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·论著·

ＲＮＡ干扰对神经母细胞瘤细胞 ＶＥＧＦ Ａ的
ｍＲＮＡ表达的影响

张雁冰　刘朝阳　卢　其　周小渔

【摘要】　目的　构建表达ＶＥＧＦ—Ａ的短发夹 ＲＮＡ真核表达载体，并通过其介导的 ＲＮＡ干扰作
用，研究对人神经母细胞瘤细胞株 ＩＧＲ—Ｎ—９１细胞中 ＶＥＧＦ－Ａ的 ｍＲＮＡ表达的影响。 方法　根据
ＶＥＧＦ—Ａ的ｃＤＮＡ序列合成两对寡核苷酸片段，退火后分别插入真核表达载体组成重组质粒。对重组
质粒进行ＰＣＲ、测序鉴定验证后，经ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ筛选ＲＮＡ干扰效果最佳的质粒，然后将该质粒转染人
神经母细胞瘤细胞株ＩＧＲ—Ｎ—９１。转染４８ｈ后提取总 ＲＮＡ，逆转录为 ＣＤＮＡ，经 ＲＴ—ＰＣＲ半定量检测
ＶＥＧＦ—ＡｍＲＮＡ的表达水平。 结果　成功构建含有 ＶＥＧＦ—Ａ的 ＲＮＡ干扰片段真核表达载体，经
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ筛选后分别得到ＲＮＡ干扰效果最佳的片段。ＲＴ—ＰＣＲ结果表明质粒转染人神经母细胞瘤
后ＶＥＧＦ—Ａ的ｍＲＮＡ的表达升高。 结论　成功构建含有人ＶＥＧＦ—Ａ的ＲＮＡ干扰片段的真核表达载
体，该重组质粒转染人神经母细胞瘤ＩＧＲ—Ｎ—９１细胞后ＶＥＧＦ—Ａ的ｍＲＮＡ表达升高。

【关键词】　神经母细胞瘤；血管内皮生长因子Ａ

ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＶＥＧＦ—ＡｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｗｉｔｈＶＥＧＦ—ＡＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ．ＺＨＡＮＧ
Ｙａｎｂｉｎｇ，ＬＩＵＺｈａｏｙａｎｇ，ＬＵＱｉ，ｅｔａｌ．ＨｕｎａｎＣｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌＤｅｐａｒｔｍｅｎｔＩｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，Ｃｈａｎｇ
ｓｈａ，４１０００７，Ｃｈｉｎａ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】ＯｂｊｅｔｉｖｅＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＶＥＧＦ—ＡｏｆｔｈｅｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ，ａｎｄｍｅｄｉａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｉｔｓｒｏｌｅｉｎＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｈｕｍａｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＩＧＲ
—Ｎ—９１ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅＶＥＧＦ－ＡｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．ＭｅｔｈｏｄｓＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＶＥＧＦ－ＡｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｔｗｏｐａｉｒｓｏｆｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；ｔｈｅｎａｎｎｅａｌｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ
ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｆｏｒＰＣＲ，ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｖａｌｉｄａｔｅｄ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ａｎｄｔｈｅｎｗｉｌｌｂｅｓｃｒｅｅｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅｂｅｓｔＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｈｕ
ｍａｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＩＧＲ—Ｎ—９１．ＴｈｅｔｏｔａｌＲＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｗｈｅｎｔｈｅｐｌａｓｍｉｄｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｆｏｒ４８ｈ，
ｔｈｅｎｒｅｖｅｒｓｅｄｔｏＣＤＮＡ．Ｂｙｓｅｍｉ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ—ＰＣＲｏｆＶＥＧＦ—ＡｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．
ＲｅｓｕｌｔｓＷｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＶＥＧＦ—ＡＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｈｕｍａｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＩＧＲ—Ｎ—９１，ｗｈｉｃｈＶＥＧＦ—Ａ
ｍＲＮＡｗａｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｍｅａｓｕｒｉｎｇｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴ—ＰＣＲ．ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓＷｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈｕｍａｎＶＥＧＦ—ＡＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓ
ｍｉｄｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｈｕｍａｎｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＩＧＲ—Ｎ—９１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄＶＥＧＦ—ＡｍＲＮＡ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】Ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ；ＶａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＡ

　　神经母细胞瘤是儿童常见的恶性实体肿瘤之
一，发病率约１／１０万，治疗效果不理想，生存率始终
徘徊在１５％ ～３０％［１］。血管生成对恶性肿瘤的生

长和转移十分重要。为此，肿瘤细胞表达多种细胞

因子破坏微环境中促血管生成和抑制血管生成的平

衡。ＶＥＧＦ是其中最重要的促血管生成因子，且在

人神经母细胞瘤及其细胞系中呈现高表达［１－２］。本

实验通过构建ＶＥＧＦ—ＡＲＮＡ干扰真核表达载体并
转染人神经母细胞瘤细胞株 ＩＧＲ—Ｎ—９１，观察其对
ＶＥＧＦ—Ａ表达的影响。

材料和方法

一、细胞培养

人神经母细胞瘤细胞系 ＩＧＲ—Ｎ—９１（购自上海

·１７４·
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中科院细胞库）细胞用含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培养液，在３７℃，５％ＣＯ２培养箱内培养。

二、重组质粒构建

根据 Ｒｅｙｎｏｌｄｓ等介绍的原则，以人 ＶＥＧＦ－Ａ
的ｃＤＮＡ序列（ＧＢ：ＮＭ＿００１０２５３６）为模板设计合成
两段序列（见下表）：

表１　设计并合成的序列
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ

序号 接头１ 茎 环 茎 接头２

Ｐｓｃ２８７ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ａａＧＴＧＧＴＧＡＡＧＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＣＴＴＣＡＣＣＡＣｔｔ Ａ

Ｐｓｃ２８８ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ａａＴＧＣＡＧＡＣＣＡＡＡＧＡＡＡＧＡＴＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＡＴＣＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＣＴＧＣＡｔｔ Ａ

ＰｓｃＮＣ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡ Ａ

　　质粒ｐＧＣＬ—ＧＦＰ经ＨｐａＩ和ＸｈｏＩ双酶切，酶切
产物和寡核苷酸片段退火产物经低溶点琼脂糖胶回

收后混合经Ｔ４ＤＮＡ连接酶过夜连接形成质粒。
三、重组质粒扩增、鉴定、抽提、筛选

将载体质粒转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５α，涂布
ＡＭＰ平板倒置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱中过夜培
养，挑选单克隆于３～５ｍＬＬＢ培养液（ＡＭＰ终浓度
５０ｍｇ／Ｌ）振荡培养１６～１８ｈ。应用基因公司质粒
小量抽提试剂盒按说明书操作抽提质粒后经 ＰＣＲ
鉴定并测序。结果正确后应用 Ｑｉａｇｅｎ公司 Ｐｌａｓｍｉｄ
ｍｅｇａｋｉｔ抽提质粒，鉴定后 －２０℃保存备用［３］。将

ＶＥＧＦ—Ａ过表达质粒分别与 ｐｓｃ２８７、ｐｓｃ２８８、ｐｓｃＮＣ
共转染２９３Ｔ细胞应用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ筛选抑制效果
明显的质粒。

四、重组质粒转染人神经母细胞瘤细胞ＩＧＲ—Ｎ
—９１

转染前１ｄ，将ＩＧＲ—Ｎ—９１细胞用０．２５％胰酶消
化，细胞用含血清培养基稀释，按５×１０４／孔接种于
２４孔板中。当细胞长至约２×１０５／孔时，吸去培养
液并用不含血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基清洗细胞２～
３遍，分别以０．５μｇ／孔、１μｇ／孔、２μｇ／孔质粒在不
含血清的ＤＮＥＮ／Ｆ１２培养基中与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔｉｎ２０００（购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）按１∶３混合，室温下孵育３０ｍｉｎ
后转染ＩＧＲ—Ｎ—９１细胞，具体操作按脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃ
ｔｉｎ２０００试剂说明书进行，同时设置未转染为阴性对
照，每组孔数为３（ｎ＝３）。于３７℃，５％ＣＯ２培养箱
内培养６ｈ后吸去上清加入正常体积含血清培养液
继续培养４８ｈ后荧光显微镜下观察并拍照。

五、ＲＮＡ抽提
将细胞从 ２４孔板上刮下，２０００ｇ、５ｍｉｎ离心

弃去培养液，每５～１０×１０６细胞加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，
用移液管反复吹打将细胞溶解液后加入一新的离心

管中。室温孵育 １５ｍｉｎ，每个标本中加入 ０．２ｍＬ
氯仿（每 １ｍＬＴｒｉＰｕｒｅ），振摇 １５ｓ。室温孵育 ２～

１５ｍｉｎ，１２０００ｇ、１５ｍｉｎ，４℃。溶液将分为三相，将
上层无色水相移入另一离心管中，加入０．５ｍＬ异
丙醇。颠倒混匀，室温孵育 ５～１０ｍｉｎ，１２０００ｇ、
１０ｍｉｎ，４℃，弃上清。加入１ｍＬ７５％酒精，充分混
匀。７５００ｇ、５ｍｉｎ，４℃，弃上清，风干。用 ＤＥＰＣ
水重悬ＲＮＡ颗粒，５５～６０℃，１５ｍｉｎ，测定Ａ２６０／２８０比
值后反转录为 ｃＤＮＡ，反转录所用的引物为随机引
物保存于－８０℃。

六、半定量ＲＴ—ＰＣＲ
１．分别设计两对引物
ＶＥＧＦ—Ａ１
Ｆｒｏｗａｒｄ：５’—ＣＴＴＧＣＣＴＴＧＣＴＧＣＴＣＴＡＣＣ—３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’—ＡＣＡＣＡＧＧＡＴＧＧＣＴＴＧＡＡＧＡＴＧ—３’
扩增片断大小为２００ｂｐ，位于靶序列的前方未

跨过靶序列。

ＶＥＧＦ—Ａ２
Ｆｒｏｗａｒｄ：５’ｃａｇｃｇｃａｇｃｔａｃｔｇｃｃａｔｃｃａａｔｃｇａｇａ—３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’ｇｃｔｔｇｔｃａｃａｔｃｔｇｃａａｇｔａｃｇｔｔｃｇｔｔｔａ—３’
扩增片断大小为５４７ｂｐ，跨过靶序列。

表２　ＰＣＲ体系
Ｔａｂｌｅ２　ＰＣＲｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ｃＤＮＡ 　１μＬ

引物 　２μＬ

Ｍａｘｍｉｘ １２．５μＬ

灭菌水 　９．５μＬ

总体积 ２５μＬ

表３　ＰＣＲ反应条件
Ｔａｂｌｅ３　ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

９５℃ 　５′

９５℃ ３０″

５５℃ ３０″
２５　ｃｙｃｌｅ

７２℃ ２５″

７２℃ 　１′

·２７４·
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　　ＧＡＤＰＨ
Ｆｒｏｗａｒｄ：５’ＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡＧ—３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’—ＴＡＧＣＣＣＡＧＧＡＴＧＣＣＣＴＴＧＡＧ—３’
作为内参照，扩增片段大小为１００ｂｐ。
２．ＲＴ—ＰＣＲ体系，反应条件
产物再经２％琼脂糖凝胶１１０Ｖ，３５ｍｉｎ电泳分

析鉴定并拍照。

结　果

一、重组质粒 ｐｓｃ２８７、ｐｓｃ２８８的鉴定和重组质
粒的筛选。

ｐｓｃ２８７、ｐｓｃ２８８质粒 ＰＣＲ扩增后电泳可见
３８４ｂｐ的条带，空载质粒为３２２ｂｐ条带，挑选阳性

克隆菌送生物技术有限公司测序，测序结果包含目

的基因序列。ＰＣＲ结果电泳图片见图１。
经ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ筛选证实 ｐｓｃ２８８对 ＶＥＧＦ－Ａ

的抑制效果优于ｐｓｃ２８７，故选择ｐｓｃ２８８转染ＩＧＲ—Ｎ
—９１细胞，见图２。

二、质粒ｐｓｃ２８８转染人神经母细胞瘤细胞ＩＧＲ
—Ｎ—９１

转染４８ｈ后经流式细胞仪检测表达 ＥＧＦＰ细
胞数达到８５％以上，见图３。

三、半定量 ＲＴ—ＰＣＲ检测转染后 ＶＥＧＦ—Ａ的
ｍＲＮＡ表达水平

引物ＶＥＧＦ—Ａ１的结果，见图４。
引物ＶＥＧＦ—Ａ２的结果，见图５。
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图１　泳道１电泳阴性对照、泳道２Ｍａｒｋｅｒ、泳道３空载载体ＰＣＲ产物、泳道４　ｐｓｃ２８７ＰＣＲ产物、泳道５ｐｓｃ２８８ＰＣＲ产物。
可见于２５０～５００ｂｐ之间有一明显条带；　图２　ＷＢ筛选的结果，可见ｐｓｃ２８８对ＶＥＧＦ—Ａ有显著抑制；　图３　呈亮绿色
为成功转染ｐｓｃ２８８质粒４８ｈ后的ＩＧＲ—Ｎ—９１细胞，１００×；图４　ＶＥＧＦ—Ａ的ｍＲＮＡ表达量随着转染质粒量的增多而升高；
　图５　ＶＥＧＦ—Ａ的ｍＲＮＡ表达量随着转染质粒量的增多而降低。
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｉｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，Ｍａｒｋｅｒ，ｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ，ｐｓｃ２８７ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ，ｐｓｃ２８８ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ．Ｓｔｒｉｐｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ２５０ｂｐｔｏ５００ｂｐｉｓｖｉｓｉｂｌｅ；　Ｆｉｇｕｒｅ２　ＶＥＧＦ—Ａｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙｐｓｃ２８８；　Ｆｉｇｕｒｅ３　ｐｓｃ２８８ｐｌａｓｍｉｄｗａｓ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄａｆｔｅｒ４８ｈＩＧＲ—Ｎ—９１ｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒａｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗａｓｂｒｉｇｈｔｇｒｅｅｎ，１００×；　Ｆｉｇｕｒｅ４　ＶＥＧＦ—
ＡｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐｌａｓｍｉｄ；　Ｆｉｇｕｒｅ５　ＶＥＧＦ－ＡｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｐｌａｓｍｉｄ．

讨　论

大量研究证明了肿瘤的生长、复发、转移与新生

血管的形成关系密切，肿瘤的增殖程度与肿瘤新生

血管的形成呈正相关［４－５］。而ＶＥＧＦ是肿瘤新生血
管形成最有效和特异的因子。同样，高度恶性的神

经母细胞瘤也通过分泌大量的ＶＥＧＦ促进细胞的增

殖和转移，ＶＥＧＦ表达增强意味着神经母细胞瘤细
胞增殖速度快、转移率高［６－８］。因此，ＶＥＧＦ便成为
肿瘤治疗的一个靶点。阻断ＶＥＧＦ的作用可能足以
抑制绝大多数的血管生成作用，不仅直接抑制了血

管生成作用，而且抑制了 ＶＥＧＦ与其它血管生长因
子的协同作用［９］。

本实验中，我们开始也设想应用 ＲＮＡ干扰技
术，抑制神经母细胞瘤细胞分泌ＶＥＧＦ—Ａ，从而达到

·３７４·
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抑制肿瘤血管生成，细胞增殖等目的。所以我们首

先合成 ｓｈＲＮＡ的 ＤＮＡ序列，插入真核表达载体。
经ＰＣＲ，测序鉴定目标准确无误地插入载体后，与
ＶＥＧＦ－Ａ的过表达质粒共转染２９３Ｔ细胞，进行干
扰效果最佳靶点的筛选。经 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测，确
定ｐｓｃ２８８质粒对ＶＥＧＦ—Ａ的干扰效果最好。随后
转染神经母细胞瘤细胞 ＩＧＲ—Ｎ—９１，由 ｐｓｃ２８８质粒
上所携带的报告基因（ＥＧＦＰ）确定质粒转入细胞如
图３所示。转染效率达到８０％以上时抽提ＲＮＡ，经
ＲＴ— ＰＣＲ检测 ＶＥＧＦ－Ａ的 ｍＲＮＡ水平。引物
ＶＥＧＦ—Ａ２扩增的结果与预期的结果一致：随着转染
质粒数量的增加，ＶＥＧＦ—Ａ的 ｍＲＮＡ表达水平下
降。但是，引物 ＶＥＧＦ—Ａ１扩增的结果却于预期结
果恰恰相反即随着转染质粒数量的增加，ＶＥＧＦ—Ａ
的ｍＲＮＡ表达水平不但没有下降反而上升。

该怎么样看待，理解两个截然相反的结果呢？

从共转染２９３Ｔ细胞，进行筛选最佳靶点的结果来
看。Ｐｓｃ２８８对 ＶＥＧＦ—Ａ的干扰效果最好，在转染
ＩＧＲ—Ｎ—９１时也应该产生相同的结果，从引物ＶＥＧＦ
—Ａ２扩增的结果（图４）也能看出，转染 ｐｓｃ２８８质粒
确实对 ＶＥＧＦ—Ａ起到了 ＲＮＡ干扰的作用。引物
ＶＥＧＦ—Ａ１所扩增的片段位于靶序列的前方，未跨过
靶序列即断裂点；而引物 ＶＥＧＦ—Ａ２所扩增的片段
位于靶序列，跨过断裂点。引物 ＶＥＧＦ—Ａ２所扩增
的片段的亮度间接反映了细胞内完整的 ＶＥＧＦ—Ａ
的ｍＲＮＡ分子的数量；引物 ＶＥＧＦ—Ａ２所扩增的片
段的亮度间接反映了细胞内所有ＶＥＧＦ—Ａ的ｍＲＮＡ
分子的数量。也就是说随着转染质粒数量的增加，

ＶＥＧＦ—Ａ的 ｍＲＮＡ表达水平也在升高。表现出来
的ＶＥＧＦ—Ａ的ｍＲＮＡ表达水平下降不过是完整的
ＶＥＧＦ—Ａ的ｍＲＮＡ分子的数量的下降，但是细胞内
所有ＶＥＧＦ—Ａ的 ｍＲＮＡ分子的数量是增加的。经
多次独立重复实验，结果均一致，具体机制目前仍不

清楚。

ＲＮＡ干扰的靶序列均选在 ｍＲＮＡ分子的蛋白
编码区，在剪切后无法翻译或不能翻译为完整肽链，

从而发挥转录后抑制的作用。结合 ＶＥＧＦ１６５的
ｃＤＮＡ序列分析可知：在质粒 ｐｓｃ２８８的靶序列前方
即为５’非编码区（５’ＵＴＲ）和部分编码区（ＣＤＳ），也
就是说在转染质粒 ｐｓｃ２８８时能产生更多的 ＶＥＧＦ
ｍＲＮＡ的５’ＵＴＲ。

有学者［１０］发现，ＶＥＧＦｍＲＮＡ的５’ＵＴＲ拥有抗

细胞凋亡的活性。该 ５`ＵＴＲ介导的抗细胞凋亡活性
不受蛋白质合成抑制剂（放线菌酮）的影响。基因

芯片和实时定量 ＰＣＲ分析表明，表达 ＶＥＧＦ５`ＵＴＲ
的肿瘤可以上调抗凋亡基因、多药耐药基因、生长促

进基因的表达，而使促凋亡基因表达下调。这些结

果表明，肿瘤细胞有一个生存系统，并由 ＶＥＧＦｍＲ
ＮＡ调节，意味着ＶＥＧＦｍＲＮＡ及其蛋白都可能协同
促进肿瘤细胞的恶性倾向。这也部分解释了临床试

验中单独使用抗ＶＥＧＦ治疗，效果不如标准的化疗。
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