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［摘要］　目的：了解抑癌基因ＬＫＢ１对肺癌细胞 Ａ５４９血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的调控

作用。方法：应用巢式ＰＣＲ方法扩增ＬＫＢ１基因编码区，构建ＬＫＢ１的真核表达载体并以脂质体法转染 Ａ５４９细胞，Ｇ４１８筛

选稳定表达细胞株；ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＬＫＢ１、ＳＰ１和 ＶＥＧＦ在 Ａ５４９细胞中的表达变化；ｓｉＲＮＡ技术干扰转录

因子ＳＰ１的表达，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＳＰ１和ＶＥＧＦ的表达变化。结果：外源性ＬＫＢ１在Ａ５４９细胞中稳定表达；

ＬＫＢ１蛋白下调ＳＰ１和ＶＥＧＦ的表达；ＳＰ１可被特异性ｓｉＲＮＡ分子有效抑制，ｓｉＲＮＡ介导的ＳＰ１沉默伴随 ＶＥＧＦ表达下调。

结论：ＬＫＢ１可能通过负调控转录因子ＳＰ１的表达从而调控ＶＥＧＦ的表达。

［关键词］　肺肿瘤；ＬＫＢ１；Ａ５４９细胞；血管内皮生长因子类；转录因子，ＳＰ１；ＲＮＡ，小分子干扰
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　　实体肿瘤的生长与转移有赖于新生血管的形
成，新生血管为肿瘤细胞提供氧气和营养物质，同时
亦为肿瘤的血行转移提供了通道［１］。肿瘤细胞通过
分泌 血 管 内 皮 生 长 因 子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）等促血管生成因子，诱导血
管生成。在众多的促血管形成因子中，作用最强且
研究最多的是ＶＥＧＦ［２］。ＶＥＧＦ高表达的肺癌患者
在肿瘤早期即可出现血行播散，提示ＶＥＧＦ在肺癌
的发展过程中发挥着重要作用［３４］。

　　ＬＫＢ１是从黑色素斑胃肠多发性息肉综合征
（ＰｅｕｔｚＪｅｇｈｅｒｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＪＳ）患者中鉴定的抑癌
基因［５６］。动物实验发现ＬＫＢ１基因缺失后，小鼠胚
胎血管发育缺陷，胚胎成纤维细胞高表达ＶＥＧＦ，且

ＶＥＧＦ的高表达与缺氧诱导因子（ＨＩＦ）无关，该研
究提示ＬＫＢ１基因可能通过某种机制调控 ＶＥＧＦ

的表达［７］。而另一项研究发现在原发性肺癌的脑转
移标本中，有５８％的患者出现ＬＫＢ１基因的杂合型
缺失［８］。ＬＫＢ１基因缺失与肺癌的血行转移是否有
必然的联系，值得深入研究。我们的前期利用

Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交检测ＬＫＢ１基因在多种肿瘤细胞株
中的表达情况，发现ＬＫＢ１基因在肺腺癌细胞Ａ５４９
和宫颈癌细胞 ＨｅＬａ中缺失［９］。为了解ＬＫＢ１基因
对ＶＥＧＦ的调控机制，本研究以肺腺癌细胞 Ａ５４９
为研究对象，构建ＬＫＢ１基因的获得性表达模型，初
步探讨其可能的作用机制。
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１　材料和方法

１．１　材料　羊抗人ＬＫＢ１多克隆抗体（ｓｃ８１８５）、
兔抗人ＳＰ１特异性抗体（ＰＥＰ２）、兔抗人 ＶＥＧＦ多
克隆抗体、ＥＣＬ试剂盒购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；鼠抗
人ａｃｔｉｎ（ｓｃ１６１６）单克隆抗体、鼠抗羊和兔抗鼠

ＩｇＧ／ＨＲＰ抗体购自北京中杉金桥公司；硝酸纤维素
膜购自Ａｍｅｒｓｈａｍ公司；预染蛋白相对分子质量标
准购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；含ＬＫＢ１基因开
发阅读框编码序列的ｐｃＤＮＡＬＫＢ１质粒由本实验
室构建保存；蛋白裂解液购自ＰＩＥＲＣＥ公司；反转
录试剂盒、Ｇ４１８、ＴＲＩｚｏｌ、ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００转染
试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；引物合成及序列测定由
北京奥科生物公司完成。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人肺腺癌细胞 Ａ５４９由本实验
室保存，采用含１０％ 胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，于

３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养。

１．２．２　ＬＫＢ１基因的克隆　因ＬＫＢ１基因编码起
始区序列ＧＣ含量较高，ＰＣＲ不易成功，本实验采用
了巢式ＰＣＲ技术，以人胎脑ｃＤＮＡ文库为模板，先
以初级引物扩增涵盖开放阅读框序列的长片段

（１９２１ｂｐ），再以此ＰＣＲ产物为模板，以次级引物
行第２次 ＰＣＲ，获得 ＬＫＢ１基因的编码区序列
（１３４６ｂｐ）。相应引物序列及ＰＣＲ反应条件为：初
级上游引物：５′ＴＧＧＡＧＡＡＧＧＧＡＡＧＴＣＧＧＡ
ＡＣＡ３′，初级下游引物：５′ＧＧＧＣＴＧＣＧＡ ＡＧＴ
ＣＡＡＣＡＡ３′，９４．０℃变性５ｍｉｎ后进入３５个循环
（９４．０℃变性１０ｓ，５６．０℃退火１０ｓ，７２．０℃延伸９０
ｓ）；７２．０℃保温７ｍｉｎ，４．０℃保存。次级上游引物：

５′ＡＣＴＣＧＡ ＧＡＣＣＡＴ ＧＧＡ ＧＧＴ ＧＧＴ ＧＧＡ
ＣＣＣＧＣＡＧ３′（下划线部位为ＸｈｏⅠ酶切位点），次
级下游引物：５′ＧＣＧ ＡＡＧＣＴＴＧＧＣＴＧＣＴＧＣ
ＴＴＧＣＡＧＧＣＣＧＡＣＡＧ３′（下划线部位为Ｈｉｎｄ
Ⅲ酶切位点），９４．０℃变性５ｍｉｎ后进入２０个ＰＣＲ
循环（９４．０℃ １０ｓ，６０．０℃ １０ｓ，７２．０℃ ９０ｓ）；

７２．０℃７ｍｉｎ，４．０℃保存。１．５％琼脂糖电泳鉴定

ＰＣＲ扩增产物。

１．２．３　ＬＫＢ１真核表达载体的构建　ＰＣＲ产物纯
化后用ＸｈｏⅠ和ＨｉｎｄⅢ限制性内切酶双切，同时双
酶切ｐｃＤＮＡ３．１质粒，酶切产物纯化后行连接反
应，转化铺板，菌落ＰＣＲ鉴定阳性克隆后，行ＤＮＡ
序列测序验证。ＤＮＡ序列测定无误后，将质粒命名
为ｐｃＤＮＡＬＫＢ１。按照质粒纯化试剂盒的说明书
纯化ｐｃＤＮＡＬＫＢ１和作为对照的空载体质粒，用于

基因转染。

１．２．４　ＬＫＢ１基因转染 Ａ５４９细胞　按照 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００说明书进行：生长良好的 Ａ５４９细
胞在转染前１ｄ接种于培养瓶中，使其密度在转染
时达９０％～９５％；无血清、无抗生素ＤＭＥＭ 分别稀
释质粒和ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００；放置５ｍｉｎ后将Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００与质粒稀释液轻柔混合，放置２０
ｍｉｎ；将混合物分别加入Ａ５４９细胞中，３７℃孵育１２
ｈ，更换完全ＤＭＥＭ培养基继续培养，２４ｈ后以１

５的比例传代，用含１．５ｍｇ／ｍｌ的Ｇ４１８ＤＭＥＭ 培
养基培养，３周后抗性克隆形成，挑取单克隆，扩大
培养，分别提取总蛋白和ＲＮＡ，验证ＬＫＢ１基因在

Ａ５４９细胞中的表达。

１．２．５　细胞ＲＮＡ的提取和ＲＴＰＣＲ　采用 ＴＲ
Ｉｚｏｌ一步法提取细胞的总ＲＮＡ，逆转录参阅试剂盒
说明书进行。利用半定量ＰＣＲ方法检测ＬＫＢ１基
因对 ＶＥＧＦ和 ＳＰ１基因的影响。ＶＥＧＦ蛋白有

ＶＥＧＦ１２１、ＶＥＧＦ１６５、ＶＥＧＦ１８９和 ＶＥＧＦ２０６４种剪接
形式，多数组织以 ＶＥＧＦ１２１和 ＶＥＧＦ１６５表达为主。
本研究的引物可同时检测ＶＥＧＦ１６５和ＶＥＧＦ１２１两个
转录本的变化［１０］。我们优化了各基因的ＰＣＲ循环
参数，在此条件下，各基因产物均未到平台期，能反
映基因模板的最初含量。以持家基因βａｃｔｉｎ为内
参照。相应引物序列及ＰＣＲ反应条件为：ＳＰ１上游
引物：５′ＡＡＣＣＣＡ ＣＡＡ ＧＣＣＣＡＡ ＡＣＡ ＡＴＣ
ＡＣＣ３′，ＳＰ１下游引物：５′ＣＣＣＣＧＡ ＧＣＣＣＣＴ
ＴＣＣＴＴＣＡＣＴ３′，９４．０℃变性５ｍｉｎ后进入２８个
循环（９４．０℃变性１０ｓ，６０．０℃退火１０ｓ，７２．０℃延
伸３０ｓ），产物长度４２８ｂｐ；ＶＥＧＦ上游引物：５′
ＴＧＧＡＴＣＣＡＴ ＧＡＡ ＣＴＴ ＴＣＴ ＧＣＴ ＧＴＣ３′，

ＶＥＧＦ下游引物：５′ＴＣＡ ＣＣＧ ＣＣＴ ＴＧＧ ＣＴＴ
ＧＴＣＡＣＡＴ３′，９４．０℃变性５ｍｉｎ后进入３０个循
环（９４．０℃变性１０ｓ，５６．０℃退火１０ｓ，７２．０℃延伸

３０ｓ），产物长度５４２ｂｐ、５２８ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：

５′ＧＣＣＡＧＧＴＣＣＡＧＡＣＧＣＡＧＧＡＴ３′，βａｃｔｉｎ
下游引物：５′ＣＧＧＴＣＣＡＧＧＴＣＴＧＴＧＴＣＣＴＡ
３′，９４．０℃变性５ｍｉｎ后进入２４个循环（９４．０℃变
性５ｓ，５７．０℃退火１０ｓ，７２．０℃延伸１０ｓ），产物长
度１２７ｂｐ。１．５％琼脂糖电泳鉴定ＰＣＲ扩增产物，
每组标本电泳３次，以ＢｉｏＲａｄＭｏｌｅｃｕｌａｒＡｎａｌｙｓｉｓ
图像分析仪测灰度值进行分析，ＰＣＲ产物半定量＝
目的ＰＣＲ产物光密度／内对照ＰＣＲ产物光密度。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交　待细胞生长至７０％接
触密度时，胰酶消化收集细胞；加入３００μｌ蛋白裂解
液，室温作用１０ｍｉｎ后１４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，吸
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取上清，以ＢＣＡ法行蛋白定量。１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ
分离蛋白样品，８０Ｖ电转移２ｈ至硝酸纤维素膜，预
染蛋白质分子量标准标识蛋白位置。５％脱脂奶粉
室温封闭１ｈ；ＴＢＳＴ 分别稀释一抗 ＬＫＢ１（１

５００）、ＳＰ１（１５００）和 ＶＥＧＦ（１４００），４℃过夜，

ＴＢＳＴ洗膜４次，每次１０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ稀释鼠抗羊二
抗（１４０００）室温５０ｍｉｎ，洗膜４次，ＥＣＬ显色。硝
酸纤维素膜用剥离液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ
７．５，１％β巯基乙醇，２％ＳＤＳ）于５０℃作用３０ｍｉｎ，
剥离一抗与抗原的结合。弃剥离液，ＴＢＳＴ洗膜４
次。重复 Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交，一抗为鼠抗人ａｃｔｉｎ抗体。

１．２．７　脂质体介导的ｓｉＲＮＡ瞬时转染　ＳＰ１基因
的ｓｉＲＮＡ序列源自文献［１０］，阴性对照ｓｉＲＮＡ序列
与人类基因无同源性，由上海吉凯生物公司合成。
相应序列为：ＳＰ１ｓｉＲＮＡ 上游引物：５′ＡＵＣＡＣＵ
ＣＣＡＵＧＧＡＵＧＡＡＡＵＧＡＴＴ３′，ＳＰ１ｓｉＲＮＡ
下游引物：３′ＴＴ ＵＡＧ ＵＧＡ ＧＧＵ ＡＣＣ ＵＡＣ
ＵＵＵ ＡＣＵ５′；阴性对照 ｓｉＲＮＡ 上游引物：５′
ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵｄｔｄｔ３′，阴性
对照 ｓｉＲＮＡ 下游引物：３′ ! ｄｔｄｔＡ ＡＧＡ ＧＧＣ
ＵＵＧ ＣＡＣ ＡＧＵ ＧＣＡ５′。按 照 ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ
２０００的说明书进行。Ａ５４９细胞转染前１８～２４ｈ细
胞传代于６孔板中，使细胞接种密度在转染时达

４０％～６０％。依次用双无ＤＭＥＭ 培养基将ＳＰ１和
阴性对照ｓｉＲＮＡ （２０ｍｍｏｌ／Ｌ）稀释为１５０ｎｍｏｌ／

Ｌ；ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００转染试剂６μｌ稀释于２５０μｌ
双无ＤＭＥＭ 培养基，室温放置５ｍｉｎ后将ｓｉＲＮＡ
工作液与ＬｉｐｏｆｅｃｔＡｍｉｎｅ２０００稀释液轻柔混匀，室
温反应２０ｍｉｎ；上述混合物分别加入细胞培养液中

６ｈ后换成完全培养液，继续培养至４８ｈ后提取细
胞总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ检测ｓｉＲＮＡ的抑制效率和对

ＶＥＧＦ基因的影响，每组标本电泳３次，以ＢｉｏＲａｄ
ＭｏｌｅｃｕｌａｒＡｎａｌｙｓｉｓ图像分析仪测灰度值进行分析，

ＰＣＲ产物半定量＝目的ＰＣＲ产物光密度／内对照

ＰＣＲ产物光密度。另同时提取细胞总蛋白，以

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法验证。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计
学分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，行ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＬＫＢ１基因的扩增　由图１Ａ可见，初级ＰＣＲ
产物在约１９００ｂｐ处有条带，但其下游有杂带。将初
级ＰＣＲ产物稀释后行巢式ＰＣＲ，图１Ｂ显示在１３００
ｂｐ处有明亮条带，无杂带，阴性对照组未见条带，提示
采用巢式ＰＣＲ成功扩增ＬＫＢ１基因片段。

图１　ＬＫＢ１基因ＰＣＲ产物２％凝胶电泳图

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（２％）ｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＬＫＢ１ｇｅｎｅ
Ａ：ＦｕｎｄａｍｅｎｔａｌＰＣＲｆｏｒＬＫＢ１ｇｅｎｅ；Ｂ：ＮｅｓｔＰＣＲｆｏｒＬＫＢ１ｇｅｎｅ；

Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：ＬＫＢ１ｇｅｎｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ

２．２　ＬＫＢ１基因稳定转染细胞株的建立　ｐｃＤＮＡ
ＬＫＢ１和ｐｃＤＮＡ３．１质粒纯化后，转染 Ａ５４９细胞，
经Ｇ４１８筛选后，获得具有Ｇ４１８抗性的单克隆细胞
集落６个，阴性对照组也获得具有Ｇ４１８抗性的单克
隆细胞集落，扩大培养后提取细胞总 ＲＮＡ和蛋白
质。ＲＴＰＣＲ（图２Ａ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交（图２Ｂ）
显示３号克隆高表达外源性ＬＫＢ１基因。

图２　ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交检测ＬＫＢ１基因的表达

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｃｔｏｐｉｃＬＫＢ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓｂｙ２％ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
Ａ：ＲｅｓｕｌｔｏｆＲＴＰＣＲ．Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｐｃＤＮＡＬＫＢ１

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；２：ｐｃＤＮＡ３．１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｂ：ＲｅｓｕｌｔｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

２．３　ＬＫＢ１基因下调肺癌细胞ＳＰ１及 ＶＥＧＦ的表
达　半定量ＲＴＲＣＲ的方法检测ＬＫＢ１基因对ＳＰ１
和ＶＥＧＦ的作用，结果见图３。与βａｃｔｉｎ内参照条
带灰度相比后，ＬＫＢ１基因转染 Ａ５４９细胞 ＶＥＧＦ
和ＳＰ１的表达分别为０．１５７±０．０１３和０．１８６±
０．０１５，均显著低于空质粒对照组的０．７１２±０．０５０
和０．５１５±０．０３４（Ｐ＜０．０１），表明ＬＫＢ１基因可显
著抑制 ＶＥＧＦ和ＳＰ１的表达。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果
也证实ＬＫＢ１基因转染 Ａ５４９细胞后，可显著抑制

ＶＥＧＦ和ＳＰ１的表达（图４）。
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图３　ＲＴＰＣＲ检测ＶＥＧＦ（Ａ）、ＳＰ１（Ｂ）和内参照βａｃｔｉｎ（Ｃ）基因的表达

Ｆｉｇ３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（２％）ｏｆＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＶＥＧＦ（Ａ），ＳＰ１（Ｂ）ａｎｄβａｃｔｉｎ（Ｃ）ｇｅｎｅ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｐｃＤＮＡＬＫＢ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；２：ｐｃＤＮＡ３．１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交检测

ＶＥＧＦ和ＳＰ１蛋白的表达

Ｆｉｇ４　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬＫＢ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：ｐｃＤＮＡＬＫＢ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；２：ｐｃＤＮＡ３．１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２．４　以ｓｉＲＮＡ干扰ＳＰ１的表达可下调 Ａ５４９细胞

ＶＥＧＦ的表达　本研究利用ｓｉＲＮＡ技术干扰ＳＰ１
的表达，检测 Ａ５４９细胞中ＳＰ１与 ＶＥＧＦ的关系。
图５Ａ是１５０μｍｏｌ／Ｌ的ｓｉＲＮＡ对ＳＰ１的抑制结果，

ＲＴＰＣＲ显示在４５０ｂｐ左右处，有特异电泳条带。
与无义ｓｉＲＮＡ对照组相比，可见ＳＰ１约７０％抑制。
由图５Ｂ可见ＳＰ１基因表达下降的同时（０．１２２±
０．００８ｖｓ０．６０１±０．０３８，Ｐ＜０．０１），ＶＥＧＦ的表达量
也下降（０．２０２±０．０１２ｖｓ０．８２６±０．０５６），提示在

Ａ５４９细胞中，ＶＥＧＦ 的表达可能受 ＳＰ１ 调控。

Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果与之基本一致（图６）。

３　讨　论

　　ＬＫＢ１／ＳＴＫ１１（ｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｅｒｏｎｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
１１）基因是于１９９８年由芬兰学者 Ｈｅｍｍｉｎｋｉ等［５］和

德国学者Ｊｅｎｎｅ等［１１］几乎同时从ＰＪＳ患者中鉴定的
抑癌基因。ＰＪＳ是一种常染色体显性遗传病，以口周
皮肤、唇颊黏膜、指（趾）端的咖啡色素斑点及多发性
消化道息肉为临床特征，约有９３％的ＰＪＳ患者在４０
岁左右罹患恶性肿瘤。肿瘤的发生部位主要在小
肠、胃和胰腺，但也可发生在乳腺、卵巢、睾丸、子宫
和肺等脏器［１２］。ＬＫＢ１基因定位于人１９号染色体
短臂１３．３区，编码４３３个氨基酸残基。ＬＫＢ１蛋白
具有丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶活性，通过磷酸化底物

蛋白或与靶蛋白结合，调控基因表达，参与调控细胞
周期、细胞凋亡等生命活动［１３１４］。

图５　ＲＴＰＣＲ检测ＳＰ１ｓｉＲＮＡ对

Ａ５４９细胞ＳＰ１（Ａ）和ＶＥＧＦ（Ｂ）表达的影响

Ｆｉｇ５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（２％）ｏｆＲＴＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｏｆＳＰ１（Ａ）ａｎｄＶＥＧＦ（Ｂ）ｇｅｎｅ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＳＰ１

ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹杂交检测ＳＰ１ｓｉＲＮＡ对

Ａ５４９细胞ＳＰ１和ＶＥＧＦ表达的影响

Ｆｉｇ６　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＬＫＢ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｓｔａｂｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ
１：ＮｏｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｓｉＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＳＰ１ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ

　　Ｙｌｉｋｏｒｋａｌａ等［７］研究发现ＬＫＢ１基因的失活不
仅与多种肿瘤的发生有关，而且影响胚胎血管发育。

ＬＫＢ１基因敲除小鼠胚胎 （ＬＫＢ１－／－）于孕龄第１１
日死亡，病理学检测示胚鼠血管发育异常，动脉内径
狭窄且不连续，毛细血管数目也较对照组稀少。体
外细胞培养实验证实，ＬＫＢ１－／－的胚胎纤维母细胞
在低氧（１％Ｏ２）条件下，培养上清中ＶＥＧＦ蛋白的含
量较对照组正常细胞明显增加（１６５．０±３１．９ｖｓ
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４４．５±６．２ｐｇ／ｍｌ），而反映组织缺氧的 ＨＩＦ１在实
验组及对照组间表达无差异；在正常供氧条件下，上
清中 ＶＥＧＦ 蛋白的含量为正常对照组 ６ 倍多
（８０．３±１３．９ｖｓ１２．３±５．４ｐｇ／ｍｌ），提示 ＶＥＧＦ的
分泌上调不是缺氧间接所致，而是ＬＫＢ１基因缺失
的直接结果，此推论可部分解释ＬＫＢ１杂合型缺失
肺癌易于转移的现象。

　　本研究将野生型ＬＫＢ１基因转染Ａ５４９细胞，结
果发现ＬＫＢ１下调 ＶＥＧＦ的表达，这一实验结果与

Ｙｌｉｋｏｒｋａｌａ等［７］所观察到的ＬＫＢ１对 ＶＥＧＦ的负调
控作用相吻合。ＶＥＧＦ基因的核心启动子区富含

ＧＣ序列，其中ＣＣＣＧＣＣ序列是转录因子ＳＰ１的顺
式作用元件，ＳＰ１与之结合后，与ＲＮＡ聚合酶等共
同构成转录复合物，促进 ＶＥＧＦ的转录。ＶＥＧＦ基
因转录受ＳＰ１转录因子调控在许多细胞系中已有报
道［１０，１５１７］，我们的研究也证实ＳＰ１被ｓｉＲＮＡ干扰表
达时下调ＶＥＧＦ的表达，表明ＳＰ１参与 Ａ５４９细胞
的ＶＥＧＦ基因表达调控。ＬＫＢ１对ＳＰ１是否有影响
呢？因ＬＫＢ１具有丝／苏氨酸激酶活性，转录因子

ＳＰ１可能是ＬＫＢ１的磷酸化底物，磷酸化的ＳＰ１转
录活性增强，从而促进 ＶＥＧＦ转录和表达。ＬＫＢ１
影响ＳＰ１的另一方式可能是促进ＳＰ１转录，在量上
增加ＳＰ１的蛋白含量。因目前尚无磷酸化的ＳＰ１抗
体供应，本研究侧重于ＬＫＢ１对ＳＰ１转录水平的影
响，结果发现野生型ＬＫＢ１抑制 Ａ５４９细胞 ＶＥＧＦ
表达水平的同时，伴随转录因子ＳＰ１的转录水平下
降，提示ＬＫＢ１的获得性表达对 ＶＥＧＦ的抑制作用
可能部分通过下调ＳＰ１表达实现。ＬＫＢ１抑制肿瘤
细胞ＶＥＧＦ的信号转导通路还有待于进一步深入研
究。
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