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Abstract
AIM: To investigate the expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) in human 
gastric cell line MKN28 in vitro, and identify 
whether exogenous prostaglandin E2 (PGE2) can 
increase the expression of VEGF.

METHODS: Human gastric cell line MKN28 
was culture in vitro and then treated with 0.1, 
1, 5, and 10 μmol/L PGE2 for 3 h. Real-time 
polymerase chain reaction (PCR) and Western 
blot were used to detect the expression of VEGF 
mRNA and protein, respectively.

RESULTS: The transcription of VEGF mRNA 
increased in a dose-dependent manner after 
PGE2 treatment, and the difference between the 

groups of 0.1, 1, 5, 10 μmol/L PGE2 treatment 
and the control group had statistical significanc-
es (0.67 ± 0.093, 0.74 ± 0.13, 0.87 ± 0.07, 1.49 ± 0.15 
vs 0.42 ± 0.10, P < 0.05 or P < 0.01). PGE2 also up-
regulated the expression of VEGF protein in a 
dose-dependent manner, and except 0.1 μmol/L 
PGE2 treatment group, the difference between 
the groups of 1, 5, 10 μmol/L PGE2 treatment 
and the control group had statistical signifi-
cances (51.02 ± 2.16, 66.69 ± 9.85, 136.49 ± 6.89 vs 
26.87 ± 3.98, P < 0.05 or P < 0.01).

CONCLUSION: PGE 2 can promote VEGF 
mRNA transcription and protein expression in 
human gastric cancer cell line MKN28.
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摘要
目的: 观察前列腺素E2 (PGE2)对胃癌MKN28
细胞血管内皮生长因子(VEGF) mRNA转录、

蛋白表达水平的影响. 

方法: 对胃癌MKN28细胞分别给予0.1, 1, 5, 
10 μmol/L浓度的PGE2处理3 h, 分别以实时
PCR, Western blot检测VEGF mRNA转录水平
及VEGF蛋白表达水平的变化. 

结果: 胃癌MKN28细胞经用不同浓度的PGE2

作用3 h, VEGF mRNA表达呈剂量依赖性增
加, 其表达在PGE2浓度为0.1, 1, 5, 10 μmol/L
时与对照组之间的差异均有统计学意义(0.67
±0.093, 0.74±0.13, 0.87±0.07, 1.49±0.15 
vs  0.42±0.10, P <0.05或P <0.01). VEGF蛋白
表达量与P G E2浓度存在正相关 ,  其表达在
PGE2浓度为1, 5, 10 μmol/L组与对照组之间
的差异均有统计学意义(51.02±2.16, 66.69±
9.85, 136.49±6.89 vs  26.87±3.98, P <0.05或

®

■背景资料
胃癌是消化道最
常见的恶性肿瘤, 
其发病率和死亡
率居我国恶性肿
瘤之首 ,  5 a存活
率 很 低 .  因 此 寻
找一种新的、有
效的胃癌化学预
防、治疗方案成
为令人瞩目的课
题. 近年来COX-2
及其产物PGE2在
促肿瘤血管生成
方面的作用受到
研究者的关注.
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P <0.01).

结论: 外源性PGE2可显著增加胃癌MKN28细
胞VEGF的表达.

关键词: 前列腺素E2; 血管内皮生长因子; mRNA转

录; 蛋白表达
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0  引言

环氧化酶-2 (cyclooxygenase-2, COX-2)是一种诱

导酶, 在细胞受到各种刺激时, 如组织损伤、炎

症或细胞恶性转化时表达增强. 近年来大量的

研究已表明, COX-2与胃癌的发生和进展高度相

关. COX-2促进恶性肿瘤发生的主要作用机制之

一是通过其重要产物前列腺素E2 (prostaglandin 
E2, PGE2) 而实现的, PGE2能够增加癌细胞与基

质的黏附, 促进黏附分子表达, 激活细胞骨架系

统, 促进新生血管形成并进而促进肿瘤浸润和

转移[1-2]. 研究还表明PGE2可上调血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)等
血管生成因子的表达, 进而参与肿瘤的新生血

管生成[3-4]. 我们探讨不同浓度的外源性的PGE2

对胃癌MKN28细胞VEGF mRNA和VEGF蛋白

的表达的影响, 以进一步阐明COX-2在胃癌发

生、发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM-F12培养基(GIBCO), 胎牛血清

(Life Technologies), TRIzol Reagent RNA抽提试

剂盒(Invitrogen公司), RNase抑制剂(Promega公
司), RNA Master SYBR Green I kit (Roche公司), 
DEPC (Promega公司), 荧光定量PCR仪(Roche 
公司), DNA Marker (DL2000) (TaKaRa公司), 丙
烯酰胺、亚甲双丙烯酰胺、SDS、β-巯基乙醇

(Sigma公司, 北京夏斯生物技术公司分装), 牛血

清白蛋白(Sigma公司), PGE2 (Calbiochem公司), 
β-actin多抗(Santa Cruz公司), VEGF多抗、羊抗

兔二抗(Santa Cruz公司), 其他试剂为进口分装

或国产分析纯.
1.2 方法 将MKN28胃癌细胞株(上海瑞金医院消

化科惠赠)在DMEM-F12培养基(含100 mL/L胎
牛血清, 青霉素100 kU/L, 链霉素100 kU/L, 无
菌状态下抽滤)中37℃, 50 mL/L CO2及饱和湿

度培养. MKN28胃癌细胞株依PGE2浓度分成不

同的处理组, PGE2作用浓度分别为0.1 μmol/L, 
1 μmol/L, 5 μmol/L, 10 μmol/L, 作用3 h后收

集细胞分别进行Real-Time PCR, Western blot检
测. 不加PGE2处理的设为对照组.
1.2.1 VEGF mRNA的测定 收集细胞, 加入1 mL 
TRIzol试剂提取总RNA, 用紫外分光光度仪测定

其浓度和纯度, 并用12 g/L甲醛变性琼脂糖凝胶

电泳鉴定总RNA的完整性. 取总RNA (500 mg/L) 
1 μL在Lightcycler仪器上进行Real-Time PCR, 
反应程序:  61℃逆转录20 m i n, 95℃预变性

2 min, 然后进入循环: 95℃变性5 s, 58℃退火

5 min, 72℃延伸13 s, 30个循环. 逐渐降温至

30℃. 在每个循环末80℃时进行实时荧光检测. 
应用Primer Premier 5.0和Oligo 6设计PCR扩增

引物. VEGF引物为: 5'-CCTGGTGGACATCTT
CCAGGAGTACC-3'和5'-GAAGCTCATCTCT
CCTATGTGCTGGC-3'; 设内参照GAPDH的引

物为: 5'-CACCATCTTCCAGGAGCGAG-3'和
5'-TCACGCCACAGTTTCCCGGA-3'. 取扩增

产物在15 g/L琼脂糖凝胶上电泳, 然后在High 
Performance Ultraviolet Transilluminator (UVP)
凝胶成像系统上扫描, 并分析结果. 采用瑞士

Roche公司的定量分析系统进行相对定量, 用
GAPDH的Ct值与VEGF基因Ct值的比值代表该

基因在每份样本中的相对含量. 
1.2.2 Western blot检测VEGF的蛋白的表达 收集

细胞, 细胞裂解液裂解细胞, 制备总蛋白, 使最

终上样总蛋白为40 μg, 进行100 g/L SDS-PAGE
蛋白电泳(100 V恒压电泳2-2.5 h), 电泳完毕后

以湿转移的方法(288 mA, 88 min)将分离的蛋

白条带转移至硝酸纤维素膜上. 将转膜后的胶用

考马斯亮蓝染液37℃染色并观察转膜效率. 使用

50 g/L脱脂牛奶37℃封闭孵育1 h, 加入1∶200
稀释的VEGF多抗, 4℃摇动下过夜, 洗膜, 加入

含1∶2000稀释的过氧化物酶联二抗, 37℃摇动

孵育2 h, 洗膜, 用ECL化学发光法显影. 以小鼠

抗人β-actin抗体作为一抗进行Western blot检测, 
作为判断结果的内参照. 显影之后根据Western 
blot彩色标准电泳指示条带(marker)中的位置, 
分析所测电泳条带的性质. 电泳条带经Image J
软件处理, 进行各实验组条带与对照组条带面

积灰度值分析, 目的条带与内参照条带的比值

代表目的蛋白的表达水平.
统计学处理 应用SPSS 10.0软件包分析处

理, 数据用以mean±SD表示, 两组数据比较采用

■研发前沿
COX-2, PGE2在
肿瘤血管生成作
用机制的研究成
了肿瘤研究领域
一个热点. VEGF
是 肿 瘤 血 管 形
成的关键驱动因
子 ,  和 肿 瘤 的 发
生、发展密切相
关. COX-2诱导肿
瘤血管生成的机
制之一可能是通
过其催化合成的
PGE 2上调VEGF
等血管生成因子
有关.
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t检验. P <0.05有统计学意义.

2  结果

2.1 Real-Time PCR结果 Real-Time PCR扩增产物

的电泳结果显示: VEGF片段长度在100-250 bp
之间, GAPDH片段长度在250-500 bp之间, 符
合设计的长度(图1A). 经PGE2作用3 h, VEGF 
mRNA目的条带灰度随PGE2浓度的增高而逐渐

增强. 用内参照条带与目的基因条带的比值进

行分析, 结果显示VEGF mRNA的表达在PGE2浓

度为0.1 µmol/L, 1 µmol/L, 5 µmol/L, 10 µmol/
L处理组与对照组之间的差异均有统计学意义

(0.67±0.093 vs  0.42±0.10, P <0.05; 0.74±0.13, 
0.87±0.07, 1.49±0.15 vs  0.42±0.10, P <0.01), 
说明经PGE2作用3 h, VEGF mRNA表达呈剂量

依赖性增加, PGE2在转录水平影响VEGF的表达

(图1B). 
2.2 Western blot结果 胃癌MKN28细胞中可检测

到较弱的VEGF蛋白水平表达, 经PGE2作用3 h, 
VEGF蛋白条带灰度逐渐增强, 用目的条带与内

参照条带的比值代表目的蛋白的表达水平进行

分析, 结果显示VEGF蛋白表达量与PGE2浓度存

在正相关(图2). VEGF蛋白表达在PGE2浓度为

1 μmol/L, 5 μmol/L, 10 μmol/L组与对照组之

间的差异均有统计学意义(51.02±2.16 vs  26.87
±3.98 P <0.05; 66.69±9.85, 136.49±6.89 vs  
26.87±3.98, P <0.01), PGE2浓度为0.1 μmol/L时, 
VEGF蛋白表达量也增加, 但无统计学意义.

3  讨论

胃癌在我国是高发的恶性肿瘤之一, 其死亡率

在所有恶性肿瘤中居第一位, 严重危害人民身

体健康. 近年来通过对COX-2在胃癌组织中表达

的检测以及流行病学、细胞学实验、动物学实

验等大量的研究已证实, COX-2与胃癌的发生

和进展高度相关, COX-2在胃癌中呈高表达, 而
且其表达水平和淋巴结转移、肿瘤分期存在高

度的相关性[5]. 已有的研究结果提示COX-2催化

合成的前列腺素(PG)如前列腺素E2 (PGE2)有促

进癌症发生、发展的作用[4,6], 同时COX-2抑制

剂通过减少PG的生成而具有防治胃癌、结肠癌

等实体瘤的作用[7-8], 但确切机制不详. 近年来研

究观察到PGE2具有促进肿瘤血管生成的作用, 
而COX-2抑制剂可抑制肿瘤血管的生成[9], 因而

对PGE2在肿瘤血管生成中作用机制的研究成了

肿瘤研究领域一个热点[10]. 在癌症发生、发展

的各个阶段均有血管新生过程. 癌细胞来源的

生长因子通过旁分泌途径刺激局部内皮细胞增

殖形成血管芽, 并向分泌这些生长因子的部位

(肿瘤)生长[11]. 肿瘤组织内的新生血管越丰富, 
肿瘤细胞生长越快、越容易发生血行转移. 因
此, 新生血管的形成在肿瘤的发生、发展过程

中起着极其重要的作用. 目前常采用微血管密

图  1  不同浓度的PGE2作用MKN28细胞的Real-Time PCR结
果. A: 电泳图; B: PGE2呈剂量依赖性促进VEGF mRNA的转

录. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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图  2  不同浓度的PGE2作用MKN28细胞的Western blot检测. 
A: Western blot结果; B: PGE2呈剂量依赖性促进VEGF蛋白

的表达, aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
本 研 究 以 胃 癌
MKN28细胞株作
为研究对象, 首次
证实PGE2对胃癌
细胞VEGFmRNA
转录、蛋白表达
水平的影响, 国内
尚缺乏这方面的
报道.
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度(microvessel density, MVD)来定量评估肿瘤

的新生血管. 不少研究发现, 随着肿瘤MVD的增

加, 肿瘤侵袭转移等恶性潜能也明显增加[12-13]. 
启动肿瘤血管新生的因子众多, 目前已知的血

管生成促进因子包括VEGF、血小板源生长因

子、转化生长因子、表皮细胞生长因子等. 其
中VEGF是第1个确定性状特点的血管特异生长

因子, 是最重要的血管形成促进因子, 在创伤和

大多数肿瘤(包括实体瘤和血液系统瘤)的生长

过程中高度表达, 为肿瘤细胞的生长和新生血

管网的建立提供营养, 并与肿瘤的转移、预后

相关[14].
在胃癌的发生、发展过程中, 同样涉及到

肿瘤新生血管的形成 ,  并与患者的预后密切

相关. 研究[15-17]发现在胃癌组织中COX-2的表

达、P G E2的含量和M V D存在高度的相关性, 
COX-2表达与VEGF表达也显著相关, COX-2与
VEGF-C表达水平并与淋巴结转移相关. 我们认

为COX-2促肿瘤血管形成可能是通过PGE2促进

胃癌组织VEGF等相关基因表达来实现的. PGE2

可刺激实体肿瘤中新生血管的产生, 从而促进

肿瘤生长, 增加肿瘤转移的机率. 研究者在细胞

水平上已证明PGE2可促进小鼠巨噬细胞和结肠

癌细胞的VEGF表达增加[18-19]. Huang et al [20]也

证实, COX-2质粒转染可增加HIF-1a (hypoxia-
inducible factor-1a)及VEGF在胃癌AGS细胞

株中表达, 从而增加胃癌细胞向远处转移的机

率, 选择性COX-2抑制剂NS398可以通过抑制

C O X-2酶活性, 减少P G E2产生而抑制这一过

程. 本项研究检测了人胃癌MKN28细胞VEGF 
mRNA转录、蛋白表达的水平以及PGE2对胃癌

MKN28细胞VEGF表达的影响. 研究结果显示, 
PGE2可正向调节胃癌MKN28细胞VEGF mRNA
转录水平及VEGF蛋白表达. Real-Time PCR结果

显示, 随PGE2作用浓度的增加, VEGF mRNA转

录水平也明显增加. Western blot实验结果进一

步显示, PGE2作用后, VEGF蛋白表达水平明显

增加, 且蛋白表达水平与PGE2浓度呈正相关. 提
示PGE2可以通过增加VEGF表达, 促进肿瘤新生

血管的生成, 进一步增加肿瘤转移的机率.
由此可见 ,  在肿瘤的转移和侵袭过程中 , 

COX-2/PGE2增加肿瘤细胞中的VEGF表达是其

中重要的一环. COX-2/PGE2可通过增加VEGF
表达, 增加实体肿瘤中MVD, 扩大肿瘤组织的营

养来源, 给肿瘤细胞提供充足的营养条件, 进而

促进肿瘤细胞增殖; 高表达的VEGF还可刺激局

部血管或淋巴管增殖, 增加肿瘤细胞转移的机

率. 这可能是COX-2诱导肿瘤血管生成的机制之

一, 提示COX-2抑制剂可抑制VEGF表达和肿瘤

血管生成, 这为临床应用COX-2抑制剂抗胃癌血

管生成提供了理论依据. 
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■同行评价
本课题以胃癌细
胞株为研究对象, 
研究前列腺素E 2

对其VEGF转录及
表达的影响, 实验
设计合理, 方法学
可靠, 结果显示前
列腺素E 2能增加
VEGF转录及表达
水平, 且与剂量正
相关, 对于进一步
阐明COX在胃癌
发生、发展中的
作用具有一定意
义.
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中国中西医结合学会第九次全国中西医结合
影像学术交流大会

本刊讯 兹定于2007-05-10/14, 在泰安市泰山饭店召开中国中西医结合学会影像学专业委员会第九次学术会

议暨全国中西医结合影像诊断与研究学习班. 欢迎相关领域研究人员、医师与会交流经验. 现将有关征文事项

通知如下:

1 征文内容及类别

大会征集内容包括: (1)中西医结合影像学的基础与临床应用研究; (2)影像学(包括X线、CT、MRI、USG及核

素等)的临床应用; (3)介入技术的临床应用; (4)其他传统医学, 如针灸等方面的影像学研究及有关信息的交流; 

(5)影像学最新进展介绍及有关信息的发布. 文章内容可涉及: 有创新意义的实验研究、临床论著、综述、技

术交流、经验介绍及临床病例报告、短篇、个案等.

2 征文要求

来稿请寄3000字左右全文及300字左右摘要各一份, 统一用A4纸打印并附3.5寸Word文档软盘(发E-mail者可不

交软盘). 软盘文件名或E-mail的主题请注明“中西医影像学术会议征文”; 来稿必须附单位介绍信, 注明论文

作者署名无争议、不涉及保密、无一稿多投. 已在全国公开发行的刊物上发表的论文不再采用; 稿件请自留底

稿, 概不退稿.

3 联系方式及截止日期

山东省济南市文化西路42号《中国中西医结合影像学杂志》编辑部. 邮编: 250011; 电话: 0531-82950414-6689; 

E-mail: yxbjb@163.com; 1jb@sdzydfy.com. 2006-12-30截止收稿, 以当地邮戳为准.

    

4 其他

大会同期将举办国家级继续教育项目: 中国中西医结合影像学诊断与研究学习班. 届时将邀请国内知名专家前

来讲学, 并授予国家级继续教育学分.


