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VEGF反义寡核苷酸对裸鼠膀胱癌移植瘤的抑制作用研究 
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【摘 要】目的：观察以脂质体为载体介导血管内皮生长因子(Vascular endothelial growth factor，VEGF)反义寡核苷酸(Antisense 

oligonucleetides，As0DN)转染对裸鼠膀胱癌移植瘤的抑制作用。方法：建立人膀胱癌裸鼠皮下移植瘤模型，以脂质体为载体介导 

VEGFASODN进行转染。观察裸鼠移植瘤生长情况，免疫组化 sP法测 Ki67、CD34、VEGF的表达，计算微血管密度、细胞增殖指 

数，TUNEL法测细胞凋亡指数。结果：反义组与正义组的抑瘤率分别为71．08％和7．19％，反义组 VEGF的表达、微血管密度、细 

胞增殖和凋亡指数与正义组及对照组相比均有明显差异，正义组与对照组之间各检测指标差异无显著性。结论：VEGF反义寡 

核苷酸能够抑制人膀胱癌裸鼠皮下移植瘤的生长和微血管的生成 ，可能成为 日后膀胱癌基因治疗的重要方向。 
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【Abstract】Objective：To study the inhibiting effect of VEGF antisense oligonucleotides carried by liposome on the growth of 

human bladder carcinoma in nude mice．Methods：The nude mice model of human bladder carcinoma was established and 

VEGF antisense oligonucleetides were c ed by liposome to be transfected．The cell proliferation index．microvessel density 

(MVD)and the expression of VEGF were detected with immunohistochmistry streptavidin-biotin peroxidase(SP)method and the 

cell apoptosis index was determined with Tunnel technology．Results：Th e growth inhibitory rate in antisense experimental group 

an d sense experimental group were 71．08％ and 7：19％ respectively．Th e differences in the cell proliferation index，apoptosis 

index，microvessel density(MVD)and the expression of VEGF between the antisense experimental group and the sense 

experimental group or the control group had significances．Th ere Was no statistical significance in the detection indexes between 

the sense experimental group and the control group． Conclusions：The VEGF antisense oligonucleotides Can inhibit the 

neevascularization an d the growth of bladder carcinoma in nude mice，which might be an important gene therapeutic strategy for 

the bladder carcinoma in future． 
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肿瘤的生长和转移依赖于肿瘤血管的生成，而 

VEGF是诱导血管生成的最重要的调节因子，它在肿 

瘤的生长、侵袭和转移中起着至关重要的作用。近 

年来，以VEGF及其受体为靶点的抗肿瘤血管治疗 

已逐渐受到人们的重视，尤其是在基因水平上使 

VEGF及其受体的表达减少，或阻断其信号转导通 

路，可以抑制二者生物活性的发挥，从而有望抑制 
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肿瘤血管的生成 ，阻断肿瘤的血供，达到 “饿死” 

肿瘤的目的。膀胱癌是富含血管的实体肿瘤，研究 

表明，血管内皮细胞增殖所致的新生血管与膀胱癌 

的生物侵袭性、恶性程度及临床复发呈正相关【“。本 

实验应用 VEGF ASODN片段，观察其对裸鼠膀胱 

癌移植瘤生长的抑制作用，为膀胱肿瘤的治疗提供 

新思路和新途径。 

1 材料与方法 
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1．1 细胞株及培养 

人膀胱癌 T24细胞株由重庆医科大学基础研究所惠赠， 

用含 10％小牛血清的 RPMI1640培养液 (每毫升培养液含 

100U青霉素，100ixg链霉素)常规培养。 

1．2 实验动物 

Balb／c裸小鼠 18只，雌性，鼠龄 5～6周，体重 18～20g， 

购于重庆医科大学实验动物中心 ，在SPF条件下饲养。 

1．3 主要试剂和仪 器 

脂质体2000购于美国 Invitrogen公司。VEGF反义、正义 

寡核苷酸的合成序列参照李维方等【 1的设计，ASODN序列： 

5’一GCAGTAGCTGCGCTGATAGTGC一3’，正义寡核苷酸的序 

列：5’一CTATCAGCGCAGCTACTGC一3’，由上海生工生物工程 

公司合成并进行硫代修饰。鼠抗人 VEGF，CD34，Ki67及 S-P 

试剂盒购自N#I迈新生物技术开发公司。TUNEL试剂盒购 

自南京建成生物工程研究所。 

1．4 人膀胱癌裸鼠移植瘤模型的建立 

取对数生长期 T24细胞以0．25％胰蛋白酶 37℃消化，加 

入无血清 DMEM培养液，调整细胞悬液的细胞浓度至 1 X 10 

个／ml，台盼蓝染色检测活细胞比率>95％。在无菌条件下注 

射T24细胞悬液 0．1ml于裸鼠右股部外侧皮下。 

1．5 实验分组及 处理方法 

接种 14d后，随机分为 3组，每组 6只：反义组 、正义组 

与对照组。寡核苷酸与脂质体按 1：3混合，反义组与正义组 

均经裸鼠尾静脉注射寡核苷酸66 g／次，每周 2次，共 5次， 

对照组注射等量生理盐水。 

1．6 肿瘤生长的观察 

定期用游标卡尺测量肿瘤大小，按公式 V=abV2(V：肿瘤 

体积；a：长径；b：短径 )计算出肿瘤的近似体积，并绘制出生 

长曲线。抑瘤率 =(对照组肿瘤平均体积 一治疗组肿瘤平均 

体积)／对照组肿瘤平均体积 X 100％。 

1．7 肿瘤组织的形态学观察 

于治疗结束 48h后，断颈处死裸鼠，剥离瘤体组织，标本 

以4％多聚甲醛固定作组织病理检查。 

1．8 检测肿瘤微血管密度(Microvessel density,MVD)~ VEGF 

的表达 

采用免疫组化 sP法检测 CD34的表达，并进行肿瘤微血 

管计数：采用 Weidner法，显微镜下先以低倍镜(X 100)扫视 

整个切片，选择阳性着色最多的区域，即所谓“热点”(Hotspot)， 

再于高倍镜(X 400)下计数；计数时不考虑血管有无管腔及 

是否出现红细胞；共计数 3个高倍视野，取平均值代表肿瘤 

MVD。采用免疫组化 SP法检测 VEGF的表达并进行光密度及 

面密度测定。 

1．9 Ki67的表 达 

采用免疫组化 SP法检测 Ki67的表达，细胞核染成棕黄 

色为阳性，在每张切片中随机选 5个高倍(X 400)视野，计数 

1 000个细胞 ，计算阳性细胞百分比，为细胞增殖指数。 

1、10 TUNEL法检测肿瘤细胞凋亡 

参照 TUNEL检测说明书，细胞涂片经阻断、通透(组织 

切片逐级脱蜡、水化，蛋白酶 K消化)后，分别与 TUNEL反应 

混合液及转化剂 一POD37 oC孵育，DAB显色，对比染色，脱水 

透明后封片观察。实验同时设阳性和阴性对照。结果判定：每 

张切片计数 300个细胞 ，计算阳性细胞百分比，为细胞凋亡 

指数。 

1．11 统计学分析 

采用 SPSS 1 1．0软件包对结果进行统计处理，计量资料数 

据用均数±标准差表示，组问变量比较采用 t检验，P<0．05为 

差异具有统计学意义。 

2 结 ，果 

2．1 裸鼠皮下移植瘤的生长情况 

分组时各组裸鼠皮下 栅 大小相近(50～55ram )， 

治疗开始后 ，反义组肿瘤生长速度明显减慢(见图 

1)，治疗结束后反义组肿瘤体积及抑瘤率与正义组和 

对照组相比差异均有统计学意义(P<0．0 1)(见表 1)。 
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图 1 各组裸鼠皮下肿瘤体积变化曲线 

表 1 治疗结束后各组裸鼠皮下肿瘤的抑瘤率 

2．2 肿瘤组织的病理学检查 

大体形态：反义组肿瘤瘤体较小呈球形 ，表面 

光滑，淡红色，质软，瘤体中心坏死较明显，剖面渗 

血较少；正义组和对照组瘤体显著增大，表面结节 

状，瘤体中心坏死较少，剖面渗血较多。光镜下形 

态：反义组肿瘤细胞较小，较稀疏，核分裂象相对较 

少，微血管减少 ，正义组和对照组肿瘤细胞丰富密 

集，紊乱，呈圆形或短梭形，核大深染，胞浆较少，间 

质见丰富的微血管(见图2)。 

2-3 各组肿瘤组织VEGF的表达情况 
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A ． 反 义 组 ( 肿 瘤 细 胞较 小 ， 核分 裂象相 对 较 少 ) B ． 对 照 组 ( 肿瘤 细胞 密集 ， 紊乱 ， 核 大深 染 )

图 2 人膀 胱 癌 裸 鼠移 植 瘤 H E 染 色 ( ×4 0 0 )

A ． 反 义组 ( V E C F 的 阳性 表 达 较 少 ) B 对 照组 ( v E G F 的 阳性 表达 较 多 )

图 3 人膀 胱 癌裸 鼠 移 植 瘤 v E G F 的表 达 ( S P × 4 0 0 )

表 2 裸 鼠移 植 瘤 M v D 、 v E G F 的表 达 、 细 胞 增 殖 及 凋 亡 情 况

注 ：与空 白对 照 组 相 比 ， a ：P < O． 0 5 b ：P < O． 0 1 ；与正 义组 相 比 ， c ：P < 0 ． 0 5 d ：P < 0 ． 0 1 与空 白对 照 组 相 比 ， e ：P > 0 ． 0 5

V E G F 蛋 白的 阳性 表达 呈 棕黄色 ， 主要 位 于 肿瘤

细胞胞浆 内和 部分血 管 内皮细胞 。 反 义 组 v E G F 的表

达 明 显 被抑 制 ， 阳 性 细胞数 明显 少 于 正 义 组 和 对 照

组 ， 并 且 着 色较 浅 ， 正 义 组 与 对 照 组 之 间 V E G F 的

表 达 无 明 显 差 异 ( 见 图 3 ， 表 2 ) 。

2 ． 4 肿 瘤 组 织 细 胞 凋 亡 与 增 殖 的 情 况

反 义 组 可 见 大 量 细 胞 核 染 成 棕 黄 色 的凋 亡 细

胞 ， 而 正 义 组 和 对 照 组 仅 见 少 量 凋 亡 细 胞 ， 反 义 组

的凋 亡 指数 明显 高于 正 义组 和 对 照 组 ， 差 异具 有 显

著性 (P < 0 ． 0 1 ) 。 反 义 组 的增 殖 指 数明显 低 于 正 义 组

和对照组 ， 差 异具有统计学意 义 (P < O． 0 5 )( 见表2 ) 。

2 ． 5 肿 瘤 组 织 M V D 情 况

C D 3 4 的表达 位 于 肿瘤组 织 间质 内皮细胞 ， 呈 棕

褐色，反义组 M V D 明尉 目哥|正 逛 目和 醐 磺 娅 < 0 ． 0 5 )( 见

表 2 ) 。

3 讨 论

肿 瘤 的生 长有赖 于 新生 血 管形 成 ，

一 些 恶 性 肿

瘤 的生 长 和 转移过 程 中不 断有新 生 血 管 的 出现 ， 当

肿 瘤直径 达 到或 超 过 1 ～ 2 m m 时 ， 逐 步形 成 向肿 瘤

提 供 营养 物质 的新 生 血 管 ， 而 V E C F 则是 促进 血 管
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生成最为关键的因子。研究表明，VEGF的高表达与 

包括膀胱癌在内的许多实体肿瘤的侵润、淋巴结转 

移及早期复发等密切相关 。 

若能有效减少血管生长因子合成或用特异性 

抗体对抗这些因子及其受体，或是增加血管生成抑 

制因子含量，或是直接针对杀伤未成熟的肿瘤血管 

内皮细胞，都能产生抑制肿瘤血管生成的作用，从而 

达到治疗肿瘤的目的。目前抗肿瘤血管生成的策略包 

括基因治疗、抗 VEGFArEGFR单克隆抗体 、VEGF片 

段、可溶性 VEGFR、小分子抑制物等。国内外研究表 

明，通过基因治疗能够有效抑制肿瘤细胞或是移植 

瘤的生长}6 l。而 ASODN技术已成为较成熟的基因 

治疗手段之一。ASODN技术的基本原理是根据核酸 

碱基互补的原则，设计出能与靶基因特定区域结合 

的含 l5～20个碱基的DNA或RNA片段，通过序列 

特异性与靶 mRNA结合而阻断 mRNA翻译，在转录 

和翻译水平上调节相关基因的表达Pl。研究表明VEGF 

ASODN在体内和体外均可减少 VEGFmRNA的表 

达及 VEGF蛋白的合成，从而减少血管内皮细胞增 

殖I 】。 

本研究建立了人膀胱癌裸鼠皮下移植瘤模型， 

以脂质体介导 VEGF ASODN对人膀胱癌裸鼠皮下 

移植瘤进行治疗。研究结果显示，反义组的肿瘤体积 

和抑瘤率明显低于正义组及对照组 ，且反义组裸鼠 

移植瘤组织 VEGF的表达，微血管数 目以及肿瘤细 

胞增殖指数也明显低于正义组及对照组，而反义组 

肿瘤组织的细胞凋亡指数较正义组及对照组明显 

增加。正义组与对照组之间各检测指标结果无明显差 

别。说明 VEGF ASODN抑制了裸鼠移植瘤细胞内 

VEGF的表达，降低了其对组织中血管内皮细胞的促 

分裂、生长和迁移作用，从而减少了肿瘤新生血管 

的生成，肿瘤细胞增殖减少，而细胞凋亡率明显增 

加，从而抑制了肿瘤的生长。 

抗血管生成基因疗法是抗血管生成治疗的进 

一 步发展，与其他治疗方法相比，具有设计简单、特 

异性强、生理毒性小的优点【I2I'尤其以VEGF及VEG— 

FR为靶点的抗肿瘤血管基因治疗成为近年来肿瘤 

治疗的一个重要方向。本研究结果初步提示，在基因 

水平上通过抑制 VEGF的表达来抑制膀胱癌新生 

血管的生成从而达到治疗膀胱癌的方法是可行的， 

为膀胱癌的综合治疗提供新的手段，具有广阔的前 

景。 
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