
书书书

第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ａｐｒ；２８（４） ·３５５　　 ·

·论　著·
重组腺相关病毒介导的ＲＮＡｉ抑制血管生长素表达对肺鳞癌细胞成瘤能
力的影响

袁　扬，刘晓红，龚德军，李白翎，黄盛东

（第二军医大学长海医院胸心外科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：通过腺相关病毒（ａｄｅｎｏａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖｉｒｕｓ，ＡＡＶ）介导的 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）抑制肺鳞癌细胞

ＳＫＭＥＳ１的血管生长素（ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ，ＡＮＧ）表达，观察其对癌细胞生长及成瘤能力的影响。方法：构建 Ｈ１启动子驱动的表

达针对ＡＮＧ的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）重组腺相关病毒 ＡＡＶｓｈＡＮＧ，转染ＳＫＭＥＳ１细胞；同时以正常ＳＫＭＥＳ１细胞以及

转染ＡＡＶＮｕｌｌ的ＳＫＭＥＳ１细胞作为对照。培养７２ｈ后，蛋白质印迹法检测３组细胞 ＡＮＧ蛋白表达变化，并检测细胞周

期。将以上３组细胞移植胸腺缺陷小鼠观察其生长和成瘤能力的变化，并进行微血管密度计数。结果：成功构建重组腺相关

病毒ＡＡＶｓｈＡＮＧ，转染ＳＫＭＥＳ１细胞后 ＡＮＧ蛋白表达水平为两对照组细胞的２０％，细胞增殖指数未见差异。ＡＡＶ

ｓｈＡＮＧ转染细胞在胸腺缺陷小鼠中的成瘤体积、瘤质量和微血管密度均较两对照组细胞显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论：腺相关

病毒介导的ｓｈＡＮＧ表达能有效抑制ＳＫＭＥＳ１细胞中 ＡＮＧ蛋白表达，抑制其成瘤能力，对肺鳞癌的治疗具有重要的意

义。　　　　　　　
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　　血管新生是体内实体瘤生长和转移重要环节，
恶性肿瘤的侵袭、转移均与肿瘤血管生成密切相关。
血管生长素（ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎ，ＡＮＧ）是一种能有效促进
新生血管内皮细胞生长的单链碱性蛋白［１］，在多种
肿瘤组织中出现 ＡＮＧ表达升高，血管内皮细胞比
例增加现象，在肿瘤发生的不同阶段，刺激新生血管
形成。有学者［２］认为可通过抑制 ＡＮＧ表达的途径
抑制肿瘤血管的生长以达到治疗肿瘤的目的。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是指由双链

ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）引发的转录

后基因沉默机制，高效特异的抑制目的基因表达，特
别是应用小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲ
ＮＡ）在动物细胞引起的 ＲＮＡｉ，已成为研究基因功
能的有效工具，也为肿瘤基因治疗开拓新的思路［３］。
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本研究构建表达针对ＡＮＧ的ｓｉＲＮＡ的重组腺相关
病毒 ＡＡＶｓｈＡＮＧ，转染肺鳞癌细胞，通过抑制

ＡＮＧ表达观察癌细胞生物学行为的变化，探讨

ＡＮＧ在肺鳞癌发生过程中的作用，为下一步利用

ＲＮＡｉ技术抑制肿瘤血管生长达到基因治疗目的奠
定基础。

１　材料和方法

１．１　重组腺相关病毒质粒（ｐＡＡＶｓｈＡＮＧ）构建与
重组腺相关病毒（ＡＡＶｓｈＡＮＧ）制备

１．１．１　重组质粒ｐＡＡＶｓｈＡＮＧ构建　重组腺相
关病毒系统采用 ＡＡＶ ＨｅｌｐｅｒｆｒｅｅＳｙｓｔｅｍ（购自

Ｓｔｒａｔｅｇｅｎｅ公司）。以带 Ｈ１启动子的真核表达质粒

ｐＥＮＴＲ／Ｈ１（购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）为模板，设计正
向引物５′ＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＴＧＡＣＣＧＡＣＡＡ
ＴＴＧＣＡ３′；反向引物５′ＣＣＡ ＡＧＣ ＴＴＧ ＡＧＴ
ＧＧＴＣＴＣＡＴＡＣＡＧＡＡＣ３′（由上海生工生物工
程技术服务有限公司合成），ＰＣＲ扩增获得 Ｈ１启动
子序列；反应条件：９４℃变性１ｍｉｎ；随后９４℃ 变性

３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，６８℃延伸１ｍｉｎ，反应３０个循
环；最后６８℃延伸６ｍｉｎ。回收ＰＣＲ产物，ＳａｌⅠ／

ＨｉｎｄⅢ顺序酶切后与同样双酶切的腺相关病毒载
体质粒ｐＡＡＶＭＣＳ连接。连接产物转化大肠杆菌

ＤＨ５α，ＰＣＲ鉴定转化子获得重组质粒ｐＡＡＶＨ１。
针对ＡＮＧ的ＲＮＡｉ位点，设计 ＯｌｉｇｏＤＮＡ正义链

５′ＧＡＴＣＣＣ ＴＧＡ ＴＧＡ ＧＧＣ ＧＣＣ ＧＧＡ ＡＴＡ
ＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＡＴＴＣＣＧＧＣＧＣＣＴＣＡＴ
ＣＡＴＴＴＴ ＴＴ３′及反义链 ５′ＡＧＣ ＴＡＡ ＡＡＡ
ＡＡＴＧＡＴＧＡＧＧＣＧＣＣＧＧＡＡＴＡＴＴＣＴＣＴＴ
ＧＡＡＡＴＡＡＴＴＣＣＧＧＣＧＣＣＴＣＡＴＣＡＧＧ３′
（由上海生工生物工程技术服务有限公司合成）。５′
和３′粘端分别与ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ酶切后粘端一
致，退火形成双链ＤＮＡ，与ＢａｍＨⅠ／ＨｉｎｄⅢ顺序
酶切重组质粒ｐＡＡＶ Ｈ１连接，连接产物转化大肠
杆菌ＤＨ５α，ＰＣＲ鉴定转化子，挑选阳性克隆测序鉴
定，确认获得重组质粒 ｐＡＡＶｓｈＡＮＧ。Ｐｌａｓｍｉｄ
ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＭｉｄｉＫｉｔ（购自 ＱＩＡＧＥＮ公司）抽提高
纯度重组质粒用于细胞转染实验。

１．１．２　重组腺相关病毒ＡＡＶｓｈＡＮＧ获取　应用
磷酸钙转染法将重组质粒ｐＡＡＶｓｈＡＮＧ１０μｇ与
辅助质粒 ｐＨｅｌｐｅｒ和 ｐＡＡＶＲＣ 各１０μｇ（购自

Ｓｔｒａｔｅｇｅｎｅ公司）共转染ＡＡＶ２９３细胞，７２ｈ后，收
获细胞，反复冻融４次完全裂解细胞，离心收获上
清，获取重组腺相关病毒 ＡＡＶｓｈＡＮＧ。测定重组
腺相关病毒滴度。

１．２　重组腺相关病毒ＡＡＶｓｈＡＮＧ转染肺鳞癌细
胞ＳＫＭＥＳ１体外实验

１．２．１　ＡＡＶ 转染肺鳞癌细胞ＳＫＭＥＳ１　２４孔
培养板培养ＳＫＭＥＳ１细胞至密度约８０％时，随机
取３孔细胞计数，按 ＭＯＩ值１００加入重组腺相关病
毒ＡＡＶｓｈＡＮＧ，取３孔细胞计数后按 ＭＯＩ值１００
加入空腺相关病毒 ＡＡＶＮｕｌｌ，另取３孔细胞计数
后不加腺相关病毒。

１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测转基因ＳＫＭＥＳ１细
胞中ＡＮＧ蛋白表达　分别收集培养７２ｈ后的正常

ＳＫＭＥＳ１ 细 胞、ＡＡＶＮｕｌｌ 转 染 细 胞、ＡＡＶ
ｓｈＡＮＧ转染细胞，５％ＳＤＳ裂解细胞，细胞裂解上清
液经ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，转印至硝酸纤维素膜
上，经过小鼠抗人ＡＮＧ单抗（购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）
和羊抗小鼠ＩｇＧＨＲＰ多抗两步免疫反应，免疫化学
发光显色，以βａｃｔｉｎ为内参照，检测３组细胞ＡＮＧ
蛋白表达量。

１．２．３　转基因ＳＫＭＥＳ１细胞细胞周期检测　分
别收集正常ＳＫＭＥＳ１细胞、ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞 、

ＡＡＶｓｈＡＮＧ转染细胞的对数生长中期细胞，按常
规方法进行细胞周期检测，计算细胞的增殖指数
（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＰＩ），公式为：ＰＩ＝（Ｓ＋Ｇ２）／
（Ｓ＋Ｇ２＋Ｇ１）。

１．３　重组腺相关病毒ＡＡＶｓｈＡＮＧ转染肺鳞癌细
胞ＳＫＭＥＳ１体内实验

１．３．１　裸鼠成瘤实验　实验裸鼠随机分为３组，每
组３只。在裸鼠背部皮下分别注射正常ＳＫＭＥＳ１
细胞、ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞、ＡＡＶｓｈＡＮＧ转染细胞
各１×１０７／只。接种３０ｄ后测量形成肿瘤的长度
（Ｌ）和宽度（Ｗ），依据公式计算肿瘤体积Ｖ＝０．５×
Ｌ×Ｗ２。处死小鼠，取出瘤体称质量。

１．３．２　微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）计
数　３．７％的中性甲醛溶液固定肿瘤组织，石蜡切
片，０．３％过氧化氢溶液室温下孵育１０ｍｉｎ，ＤＡＢ显
色，苏木精衬染，在光镜下行微血管密度计数。在

２００倍镜下计数５个 热点区的血管数，取其平均值
作为该只裸鼠肿瘤的 ＭＶＤ。取同一组３只裸鼠肿
瘤的平均 ＭＶＤ，作为该组种植性肿瘤的平均

ＭＶＤ。

１．４　统计学处理　所有数据均用珚ｘ±ｓ表示，使用

ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，用ｔ检验比较各组
间差别。

２　结　果

２．１　Ｈ１启动子获取　预期扩增包含 Ｈ１启动子序
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列约２００ｂｐ，ＰＣＲ产物电泳结果显示，片段大小与

理论计算值相符（图１）。

图１　ＰＣＲ扩增 Ｈ１启动子序列产物的电泳图

Ｆｉｇ１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｈ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ

２．２　重组质粒ｐＡＡＶＨ１构建　随机挑选的５个

转化子，经ＰＣＲ鉴定，全为阳性克隆（图２）。

图２　重组质粒ｐＡＡＶＨ１ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆｐＡＡＶＨ１ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１５：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＡＡＶＨ１ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

２．３　重组质粒ｐＡＡＶｓｈＡＮＧ构建　随机挑选的５
个转化子，经ＰＣＲ鉴定，全为阳性克隆（图３）。经测

序确认，Ｈ１启动子序列与公司提供的序列一致，表

达针对 ＡＮＧ的ｓｈＲＮＡ序列已正确接入到 Ｈ１启

动子的３′端。

２．４　重组腺相关病毒ＡＡＶｓｈＡＮＧ获取及滴度测

定　重组质粒ｐＡＡＶｓｈＲＮＡ与辅助质粒ｐＨｅｌｐｅｒ／

ｐＡＡＶＲＣ共转染 ＡＡＶ２９３细胞７２ｈ后出现大量

细胞变圆、漂浮和死亡的现象，未转染质粒的细胞依

然单层贴壁生长（图４）。测定收获的重组腺相关病

毒ＡＡＶｓｈＡＮＧ滴度为７．０×１０７ＩＵ／ｍｌ。

２．５　 转基因 ＳＫＭＥＳ１ 细胞中 ＡＮＧ 蛋白表

达　经灰度扫描，在对照βａｃｔｉｎ蛋白表达量基本不

变的情况下，ＡＮＧ在正常ＳＫＭＥＳ１细胞、ＡＡＶ

Ｎｕｌｌ转染细胞蛋白表达量基本相同，而在 ＡＡＶ

ｓｈＡＮＧ转染组ＡＮＧ表达量明显降低，为对照组β

ａｃｔｉｎ的２０％ （图５）。

图３　重组质粒ｐＡＡＶｓｈＡＮＧＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆｐＡＡＶｓｈＡＮＧＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１５：ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｐＡＡＶｓｈＡＮＧＰＣＲ

图４　ｐＡＡＶｓｈＡＮＧ／ｐＨｅｌｐｅｒ／ｐＡＡＶＲＣ
共转染ＡＡＶ２９３细胞产生ＡＡＶｓｈＡＮＧ

Ｆｉｇ４　ｐＡＡＶｓｈＡＮＧ／ｐＨｅｌｐｅｒ／ｐＡＡＶＲＣ

ｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＡＡＶ２９３ｃｅｌｌｓａｎｄ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＡＡＶｓｈＡＮＧ（×２００）

Ａ：ＡＡＶ２９３ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒ３ｄａｙｓ；Ｂ：

ＡＡＶ２９３ｃｅｌｌｓｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐＡＡＶｓｈＡＮＧ／ｐＨｅｌｐｅｒ／ｐＡＡＶ

ＲＣａｆｔｅｒ３ｄａｙｓ

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＡＮＧ蛋白表达

Ｆｉｇ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１：ＳＫＭＥＳ１ｃｅｌｌｓｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡＡＶ；２：ＳＫＭＥＳ１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔ

ｅｄｗｉｔｈＡＡＶＮｕｌｌ；３：ＳＫＭＥＳ１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡＡＶｓｈＡＮＧ
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２．６　转基因ＳＫＭＥＳ１细胞细胞周期分析　 正常

ＳＫＭＥＳ１ 细 胞、ＡＡＶＮｕｌｌ转 染 细 胞 和 ＡＡＶ

ｓｈＡＮＧ转染细胞ＰＩ分别为０．３１７±０．２９０、０．３２５±

０．３８０和０．３０９±０．４３０，各组细胞增殖指数差异无

统计学意义。

２．７　裸鼠体内成瘤实验　３组细胞接种裸鼠后约

７～１０ｄ，可见肿瘤生长。接种３０ｄ后，正常 ＳＫ

ＭＥＳ１细胞、ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞和 ＡＡＶｓｈＡＮＧ
转染细胞 ３ 组瘤体积分别为（６９５．３±１０７．２）、

（７６４．０±１３５．５）、（３７３．４±８３．４）ｍｍ３，质量分别为

（４５８．１±６６．５）、（４９５．７±８７．１）、（２４４．９±４８．６）

ｍｇ，经统计分析，ＡＡＶｓｈＡＮＧ转染细胞组与正常

ＳＫＭＥＳ１细胞和ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞组差异具有

统计学意义（Ｐ＜０．０５），结果表明，ＡＡＶｓｈＡＮＧ转

染细胞的成瘤性显著低于ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞和正

常ＳＫＭＥＳ１细胞。

２．８　ＭＶＤ计数结果　见图６。正常ＳＫＭＥＳ１细

胞、ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞和 ＡＡＶｓｈＡＮＧ转染细胞

３组 ＭＶＤ 结果分别为９．４±１．５、９．８±２．１和

５．７±１．９，经统计分析，ＡＡＶｓｈＡＮＧ转染细胞组与

正常ＳＫＭＥＳ１细胞和 ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞组差异

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），结果表 明，ＡＡＶｓｈＡＮＧ
转染细胞组肿瘤组织内新生血管数目显著低于

ＡＡＶＮｕｌｌ转染细胞组和正常ＳＫＭＥＳ１细胞组。

图６　肿瘤组织微血管密度计数

Ｆｉｇ６　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＭＶＤ）ｏｆｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（×２００）

Ａ：ＳＫＭＥＳ１ｃｅｌｌｓｕｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡＡＶ；Ｂ：ＳＫＭＥＳ１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡＡＶＮｕｌｌ；Ｃ：ＳＫＭＥＳ１ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡＡＶｓｈＡＮＧ

３　讨　论

　　肿瘤的生长、侵袭及转移过程受到各种因素调

控，其中肿瘤组织中新生血管对实体瘤的生长起重

要作用，为肿瘤生长提供持续的营养供应［４］。在促

进新生血管的形成的细胞因子中，血管生长素

（ＡＮＧ）是非常重要的一种。ＡＮＧ是一种单链蛋白

质，相对分子质量为１４１００，属于ＲＮＡ酶Ａ的超家

族成员，由１２３个氨基酸残基组成［５］。ＡＮＧ蛋白生

物学功能有：（１）核糖核酸酶活性作用：在血管生成

因子中，ＡＮＧ 是惟一有核糖核酸酶活性的因子。

ＡＮＧ的底物比ＲＮａｓｅ少得多，它是一个高度特异

的核糖核酸酶。ＡＮＧ的核糖核酸酶活性是其促血

管生成功能所必需的［６］。（２）促进血管生成作用：在

生理状态下，ＡＮＧ的表达受到严格的调控，缺氧［７］

及局部浸润的巨噬细胞分泌 ＴＮＦ２α、ＩＬ１β等因子

能诱发ＡＮＧ表达的增加，从而促进血管的生成［８］。

ＡＮＧ促血管新生活性可能比 ＶＥＧＦ和 ＦＧＦ更

强［９］，它在内皮细胞、成纤维细胞及平滑肌细胞上均

有受体，因此认为 ＡＮＧ是一种重要的促血管形成

因子，具有促血管形成和增加血管通透性的双重功

能，在肿瘤的发展、转移及预后等方面均起着重要的

作用。利用反义ＲＮＡ［１０］和 ＡＮＧ单克隆抗体［１１］抑

制ＡＮＧ的转录与表 达 ，可抑制人类某 些 肿瘤在

无胸腺小鼠体内的移植生长，但整体而言效果不甚

理想。近几年来兴起的 ＲＮＡ干扰技术，为肿瘤的

分子生物治疗开辟了新的途径。与传统基因沉默技

术相比，ＲＮＡ干扰具有效果强、持续时间长、技术流

程简便、周期短，以及在细胞内表达的稳定性、可传

递性、高效性等优势，目前这一技术已在肿瘤的基因

治疗方面显示出诱人的前景［１２］。

　　以往的基因治疗研究多选用质粒或者病毒作为

转基因载体。真核表达质粒由于转染效率低、基因

表达时间短的缺陷决定了其不是一种理想的转基因

载体。在多种病毒载体中，腺病毒以其对动物细胞

的高转染效率得到广泛使用，但是其可引发实验动

物的免疫反应，而且０．５～１个月的表达时间也局限

了它的应用。
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　　本研究选择ＡＡＶ作为基因转移的载体。ＡＡＶ
是一种无包膜的人单链ＤＮＡ病毒，属于细小病毒

属。重组ＡＡＶ由于其宿主范围广、免疫原性低、表

达携带基因长久等优点而越来越多地被用于基因治

疗的实验研究。本研究采用的ＡＡＶ病毒系统由病

毒质粒ｐＡＡＶＭＣＳ提供ＩＴＲ序列，ｐＡＡＶＲＣ提

供Ｒｅｐ蛋白和Ｃａｐ蛋白，ｐＨｅｌｐｅｒ质粒代替腺病毒

提供ＡＡＶ重组的辅助调控，不需要腺病毒的参与，

避免了腺病毒的污染。

　　本实验中 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明，ＡＮＧ在转染

的ＳＫＭＥＳ１细胞中表达明显减弱。ＡＡＶｓｈＡＮＧ
转染的ＳＫＭＥＳ１细胞体外实验中，其细胞增殖指

数与其他组差异并无统计学意义，但是 ＡＡＶ

ｓｈＡＮＧ转染ＳＫＭＥＳ１细胞移植至裸鼠体内生长

显著减慢，成瘤性降低，在致瘤率、出瘤时间等方面

与其他组差异并无统计学意义。结果提示抑制

ＡＮＧ的表达可降低血管内皮细胞增殖、分化，从而

导致肿瘤生长缓慢，成瘤性降低，但是不能阻止肿瘤

的发生。ＭＶＤ是利用针对血管内皮细胞抗原的免

疫组化技术对肿瘤微血管进行定量，可直接量化反

映肿瘤的血管生成程度，它反映了肿瘤微血管形成

的强度与肿瘤的侵袭性［１３］。本研究中，反义载体转

染细胞组肿瘤 ＭＶＤ显著减小，说明该组肿瘤血管

生成数目显著减少，不能满足新生肿瘤生长和侵袭

的需要，这可能是该组肿瘤生长缓慢一个重要原因。

　　本实验成功构建了表达ＡＮＧ靶向的ｓｉＲＮＡ重

组腺相关病毒，并能有效转染ＳＫＭＥＳ１细胞从而

抑制ＡＮＧ蛋白表达，进而降低肿瘤细胞成瘤性，延

缓肿瘤生长速度，为肿瘤分子生物治疗提供了新的

思路。但是，肿瘤组织中新生血管的形成是多因子

协同的功能，如何充分利用已知的血管生成相关分

子，通过协同作用特异性地抑制肿瘤组织血管的生

成，是需要解决的重要问题。
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