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外源性反义血管内皮生长因子 一c基因稳定转染 

对人胃癌细胞SGC一7901体外生长的影响 

朱 鹏，张剑波，王继见 

(重庆医科大学附属第二医院普外科 ，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察以pCI—neo为载体的血管内皮生长因子一C(Vascular endothelial growthfactor—C，VEGF—C)反义基因转染的 

人胃癌细胞 SGC一7901中VEGF—C蛋白的表达 ，并研究其对人胃癌细胞体外生长的影响。方法：应用重组质粒 pCI—neo—anti 

VEGF—C和 pCI—neo空载体质粒，以脂质体转染法转染体外培养的人胃癌细胞株，以未转染组为对照，经 G418筛选抗性克隆， 

扩大培养后，再用免疫组化和 Western—blot分析 VEGF—C基因及蛋白的表达，最后用 MTF法分析其对细胞生长的抑制作用。结 

果 ：免疫组化 和 Western—blot均显示 pCI—neo—anti VEGF—C转染组无 VEGF—C mRNA及其蛋 白的表达 ，MTY检测表 明 

pCI—neo—anti VEGF—C转染组活细胞数较其它各组均低(P<O．05)。结论：pCI—neo—anti VEGF—C成功转染人胃癌细胞 SGC一7901 

且可封闭VEGF—CmRNA，使已转染 pCI—neo—antiVEGF—C的人胃癌细胞 VEGF—C蛋白的表达减少，并能抑制胃癌细胞 SGC一7901 

的体外生长，为进一步研究 VEGF—C的生物学功能及胃癌的基因治疗研究创造了条件。 
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Effects of exogenous antisense VEG F-C gene on growth of 

human gastric carcinoma celI line SGC-7901 In vitro 

zHU Peng et al 

(Department ofGeneralSurgery，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To observe the expression of VEGF—C protein in human gastric cancer cells SGC一7901 those transfeeted by 

pCI—。neo——antisense VEGF—·C and investigate whether antisense VEGF——C gene could inhibit the growth of human gastric carcinoma cell 

line in vitro．Methods：By the liposome infection protoco1．We transfeeted two different plasmids including pCI—neo and pCI—neo anti— 

sense VEGF—C into human gastric cancer cell line SGC一7901 cultured in vitro．Then those resistant clones were selected by G418 and ex— 

panded in DMEM culture medium．Then we used Immunohistochemical method and Western-blot to detect target genes and its expression． 

The cell viability was detected by MTF assay．We took the untransfeeted group as the contro1．Results：The immunohistochemical method 

and Western— blot showed that there were no expression of VEGF——C mRNA and its protein in the group that transfeeted by plasmid 

pCI—neo antisense VEGF—C．MTT assay showed that the group of transfeeted with antisense VEGF-C had a lower cell viability than oth— 

er groups(P<0．05)．Conclusion：The target genes were successfully transfocted and the expression of VEGF—C mRNA and its protein in 

SGC一7901 cells could be inhibited by pCI—neo—antisense VEGF—C．The study also showed that antisense VEGF-C gene could suppress 

the growth of human gastric cells in vitro．These results created the condition for further study of the biologic functions of VEGF—．C and 

gene therapy for gastria carcinoma． 

【Keywords】Cellline ofgastric carcinoma；Antisense oligonucleotides；Vascularendothelialfaetor-c growth(VEGF—C)：Genetransfection 

胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤，基因治 

疗可能成为那些已丧失手术时机患者的第五大治 

疗手段。胃癌的基因治疗，要想取得突破性进展，有 
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赖于发现更多，更有效的靶点，采用多基因联合治 

疗。因此，寻找新的针对胃癌的目的基因是亟待研 

究的课题 

我们在试验中得出⋯：血管内皮生长因子一C(Vas 

cular endothelial growth factor—C，VEGF—C)通过调节 

组织新生微血管和淋巴管，影响胃癌生长、转移及 
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预 后 。 本 实 验 选 择 高表 达 V E G F — C 并且 有 较 强 血 管

形 成 能 力 的人 胃癌 细 胞 系 S G C 一 7 9 0 1 ， 转 染 前 期 试 验 12]

成 功 合 成 的 以 p C I —

n e o 为 载 体 的 反 义 V E G F — C 基

因 (p C I — n e o — a n t i V E G F — C g e n e ) 。 观 察 转 染 前 后 人 胃

癌 细 胞 中 V E G F — C 的 表 达 ． 采 用 M T T 法 观 察 其 对 人

胃癌 细 胞 体 外 生 长 的 影 响 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 主 要 试 剂

p C I — n e o — a n t i V E G F — C (重 组 质粒 由前期试 验 成 功构 建口 ) 、

人 胃癌细胞 系 S G C 一 7 9 0 1 ( 中科 院上 海细胞所 ) 、 鼠抗人 V E G F — C

单 克 隆抗 体 ( R & D S y s t e m s ) 、 F I T C 标 记 的 羊 抗 鼠 I g G 、 兔 抗 人

V E G F — C 、 H R P 标 记 的羊 抗 兔 I g G ( 北 京 中 山金 桥 公 司 ) 、 B C A

蛋 白质 定 量 检 测 试 剂 ( S K 3 0 2 1 ， 上 海 生 工 生 物 工 程 技 术 服 务

有 限 公 司 ) 、 p E G F P — N 1 ( C l o n t e c h ) 、 D M E M 高 糖 型 培 养 基

( G i b c o ) 、
G 4 1 8 ( P r o m e g a ) 、 D M S 0 ( s i g m a ) 、 L i p o f e c t a m i n e 2 0 0 0

及 无 血 清培 养基 O P T I — M E M Z ( G i b c o ) 、 B 型 去 内毒 素超 纯 质

粒 小量 快 速 提 取 试 剂 盒 ( 北 京 博 大 泰 克 生 物 基 因 技 术 有 限 责

任公 司 ) 。

1 ． 2 重 组 质 粒 D C I -

n e o
-

a n t i V E G F — C 和 p C I — n e o 空 载 体 质

粒 的 制 备 与 浓 缩

将 前期 试 验 ㈤培 养 的过 夜 细 菌 细 胞 用 B 型 去 内毒 素超 纯

质粒 小量 快 速 提取 试 剂 盒 提 取 质粒 。 产物测 O D ：。 。 定 量 ， 保

存 于 一 2 0 ℃ 备用 。

1 -3 S G C 一 7 9 0 1 细 胞 的 培 养及 转 染

按 说 明 书 制备 好 L i p o 南 c t a m i n e 2 0 0 0 和 质 粒 D N A 的混 合

物转染液 ， 并转 染至 呈 对 数生 长期 的人 胃癌 细胞 系 S G C 一 7 9 0 1

细 胞 ， 培 养 6 4 h 后 ， 更 换 选 择 性 培 养 基 G 4 1 8 进 行 筛选 并 构

建 出 稳 定 表 达 的 细 胞 系 。 转 染 细 胞 按 1 ：1 0 稀 释 传 代 ， 约

1 0 ～ 14 d 后 出现 细胞 克 隆 ， 在 培 养 瓶 中扩 增 培 养 ， 连 续 稳 定 传

代 2 个 月 。

1 ． 4 免 疫 印 迹 检 测 V E G F — C 反 义 核 酸 对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞

V E G F — C 表 达 的 影 响

样 品 分 为 3 组 ：未 转 染 组 、 转 染 p C I — n e o 空 质 粒 组 、 转 染

反 义 质 粒 组 。 提 取 细 胞 胞 浆 总 蛋 白 ，

一 7 0 ℃ 冻 存 。 B C A 蛋 白质

定量 检测 试 剂 ( S K 3 0 2 1 )盒 定 量 蛋 白质 ， 在 预热 的酶 标 仪上 测

定 A 5 6 2 ， 根 据标 准 曲线 计算 出蛋 白浓 度 。 制 备 电泳 凝胶 ( 分离

胶 浓 度 为 1 2 ％ ) ， 进 行 聚丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 S D S — P A G E 。 样 品

蛋 白质 充 分 变 性 后 行转 印与 免疫 印迹 。

1 ． 5 免 疫 组 化 检 测 V E G F — C 反 义 核 酸 对 S G C 一 7 9 0 1 细 胞

V E G F — C 表 达 的 影 响

样 品分 为 4 组 ：只 加 两 种 抗 体 的 阴性 对 照 组 、 未转染 组 、

转 染 p C I — n e o 空 质 粒 组 、 转 染 反 义 质 粒 组 。 添 加 兔 抗 人

V E G F — C 抗 体和 H R P 标记 的羊抗 兔 I g G 后 显 色 、 洗 涤 、 复染 、

分化 、 脱水 、 透 明 、 封 片并拍 照 。

1 ． 6 M T I
"

买 验

将 扩 大 培 养 后 的各 组 细 胞 分 别 以 每孔 5 × 10 4
个 ／m l 接

种 于 9 6 孑L板 ， 每组 3 个 复孔 ， 每孔体积 1 0 0 ¨ 10 在 5 ％ C O ：， 3 7 ℃

及 饱 和 湿 度 条件 下 培 养孵 育 后 ， 每孔 加 入 1 0 0 ¨ l D M S O 。 振

荡 1 5 m i n ， 以 酶标 仪检 测 5 7 0 n m 波 长 下 其光 吸 收 值 ， 其增 殖

能 力 大小 以 平 均 O D 值分 析 。

1 ． 7 流 式 细 胞 仪 检 测 细 胞 凋 亡

0 ． 2 5 ％ 胰 酶 和 O． 0 2 ％ E D T A 消 化 收 获 培 养 的转 染 及 对 照

组 细胞 ( 含悬 浮 及 贴 壁 细胞 ) 。 F C M 法 对 凋 亡 细胞 进 行定 量 检

测 。 将 细 胞 用 两 种 染 色 同时 染 色后 ， 可 以 检测 出非 凋 亡 的 活

细 胞 ( A n n e x i n V 阴性 ／P I 阴 性 ) ， 凋 亡 细 胞 ( A n n e x i n V 阳 性

／P I 阴性 )及 坏 死 细胞 ( A n n e x i n V 阳性 ，P I 阳性 ) 。 最 后 计算 凋

亡 细 胞 比率 。

1 _8 统 计 学 方 法

数 据 以 均 数 ± 标 准差 (互± S ) 表 示 ， 统 计 分 析 采 用 t 检 验

及 x
z 检验 。

2 结 果

2 ． 1 转 染 细 胞 株 的 筛 选 及 V E G F — C 反 义 核 酸 效 果

的 检 测

2 ． 1 ． 1 脂 质 体 转 汰 转 染 转 染 了 人 反 义 V E G F — C

基 因 的 细 胞 在 含 有 1 m g ／m l 的 G 4 1 8 的 作 用 下 ， 5 d

后 大 部 分 细 胞 死 亡 ， 再 接 着 筛 选 2 d ， 可 见 对 照 孔 未

转 染 细 胞 几 乎 全 部 死 亡 ， 而 转 染 细 胞 孔 中有 抗 性 细

胞 逐 渐 扩 增 ；降 低 G 4 1 8 浓 度 至 4 0 0 斗g ／m l
， 持 续 筛

选 2 周 后 ， 得 到 8 个 抗 G 4 1 8 阳 性 克 隆 ， 取 出 单 个 克

隆 细 胞 ， 转 入 9 6 孑L板 中 培 养 ， 待 生 长 融 合 后 转 至 2 4

孑L板 ， 继 续 用 G4 1 8 4 0 0 ¨g ／m l
， 压 力 筛 选 扩 大 培 养 ，

稳 定 传 代 2 个 月 后 对 各 实 验 组 和 未 转 染 组 进 行 检

测 。

2 ． 1 ． 2 W e s t e r n — B l o t 结 果 通 过 免 疫 印迹 (W e s t e r n
—

B l o t ) 检 测 未 转 染 组 、 转 染 p C I — r l e o 空 质 粒 组 、 转 染

反 义 质 粒 组 中 V E G F — C 的 表 达 ， 以 内参 抗 体 G A P D H

( K C 一 5 G 5 ) 作 为 内 参 对 照 ， 结 果 显 示 转 染 反 义 质 粒

组 中 V E G F — C 表 达 强 度 明 显 降低 ， 结 果 如 下 。

2 3

1 ． 未 转 染 组 ；2 ． 空 白质 粒 转 染组 ；3 ． 反 义 V E G F — C 转染组

图 2 免疫 印迹 检 测 V E G F — C 的表达
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分数与晚期凋亡和继发坏死细胞百分数均明显高 

于未转染组及 pCI～neo空载体质粒转染组，而活细 

胞百分数明显低于未转染组及 pCI—neo空载体质粒 

转染组(表 2)。经用 X 检验，差异有统计学意义(P< 

0．01)。表明反义血管内皮生长因子一C基因转染能 

促进肿瘤细胞(人胃癌细胞株)凋亡。 

3 讨 论 

3．1 转染方法的选择 

用于基因转染的方法有多种．如磷酸钙沉淀法、 

DEAE一葡萄糖介导法 、电穿孑L法、脂质体介导法和 

基因枪法等。上述几种方法各具优点，不同宿主细 

胞对各种方法的敏感性也各异。本实验采用脂质体 

介导法转染人胃癌细胞系取得成功，与以往应用磷 

酸钙或腺病毒作为载体比较【3I，脂质体载体转染具 

有方便、高效、稳定的特点。其它常用的转染方法转 

染细胞效率低 ，转染率多在 20％左右 ，而脂质体转 

染肿瘤细胞效率较高，在 50％左右。其原因在于脂 

质体是由脂质双分子层组成的封闭囊泡．无毒、无免 

疫原性。其作为基因载体可以携载各种基因片段 ， 

保护基因不被核酸酶降解且脂质体的脂质双层分 

子可以掺人糖脂和抗体等归巢装~：(Homing devices)， 

因此脂质体作为基因转染的载体在基因治疗研究 

上具有广阔的应用前景 。 

3．2 转染细胞的筛选及检测 

宿主细胞经转染后．仅部分细胞能摄取质粒而 

表达外源基因，多数细胞不表达外源基因。在表达 

外源基因的细胞中，绝大部分仅为暂时表达，因质 

粒存在于胞浆中，其随细胞分裂而逐渐丢失。只有 

极少数质粒能整合于宿主细胞基因组中而得以稳 

定表达。即使在所谓稳定表达的细胞中，整合的基 

因也经常丢失。因此，对转染后的细胞进行培养中， 

须去除不表达外源基因的细胞而保留表达 目的基 

因的细胞 ，所有基 因工程 中所选用 的外 源基 因的载 

体均有用作筛选的基因。本实验中pCI—neo质粒采 

用neo基因作为筛选基因。 

G418是一种抗生素，其能结合于真核细胞核糖 

体上，通过影响蛋白质合成而导致细胞死亡。因此， 

将 G418作为筛选加至培养基中，能使 G418敏感的 

细胞死亡。neo基因产物能使 G418失活，从而使表 

达 neo基因产物的细胞能在含 G418的培养基中存 

活 

在本实验中，人胃癌细胞 SGC一7901经pCI—neo— 

anti VEGF—C转染后 ，若质粒能稳定整合于细胞基 

因组中，则细胞能够在含 G418的筛选培养基中长 

期存活并增殖，否则 ，细胞将死亡。Western—blot及 

免疫组化 SP法证实未转染组及转染空白质粒组高 

表达 VEGF—C蛋白，而转染反义 VEGF—C组不表达 

或弱表达。这充分地说明了反义 VEGF—C对人 胃癌 

细胞 SGC一7901中 VEGF—C蛋 白质 表达具有直接 

而明显的抑制作用．反义基因封闭了VEGF—C基因 

的表达。这与 国外学者报道 一致。这些变化主要是 

由于反义 RNA与 VEGF—C mRNA结合阻碍了其翻 

译过程 ，封闭了VEGF—C分子的表达。 

3-3 本 实验的价值及展望 

我们前期_1J用免疫组化等方法证实了胃癌组织 

中 VEGF—C高表达 ．且 VEGF—C的表达与 胃癌组织 

的病理分期(有无转移、浸润程度)和新生淋巴管密 

度相关 ，还与促血管生成素一2有协同作用。本试验 

将前期构建的人反义血管内皮生长因子一C真核表 

达载体(pCI—neo—anti VEGF—C)成功转染人胃癌细 

株 SGC一7901。封闭胃癌细胞 VEGF—C基因及蛋 白的 

表达。通过 MTY实验表明：稳定转染反义 VEGF—C 

基因的细胞组 OD值显著低于其余两组。证实了反 

义 VEGF—C基 因转染人 胃癌细胞 SGC一7901后 ，可 

以使胃癌细胞的生长受到抑制。在试验中我们同时 

应用了空载体质粒 pCI—neo转染作为实验对照，其 

MTr结果与未转染组差异无统计学意义，从而排除 

了载体毒性，使本实验的设计更加科学，其结果也 

更有说服力。 

另外，流式细胞仪结果提示：转染反义VEGF—C 

的人胃癌细胞系 SGC一7901其早期凋亡细胞百分数 

及晚期凋亡和继发性坏死细胞百分数均明显高于 

未转染组及pCI—neo空载体质粒组，而活细胞百分数 

明显低于其它两组。表明反义 VEGF—C基因转染可 

以促进 胃癌细胞 SGC一7901发生凋亡。 

反义核酸技术是肿瘤基因治疗的策略之一，其 

基本原理是根据碱基互补原则，用人工合成的或生 

物表达的特定互补的DNA或 RNA片段(反义核酸) 

以抑制或封闭专一靶基因表达的技术。国内外很多 

学者[3-61致力于反义核酸技术治疗恶性肿瘤的研究。 

由于一直缺少淋巴管特异性的标记物使肿瘤淋巴 

管转移的研究受到阻碍。近几年，国内外许多实验 

研究显示『7，81：肿瘤细胞分泌的VEGFR-3的配体VEGF 

— C或 VEGF—D不但可诱导肿瘤周边的淋巴管新生 
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齐留通对胃癌 SGC一7901细胞生长的影响 

潘 敏，刘纯伦，方晓杰，石建华 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察5一脂氧合酶抑制剂齐留通对胃癌SGC一7901细胞增殖、凋亡的影响，初步探讨齐留通影响胃癌细胞生长的 

机制。方法：MTF法测定齐留通对胃癌 SGC一7901细胞增殖的影响；TUNEL染色法计数细胞凋亡率；RT—PCR和免疫细胞化学检 

测齐留通处理前后 SGC一7901细胞 Bax、Bcl一2和 caspase一3 mRNA和其蛋白表达的改变。结果：齐留通以时间剂量依赖的方式 

抑制SGC一7901细胞生长；TUNEL染色法显示6．2×10 mol／L、3．1×10 mol／L齐留通作用72 h后细胞凋亡率为 19．6％±6．3％ 

和 28．9％ ±2．3％，均显著高于对照组 O．6％±0．1％(P<0-()1)；RT—PCR和免疫细胞化学显示 6．2×10 mol／L齐留通作用 胃癌 

SGC一7901细胞72h后，可显著促进Bax、caspase一3 mRNA和其蛋13的表达(P<0．05)，抑制Bc1—2mRNA及其蛋白的表达(P<0．05 o 

结论：齐留通能抑制胃癌 SGC一7901细胞增殖，并通过促进 Bax和 caspase一3的表达 ，抑制 Bcl一2表达 ，诱导其凋亡，从而抑制 胃 

癌 SGC一7901细胞生长。 

【关键词】齐留通；胃癌；SGC一7901细胞；5一脂氧合酶抑制剂；凋亡 

【中国图书分类法分类号】R735．2 【文献标识码】A 【收稿日期】2008—07—25 

作者介绍：潘 敏(1982一)，女，硕士， 

研究方向：消化道肿瘤。 

通讯作者：刘纯伦，男，副教授，E—mail：le1728@medmail．con．cn。 

基金项目：重庆市卫生局课题(05—2—155)。 

(由于肿瘤团块内压力太大，阻碍了肿瘤内淋巴管 

的生长 )，而且可促使淋巴管内肿瘤的生长和转移 ， 

在淋巴管转移通路中具有举足轻重的作用。VEGF— 

C可以作为肿瘤新生淋巴管的特异性标记物。我们 

前期的实验也证实了这一点[11。故我们期望针对 

VEGF—C这一新靶点设计一段反义核苷酸来观察其 

抗肿瘤生长及转移的作用。本实验证实 ：反义 

VEGF—C在体外有抑制人 胃癌细胞生长 ，促进其调 

亡的作用，为我们下一步实验研究反义 VEGF—C基 

因转染对人 胃癌细胞成瘤性 和新生淋 巴管生成 的 

影响奠定了基础。但反义VEGF—C基因转染在体内 

是否能抑 制肿 瘤细胞 的生长 ，促进 肿瘤细胞 的凋 

亡．其又是通过什么途径来发挥其生物学特性的等 

一 系列问题还有待于进一步研究。 
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