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反义抑制 ＰＴＴＧ对胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９中
ＶＥＧＦ表达的影响
陈，汤恢焕，冯超，文言广，菅志远

（中南大学湘雅医院 普通外科，湖南 长沙 ４１００７８）

　　摘要：目的　探讨抑制垂体瘤转化基因（ＰＴＴＧ）表达后对血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的影
响。方法　将已构建好的反义 ＰＴＴＧ真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ按浓度梯度转染至胆管癌细胞

株 ＱＢＣ９３９中，培养 ４８ｈ后利用 ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ表达量的变化，并将两

者的变化行直线相关分析。结果　成功转染反义 ＰＴＴＧ至 ＱＢＣ９３９中；转染后 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ在 ｍＲＮＡ

水平最大抑制率分别为 ４０．６２％和 ３４．１４％；在蛋白质水平分别为 ５５．５５％和 ３８．４６％。在 ｍＲＮＡ

和蛋白质两个层面上均下降，呈线性正关系（ｒ＝０．９７０，０．９８５，Ｐ ＜０．０５）。结论　反义阻断胆管

癌细胞株中的 ＰＴＴＧ表达能使 ＶＥＧＦ的表达下降，下降程度呈正相关。
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而在正常组织中除睾丸和胸腺外几乎不表达［２］。

提示 ＰＴＴＧ在人类恶性肿瘤的发生发展中占有重要
地位。ＰＴＴＧ与碱性成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉ

ｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）之 间 环 路 效 应 已 经 肯

定［３］，但另一参与肿瘤侵袭转移且更为重要的因子

－血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

，ＶＥＧＦ）与 ＰＴＴＧ的表达关联性尚存在争议。为了
探讨 ＰＴＴＧ与 ＶＥＧＦ之间表达的关联性，并探讨分子

水平靶向抑制 ＰＴＴＧ的可能性，笔者将已构建好的
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反义 ＰＴＴＧ真核表达载体 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ转染入

人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９，观察反义抑制 ＰＴＴＧ后

ＱＢＣ９３９中 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的基因和蛋白表达量的变

化。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　质粒、菌株和癌细胞株　ＰＴＴＧ真核表达载

体 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ由华中科技大学同济医学院

附属同济医院肿瘤生物医学中心陈刚惠赠；ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）空白质粒由中南大学湘雅医院普通外

科菅志远惠赠；大肠杆菌 ＪＭ１０９由中南大学遗传药

理实验室张伟惠赠；人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９由中

南大学湘雅医院普通外科实验室引进并保存。

１．１．２　主要试剂　ＲＮＡ抽提试剂 ｔｒｉｚｏｌ为 Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ公司产品，限制性内切酶 ＥｃｏＲＩ及 ＸｈｏＩ购自

北京华美生物有限公司；ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自 Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；山羊抗人 ＰＴＴＧ多抗、山羊抗人 ＶＥＧＦ

多抗、山羊抗人 βｔｕｂｕｌｉｎ单抗、鼠抗山羊二抗均购

自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）

试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；ＥＺＮＡ快速滤过式质粒抽

提试剂盒购自 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液

购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；新生牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公司；免

疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）所用试剂购自北京华美生物

有限公司。

１．１．３　主要仪器　双垂直电泳槽 ＤＹＣＺ２４Ｄ、转

移电泳槽 ＤＹＣＺ４０Ｄ及电泳仪 ＤＹＹ１１均购自北京

市六一仪器厂。

１．２　方法

１．２．１　质粒的扩增和抽提　将 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ

和 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）空白质粒以氯化钙法转化至感受

态大肠杆菌 ＪＭ１０９中，置于含氨苄青霉素的琼脂糖

中挑出阳性克隆，于培养液中 ３７℃摇菌过夜，按照

试剂盒的说明书步骤抽提质粒。

１．２．２　 转染和鉴定 　 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ和 ｐｃＤ

ＮＡ３．１（＋）的真核转染按照脂质体 ２０００说明书稍

加改变进行，具体步骤：６孔板中每孔中植入 ４×

１０５细胞，每孔加 ２ｍＬ无血清 ＲＰＭＩ１６４０。细胞长

至 ７５％ ～８０％满时，其中 １孔不行处理作空白对

照，１孔中加入 ８μｇｐｃＤＮＡ３．１（＋）和 １６μＬ脂质体

２０００，其余孔按 ２，４，６，８μｇ的浓度梯度加入 ｐｃＤ

ＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ，所有 ＤＮＡ（μｇ）：脂质体 ２０００（μＬ）

约为 １∶２。６ｈ后换含血清培养基。４８ｈ后细胞铺

壁至 ９５％ ～１００％时以 ｔｒｉｚｏｌ抽提 ＲＮＡ，或将细胞消

化离心后加入裂解液抽提蛋白。

１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测转染后 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的

表达　采用 Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ，经琼脂糖电泳

鉴定纯度良好后，按 ＲＴＰＣＲ试剂盒的说明书完成

逆转 录。ＰＣＲ反 应 引 物 ＰＴＴＧ：上 游 ５′ＧＣＧＧＣＣＴ

ＣＡＧＡＴＧＡＡＴＧＣＧ３′，下 游 ５′ＧＣＣＴＴＴＣＴＧＧＴＡＧＣＴＴ

ＴＡＧＧＴＡＡ３′，片断长度为 １９５ｂｐ。ＶＥＧＦ：上游 ５′

ＡＡＡＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＧＣＴＣＴ３′，下游 ５′ＧＧＧＣＡＧＡＡＴＣＡＴ

ＣＡＣＧＡＡ３′，片断长度为 ３１０ｂｐ。βａｃｔｉｎ：上游 ５′

ＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴＴＣＣＡＴＧＧＣＡ３′，下 游 ５′ＴＣＴＡ

ＧＡＣＧＧＣＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＣＡＣＣ３′，片断长度为 ６０９ｂｐ。

ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ均与 βａｃｔｉｎ同管在 ２０μＬ反应体积

中扩 增，反 应 条 件 前 者 为 ９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，

５２℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环，７２℃ １０ｍｉｎ，后者

为 ９５℃ ３ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３０

个循环，７２℃ １０ｍｉｎ。反应完毕后经 １．５％琼脂糖

凝胶电泳并照相，软件分析光密度。

１．２．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测转染后 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的蛋

白表达　提取转染后 ４８ｈ的细胞蛋白，以 Ｂｒａｄｆｏｒｄ

法测定蛋白浓度。每孔各取 ５０μｇ总蛋白以 Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂｌｏｔ检测 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的蛋白表达，以 βｔｕｂｕｌｉｎ为

内参照。蛋白经 ２ｈ十二烷基磺酸钠 －聚丙烯酰胺

凝胶（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳后，转移至聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂奶封闭过夜，一抗 ３７℃振荡

２ｈ，二抗 ３７℃振荡 １ｈ，洗脱 ３次后加入 ＥＣＬ发光试

剂，曝光，冲洗。扫描后经软件分析光吸收度。

１．２．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进

行分析，所有试验均在同一条件下进行 ３次，结果

取均数 ±标准差表示。ＰＴＴＧ与 ＶＥＧＦ之间的关系

采用 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析。Ｐ ＜０．０５为有统计学

意义。

２　结　果

２．１　质粒的转化、扩增和酶切鉴定

转化后的 ＪＭ１０９在含氨苄青霉素的培养基中

生 长 良 好，抽 提 质 粒 经 分 光 光 度 仪 测 定，

（Ａｂｓ２６０）／（Ａｂｓ２８０）为 １．９，表明纯度良好。酶切

电泳图谱见片断约 ７００ｂｐ，证明 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ

结构完整。

３５７
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２．２　转染前后 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ表达

ＲＴＰＣＲ结果显示，在空白对照组和空白质粒转

染组的细胞中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ表达量未见

明显变化，而 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ转染组细胞的 ＰＴＴＧ

ｍＲＮＡ则明显呈梯度下降（图 １），其中 ８μｇ转染组

其相对积分吸光度值下降了 ４０．６２％，ＶＥＧＦ下降

了 ３４．１４％（图 ２）。经 Ｐｅａｒｓｏｎ直线相关分析，ＰＴＴＧ

和 ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ下降程度呈正相关（ｒ＝０．９７０，

Ｐ＝０．０３０）（图 ３）。

ａ：ＰＴＴＧ ｂ：ＶＥＧＦ
　　Ｍ：内参照；１：空白对照组；２：８μｇ／孔转染 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组；３～６：分别为 ２，４，６，８μｇ／孔转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ组

图 １　ＲＴＰＣＲ显示不同转染组间 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ表达量的差异

　　１～４分组分别为 ２，４，６，８μｇ／孔转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ组；ＤＣｔ为空白质粒转染组与各 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ转染组的 ｍＲＮＡ相

对积分吸光度值的差值

图 ２　不同转染组中 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ相对积分吸光度

值的比较

图 ３　不同转染组间 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ光度值下降程度

的比较

２．３　转染前后 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的蛋白质表达

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，在空白对照组和空白质

粒转染组的细胞中，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白表达量未见

明显变化。而 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ转染组的细胞蛋

白表达量则明显呈梯度下降（图 ４），其中８μｇ转染

组的细 胞 蛋 白 相 对 积 分 吸 光 度 值 ＰＴＴＧ下 降 了

５５．５５％，ＶＥＧＦ下降了 ３８．４６％（图 ５）。经 Ｐｅａｒｓｏｎ

直线相关分析，ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的蛋白下降程度呈正

相关（ｒ＝０．９５８，Ｐ＝０．０４２）（图 ６）。

　　１：空白对照组；２：８ｕｇ／孔转染 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）组；３－６：分别为 ２，４，６，８μｇ／孔转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ组

图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示不同转染组间 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白表

达量的差异

图 ５　不同转染组中 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白质相对积分吸光度

值的比较

４５７
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　　１～４分组分别为 ２，４，６，８μｇ／孔转染 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ

组 ＤＣｔ为空白质粒转染组与各 ｐｃＤＮＡ３．１ＰＴＴＧａｓ转染组蛋白

质相对积分吸光度值的差值

图 ６　不同转染组间 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ蛋白相对积分吸光度

值下降程度的比较

３　讨　论

ＰＴＴＧ是新发现的的原癌基因，其致瘤、促瘤作

用主要包括：引起有丝分裂时染色体分离障碍；引

起染色体不稳定；转录激活剂激活 ｃｍｙｃ等癌基

因；上调血管生长相关因子的表达；与 ｐ５３基因共

同控制细胞凋亡等［４］。但 ＰＴＴＧ与胆管癌的发生、

发展关系尚不清楚。

新生血管生成是实体肿瘤增殖和转移的重要

条件，而生长因子是其重要因素［５］。ＶＥＧＦ既是一

种内皮生长因子，又是一种血管因子，是肿瘤血管

生成中最重要的始动因子之一［６］。在胆管癌中，

ＶＥＧＦ的表达率和表达量比 ｂＦＧＦ更高，与预后和

转移的关系更密切［７］，有资料统计肝外胆管癌中

ＶＥＧＦ的阳性表达率为 ６２．２％ ～７２．７％［８－９］。据

此，笔者选择 ＶＥＧＦ作为研究对象。目前 ＰＴＴＧ与

ｂＦＧＦ之间的自分泌 －旁分泌调节环路已基本明

确［３］，但 ＰＴＴＧ与 ＶＥＧＦ之间的表达关联仍存在争

论。Ｈｕｎｔｅｒ［１０］认为尽管 ＰＴＴＧ确实存在诱导血管生

成的作用，但不一定是通过 ＶＥＧＦ通路的上调来实

现的，两种基因表达不存在关联性；而 ＭｃＣａｂｅ［１１］将

ＰＴＴＧ转染至垂体细胞中，观察到 ＰＴＴＧ的表达增强

导致了 ＶＥＧＦ的表达相应上调，两者呈现量化依

赖。

本实验在基因和蛋白两个层面上证明：抑制

ＰＴＴＧ表达可引起 ＶＥＧＦ的表达下调。这意味着在

胆管癌的新生血管生成过程中，除 ＰＴＴＧｂＦＧＦ调

节环路之外，可能存在着一条 ＰＴＴＧＶＥＧＦ调节通

路，或者两条通路都发挥着重要的作用。但 ＰＴＴＧ

ＶＥＧＦ通路是否和 ＰＴＴＧｂＦＧＦ通路一样存在环路

效应，则尚需进一步实验证明。根据 ＰＴＴＧＶＥＧＦ

通路存在的证据，再结合 ＶＥＧＦ在胆管癌发展过程

中的重要作用，笔者推测：这条通路的活化有可能

直接参与胆管癌患者病情的恶化；直接阻断 ＰＴＴＧ

表达后，可通过间接抑制 ＶＥＧＦ表达，从而抑制肿

瘤发展、转移；ＰＴＴＧＶＥＧＦ通路有可能成为控制胆

管癌生长、转移的靶通路。

在本课题前期的预实验中，笔者分析对比了 ２

株胆管癌细胞中 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的表达量，一株为

源于转移灶的 ＱＢＣ９３９，另一 株为 源于原 发灶的

ＲＢＥ。结果显示，恶性程度较高的 ＱＢＣ９３９比恶性

程度较低的 ＲＢＥ拥有更高的 ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ的表达

量。故推测：恶性表型高、侵袭性强的细胞，其 ＰＴ

ＴＧ和 ＶＥＧＦ的表达量可能更高。这与 Ｓｈｉｂａｔａ［１２］在

食管癌中的研究结果类似。同时也再次验证了两

种基因内部存在表达关联的假设。

本实验结果显示，直接抑制 ＰＴＴＧ的蛋白翻译

导致了 ＶＥＧＦ在 ｍＲＮＡ和蛋白质两个层面的表达

下降。表明 ＰＴＴＧ对于 ＶＥＧＦ表达的影响不是发生

在 ＶＥＧＦ的翻译阶段，而是发生在 转录阶 段。在

ＰＴＴＧ蛋白抑制程度达到 ５５％左右时，ＶＥＧＦ蛋白

的抑制程度仅为 ３８％。这表明 ＰＴＴＧ只是 ＶＥＧＦ表

达量调节的重要相关因素，而非决定因素。鉴于

各种基因的相互影响呈现复杂的网络关系，这种

非决定性作用可以理解和接受。如前所述，ＰＴＴＧ

在肿瘤发生发展作用十分广泛，调节 ＶＥＧＦ的表达

只是其致癌作用的一个方面。在证明了抑制 ＰＴＴＧ

表达可以下调 ＶＥＧＦ表达的基础上，笔者将继续研

究 ＰＴＴＧ参与肿瘤发生发展的其他机制，以及观察

调节基因表达后肿瘤最终恶性表型的改变。
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·病例报告·

先天性无胆囊１例
胡元明，商海明

（江西省宜丰县人民医院 外一科，江西 宜丰 ３３６３００）

关键词：胆囊／畸形；病例报告
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　　患者　女，７２岁。因反复上腹饱
胀伴呕吐，不能进食 ３个月余入院。

在外院经电子胃镜先后诊断为十二指

肠球部溃疡并梗阻；彩超检查示胆囊
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６．０ｃｍ×３．５ｃｍ，胆囊内未见明显异

常。转住我院后经电子胃镜诊断为幽

门梗阻，保守治疗无效后，行胃大部切

除术，术中见肝脏正常，胆囊床处及整

个右肝脏面无胆囊，亦未见条索纤维

痕迹及明显粘连。结肠肝曲向前上突

凸，靠近右肝脏面内侧。诊断：幽门梗

阻；先天性无胆囊。该患者术前未行

ＣＴ检查，因病人拒绝，术后未再行超声

等检查。

讨论　先天性无胆囊极为罕见，临

床上极易漏诊或误诊，常常需经手术

确诊。分析原因：（１）Ｂ超检查误导。

由于先天性无胆囊在临床上 极 为 罕

见，检查时医生过分依赖 Ｂ超检查，容

易主观上将位于胆囊部位的空腔性影

像误为胆囊。（２）临床医生未采用 ＣＴ

等检查佐证。据统计，先天性无胆囊

占我院同期住院病人数的 ０．６／１０万

（１／１５．８万），占住院胆囊疾病的 ０．

３‰（１／２８５０）。
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