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Abstract
AIM: To amplify and purify the recombinant 
adenovirus vector carrying vascular endothelial 
growth factor 165 (Ad-VEGF165), and to investi-
gate its effect of on the expression of VEGF 
receptor-2 (VEGFR-2) and the proliferation of 
human gastric adenocarcinoma cell line BGC-823 
in vitro.

METHODS: The adenoviruses were packaged 
and amplified in human embryonic kidney 293 
cells. Then human gastric adenocarcinoma cell 
line BGC-823 was transfected with the resultant 

adenoviruses. The proliferation and expression 
of VEGFR-2 were measured by MTT assay and 
immunocytochemistry, respectively.

RESULTS: The recombinant adenovirus vector 
carrying VEGF165 or GFP (control virus) was am-
plified and purified successfully. The viral titer 
of VEGF165 or GFP was 3.2 × 1013 and 2.0 × 1013 
pfu/L, respectively. The transfection rate almost 
reached 100% in BGC-823 cells when the multi-
plicity of infection (MOI) was 20. The prolifera-
tion of BGC-823 cells (shown by absorbency) 
transfected with Ad-VEGF165 was significantly 
higher than that of the cells transfected with Ad-
GFP (24 h: 0.960 ± 0.01 vs 0.737 ± 0.01, P < 0.01; 
48 h: 1.321 ± 0.03 vs 0.981 ± 0.02, P < 0.01; 72 h: 
1.663 ± 0.03 vs 1.207 ± 0.01, P < 0.01) or the con-
trolled cells (24 h: 0.960 ± 0.01 vs 0.724 ± 0.03, P 
< 0.01; 48 h: 1.321 ± 0.03 vs 0.968 ± 0.01, P < 0.01; 
72 h: 1.663 ± 0.03 vs 1.185 ± 0.02, P < 0.01). More-
over, the expression of VEGFR-2 was expressed 
was markedly higher in BGC-823 cells trans-
fected with Ad-VEGF165 than that in Ad-GFP-
transfected cells (62.5% vs 37.6%, P < 0.01) and 
the controlled cells (62.5% vs 34.1%, P < 0.01).

CONCLUSION: VEGF can promote the pro-
liferation and increase VEGFR-2 expression of 
BGC-823 cells in vitro.
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摘要
目的: 将已构建的重组腺病毒A d-V E G F165

进行扩增和纯化并观察其对人胃腺癌细胞
(BGC-823)在体外生长及其受体表达的影响. 

方法:  以人胚肾293细胞对重组腺病毒A d-

®

■背景资料
恶性肿瘤严重地
威胁着人类健康
和 生 命 ,  他 在 体
内的生长依赖于
血 管 的 形 成 ,  而
血管内皮生长因
子(VEGF)在迄今
所发现的促血管
生成因子中作用
是最强的, 故针对
这方面的治疗已
成为治疗肿瘤的
的 另 一 希 望 .  该
基因虽已发现多
年, 但并未对其完
全认识, 近年认为
VEGF的促肿瘤生
长作用除了通过
促血管生成作用
外对某些肿瘤细
胞也有直接的促
增殖作用, 但研究
显示不同的肿瘤
细胞VEGF受体种
类及表达程度不
同. 为此, 本文研
究了人血管内皮
生长因子对胃癌
细胞BGC-823在
体外生长的影响
及对其受体表达
的影响. 
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VEGF165和对照病毒Ad-GFP进行包装、扩增
后感染BGC-823细胞, 应用MTT比色法分析
VEGF165对该种细胞体外生长的影响, 并以免
疫细胞化学方法检测该种细胞VEGFR-2的表
达情况. 

结果: 成功扩增及纯化了重组腺病毒A d-
VEGF165及对照病毒Ad-GFP, 获得约3.2×1013 
pfu/L滴度的重组腺病毒和2.0×1013 pfu/L滴
度的对照病毒. 当感染复数(MOI)为20时转
导率即接近100%而无明显细胞中毒现象 . 
MTT结果显示Ad-VEGF165组吸光度明显高
于Ad-GFP组(24 h: 0.960±0.01 vs  0.737±
0.01, P <0.01; 48 h: 1.321±0.03 vs  0.981±0.02, 
P <0.01; 72 h: 1.663±0.03 vs  1.207±0.01, 
P <0.01)及对照组(24 h: 0.960±0.01 vs  0.724
±0.03, P <0.01; 48 h: 1.321±0.03 vs  0.968±
0.01, P <0.01; 72 h: 1.663±0.03 vs  1.185±
0.02, P <0.01). 另外, 在该细胞株上检测到了
VEGFR-2的表达, 且在Ad-VEGF165组其表达
明显高于Ad-GFP组(62.5% vs  37.6%, P <0.01)
和对照组(62.5% vs  34.1%, P <0.01).

结论: VEGF对胃癌细胞有直接的促生长作
用, 并可上调其主要受体VEGFR-2的表达水
平, 从而进一步证实了VEGF对胃癌细胞的自
分泌作用.

关键词: 腺病毒; 血管内皮生长因子; 胃癌; 增殖; 

VEGFR-2 
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0  引言

目前已知肿瘤的生长依赖于血管的形成, 而新

生血管的形成是由于促血管生成因子增多所致, 
在这些因素中血管内皮生长因子(VEGF)作用最

强, 并且研究最多[1-3]. 但以往认为VEGF对肿瘤

的促生长作用是通过VEGF与血管内皮细胞上

的受体结合, 促进其增殖、迁移并增加血管通

透性而实现的. 而近年来发现在很多种肿瘤细

胞上存在有VEGF受体, 因而可介导VEGF对肿

瘤细胞的自分泌作用, 促进其增殖. 因此, 我们

利用复制缺陷型腺病毒作载体将VEGF165基因

导入体外培养的胃癌细胞株BGC-823, 以观察其

对胃癌细胞体外生长的影响, 以及对VEGF主要

受体VEGFR-2表达的影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株BGC-823购自于中

科院; 293细胞购自Microbix Biosystems公司;
复制缺陷型腺病毒重组体及对照病毒由南京

医科大学第一附属医院构建 [4]并赠送. Pac Ⅰ, 
LipofectAmine 2000试剂盒分别购自NEB公司和

Gibco公司, 氯化铯(CsCl)为Sigma公司生产, 透
析袋购自Spectrum公司. VEGFR-2一抗和免疫

组化试剂盒均购自武汉博士德公司. 293细胞和

BGC-823细胞都以100 mL/L胎牛血清、100 kU/L
青霉素及0.1 g/L链霉素的RPMI1640为培养液

在37℃、50 mL/L CO2孵箱中进行常规培养, 以
2.5 g/L胰蛋白酶消化后进行传代.
1.2 方法

1.2.1 Ad-VEGF165的包装、扩增及纯化 取对数生

长期的293细胞, 以细胞密度为5×108个/L的细

胞悬液10 mL接种于100 mm直径的培养皿中, 当
细胞70%贴壁时, 吸去原培养液, 改无血清无抗

生素的RPMI1640培养, 将以PacⅠ酶切回收的线

性化的Ad-VEGF165 1 μg通过Lipofectamine2000
共转染至293细胞 .  观察出现细胞病理反应

(CPE)后收取细胞上清, 再以首次感染的病毒上

清液转染更多的293细胞, 在37℃, 50 mL/L CO2

孵箱中培养3 d后再收集293细胞, 将其于-80℃
至37℃反复冻融3次, 收集细胞裂解液, 最后以

氯化铯梯度超速离心进行纯化.
1.2.2 Ad-VEGF165滴度的测定 采用组织培养半

数感染剂量法(TCID50)测定Ad-VEGF165的滴度. 
以1×104个/孔接种293细胞于96孔板, 待细胞密

度约90%后, 倍比稀释病毒上清、分别以不同稀

释浓度100 μL病毒溶液转染细胞, 以20 mL/L胎
牛血清的培养基培养10 d后倒置显微镜下观察, 
计算每一排中出现CPE的孔数, 根据Karbers公
式计算病毒滴度. 同样方法对对照病毒Ad-GFP
进行包装、扩增、纯化及滴度测定． 
1.2.3 腺病毒体外转导效率的测定 BGC-823细胞

以1×104个/孔接种于96孔板培养至60%-70%细

胞贴壁时, 加入不同感染复数(MOI = 10, 20, 30, 
50, 100)的Ad-GFP稀释液100 μL感染细胞, 8 h后
换含100 mL/L胎牛血清的RPMI1640培养液继

续培养, 48 h后在荧光显微镜下计数, 计算表达

GFP的细胞数占视野中所有细胞的百分数, 取均

值代表转导效率．

1.2.4 MTT法测定VEGF165的转导对BGC-823
细胞增殖的影响  实验分空白对照组(A组)、
对照组(B组)、Ad-GFP(C组)、Ad-VEGF165(D

■研发前沿
近年来在多种肿
瘤细胞上发现有
V E G F 受 体 的 表
达, 证实了VEGF
的 自 分 泌 作 用 , 
说 明 如 果 阻 断
VEGF, 不仅抑制
了肿瘤的血管形
成, 同时也对肿瘤
细胞生长有直接
的抑制作用. 但并
不是所有的肿瘤
细胞上均有受体
存在, 因而细胞有
无受体表达也可
作为估计抗VEGF
制剂的疗效的一
个预测性指标之
一.
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组)共四组, 每组设三个复孔. 取对数生长期的

B G C-823细胞, 以1×104个/孔接种细胞于96
孔培养板中的B, C, D组, A组只加培养液. 于
60%-70%细胞贴壁时对C, D两组予相应的无血

清无抗生素培养液稀释的病毒液100 μ L感染

(37℃; MOI: 20), 感染8 h后换RPMI1640全培养

液继续培养. 以感染当天为第0天, 分别于感染

后第1-3天测定每孔吸光度(A值), 以空白对照孔

的A值调零.
1.2.5 应用免疫细胞化学方法检测V E G F R-2
在B G C-823细胞中的表达  取对数生长期的

BGC-823细胞, 消化后计数并调整培养液用量, 
使细胞悬液终浓度为1.0×108/L, 接种至底部有

小玻片的6孔板中, 每孔2 mL细胞悬液, 置孵育

箱中培养. 次日, 细胞在小玻片上贴壁生长约

70%融合, 分别于两孔中加入Ad-GFP、两孔中

加入Ad-VEGF165(MOI: 20)的无血清无抗生素培

养液稀释的病毒液1 mL感染(37℃; MOI: 20), 感
染8 h后换RPMI1640全培养液继续培养. 两孔中

不加病毒作为对照组. 再于36 h后取出小玻片用

丙酮固定. PBS缓冲液冲洗, 3%双氧水灭活内源

性过氧化酶, 微波抗原热修复后正常山羊血清

封闭, 一抗冰箱过夜, 生物素标记的兔抗二抗工

作液、辣根酶标记链酶卵白素工作液各30 min, 
DAB显色, 复染核、脱水、透明, 中性树胶封片. 
用磷酸盐缓冲液(PBS)代替一抗作阴性对照, 已
知阳性片作阳性对照. 胞质或胞膜见棕黄色颗

粒为阳性. 在200倍显微镜下随机取5个视野细

胞计数, 细胞阳性表达率 = 阳性细胞数/总细胞

数×100%.
统计学处理 实验结果以均数±标准差表

示, 均数间比较采用t检验. 两个率之间的比较应

用χ2检验, 所有数据均采用SAS8.1统计软件进

行分析, P <0.05表示有显著差异.

2  结果

2.1 扩增、纯化后Ad-GFP及Ad-VEGF165 cDNA
的滴度 Ad-GFP的滴度为2.0×1013 pfu/L, Ad-
VEGF165 cDNA的滴度为3.2×1013 pfu/L.
2.2 腺病毒体外转导效率 随着MOI值的加大, 腺
病毒重组体对BGC-823细胞的感染效率逐渐增

加, 当MOI为20时, 其转导效率接近100%而无明

显细胞中毒现象(图1). 当MOI为50时, 其转导效

率虽为100%, 但细胞很快就变圆、脱落. 
2.3 MTT法测定VEGF165转染对BGC-823细胞增

殖的影响 Ad-GFP组和对照组比较: 24 h(t  = 2.13, 

P  = 0.1233), 48 h(t  = 1.08, P  = 0.3878), 72 h(t  = 
1.43, P  = 0.2267); Ad-VEGF165组和对照组比较: 
24 h(t  = 15.26, P <0.01), 48 h(t  = 23.48, P <0.01), 
72 h(t  = 23.23, P <0.01); Ad-VEGF165组和Ad-
GFP组比较: 24 h(t  = 24.98, P <0.01), 48 h(t  = 
12.86, P <0.01), 72 h(t  = 25.16, P <0.01). 结果说明

VEGF165能够促进BGC-823细胞的增殖. GFP对
BGC-823细胞的增殖没有影响(表1).
2 . 4  V E G F R - 2 在 B G C - 8 2 3 细 胞 中 的 表 达 
BGC-823细胞中有VEGFR-2的阳性表达, 且在

Ad-VEGF165组的阳性表达率明显高于对照组

和Ad-GFP组(图2). 对照组、Ad-GFP组及Ad-
VEGF165组三组阳性率分别为34.1%, 37.6%和

62.5%. Ad-GFP组和对照组比较: χ2 =1.048, P 
= 0.306; Ad-VEGF165组和Ad-GFP组比较: χ2 = 
12.83, P <0.01; Ad-VEGF165组和对照组比较: χ2 = 
22.29, P <0.01.

3  讨论

血管内皮生长因子(VEGF)基因的发现至今已

有十余年, 随着对其研究的深入, 仍不断有新的

认识. 目前认为, 在所有的已知实体肿瘤中均

有VEGF的表达上调[5-6], VEGF表达水平与肿瘤

大小、浸润程度、转移及预后密切相关[7-11]. 根
据mRNA剪接方式不同, VEGF可形成多个变构

体, 包括VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, 

■创新盘点
实验通过对腺病
毒 重 组 体 的 扩
增 和 纯 化 后 ,  将
VEGF导入胃腺癌
细胞株, 不仅检测
了细胞的增殖情
况也检测了对受
体表达的影响, 具
有一定新意.

图  1  MOI = 20时BGC-823细胞的荧光表达(SP×200).

表  1  MTT法测定VEGF165转染对BGC-823细胞增殖的影
响(mean±SD)

                                                               A值

分组                         24 h                 48 h                   72 h              

对照               0.724±0.03   0.968±0.01    1.185±0.02     

Ad-GFP         0.737±0.01   0.981±0.02    1.207±0.01

Ad-VEGF165   0.960±0.01   1.321±0.03    1.663±0.03
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VEGF189, VEGF206. 而VEGF165无论是在数量上

还是在功能上都占有主导地位, 因此广泛用于

临床和实验中[12-13]. 同样, 我们也选择VEGF165 

cDNA作为目的基因. VEGF第一外显子编码分

泌肽序列, 能使VEGF蛋白从细胞中分泌出去, 
再与受体结合而发挥生物学效应. 很多以病毒

为载体研究显示, VEGF165转导入细胞后用酶联

免疫吸附法检测培养液上清中的VEGF165的水

平, 于48 h后达峰值, 并可持续2 wk左右[14-15]. 现
已发现的VEGF受体有VEGFR-1(Flt-1), VEGFR-
2(Flk-1/KDR), VEGFR-3(Flt-4), neuropil in-
1(NRP-1)和neuropilin-2(NRP-2), 但在细胞的生

长和分化中起重要作用的是VEGFR-2. VEGF与
血管内皮细胞上的该受体结合后促使其发生磷

酸化继之引起级联反应, 刺激内皮细胞增殖、

迁移并增加血管通透性[16-17], 从而促进血管的

构建和生长, Weisz et al [18]实验证实VEGF也可

增加内皮细胞和平滑肌细胞中VEGFR-2的表

达. 随着对该基因研究的深入, 又有研究证实在

肺癌[19]、结肠癌[20]、前列腺癌[21]、胰腺癌[22]、

膀胱癌[23]等多种实体肿瘤细胞上也有经典受体

VEGFR-1或VEGFR-2的表达. 随后Bachelder 
et al [24]和Li et al [25]分别在不表达经典受体的乳腺

癌和胰腺癌的肿瘤细胞上检测到NRP-1受体, 并
认为肿瘤细胞也可通过该受体使VEGF对肿瘤

细胞起到自分泌的作用, 促进其增殖、存活及

侵袭转移能力. Tian et al [26]利用RT-PCR检测到胃

腺癌MGC-803细胞株同时有VEGF和VEGFR-2 
mRNA的表达, 且外源性VEGF165能直接刺激该

种细胞的增殖. Ren et al [27]应用原位杂交技术证

实在人胃癌SGC7901细胞中有VEGFR-2 mRNA
的高表达, 并且VEGFR-2的反义寡脱氧核苷酸

明显抑制了该受体的表达. 后来, Zhang et al [28]

又检测了8种胃癌细胞株上受体表达情况, 其中

6种同时有VEGFR-1和VEGFR-2 mRNA的表达, 
一种只有VEGFR-1的表达, 但KATOⅢ细胞株上

均无两者表达, 且在细胞增殖实验中, KATOⅢ

细胞对VEGF165的刺激没有反应. 由此可见, 由
于不同种类的肿瘤细胞表达受体的情况不同, 
因而对VEGF的反应性也就不同. 为此, 我们利

用复制缺陷型腺病毒作为载体将VEGF165基因

导入BGC-823细胞, 检测VEGF对其生长的影响.
本实验之所以采用复制缺陷型腺病毒作为

载体, 是因为复制缺陷型腺病毒载体可广泛感

染宿主细胞, 但所携带的基因不会整合入宿主

细胞的基因组中, 因而具有高转导率和安全性

高的优点[29-30]. Tan et al [31]应用不同种类载体介

导VEGF165转导内皮细胞时, 发现腺病毒载体转

导效率高于其他病毒及非病毒载体, 但不足之

处是其也能表达少量的腺病毒结构蛋白, 可能

会对细胞产生一定的毒性. 我们的实验中, 当
MOI值为50时即可见细胞变圆、脱落. MOI为20
时, 转导效率接近100%而未见细胞中毒现象, 故
本实验的病毒感染强度设为MOI = 20. 在实验

中我们以绿色荧光蛋白(GFP)做平行对照, 因为

GFP是目前唯一能在活细胞中表达的发光蛋白, 
其基因序列很短, 易于构建质粒, 具有敏感的标

记检测率, 而没有放射性的危害[32], 我们的结果

显示GFP对BGC-823细胞的增殖没有影响, 也进

一步证实GFP是在基因转染实验中较理想的平

行对照基因. 
本实验成功制备了高滴度的Ad-GFP和Ad-

VEGF165 cDNA, 并对胃癌细胞有较高的转导效

■应用要点
本 研 究 证 实 了
V E G F 对 胃 腺 癌
BGC-823细胞株
的体外促增殖作
用, 并证实VEGF
又 可 上 调 细 胞
VEGFR-2的表达,
从而阐释了VEGF
促进肿瘤生长的
多 种 途 径 ,  进 一
步为临床应用抗
VEGF制剂治疗恶
性肿瘤提供了理
论依据.

A

B

C

图  2  VEGFR-2在BGC-823细胞中的表达(SP×200). A: 对照

组; B: Ad-GFP组; C: Ad-VEGF165组.



www.wjgnet.com

704                      ISSN 1009-3079     CN 14-1260/R         世界华人消化杂志          2007年3月8日       第15卷        第7期

率. MTT结果显示转染Ad-VEGF165组细胞吸光

度明显高于未转染组及空载体转染组. 而未转

染组及空载体转染组之间比较无明显差异, 说
明VEGF165能够促进体外培养的BGC-823细胞的

生长. 另外, 我们应用免疫细胞化学方法在该种

细胞株上也检测到了VEGFR-2的阳性表达, 且
转染组阳性细胞表达率高于对照组和GFP组, 说
明VEGF水平的增多可上调其受体的表达. 这些

结果进一步证实了VEGF基因对肿瘤生长和转

移的促进作用除了通过血管机制以外, 对肿瘤

细胞也有直接的促生长作用. 
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全国消化及消化内镜诊断与治疗进展学术研讨会征文启事

本刊讯 为提高我国消化内镜诊疗技术的整体水平, 《中华消化内镜杂志》编辑部拟于2007-08在新疆乌鲁木
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告. 会议将出论文汇编, 并授予继续教育Ⅰ类学分, 《中华消化内镜杂志》将择优刊登应征论文. 

1       征文内容
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2      征文要求

应征文章按《中华消化内镜杂志》稿约要求撰写打印, 并寄3000字以内全文及500字以内的论文摘要各一
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