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腺病毒介导ＲＮＡ干扰抑制血管内皮生长因子的表达治疗人肺腺癌的实
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［摘要］　目的：构建针对人血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）的腺病毒载体ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ，应用ＲＮＡ干扰的方法，观察其在体

内和体外对人肺腺癌细胞株Ａ５４９生长的抑制作用。方法：应用ＰＣＲ构建ＲＮＡ干扰ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ腺病毒载体，并利用

该线性化质粒用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染２９３细胞，制备携带人 ＶＥＧＦ的腺病毒转染 Ａ５４９细胞。荧光显微镜和流式细胞仪

观察增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）的转染效率，ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，ＭＴＴ比色法测定活细胞

数并绘制细胞生长曲线。同时制备裸鼠Ａ５４９细胞移植瘤模型，观察肿瘤生长情况。结果：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ重组质粒经测序

证实已把预设人ＶＥＧＦ基因ＲＮＡ干扰的ｓｉＲＮＡ模板序列插入载体。转染重组腺病毒及空病毒２４ｈ后流式细胞术测得转染

效率分别为１００％、９９．７％。ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组ＶＥＧＦ表达水平较生理盐水对照组明显降低。ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组细胞生长

明显减缓。ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ治疗组肿瘤体积和质量明显小于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ介导的 ＶＥＧＦ

ｓｈＲＮＡ能有效抑制Ａ５４９细胞中ＶＥＧＦ的表达，并在体内抑制肿瘤生长。
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　　在肿瘤生长的过程中，微血管生成作用是非常
重要的。目前研究已经证明了多种肿瘤细胞都分泌
促微血管生成的生长因子和细胞因子。而在这些细
胞因子和生长因子中，血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
是肿瘤血管生成的中心调控因子，在肿瘤侵袭和转
移中具有重要作用。阻断 ＶＥＧＦ的表达可以明显
抑制肿瘤血管的生成而达到治疗肿瘤的目的。

ＲＮＡ干扰是一种由小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
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ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）诱发的特定基因沉默，基于此的ＲＮＡ
干扰技术因在基因功能研究以及肿瘤等疾病的基因

治疗中具有广阔的应用前景［１］。本研究用ｐＡｄ
Ｅａｓｙ／ＶＥＧＦ腺病毒 ＲＮＡ干扰载体系统制备携带
人ＶＥＧＦ的腺病毒，以此转染人肺腺癌 Ａ５４９细胞
株，通过体内外实验观察其所产生的 ＲＮＡ干扰效
应及其对肺腺癌生长的抑制作用，探索非小细胞肺
癌基因治疗的新方法。

１　材料和方法

１．１　材料　大肠杆菌 ＤＨ５α、真核表达载体质粒

ｐＲＮＡＨ１、穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅ、腺病毒ｓｉＲＮＡ 表达

载体ｐＡｄＥａｓｙ质粒由解放军胸心外科研究所保

存，ＨＥＫ２９３细胞、ＨｅＬａ细胞及人肺腺癌细胞系

Ａ５４９购自中科院上海细胞生物研究所。限制性内

切酶、Ｔ４ 连接酶购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＲＴＰＣＲ
试剂盒为大连ＴａＫａＲａ生物公司产品；ＤＬ２０００核酸

分子量标准、柱离心式质粒抽提试剂盒、柱离心式胶

回收试剂盒均购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；脂质体转染

试剂盒 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；

ＤＭＥＭ高糖培养基、标准小牛血清购自美国 Ｈｙ

ｃｌｏｎｅ公司。ｈＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒购自晶美生物

工程有限公司。

１．２　抑制ＶＥＧＦ基因表达的ｓｉＲＮＡ腺病毒表达载

体ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ的构建及制备　从 ＧｅｎＢａｎｋ
中获取已知的人 ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ序列（ＡＣＣＥＳ

ＳＩＯＮ：ＡＢ０２１２２１）。按照 Ｒｅｙｎｏｌｄｓ设计原则和

ｓｉＲＮＡ表达质粒ｐＲＮＡｉＨ１的要求，设计针对人

ＶＥＧＦ的特异 ＲＮＡ 干扰ｓｉＲＮＡ 模板。正义链

５′!ＡＧＣＴＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＡＡＡＣＣＴＣＡＣＣ

ＡＡＧＧＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＣＣＴＴＧＧＴＧＡＧＧＴ

ＴＴＧ ＡＴＣ ＧＧＧ３′，反义链 ５′ＧＡＴ ＣＣＣ ＣＧＡ

ＴＣＡＡＡＣＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧ

ＣＣＴＴＧＧＴＧＡＧＧＴＴＴＧＡＴＣＴＴＴＴＴＴ３′；退

火后与经用限制性内切酶ＢａｍＨⅠ 和 ＨｉｎｄⅢ 双

酶切的质粒ｐＲＮＡｉＨ１空载体连接，经酶切鉴定正

确后命名为 ｐＲＮＡｉＨ１／ＶＥＧＦ。根据 ｐＲＮＡＨ１
系统提供的公用引物通过ＰＣＲ方法获得ＶＥＧＦ的

ｓｉＲＮＡ，经纯化后与用限制性内切酶ＥｃｏＲⅤ酶切的

穿梭质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅ连接转入大肠杆菌ＤＨ５α进行扩

增，小量抽提质粒，通过测序（上海生工生物工程技

术服务有限公司）鉴定阳性重组子，命名为ｐＳｈｕｔ

ｔｌｅ／ＶＥＧＦ。线性化质粒ｐＳｈｕｔｔｌｅ／ＶＥＧＦ与腺病毒

质粒ｐＡｄＥａｓｙ共转大肠杆菌ＢＪ５１８３，抽提质粒用

ＰＣＲ鉴定后再次测序确定阳性质粒。大量抽提并

纯化，正确重组质粒命名为ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ。应

用脂质体转染方法，将重组腺病毒质粒ｐＡｄＥａｓｙ／

ＶＥＧＦ导入 ＨＥＫ２９３细胞，产生重组腺病毒。１５ｄ
后，收获细胞，反复冻融４次完全裂解细胞，离心收

获上清，获取重组腺病毒ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ。检测病

毒滴度后保存于－８０℃待用。

１．３　Ａ５４９细胞培养和转染　Ａ５４９细胞生长于含

１０％小牛血清、１００ＩＵ／ｍｌ的青霉素、１００μｇ／ｍｌ链

霉素的高糖ＤＭＥＭ 培养液中，在３７℃、５％ ＣＯ２的

湿度条件下培养。实验分为空白对照组、ｐＡｄＥａｓｙ
组和ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组３组，当细胞处于对数生

长期时，分别用重组腺病毒ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ和空

病毒ｐＡｄＥａｓｙ转染 Ａ５４９细胞（ＭＯＩ＝５０）。由于

ｐＡｄＥａｓｙ系统带有增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ），

转染２４ｈ后用荧光显微镜观察ＥＧＦＰ的表达并用

流式细胞仪检测转染效率。

１．４　ＶＥＧＦ基因在Ａ５４９细胞中表达的检测

１．４．１　半定量ＲＴＰＣＲ法检测　为检测转染前后

Ａ５４９细胞ＶＥＧＦ表达量的变化，６孔板Ａ５４９细胞

腺病毒转染７２ｈ，收集细胞，抽提总 ＲＮＡ，取１μｇ
ＲＮＡ反转录制备ｃＤＮＡ。采用计算机软件设计人

ＶＥＧＦ引物，上游引物：５′ＣＴＴＣＡＡ ＧＣＣＡＴＣ

ＣＴＧＴＧＴＧＣ３′；下游引物：５′ＣＴＣＣＴＡＴＧＴ

ＧＣＴＧＧＣＣＴＴＧＧ３′。ＰＣＲ产物琼脂糖凝胶电泳

鉴定，凝胶成像分析仪成像；图像密度扫描行半定量

分析。

１．４．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析检测 ＶＥＧＦ表达　收集

对数生长期的３组细胞１×１０６ 个，ＰＢＳ洗涤２遍，

加入含１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ（Ｍｅｒｋ，ＵＳＡ）的细胞裂解

液超声裂解细胞，提取总蛋白，紫外分光光度计法进

行蛋白质定量。蛋白质上样量每泳道均为１００μｇ，

进行１２％ 十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＳＤＳＰＡＧＥ，ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ），以蛋白质电泳转移仪

（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）将产物转至 ＮＣ膜上，室温封闭２

ｈ，加入 １１０００ 兔抗人 ＶＥＧＦ （ＳａｎｔａＣｒｕｚ，

ＵＳＡ），４℃反应过夜，ＰＢＳ洗膜，加入１４０００羊抗

兔ＩｇＧ／ＨＲＰ，室温孵育１．５ｈ，用化学发光试剂反应

５ｍｉｎ，发光成像仪取像。

１．５　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法检测ｐＡｄＥａｓ

ｙ／ＶＥＧＦ对Ａ５４９细胞生长的影响　取对数生长期



· ６０　　　 · 第二军医大学学报　２００７年１月，第２８卷

的细胞，胰酶消化，制成单个细胞悬液，计数细胞，以

每孔５×１０３个细胞接种于平底９６孔板，分为３组。

放置于３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养１８ｈ后以

ＭＯＩ＝５０进行腺病毒转染。于转染后２４ｈ行 ＭＴＴ
检测。待测细胞每孔中加入 ＭＴＴ溶液２００μｌ，置

于５％ＣＯ２、饱和湿度、３７℃培养箱中孵育４ｈ，弃上

清，加入１００μｌ的ＤＭＳＯ，室温下反复摇匀１５ｍｉｎ，

在 ＷｅｌｌｗａｓｈＭＫ２型酶标仪上读取４９２ｎｍ的每孔

光密度值（Ｄ）。每组细胞测４孔，取均值。连续检

测９ｄ并绘制细胞生长曲线。

１．６　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ对Ａ５４９细胞裸鼠皮下移植

瘤生长的影响　ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，４～６周龄３２只，雌

雄兼有，平均质量２０～２３ｇ。由中国科学院上海实

验动物中心提供，第二军医大学实验动物中心清洁

级动物实验室饲养。于裸鼠右背部皮下接种０．２ｍｌ

Ａ５４９细胞悬液（１×１０７／ｍｌ），７ｄ后２３只裸鼠注射

部位可见小结节形成，生长比较迅速，成瘤率为

７１．９％。２周后对２３只皮下肿瘤明显生长的裸鼠随

机分为４组，即生理盐水对照组（ｎ＝６）、肿瘤对照组

（ｎ＝５）、空病毒 ｐＡｄＥａｓｙ组（ｎ＝６）、ｐＡｄＥａｓｙ／

ＶＥＧＦ治疗组（ｎ＝６）。共注射４次，每次间隔６ｄ。

２８ｄ后，处死裸鼠，取肿瘤组织，称瘤体质量，用游标

卡尺测量肿瘤大小根据公式：Ｖ＝ａｂ２／２（ａ为长轴，ｂ
为短轴）计算肿瘤体积。

１．７　统计学处理　实验结果采用ＳＰＳＳ１０．０软件

进行统计学分析，用方差分析分析各组间差别。

２　结　果

２．１　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ重组质粒测序结果　经酶

切初步鉴定为正确的重组质粒，进一步送测序证实，

结果表明已把预设人ＶＥＧＦ基因ＲＮＡ干扰的ｓｉＲ

ＮＡ模板序列插入载体。

图１　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ质粒测序结果

Ｆｉｇ１　ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｃｏｓｍｉｄｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ

２．３　重组腺病毒ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ获取及滴度测
定　应用脂质体转染方法，将重组腺病毒质粒ｐＡｄ
Ｅａｓｙ／ＶＥＧＦ导入 ＨＥＫ２９３细胞，产生重组腺病毒；

８ｄ后开始出现噬斑现象，１２ｄ时出现噬斑的细胞发

生肿胀、漂浮、死亡，见图２。１５ｄ搜集重组腺病毒，
反复冻融４次完全裂解细胞。经氯化铯梯度离心
后，测病毒滴度为１０１０ＰＦＵ／ｍｌ。

图２　腺病毒制备过程各阶段ＨＥＫ２９３细胞的生长状态

Ｆｉｇ２　ＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈｄｕｒｉｎｇｖａｒｉｏｕｓｓｔａｇｅｓｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ（×２００）

Ａ：ＮｏｒｍａｌＨＥＫ２９３ｃｅｌｌ；Ｂ：Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｐｌａｑｕｅ；Ｃ：Ｆｌｏａｔｉｎｇｓ，ｓｗｏｌｌｅｎ，ａｎｄｄｅａｄＨＥＫ２９３ｃｅｌｌｓ
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２．４　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ腺病毒的感染效率检测　
腺病毒的感染效率对于基因转移能力至关重要，

ｐＡｄＥａｓｙ系统带有ＥＧＦＰ，可以直接通过荧光显微
镜观察。从图３可以看出 ＭＯＩ＝５０时转染２４ｈ后

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ腺病毒及空病毒可以高效的感染

Ａ５４９肺癌细胞，空白对照组无荧光表达。进一步用
流式细胞仪检测转染效率，提示ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ
组、ｐＡｄＥａｓｙ组转染效率分别为１００％、９９．７％，说
明高效的转染细胞可以用于后续实验。见图４。

图３　２４ｈ后腺病毒感染Ａ５４９肺癌细胞效率检测

Ｆｉｇ３　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ２４ｈａｆｔｅｒａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（×４００）

Ａ１：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦｇｒｏｕｐ（Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）；Ａ２：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦｇｒｏｕｐ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）；Ｂ１：ｐＡｄＥａｓｙｇｒｏｕｐ（Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ）；Ｂ２：ｐＡｄＥａｓｙｇｒｏｕｐ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）；Ｃ１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）；Ｃ２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ）

图４　流式细胞仪检测转染效率

Ｆｉｇ４　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ｐＡｄＥａｓｙ；Ｃ：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ

２．５　ＲＴＰＣＲ检测转染前后 Ａ５４９细胞中 ＶＥＧＦ

ｍＲＮＡ的改变　根据所设计的引物，应获得１４０ｂｐ
的条带，ＲＴＰＣＲ结果显示（图５），转染ＶＥＧＦｓｉＲ

ＮＡ后，ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组细胞 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表

达明显减弱。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 ＶＥＧＦ表达　把已经超

声破碎的细胞进行ＳＤＳＰＡＧＥ，然后再转印到硝酸

纤维素膜上，并做 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析。结果如图６
所示，ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组细胞中 ＶＥＧＦ的表达与

ｐＡｄＥａｓｙ空病毒组和空白对照组比较明显减弱。
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实验结果说明，转染 ＶＥＧＦｓｉＲＮＡ的表达载体后，

ＶＥＧＦ基因的表达被明显抑制。

图５　ＶＥＧＦ基因ｍＲＮＡ水平的ＲＴＰＣＲ分析

Ｆｉｇ５　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＶＥＧＦｍＲＮＡ
Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；１：ｐＡｄＥａｓｙｇｒｏｕｐ；２：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ；３：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦｇｒｏｕｐ；４：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测Ａ５４９细胞中ＶＥＧＦ的表达

Ｆｉｇ６　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＶＥＧＦｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ
１：ｐＡｄＥａｓｙｇｒｏｕｐ；２：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；３：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ

ｇｒｏｕｐ

２．７　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法实验检测

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ对Ａ５４９细胞生长的影响　细胞

接种于９６孔板后，于接种后的２４ｈ以ＭＴＴ法检测

各组细胞的细胞密度，连续检测９ｄ，根据检测的

Ｄ４９２值绘制的细胞生长曲线如图７，由生长曲线可以

看出ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组细胞生长曲线较平缓，细

胞生长速度较正常组降低。

２．８　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ对Ａ５４９细胞裸鼠皮下移植

瘤生长的影响　动物接种后，每两天测量肿瘤最长

径ａ值和最短径ｂ值，根据公式Ｖ＝ａｂ２／２计算肿瘤

体积，具体见 表 １。检验结果 提 示：ｐＡｄＥａｓｙ／

ＶＥＧＦ治疗组可以显著抑制肿瘤生长（Ｐ＜０．０１），

其余各组之间无显著性差异。

图７　３组Ａ５４９细胞生长曲线

Ｆｉｇ７　Ａ５４９ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｏｆ３ｇｒｏｕｐｓ

表１　裸鼠Ａ５４９细胞移植瘤组织大小及重量比较

Ｔａｂ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｓｉｚｅｓ

ａｎｄｗｅｉｇｈｔｓｂｅｔｗｅｅｎ４ｇｒｏｕｐｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｖｏｌｕｍｅｏｆｔｕｍｏｒ
（Ｖ／ｍｍ３）

Ｗｅｉｇｈｔｏｆ
ｔｕｍｏｒ（Ｗ／ｇ）

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ ６ ５３１．８９±１９８．８９ ０．７１±０．０９

ｐＡｄＥａｓｙ ６ １６７４．１９±１０４．０７ ２．１０±０．４３

Ｓａｌｉｎｅ ６ ２１０１．７３±４６６．２９ ２．６７±０．６２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５ １９２１．０１±２５９．８２ ２．４９±０．４２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　众所周知，肿瘤血管是肿瘤生长和转移的必要

条件，抑制肿瘤血管生成可阻止肿瘤的生长与转移。

Ｆｏｌｋｍａｎ等［２］依据大量的实验证据，提出肿瘤的生

长和转移都依赖于新生血管的形成。以后相继发现

并分离了多种促进血管形成的调控因子。ＶＥＧＦ是

目前所知作用最强的促血管内皮生长的细胞因子。

它能增加血管通透性，促进肿瘤血管形成，对肿瘤血

管内皮细胞的增殖和迁移等发挥着重要作用［３］。已

有的研究结果已证实ＶＥＧＦ与肺癌的增殖、浸润和

转移密切相关［４］。因此，阻断或抑制 ＶＥＧＦ在肿瘤

组织中的表达可能对抑制肿瘤生长和转移有重要作

用［５］。

　　ＲＮＡ干扰是一种比反义技术更为有效的靶向

作用于目的基因的研究基因功能的新技术，少量的

ｄｓＲＮＡ分子就能完全抑制相应基因的表达，能在低

于反义核酸几个数量级的浓度下研究目的基因［６７］。

目前通过ｓｉＲＮＡ诱导哺乳动物细胞内ＲＮＡ干扰的

操作方法有两种，分别为化学合成的ｓｉＲＮＡ和细胞
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内表达的ｓｉＲＮＡ。化学合成法人工制备ｓｉＲＮＡ，一

般是分别合成２１个碱基的正义链和反义链，在体

外，将正义链和反义链混合，适当的温度下使互补链

配对，形成ｓｉＲＮＡ。然后，采用传统转染的方法，如

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ转染、电打孔等将ｓｉＲＮＡ导入细胞，

诱导ＲＮＡ干扰。此方法操作简单、快速，但引起的

ＲＮＡ干扰效应往往是暂时的，难以持久。因此，目

前更倾向于在哺乳动物细胞内表达ｓｉＲＮＡ，以维持

长久的 ＲＮＡ 干扰效应。细胞内表达法是将表达

ｓｉＲＮＡ的载体转染细胞，在细胞内表达ｓｉＲＮＡ。目

前，ＲＮＡ干扰技术已经广泛用于抗肿瘤新生的实验

研究中，但是转染效率一直是基因转染技术的热点

和难点。目前认为腺病毒载体是肿瘤基因治疗的理

想载体。其具有多种优点：无遗传毒性；可高效感染

各种组织的分裂及不分裂细胞，尤其能感染分裂期

的细胞；不整合到宿主细胞的ＤＮＡ中［８］。本实验

所采用的是ｐＡｄＥａｓｙ腺病毒表达系统，它具有穿

梭质粒和腺病毒骨架质粒两个部分，这两个部分可

以在真核细胞中发生重组。和脂质体转染技术相

比，具有稳定、高效、低毒的特点，并且转染效率可达

９０％以上，远远大于其他的转染方法。本实验采用

的ｐＲＮＡＨ１真核表达载体包含了一个ＰｏｌｙａｓｅⅢ
启动子 Ｈ１。在这个启动子的控制下可以转录出没

有ＰｏｌｙＡ的ＲＮＡ，按照实验者的设计在体内形成

ｓｉＲＮＡ行使ＲＮＡ干扰作用。ＰｏｌｙａｓｅⅢ启动子在

哺乳动物细胞内分布广泛，对靶细胞及靶组织缺乏

应有的特异性。体外、在体研究均证实ＰｏｌｙａｓｅⅢ
启动子可在多种细胞中抑制靶基因的表达，具有良

好的细胞及组织特异性，从而成为ｓｉＲＮＡ更理想的

技术方案［９］。同时，由于载体的存在，和原先的直接

转染ｓｉＲＮＡ相比，此方法所引起的ＲＮＡ干扰现象

更 持 久、稳 定。 在 我 们 设 计 的 实 验 中，从

ＶＥＧＦｍＲＮＡ中筛选出了专一靶向作用序列，并将

Ｈ１控制的整个表达框通过基因重组的方法插入穿

梭质粒中，获得重组腺病毒用于转染，干扰 ＶＥＧＦ
的表达。ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验结果显示，

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组 ＶＥＧＦ表达水平明显降低，表

明ＲＮＡｉ可使肺腺癌细胞Ａ５４９中ＶＥＧＦ的表达受

到显著抑制。通过观察细胞的生物学性状发现，

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ组细胞生长减慢，细胞生长曲线

较平缓；显示该组细胞的生物学性状已发生明显改

变。对Ａ５４９细胞裸鼠皮下移植瘤生长的影响提示

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦ治疗组可以显著抑制肿瘤生长，

说明ｄｓＲＮＡＶＥＧＦ可特异、有效地降低肿瘤细胞

ＶＥＧＦ基因的表达，进一步抑制肿瘤血管生成从而

达到治疗肿瘤的目的。

　　综上所述，ｄｓＲＮＡＶＥＧＦ可有效抑制Ａ５４９细

胞ＶＥＧＦ表达，抑制细胞增生，在体实验提示可以

显著抑制肿瘤生长。因此，ＲＮＡｉ技术能有效用于

肺腺癌的基因治疗，本研究为进一步应用ＲＮＡｉ技

术开展对肿瘤的基因治疗奠定了基础。
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