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ＶＥＧＦＣ短发夹 ＲＮＡ抑制乳腺癌细胞
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【摘要】　目的　探讨应用靶向 ＶＥＧＦＣ的短发夹 ＲＮＡ
（ｓｈＲＮＡ）质粒载体在体外抑制乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７生物学
活性的影响。方法　制备携带有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）报告基
因的ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ质粒载体，脂质体转染方法转入乳腺癌
细胞株ＭＣＦ７，通过倒置荧光显微镜及流式细胞术检测细胞
的转染效率，ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染细胞内 ＶＥＧＦ
ＣｍＲＮＡ及蛋白的表达变化，ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制率，重
组基底膜侵袭实验检测细胞侵袭能力。结果　高效转染入
ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ的ＭＣＦ７细胞ＶＥＧＦＣｍＲＮＡ及蛋白表达水
平显著下降；ＶＥＧＦＣＳｈＲＮＡ对 ＭＣＦ７细胞具有明显的增殖
抑制作用，其抑增殖效应呈时间依赖性；ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ可抑
制乳腺癌细胞 ＭＣＦ７体外侵袭重组基底膜的能力，与阴性
ｓｈＲＮＡ转染组、空载体组及空白组比较，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；结论　ＶＥＧＦＣ在乳腺癌增殖、侵袭转移中发挥
重要作用，通过ＲＮＡ干扰技术实现ＶＥＧＦＣ沉默在乳腺癌的
基因治疗中具有可行性。
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　ＶａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣ；　Ｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａ；　

ＳｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ；ＲＴＰＣＲ；　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

　　肿瘤血行转移主要通过肿瘤性血管形成和淋巴循环系统两种途径介导。
血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）家族是调节肿瘤
血管新生形成最主要的一组因子［１］，其成员之一 ＶＥＧＦＣ可分别结合血管内
皮细胞受体２（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＶＥＧＦＲ２）及淋巴管
内皮细胞表面受体ＶＥＧＦＲ３，调节血管及淋巴管的生理功能。本研究构建携
带绿色荧光蛋白（ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＧＦＰ）报告基因的 ＶＥＧＦＣ短发夹
ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）质粒载体，通过体外实验观察其对乳腺癌细
胞生长的抑制效应，探讨ＶＥＧＦＣ在乳腺癌细胞生长中的作用，以及 ＲＮＡ干
扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术应用于乳腺癌基因治疗的可行性。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

人乳腺癌细胞株ＭＣＦ７购自上海细胞研究所；携带ＧＦＰ的真核表达质粒
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ｐＲＮＡＴＨ１．１／Ｎｅｏ购自美国 Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ公司；脂质体转染试剂 ＴｒａｎｓＦａｓｔ（ｔｍ）
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ、反转录试剂盒和 ＭＴＴ购自 Ｐｒｏｍａｇｅ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
购自Ｃｏｓｔａｒ公司，ＰＶＤＦ膜购自Ｓｉｇｍａ公司，抗ＶＥＧＦＣ多克隆抗体、抗ＶＥＧＦＲ
３单克隆抗体、辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＥＣＬ
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ试剂盒购自瑞典 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司。
１．２　携带ＧＦＰＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ质粒载体的构建
１．２．１　靶向 ＶＥＧＦＣ基因寡核苷酸的设计：根据小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ｓｉＲＮＡ）的设计原则并通过德国 ＧｍｂＨ公司设计的 Ｃｅｎｉｘ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ软件分析筛选出有效的ＲＮＡｉ作用靶点，另设计一条阴性对照的寡
核苷酸。序列如下：

ＶＥＧＦＣｓｉＲＮＡ：５＇ＴＣＧＡＴＴＡＣＡＧＴＣＣＣＴＣＴＣＴＣＡＣＡＡＧＧＡＧＴＡＣＴＧＣＴＴＧＴＧＡＧ
ＡＧＡＧＧＣＡＣＴＧＴＡＡＴＴＴＴＴＴ３＇，３＇ＣＴＡＧＡＡＡＡＡＴＴＡＣＡＧＴＧＣＣＴＣＴＣＴＣＡＣＡＡＧＣ
ＧＴＡＣＴＣＣＴＴＧＴＧＡＧＡＧＡＧＧＣＡＣＴＧＴＡＡ５′；对照ｓｉＲＮＡ：５＇ＴＣＧＡＴＣＡＧＴＣＡＣＴＴ
ＡＡＴＧＧＴＣＧＴＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＡＣＧＡＣＣＡＴＴＡＡＣＧＴＧＡＣＴＧＡＴＴＴＴＴ３′，３′ＡＧＴＣ
ＡＧＴＧＡＡＴＴＡＣＣＡＧＣＡＡＡＡＧＴＴＣＴＣＴＴＴＧＣＴＧＧＴＡＡＴＴＧＣＡＣＴＧＡＣＴＡＡＡＡＡＧＡ
ＴＣ５＇。
１．２．２　构建 ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ表达载体：将编码 ｓｈＲＮＡ的两条寡核苷酸进行
退火，用ＢａｍＨＩ和ＨｉｎｄⅢ酶双酶切后插入到载体相应的酶切位点处，Ｔ４连
接酶连接，再转化至感受态大肠杆菌中，质粒抽提经酶切电泳及测序验证。

１．３　细胞转染
取指数增殖期的ＭＣＦ７细胞（细胞数为２×１０６／ｍｌ），待细胞达到７０％融

合时，按照试剂盒说明将ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ质粒载体转染入细胞内，同时设立空
白组、空载体组和阴性对照ｓｈＲＮＡ载体组。转染１２、２４、４８、７２ｈ后用倒置显
微镜观察细胞内ＧＦＰ表达，并用流式细胞仪检测转染效率。
１．４　ＲＴＰＣＲ检测转染ＭＣＦ７细胞中ＶＥＧＦＣｍＲＮＡ表达

取转染７２ｈ后的ＭＣＦ７细胞１×１０６，Ｔｒｉｚｏｌ试剂抽提细胞总ＲＮＡ，ＲＴ反
应把细胞总ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，以看家基因 βａｃｔｉｎ为内参照，同一体系中
同时加入 ＶＥＧＦＣ基因和 βａｃｔｉｎ基因引物，反应体系为 Ｈ２Ｏ１７．１μｌ，ｄＮＴＰ
５μｌ，基因引物Ｆ／Ｒ０．５／０．５μｌ，缓冲液１．０μｌ，ＭｇＣｌ２１．７５μｌ，Ｔａｑ酶０．１５μｌ，
模板２．０μｌ，总计２８μｌ。反应条件为９４℃１ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃
４５ｓ共３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ。ＶＥＧＦＣ基因和βａｃｔｉｎ基因引物由上海博亚
公司合成，序列如下：ＶＥＧＦＣｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ５＇ＣＴＡＣＡＧＡＴＧＴＧＧＧＧＧＴＴＧＣＴ
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３＇，ＶＥＧＦＣｒｅｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ５＇ＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣＡＣＴＧＴＧＧＴＡＡ３＇；βａｃｔｉｎｆｏｒｗａｒｄ
ｐｒｉｍｅｒ ５＇ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ３＇，βａｃｔｉｎ ｒｅｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ５ ＇
ＡＴＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３＇。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染ＭＣＦ７细胞中ＶＥＧＦＣ蛋白表达

转染７２ｈ后收集细胞，经２％ＳＤＳ细胞裂解液裂解、超声、蛋白定量后，取
３０μｇ蛋白质于 ＰＡＧＥＳＤＳ电泳分离后，电转印于 ＰＶＤＦ膜上，ＢｌｏｔｔｏＡ（１×
ＴＢＳ，５％牛奶，０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）封闭，一抗为１∶１０００稀释兔抗人ａｎｔｉＶＥＧＦＣ
多克隆抗体，二抗为ＨＲＰ标记的羊抗兔多克隆抗体，经孵育洗膜后ＥＣＬ法显
影，底片置于ＶｉｌｂｅｒＬｏｕｒｍａｔ图像分析仪中进行处理、摄片记录。
１．６　ＭＴＴ法检测细胞增殖抑制率

取对数生长期的乳腺癌细胞 ＭＣＦ７，以每孔１０５个细胞接种于９６孔板，
培养２４ｈ，换成无血清的 ＤＭＥＭ培养基继续培养２４ｈ，使细胞静止于 Ｇ０／Ｇ１
期，ｓｈＲＮＡ转染终浓度为０．１μｍｏｌ／ｌ，培养７２ｈ后，再加入５ｍｇ／ｍｌ的四唑盐
液１０μｌ，继续培养４ｈ，弃上清液，用１００μｌ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶解结晶，于
酶标仪上５７０ｎｍ比色测吸光度值。

细胞增殖抑制率＝（１－实验组Ａ值／阴性对照组Ａ值）×１００％。
１．７　体外侵袭试验

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上下室之间铺直径１３ｍｍ聚碳酸酯微孔滤膜，膜上均匀铺重
组基底膜胶５０μｇ／孔，将小室置于 ３７℃温箱中聚合 ３０ｍｉｎ。以终浓度为
０．１μｍｏｌ／Ｌ的ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ处理细胞２４ｈ，取对数生长期细胞消化收集后
计数，将细胞数调整至２×１０４个，接种于上室中；下室加入９００μｌ含或不含
ＶＥＧＦＲ３（２０ｎｇ／ｍｌ）的培养基，３７℃，５％ＣＯ２条件下放置９６ｈ。弃上室液体，
擦净膜上未侵袭的细胞及重组基底膜胶，甲醇固定３０ｍｉｎ，常规ＨＥ染色，４００
倍光学显微镜下选择滤膜上下左右中５个不同视野，计数每个视野侵袭细胞
数，计算平均值，每组平行设３个滤膜。

侵袭抑制率＝（阴性对照组侵袭细胞数 －实验组侵袭细胞数）／阴性对照
组侵袭细胞数×１００％。
１．８　统计学处理

用ＳＰＳＳ１３．０进行统计学分析。数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用χ２检验或
方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果
２．１　ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ在ＭＣＦ７细胞中的转染效率

转染１２ｈ后在倒置荧光显微镜下观察ＭＣＦ７细胞内出现绿色荧光，随着
时间延长，绿色荧光增多增强，转染后４８ｈ荧光强度达峰值，经ＦＣＭ检测，空
载体组、阴性对照 ｓｈＲＮＡ组和 ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ阳性细胞百分比分别为
８５．７％、７８．８％和８２．４％，转染组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２．２　转染ＭＣＦ７细胞中ＶＥＧＦＣ基因ｍＲＮＡ表达量的变化

转染７２ｈ后ＲＴＰＣＲ结果显示，ＶＥＧＦＣ基因的 ｍＲＮＡ表达量均较阴性
对照组、空载体组及空白组低（图１）。

Ｍ：标记条带；１：ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ转染组；２：阴性ｓｈＲＮＡ组；

３：空载体组；４：空白组

图１　转染ＭＣＦ７细胞中ＶＥＧＦＣ基因的表达变化

２．３　转染ＭＣＦ７细胞中ＶＥＧＦＣ蛋白表达量的变化
转染７２ｈ后Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ转染组中几乎检测不

到ＶＥＧＦＣ蛋白表达（图２）。

１：ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ转染组；２：阴性ｓｈＲＮＡ组；

３：空载体组；４：空白组

图２　转染ＭＣＦ７细胞中ＶＥＧＦＣ蛋白表达的变化
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２．４　瞬时转染ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ对ＭＣＦ７细胞增殖的影响
ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ质粒转染后２４、４８、７２ｈ，ＭＣＦ７细胞生长的抑制率分别

为１８．７２％、２５．２４％、４２．４８％，表明 ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ可有效抑制 ＭＣＦ７细胞
增殖，并呈作用时间依赖性，与空白组、空载体组、阴性对照ｓｈＲＮＡ组比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；空载体组和阴性对照ｓｈＲＮＡ组对ＭＣＦ７细胞无
明显增殖抑制作用（表１）。

表１　转染ｓｈＲＮＡ后不同时点ＭＣＦ７细胞的增殖抑制率　（％）

分组 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ组 １８．７２±１．３４ａ ２５．２４±２．３６ａ ４２．４８±３．３２ａ

阴性ｓｈＲＮＡ组 ６．２６±０．１６ ６．４２±０．２９ ６．７９±０．２１
空载体组 ５．２４±０．３２ ５．３９±０．４３ ５．７２±０．１６
空白组 ５．３７±０．４３ ５．４３±０．１８ ５．６５±０．２５

　 ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性ｓｈＲＮＡ、空载体组、空白组比较

２．５　ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ对人乳腺癌细胞体外侵袭能力的影响
ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ可抑制乳腺癌细胞ＭＣＦ７的体外侵袭重组基底膜能力，与阴

性对照ｓｈＲＮＡ组、空载体组、空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表２）。

表２　转染ｓｈＲＮＡ对乳腺癌ＭＣＦ７细胞侵袭重组基底膜能力的影响

分组 侵袭细胞数 抑制率／（％）
ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ组ａ ５６±３．２ ４２．９
阴性ｓｈＲＮＡ组 ９７±３．２ －
空载体组 ９８±７．４ －
空白组 ９８±２．０ －

　 ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性ｓｈＲＮＡ组、空载体组、空白组比较

３　讨论
新生的血管／淋巴管在恶性肿瘤进展和浸润转移过程中发挥着重要作用。

ＶＥＧＦ家族及它们的受体是已知最重要的一组促血管／淋巴管新生的蛋白分
子。近年的研究表明血管内皮生长因子受体（ＶＥＧＦＲ）也表达于多种肿瘤细
胞上，肿瘤细胞分泌的ＶＥＧＦ通过自分泌机制与肿瘤细胞上的 ＶＥＧＦＲ结合，
调控下游基因的表达而促进肿瘤细胞的生长、侵袭和转移［２－４］。因此，ＶＥＧＦ
在促进肿瘤组织内皮细胞增殖、新生血管的同时，还通过自分泌机制改变肿瘤

细胞自身的凋亡、增殖以及侵袭转移能力来促进肿瘤的发展。利用药物抑制

ＶＥＧＦ的产生或封闭其受体已成为治疗肿瘤的新思路。乳腺癌占女性恶性肿
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瘤发病率的首位，由于乳腺富含淋巴管网，因此在肿瘤发生早期即可经淋巴道

扩散，是否有淋巴转移已成为乳腺癌患者主要的预后因素。在对影响淋巴结

转移的相关因素的研究中发现，ＶＥＧＦＣ及其淋巴管内皮细胞受体 ＶＥＧＦＲ３
是目前为止发现的唯一一组调节胚胎组织淋巴管生成和成熟个体淋巴管生理

功能的因子［５］。Ｐｌａｔｅ［６］证实原位移植到裸鼠的人乳腺癌中存在淋巴管生成，
乳腺癌细胞中ＶＥＧＦＣ的过表达能提高肿瘤内淋巴管生成，导致局部淋巴结
及肺转移率明显增加，淋巴管生成的程度与淋巴结及肺转移程度显著相关。

临床研究也显示ＶＥＧＦＣ在乳腺癌，尤其是浸润性导管癌组织中呈高表达［７］，

且与区域淋巴结转移显著相关。Ｔｓｕｒｕｓａｋｉ等［８－９］在前列腺癌和肺癌组织中也

发现ＶＥＧＦＣ高表达的癌组织淋巴管密度明显增高，因此推测 ＶＥＧＦＣ可通
过增加淋巴管的数目和大小以及通过改变新形成的淋巴管内皮细胞的功能特

性而有利于肿瘤细胞向淋巴管内渗透、转移。ＲＮＡｉ是通过 ｓｉＲＮＡ介导的转
录后基因沉默机制，可以有效并特异地抑制靶基因的表达。ｓｉＲＮＡ的作用机
制为与靶基因ｍＲＮＡ互补结合，从而降解序列特异性的ｍＲＮＡ［１０］。本研究构
建的稳定转染ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ质粒载体，其原理是首先根据ｓｉＲＮＡ序列设计
并合成一对互补的双链 ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ），并将其连接到质粒中，然后将含
ｄｓＤＮＡ的质粒转染到细胞中。在细胞内，外源性 ｄｓＲＮＡ作为模板，转录出单
链ｓｉＲＮＡ，后者折叠成发卡状结构（ｌｏｏｐ环），因此被称为 ｓｈＲＮＡ，而含 ｄｓＤＮＡ
的载体亦可称为ｓｈＲＮＡ表达载体。ｓｈＲＮＡ上的ｌｏｏｐ环可被酶切，使原发卡状
结构成为一双链ｓｉＲＮＡ，从而对ＤＮＡ发挥特异性干扰效应。

本研究通过倒置荧光显微镜及ＦＣＭ检测ＧＦＰ蛋白表达率以评价 ＭＣＦ７
细胞中ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ的转染效率，结果显示获得高阳性率的转染细胞，表明
构建的 ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ质粒载体可高效稳定转染至 ＭＣＦ７细胞中；ＲＴＰＣＲ
及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示转染细胞中ＶＥＧＦＣｍＲＮＡ及蛋白水平下降，表明筛
选出的ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ可有效抑制ＶＥＧＦＣ的表达。ＭＴＴ法及肿瘤细胞重组
基底膜侵袭实验结果表明，ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ能够抑制 ＭＣＦ７细胞增殖及对体
外重组基底膜的侵袭能力，提示 ＶＥＧＦＣ参与了乳腺癌细胞增殖及转移的相
关生物学行为的调控，ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ通过转录后基因沉默机制，抑制了
ＶＥＧＦＣ对乳腺癌细胞的刺激增殖及侵袭作用。上述结果表明：本研究构建
的ＶＥＧＦＣｓｈＲＮＡ在乳腺癌细胞中可高效稳定表达；并通过抑制 ＶＥＧＦＣ表
达而抑制其生物学功能，抑制乳腺癌细胞的增殖和侵袭能力。ＲＮＡｉ具有特
异、高效、持久的特点，对目的基因的阻断过程比基因剔除更为简便，因此利用
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ＲＮＡｉ技术在肿瘤基因治疗方面具有可行性。
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