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VEGF 反义核苷酸抑制胃癌生长及血管生成的在体
实验研究
王殿栋，段建中，辛佳音

（包头医学院第二附属医院 肿瘤外科，内蒙古 包头 014030）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：探讨脂质体介导 VEGF 反义核苷酸对裸鼠胃癌肿瘤生长以及肿瘤血管生成的抑制作用，为临

床应用反义核苷酸技术治疗胃癌提供理论依据。

方法：用人胃癌细胞 SGC-7901 建立裸鼠胃癌模型后，将胃癌裸鼠分为治疗组与对照组，治疗组腹腔

内注射脂质体介导 VEGF 反义核苷酸，对照组注射生理盐水，连续注射 4 周。10 周后处死裸鼠，比

较两组肿瘤生长、转移情况以及肿瘤毛细血管密度等。

结果：与对照组比较，治疗组肿瘤的体积、质量明显减小、肿瘤周围的毛细血管密度、腹腔转移率

明显降低（均 P<0.05）。

结论：脂质体介导 VEGF 反义核苷酸对胃癌的生长转移以及血管生成等均有明显抑制作用。

                                                  [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1420-1422]
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血管内皮生长因子（VEGF）是可以刺激血管

内皮细胞大量增殖，增加血管通透性的一种基因。

恶 性 肿 瘤 的 发 生 发 展 有 赖 于 肿 瘤 内 部 以 及 瘤 体 周

围 的 大 量 新 生 血 管 的 生 成。 大 量 的 血 供 给 肿 瘤 的

生长以及转移带来了营养支持。诸多文献已报道，

肺 癌、 胰 腺 癌、 肝 癌 以 及 胃 癌 等 组 织 中 VEGF 的

表达量明显增多。反义核苷酸技术是一新型技术。

以碱基配对原理为基础，人工合成寡聚脱氧核糖核

酸或突变基因等，从而阻止相关类型基因的表达。

本研究是利用 VEGF 反义核苷酸（VEGF-ASOND）

来 抑 制 VEGF 的 表 达， 控 制 与 其 相 关 的 肿 瘤 血 管

生长，从而达到控制肿瘤的发展。

1　材料与方法

1.1  材料

人 胃 癌 细 胞 SGC-7901 细 胞 由 包 头 医 学 院 第

一 附 属 医 院 侯 培 珍 教 授 惠 赠。5 周 龄 裸 鼠 购 买 于

上 海 斯 莱 克 实 验 动 物 公 式， 体 质 量 在 20~22 克 之

间，共 50 只。阳离子脂质体 LipofectamineTM2000

购 自 invitrogen 公 司。VEGF-ASOND 由 上 海 生 工

生 物 技 术 有 限 公 司 合 成， 其 序 列 为 5'-GCA GTA 

GCT GCG CTG ATA GAC A-3'， 其 原 理 为 针 对

VEGFmRNA 第 3 外显子的单链区按碱基互补原则

设计。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养　人胃癌细胞株 SGC-7901 用含有

10% 小牛血清的 1640 培养液在 37 ℃、5%CO2 条

件下培养 , 反复传代到细胞生长至对数生长期。用

0.25% 胰蛋白酶消化 , 用灭菌 PBS 将细胞密度调到

1×107 个 /mL 用于建立动物模型。

1.2.2  胃癌裸鼠模型的建立　将备用的单细胞悬

液 0.2 mL 用注射器注入裸鼠腋窝皮下。SPF 级下

饲养裸鼠，待肿瘤长到直径约 1 cm 后无菌下完整

取出肿瘤，选鱼肉样周围肿瘤组织将其切成直径约

2 mm 大小的瘤块；将瘤块再置于另只裸鼠腋窝皮

下；如此方法反复传代肿瘤 3 次；最后切成直径约

2 mm 大小的瘤块置于生理盐水中备用。裸鼠 30 只，

用 20 mg/mL 浓度的水合氯醛注射液 0.2~0.3 mL 腹
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膜腔麻醉；所有操作遵循无菌原则；手术野常规酒

精消毒，取左侧肋弓下斜切口，逐层入腹腔，将胃

轻轻拉出，用手术针尖轻轻划开胃浆膜层，长度约

2 mm；再用 8-0 丝线将上述备好的小瘤块穿透胃

全层缝挂于浆膜破损的胃壁区；将胃还纳入原位，

缝合腹膜及皮肤；术毕。继续 SPF 级下饲养裸鼠。 

1.2.3  阳 离 子 脂 质 体 介 导 VEGF-ASOND 复

合 物 制 备　 根 据 LipofectamineTM2000 使 用 说

明， 按 1 μg:2 μL 的 比 例 将 VEGF-ASOND 与

脂 质 体 配 制 成 阳 离 子 脂 质 体 基 因 复 合 物。 将

LipofectamineTM2000 加 入 50 μL 的 OPTI-MEMI

无 血 清 培 养 基 中 混 匀， 室 温 下 静 置 5 min， 配 制

成脂质体体积分数为 2 μL/mL 的 A 液；取 VEGF-
ASOND 加 入 50 μL 的 OPTI-MEMI 无 血 清 培 养 基

中 混 匀， 配 制 成 20 μmol/L 的 B 液， 将 A 液 和 B

液混匀室温下静止 25 min，制成阳离子脂质体基

因 复 合 物， 其 脂 质 体 终 浓 度 为 1 μL/mL，VEGF-
ASOND 的终浓度为 10 μmol/L。

1.2.4  胃 癌 裸 鼠 的 分 组 与 处 理　 将 30 只 健 康 裸

鼠 随 机 分 成 治 疗 组 和 对 照 组。 于 接 种 胃 癌 瘤 块 后

3 d 开始给予干预。治疗组腹腔内注射脂质体介导

VEGF-ASOND 复 合 物， 浓 度 为 10 μmol/L， 每 次

注 射 100 μL， 每 周 注 射 1 次， 共 连 续 注 射 4 周；

同样方法给予对照组同时注入同等的生理盐水。然

后继续 SPF 级下饲养裸鼠。按预实验经验，10 周

时处死两组裸鼠。观察肿瘤本身情况、腹腔内转移

情况以及腹水情况等（图 1），并收集相应标本。

1.3  实验观察指标

1.3.1  肿瘤体积以及抑瘤率　处死裸鼠后，解剖

出 胃 癌 原 发 灶 标 本， 计 算 其 体 积， 依 相 关 文 献 计

算公式为：肿瘤体积 =1/2×（长径 × 短径 2）[1]；

计算抑瘤率公式为：抑瘤率 =（对照组瘤重 - 治疗

组瘤重）/ 对照组瘤重 ×100%[2]。

1.3.2  周围组织毛细血管密度　取原发灶周围组

织，进行常规病理切片，HE 染色，依据相关文献

指导，先在低倍镜下找到血管密集区，再在 200×

下随机取 3 个不同的视野进行计数，然后求其平均

数为最终结果 [3]。

1.3.3  腹水形成或腹腔内转移结节　处死裸鼠后，

在取原发肿瘤之前，要观察并收集有无腹水或转移

结节。所有结节行病理检查证实是否为转移灶（图 2）。

图 1　两组裸鼠瘤块移植后情况　　A：治疗组成瘤裸鼠照片（原发灶）；B：对照组成瘤裸鼠（原发灶及转移灶、腹水）

A B

图 2　移植瘤病理切片（HE ×200 倍）　　A：原发灶；B：转移灶

A B
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2　结　果

2.1  裸鼠人胃癌模型建立情况

共建立了 30 只裸鼠胃癌模型，术后第 1 天死

亡 2 只，均为对照组裸鼠，其余均顺利成瘤。在 4

周 左 右 所 有 裸鼠 在 上 腹 部 均 可 触 及 到 模 型 质 硬 肿

块。28 只裸鼠中有 9 只在 8~10 周有腹水及腹腔内

转移结节形成，9 只中 7 只为对照组，2 只为治疗组。

2.2  肿瘤体积、质量及微血管密度

治 疗 组 的 体 积、 肿 瘤 质 量 均 明 显 小 于 对 照

组，差 异 有 统 计 学 意 义（ 均 P<0.05），抑 瘤 率 为

43.0%；治疗组微血管密度明显小于对照组，差异

有统计学意义（P<0.05）（表 1）。

表 1　两组移植瘤体积、质量及微血管密度比较
组别 n 瘤体积（mm3） 瘤质量（g） 微血管密度

治疗组 15 289.73±13.481) 1.57±0.621) 25.08±4.961)

对照组 13 320.63±22.59 2.75±0.76 32.53±2.39
注：1）与对照组比较，P<0.05

2.3  腹腔内转移情况

治疗组 15 只裸鼠有 9 只发生腹腔内转移，发

生率为 60.0%；对照组内 13 只有 11 只发生转移，

发生率为 85.0%，差异有统计学意义（P<0.05）。

3　讨　论

肿 瘤 的 发 生 发 展 和 多 基 因 表 达 或 缺 失 等 密 切

相关。所以通过各种手段去抑制或促进某些相关基

因的表达就可达到抑制肿瘤的生长。反义核苷酸技

术以碱基配对原理为基础，人工合成寡聚脱氧核糖

核 酸 或 突 变 基 因 等， 从 而 阻 止 相 关 类 型 基 因 的 表

达，达到治疗肿瘤的目的 [4]。本研究利用与肿瘤血

管生成相关的 VEGF-ASOND 去抑制肿瘤的发生发

展。从肿瘤的体积、质量以及转移等多方面去观察，

都起到了抑制肿瘤的作用。当然，在临床上可能治

疗效果远不如动物实验模型，其主要原因是肿瘤是

一多方面个因素共同作用的结果。

肿 瘤 的 生 成 依 赖 于 血 管 的 生 长， 给 予 肿 瘤 丰

富的血供。而 VEGF 是促进血管生成的主要因子 [5]。

若 将 VEGF 的 基 因 表 达 受 到 抑 制， 其 血 管 生 成 必

将 抑 制。 缺 乏 VEGF 的 持 续 作 用 致 使 肿 瘤 血 管 稀

疏 和 管 径 缩 小 使 血 流 在 整 个 血 管 网 内 灌 流 减 少 甚

至 停 滞。 所 以 针 对 VEGF 的 抗 血 管 生 成 治 疗 抑 制

了新生血管生成，减少了肿瘤的血管密度和缩小了

血管管径，直接导致了血流的灌注减少和断流 , 就

能抑制肿瘤细胞的生长以及在血管中的运动，从而

也达到了抑制肿瘤浸润的治疗目的。

利 用 反 义 核 酸 的 分 子 生 物 学 技 术 手 段 来 抑 制

肿瘤扩散转移的恶性行为 [6]，这种针对性治疗方案

可大大减少治疗的副反应，避免了非特异性杀伤治

疗对机体的损害，具有很大的优势 [7]。但是，反义

核 酸 技 术 所 涉 及 的 一 些 问 题 目 前 仍 待 解 决， 如 修

饰、特异性导向、安全性以及药代动力学等。相信

随 着 研 究 的 不 断 深 入 反 义 核 苷 酸 应 用 于 肿 瘤 临 床

治疗将为期不远。
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