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血管内皮生长因子及其 Flt-1受体在白血病细胞中的表达
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　　提　要:目的　探讨人白血病细胞系血管内皮生长因子(VEGF)及其 Flt-1 受体的表达 , 进一步阐明VEGF 在白血病细

胞异常增殖中的作用机制。方法　以人脐静脉血管内皮细胞系 ECV304 作为对照 ,采用 RT-PCR半定量技术和免疫组化检

测体外培养的人白血病细胞系 K562 和 HL-60 中 VEGF及 Flt-1 的表达。采用 MTT试验观察 VEGF 反义寡核苷酸(VEGF-

AS)对白血病细胞体外增殖的影响。结果　K562和 HL-60细胞同时表达 VEGF 和Flt-1 mRNA 和蛋白。 VEGF-AS 能够抑制

白血病细胞体外增殖。结论　在白血病细胞异常增殖中自分泌 VEGF可能起着重要作用。
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　　Abstract:Objective　To explore the expressions of vascular endothelial growth factor(VEGF)and its receptor

Flt-1 in human leukemic cell lines(HL-60 andK562 cells)cultured in vitro and to clarify the effect of VEGF on the

abnormal proliferation of leukemic cells.Methods　Reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR)and

immunohistochemistry were used to examine the expressions of mRNA and protein for both VEGF and Flt-1 in the two

human leukemic cell lines , taking ECV304(human umbilical vein endothelial cells)as the control cells.MTT test

was used to examine the effect of VEGF antisense oligodeoxynucleotide (VEGF-AS)on the proliferation of leukemic

cells.Results　The expressions of mRNA and protein of both VEGF and Flt-1 were found in the two human leuke-

mic cell lines.VEGF-AS could inhibit the proliferation of human leukemic cell lines in vitro.Conclusion　The au-

tocrine VEGF may play an important role in the abnormal proliferation of leukemic cells.

　　Key words:vascular endothelial growth factor;Flt-1 receptor;HL-60 cell;K562 cell

　　已知血管内皮生长因子(vascular endothelial growth

factor , VEGF)是最重要的血管生长因子之一 ,通过与

VEGF受体(Flt-1和KDR)特异性结合而发挥作用。实

体肿瘤细胞过度表达VEGF ,参与肿瘤的血管新生 ,是

肿瘤增殖和转移的基础 。最近的研究表明 , VEGF 在

大部分白血病患者骨髓细胞高表达 ,其中某些白血病

细胞同时还表达VEGF 的 KDR受体 ,提示 VEGF 可能
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在白血病的发生 、发展中也起重要作用
[ 1 , 2]
。为探明

VEGF及其Flt-1受体在白血病发生中的可能作用 ,我

们采用 RT-PCR技术和免疫组化染色法观察 K562 、HL-

60两株人白血病细胞系中 VEGF 及其 Flt-1受体的表

达 ,并用MTT 试验观察VEGF反义寡核苷酸对白血病

细胞体外增殖的影响 ,旨在初步探讨 VEGF 在白血病

细胞异常增殖中的作用机制。

1　材料与方法

1.1　材料
　　人 CML急变细胞系 K562 和人早幼粒细胞系 HL-60 为本室

保存。人脐静脉内皮细胞系 ECV304 由本校张雪梅博士提供。

细胞培养液 RPMI1640 和小牛血清为 Hyclone公司的产品。 RT-
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PCR试剂除M-MLV 逆转录酶为 Promega产品外 , 其余试剂均购

自上海Sangon公司。兔抗人 VEGF , Flt-1 多克隆抗体及SABC 免

疫组化试剂盒 , 均购自博士德公司。MTT为 Sigma 产品。全硫

代修饰的VEGF 反义寡核苷酸(VEGF-AS)、VEGF错义寡核苷酸

(VEGF-MS)以及引物都由上海生工生物技术公司合成纯化。

引物序列见表 1。

表 1　PCR引物序列和 PCR产物长度(bp)

Tab 1　Sequences of PCR primers and length of PCR products(bp)

Gene Sequence Length(bp)

GAPDH F5′-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3′ 208

R5′-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3′

VEGF F5′-TCGGGCCTCCGAAACCATGA-3′ 516

R5′-CCTGGTGAGAGATCTGGTTC-3′ 648

Flt-1 F5′-ATTTGTGATTTTGGCCTTGC-3′ 550

R5′-CAGGCTCATGAACTTGAAAGC-3′

VEGF-AS 5′-TGGCTTGAAGATGTACTCGAT-3′

VEGF-MS 5′-TACGTAGTATGGTGTACGATC-3′

1.2　细胞培养
　　3 种细胞都在含 100 ml L BCS 的 RPMI1640 培养液中 ,

37 ℃、饱和湿度 , 5%CO2 条件下常规培养 , K562 和 HL-60 每 3

～ 4 天换液传代培养。 ECV304 用 2.5 g L胰蛋白酶按贴壁细胞

常规传代换液培养。

1.3　RT-PCR

1.3.1　总 RNA 的提取　　取 2×106 个细胞用 TRIZOL提取细

胞总 RNA , 加适量的 DEPC 水溶解。 用 1.5%琼脂糖电泳鉴定

RNA的纯度并观察其降解情况 , 并用 DNA RNA 紫外检测仪测

定其含量。

1.3.2　RNA 逆转录　　按M-MLV 逆转录酶说明书进行。取 2

μg RNA 溶于11μl DEPC 水中 , 加入 oligo(dT)18 1μl , 70 ℃反应5

min后置冰中冷却 , 再加入 5×RT Buffer 5 μl , 10 mmol L dNTPs

1.5 μl , RNasin 0.5 μl , M-MLV逆转录酶 1 μl , DEPC水补足25μl

体积 , 37 ℃反应 60 min , cDNA置-20 ℃备用。

1.3.3　PCR　　各基因引物序列见表 1。引物由上海 Sangon 合

成 、纯化。 VEGF 和 Flt-1 的 PCR体系 25 μl 包括 10×Mg-Free

Buffer 2.5μl , 2 mmol L 4×dNTP 2.5 μl , 25 mmol LMgCl2 2.5μl ,

10 pmmol L引物各 1.5μl , Taq 酶 1.5 U , cDNA 2 μl。置 PCR扩

增仪(PTC200 , Peltier Thermal Cycler)上扩增。 VEGF的 PCR条件

为95 ℃预变性 5 min , 然后变性 、退火 、延伸分别为 94 ℃1 min ,

60 ℃ 2 min , 72 ℃3 min , 循环 35 次后 , 72 ℃延伸 10 min。 Flt-1

的 PCR条件为:94 ℃ 5 min , 60 ℃ 45 s , 72 ℃ 45 s 后 , 再 94 ℃

1 min , 65 ℃45 s , 72 ℃ 2 min , 30 个循环后 72 ℃延伸 7 min。

PCR产物以含 0.5 mg L 溴化已锭(EB)的 2 % 琼脂糖凝胶电

泳 ,凝胶成像分析仪分析结果。实验中分别设立空白对照(不

加模板 cDNA)及各样本的GAPDH 对照。

1.4　免疫组化染色
　　收集对数生长期细胞作染色。K562 和 HL-60 两种悬浮细胞

用0.01 mol L PBS 洗涤后离心涂片。 ECV304贴壁细胞用胰蛋白

酶消化后 ,取细胞悬液滴于 6孔板中的盖玻片上 ,待细胞长满全

片的 50%～ 70%取出 ,用 PBS 洗涤。 3 种细胞皆用 4%多聚甲醛

固定 30 min。以 PBS 代替一抗作为空白对照 , 参照 SABC 试剂盒

中的说明书 ,分别进行 VEGF、Flt-1的免疫组化染色。

1.5　MTT 试验检测 VEGF-AS 对白血病细胞体外增殖

的影响
　　白血病细胞以 5×104 ml浓度接种在 96 孔培养板中 ,每孔

200 μl。处理组分别加入不同终浓度(0、1.25、2.5 、5、10 、15μmol 

L)的 VEGF-AS 或 VEGF-MS , 胎牛血清浓度为 2%。作用 72 h

后 ,每孔再加入 20 μl MTT工作液(5 mg ml), 继续培养 4 h 弃上

清后 ,加入二甲亚砜 , 37 ℃避光摇动 10 min , 测定 D570值。每组

各设 3 个复孔 , 计算均值。 细胞增殖率按(处理组 D570 空白组

D570)×100%公式计算。

2　结果

2.1　各细胞系VEGF和 Flt-1 mRNA的表达
　　RT-PCR结果显示 , K562 和HL-60 细胞表达VEGF mRNA 的

2 种片段 516 bp(VEGF121)和 648 bp(VEGF165), ECV304 细胞则

无阳性条带出现。同时白血病细胞也表达 Flt-1 mRNA (550

bp)。分析电泳图像并计算 Flt-1 与内参 GAPDH 积分光密度图

像扫描 A 值之比 , Flt-1阳性表达对照 ECV304 细胞为 1.32 , HL-

60 细胞为 1.11 , 而 K562 细胞 Flt-1 表达较弱 , 比值为 0.91。 所

有片段与预计扩增产物的大小一致。各样本空白对照均无阳

性条带出现 ,内参 GAPDH 均在相应位置出现明显的扩增条带

(208 bp),表明提取各细胞中 RNA的质量及 RT-PCR过程均较

良好 ,见图 1。

A:VEGF;B:Flt-1;M:Marker (700 , 600 , 500 , 200 bp);1:K562

(648 , 516 , 208 bp);2:HL-60 (648 , 516 , 208 bp);3:ECV304(208

bp);4:Blank control

图 1　人白血病细胞系 VEGF和 Flt-1 mRNA表达

Fig 1　Expressions of VEGF and Flt-1 mRNA in human leukemic cell lines

2.2　各细胞系VEGF和 Flt-1蛋白的表达
　　结果显示 HL-60和 K562细胞表达 VEGF和 Flt-1 蛋白 , 其阳

性结果示胞浆呈棕黄色。 ECV304 细胞则只表达 Flt-1 蛋白而无

VEGF表达 ,见图 2。未加一抗的空白对照标本均呈阴性(图略)。
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1:K562;2:HL-60;3:ECV304;V:VEGF;F:Flt-1

图 2　人白血病细胞系 VEGF和 Flt-1蛋白表达　(SABC×400)

Fig 2　Expressions of VEGF and Flt-1 proteins in human leukemic cell line lines　(SABC×400)

2.3　VEGF -AS抑制白血病细胞体外增殖
　　MTT试验结果显示 , VEGF-AS 能够抑制HL-60 和K562 细胞

体外增殖 ,且随着 VEGF-AS 浓度的增加 ,白血病细胞增殖率呈

剂量依赖性降低。终浓度为 5 μmol L的 VEGF-AS 能够使白血

病细胞增殖率下降一半。而同一条件下 VEGF-MS 作用后并未

明显影响白血病细胞增殖。

3　讨论

　　实体瘤细胞过量分泌 VEGF ,通过与分布在血管

内皮细胞上的 VEGF 受体(KDR和 Flt-1)结合 ,刺激内

皮细胞特异性的有丝分裂和促进血管通透性增加以调

控肿瘤的血管新生 。目前已在部分急性髓性白血病

(AML)、慢性髓性白血病(CML)、急性淋巴细胞性白血

病(ALL)以及多发性骨髓瘤患者的骨髓细胞发现有

VEGF的过量表达 ,同时部分骨髓组织存在血管新生

现象。有文献报道部分人白血病细胞同时还表达

VEGF KDR受体 ,白血病细胞存在 VEGF-KDR受体的

自分泌环
[ 3]
。同时 Aguayo 等

[ 4]
发现 VEGF的另一个受

体Flt-1在 B 细胞性的慢性淋巴细胞白血病细胞上有

表达 。提示过量分泌的 VEGF 可能不仅仅参与了白血

病的血管新生。因此有必要证实白血病细胞和体外培

养的人白血病细胞系是否都表达 VEGF , 以及白血病

细胞是否同时还存在 VEGF-Flt-1受体自分泌环 ,进一

步探明 VEGF在白血病细胞异常增殖中的作用机制。

为此我们以 ECV304为对照细胞 ,采用免疫组化染色

方法和 RT-PCR技术从 mRNA 及蛋白水平证实 K562

和HL-60这 2种白血病细胞同时表达 VEGF 及其受体

Flt-1。RT-PCR实验中我们参考文献[ 5]设计的一对引

物其序列对应于 VEGF 的 5′和 3′非翻译区 ,从这 2种

白血病细胞中扩增出了VEGF mRNA的2个片段 ,且以

VEGF 121(516 bp)表达最强 ,而 Bellamy 等
[ 6]
采用不同

的引物也证实 K562 和 HL-60 白血病细胞主要表达

VEGF 121的mRNA。为探明VEGF 在白血病细胞增殖

中的作用 ,我们采用与人VEGF 第三外显子(E3)mRNA

互补的VEGF 反义寡核苷酸序列(VEGF-AS)处理白血

病细胞 ,同时以不与人基因组其它序列同源的 VEGF

错义寡核苷酸(VEGF-MS)为对照 。MTT 试验结果显示

VEGF-AS 能以剂量依赖性方式抑制白血病细胞体外增

殖 ,而 VEGF-MS 则无此作用。VEGF-AS 特异性下调
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VEGF表达可以抑制白血病细胞增殖 ,提示白血病细

胞分泌的 VEGF , 一方面可通过血管内皮细胞上的

VEGF受体参与血管新生 ,另一方面还可能通过白血

病细胞上表达的 Flt-1受体或 KDR受体参与自身增殖

调控。关于 VEGF 在白血病细胞增殖中的可能作用 ,

早先 Fusetti等
[ 7]
在移植鼠体内发现VEGF 可以自分泌

或旁分泌方式影响人恶性造血前体细胞的凋亡和植

入。最近 Broggini
[ 8]
发现新型抗肿瘤药物 Aplidine 可阻

断MOLT-4 白血病细胞系的 VEGF-Flt-1 受体自分泌

环 ,从而抑制白血病细胞生长和诱导凋亡。此外 ,Oya-

ma 等
[ 9]
还发现 Flt-1 受体可能参与了 VEGF 对人

CD34
+
造血细胞向树突状细胞分化过程的调控 。因此

白血病细胞 VEGF 及其 Flt-1 受体的共同表达在白血

病发生中的确切作用尚有待进一步研究 。
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　　(上接 677页)
表 2　各年龄组疗效

年龄组 例数 痊愈(%) 有效(%) 无效(%)

<1岁 15 80＊ 13.3 6.7

1～ 6岁 41 73.2＊ 21.9 4.9

7 ～ 18岁 14 57.1＊ 35.7 7.2

>18岁 6 50＊ 33.3 16.7

各年龄组痊愈率比较 , ＊:P<0.01

　　草莓状血管瘤 60 例 , 痊愈 49 例 , 有效 11 例 ,效果最佳;海

绵状血管瘤 9例 , 痊愈 3 例 ,有效 4 例 , 无效 2 例 , 效果较差;鲜

红斑痣 7例 , 痊愈 1例 , 有效 3例 , 无效 3例 , 效果不佳。

3　讨论

　　90 Sr-90Y敷贴治疗是一种 β 射线敷贴治疗。90 Sr半衰期为

26.8年 , 它在释放出能量为 0.65MeV的 β 粒子后衰变为90Y , 此

β 射线较弱 ,在组织中最大射程为 2.69 mm;而90Y再经衰变 , 释

放能量为 2.16MeV的 β 粒子后成为稳定元素90Zr , 其 β 射线较

强 ,在组织中最大射程为 11 mm , 所以90Sr-90Y敷贴治疗的 β 射

线主要是90Y衰变释放的[ 2] 。由于 β 射线有较强的电离能力 ,

较弱的穿透能力 , 一定剂量的 β 射线作用于病变部位 , 通过其

产生的电离辐射生物效应:减低细胞分裂速度 、延长细胞分裂

周期 、萎缩闭塞微血管等 , 可达到治疗目的[3] 。

　　皮肤血管瘤(先天性血管瘤)临床上分为 3 型:鲜红斑痣 、

草莓状血管瘤(毛细血管瘤)和海绵状血管瘤。 由于草莓状血

管瘤多居于皮内 ,主要为明显增生的内皮细胞构成 , 对射线敏

感 ,所有治疗效果最好。而鲜红斑痣和海绵状血管瘤由疏松的

基质和成熟的内皮细胞构成的扩张血管共同组成 , 对射线不敏

感 ,效果较差。

　　年龄小的患者疗效较好 ,成人患者疗效差是因为血管瘤组

织的血管内皮细胞对射线的敏感性随年龄的增长而降低。

　　90Sr-90Y敷贴治疗 , 疗效确切 , 患者局部反应轻微且不留瘢

痕。对婴幼儿 ,特别是面积较小的草莓状毛细血管型血管瘤特

别适宜。部分患者治疗过程出现局部水肿充血 、灼痛 , 色素沉

着等现象 , 要根据病情调整照射剂量 , 一般 3 ～ 6 个月后可消

失 ,不会留下痕迹。

　　关键词:皮肤血管瘤;敷贴治疗;90 Sr-90Y。
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