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肝细胞生长因子/血管内皮生长因子165双基因疗法加速皮肤全层缺损创面
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[摘要]目的：探讨以腺病毒为载体的肝细胞生长因子/血管内皮生长因子165（Ad-HGF/VEGF165）双基因疗法在促进皮肤全层

缺损创面愈合中的作用。方法：体外构建HGF/VEGF165双基因腺病毒载体，取30只雄性SD大鼠随机分为3组，Ad-HGF/VEGF165

治疗组、Ad-VEGF165治疗组和空白对照组，每组10只，于大鼠背部正中制作直径为3.0 cm圆形全层皮肤缺损创面模型。造模

成功后，距创缘外侧5 mm处，于3、6、9、12点方位，治疗组分别注射病毒滴度为2×108 PFU/ml的Ad-HGF/VEGF165溶液、Ad-

VEGF165溶液，对照组注射等量0.9%氯化钠溶液，注射深度为浅筋膜层，每点注射量0.25 m1，总量1 ml；分别观察三组7 d、

14 d、21 d创面愈合率，治疗后第7天创缘组织HE染色情况，治疗后3 d、7 d、14 d免疫组化观察微血管密度（MVD）及VEGF表

达情况；Western blot法测定VEGF蛋白表达水平。结果：三组创面治疗后7 d、14 d、21 d愈合率实验组高于对照组，且Ad-

HGF/VEGF165组优于Ad-VEGF165组，差异有统计学意义（P＜0.05）；三组创面不同时间点（治疗后3 d、7 d、14 d）免疫组

化测得VEGF表达水平及Western blot测定VEGF蛋白表达量均高于对照组，Ad-HGF/VEGF165组高于Ad-VEGF165组，差异有统计

学意义（P＜0.05）。结论：Ad-HGF/VEGF165双基因疗法和Ad-VEGF165单基因治疗均能有效加速创面愈合，双基因疗法效果

更为显著，其加速创面愈合可能机制为增加创面VEGF表达量、加速血管新生、改善创面愈合微环境，加速上皮化。
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Abstract: Objective  To investigate the role of adenorirus-based  hepatocyte growth factor/vascular endothelial growth 
factor 165(Ad-HGF/VEGF165) double gene therapy in promoting the healing of full-layer skin defect wound. Methods  The 
HGF/VEGF165 double-gene adenovirus vector was constructed in vitro, and 30 male SD rats were randomly divided into 3 
groups: Ad-HGF/VEGF165 treatment group, Ad-VEGF165 treatment group and blank control group, 10 rats in each group. A 
circular full-thickness skin defect wound model with a diameter of 3.0cm was made in the middle of the back of the rat. After 
successful molding, Ad-HGF/VEGF165 solution and Ad-VEGF165 solution with a virus titer of 2×108 PFU/ml were injected 
in the treatment group at 3, 6, 9, and 12 o'clock 5 mm outside the wound edge, respectively. The same amount of 0.9% sodium 
chloride solution was injected into the control group, and the injection depth was the superfi cial fascia layer. The injection 
volume at each point was 0.25 m1 and the total amount was 1 ml. The wound healing rate at 7 d, 14 d and 21 d of the three 
groups were observed, and HE staining was observed at the 7th day after treatment. Microvascular density (MVD) and VEGF 
expression were observed by immunohistochemistry at 3 d, 7 d and 14 d after treatment. The protein expression level of VEGF 
was determined by Western blot. Results  The wound healing rate of the experimental group was higher than that of the control 
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创面修复是一项复杂的生理学过程，而血管形成是创

面修复过程的基础，临床上影响创面愈合的因素主要表现

为血管新生不良、创面局部营养供应欠缺、炎症反应持续

存在等[1-2]，研究表明，在促进血管新生方面，血管内皮生

长因子、肝细胞生长因子具有重要作用[3]，目前已有学者

采用腺病毒载体介导血管血管内皮生长因子（VEGF）、肝细

胞生长因子（HGF）等的基因疗法，通过局部注射作用于缺

血部位，可以观察到对血管新生具有明确促进作用[4-7]。外源性

给予各种类型生长因子可加速创面愈合已被广泛应用于临

床，但已获得的数据表明，使用单个血管生成生长因子可

能不足以对缺血性疾病患者产生长期的积极影响。如何通

过内在干预激发机体自身修复能力，通过加速血管新生、

增强细胞合成功能、改善局部炎症状态，进而促进创面修

复是目前研究的热点。本研究拟应用腺病毒为载体的肝细

胞生长因子/血管内皮生长因子165（Ad-HGF/VEGF165）双

基因疗法，通过大体观察、HE染色、免疫组化、蛋白印迹

等实验方法，综合评价Ad-HGF/VEGF165双基因疗法，在体

内促进创面愈合中的作用，现报道如下。

1  材料和方法

1.1 主要试剂与仪器

1.1.1 主要试剂：Ad-HGF/VEGF165、Ad-VEGF165为湖北

医药学院附属人民医药临床研究所王家宁博士惠赠，

AlphaTubulin Monoclonal Antibody（武汉沃瑞博生物科

技有限公司），Mouse/Rat CD31/PECAM-1 Antibody（RND

公司），VEGF-Polyclonal Antibody（Abcam公司），

Tween20、SABC试剂盒（武汉博士德公司）。

1.1.2 主要仪器：普通/荧光显微镜（Nikon公司）、数显

恒温水浴锅（常州金坛三和仪器公司）、-20℃冰箱（DW-

YL270）、掌上离心机（Sigma公司）、功能成像仪（上海

天能科技有限公司）、电泳仪及转膜仪（BIO-RAD）、石蜡

切片机（Lecia德国）。

1.2 动物模型建立与分组

1.2.1 实验动物创面模型建立[1]：选用健康雄性SD大鼠

（购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司）30只，体重

200～250 g。将大鼠用异氟烷吸入麻醉后，背部创面造模区

去毛，标记直径为3 cm的圆形创面，消毒。在无菌条件下，

沿标记线剪去皮肤、皮下组织至筋膜层，凡士林纱块及无

菌敷料覆盖创面，即创面造模成功。

1.2.2 实验动物分组：将造模后的大鼠随机分为A、B、C三

组，每组10只。

1.2.2.1 A组：A组为Ad-HGF/VEGF165组，创面皮肤周围用

碘伏彻底消毒，用生理盐水润洗创面肉芽组织，距创缘5 mm

周围处均匀分布共注射2×108PFU（含有108病毒滴度单位的

Ad-HGF/VEGF165）的生理盐水液1 m1，注射完毕后用凡士林

纱布、无菌纱布覆盖创面并予以包扎固定，单笼喂养。

1.2.2.2 B组：B组为Ad-VEGF165组，创面皮肤周围用碘伏

彻底消毒，创周同样方法注射含有108病毒滴度单位的Ad-

VEGF165的生理盐水1 ml，再用凡士林纱布、无菌纱布覆盖

创面并予以包扎固定，单笼喂养。

1.2.2.3 C组：C组为对照组，创面皮肤周围用碘伏彻底消

毒，创周同样方法注射1 ml生理盐水，再用凡士林纱布、无

菌纱布覆盖创面并予以包扎固定，单笼喂养。各组分别于

治疗0、3、7、14 d切取创缘周围0.5 cm内的创面组织，标

本迅速固定于中性福尔马林液，常规石蜡包埋、切片。

1.3 观察指标

1.3.1 创面愈合情况：分别在治疗0 d、7 d、14 d、21 d测

量各个时间点的创面面积，计算创面愈合率。创面愈合率=

（创面初始面积-创面形成后第n天后的面积）/创面初始面

积×100%。

1.3.2 HE染色：取术后7 d创面肉芽组织观察创面炎症细胞

浸润及血管生成情况。

1.3.3 创面血管化检测：将各时间点切取的创面组织标

本，行CD31免疫组化检测。采用SABC法，检测各个时间

点CD31标记的创面微血管生成数目，分别在5个高倍镜

（400×）视野下计算血管数量，比较血管生成情况。

1.3.4 创面组织VEGF检测：将各时间点切取的创面组织标

本通过Western blot法及免疫组化方法测定VEGF蛋白的表

达水平。

1.4 统计学分析：使用SPSS 20.00软件进行统计学分析，计

量资料均采用均数±标准差（x̄±s）表示，组间数据通过t

检验确定两组间差异，采用Image-Pro-Plus6.0检测VEGF的

group at 7 d, 14 d and 21 d after treatment, and the Ad-HGF/VEGF165 group was better than the Ad-VEGF165 group, the 
difference was statistically significant (P＜0.05). The VEGF expression levels measured by immunohistochemistry and the 
VEGF protein expression measured by Western blot were higher than those of control group at diff erent time points (3 d, 7 d and 14 d 
after treatment), and the Ad-HGF/VEGF165 group was higher than that of Ad-VEGF165 group, the diff erence was statistically 
signifi cant (P＜0.05). Conclusion  Both Ad-HGF/VEGF165 dual gene therapy and Ad-VEGF165 single gene therapy could 
eff ectively accelerate wound healing, and the eff ect of double gene therapy was more signifi cant. The possible mechanism of 
accelerating wound healing were increaseing the expression  of VEGF on the wound, accelerating vascularization, improving 
the microenvironment of wound healing and accelerating epithelialization. 
Key words: wound; gene therapy; adenovirus; hepatocyte growth factor (HGF); vascular endothelial growth factor (VEGF); 
angiogenesis
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IOD值，P＜0.05具有统计学意义。

2  结果

2.1 创面愈合情况比较：Ad-HGF/VEGF165、Ad-VEGF165组

7、14 d时创基肉芽组织新鲜，创缘可见部分上皮化表现，

见图1；21 d创面愈合率Ad-HGF/VEGF165、Ad-VEGF165组

显著高于对照组，Ad-HGF/VEGF165组高于Ad-VEGF165组

（P＜0.05），见图2。

图1  三组创面不同时间点变化情况

2.2 HE染色结果：取术后7 d的肉芽组织切片进行HE染色可

见，对照组创面肉芽组织结构疏松，细胞排列紊，毛细血

管数量较少。Ad-HGF/VEGF165组与对照组相比，肉芽组织

结构致密，毛细血管数量明显增多。Ad-VEGF165组与对照

组相比，新生血管较多，但不及Ad-HGF/VEGF165组，见图3。

   Ad-HGF/VEGF165组        Ad-VEGF165组              对照组

图3  术后7 d创面肉芽组织HE染色（200×）

2.3 创面MVD检测：各组创面均有CD31阳性细胞表达，但

Ad-HGF/VEGF165、Ad-VEGF165治疗组处理后3、7 d的CD31阳

性细胞表达明显，且Ad-HGF/VEGF165、Ad-VEGF165治疗组

明显高于对照组，Ad-HGF/VEGF165组高于Ad-VEGF165组，

见图4～5。

2.4 创面组织VEGF比较：治疗7 d Ad-HGF/VEGF165组VEGF表达

高于Ad-VEGF165组，且两者均明显高于对照组，见图6～7。

图4  三组创面不同时间点CD31标记的血管内皮细胞免疫组化染色（400×）

Ad-HGF/VEGF 165组    

Ad-VEGF 165组          

对照组

0 d 3 d 7 d 14 d

Ad-HGF/VEGF 165组    

Ad-VEGF 165组          

0 d 7 d 14 d 21 d

对照组

图2  各组处理后创面愈合率



4 中国美容医学2025年5月第34卷第5期  Chinese Journal of Aesthetic Medicine.May. 2025.Vol.34.No.5

中
国
美
容
医
学

图6  三组创面不同时间Western blot方法检测VEGF表达情况

  Ad-HGF/VEGF 165组       Ad-VEGF165组           对照组

图7  三组创面治疗7 d免疫组化方法检测VEGF表达情况（400×）

3  讨论

创面修复过程是一系列复杂的生物学过程，多种细胞

因子及生长因子参与其中并发挥不同的调节作用，共同参

与炎症反应、毛细血管新生、组织重构的修复过程[8-9]。有

效的创面修复需要新鲜肉芽组织形成和大量的血管生成，

以保证创基的营养供应及细胞外基质的沉积，故血管新生

对于创面愈合具有至关重要的作用[1-2]。许多学者通过VEGF

转基因技术直接注射于创面局部，发现外源性的VEGF可增

强创面组织中VEGF受体的表达，对创面局部血管生成及细

胞外基质合成具有促进作用，有利于创面愈合[10-12]。用

Ad-VEGF基因转染复合皮，可以观察到具有刺激新生血管

形成作用，可有效提高皮片愈合质量[13]。肝细胞生长因子

（HGF）作为另一种多功能性生长因子，对于多种细胞运

动、生长等具有一定调节作用，通过旁分泌或自分泌方式

诱导上皮细胞迁徙及促进血管生成[14]。有研究表明，HGF

不仅能够促进角质细胞的增殖与迁移，以剂量依赖方式促

进毛细血管出芽生长和创面的再上皮化，发挥促进损伤修

复的作用，并能抑制瘢痕形成。而且，通过HGF/c-Met信号

通路诱导内皮细胞的增殖、迁移和形态学变化[15]。对大鼠

心肌细胞增殖、迁移也具有明显促进作用，并降低组织纤维

化，改善了梗死后的心肌功能[16-17]。Huang C等[14]应用HGF 

7 d后可明显增多血管内皮祖细胞（Endothelial progenitor 

cells，EPC）并促进其分化和动员，最终可有效增加血管数

量。此外，HGF可促进骨髓间充质干细胞发生迁移，进而促

进体外毛细血管样结构的发育[18-19]。VEGF和HGF促进血管新

生的作用已被证实，将两者联合使用在创面修复中，是否

能够更加有效的加速血管形成，促进创面修复值得探究。

腺病毒载体转基因具有转染率高、可供转导细胞多、

对宿主细胞无干扰等优点，安全性高，广泛应用于疫苗研

发、生物制药及各种疾病的基因治疗。本研究构建携带血

管内皮生长因子（VEGF 165）及肝细胞生长因子（HGF）双

基因腺病毒载体，采用创缘局部注射给药的方法，观察其

对大鼠背部皮肤全层缺损创面愈合的影响。免疫组化结果

显示实验组术后第7天VEGF高表达，而对照组表达量极低，

说明本实验局部应用Ad-HGF/VEGF165转染成功。大体观察

显示双基因治疗组创基新鲜，肉芽生长旺盛，上皮化速度

明显加快，明显优于对照组及单基因治疗组，提示双基因

治疗在促进创面修复中表现出更加令人欣喜的优势。通过

不同时间点创缘组织标本HE染色显示双基因治疗组创面细

胞增殖旺盛，排列整齐紧密，毛细血管数量明显增加。免

疫组化显示血管内皮细胞增殖活跃，双基因治疗组微血管

密度（MVD）明显高于单基因治疗组和对照组，提示双基因

治疗促进血管新生更加明显，进一步表明VEGF与HGF在促进

血管生成方面具有协同效应，优于单一VEGF基因治疗。

本研究通过免疫组化及蛋白印迹法测定不同时间点

VEGF表达情况，结果显示基因治疗组VEGF表达量约在第7天

时达到高峰，持续到14 d仍维持在较高水平，提示腺病毒转

染的基因治疗至少可以维持2周的作用，甚至更长时间，这

对于加速创面修复来说至关重要。高浓度的VEGF可提高毛

细血管通透性，以利于血浆中纤维蛋白原等大分子物质进

入细胞外基质中形成纤维蛋白凝胶等，从而作为暂时性基

质支持新生血管和基质细胞的内生性生长[20-21]。同时，丰

富的血液供应不仅为成纤维细胞的增殖及胶原的合成提供

足够的营养成分、氧气和其他生长因子，加速肉芽组织的

生长，还为肉芽组织输送足够的炎症反应物，从而提供了伤

口局部抗感染能力及减少妨碍肉芽组织生长的因素[22]。实验

中还发现，双基因治疗组VEGF表达量是高于单基因组，提

示HGF在VEGF表达过程中起着积极的促进作用，两者的协同

能够更加有效地促进血管的新生和调节组织的修复过程，

图5  三组创面不同时间点微血管密度
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从而加速创面修复。Awada HK等[23]研究表明HGF和VEGF联合

应用对血管内皮细胞的增殖、迁徙和生成能力具有促进作

用。HGF对VEGF的表达具有诱导作用[24]。研究证实HGF还可

通过磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）诱导VEGF的分泌和表达，

并在细胞外基质促进VEGF的活性成倍增加[25-28]。上述研究

从不同的方向亦证明了VEGF和HGF在血管新生方面具有协同

作用，但其内在相互作用机制仍需进一步研究。

综上，Ad-HGF/VEGF165双基因疗法在促进血管新生，

加速急性创面上皮化中发挥着积极的作用，优于单基因疗

法。VEGF和HGF在创面修复过程中表现出协同效应，两者

通过改善血管通透性，增强细胞增殖、迁移、分泌功能，

有助于血管生成和细胞外基质的沉积，从而加速了创面的

愈合。本研究还观察到实验组在创面修复早期炎症浸润更

加明显，细胞排列更加整齐，其是否在创面抗感染及抑

制瘢痕形成中亦发挥着积极作用，值得继续深入研究。同

时，随着我国老龄化社会的到来，血管性溃疡、糖尿病性

溃疡、压疮等各种慢性创面成为整形外科修复难题，双基

因疗法在促进急性创面修复中表现出来的积极作用也为慢

性创面的治疗提供新的思路，笔者团队也将进一步探索研

究，为双基因疗法早日实现临床应用提供理论依据。
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