将体外重组的内皮型一 

氧化氮合酶(eNOS)转染人体外培养 的人增生性瘢 

痕成纤维细胞 (HSFb)，观察 eNOS的表达和 NO生 

成情况 ，以及细胞增殖状态和胶原合成的改变，探讨 

eNOS转染 HSFb的可行性 ，以期为增生性瘢痕(HS) 
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的治疗提供新的途径和实验依据。 
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1 对象与方法 

1．1 主要试剂及仪器 

大肠杆菌 toplO、高效真核表达载体 pcDNA3．0、 

脂质体 Lipofectamine 2000(美 国 Invitrogen公 司)， 

DMEM 培养基 、胰蛋 白酶、Trizol试剂盒(美国 Gibco 

公司)，胎牛血清 (美 国 Hyclone公司)，胶原酶 NB4 

(德国 Serva公司)，反转录 (RT)．PCR试剂盒 、克隆 

载体 pMD18．T、Taq酶 (日本 TaKaRa公司)，NO检 

测试剂盒(南京建成生物工程研究所 )。PCR引物 

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成 。荧光 

显微镜 (日本 Nikon公 司)，7300型 实时荧光 定量 

PCR扩增仪(美国 ABI公司)，DNA测序仪 (上海捷 

兰生物公司)，GIS22800型凝胶图像处理系统 (上海 

天能科技有限公司)。 

1．2 eNOS真核表达载体构建与鉴定 

采用 RT．PCR方法获取 目的基 因 eNOS cDNA 

片段，序列全长 3673 bp。PCR扩增引物，上游引物 

5 -TGGAGCAGGCAGCAGAGTG．3 ，下游 引物 5 一CG· 

GAACTGGAAGGGAAAGC-3 。PCR纯化产物装入克 

隆载体 pMD18-T，大肠杆菌 topl0在 LB固体培养基 

上涂片培养 ，经蓝白斑筛选，挑取单个 白色菌落在含 

氨苄西林的 LB培养液中扩增 ，DNA测序仪上测序 

分析。用 Hind m 和 Xba I双酶切 TA载体回收 目 

的片段 ，表达载体 pcDNA3．0用 Hind m和 Xba I双 

酶切 收线性 载体 ，采 用 T4连 接 酶连 接并 构建 

pcDNA．eNOS，经酶切电泳鉴定。 

1．3 细胞培养、转染及分组 

HS标本来源于上海市第七人 民医院烧伤整形 

科门诊 HS患者 (患者均知情同意)。HSFb分离和 

培养参照文献[2]方法 。待细胞长至80％融合时用 

于实验。转染前 24 h，胰蛋白酶消化细胞 ，计数后按 

2×10 个／孔接种于 6孔培养板 中继续培养 ，待细胞 

30％ ～50％融合 时进行质粒转染。取无血清 DMEM 

培养液 245 IxL与 5 txL Lipofectamine 2000混匀 ，另 

取 245 IxL DMEM培养液与 5 L(100 pmo1)质粒混 

匀，根据所加质粒不 同分为 pcDNA3．0空载体组和 

pcDNA3．0-eNOS转染组。5 min后分别合并脂质体 

和质粒液，室温下放置 20 min。吸除待转染细胞 中 

培养液 ，以无血清 DMEM培养液洗涤 2次 ，添加不 

含血清和抗生素的 DMEM培养液 1．5 m【／孔 ，再加 

入已经合并的脂质体质粒液，37℃培养 5 h。弃去 

转染液 ，更换含体积分数 10％胎牛血清的 DMEM培 

养液继续培养。另设未转染组作为对照，按常规方 

法培养细胞 。 

1．4 检测指标 

1．4．1 eNOS、I型胶原和 Ⅲ型胶原 mRNA的表达 

收集对数生长期 的各组细胞 ，用 Trizol试剂盒 

提取细胞总 RNA，紫外分光光度计定量后，行 RT反 

应 ，操作按试剂盒说 明书进行。反应程序：25℃反 

应 15 min、37℃ 60 min、95℃ 5 min，终止反应后，采 

用实时荧光定量 PCR法检测 RT产物 eNOS、I型 

胶 原和Ⅲ型胶原表达 。eNOS上游引物5 ·CTCATG· 

GGCACGGTGATG．3 ，下 游 引物5 一ACCACGTCA· 

TACTCATCCATACAC．3 。I型胶原上游引物5 ．GAA． 

CGCGTGTCATCCCTTGT．3 ，下游引物 5 ·GAACGAG- 

GTAGTCTTTCAGCAACA．3 。Ⅲ型胶原上游引物 5 ． 

AACACGCAAGGCTGTGAGACT．3 ，下游弓I物 5 -GC． 

CAACGTCCACACCAAATT．3 。RT产物稀释 1O倍后 

取 1 L作为模板，加 入 2倍 Taq 12．5 L，上、下 

游引物各 1 L，去离子水补足体积到 25 L。反应 

条件 ：5O℃预变性 2 min、95℃变性 15 min，95℃退 

火 15 s，60℃延伸 1 min，共 4O个循环。以各转染组 

与未转染组数据的比值表示其相对表达量。 

1．4．2 NO检测 将对数生长期的细胞以2×10 

个／cm 接种 于 24孔 培养 板 中，加 入含体 积分 数 

10％胎牛血清 的 DMEM培养。采用硝酸还原酶法 

测定各组细胞培养上清液 中 NO含量 ，操作按试剂 

盒说明书进行 。 

1．5 统计学处理 

数据以x 4-s表示 ，用 STATA 9．0统计软件行 t 

检验。 

2 结 果 

2．1 eNOS基因克隆及表达载体构建 

eNOS基因扩增成功 ，全长约 3700 bp。特异片 

段 回收后 ，经 过 TA 克隆 以及 亚克 隆 到表 达载体 

pcDNA3．0上 ，成功构建 了 pcDNA3．0一eNOS真核表 

达载体。载体经琼脂糖凝胶电泳可见约 9100 bp的 

DNA带 ，与预期质粒大小一致，用 Hind m和 Xba I 

双酶切后 ，琼脂糖凝 胶 中出现 2条 DNA带 ，1条约 

5400 bp，与空质粒 DNA带相齐 ，是质粒 DNA带；另 

1条约 3700 bp，与 eNOS cDNA片段大小一致 ，是 目 

的片段 eNOS cDNA带 ，通过重组体酶切说明 目的片 

段 已定 向插入到 表达载体 中。见图 1。经测 序检 

测，证实所克隆基 因为 eNOS，与美 国国立生物技术 

信息中心网站上所查阅的一致。 
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图 1 重 组 质 粒 p e D N A 3 ． 0 - 内 皮 型 一 氧 化 氮 合 酶

( e N O S ) 酶 切 电 泳 图 。 a ． H i n d m + X b a I m a r k e r ；b H i n d

Ⅲ + X b a l 双 酶 切 后 电 泳 ；c ． p c D N A - e N O S 电 泳

2 ． 2 H S F b e N O S 转 染 及 表 达

H S F b 经 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0 转 染 绿 色 荧 光 表 达

载 体 p E G F P — N l 4 8 h 后 ， 以 蓝 色 荧 光 照 射 ， 显 示 约

2 0 ％ 细 胞 有 绿 色 荧 光 ， 见 图 2 。 转 染 后 e N O S 显 著 表

达 ， p c D N A 3 ． 0 - e N O S 转 染 组 e N O S m R N A 相 对 表 达

量 为 5 ． 9 2 ± 0 ． 2 l
， 明 显 高 于 p c D N A 3 ． 0 空 载 体 组

( 0 ． 9 8 ± 0 ． 1 3 ， P < 0 ． 0 5 ) 。

图 2 绿 色 荧 光 蛋 白 报 告 基 因 载 体 转 染 后 ， 部 分 增 生 性

瘢 痕 成 纤 维 细 胞 呈 绿 色 荧 光 荧 光 显 微 镜 × 4 0

2 ． 3 I 、 Ⅲ 型 胶 原 m R N A 表 达

p c D N A 3 ． 0 ． e N O S 转 染 组 I 型 胶 原 m R N A 相 对

表 达 量 为 0 ． 7 6 ± 0 ． 1 5
， m 型 胶 原 m R N A 相 对 表 达 量

为 0 ． 7 9 ± 0 ． 0 8
， 均 明 显 低 于 p c D N A 3 ． 0 空 载 体 组

( 0 ． 9 8 ± 0 ． 1 5
、

1 ． 0 2 ± 0 ． 1 2
，

P < 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 4 N O 检 测 结 果

p c D N A 3 ． 0 - e N O S 转 染 组 N O 含 量 [ ( 3 6 ． 1 ± 0 ． 8 )

i~ m o l ／L ] 明 显 高 于 p c D N A 3 ． 0 空 载 体 组 [ ( 2 8 ． 4 ± 1 ． 0 )

i~ m o l ／L ] 和 未 转 染 组 [ ( 2 7 ． 7 ± 1 ． 3 ) ~ m o l ／L
，

P <

0 ． 0 1 ] 。

3 讨 论

N O 是 活 体 细 胞 在 N O S 的 催 化 下 ， 以 L 一 精 氨 酸

为 底 物 ， 在 有 氧 条 件 下 生 成 的 小 分 子 物 质 。 N O S 合

成 的 N O 寿 命 较 短 ( 几 秒 到 几 分 钟 ) ， 性 质 极 其 不 稳

定 。 作 为 替 代 疗 法 ， 外 源 性 N O 应 用 非 常 困 难 。 外

源 性 基 因 转 染 的 方 法 具 有 表 达 稳 定 、 作 用 直 接 而 且

持 久 的 优 点 。 关 于 治 疗 性 应 用 研 究 ， 基 因 转 染 的 方

法 应 简 便 安 全 ， 为 此 我 们 选 用 了 脂 质 体 作 为 载 体 进

行 基 因 转 染 。 本 研 究 采 用 实 时 荧 光 定 量 P C R 法 ， 证

实 转 染 后 的 细 胞 有 e N O S m R N A 表 达 ， 且 N O 生 成 明

显 增 加 。

N O 具 有 舒 张 血 管 、 促 进 毛 细 血 管 再 生 的 作 用 ，

有 利 于 创 伤 的 正 常 修 复
¨ 。

。 在 创 伤 后 早 期 ， 创 面 组

织 N O S 表 达 上 升 ，
N O 合 成 增 多 。 在 创 伤 修 复 晚 期 ，

H S 组 织 中 N O S 表 达 较 正 常 组 织 和 非 病 理 性 瘢 痕 组

织 下 降 ， 局 部 组 织 中 N O 合 成 量 减 少 ， 结 果 引 起 瘢 痕

组 织 中 成 纤 维 细 胞 异 常 增 殖 ， 伴 有 细 胞 外 基 质 ( 主 要

为 I 、 Ⅲ 型 胶 原 ) 过 量 沉 积
㈡ ’

， 从 而 促 进 H S 的 形 成

和 发 展 。
H S 组 织 中 N O S 表 达 及 N O 合 成 减 少 的 机

制 及 意 义 尚 未 完 全 明 了 ， 研 究 表 明 ， 可 能 与 转 化 生 长

因 子 B 抑 制 N O 释 放 或 组 织 中 缺 乏 酶 底 物 ( L 一 精 氨

酶 ) 致 N O 合 成 量 下 降 有 关
∞ j

。

本 研 究 证 实 ，
e N O S 基 因 转 染 在 体 外 培 养 的

H S F b 中 是 可 行 的 ， 转 染 的 基 因 可 合 成 e N O S
， 进 而 催

化 生 成 N O
， 并 对 细 胞 的 胶 原 合 成 功 能 产 生 负 性 作

用 。 体 外 转 染 实 验 作 用 时 间 较 短 ， 其 结 果 反 映 了 基

因 转 染 后 的 即 时 效 应 ， 而 瘢 痕 胶 原 沉 积 可 长 达 数 月

之 久 ， 因 此 转 染 后 长 期 作 用 效 果 如 何 尚 待 研 究 。 我

们 的 荧 光 表 达 载 体 转 染 实 验 证 实 转 染 效 率 并 不 高 ，

如 何 提 高 转 染 效 率 还 有 待 进 一 步 研 究 。
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