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　　摘要：目的　观察血管内皮细胞生长因子反义寡核苷酸（ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ）转染胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１
对血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和生存素（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）表达的影响。方法　人工合成硫代磷酸化 ＶＥＧＦ

ＡＳＯＤＮ。实验分为 ５组：对照组，错义组，实验 １组（转染浓度为 １００ｎｇ
#

ｍＬ），实验 ２组（转染浓度为

４００ｎｇ
#

ｍＬ）及实验 ３组（转染浓度为 ７００ｎｇ
#

ｍＬ）。转染后实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ检测细胞 ＲＮＡ

起始拷贝数；ＥＬＥＳＡ法检测细胞及培养上清液 ＶＥＧＦ蛋白含量；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞生存素蛋白表

达量；流式细胞仪检测细胞凋亡；细胞生长曲线检测转染对细胞生长的影响。结果　３个实验组

ＶＥＧＦｍＲＮＡ水平和 ＶＥＧＦ蛋白表达量及培养上清液 ＶＥＧＦ蛋白含量均明显降低，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达水

平随转染浓度的升高而降低，转染 ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ能使胃癌细胞凋亡增加、细胞生长减缓。结论　

ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ转染胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１能显著抑制细胞 ＶＥＧＦ的表达，促进细胞凋亡，抑制细胞增殖。
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　　胃癌转移可通过血液、淋巴管及癌细胞脱落
种植而发生。肿瘤细胞脱离原发灶后，可通过血

液循环而发生远处转移。当转移灶大于 １～２
$

时，必须有新生血管的长入，才能支持转移灶生

长［１］。在新生血管的形成过程中 ＶＥＧＦ起着重要
作用，它可促进血管内皮细胞生长、诱导血管再

生。本研究拟采用血管内皮生长因子反义寡核苷

酸（ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ）转染胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１，检测
其对 ＶＥＧＦ和生存素（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）表达的影响，探索
ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ在抑制血管生长、胃癌转移和复发
等方面的意义。

１　材料和方法

１．１　材料
ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ序列根据人ＶＥＧＦｍＲＮＡ核苷酸

序 列 设 计，反 义 序 列 为 ５′ＴＧＧＣＴＴＧＡＡＧＡＴＧ
ＴＡＣＴＣＧＡＴ３′， 错 义 序 列 为 ５′ＧＣＣＡＣＴＣ
ＣＴＣＧＡＣＴＣＴＣＧＴＣ３′；硫代磷酸化修饰，由大连宝
生物公司合成。阳离子脂质体为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ产品。
ＶＥＧＦＰＣＲ扩增引物序列：上游引物为 ５′ａｇｇｃｇａｇ
ｇｃａｇｃｔｔｇａｇｔｔａ３′，下游引物为 ５′ａｇｇａａｇａｇｇａｇａｃｔｃｔｇｃｇｃ
３′，探针 ５′ｃｇｃｇａａｃａａａｇｃｔｇｔｃａｇｃｔｃｔａｇｃａ３′为双标记
荧光探针，由大连宝生物合成，ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗和 β
ａｃｔｉｎ一抗、二抗由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ提供，逆转录酶、Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶等由晶美公司提供。流式细胞仪及试
剂为美国 ＢＤ公司产品。
１．２　实验分组
１．２．１　实验组　先用脂质体将带荧光的 ＶＥＧＦ
ＡＳＯＤＮ转染 ＳＧＣ７９０１细胞（浓度为 ４００ｎｇ／ｍＬ）
进行预实验，１８～４８ｈ在荧光显微镜下观察，以
确定转染阳性细胞及条件。然后用脂质体将

ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ转染 ＳＧＣ７９０１细胞，转染浓度分别
为 １００ｎｇ／ｍＬ（实 验 １组），４００ｎｇ／ｍＬ（实 验
２组），７００ｎｇ／ｍＬ（实验 ３组）。
１．２．２　转染错义寡核苷酸组　转染 ＡＳＯＤＮ浓度
为 ４００ｎｇ／ｍＬ。
１．２．３　对照组　培养细胞不转染任何 ＡＳＯＤＮ。
１．３　检测项目及方法
１．３．１　逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）测
ＶＥＧＦｍＲＮＡ　收集转染、孵育 ２４ｈ后的 ３个实验
组、错义组及对照组细胞，生理盐水洗涤。在收集

的细胞中加入 １ｍＬ的 ＴＲＩｚｏｌ液提取总 ＲＮＡ并逆

转录为 ｃＤＮＡ。在 ＰＣＲ管中加入 Ｍｇ７μＬ，１０×缓
冲液 ５μＬ，ｄＮＴＰ４μＬ，Ｐｒｏｂｅ０．５μＬ，上下游引物
各１μＬ，Ｔａｑ酶０．４μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，Ｈ２Ｏ２９．１μＬ，
９４℃ ５ｍｉｎ１个循环，９４℃ ４５ｓ，６０℃ ４５ｓ，
７２℃４５ｓ４０个循环，７２℃ ５ｍｉｎ１个循环。用外
标定量法制作 ＶＥＧＦ标准曲线并计算各实验组
ＶＥＧＦｍＲＮＡ。
１．３．２　免疫酶联吸附试验（ＥＬＥＳＡ）检测蛋白含
量　（试剂盒 ＶＥＧＦＥＬＩＳＡＫＩＴ购自晶美生物工程
有限公司，按说明书进行检测）

１．３．３　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋
白（主要试剂由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ提供）　取转染后细胞
加入细胞裂解液和蛋白酶抑制剂提取总蛋白。将

蛋白在１２％ＰＡＧＥ胶中进行电泳、转膜、丽春红染
色、封闭，加入 ｓｕｒｖｉｖｉｎ一抗、βａｃｔｉｎ一抗；洗膜、
加二抗、洗膜、加入 ＥＣＬ显色（化学发光法），胶片
暗室内暴光，显影，定影。通过计算机将胶片暴光

结果折算为蛋白含量。

１．３．４　流式细胞仪（美国 ＢＤ公司产品，型号
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ）检测细胞周期变化及细胞凋亡　分
别检测正常组、错义组及 ３个实验组的细胞周期
变化及细胞凋亡。

１．３．５　细胞生长曲线　检测转染 ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ
（１００ｎｇ／ｍＬ）对细胞生长的影响。
１．４　统计学方法

实验数据采用 ＳＰＳＳ１１．５软件包进行统计学
处理分析。均数两两比较用 ｑ检验。Ｐ＜０．０５为
差异显著。

２　结　果

２．１　胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１ＶＥＧＦ蛋白表达
胃癌 细 胞 ＳＧＣ７９０１ＶＥＧＦ蛋 白 呈 低 表 达

（图１）。
２．２　细胞转染带荧光的 ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ

在荧 光显 微镜 下观 察，转染 （转染 浓 度 为

４００ｎｇ／ｍＬ）２４ｈ后，培养细胞大部呈现绿色荧光，
位于胞浆（图 ２－３）。
２．３　细胞转染后 ＶＥＧＦｍＲＮＡ拷贝数的改变

对照组、错义组与３个实验组间的 ＶＥＧＦｍＲＮＡ
表达差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）；对照组与错义
组差异无显著性（Ｐ＞０．０５）；３个实验组间两两
比较差异亦有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

４８９
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图１　转染组细胞免疫组化染色（光镜
×４００），箭头所示胞浆显示棕色
的为阳性细胞

图２　转染细胞暗视野（荧光显微镜
×１００）

图３　转染细胞明视野（荧光显微镜
×２００）

表１　逆转录－聚合酶链反应测ＶＥＧＦｍＲＮＡ

组别
实验组

１００ｎｇ／ｍＬ（１组） ４００ｎｇ／ｍＬ（２组） ７００ｎｇ／ｍＬ（３组）
对照组 错义组

拷贝数 ３９３２３ ２５５１０ １０７５ ８２１６６ ８１９９３

２．４　 细胞转染后 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的改变
对照组与 ３个实验组 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白比较，差异

均有显著性（Ｐ＜０．０５），３个实验组间两两比较
差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ２）（图 ４）。

左侧显示为 Ｍａｒｋｅｒ，呈蓝色，上方黑色条带为

βａｃｔｉｎ暴光后结果，其大小为 ４２ｋＤ，为内参照，
用于调整不同样本的起始蛋白含量，下方黑色条

带为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ暴 光 后 结 果，其 大 小 为 １６．５～
１８．６ｋＤ。

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白

组别
实验组

１００ｎｇ／ｍＬ（１组） ４００ｎｇ／ｍＬ（２组） ７００ｎｇ／ｍＬ（３组）
对照组

蛋白含量 ６３２０２７．６７ ４７５９０８．００ ３２２４２７．６７ ７９７４１７．００
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果

２．５　细胞转染后细胞 ＶＥＧＦ蛋白含量及培养上
清液 ＶＥＧＦ蛋白含量

２．５．１　细胞 ＶＥＧＦ蛋白含量　对照组，１００ｎｇ／ｍＬ
组与７００ｎｇ／ｍＬ组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０５），
１００ｎｇ／ｍＬ组与 ４００ｎｇ／ｍＬ组比较差异无显著性
（Ｐ＞０．０５），其他组间比较差异无显著性（表３）。

２．５．２　培养上清液中 ＶＥＧＦ蛋白含量　对照
组，１００ｎｇ／ｍＬ组，４００ｎｇ／ｍＬ组 ３组之间差异均
无显著性（Ｐ＞０．０５），但 ３组与 ７００ｎｇ／ｍＬ组间
比较差异均有显著性（Ｐ＜０．０５）（表 ４）。

表３　细胞ＶＥＧＦ蛋白含量测定（ｐｇ／ｍＬ）

组别 １００ｎｇ／ｍＬ ４００ｎｇ／ｍＬ ７００ｎｇ／ｍＬ 对照组

蛋白含量 ９７．４８４０１），２） ９０．５８５０１） ８４．５８４５１） １２５．８０９５

　　注：１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）与７００ｎｇ／ｍＬ组比较，Ｐ＜０．０５

表４　培养液上清ＶＥＧＦ蛋白含量测定（ｐｇ／ｍＬ）

组别 １００ｎｇ／ｍＬ ４００ｎｇ／ｍＬ ７００ｎｇ／ｍＬ 对照组

蛋白含量 １３０．１３５５１） １２１．４７１５１） ９５．１０２５ １３４．６７２５１）

　　注：１）与７００ｎｇ／ｍＬ组比较，Ｐ＜０．０５
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２．６　细胞转染后细胞凋亡及细胞周期的变化
３个实验组与对照组、错义组的凋亡率比较

差异均有显著性（Ｐ＜０．０５），对照组与错义组比
较差异无显著性；３个实验组之间的差异亦无显
著性（Ｐ＞０．０５）（表 ５）（图 ５）。

表５　各组细胞凋亡及细胞周期的变化（％）

组别 １００ｎｇ／ｍ ４００ｎｇ／ｍＬ７００ｎｇ／ｍＬ 错义组 对照组

凋亡率 ３５．１１ ３１．８３ ３５．０８ ５．７３ ０

Ｇ０／Ｇ１期 ６２．５９ ５３．７４ ６０．７２ ９３．９７ ４２．７８

Ｇ２期 ３．９４ ７．０２ ３．１０ ５．８６ ２．７７

Ｓ期 ３３．４８ ３９．２４ ３６．１８ ０．１７ ５４．４５
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图５　示不同转染浓度、脂质体及对照组凋亡率直方图

２．７　生长曲线
转染组（１００ｎｇ／ｍＬ）生长曲线较对照组平缓，

细胞的生长受到明显的抑制（图 ６）。
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图６　细胞生长曲线图

３　讨　论

应用 ＡＳＯＤＮ进行肿瘤基因治疗是目前生物

治疗的主要方法之一。其原理是 ＡＳＯＤＮ能与细

胞内某一特定的基因核苷酸序列互补，与细胞内

ＤＮＡ模板、ｍＲＮＡ模板以碱基配对方式结合；结
合后可激活细胞内核糖核酸酶，将其消化破坏，

还可干扰 ｍＲＮＡ代谢过程中加帽、剪接、翻译起
始和延长等步骤，干扰目的基因的复制、转录和

翻译等过程，达到抑制其生物学功能的目的。

ＶＥＧＦ是一种高度特异的血管内皮细胞有丝
分裂素，主要的功能是选择性增强血管内皮细胞

有丝 分 裂、刺激 内皮 细胞增 殖并 促进血管 形

成［１］，因此在肿瘤新生血管的形成过程中，ＶＥＧＦ
是最重要的因素，它与其它因素配合，共同完成

血管的出芽、修剪、成熟等过程。ＶＥＧＦ及其受体
在很多不同肿瘤的血管生成中发挥作用［２］。内皮

细胞有丝分裂原 ＶＥＧＦ在肿瘤细胞中高表达、其
受体在肿瘤血管发生中高表达，因此 ＶＥＧＦ水平
升高与肿瘤转移及预后密切相关［３－４］。

本实验结果显示 ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ能显著降低胃
癌细胞的ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量，随着转染浓度的

%

加，ｍＲＮＡ拷贝数量逐渐降低，各组间比较差异显著
（Ｐ＜０．０５）。转染后对胃癌细胞内 ＶＥＧＦ蛋白浓度
亦有影响，对照组及 １００ｎｇ／ｍＬ组与 ７００ｎｇ／ｍＬ组
比较差异显著（Ｐ＜０．０５），对照组与 １００ｎｇ／ｍＬ组
比较差异不显著，说明较低转染浓度对 ＶＥＧＦ表
达量影响较小，反之则影响较显著。由于 ＶＥＧＦ
蛋白是分泌型蛋白，细胞合成蛋白后分泌至细胞

外发挥作用。本实验结果显示３个实验组培养上
清液中 ＶＥＧＦ蛋白的含量降低，且为浓度依赖性。
ＶＥＧＦ蛋白主要由肿瘤细胞和新生血管内皮细胞
分泌，促进血管的新生。因此阻断新生血管形成

可阻碍肿瘤的生长。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因几乎在所有恶性肿瘤中有表达，
在肿瘤发生过程中处于表达失控状态。ｓｕｒｖｉｖｉｎ
的主要作用是抑制肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤细胞

增殖。因此它已成为倍受关注的抗肿瘤治疗的

新靶点［５］。体外实验表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ通过直接或间
接方式干涉 ｃａｓｐａｓｅ的功能而抑制细胞凋亡，主要
是抑制 ｃａｓｐａｓｅ３和 ｃａｓｐａｓｅ７的活性，阻断细胞的
凋亡过程［６］。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ参与血管形成过程，它可能作为一种
抗凋亡保护基因参与血管形成。有学者推测它

可能是 ＶＥＧＦ与 ＶＥＧＦＲ信号传导通路的下游信
号分子 ＰＫｃ或 ＡＫｔ的作用底物。抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的
表达可能会减少肿瘤组织新生血管形成、防止肿

瘤细胞浸润及转移。段体德等［７］研究的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
ＡＳＯＤＮ对乳腺癌荷瘤裸鼠的抑瘤作用也证实了
这一论点。
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有学者发现在体内新生血管形成过程中，内

皮细胞的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ水平受 ＶＥＧＦ的诱导而显著提
高。ＶＥＧＦ促使 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白浓度升高，从而保护
血管内皮细胞免于凋亡是其作用机制。因而

ＶＥＧＦ具 有 抗 凋 亡 和 促 进 新 生 血 管 生 长 的 作
用［８］。本实验发现在胃癌细胞 ＳＧＣ７９０１中，ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ蛋白浓度随转染 ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ浓度的

%

加

而逐渐降低，说明 ＶＥＧＦ蛋白具有促进 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋
白的合成、保护肿瘤细胞免于凋亡、促进肿瘤细

胞生长的双重作用。

在 Ｈｅｌａ细胞的功能研究中发现，抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
蛋白的水平导致纺锤体出现缺陷，诱发细胞凋

亡［９］。胃癌细胞能抵抗凋亡与其较高水平表达

ｓｕｒｖｉｖｉｎ相关，是促使胃癌细胞增生的原因之一。
本实验 Ｇ０# Ｇ１期和 Ｇ２期的细胞转染组明显高
于对照组。提示由于转染 ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ而抑制
ＳＧＣ－７９０１细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达，并使胃癌细胞聚
集于 Ｇ０／Ｇ１和 Ｇ２期。ｓｕｒｖｉｖｉｎ可能单独或与其他
未发现的调节机制共同作用，以一种细胞周期依

赖的方式，影响细胞死亡机制［１０］。

综上所述，本实验应用 ＶＥＧＦＡＳＯＤＮ转染胃
癌细胞后能发挥两方面的作用，一是降低 ＶＥＧＦ
蛋白浓度，二是降低 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白浓度；从两方面
阻断新生血管形成、诱使肿瘤细胞和血管内皮细

胞凋亡，从而达到预防和治疗肿瘤转移复发的目

的。本实验为临床提供了一种防治肿瘤复发转

移的新思路。
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欢迎参加中美国际肝胆胰外科学术论坛

湖南省医学会肝胆外科学专业委员会与中国普通外科杂志社联合举办、湖南省人民医院承办“中美国际肝胆

胰外科学术论坛”将于 ２００８年 １１月 １４日—１８日（１４日全天报到）召开，地点：湖南省长沙市新华大酒店（总台

０７３１－４３０８６１５）。这次会议诚邀美国及中国港澳台知名专家就“肝胆胰外科疾病”这一主题进行深入的学术论

坛与交流。学术内容：（１）肝胆胰肿瘤诊治新进展；（２）难治性胆石病的诊治策略；（３）重症胰腺炎的诊治新进

展；（４）门静脉高压症的诊断与治疗；（５）医源性胆道损伤的预防与诊治策略；（６）器官移植与细胞移植新进

展；（７）微创外科新进展；（８）介入治疗在肝胆外科中的应用；（９）围手术期营养支持治疗；参会代表授予国家

级Ⅰ类继续医学教育学分 １０分。联系人：湖南省人民医院周海峰　邮编：４１０００５　电话：０７３１－２２７８２９２，

２２７８１５８Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｆ８５２６８＠１６３．ｃｏｍ
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