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摘  要 : 旨在研究氧化海藻酸——低分子量聚乙烯亚胺两性刷型共聚物 (Alginate-graft-PEI, Alg-g-PEI) 与血

管内皮生长因子质粒  (pVEGF) 复合后对体内血管生成的影响。采用细胞和斑马鱼实验检测了

Alg-g-PEI/pVEGF 复合物的毒性；通过凝胶电泳实验评价了 Alg-g-PEI 对 DNA 的保护作用；利用鸡胚绒毛尿

囊膜 (CAM) 和斑马鱼模型，选用 PEI 25K/pVEGF 作为阳性对照、生理盐水为空白对照，观察复合物对血管

新生的促进作用。结果发现：Alg-g-PEI 对质粒有较好的保护作用；Alg-g-PEI/pVEGF 复合物具有较低的细胞、

斑马鱼毒性，能显著促进 CAM 和斑马鱼的血管生成，且具有剂量依赖性，当 pVEGF 用量等于 2.4 µg/CAM 时，

复合物对 CAM 血管生成的促进作用最明显，血管面积和 CAM 面积比 (VA/CAM) 为 44.04％，高于阳性对照

组 (35.90％) 和空白对照组 (24.03％) (**P＜0.01)。复合物对斑马鱼血管新生的促进作用随氮磷比 (N/P) 的增

加而增强，其中 N/P=110 时，血管新生最明显：肠下血管总长度和面积分别为 1.11 mm 和 1.70×103 像素，高

于空白对照组 (0.69 mm 和 0.95×103 像素) (**P＜0.01) 和阳性对照组 (0.82 mm 和 1.11×103 像素) (**P＜0.01)。

综上所述，Alg-g-PEI/pVEGF 能于体内促进血管生成，该载体有望用于临床缺血性疾病的治疗。 

关键词 : 两性刷状共聚物，海藻酸，聚乙烯亚胺，非病毒载体，斑马鱼，鸡胚绒毛尿囊膜，血管生成  
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Angiogenic activity of alginate-graft-PEI/pVEGF  
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Abstract:  To study the angiogenic activity of amphoteric brush-type copolymer complex of alginate-graft-PEI/pVEGF 

(Alg-g-PEI/pVEGF) in vivo, we evaluated the toxicity of Alg-g-PEI/pVEGF complexes to rMSCs and zebra fish first. Then, 

we used gel retardation assay to investigate the protection of complex to pDNA against DNase I, serum and heparin. For in 

vivo study, we evaluated the angiogenic activity of Alg-g-PEI/pVEGF complexes by using CAM and zebra fish as animal 

models, PEI 25K/pVEGF and saline as positive and negative controls. Our results show that Alg-g-PEI protected pVEGF 

from enzymolysis and displacement of heparin in some degree, and its complexes with pVEGF were less toxic to rMSCs 

and zebra fish. Alg-g-PEI/pVEGF complexes induced significant angiogenesis, which was dosage-dependent. In CAM, 

when the dosage of pVEGF was 2.4 µg/CAM, Alg-g-PEI group achieved the maximum of angiogenesis, and the area ratio 

of vessel to the total surface was 44.04%, which is higher than PEI 25K group (35.90%) and saline group (24.03%) 

(**P<0.01). In zebra fish, the angiogenesis increased with the increase of N/P ratios of Alg-g-PEI/pVEGF complexes in our 

studied range; when N/P ratio was 110, the optimal angiogenesis was obtained with vessel length of 1.11 mm and area of 

1.70×103 pixels, which is higher than saline group (0.69 mm and 0.94×103 pixels) (**P<0.01) and PEI 25k group (0.82 mm 

and 1.11×103 pixels) (**P<0.01). Our results demonstrate that Alg-g-PEI/pVEGF significantly induces angiogenesis in 

CAM and zebra fish, and has a great potential in therapeutic angiogenesis. 

Keywords:  amphoteric brush-type copolymer, alginate, polyethyleneimine, nonviral vector, zebrafish, chick embryo 
chorioallantoic membrane, angiogenesis 

血管新生是指在已有血管结构基础上，形

成新血管网的生物过程。血管新生的机理比较

复杂，诸多促进新生的因素中包括血管内皮生

长因子  (VEGF) 和碱性成纤维细胞生长因子 

(Basic fibroblast growth factor, bFGF) 等的调控

作用[1]。通过基因治疗的方法来调控 VEGF 和

bFGF 的水平，具有作用特异性强、不良反应轻

等优点[2-3]，在临床上有重大的研究和应用意义。 

然而，目前的基因治疗研究多集中于提高

报告基因体外转染癌细胞的效率[4-6]，对治疗基

因进行体内实验的研究较少。我们已证实氧化

海藻酸接枝低分子量聚乙烯亚胺  (Alginate- 

graft-PEI，Alg-g-PEI) (图  1) 能在体外介导

VEGF 质粒  (pVEGF) 转入大鼠骨髓间充质干

细胞 (Rat mesenchymal stem cells, rMSCs)，表

达出有效治疗剂量的 VEGF，同时表现出较低的

细胞毒性。在此基础上，本研究通过模拟体内

条件验证 Alg-g-PEI 能否有效保护 DNA，并以

鸡 胚 和 斑 马 鱼 为 动 物 模 型 ， 进 一 步 探 索

Alg-g-PEI/pVEGF 复合物在体内促进血管新生

的作用，为该载体下一步的大动物实验及未来

的临床应用提供理论和实践依据。 
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图 1  Alg-g-PEI 的化学结构[7] 

Fig. 1  Chemical structure of Alg-g-PEI[7]. 

1  材料与方法 

1.1  材料 

Alg-g-PEI：本实验室自制，分子量 17 000 Da，

氮含量 23.3％；血管内皮生长因子真核表达质

粒 (pVEGF) 受赠于广东省人民医院；胎牛血清

购自 Hyclone 公司；Alamar Blue 购自广州国奥

生物有限公司；5 日龄受精种蛋购自华南农业大

学畜牧研究所；甲基纤维素 (Methyl cellulose, 

MC, 188042) 购自 Sigma 公司；血管荧光转基

因斑马鱼 (Flk-1) 由中山大学附属第一医院神

经内科实验室惠赠；斑马鱼培养液 (Holtbuffer) 

的配方(1 L)：NaCl 3.5 g；KCl 0.05 g；NaHCO3 

0.025 g；CaCl2 0.1 g，加入双蒸水充分溶解。 

凝胶电泳仪 (电泳仪 DYY-6C 型)；凝胶图

像分析仪 (GAS7001X，UVITEC)；鸡胚孵化箱 

(型号 HH.B11.260-TBS，上海跃进医疗器械厂)；

体视显微镜 (Nikon AZ100)。 

1.2  方法 

1.2.1  复合物的制备 

将 pVEGF 稀释至 40 ng/µL，根据所需 N/P

配制不同浓度的 Alg-g-PEI 或 PEI 25K 水溶液，

pVEGF 与 Alg-g-PEI 或 PEI 25K 等体积混合后

涡旋 3~5 s，室温静置 30 min，自组装形成

Alg-g-PEI/pVEGF 复合物，立即使用。 

1.2.2  细胞毒性检测 

常规分离、培养大鼠骨髓间充质干细胞

(rMSCs)[8]。在有血清  (10％ ) 条件下，使用

Alamar Blue 法[9-10]测定 N/P 分别为 60、90、110

的 Alg-g-PEI/pVEGF 复合物对 rMSCs 的毒性，

复合物在培养基中所占体积分数为 10％。以 PEI 

25K/pVEGF (N/P=10) 为阳性对照，无复合物干

预的细胞存活率为 100％对结果进行标准化，计

算细胞存活率 (n=3)。 

1.2.3  Alg-g-PEI/pVEGF 复合物耐肝素置换

能力 

制备浓度分别为 10、12、16、18、20、

50 mg/mL 的肝素水溶液各 10 μL，分别加入

10 µL Alg-g-PEI 与 pVEGF 质粒 DNA 形成的复

合物 (Alg-g-PEI/pVEGF, N/P=60) 溶液，共孵育

15 min 或 2 h 后，取样行凝胶电泳分析[7]。 

1.2.4  Alg-g-PEI/pVEGF 复合物耐 DNaseⅠ酶

降解作用 

取 8 µL Alg-g-PEI 与 pVEGF 质粒 DNA 形

成的复合物 (Alg-g-PEI/pVEGF，N/P=60) 溶液，

与 2 μL 1 U DNaseⅠ或 PBS 混合，37 ℃孵育

0.25、0.5、2、4、8、12、24 h (加 PBS 的孔仅

孵育 6 h) 后，加入 5 μL 100 mmol/L EDTA，

37 ℃孵育 10 min 使 DNase I 酶失活，再加入

10 μL 12 mg/mL 肝素溶液，室温孵育 2 h 使

pVEGF 和 Alg-g-PEI 充分解离，取样进行凝胶

电泳分析，以未经酶处理的裸 pVEGF、DNase I

处理的裸 pVEGF 为对照。 
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1.2.5  Alg-g-PEI/pVEGF 复合物耐血清能力 

取 10 µL Alg-g-PEI 与 pVEGF 质粒 DNA 形

成的复合物 (Alg-g-PEI/pVEGF，N/P=60、90、

110) 溶液，分别与等体积新鲜血清 (50％) 混

合，37 ℃孵育 3、6、12、24、48 h 后，加入

10 µL 12 mg/mL 肝素溶液，室温孵育 2 h 后，取

样进行凝胶电泳分析，以裸、血清同样处理的

裸 pVEGF、未加血清但同样孵育处理的复合物

为对照。 

1.2.6  Alg-g-PEI/pVEGF 复合物促进 CAM 血

管生成作用 

配制 5％的甲基纤维素 (MC) 水溶液，高压

蒸汽灭菌后，将 160 µL 溶液分 4 次 (50、50、30、

30 µL) 加入 96 孔板中，每次加完后在 (60±3) ℃

的烘箱中烘 1 h，最后从 96 孔板中小心挑出 MC

膜，置于紫外灯下照射 30 min 灭菌，备用。 

参考贺国安等[11]的方法培养鸡胚种蛋，在 

(38±0.5) ℃、湿度 40％~70％的孵化箱中孵育到

第 7 天，选择发育正常的鸡胚开窗。将鸡胚随

机分为 9 组： PEI 25K/pVEGF (N/P=10) 阳性

对照组、生理盐水空白对照组、N/P=90 的空载

体对照组、 0.4 µg 的裸 pVEGF 对照组，

Alg-g-PEI/pVEGF (N/P=90) 中分别含 0.4、0.8、

1.2、1.6、2.4 µg DNA 的实验组。鸡胚开窗揭去

气室膜暴露 CAM，将 MC 膜置于 CAM 中央血

管稀少区，再将 50 µL 样品溶液分别用移液枪

滴加到 MC 膜里，用无菌的透明胶带封贴气室

端。继续常规孵育 72 h 后，于膜表面加入 3~5 mL

冰冷的固定液 (甲醇和丙酮等体积混合) 固定

30 min，用眼科剪小心剪下整块血管膜，在盛有

固定液的培养皿中小心摊开，使膜平贴于培养

皿表面，置于体视显微镜下观察和拍照。照片使

用 image-pro plus 6.0 分析软件进行处理[12]，以加

样位置为中心建立一个 20×20 cm2 的固定选区，

对选区内的血管面积进行计算，最后计算血管面

积和 CAM 选区面积的比值 (VA/CAM)[13]。 

1.2.7  复合物对斑马鱼的毒性及促血管生成

作用 

按标准方法养殖和繁殖斑马鱼 [14-15]，将健

康成熟的斑马鱼按雌雄 1/2 的比例放入交配鱼

缸中，次日搜集受精鱼卵。 

将健康的新生受精鱼卵置于 24 孔板中，每

孔 30 个，加入 1 mL Holtbuffer。24 h 后更换新

鲜培养基，再分别加入 N/P 为 45、60、90、110

的 Alg-g-PEI/pVEGF 复合物水溶液 100 µL，以

PEI 25K/pVEGF (N/P=10) 为阳性对照，未处理

的受精鱼卵为空白对照。共孵育一定时间后，

评价其毒性和促血管生成作用。 

毒性实验：对复合物干预后的斑马鱼观察

96 h (隔 6 h 一次)，记录死亡例数和时间。使用

Graphpad Prism 5.0 对数据进行统计分析，作

Kaplan-Meier 生长曲线，与阳性对照组比较，记

录 P 值。 

促血管生成实验：在 72 h 后 (干预后 48 h)

将斑马鱼用 10％多聚甲醛固定后，置于体视显

微镜下观察肠下血管新生情况，拍照后使用 NIH 

Image 图像处理软件对肠下血管面积和长度进

行定量分析[16-17]。 

1.2.8  结果处理 

如无特别说明，所有结果均取 3 次实验平

均值，应用 SPSS 17.0 统计软件包进行数据处

理，实验数据以均数±标准差 ( x ±s) 表示，组

间比较采用 t 检验，**P＜0.01 和*P＜0.05 为差

异有统计学意义。 



黄忠辉 等/Alg-g-PEI/pVEGF 复合物体内促血管生成作用 

cjb@im.ac.cn 

1821

2  结果 

2.1  细胞毒性检测 

Alg-g-PEI/pVEGF 复合物水溶液在有血清

条件下对 rMSCs 毒性很低 (图 2)，细胞存活率

均在 80％以上；当 N/P=60、90 时，Alg-g-PEI/ 

pVEGF 复合物与细胞接触 4 h 后基本无毒性，

48 h 后细胞存活率仍然高于 80％，分别为 

(84.61±3.15)％和  (82.62±1.97)％，大于阳性对

照组  (26.03±4.06)％(**P＜0.01)；当 N/P=110

时，随着孵育时间的增加细胞存活率下降，但

48 h 后存活率仍保持 (72.39±2.84)％，而阳性对

照组的细胞存活率一直低于 50％。 

2.2  Alg-g-PEI 对 pVEGF 的保护作用 

肝素竞争置换实验结果表明，肝素浓度为

12 mg/mL 时，孵育 15 min 能够置换出部分

pVEGF，孵育 2 h 后能完全置换出 pVEGF (图

3A)。而 10 mg/mL 的肝素孵育 2 h 后仍不能完

全置换出 pVEGF。复合物耐 DNase I 酶解实验 

 

图 2  rMSCs和聚合物/pVEGF复合物在有血清 (10％) 

条件下共孵育后的细胞存活率 (与 PEI 25K 组相比

**P＜0.01)  

Fig. 2  Cell viability of rMSCs after incubation with 

polymer/pVEGF complexes in 10% serum. **P<0.01 vs 
PEI 25K group. 

显示，裸 VEGF 与酶接触 0.5 h 后已完全降解，

而 Alg-g-PEI 和 pVEGF 复合后，当酶解时间小

于 4 h 时，肝素置换出的 DNA 条带与未处理

pVEGF 条带的亮度接近；酶解时间大于 4 h，部

分 pVEGF 被酶解，置换后的条带亮度下降，条

带不清晰 (图 3B)。在耐血清实验中，裸 pVEGF

和血清共孵育 3 h 后部分被降解，6 h 后完全降

解 (图 3C，泳道 2)。相比之下，有 Alg-g-PEI

保护的 pVEGF 能够在 48 h 内免受血清的降解，

肝素置换 pVEGF 后，电泳条带的亮度、形状与

裸 DNA 接近，48 h 后 N/P=110、90 的复合物仍

能很好地保护 ppVEGF (图 3C)。 

2.3  Alg-g-PEI/pVEGF 复合物促进 CAM 血

管生成作用 

如图 4 所示，在显微镜下可观察到实验组

血管 (图 4C) 比空白对照组(图 4A)和阳性对照

组 (图 4B) 多，表现为分支增多，血管密度和直

径增大。空白组的血管保持正常 CAM 的叶脉状

自然生长，血管整体分布均匀。阳性对照组的血

管较实验组的稀疏，但比空白组密。定量计算结

果 (表 1) 表明，实验组 VA/CAM 为 44.4％，明

显高于阳性对照组  (35.9％ ) 和空白对照组 

(24.03％) (**P＜0.01)，且具有剂量依赖性。 

2.4  复合物对斑马鱼的毒性及促血管生成

作用 

如图 5 所示，在所研究范围内，Alg-g-PEI/ 

pVEGF 对斑马鱼受精卵基本无毒性。当 N/P＜

110，斑马鱼生存曲线平稳，96 h 后斑马鱼的生

存 率 均 在 75 ％ 以 上 ， 毒 性 明 显 低 于 PEI 

25K/pVEGF (N/P=10)，且差异显著。而 N/P=110

时，毒性较大，96 h 后的生存百分率低于 60％ 

(图 5D)。在促斑马鱼血管生成实验中，在显微 
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图 3  Alg-g-PEI/pDNA 在不同溶液中孵育一定时间后对 pDNA 的保护能力 (A 为耐肝素竞争置换，B 为耐 DNaseⅠ

酶解，C 为耐血清降解：1、2、3 泳道分别是裸 pVEGF、pVEGF 和 50％血清共孵育、Alg-g-PEI/pVEGF 和 PBS

共孵育) 

Fig. 3  Protection of Alg-g-PEI to pVEGF against pVEGF heparin (HEP) (A), DNase I (B) and serum (50%) (C).    
1: naked pVEGF; 2: pVEGF incubated with serum (50%); 3: Alg-g-PEI/pVEGF incubated with PBS. 

 

图 4  Alginate-Graft-PEI/pVEGF 复合物对 CAM 血管新生的影响 (A 为空白对照组，B 为 PEI 25K 组(N/P=10，

DNA 含量为 2.4 µg)，C 为 Alg-g-PEI/pVEGF 复合物组 (N/P=90，DNA 含量为 2.4 µg)) 

Fig. 4  Effect of Alginate-Graft-PEI/pVEGF on angiogenesis of chick embryo chorioallantoic membrane. (A) Blank 

group. (B) CAM treated by PEI 25K containing 2.4 µg DNA (N/P=10). (C) CAM treated by Alg-g-PEI/pVEGF 
complexes containing 2.4 µg DNA (N/P=90).  
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表 1  不同样品处理后的 CAM 血管面积 (VA/CAM, 

x ±s) 

Table 1  Vessel area in CAM treate by different 

samples (VA/CAM, x ±s)   

Group The vessel area of CAM ( x ±s) 

PEI 25K 35.90±2.16 

Saline (blank) 24.03±2.03 

pVEGF control 26.22±2.30 

Copolymer 26.04±1.87 

DNA 0.4 µg 32.64±2.29 

DNA 0.8 µg 32.32±0.97 

DNA 1.2 µg 37.04±2.67** 

DNA 1.6 µg 36.46±1.25** 

DNA 2.4 µg 44.04±2.87** 

**P<0.01 vs blank. 
 

镜下可观察到 Alg-g-PEI 组 (图 6C~F) 血管分

支明显多于空白对照组 (图 6A) 和 PEI 25K 对

照组 (图 6B)，且肠下血管整体较长、血管面积

较大。Alg-g-PEI 组和 PEI 组均见钉突样血管新

生现象 (图 6 箭头处)，空白组血管保持正常生

长，整体分布均匀 (图 6A)。对肠下血管面积和

血管整体长度进行计算后作图 (图 6G，H)，发

现 Alg-g-PEI 组与空白对照组和阳性对照组相比

较均有显著性差异 (**P＜0.01，*P＜0.05)，当

N/P=110 时，血管总长度和面积分别为 1.11 mm

和 1.70×103 像素；N/P=90 时，为 1.01 mm 和

1.65×103 像素；均明显大于 PEI 25K 对照组 

(0.82 mm、1.11×103 像素) (**P＜0.01)。 

    

    

图 5  不同氮磷比 Alg-g-PEI/pVEGF 复合物与斑马鱼胚胎共培养的 Kaplan-Meier 生长曲线 

Fig. 5  Kaplan-Meier survival curves of zebrafish embryos after incubation with Alg-g-PEI/pVEGF complexes at 
various N/P ratios. P-value vs PEI/pVEGF at N/P=10. 
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图 6  不同氮磷比 Alg-g-PEI/pVEGF 复合物对斑马鱼血管生成作用的定性 (C~F) 与定量 (G，H) 分析 (A、B

分别为空白对照组和 PEI 25K/pVEGF (N/P=10) 阳性对照组，白色箭头处为钉突样血管，**P＜0.01，*P＜0.05)  

Fig. 6  Effects of Alg-g-PEI/pVEGF on the angiogenesis of zebrafish embryos at various N/P ratios (C–F). (A) 
Nontreated zebrafish. (B) Zebrafish treated with PEI 25K/pVEGF (N/P=10). Quantization of length and area of 

subintestinal vessels (G, H) in zebrafish embryos. White arrows are vessels assembling spikes. **P<0.01; *P<0.05. 
 

3  讨论 

基因载体是基因治疗中不可缺少的一部

分，病毒载体因为不易大批量生产、DNA 装载

量少、安全性不高等原因并没有得到广泛的临

床应用[18]。鉴于基因治疗的无限潜能，人们将注

意力转到阳离子非病毒载体，但与病毒载体相

比，阳离子聚合物转染效率较低，因此如何提高

转染效率并降低毒性成为急需解决的问题。本课

题组用低分子量的 PEI 1.8K 和可降解的氧化海

藻酸钠接枝，合成出 Alg-g-PEI，体外转染实验

表明它对不同细胞均有较高转染效率和较低的

细胞毒性[7]。为了探索 Alg-g-PEI 在体内条件下

是否依然具备低毒性和高转染能力，本研究模
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拟体内条件，先考察了 Alg-g-PEI/pVEGF 复合

物对 rMSCs 的毒性，结果显示复合物在有血清

条件下对 rMSCs 基本无毒性 (图 2)。当 N/P＜

110 时，复合物与 rMSCs 孵育 48 h 后，细胞仍

然具有较高存活率 (大于 80％)，明显高于 PEI 

25K (**P＜0.01)，初步证明 Alg-g-PEI 在体内有

血清条件下转染的安全性。体内转染时，阴离子

多糖对 pDNA 的竞争置换及体内血清中非特异

性酶、内切酶等对外源 DNA 的降解是转染的主

要障碍，因此体内转染要求载体/pDNA 复合物具

有稳定性，能够有效保护 pDNA 在传递过程中以

及到达靶细胞之后免遭核酸酶等的降解 [19-20]。

本研究以 VEGF 质粒作为实验 DNA，通过耐肝

素阴离子置换、耐 DNaseⅠ酶和血清实验考查

Alg-g-PEI 对 DNA 的保护作用，结果表明，

pVEGF 与 Alg-g-PEI 复合后，肝素 (12 mg/mL) 

需要 2 h 完全置换 pVEGF (图 3A)；DNaseⅠ酶

需要 24 h 完全降解 p pVEGF (图 3B)；血清则在

48 h 内仍不能完全降解 pVEGF (图 3C)，而无保

护的 pVEGF 在 0.5 h 就已被 DNase I 酶解完全；

6 h 被血清降解完全。说明 Alg-g-PEI/pVEGF 对

pVEGF 具有较好保护作用，预示了 Alg-g-PEI

体内转染的可行性。 

本研究选择 CAM 模型作为体内转染促进

血管生成的模型，主要因为 CAM 操作性强、可

信度高、实验结果易于观察、指标明确、结果易

于定量，适合促血管生成药物高通量初筛[21-22]。

我们选择 7 d的鸡胚进行开窗加样，是因为 CAM

血管网络在这个时期形成的速度比较稳定，鸡

胚生命力旺盛，CAM 血管发育稳定[23]；鸡胚早

期免疫系统发育不全，对所加测试药物无强烈排

斥反应[21]，对实验结果影响较小。选择 MC 膜作

为载药模具，是因其质地光滑、质量轻、生物相

容性好、48 h 左右降解消失，与滤纸片、琼脂糖

片及塑料盖玻片相比较，具有较大优势[24-25]。 

在前期研究中，我们先固定 pVEGF 用量为

1.2 µg，考察不同 N/P 比复合物对 CAM 血管生

成的促进作用，结果发现 N/P=90 时，复合物具

有最佳促进血管生成作用，然后固定 N/P=90，

观察血管生成的 pVEGF 剂量的依赖性。结果发

现当 pVEGF 用量为 2.4 µg/CAM 时，促血管生

成作用最明显，VA/CAM 为 44.4％，高于阳性

对照组 (35.9％) 和空白对照组 (24.03％)。说

明 Alg-g-PEI 在体内环境下能够成功将目的基

因导入到细胞里，并表达出能够促进局部血管

生成的蛋白量，且蛋白量可通过剂量调控。 

为进一步验证 Alg-g-PEI/pVEGF 在体内的

安全性和有效性，我们考察了 Alg-g-PEI 对

Flk-1 斑马鱼胚胎的毒性和血管新生的促进作

用。与大鼠等模型相比，斑马鱼具有与人类在

血管发育过程中的基因及信号通路有高度同源

性、成本低适合高通量筛选、易于观察、指标容

易定量等特点，被广泛应用于血管发生机制研究

及促血管新生相关药物的筛选 [26]。斑马鱼的

Kaplan-Meier 生存曲线结果  (图 5) 显示，当

N/P=45、60、90，Alg-g-PEI/pVEGF 几乎不影响

斑马鱼的存活与发育，斑马鱼生存百分率 75％

以上，与 PEI 25K/pVEGF 对照组相比*P＜0.05，

说明体内应用时 Alg-g-PEI/pVEGF 具有低毒性。 

因斑马鱼肠下血管由血管新生形成，且易操

作、易定量，我们通过定性观察和定量计算斑马

鱼肠下血管长度、面积来探讨 Alg-g-PEI/pVEGF
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复合物对斑马鱼血管新生的促进作用。一般斑

马鱼肠下血管呈篮子形状，从体节的腹部边缘

往卵黄方向延伸，横向长约 50~100 µm[27]。本

研究发现，Alg-g-PEI/pVEGF 有效地促进了斑马

鱼肠下血管新生，主要表现在：肠下血管网在

体节方向延长超过 150 µm；血管网整体面积增

大；血管的直径增大、分支增多；血管篮子底

部有钉突样血管生成 (图 6 箭头处)。这说明

VEGF 得到了有效表达，斑马鱼实验再一次证明

了 Alg-g-PEI/pVEGF 具有较低的毒性，并且能

促进体内血管生成。 

总 之 ， 本 研 究 通 过 系 列 实 验 证 明 了

Alg-g-PEI 与 pVEGF 复合后对 rMSCs 和斑马鱼

都具有较低的毒性，且能有效保护 pDNA。

Alg-g-PEI 能介导 pVEGF 在组织细胞内表达出

治疗量的 VEGF，促进血管生成。预示 Alg-g-PEI

作为一种基因载体具有较好的应用前景和开发

潜力，我们将进一步研究 Alg-g-PEI 的转染机制

以及在大动物体内促血管生成的量效、时效关

系，为将来的临床应用提供更加充分的理论和

实践依据。 
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