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Abstract
AIM: To study the effect of small interfering 
RNA (siRNA) on the gene expression of vascular 
endothelial growth factor (VEGF) as well as the 
proliferation of gastric cancer cell line SGC-7901.

METHODS: Two groups of siRNA were de-
signed targeting VEGF mRNA and finally 
obtained by in vitro transcription. Then the 
obtained siRNA was transfected into cultured 
human gastric cancer cell line SGC-7901 by Li-
pofectamine. Hoechst33258 staining was used 
to observe the apoptotic bodies in the cells, and 
flow cytometry was used to detect the change 
of cell cycles. The level of VEGF mRNA expres-
sion was analyzed by reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) and the se-
cretion of VEGF protein in the supernatant was 
examined by enzyme-linked immunosorbent as-

say (ELISA).

RESULTS: Both groups of VEGF-targeted siR-
NA inhibited the proliferation of SGC-7901 cells 
and induced cell apoptosis effectively and after 
transfection. The percentage of G0/G1 phase 
cells was significantly increased in siRNA1- and 
siRNA2-transfected cells in comparison with that 
in the control cells (75.04%, 76.52% vs 58.37%, 
P < 0.01), but the percentage of S phase cells 
was significantly decreased (17.82%, 16.73% vs 
39.52%, P < 0.01). The level of VEGF mRNA ex-
pression was significantly inhibited in siRNA1- 
and siRNA2-transfected cells as compared with 
that in the controls (0.638 ± 0.078, 0.656 ± 0.085 
vs 0.941 ± 0.046, P < 0.01), and the secretion of 
VEGF protein was also notably decreased in 
both siRNA-transfected cells (164.7 ± 22.7, 166.3 
± 26.6 vs 414.0 ± 61.5, P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF-targeted siRNA can ef-
fectively inhibit the proliferation of human gas-
tric cancer cell line SGC-7901.
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ference; Vascular endothelial growth factor
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摘要
目的: 研究siRNA(small interfering RNA)对人
胃腺癌细胞SGC-7901的VEGF基因表达的
影响. 

方法: 选择血管内皮生长因子(VEGF)基因为
靶基因, 设计两组针对VEGF mRNA的小干
扰RNA, 合成DNA寡核苷酸链, 体外转录合
成siRNA. 以人胃腺癌细胞系SGC-7901为靶
细胞, 应用脂质体转染的方法, 将siRNA导入
细胞. 采用Hoechst33258染色观察siRNA作用
于SGC-7901细胞中出现凋亡小体的情况, 流
式细胞仪检测细胞周期的改变, RT-PCR法比
较转染前后VEGF mRNA表达水平的变化, 
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■背景资料
胃癌是我国最常
见的消化道肿瘤, 
其死亡率位于恶
性肿瘤前列, 探索
其治疗方法具有
重要应用价值.



ELISA法检测细胞培养液中VEGF蛋白分泌量
的变化. 

结果: 两组s i R N A转染后均能有效地抑制
SGC-7901细胞的生长, 诱导细胞凋亡产生凋
亡小体. siRNA作用于SGC-7901细胞, 其细胞
周期均发生了明显的变化, 主要表现为G0/G1

期细胞增多, S期细胞减少, 并使细胞周期阻
滞于G0/G1期(siRNA1组, siRNA2组G0/G1期 vs  
对照组G0/G1期: 75.04%, 76.52% vs  58.37%, 
P <0.01; siRNA1组, siRNA2组S期 vs  对照组S
期: 17.82%, 16.73% vs  39.52%, P <0.01), 而其
他组则无明显变化. VEGF mRNA的表达量
大幅度减少(siRNA1组, siRNA2组 vs 对照组: 
0.638±0.078, 0.656±0.085 vs  0.941±0.046, 
P <0.01), 相对应的VEGF蛋白水平也显著降
低(164.7±22.7, 166.3±26.6 vs  414.0±61.5, 
P<0.01), 而其他组siRNA转染后则无上述作用.

结论: 应用靶向VEGF基因RNA干扰技术可以
有效抑制胃癌细胞SGC-7901的增殖.
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0  引言

胃癌是我国最常见的消化道肿瘤, 其死亡率居

各种恶性肿瘤之首[1-3]. 探索治疗胃腺癌的新方

法具有重要的临床价值. 肿瘤的基因治疗中抗

血管生成疗法成为近年来较为引人注目的一

种.  肿瘤血管的形成受多种因子调节, 其中最重

要的是血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF). VEGF基因位于染色体

的6p21.3, 全长28 kb, 编码VEGF的基因长约

14 kb, 由8个外显子和7个内含子交替构成. 其
mRNA的不同剪接产生5种异构体, 即VEGF121, 
145, 165, 189及206[4]. 大量研究发现, VEGF在
胃腺癌组织中高表达, 其中VEGF165表达较高[5-7]. 
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是将双链

RNA寡核苷酸片段(dsRNA)导入细胞引起特异

基因mRNA降解的一种细胞反应过程[8-9]. 一般

使用19-23 bp的dsRNA可特异性地发挥RNAi作
用[10]. 通过抑制VEGF的表达抑制肿瘤微血管形

成是当前抗肿瘤研究的热点[11]. RNAi作为生命
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科学领域的新技术, 其应用非常广泛, 从单细胞

生物一直到人, 作为基因表达干预的理想方法可

应用于病毒和肿瘤的基因治疗[12-13]. 目前已成功

用于基因功能和信号传递系统上下游分子相互

关系的研究, 有可能成为继反义核酸、核酶之后

的又一新手段[14]. 我们利用设计的针对VEGF基
因的两组siRNA(19-23 bp), 研究对人胃腺癌细

胞系SGC-7901 VEGF基因表达的抑制作用, 探
讨RNAi在肿瘤基因治疗中的应用前景. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株SGC-7901购自中国

医学科学院基础医学研究所; LipofectamineTM 
2000、Trizol Reagent、RPMI 1640培养基等

购自Invitrogen; T7 RiboMAXTM Express RNAi 
System试剂盒、Access RT-PCR Introductory 
System购自Promega; 人VEGF ELISA Kit购自

武汉博士德生物工程有限公司. 从GenBank中
获取已知的人VEGF mRNA序列(ACCESSION: 
AB021221). 采用Promega在线siRNA设计工具, 设
计两组siRNA序列(每组中第1条链为编码链, 第
2条为模板链)和错义序列组SCR序列[15-16](与第

2组s iRNA序列有相同的GC组成, 但是和人的

mRNA没有同源性, 以此作阴性对照), 模板链

的5'端带有T7启动子. 体外转录出来的s iRNA
分别标记为s iRNA1、s iRNA2和s iRNA SCR. 1: 
5'-GAUCAAACCUCACCAAGGCUU-3'; 5'-GC
CUUGGUGAGGUUUGAUCUU-3'. 2: 5'-GGAG
UACCCUGAUGAGAUCUU-3'; 5'-GAUCUCA
UCAGGGUACUCCUU-3'. 3(SCR组): 5'-GCGU
AACGCGGGAAUUUACUU-3'; 5'-GUAAAUU 
CCCGCGUUACGCUU-3'. 目前干扰用siRNA
的获得及高通量、大范围的应用仍以体外转录

法为主[20-21], 具体参照Promega T7 Ribo MAXTM 
Express RNAi System试剂盒方案. SGC-7901细
胞用含100 mL/L新生牛血清的RPMI 1640培养

基, 于37℃ 50 mL/L CO2条件下培养.
1.2 方法 

1.2.1 细胞的凋亡 取对数生长期的SGC-7901细
胞, 配制6×107/L起始浓度的细胞悬液加到24孔
板, 同时加入多聚赖氨酸包被的盖玻片, 24 h后
弃上清, siRNA1, siRNA2, siRNASCR采用脂质体

包裹转染的方法(200 nmol/L)转染48 h后, 吸净

培养液, 加入多聚甲醛固定1 h, 去固定液, PBS
洗3遍, 再加入10 mg/L的Hoechst33258(0.5 mL/
孔 )避光染色10  m i n ,  用封片液 (500  m L/L 
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■研发前沿
肿瘤的生长与血
管的快速生长密
切相关. 肿瘤血管
的形成受多种因
子调节, 其中最重
要的是血管内皮
生长因子(vascular 
endothelial growth 
factor, VEGF). 在
胃 腺 癌 组 织 中
VEGF165高表达. 
如 何 抑 制 V E G F 
165表达, 已成为
防治胃癌的热点. 
R N A 干 扰 ( R N A  
interference, RN-
A i ) 是 近 几 年 刚
刚发现的自然现
象 ,  一 小 段 双 链
RNA(dsRNA)可
引起特定mRNA
降解.



PBS+500 mL/L甘油)封片, 荧光显微镜观察. 各
组细胞以1.5×105/L起始密度接种于25 cm2培

养瓶, 同样方法转染后继续培养48 h, 胰酶消化

离心收集并悬于PBS中, 4℃ 700 mL/L的乙醇

固定30 min, 用含RNase及碘化丙锭(propidium 
iodide, PI)的染色液染色30 min. 根据流式细胞

仪(EPICS-ELITE-ESP)进行细胞周期分析, 每个

样本约检测11 000个细胞, 得出各期细胞数占细

胞总数的百分率. 
1.2.2 V E G F基因表达分析  转染24 h后收获

细胞 ,  用总R N A提取试剂盒Tr i z o l提取各组

细胞总R N A. 取1 µ g总R N A进行RT-P C R扩

增VEGF mRNA的部分片段. 上游引物: 5'-A
ATCGAGACCCTGGTGGACA-3', 下游引物: 
5'-TTAACTCAAGCTGCCTCGCC-3'; 内参照

基因GAPDH(甘油醛-3-磷酸脱氢酶)引物: 上
游: 5'-CGTGGAAGGACTCATGACCA-3', 下游: 
5'-TCCAGGGGTCTTACTCCTTG-3'. 反应体系

体积为50 µL, 按照Promega“Access RT-PCR 
Introductory System”试剂盒方案: 45℃, 45 min
进行反转录反应; PCR反应条件为94℃, 2 min, 
AMV反转录酶灭活和RNA/cDNA引物预变性; 
94℃ 30 s, 52.5℃ 1 min, 68℃ 2 min, 40个循环, 
最后68℃延伸7 min. RT-PCR产物进行20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 凝胶紫外摄像系统中照相, 并运
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用天能分析软件对条带进行光密度扫描, 检测

各组VEGF mRNA RT-PCR产物与其对应的内参

GAPDH mRNA RT-PCR产物A值, 然后对A VEGF/
A GAPDH的比值进行统计分析. 另收取转染24 h后
细胞上清用于检测VEGF蛋白分泌量. 严格按试

剂盒说明操作, 将不同浓度的VEGF标准品(7.8, 
15.6, 31.2, 62.5, 125, 250, 500, 1 000 ng/L)以及

不同组细胞上清液于Rayto2100C酶标仪中检测

450 nm吸光度值. 读板后仪器自动绘制标准曲

线并计算出各待测样本的VEGF定量值.
统计学处理  数据以mean±SD表示, 采用单

因素方差分析, 用SPSS 11.5统计软件进行统计

处理.

2  结果

2.1 细胞凋亡 S G C-7901细胞的D N A结合了

Hoechst33258之后, 紫外光激发式发射明显的蓝

色荧光. siRNA组的细胞核出现典型的凋亡形态

学改变, 凋亡细胞的主要特征为核染色质致密

深染, 形成致密质块, 有时可碎裂, 产生凋亡小

体[17]. 空白对照组、脂质体组、错义序列组的

细胞没有出现这些细胞和染色质的形态学改变

(图1). 
2.2 细胞周期 流式细胞仪检测细胞周期变化见

表1. siRNA作用的细胞G0/G1期(细胞静止期和

DNA合成前期)比例升高, S期和G2/M期(DNA合

成期与有丝分裂期)比例降低, 错义序列组、脂

质体组无此变化, 证明siRNA对SGC-7901细胞

生长有抑制作用.
2.3 SGC-7901细胞VEGF表达 转染24 h后VEGF 
mRNA表达水平可见到明显变化, siRNA1组和

siRNA2组较正常对照组、脂质体组和错义序列

组VEGF mRNA表达水平明显降低, 说明发挥了

特异的RNAi作用, 这与细胞增殖实验结果相符

(图2, 表2). siRNA1和siRNA2组的VEGF分泌含量
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u检验, bP<0.01 vs 对照组.

    

表  1  SGC-7901细胞周期变化 (%)

分组	                  G0/G1期	          S期                G2/M期

siRNA1组	                  75.04b	       17.82b	              7.14

siRNA2组	                  76.52b	       16.73b	              6.75

错义序列组	  58.23	       41.34	              0.43

脂质体组	                  58.76	       40.18	              1.06

空白对照组	  58.37	       39.52	              2.11

■创新盘点
本研究所选靶基
因为血管内皮生
长因子基因, 不是
一般癌基因; 利用
DNA模板体外转
录法合成小RNA, 
纯度高, 无其他化
学试剂.

■应用要点
本实验设计针对
VEGF mRNA的
两组siRNA, 抑制
人胃腺癌细胞系
SGC-7901VEGF
基因的表达, 研究
RNAi在肿瘤基因
治疗中的应用前
景.

图  1  SGC-7901细胞凋亡形态. A: 脂质体对照组; B: siRNA1转染组SGC-7901细胞Hoechst染色.

BA
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明显低于脂质体对照细胞组等其他3组, siRNA1

和siRNA2组与脂质体对照组比较均有统计学意

义(表2).

3  讨论

肿瘤(neoplasm)是一种常见多发病. 近年来, 我
国胃腺癌的发病率逐年增高, 但至今仍无有效

疗法. 新生血管过度生长是肿瘤快速生长和转

移的重要基础. 抑制新生血管生长是防治恶性

肿瘤的一条重要途径. 实体瘤的生长需要血管

生成来输送营养和氧. 实验发现, 肿瘤细胞集

落一旦发生血管化, 肿瘤将以几何数量级倍增. 
此外, 还有其他多种病理过程与血管过度增生

有关. 如: 慢性感染、特异性免疫反应等. 血管

生成与动脉粥样硬化、关节炎、视网膜增生

及内皮细胞恶变(如血管瘤)等也密切相关. 因
而, 抑制新生血管生长是治疗上述疾病, 尤其

是防治恶性肿瘤的一条重要途径. 目前已有一

些血管生成抑制药物, 如某些激素和氨甲喋呤

(methotrexate)等, 但大部分都由于毒性太大不

能用于临床[12], 寻找新的高效无毒的血管生成

抑制方法, 已引起人们的重视. 大量研究发现, 
VEGF基因在胃腺癌组织中高表达, 在血管生成

中起着关键的作用. 而RNAi技术为基因表达干

预的理想方法, 通过导入一段与内源基因同源

的dsRNA序列, 可以高效、特异地降解有关基

因的mRNA, 诱使细胞表现出特定基因缺失的

表型[18]. 从而从基因水平抑制VEGF基因的表达, 
达到减低甚至阻止VEGF分泌的效果; Spankuch-
Schmitt et al [19]在乳腺癌细胞系、子宫颈癌细胞

系、结肠癌细胞系等细胞中进行了成功的RNA
干扰实验, 并观察到癌细胞增殖明显减少, 凋亡

显著增加. 同时, RNAi具有特异、高效、毒性小

的特点, 在肿瘤的基因治疗中具有良好的应用

前景[16,12]. 若能联合上述作用, 必将极大增强多

种恶性肿瘤的治疗效果. 利用RNAi基因干预技

术, 阻止血管生成和淋巴管生成防治癌症的研

究, 目前还没有人报道[20-21].
我们以人胃腺癌细胞系S G C-7901为对

象, 利用分子生物学技术, 设计、体外转录针

对VEGF基因的两组s iRNA, 转染体外培养的

SGC-7901细胞, 遏制VEGF基因的表达, 研究胃

腺癌的防治方法. 结果表明, 从mRNA转录到蛋

白质表达, siRNA都对VEGF基因的表达具有明

显的抑制效果, 并抑制了胃腺癌细胞SGC-7901
的增殖 .  在胃腺癌的抗血管生成基因治疗中

VEGF可以成为有效的靶位点. 实验所用体外转

录试剂盒所转录出来的siRNA纯度高, 可直接应

用于体外培养细胞的转染. 脂质体带正电, 可以

靠静电作用结合RNA形成RNA-阳离子脂质体

复合物, 同时又吸附在带负电的细胞膜表面. 因
此, 脂质体转染法在短期应用的基因治疗中具

有明显优点[16,22-23].
总之, 我们的结果为RNAi应用于肿瘤的基

因治疗提供了一些实验基础. 验证了应用RNA 
干扰技术可以有效抑制肿瘤相关基因的表达, 
从而抑制瘤细胞的增殖、防治肿瘤的基因治疗

思路, 为下一步动物实验打下了基础. 当然, 针
对VEGF的RNAi技术临床应用于胃腺癌治疗尚

需要进一步的细胞实验以及动物实验. 
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图  2  转染siRNA后SGC-7901细胞VEGF mRNA表达水平. 1: 

DNA marker; 2: siRNA1组; 3: siRNA2组; 4: 正常对照组; 5: 

脂质体组; 6: 错义序列SCR组.
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第十一届全国普通外科学术会议征文通知

本刊讯 中华普通外科杂志编辑部将于2006-07下旬在内蒙古呼和浩特市召开“第十一届全国普通外科学术会

议”. 本次会议将围绕普通外科手术并发症与外科再手术的主题就普通外科临床与基础研究、外科并发症、

以及外科再手术等问题进行研讨. 会议邀请国内外著名外科专家, 对热点问题做专题演讲, 参会代表进行学术

交流, 经验介绍、开展讨论. 

1 征文内容

征文内容: (1)腹部外科手术并发症和外科再手术经验; (2)普通外科的新进展、新诊断、新技术、新方法、新

手术、新经验; (3)临床研究、基础研究、实验研究; 手术适应证、禁忌证问题; (4)腹腔镜手术; (5)肿瘤的放化

疗; (6)手术并发症和再手术的营养支持; (7)手术并发症和再手术的护理等. 

2 征稿要求

征稿要求包括: (1)请将未公开发表的论文全文以及800字以内的中文摘要各1份, 并附拷贝软盘, 寄到100034, 

北京西城区阜内大街133号 齐老师 收, 联系电话: 010-66168321转3126, 010-66164704. (2)来稿请注明单位、作

者姓名、邮编及联系电话(请自留底稿, 恕不退稿), 请在信封左下角注明“普外会议征文”字样. 参会代表将

获得国家级继续医学教育一类学分. (3)截稿日期2006-06-30. 


