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KDR为靶的反义寡核苷酸、siRNA活性比较 

郑素军 ，林汝仙 ，夏 云 ，黄爱龙 ，钟 森 ，王升启 ，任 红 

(1．军事医学科学院放射医学研究所，北京 100850；2．重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：观察反义寡核苷酸(antisense oligonucleotides，asONs)，细胞内源性表达的短发卡状小干扰 RNA(short hairpin 

snmll interfering RNA，siRNA)对血管内皮生长因子受体 2(VEGFR2／KDR：Vascular endothelial growth factor receptor 2／kinase 

insert domain—containing receptor)表达的抑制作用，探讨阻断DKR蛋白表达对MCF一7细胞增殖、生长的影响，并对两者作了 

比较。方法：设计了3条反义寡核苷酸，并根据其相应靶 KDR mRNA杂交位点，构建了3条以质粒 pPUR／U6为载体的可内 

源性表达短发卡状 siRNA的pPUR／U6／KDR—siRNA。分别用Western—blotting方法检测了MCF一7细胞经反义寡核苷酸 

处理，pPUR／U6／KDR—siRNA稳定转染后对KDR蛋白表达的抑制作用；用M'KF法观察了反义寡核苷酸对 MCF一7细胞增 

殖的影响，并观察了pPUR／U6／KDR～siRNA稳定转染细胞的生长曲线。结果：3条反义寡核苷酸于0．8p．mol／L时，均有效抑 

制了细胞KDR蛋白表达，抑制率分别为66．16％，50．21％，58．35％；3条反义寡核苷酸对 MCF一7细胞增殖也显示了剂量依 

赖性下调作用。相应靶位点 3条pPUR／U6／KDR—siRNA中，有2条在细胞稳定转染时显著下调了KDR蛋白表达，15天抑 

制率分别为75．21％，80．08％；30天时为59．29％，60．15％；细胞稳定转染表达siRNA后生长变慢。结论：可根据有效反义寡 

核苷酸靶位点设计siRNA，稳定转染内源性表达的短发卡状 siRNA可长期抑制靶基因表达，并起了更为高效的抑制作用。 
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The comparison of antisense OIigOnuCIeOtideS、smalI interfering 

RNA targeting KDR for gene si lencing 

ZHENG sujun．et al 

(Institute ofRadiation Medicine，Academy ofMilitary Medical Sciences) 

【Abstract】Objective：T0 investigate and compare the inhibitory dfects on KDR gene expressinon of antisense oligonucleotides(a． 

sONs)，short hairpin small interfering RNA(siRNA)targeting the mRNA of VEGFR2／KDR(vascular endothelial growth factor re— 

ceptor2／kirmse insert domain—containing receptor)in MCF一7 cells．Methods：3 antisense oligonuclcotides were designed．According 

to thetargetKDRmRNAaccessible sitesofantisenseoligonucleotides，3 DNAvector—based pPUR／U6)~O3R—siRNAforintracellu． 

1ar transcription KDR specific short hairpin small interfering RNA were constructed．The inhibitory effects on KDR protein expression 

ofantisenseoligonuclcotides，and pPUR／U6／KDR—siRNAfor stabletransfectionwere evaluated using Western—blotting assay．The 

antisense oligonuclcotides inhibitory effects on cell proliferation were determined with MTT assay，while the growth curve of MCF一 

7 cells stably transfected with pPUR／U6／KDR—siRNA was measured using cell counting．Results：3 antisense oligonuclcotides signif． 

icantly reduced the KDR protein expression，with the inhibitory rates being 66．16％ ，50．21％ and 58．35％ at 0．8ttrnol／L，respec． 

tively．They also decreased the proliferation of MCF一7 cells in a dose dependent ITlanner．Compared to the cells transfected with va— 

cant pPURAJ6control vectoT，two 0{threepPUR／U6／KDR—siRNAplasmlds caused effdant down—r~ ationofKDRprotein ex． 

pression in stable transfected MCF一7 cells．At the 15th day after stable transfection of pPUR／U6／KDR—siRNA，the inhibitory rates 

were 75．21％ and 80．08％，respectively；and atthe 30thdaytheinhibitory rateswere 59．29％ and60．15％．respectively．The stable 

transfection of pPUR／U6／KDR—siRNA also slowed MCF一7 cells growth．Conclusion：It is an effective approach to design siRNA 

according to the antisense oligunuclcotides target accessible sites．The endogenous short hairpin siRNA produced by DNA p d can 

n3ore significantly inhibit KDR gene expression than the anti,sense ollgonuclcotides for a long time． 
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研究认为，Ⅵ GFR2(含激酶插入区受体：kinase 

insert domain—containing receptor，KDR)在血管内 

皮和部分肿瘤细胞上特异性表达，对于VEGF的信 
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号转导及血管内皮生成起主导作用，在肿瘤发生、发 

展中起重要的调节作用 J。实体肿瘤分泌 VEGF， 

以自分泌或旁分泌的方式作用于KDR，在两个水平 

发挥作用：(1)促血管生成作用：VEGF作用于血管 

内皮上的KDR，促使血管内皮细胞分裂增殖，促进 

新血管的形成，提高血管的通透性。(2)直接刺激肿 

瘤细胞增殖：部分肿瘤细胞，包括乳腺癌细胞，表达 

KDR，存在 VEGF—KDR自分泌环，VEGF作用于 

自身后，促进肿瘤细胞生长 ．3 J。 

综上所述，抑制 KDR的表达，从而阻断 VEGF 

激活的信号转导，有望在以上两个水平上抑制肿瘤 

生长。肿瘤的基因治疗是一个方向。反义寡核苷酸 

(antisense oligonucleotides，asONs)，小 干 扰 RNA 

(small interfering RNA，siRNA)是研究基因功能和 

用于治疗的有效工具。将具有反向重复序列的 

DNA模板克隆至 RNA聚合酶Ⅲ(PolⅢ)转录单位 

中，以质粒DNA为载体转染哺乳动物细胞，利用细 

胞中RNA聚合酶持续转录合成RNA，这种RNA内 

部互补折叠形成短发卡样RNA(short hairpin RNA， 

shRNA)，在细胞内酶的作用下迅速形成 siRNA，可 

在更长的时间内抑制靶基因的表达【 。本研究以 

乳腺癌细胞系 MCF一7为研究对象，设计了KDR 

为靶的反义寡核苷酸，并以此位点设计了 pPUR／ 

U6为载体的、可在哺乳细胞内源表达的短发卡状 

siRNA，初步探讨和比较了两者对 KDR表达的抑制 

作用及对 MCF一7细胞增殖、生长的影响。 

1 材料与方法 

1．1 反义寡核苷酸的设计及合成 

在我们的先前研究中，联用计算机模拟 KDRmRNA二 

级结构辅助设计和寡核苷酸芯片杂交方法；寡核苷酸库杂交 

联合寡核苷酸芯片杂交的方法筛选出反义核酸 asON1，a— 

sON2，asON3(另文发表)。合成以上3条全硫代修饰的寡核 

苷酸。反义核酸具体序列及靶位置见表 1。 

表 1 KDR反义寡核苷酸、siRNA序列及靶位 

1．2 siRNA靶序列的设定 

根据筛选出的反义核酸靶位点及碱基组成特点，结合 

T．Tuschl实验室l 5l及 Ambion公 司 (http：／／www．ambion． 

oom／techlib／tp／tb一506．htm1)提出的小干扰 RNA(siRNA)设 

计的一些原则，如寻找以AA碱基开头的 21碱基序列为作 

用的靶位点；不能有连续 4个 T碱基(siRNA真核表达质粒 

可造成转录的提前终止)；GC含量在 30％一50％为好；以及 

siRNA的反义链(即包括 3’一1vr突出端在内的 21个碱基 ) 

与靶RNA完全互补效果好于3’一1vr突出端不与靶 RNA 

互补等L6 J，我们设计了siRNA2，siRNA3：正义序列前以AA 

碱基开头，靶位点根据asON2，asON3相应位点稍有移位。a— 

sON1相应靶位点并不以AA开头，因有研究认为，siRNA靶 

序列也可不以AA碱基开头L7]，为比较其效果，我们针对 a— 

sON1相同靶位点设计了siRNA1。siRNA具体情况见表 1， 

黑体部分为插入载体序列。 

1．3 siRNA表达质粒构建 

以pPUR／U6／KDR—siRNA1为例说明siRNA表达质粒 

构建过程，其正义序列为5’一GTGTGG~．G 、GC(、T1 c 

一 3’。按以下序列合成 DNA链：正向链：G，r( GI31℃GCT— 

T1、丁T；反向链 ：AATTAAAAAAG1 、I G1 n3CG1v1_r 

CCTC1℃耵 GAA( AAACGCAGCGAOCACACGG0C。正 向 

链为RNA编码链，由正义序列和与之反向互补的反义序列 

经9bp的环(下划线部分)连接而成；斜体部分为转录终止信 

号。体内转录后可返折形成 9nt环状连接的发卡样双链 

RNA结构，3’端悬挂 6个 u碱基。反向链下划线部分为 

ApaI及EcoRI的酶切位点。两条 DNA链在退火缓冲液中 

等摩尔比混合后 95℃5min，缓慢退火至室温形成双链 DNA。 

pPUR／U6质粒(嘌呤霉素抗性)由沈志渊教授(Univer— 

sity of New Mexico school of Medicine)惠赠 ，由小鼠 U6启动 

子调控 siRNA转录。质粒采用 Apa I，EcoR I酶切后，回收 

纯化(Wizard DNA Clean—Up System，Promega)，得到线性化 

载体，与退火形成的双链模板 DNA连接过夜，构建成功 

pPUR／U6／KDR—siRNA1。同样构建pPUR／U6／KDR—siR— 

NA2、pPUR／U6／KDR—siRNA3。DNA测序以确定插入序列 

正确。 

1．4 细胞培养 

人乳腺癌细胞(MCF一7)在含 10％小牛血清的DMEM 
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培养基(GIBCOBRL)中，置37℃5％cch的孵箱中培养。 

1．5 细胞转染 

MCF一7细胞以 1．5×105细胞数／孑L铺 35mm直径的6 

孔板2板，分别用来转染反义核酸和 pPUR／U6／KDR—siR— 

NAo约24h当细胞丰度达 50％～70％，按 lipofectin试剂说 

明书给于反义核酸，药物浓度为0．8pmol／L；约 48h，另一板 

细胞丰度约为90％～95％，采用 LipofectamineTM2000(Invit— 

rogen)转染 2Vg siRNA重组质粒，同时转染 2Vg空白质粒 

pPUR／U6作为对照，继续培养 24h后，加入嘌呤霉素筛选质 

粒转染 阳性克隆，进一步培养 以达到 siRNA、空白质粒 

pPUR／U6稳定转染效果。 

1．6 Western—blotting检测 KDR表达 

MCF一7细胞经转染反义核酸，54h后提取蛋白质，改良 

Lowry法定量，59／zg蛋白质上样，用 8％SDS—PAGE胶电泳 

进行分离后，转移到PVDF膜，分别加KDR和 p—actin的单 

抗(均为Sigma公司产品，浓度分别为 1：1000；1：2000)孵育 

1h，用0．2％PBST溶液洗膜 4次，每次 10rain。二抗(抗鼠 

lgG，1：3000)孵育 1h，再用 0．2％PBST溶液洗膜4次，每次 

10rain。ECL—plus Western—blot显像系统显像，暗室 x— 

ray胶片曝光。实验重复3次，对结果进行计算机定量分析。 

分别收集经嘌呤霉素抗性筛选，空白质粒 pPUR／U6， 

pPUR／U6／KDR—siRNA稳定转染 15天，30天时的细胞；提 

取蛋白并定量后，每加样孔均以50Vg蛋白质上样，按以上步 

骤做 Western—blotting检测。 

1．7 反义核酸 MrT分析 

MCF一7细胞以4．0×103细胞数／孑L铺96孔板，24h后按 

li Tm试剂说明书转染细胞，其中反义核酸分别设 0．2}曲0l／ 

L、0．4tzmol／L、0．8pmol／L浓度梯度，每个浓度设 3个孔，并 

设脂质体对照。58h后每孔加 Mrs 213 (CeIl Titer 96 Aque 

OIlS one solution cell proliferation assay，Promega)，90rain后在 

分光光度计上以490nM波长测 OD值。按以下公式计算抑 

制率。抑制率 =(0D细胞对照一OD~e．)／(OD~ 一0D 白) 

×100％ 。 

1．8 siRNA稳定转染的细胞生长速度测定 

将稳定转染 pPUR／U6／KDR—siRNA2，pPUR／U6／KDR 

— siRNA3重组质粒和pPUR／U6对照质粒的细胞用含 10％ 

小牛血清的DMEM培养基稀释成 2．0×104／ml，接种 24孔 

板，每孔 lml，设3个复孔，置37℃5％C0 的孵箱中培养。每 

24h消化细胞计数，直至第 6天，以时间为横坐标，细胞数为 

纵坐标绘制细胞生长曲线。 

2 结 果 

2．1 pPUR／U6／KDR—siRNA重组质粒的筛选及 

鉴定 

挑选在氨苄平板上生长的菌落，提质粒，测序证 

明插入的DNA片段序列正确。 
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图 i 反义核酸对KDR蛋白表达的抑制作用。图 1A：West— 

em—blotting检测 KDR蛋白表达：PAGE—SEXS电泳 

图。图1B：反义核酸对 KDR蛋白表达的抑制率( ± 
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图2 稳定转染 15天。30天时siRNA对KDR蛋白表达的抑 

制作用。图2A：Western—blotting检测 15天时KDR 

蛋白表达：PAGE—SDS电泳图及抑制率( ±5。 = 

3)。图2：Western—blotting检测30天时 KDR蛋白表 

达：PAGE—SEXS电泳图及抑制率( 。7／=2)。 

2．2 反义核酸对 KDR蛋白表达的抑制作用 

如图 1所示，与细胞对照相比，asON1，a— 

sON2，asON3均显著抑制了KDR蛋白表达，给药 
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浓度0．8 mol／L时，与对照组相比，抑制率分别为 

66．16％。50．21％。58．35％。内参照 actin无变化， 

表明反义核酸作用是特异性的。 

2．3 稳 定转 染 pPUR／U6／KDR—siRNA 对 KDR 

表达的抑制作用 

从图2A可看出，经15天的嘌呤霉素筛选并富集 

细胞，pPUR／U6／KDR—siRNA2、pPUR／U6／KI)R — 

siRN~ 达到了较反义核酸更高的抑制效率，与空白 

质粒相比，抑制率分别为75．21％，80．08％。同时也 

看到，虽然 a~DN1抑制效果大于 a~DN2及 asON3，但 

其相应靶位点 pPUR／LT6／KDR—siRNA1抑制率只 

有 20．02％。 

siRNA长期抑制了KDR表达，由图2B可看出， 

稳定转染 pPUR／U6／KDR—siRNA的细胞，30天后 

与 pPUR／U6质粒对照相比，pPUR／U6／KDR—siR— 

NA2、pPUR／U6／KDR—siRNA3抑制率仍可达到 

59．29％，60．15％；而 pPUR／U6／KDR—siRNA1则 

几乎丧失抑制作用，抑制率只有6．95％。 
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图3 反义核酸对MCF一7细胞增殖的抑制作用 

2 3 4 5 6 

Time(days) 

图 4 pPUR~6／KDR—siRNA对 MCF一7细胞生长影响。 

每个时间点记数均以均数 ±标准差表示( =3)。 

2．4 反义核酸对 MCF一7细胞增殖的抑制作用 

经反义核酸处理后，各反义核酸组在倒置显微 

镜下均可见发生不同程度的死亡，作用 58h，如图3 

显示。4条反义核酸均以剂量依赖性方式抑制了MCY 
一 7细胞增殖，在0．8wnol~ 时 1，a~DN2，a~DN3抑 

制率分别为53．0r7％，42．37％，46．30％，而脂质体对照 

序列却无明显效果。 

2．5 pPUR／U6／KDR—siRNA对 MCF一7细胞 生 

长影响 

稳定转染 pPUR／U6／KDR—siRNA质粒的细 

胞并未发现发生明显的死亡。但与稳定转染空质粒 

pPUR／U6对照细胞相 比，pPUR／U6／KDR—siR— 

NA2或 pPUR／U6／KDR—siRNA3稳定转染细胞生 

长速度明显减慢：单因素方差分析(SPSS for win— 

dows 12)显示，从第3天开始，两者细胞数分别与稳 

定转染空质粒对照 pPUR／U6的细胞相 比，均 P< 

0．01(见图4)。 

3 讨 论 

部分肿瘤细胞既可分泌 VEGF促进血管的生 

成，又可表达 KDR受体，通过自分泌的作用促进肿 

瘤细胞自身增殖。研究表明，自分泌机制在乳腺癌 

发生发展中有重要意义。VEGF作用于乳腺癌细胞 

系T～47D，可激活胞外调节激酶(ERK1，2)和磷脂 

酰肌醇一3’激酶(PI3K／Akt)F8]。本研究中使用了 

可表达 KDR的乳腺腺癌细胞系 MCF一7。用反义 

技术封闭 KDR基因表达，一则可抑制肿瘤血管生 

成，另则可直接抑制肿瘤细胞增殖，有望起到高效抗 

肿瘤作用。 

反义寡核苷酸 与靶 mRNA结合，通 过激活 

RNase H或空问位阻作用阻断靶基因的表达；siR— 

NA则通过与一蛋白复合物结合，即与 RNA诱导的 

沉默复合物结合(RNA—induced silencing~mplex)， 

该复合物使siRNA解双链，并在其反义链与靶mR— 

NA结合后裂解mRNA。故两者的作用机制均属于 

广义的反义机制。由于 mR NA二级结构的存在造 

成的空间位阻影响反义分子结合，靶位点的选择是 

反义技术设计中的一个难点【9]。我们推测，可与反 

义寡核苷酸高效结合的RNA区域也可与siRNA结 

合，即可利用反义寡核苷酸有效靶位点设计RNA干 

扰。本研究根据asON1靶序列，及asON2，asON3相 

应rnRNA结合热点区域设计了3条siRNA序列；将 

序列DNA片段定向克隆至pPUR／U6质粒U6启动 

子的下游，从而转录为内源性表达的RNA；当遇见 4 
～ 5个连续的T时会终止转录，其正义链(19nt)的 

5 O  5  O  5  O  5  O  

3  3  
。_I h Iau 
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3’端与反义链(19nt)的 5’端由 9bp的环连接，互补 

折叠形成短发卡样 siRNA，3’端悬挂 6个 U。结果 

证明：构建成功的 3条 siRNA中有 2条：pPUR／U6／ 

KDR—siRNA2．pPUR／U6／KDR—siRNA3在稳定 

转染的MCF一7细胞 ，均实现了对 l<I)R蛋白表达的 

长期有效抑制，最长至少可达30天。故选择反义寡 

苷酸有效结合靶位点是设计 siRNA的较好办法，有 

利于提高设计效率，避免siRNA筛选过程中对靶序 

列选择的盲 目性。而根据 KDR反义寡苷酸靶位点 

asON2，asON3设计 的 pPUR／U6／KDR—siRNA2， 

pPUR／U6／KDR—siRNA3在 15天时，对 KDR蛋白 

的抑制率分别为 75．21％，80．08％，明显分别超过 

了asON2，asON3的 50．21％，58．35％，也超过了 a— 

sON1的 66．16％，表明 siRNA具有比反义核酸更高 

的抑制效率【10]。同时因siRNA在细胞内长期转录， 

可在更长时间内抑制靶基因表达。 

但我们也看到，asON1抑制 KDR蛋白表达的作 

用优于asON2、asON3，而根据其序列设计的pPUR／ 

U6／KDR—siRNA1却对 KDR蛋白表达无明显抑制 

作用；原因可能与两者的作用机理存在差别等其他 

原因有关，如asON可作用于细胞核中的Pre—mR— 

NA，而siRNA只能作用于细胞浆中成熟mR NA；Pre 
— mRNA与成熟mRNA存在二级结构的差异，也可 

能导致只有反义寡核苷酸起作用。这种个别出现的 

反义核酸与相应靶位点 siRNA疗效上的不一致， 

Viekers氏【11 J也报道过。当然也可能和 siRNA1中 

过高的GC碱基含量有关，我们在前面siRNA靶序 

列设定中也提过，siRNA的 GC含量应以 30％～ 

50％为好。siRNA3靶序列 GC含量只有33．3％，而 

作用效果也最好，似乎也支持这种理论。 

有趣的是，阻断 KDR蛋白表达后，反义核酸有 

效抑制了细胞增殖，部分细胞发生了死亡；而稳定转 

染pPUR／U6／KDR—siRNA的 MCF一7细胞未检 

测到明显的细胞死亡，只是细胞生长速度明显低于 

对照。有研究表明，VEGF作用于血管内皮细胞 

KDR维持细胞存活，可通过抗凋亡机制，如上调抗 

凋亡蛋白Bcl一2和激活激酶Akt／PKB实现[12,13]。 

另有研究表明 VEGF作用于乳腺癌细胞系 T一 

47D，可激活磷脂酰肌醇一3’激酶(PI3K／Akt) ，综 

合以上情况，我们猜想反义核酸在短期(54h)内抑制 

KDR表达后 ，是否导致了MCF一7细胞因 Akt无法 

有效激活，BCL一2等表达下降，从而可能诱导凋亡 

发生?事实上有研究表明阻断 KDR表达的确可诱 

导细胞凋亡【14 J。而 pPUR／U6／KDR—siRNA长期 

抑制 KDR表达后 ，在此压力下 ，细胞是否通过激活 

其他一些通路，如胰岛素样生长因子及其受体等维 

持了存活?对于以上猜想我们将做进一步探讨。最 

后也提示肿瘤的发生是个多基因，多步骤的复杂过 

程，封闭单一基因表达，很难完全抑制肿瘤生长。用 

反义药物封闭多个致癌基因表达，或与放疗，或化疗 

等其他疗法联用，可能是更好的发展方向。 

(郑素军：重庆医科大学病毒性肝炎所在读博士生。通 

讯作者：王升启研究员) 
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增强了maspin基因表达，为深入研究 maspin基 因 

对抑制肝癌生长、浸润、转移作用及机制奠定了基 

础。 
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