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·论　著·
腺病毒介导ＲＮＡ干扰抑制人结肠癌ＶＥＧＦ受体表达及肿瘤生长
王卫星，毛燕君，杨继金（第二军医大学长海医院放射科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：观察腺病毒介导的ＲＮＡ干扰抑制人结肠癌中血管内皮细胞生长因子受体（ＶＥＧＦＲ）表达及肿瘤生长的作用。

方法：将ＲＮＡ干扰ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ腺病毒载体用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染２９３细胞，制备携带人ＶＥＧＦＲ的腺病毒，转染

ＣＷ２细胞，通过荧光显微镜和流式细胞仪观察转染效率，通过ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测ＶＥＧＦＲｍＲＮＡ的表达；以 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ＣＷ２细胞移植瘤模型，注射腺病毒后，每天观察肿瘤生长情况。

应用免疫组化法检测微血管密度（ＭＶＤ）。结果：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ重组腺病毒成功构建，转染效率为９９．７％。ＲＴＰＣＲ、

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验结果显示转染ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ后，ＶＥＧＦＲ的表达明显被抑制。细胞生长曲线表明，重组载体转染后细

胞生长明显减缓。体内实验表明，ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ治疗后肿瘤生长慢并伴有较低的 ＭＶＤ。结论：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ介导

的ＶＥＧＦＲｓｈＲＮＡ能有效抑制ＣＷ２细胞中ＶＥＧＦＲ的表达，并能抑制肿瘤生长。

［关键词］　结肠肿瘤；ＲＮＡ干扰；血管内皮生长因子；腺病毒介导
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　　血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）是体内一种强
效力的促血管生成因子，能直接或间接参与血管生
成，在恶性肿瘤的发生、发展及预后中具有极其重要
的地位。新近的研究［１］表明，ＶＥＧＦ除可以促进肿
瘤血管再生外，尚能通过肿瘤细胞表面ＶＥＧＦ受体
（ＶＥＧＦＲ）作用于肿瘤细胞本身，促进细胞的分裂增
殖，抑制肿瘤细胞的凋亡，即 ＶＥＧＦ是肿瘤细胞自
分泌的生长因子。ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，

ＲＮＡｉ）是一种由小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）诱发的特定基因沉默，基于此的

ＲＮＡｉ技术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［２］。本研究用ｐＡｄ
Ｅａｓｙ／ＶＥＧＦＲ腺病毒ＲＮＡ干扰载体系统制备携带
人ＶＥＧＦＲ的腺病毒，以此转染人结肠癌ＣＷ２细胞
株，通过体内外实验观察其所产生的 ＲＮＡ干扰效
应及其对结肠癌细胞生长的抑制作用，探索结肠癌
基因治疗新的有效方法。
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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质粒由中国人民解放军胸心外科研
究所保存，人胚肾２９３细胞和人结肠癌细胞系ＣＷ２
购自中国科学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核酸相
对分子质量标准、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

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。ｈＶＥＧＦＲＥＬＩＳＡ试剂盒购自晶美
生物工程有限公司。

１．２　抑制ＶＥＧＦＲ基因表达的ｓｈＲＮＡ腺病毒表达
载体的构建　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ腺病毒ＲＮＡ干扰
粘粒的构建和鉴定已由中国人民解放军胸心外科研

究所完成并经测序鉴定正确［２］。

１．３　携带ＶＥＧＦＲ重组腺病毒的制备　转染前１ｄ
将人胚肾２９３细胞消化重悬，以铺满２５ｃｍ２培养瓶
底部９０％的密度接种培养；转染前４ｈ将酶切纯化
的重组粘粒ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ加５００μｌＯｐｔｉＭＥ
ＭＩ，混匀，室温放置５ｍｉｎ；将２０μｌ脂质体 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００加入到另一含５００μｌＯｐｔｉＭＥＭＩ离
心管中充分混匀，室温５ｍｉｎ 。将５００μｌＬｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００／ＯｐｔｉＭＥＭＩ混合液加入到５００μｌ
ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ／ＯｐｔｉＭＥＭＩ混合液中，充分混
匀，室温放置２０ｍｉｎ；将１ｍｌ的脂质体、粘粒和培养
液混合物加入到铺满２９３细胞的２５ｃｍ２培养瓶中，
轻晃培养瓶使之均匀覆盖在２９３细胞层上；将转染
的２５ｃｍ２培养瓶置于５％ＣＯ２、３７℃孵箱中培养２４
ｈ；转染细胞消化重悬后以７０％的密度接种继续培
养。转染１０ｄ后观察到嗜菌斑现象，表明有腺病毒
产生，继续培养至大部分细胞脱落，将细胞悬液转至
无菌离心管内；室温，１５００×ｇ离心５ｍｉｎ；将上清
转至一清洁、消毒的锥形管内，３７℃／－８０℃冻融３
次；室温，５０００×ｇ离心５ｍｉｎ；上清即第１代重组
腺病毒液，分装储存于－８０℃备用。用上清反复感
染２９３细胞和 ＨｅＬａ细胞至第４代，筛选出单克隆
病毒感染株后酶切鉴定，扩增提纯，测病毒滴度后保
存于－８０℃待用。

１．４　ＣＷ２细胞培养和转染　ＣＷ２细胞生长于含

１０％小牛血清、１００ＩＵ／ｍｌ青霉素、１００ｍｇ／ｍｌ链霉
素的高糖ＤＭＥＭ培养液中，在３７℃、５％ＣＯ２的水饱

和条件下培养。实验分为空白对照组、ｐＡｄＥａｓｙ组
和ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ组３组，当细胞处于对数生长
期时，腺病毒分别按 ＭＯＩ＝１０、２０、３０、５０、１００转染

ＣＷ２细胞。转染２４ｈ后流式细胞仪检测转染效率，
并选取转染效率最高、细胞活性最强的 ＭＯＩ＝５０用
于以下实验。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＣＷ２细胞中ＶＥＧＦＲ的
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１ｍｍｏ／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２ｈ，加入１１０００兔抗人ＶＥＧＦＲ（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，发光成像仪摄像。

１．６　四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）比色法检测ｐＡｄＥａｓ

ｙ／ＶＥＧＦＲ对ＣＷ２细胞生长的影响　取对数生长
期的细胞，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（Ｄ）值。每组细胞测４孔，取均值。连续检
测９ｄ并绘制细胞生长曲线。

１．７　细胞周期测定　采用流式细胞仪测定细胞周
期。细胞制备成单细胞悬液后，经７０％乙醇－２０℃
固定过夜。与ＰＩ染色液（３３μｇ／ｍｌＰＩ，０．１３ｍｇ／ｍｌ
ＲＮａｓｅＡ，１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）室
温孵育３０ｍｉｎ，以流式细胞仪检测ＤＮＡＰＩ的荧光
强度。结果采用 Ｍｏｄｉｔ软件系统进行分析。

１．８　集落形成试验　细胞制备成单细胞悬液后，接
种于６ｃｍ培样皿，接种密度为３００／皿，连续培养１４
ｄ，培养皿经９５％乙醇固定、Ｇｅｍｓａ染色后，记录含
有５０个细胞以上、直径＞０．５ｍｍ的集落数量，分别
计算集落存活分数和集落抑制率。集落存活分数＝
实验组集落形成率／对照组集落形成率；集落抑制率
（％）＝（１－实验组集落形成率／对照组集落形成
率）×１００％。

１．９　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ对ＣＷ２细胞裸鼠皮下移
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植瘤生长的影响　ＢＡＬＢ／ｃ裸鼠，４～６周龄３９只，
雌雄不限，平均体质量２０～２３ｇ。由上海中国科学
院动物培育中心提供，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

０．２ｍｌＣＷ２细胞悬液，即含有２×１０６个细胞，７ｄ
后可见小结节，生长比较迅速。２周后对２７只皮下
肿瘤明显生长的裸鼠随机分为４组（每组６～８只），
即生理盐水对照组、肿瘤对照组、空病毒ｐＡｄＥａｓｙ
组、ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ治疗组。共注射４次，每次
注射间隔１周。４周后，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。

１．１０　ＶＥＧＦ表达和计数微血管密度（ＭＶＤ）　运
用免疫组化方法（ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法）分析。一抗为
鼠抗人的ＣＤ３４１５０（丹麦ＤＡＫＯ公司），ＶＥＧＦＲ
１５０（美国 Ｏｎｃｏｇｅｎｅ公司）。ＭＶＤ检测：染成棕
色的单个血管内皮细胞或血管内皮细胞簇，视为一
个微血管。先用４０倍光镜扫视整个切片，寻找高血
管密度区，即“热点”，然后在２００倍视野下计数血管
数目，记录３个视野内的微血管数，取其平均数作
为该样品的 ＭＶＤ。

１．１１　统计学处理　实验结果采用ＳＰＳＳ１０．０软件
进行统计学分析，用方差分析比较各组间差别，运用
非参数统计中Ｐｅａｒｓｏｎ等级相关法对 ＭＶＤ与病理
指标进行相关性检验。

２　结　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析检测 ＶＥＧＦＲ 表达　结果
如图１所示，ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ组细胞中 ＶＥＧＦＲ
的表达与ｐＡｄＥａｓｙ空病毒组和空白对照组比较明
显减弱。实验结果说明，转染ＶＥＧＦＲｓｈＲＮＡ的表
达载体后，ＶＥＧＦＲ基因的表达被明显抑制。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＣＷ２细胞中ＶＥＧＦＲ的表达

Ｆｉｇ１　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＶＥＧＦＲ

ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＷ２ｃｅｌｌｓ

１：ｐＡｄＥａｓｙｇｒｏｕｐ；２：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；３：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲｇｒｏｕｐ

２．２　ＭＴＴ比色法检测ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ对ＣＷ
２细胞生长的影响　由生长曲线（图２）可以看出

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ组细胞生长曲线较平缓，细胞生

长速度较正常组降低。

图２　三组ＣＷ２细胞生长曲线

Ｆｉｇ２　ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｏｆＣＷ２ｃｅｌｌｓｉｎ３ｇｒｏｕｐｓ

２．３　细胞周期测定　ＣＷ２细胞 ｐＡｄＶＥＧＦＲ组

Ｇ０Ｇ１期细胞百分数较ＣＷ２对照组增加了１１．３％，
较ＣＷ２ｐＡｄ空病毒组增加了９．５％（Ｐ＜０．０５）。

ＣＷ２ｐＡｄＶＥＧＦＲ 组进入 Ｓ期的细胞百分数较

ＣＷ２对照组减少了７．３％，较ＣＷ２ｐＡｄ空病毒组
减少了８．１％（Ｐ＜０．０５）。Ｇ２Ｍ期细胞百分数在各
组之间无显著改变。

２．４　生长抑制试验　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ组集落存
活分数比ＣＷ２对照组明显降低（３６．７％ｖｓ８５．２％，

Ｐ＜０．０１），而集落抑制率明显增加（６３．３％ ｖｓ
１４．８％，Ｐ＜０．０１）；ｐＡｄＥａｓｙ空白载体组与 Ａ５４９
对照组相比集落存活分数和集落抑制率无明显差

别。

２．５　ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ对ＣＷ２细胞裸鼠皮下移
植瘤生长及ＭＶＤ的影响　动物接种后，每２ｄ测量
一次肿瘤最长径ａ值和最短径ｂ值，计算肿瘤体积，
具体见表１。检验结果提示：ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ治
疗组可以显著抑制肿瘤生长和 ＭＶＤ（Ｐ＜０．０５），其
余各组之间无显著性差异。

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。

Ｂｉｅｌｅｎｂｅｒｇ等［４］认为肿瘤的生长和转移都依赖于新

生血管的形成，其中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［５］。已有的研究结果已证
实ＶＥＧＦ与结肠癌的增殖、浸润和转移密切相
关［５］。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［６］。
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表１　裸鼠ＣＷ２细胞移植瘤组织大小及体质量比较

Ｔａｂ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｕｍｏｒｓｉｚｅａｎｄｗｅｉｇｈｔｉｎｎｕｄｅｍｉｃｅｔｒａｎｓｐｌａｎｔｅｄｗｉｔｈＣＷ２ｃｅｌｌｓ
（珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ（Ｖ／ｍｍ３） Ｔｕｍｏｒｗｅｉｇｈｔ（ｍ／ｇ） ＭＶＤ

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ ８ ４２６．７３±１７６．４８ ０．６４±０．１１ １６．０３±３．７８

ｐＡｄＥａｓｙ ７ １５５８．７７±９８．０１ １．９７±０．３９ ３８．１３±４．５８
ＰＢＳ ６ １６２７．３７±３７７．７９ ２．２６±０．７１ ４２．２１±３．１０
Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ １７９５．３２±２１１．７４ ２．５１±０．５２ ４０．２２±５．１０

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

　　ＲＮＡｉ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ｄｓＲ
ＮＡ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［７８］。
目前通过ｓｉＲＮＡ诱导哺乳动物细胞内ＲＮＡｉ的操
作方法有两种，分别为化学合成的ｓｉＲＮＡ和细胞内
表达的ｓｉＲＮＡ。用化学合成法人工制备ｓｉＲＮＡ，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，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［９］。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。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ＲＮＡｉ现象更持久、稳定，可用
于体内长期治疗，这在本实验的体内研究中得到进
一步的证实。

　　本实验中，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验结果
显示，ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ组ＶＥＧＦＲ表达水平明显
降低，表明ＲＮＡｉ不仅抑制人结肠癌细胞ＣＷ２中

ＶＥＧＦＲ基因的表达，还可以进一步抑制 ＶＥＧＦＲ
蛋白的表达。通过观察细胞的生物学性状发现，

ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ组细胞生长减慢，细胞生长曲线
较平缓，细胞周期也发生了变化，显示该组细胞的生
物学性状已发生明显改变。对ＣＷ２细胞裸鼠皮下
移植瘤生长的影响提示ｐＡｄＥａｓｙ／ＶＥＧＦＲ治疗组
可以显著抑制肿瘤生长，而另一方面，ＭＶＤ实验结

果提示干扰 ＶＥＧＦＲ的表达，还可以抑制肿瘤血管
的生成，从而达到治疗的目的。

　　综上所述，ｄｓＲＮＡＶＥＧＦＲ可有效抑制 ＣＷ２
细胞ＶＥＧＦＲ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
于结肠癌的基因治疗，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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ｎａｎｔｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｂｙｉｎｈｉｂｉ

ｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉ

ｎａｓｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，６：９５７９６５．
［８］　ＥｌｂａｓｈｉｒＳＭ，ＨａｒｂｏｒｔｈＪ，ＬｅｎｄｅｃｋｅｌＷ，ｅｔａｌ．Ｄｕｐｌｅｘｅｓｏｆ２１

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅＲＮＡｓｍｅｄｉａｔｅＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｍａｍ

ｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００１，４１１：４９４４９８．
［９］　ＧｕｐｔａＳ，ＳｃｈｏｅｒＲＡ，ＥｇａｎＪＥ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ，ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ，ａｎｄ

ｓｔａｂｌｅＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｉｎ ｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ

ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００４，１０１：１９２７１９３２．
［收稿日期］　２００７０７１８　　 ［修回日期］　２００７０９０７
［本文编辑］　尹　茶


