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骨髓间充质干细胞中突变型人低氧诱导因子1α真核表达载体的表达*
◆ 

张  男1，李  谌1，郭  韬1，刘丹平2 

Expression of mutant human hypoxia-inducible factor 1 alpha eukaryotic expression vector in 
bone marrow mesenchymal stem cells    

Zhang Nan1, Li Chen1, Guo Tao1, Liu Dan-ping2 

Abstract 
BACKGROUND: In vivo experiments of transgenic mice have shown that recombinant hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1α) 
can promote angiogenesis under the conditions of normal skin morphology and function. 
OBJECTIVE: To construct a new adenovirus eukaryotic expression vector that can co-express HIF-1α mutant protein and human 
renilla reniformis green fluorescent protein (hrGFP) reporter molecule under normoxia conditions to transfect bone marrow 
mesenchymal stem cells (BMSCs) of the Sprague-Dawley rats.   
METHODS: A successful recombinant adenovirus eukaryotic expression vector pAd-HIF1αmu-IRES-hrGFP-1 was constructed 
and transfected into human embryonic kidney 293A cells (HEK293A) using Lipofectamine 2 000 for packaging the virus. The 
recombinant adenovirus eukaryotic expression vector was transfected into BMSCs of the rats at the best value multiplicity of 
infection 50. Three control groups were established: positive control group transfected with Ad-CMV-HIF1α-IRES-hrGFP-1, 
negative control group transfected with Ad-CMV-IRES-hrGFP-1 and blank control group without transfection. 
RESULTS AND CONCLUSION: The adenovirus vectors were transfected into the HEK293A cells with packaging successfully ①

and a large amount of green fluoresence expression was found in the cells. Th② e protein expression in the cells transfected with 
mutant adenovirus HIF-1α expression vector under normoxia conditions was higher than that of the three control groups. The 
difference among the three control groups had no significance(P > 0.05). To transfect mutant adenovirus eukaryotic expression 
vector pAd-HIF1αmu-IRES-hrGFP-1 into the HEK293A cells with pakaging successfully can induce the great and efficient 
expression of HIF-1α gene under normoxia conditions. 
 
Zhang N, Li C, Guo T, Liu DP. Expression of mutant human hypoxia-inducible factor 1 alpha eukaryotic expression vector in bone 
marrow mesenchymal stem cells.Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2011;15(45): 8495-8498.     
[http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：转基因小鼠体内实验证实，重组的低氧诱导因子 1α可以促进皮肤形态功能正常的血管新生。 
目的：构建能够在常氧条件下同时表达突变型低氧诱导因子 1α目的蛋白和绿色荧光蛋白报告分子的新型腺病毒真核表达载
体，并转染 SD大鼠骨髓间充质干细胞，检测该基因在细胞中的表达情况。 
方法：利用 Lipofectamine 2000介导将构建成功的重组腺病毒真核表达载体 pAd-HIF1αmu- IRES-hrGFP-1转染 HEK293A
细胞，包装病毒，以最佳感染指数=50 将重组腺病毒转染大鼠骨髓间充质干细胞，并设 3 个对照组，即阳性对照组：转染
Ad-CMV-HIF1α-IRES-hrGFP-1；阴性对照组：转染 Ad-CMV-IRES-hrGFP-1组；空白组：未转染病毒。 
结果与结论：①腺病毒载体成功转染 HEK293A 细胞，包装成功，细胞内有大量绿色荧光表达。②转染突变型低氧诱导因
子 1α腺病毒表达载体的细胞在常氧条件下蛋白表达量明显高于转其他 3组，3个对照组间差异无显著性意义(P > 0.05)。
提示突变型腺病毒真核表达载体 Ad-HIF1α-IRES-hrGFP-1在 HEK293A内成功包装；突变后低氧诱导因子 1α基因能够在
常氧条件下大量且高效表达。 
关键词：低氧诱导因子 1α；基因突变；重组腺病毒载体；骨髓间充质干细胞；转染 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.45.030 
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0  引言 
 

血管的形成和生长是骨组织再生过程中的

重要环节及必要条件
[1-3]
。只有尽早地在骨折区

内构建有效的血管网络，才能为各种细胞的成

骨分化和成骨活动提供营养支持和代谢保证，

促进骨缺损骨折愈合。血管新生过程受一系列

生长因子的调节，如血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor，VEGF)、
成纤维细胞生长因子、表皮生长因子和血管生

成素等，这些生长因子相互协调、相互补充，

单个生长因子并不足以诱导成熟的血管新生。 
近几年才发现的上游基因——低氧诱导因

子1α (hypoxia inducible factor -1 alpha，HIF1α)
已经被证实可以调控促血管新生基因的转录；

在转基因小鼠体内实验证实，重组的HIF1α可以
促进皮肤形态功能正常的血管新生

[4-8]
。由于

HIF1α诱导的新生血管不渗漏、无组织水肿、炎
性反应小，血管没有曲折和囊性血管形成

[9-11]
，

使得近年来在缺血性研究中，被认为是最具有

临床应用前景的基因之一，这也为该因子治疗



 
 

 8496 

辽宁医学院附属
第一医院，1 中心
实验室，辽宁省医
学组织工程重点
实验室，辽宁省外
科学重点实验室，
2 骨关节外科，辽
宁省锦州市  
121000 
 
张男，男，1972
年生，辽宁省锦州
市人，汉族，1999
年锦州医学院毕
业，技师，主要从
事骨组织工程实
验技术研究。 
youna1024@ 
sina.com 
 
通讯作者：刘丹
平，博士，教授，
主任医师，硕士生
导师，辽宁医学院
附属第一医院骨
关节外科，辽宁省
锦州市  121000 
liudanping2009
@sohu.com     
 
中图分类号:R394.2 
文献标识码:B 
文章编号:1673-8225 
(2011)45-08495-04 
 
收稿日期：2011-04-13   
修回日期：2011-05-13 
(20101101005/W·W) 
 
 

骨不连骨缺损提供了坚实的理论依据。但是，

在常氧条件下，HIF1α蛋白极易被降解和失活。
为此，作者利用hrGFP为报告基因[12-14]

，构建

了能够在常氧条件下同时表达HIF1α基因和
hrGFP基因的新型腺病毒双基因真核表达系
统，并检测HIF1α基因在SD大鼠骨髓间充质干
细胞中的蛋白表达情况，为下一步研究HIF1α
基因及其突变体对骨缺损部位的血管新生作用

及以后的临床应用奠定基础。 
 
1  材料和方法 

 
设计：对比观察。 
时间及地点：实验于2010-03/09在辽宁医

学院附属第一医院中心实验室完成，实验室生

物安全防护水平：BSL-3，本实验室为辽宁省
科技厅医学组织工程重点实验室及辽宁省教育

厅外科学重点实验室。 
材料：SD大鼠用于骨髓间充质干细胞

(bone marrow derived mesenchymal stem 
cells，BMSC)提取，由辽宁医学院动物饲养中
心提供。 

质粒、菌株及主要试剂： 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 
重 组 腺 病 毒 表 达 载 体 pAd-HIF1αmu- 

IRES-hrGFP-1 的 构 建 ： 分 别 以 突 变 后

pMD19-T-HIF1αmu
质 粒 和 pShuttle-CMV- 

IRES-hrGFP-1穿梭载体为底物，建立两个独立
的Not Ⅰ/Pvu Ⅰ双酶切反应体系，回收大小约
2.5 kb的 HIF1αmu

基因片段和约 8.9 kb的
pShuttle-CMV-IRES- hrGFP-1载体大片段。建
立标准的连接反应体系。重组质粒送TaKaRa
公司测序鉴定。用Pme Ⅰ单酶切腺病毒穿梭质
粒后提纯，建立去磷酸化(BAP)反应体系；将电
穿孔仪设置在200 Ω，2 500 V，25 μF，利用细
菌内同源重组机制将穿梭载体与电感受态细胞

BJ5183-AD-1进行重组。 
重 组 腺 病 毒 的 包 装 ： 通 过 脂 质 体

Lipofectamine 2000转染试剂按照一定比例与
重组腺病毒载体混合后转染HEK293细胞，培
养7~10 d待到细胞出现病变效应(Cytopathic 
effect，CPE)后反复冻融3次收集病毒，滴度测
定后为1.6×108 pfu/mL。同理构建阳性对照(突
变前)及阴性对照(空病毒载体)。 

BMSCs的原代分离培养：参考文献[15]进行。 
实验分组：取第3代生长状态良好的大鼠

BMSCs 12瓶，随机分为4组：实验组转染
Ad-CMV-HIF1αmu- IRES-hrGFP-1；阳性对照
组转染Ad-CMV-HIF1α-IRES-hrGFP-1；阴性对
照组转染Ad-CMV-IRES-hrGFP-1组；空白组未
转染病毒。 

重组腺病毒转染SD大鼠BMSCs：取第3代SD
大鼠BMSCs以5×105/孔的密度接种于6孔细胞
培养板，常规培养24 h，待细胞贴壁后吸去上
清。以感染复数(MOI)=50转染，37 ℃、体积分
数5%CO2恒温细胞培养箱中孵育3 h，之后每瓶
补充培养基2 mL继续培养，24~72 h在荧光倒
置显微镜下观察转染效果。 

Western blot蛋白免疫印迹检测HIF1α蛋白表

达：提取4组细胞蛋白，分别做Western blot蛋
白免疫印迹检测HIF1α蛋白在SD大鼠BMSCs
中的表达情况。 
主要观察指标：①琼脂糖凝胶电泳观察重

组腺病毒载体构建效果及限制性核酸内切酶反

应体系。②通过基因测序手段检测目的基因与

GenBank上基因序列的一致性。③通过在荧光
显微镜下观察病毒转染细胞后的CPE及GFP表
达检测病毒包装效率。④通过SDS-PAGE电泳
半定量检测HIF1α目的蛋白在各组中的表达
量。 
统计学分析：所有数据均用SPSS17.0软件

包进行统计学分析，Western blot计量资料用  
x
_

±s表示，采用单因素方差分析，以P < 0.05为
差异有显著性意义。

质粒、菌株及主要试剂    来源 

含人 HIF1α目的基因的供体 
质粒 pCMV6-XL5-HIF1α       
腺病毒穿梭质粒 

pShuttle-CMV-IRES-hrGFP-1、
腺病毒骨架载体 pAdEasy-1 
大肠杆菌 DH5α 感受态细胞、

HEK293A细胞               
各种限制性内切酶、DNA Ligation 
 Kit Ver. 2.0、Agarose Gel DNA 
 Purification Kit Ver.2.0、质粒小
量提取试剂盒、DNA marker：
λ-Hind  DNA digestⅢ 、1 kb DNA 
ladder marker 、 DL15000 、
DL2000等 

Pme Ⅰ、Pac Ⅰ               
超纯质粒提取试剂盒             
脂质体 Lipofectamine 2000、 

OPTI-MEM、TRIzol等 
一抗：鼠抗人 HIF1α单克隆抗体  
二抗、内参 β-actin、抗体稀释液 
 
Western-blot等其他试剂         
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2  结果 

 
2.1  重组腺病毒载体转染HEK293A细胞进行腺病毒包
装结果  重组腺病毒转染HEK293A细胞后24 h荧光显
微镜下观察见图1，倒置显微镜下观察到的细胞病变效
应见图2。可见细胞聚集，肿胀，触角回收，部分细胞
悬浮，间隙加宽。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.2  重组腺病毒转染SD大鼠BMSCs后的绿色荧光表
达结果  BMSCs转染腺病毒48 h后荧光表达情况见图
3，可见细胞内有大量荧光表达。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  转染腺病毒的SD大鼠BMSCs Western blot蛋白
免疫印迹检测结果  见图4。可见实验组细胞的HIF1α
蛋白表达量明显高于其他3组，其相对β-actin的吸光度

值(即净吸光度值)为1.023，而阳性对照组、阴性对照组、
空白组分别为0.325，0.269，0.307，差异有显著性意
义(P < 0.01)；阳性对照组、阴性对照组、空白组之间
HIF1α蛋白表达量净吸光度值差异无显著性意义(P > 
0.1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3  讨论 
 
骨折发生的同时也破坏了骨折区的血运，营养物质

供应严重不足，致使此部位成骨活动缓慢以至停滞，甚

至连种子细胞生长的基本营养需求都不能满足
[16-21]

。充

足的血液供应是维系骨折区，特别是骨缺损、骨不连局

部再生的必要条件。以往的研究多用VEGF等因子促进
血管生成，但单独应用均有不足之处。目前研究发现

HIF1是一个较为合适的候选基因[22]
。 

大量的研究表明，在常氧环境下表达外源性HIF1α
的质粒可以达到与低氧诱导相似的生理效果

[23-27]
。但是

在常氧状态下，HIF1α将很快被机体降解(数分钟内)；
而在低氧条件下，由于编码区脯氨酸402，564不能被羟
化，HIF1α得以积累。除此之外，Lando等[28]

报道：决

定HIF1α的转录活性区位于其羧基端(COOH-terminal 
transactivation domain，CAD)的第803位天冬酰胺，用
化学抑制剂或基因重组法阻止其羟化，可导致HIF1α的
强烈转录活性。从此，阐明了HIF1α的重要结构区不仅
包括氧依赖降解区(ODDD)的脯氨酸402和564，而且还
包括了CAD的天冬酰胺803。 
有研究表明，不含ODDD的HIF1α基因转染细胞，

在任何氧浓度下均可表达HIF1α活性蛋白[4]
；而体内实

验表明与单独VEGF过度表达诱导的血管不同，该重组
HIF1α诱导的新生血管床稳定，转基因鼠的皮肤不出现
水肿、炎症和血管渗漏；血管没有曲折和囊性血管形成。

Ivan等[29]
将HIF1α的脯氨酸564定点突变为丙氨酸，发

现突变型的HIF1α较之野生型更稳定而不容易被降解。
Wan等[30]

报道在小鼠骨修复模型成骨阶段HIF1α是成熟
血管生成必不可少的调控因子，且可以加速骨组织再

生。Wang 等[31]
实验显示在HIF1α高表达的小鼠成骨过

程中VEGF浓度升高，血管化明显，且无不良反应，认

A          B          C        D      Mr (×103) 

Figure 4  Protein expression of hypoxia-inducible factor 1 
alpha (HIF-1α) detected by using Western blot 
method 

图 4  Western blot检测 HIF1α蛋白表达 

Figure 1  At 24 h after adenovirus recombinant transfected 
into HEK293 cells under fluorescence microscope 
(×40) 

图 1  重组腺病毒转染HEK293A细胞后 24 h荧光显微镜下
观察(×40) 

Figure 2  Cytopathic effect under inverted microscope (×100)
图 2  倒置显微镜下观察到的细胞病变效应(×100) 

Figure 3  Green fluoresence expression at 48 h after 
recombinant adenovirus was transfected into bone 
marrow mesenchymal stem cells of the 
Sprague-Dawley rats (×100) 

图 3  SD大鼠骨髓间充质干细胞转染腺病毒后 48 h绿色荧
光表达情况(×100) 

HIF1α 

β-actin 

120  
 
42 

A: Experimental group; B: Positive control group; C: Negative control 
group; D: Blank control group without transfection 
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为骨发育过程中HIF1α途径与完整血管化密切相关。 
Western blot蛋白免疫印迹检测结果说明，无突变的

重 组 腺 病 毒 真 核 表 达 载 体 Ad-CMV-HIF1α- 
IRES-hrGFP-1转染入BMSCs后HIF1α蛋白的水平并无
明显提高，这提示了Ad-CMV-HIF1α-IRES -hrGFP-1转
染尽管可能引起HIF1α蛋白表达的增加，但是增加的
HIF1α蛋白由于正常ODDD结果的存在，仍然容易被降
解而不能在细胞内发生蓄积，因而不能发挥它的功能。 
与 转 染 了 Ad-CMV-HIF1α-IRES-hrGFP-1 的

BMSCs不同的是，转染了突变型重组腺病毒真核表达
载体Ad-CMV-HIF1αmu-IRES-hrGFP-1的BMSCs在用
Western blot方法检测时能检测到细胞内高水平的
HIF1α蛋白，提示这种突变的表达载体在常氧条件下能
在BMSCs内表达蛋白并且蛋白能在细胞内蓄积。 
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创新性说明：在技术层面上应用重组腺病毒载体承载目

的基因片段，构建重组无致病性的真核表达载体，并且通过

基因突变手段将导致低氧诱导因子 1α常氧条件下降解的 3
个关键基因突变后转染入 SD大鼠骨髓间充质干细胞中，国
内外研究目前仅限于两个氨基酸位点突变或ODD区整段去
除，而以前研究表明兔骨髓间充质干细胞转染效率较低。结

果中显示 SD大鼠骨髓间充质干细胞转染效率较高，常氧条
件下蛋白表达非常高，为后期将其应用于骨缺损动物实验促

新血管生成打下了坚实的基础。 
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