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Abstract :Objective　To investigate the effect of vascular endothelial growth factor receptor23 (V EGFR2
3) on the apoptosis of cervical cancer cells. Methods 　V EGFR23 antisense gene eukaryotic expression

vector was constructed and transfected to human cervical cancer cell line , Hela cell line by elect ropora2
tion. The expression level of V EGFR23 protein before and after t ransfection was determined by Western

Blot and the apoptosis of Hela cell line was observed by Hoechst33258 and flow cytometry. Results　Af2
ter the t ransfection of the antisense V EGFR23 plasmid , the expression level of V EGFR23 protein de2
creased significantly , and the apoptotic rate of Hela cells increased , compared with the control ( P <

0 . 01) . Conclusion 　Antisense V EGFR23 t ransfection may induce the apoptosis of the human cervical

cancer cells. Thus V EGFR23 might be a potential target for gene therapy.
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摘　要 :目的　研究血管内皮生长因子受体23 (V EGFR23)在人宫颈癌细胞凋亡过程中的作用。方法　

用基因重组方法构建人反义 V EGFR23基因真核表达载体 ,用电穿孔法转染人宫颈癌细胞系 Hela细胞。

采用 Western Blot 分析转染前后细胞中 V EGFR23蛋白的变化。利用 Hoechst33258染色和流式细胞仪

观察转染后 Hela细胞的凋亡情况。结果　转染反义 V EGFR23质粒后 , Hela细胞 V EGFR23的蛋白表

达水平明显下降 ,细胞凋亡率明显增加 ( P < 0 . 01)。结论　抑制 V EGFR23 的表达可促进宫颈癌细胞的

凋亡 ,V EGFR23可能是肿瘤基因治疗的一个潜在新靶点。
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0　引言

血管内皮生长因子受体23 (V EGFR23)属于酪

氨酸激酶受体家族 , 在胚胎发生的初始阶段存在于

所有的内皮细胞 ,随后定位于小静脉和淋巴管 ,是成

熟淋巴管内皮细胞的特异性标志物[ 1 ]。V EGFR23

主要通过与其配体 V EGF2C、V EGF2D 结合后 ,促

进淋巴内皮细胞的增殖、分化 ,诱导淋巴管生成 ,促

进肿瘤细胞的侵袭和转移[ 2 ]。在肿瘤组织中可见肿

瘤周边的新生淋巴管、扩张的淋巴管、有癌栓的淋巴

管内皮细胞 V EGFR23呈高表达[ 3 ]。

现有研究表明 V EGFR23在多数肿瘤细胞上也

有相应表达[ 4 ] ,但关于其在肿瘤细胞中的效应及作

用机制尚不清楚。我们自行设计了 V EGFR23 的反

义重组质粒 ,通过电穿孔转染法瞬时转染人宫颈癌

细胞株 Hela细胞 ,观察反义封闭 V EGFR23 后 He2
la细胞凋亡情况的变化 ,对 V EGFR23 在宫颈癌细

胞中的作用及其机制进行初步探讨。

1　材料与方法

1 . 1　实验材料

1 . 1 . 1 　主要试剂与仪器 　培养基 DM EM、Trizol

购自美国 Gibco BRL 公司 ;胎牛血清为杭州四季青

生物工程公司产品 ;M2ML V逆转录酶、p GEM2T载

体购自美国 Promega公司 ; PCR引物购自上海博亚

生物技术有限公司 ;兔抗人 V EGFR23 多克隆抗体、
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兔抗人β2actin 多克隆抗体、HRP 标记的羊抗兔

Ig G均购自美国 Santa Cruz公司 ; ECL 显色试剂盒

购自美国 Pierce公司。

1 . 1 . 2 　细胞培养　人宫颈癌细胞株 Hela购自美国

典型物种保藏中心 (A TCC) , 培养在含 10 %胎牛血

清的 DM EM 中 ,置饱和湿度 5 %CO2 ,37 ℃恒温培

养箱中培养。

1 . 2　V EGFR23反义核酸载体的构建

1 . 2 . 1 　V EGFR23 目的基因的制备 　根据 NCBI

Genebank 登录的 V EGFR23 的 cDNA 序列 , 利用

Primer5 . 0 设计 V EGFR23 胞外 1～3 区的引物 ,上

游引物设计 Bam HⅠ酶切位点 ,下游引物设计 Eco R

Ⅰ酶切位点 ,上游引物序列为 :5’2GGA TCCGACG2
GCCT GGT GA GT GACTA23’下游引物序列为 :5’2
GAA T TCCT T T GA GCCACTCGACGCT GA T GA2
3’。按 Trizol 说明书从胎盘组织中提取总 mRNA

(由华中科技大学同济医学院附属同济医院妇产科

提供) ,再以 R T2PCR方法大量扩增 V EGFR23目的

片断。PCR循环条件 :94 ℃预变性 5 min、94℃变性

30 s、56 ℃复性 30 s、72℃延伸 45 s ,共 35个循环 ,全

部循环结束后 ,于 72 ℃做 10 min终止前延伸。1 %

琼脂糖凝胶电泳检测 ,PCR产物纯化试剂盒纯化目

的片断。

1 . 2 . 2 　反义 V EGFR23 重组质粒的构建 　按常规

分子生物学方法 ,将目的基因和载体连接。连接产

物转化 ,挑取阳性克隆 , 小量摇菌后酶切初步鉴定、

测序。

1 . 3　基因转染及细胞分组

参考《分子克隆》采用电穿孔转染法 ,将电击完

的细胞转移至已加入适量培养基的 35mm 培养皿

中 ,培养皿置于含 5 %CO2的 37 ℃孵箱 , 24h后观察

转染效率。

细胞分组 :空白组 (不做处理的 Hela 细胞) ,对

照组 (转染空质粒 p GFP2C1 的 Hela 细胞) ,实验组

(转染反义质粒的 Hela细胞) 。

1 . 4　WesternBlot 分析转染前后细胞 V EGFR23 蛋

白的表达

分别提取空白组细胞、转染空载体及转染反义

质粒 48h的 Hela细胞总蛋白 ,参考《分子克隆》实验

方法 ,按 ECL 显色试剂盒说明书曝光成像。

1 . 5　转染细胞生物学效应的观察

1 . 5 . 1 　Hoechst33258观察转染前后细胞形态学的

变化　将空白组、对照组和实验组的 Hela细胞分别

置于预先放入玻片的六孔板中 ,待 24 h 后取出玻

片 ,PBS漂洗 ,固定 ,待干燥后由 Hoechst33258 室

温避光染色 30min ,封片后荧光显微镜观察。

1 . 5 . 2　流式细胞法检测 Hela细胞凋亡率　分别收

集空白组、对照组和实验组 48h 后的 Hela 细胞 ,常

规方法行 PI染色后 ,上机检测。

1 . 6　统计分析　Hela细胞凋亡率以 �x ±s表示 ,用

t检验在 SPSS 11 . 5统计软件上分析差异显著性 ,以

P < 0 . 05为有统计学意义。

2　结果

2 . 1　V EGFR23反义表达载体构建及鉴定

用 1 %琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物 ,970bp 处

有明显扩增条带 ,其大小与预期目的基因片段相吻

合 ,构建的 VEGFR23 反义表达载体经 BamHⅠ,EcoRⅠ

双酶切产生了两条带 :载体 p EGFP2C1 片断 (4 . 7kb)

和目的片断 (970bp)。对酶切正确的质粒进行测序 ,

结果表明其序列与插入方向正确 ,见图 1。

1 :1kb DNA 标准 ; 2 :V EGFR23 PCR 产物 (970bp) ;3 :双酶切

产生的条带 ,可见目的条带 (970bp)和载体片断 (4 . 7kb)

图 1　构建质粒的酶切鉴定

2 . 2　电穿孔法转染 Hela细胞效率的鉴定

荧光显微镜下观察 ,对照组和实验组的 Hela细

胞可见绿色荧光 ,通过高倍镜 (200 ×)计数至少 3个

视野 EGFP发光的细胞数与该视野总细胞数的比

值来得到基因的转染率 ,本研究基因转染率约为

30 %～40 %。

2 . 3　V EGFR23蛋白的表达

Western bolt 分析转染反义表达载体前后 He2
la细胞中 V EGFR23 蛋白的表达结果显示 ,三组细

胞中均有 V EGFR23 蛋白表达 (120 KD) ,但空白组

和对照组比较无显著差异 ,而实验组 Hela 细胞

V EGFR23蛋白表达明显减弱 ,见图 2。

图 2　Western Blot检测空白组( A) ,对照组( B)及

实验组( C)中 VEGFR23的表达
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2 . 4　Hoechst33258染色

荧光显微镜下 ( ×200)观察 ,未经处理 Hela 细

胞和转染空载体的 Hela细胞核较大 ,呈弥散均匀荧

光 ,而转染反义 V EGFR23重组质粒的细胞核较小 ,

可见浓染致密的颗粒状荧光 ,并呈现凋亡核固缩形

态 (图略) 。

2 . 5　流式细胞仪对 Hela细胞凋亡的分析

反义 V EGFR23 重组质粒或空载体转染 Hela

细胞 48h后 ,应用流式细胞仪对 Hela细胞进行凋亡

分析 ,结果显示 :转染反义质粒后 , Hela细胞凋亡率

由 (0 . 48 ±0 . 02) %增加至 (8 . 6±0 . 21) % ,与空白组

和对照组相比 ,差异均具有极显著性 ( P < 0 . 01) ,见

表 1。

表 1　质粒转染后 Hela细胞凋亡的变化

组别 Hela细胞的凋亡率 ( % ,�x ±s)

空白组 0 . 48±0 . 02

对照组 0 . 78±0 . 03

实验组 8 . 60±0 . 21 3

　　注 : 3与对照组相比 , P < 0 . 01

3　讨论

V EGFR23 属于酪氨酸激酶受体家族 ,为一个

高度糖基化的单链跨膜蛋白 ,分子量为 180kD ,有 3

部分组成 ,一个胞外区 (配体结合区) ,一个跨膜区和

一个胞内区 (蛋白激酶活化区) 。其中胞外区为 7个

免疫球蛋白样超二级结构 ,而且第 2 个 Ig同源区为

其与配体结合的区域[ 5 ]。V EGFR23 和其特异性配

体 V EGF - C/ V EGF - D 结合后 ,发生磷酸化 ,可

能通过激活 PI3 K/ Akt 和 p42/ p44 MA P K信号通

路 ,对淋巴管内皮细胞产生特异性的致分裂作用 ,促

使淋巴内皮细胞分裂增殖 , 促进淋巴管新生[ 6 ]。

国内外多数研究表明 ,V EGF2C/ V EGFR23 在

肿瘤周边的新生淋巴管内皮细胞呈高表达 ,与肿瘤

的淋巴结转移呈高度相关 ; V EGF2C 可通过与

V EGFR23结合而促进肿瘤细胞的侵袭和转移 ,阻

断 V EGF2C或 V EGFR23 的作用 ,能够抑制肿瘤的

淋巴道转移[ 729 ]。

V EGFR23在多数肿瘤细胞的表面也有相应的

表达 , 这可能与肿瘤细胞自分泌各种生长因子有

关 ,但其对肿瘤细胞的效应目前尚不清楚。多数研

究表明 ,V EGFR23胞外 1～3 区为其与配体结合所

必需区段 ,阻断该区的表达 ,就可抑制 V EGFR23 和

配体的结合 ,进而阻断其后续的信号传导通路[ 10 ]。

因此 ,本实验设计了带有报告基因 GFP的 V EGFR2

3胞外 1～3 区的反义核酸 ,转染人宫颈癌 Hela 细

胞 ,转染后的细胞经 Western Blot 检测其 V EGFR2
3蛋白表达明显减弱 ;同时发现 ,转染 V EGFR23 反

义核酸的 Hela细胞与空转载体的 Hela 细胞相比 ,

差异具有极显著性 ( P < 0 . 01) ,提示 V EGFR23在肿

瘤细胞的增殖分化中同样也起到重要的作用。

总之 ,我们的研究结果提示 ,V EGFR23 反义核

酸可以促进宫颈癌细胞的凋亡 ,推测可能是通过降

低宫颈癌细胞 V EGFR23 的表达 ,继而抑制 V EG2
FR23所介导的信号通路发挥作用。虽然其作用机

制还需进一步探讨 ,但我们认为 ,应用 V EGFR23 反

义核酸既可阻断肿瘤的淋巴道转移 ,又可促使肿瘤

细胞凋亡 ,不失为未来临床抗肿瘤治疗的一个新的

选择。
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