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Abstract
AIM: To explore the possible mechanism 
underlying the inhibitory effect of angiopoietin-1 
(Ang1) on apoptosis of human gastric cancer 
cells MGC-803.  

METHODS: The human gastric cancer cells 
(MGC-803) were cultured with Ad-Ang1 and Ad-
GFP at proper multiplicity of infection (MOI = 20) 
and the expression levels of bcl-2 mRNA, bax mRNA 
and Bcl-2 protein, Bax protein were determined us-
ing RT-PCR and Western blot, respectively. 

RESULTS: The expression levels of Bcl-2 mRNA 
and its protein were higher in Ad-Ang1 trans-
fected group than in Ad-GFP transfected group 

and control group (0.609 ± 0.01 vs 0.462 ± 0.02, 
0.609 ± 0.01 vs 0.475 ± 0.02, both P < 0.05). There 
was no significant difference between Ad-GFP 
group and control group. However, compared 
with the other groups, the expression level of 
Bax mRNA and its protein in the MGC-803 cells 
treated with Ad-Ang1 were significantly down-
regulated (0.313 ± 0.04 vs 0.413 ± 0.02, 0.313 ± 0.04 
vs 0.407 ± 0.03, both P < 0.05). Meanwhile, the 
ratio of Bcl-2 to Bax increased markedly in Ad-
Ang-1 transfected group. 

CONCLUSION: Ang1 gene can significantly up-
regulate Bcl-2 expression and down-regulate 
Bax expression at both transcriptional and 
translational levels in vitro, which may be one of 
mechanisms underlying protection against se-
rum starvation-induced apoptosis. 
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摘要
目的: 探讨人血管生成素-1(angiopoietin-1, 
Ang1)对体外培养的人胃癌细胞MGC-803所
产生的凋亡抑制作用的可能机制.  

方法: 以适当感染复数(MOI = 20)的重组腺
病毒Ad-Ang1和对照病毒Ad-GFP感染人胃癌
细胞, 对照组用无血清培养基培养, 并分别通
过RT-PCR、Western blot方法检测Bcl-2及Bax 
mRNA和蛋白的表达. 

结果: Bcl-2 mRNA和蛋白的表达量在Ad-
Ang1组中明显高于Ad-GFP组及对照组(0.609
±0.01 vs  0.462±0.02, 0.609±0.01 vs  0.475±
0.02, 均P <0.05), Ad-GFP组与对照组相比无
显著性差异; 而Ad-Ang1组的Bax mRNA和蛋
白的表达量则低于Ad-GFP组及对照组(0.313
±0.04 vs  0.413±0.02, 0.313±0.04 vs  0.407
±0.03, 均P <0.05), 后两组相比无显著性差异; 
Bcl-2/Bax比值在Ad-Ang1组中也明显增高.

®

■背景资料
目 前 认 为 血 管
内 皮 生 长 因 子
(VEGF)和血管生
成 素 ( A n g ) 是 调
节血管生成的重
要 因 子 ,  他 们 组
成一个系统而发
挥作用. Ang是继
V E G F 之 后 所 发
现的又一重要的
血管形成促进因
子, 在多种肿瘤组
织如肝癌、结肠 
癌、胶质瘤、乳
腺癌及前列腺癌
等中有高表达,
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结论: Ang1基因转染体外培养的人胃癌细胞
后, 不论是在转录水平还是在翻译水平均上
调了细胞Bcl-2的表达, 同时使Bax表达下调, 
Bcl-2/Bax比值增大, 此途径可能为Ang1抑制
血浆饥饿所诱导的肿瘤细胞凋亡的机制之一. 

关键词: 腺病毒载体; 血管生成素-1; 胃癌; 凋亡; 

Bcl-2; Bax
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0  引言

血管生成这一复杂过程是由很多促血管生成

因子所调控的 .  目前认为血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)和血

管生成素(angiopoietin, Ang)是调节血管生成的

重要因子, 他们组成一个系统而发挥作用. Ang
家族成员包括Ang1、Ang2、Ang3和Ang4, 由
于前两者和血管生成关系密切, 因而倍受关注. 
资料显示在多种肿瘤组织中均有Ang1及其受

体Tie-2表达增加, 特别是在肿瘤边缘的血管新

生区. 随后研究证实在有VEGF存在的情况下, 
Ang1和Tie-2结合后具有抑制血管渗漏、维持

血管完整性的作用[1], 并由此认为Ang1对肿瘤

发生、发展的影响是通过血管机制实现的. 在
前期实验中为了探讨Ang1对肿瘤细胞是否有直

接的作用, 我们以腺病毒为载体, 将Ang1基因导

入体外培养的人胃癌细胞株MGC-803中, 并已

证实Ang1具有抑制血浆饥饿诱导细胞凋亡的作

用, 为进一步探讨其可能的机制, 我们分别利用

RT-PCR及Western blot检测Bcl-2和Bax mRNA
及蛋白水平的表达. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃腺癌细胞株MGC-803购自中科

院, 复制缺陷型腺病毒重组体Ad-Ang1及对照

病毒Ad-GFP由南京医科大学第一附属医院构 
建[2]并赠送. 焦碳酸二乙酯(DEPC)水、溴化乙

锭(EB)、TRIzol试剂为美国Sigma公司产品, RT-
PCR试剂盒购自日本TaKaRa公司, DNA小分子

量Marker购自北京天为时代公司, β-actin鼠抗人

mAb为Sigma公司生产, Bcl-2和Bax鼠抗人mAb
购自Santa Cruz公司, 硝酸纤维素膜和ECL发光

剂分别购自美国Bio-Rad公司和GE公司, IgG-
HRP二抗为北京中山金桥生物技术公司产品.

1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 实验分为对照组、Ad-GFP组和

Ad-Ang1组, 以细胞浓度为2.0×108/L, 分别接种

于3个培养瓶(50 mL)中, 于60%-70%细胞贴壁时

对后两组予相应的无血清无抗生素培养液稀释

的病毒液3 mL感染(感染复数与前期实验相同, 
MOI = 20), 对照组用无血清培养基培养, 8 h后
换100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640培养液继续

培养, 36 h后行下列相应检查. 
1.2.2 RT-PCR检测bcl-2  mRNA和bax  mRNA的表

达: 以1 mL TRIzol试剂分别提取上述3组总RNA, 
并于完整性鉴定后进行逆转录, 反应体系为20 
µL, 具体如下: RNA Free H2O 7.5 µL, MgCl2 4 
µL, 10×RT Buffer 2 µL, dNTP 2 µL, OligodT 1 
µL, RNA酶抑制剂0.5 µL, AMV 1 µL, RNA样品

2 µL. 反应参数: 45℃ 30 min, 99℃ 5 min, 4℃ 5 
min, 反应产物立即扩增或-20℃冻存. 引物及其

反应步骤见表1. PCR反应体系包括3 µL cDNA, 
目的基因及内参的上下游引物(20 µmol/L)各
0.75 µL, MgC12 1 µL, 5×PCR Buffer 5 µL, Taq
酶0.25 µL, 灭菌蒸馏水12.75 µL. 将上述各成分

加入200 µL薄壁PCR管中, 瞬时离心, 上PCR仪
进行扩增. 然后配制20 g/L琼脂糖凝胶, 加入终

浓度为0.5 mg/L的溴化乙锭(EB); 取5 µL PCR终
产物及DNA Marker, 以0.5×TBE为缓冲液, 电压

100 V, 电泳40 min; 紫外检测仪下观察DNA扩增

情况, 用ImageMaster VDS扫描分析仪扫描凝胶

图谱, 用100 bp梯度的PCR Marker作分子量参照, 
采用Total Lab2.0分析系统(nonlinear dynamics 
ltd)对PCR产物进行半定量分析, 测量区带密度, 
计算样品区带与GAPDH区带的密度比, 计算两

者比值作为目的基因的相对表达量. 
1.2.3 Western blot检测Bcl-2和Bax蛋白的表达:   
对上述3组细胞进行总蛋白的提取, 然后配制

10%分离胶和5%的积层胶, 予十二烷基硫酸钠-
聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)变性电泳, 各取蛋白样

品20 μg加样, 空白孔加1×SDS凝胶加样缓冲液

补满, 电泳直至溴酚蓝到达分离胶底部, 结束电

泳, 取下凝胶, 做好标记. 剪取与电泳凝胶大小

一致的Whatman 3 MM滤纸和一张PVDF膜, 将
3 MM滤纸于转移缓冲液中湿润, 然后从阴极面

(上)到阳极面(下)依次叠放3层3 MM滤纸、凝

胶、PVDF膜、3层3 MM滤纸, 采用Bio-Rad公司

的半干式电转移仪, 参照厂家提供的程序进行

(25 V×30 min), 将蛋白印迹在PVDF膜上. 最后

将硝纤膜取出置一平皿中, 加封闭液, 室温封闭4 

■研发前沿
本课题组前期实
验中以腺病毒为
载体 ,  将Ang1基
因导入体外培养
的人胃癌细胞株
MGC-803中, 并已
证实Ang1具有抑
制血浆饥饿诱导
细胞凋亡的作用.
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h后弃去封闭液, 加入1∶500稀释的Bcl-2和Bax
一抗(用TBST稀释), 4℃反应过夜, TBST漂洗后

加入IgG-HRP(TBST稀释1∶100), 室温作用2 h, 
再予TBST充分漂洗, 加入ECL显色液, 置于柯达

活体成像仪中观察结果, 条件设置为曝光5 min, 
CCD自动获取图片结果.

统计学处理 实验结果以mean±SD表示, 均
数间比较采用t检验. 所有数据均采用SAS8.2统
计软件进行分析, P <0.05表示有显著差异. 

2  结果

2.1 RT-PCR检测的bcl-2 和bax 基因表达 在Ad-
Ang1组中bc l-2  mRNA的表达明显高于对照

组和Ad-GFP组(0.609±0.01 vs  0.462±0.02, 
0.609±0.01 vs  0.475±0.02, P <0.01), 后两组

细胞中b c l-2  m R N A的表达差异无统计学意

义; 而bax  mRNA的表达在Ad-Ang1组中则低

于对照组和Ad-GFP组(0.313±0.04 vs  0.413±
0.02, 0.313±0.04 vs  0.407±0.03, P <0.05), 后
两组细胞中bax  mRNA的表达差异无统计学意

义; Ang1基因转染后bcl-2  mRNA/bax  mRNA比

值上调, 和其他两组相比有统计学意义(2.046

±0.32 vs  1.117±0.07, 2.046±0.32 vs  1.143±
0.03, P <0.01, 图1).
2.2 Western blot检测的Bcl-2和Bax蛋白表达 在
Ad-Ang1组中Bcl-2蛋白的表达明显高于对照组

和Ad-GFP组(0.906±0.03 vs  0.656±0.04, 0.906±
0.03 vs  0.649±0.03, P<0.01), 后两组细胞中Bcl-2
蛋白的表达无显著差异(P >0.05); 而Bax蛋白的

表达在Ad-Ang1组中则低于对照组和Ad-GFP组
(0.472±0.03 vs  0.564±0.03, 0.472±0.03 vs  0.567
±0.03, P <0.05), 后两组细胞中Bax蛋白的表达

差异无统计学意义; Ad-Ang1组中Bcl-2/Bax比
值明显高于对照组和Ad-GFP组(1.922±0.15 
vs  1.109±0.05, 1.922±0.15 vs  1.152±0.08, 
P <0.01), 说明基因转染后Bcl-2/Bax比值上调 
(图2).

3  讨论

Ang是继VEGF之后所发现的又一重要的血管

形成促进因子, 在多种肿瘤组织如肝癌[3]、结肠 
癌[4]、胶质瘤[5]、乳腺癌及前列腺癌[6]等中有高

表达, Wang et al [7]又证实了在胃癌组织中表达

也明显高于临近的正常组织, 且与肿瘤分化程

表  1  PCR引物序列、扩增片段长度及反应条件

     
基因名称	                      上游引物(5'-3')	                                   下游引物(5'-3')	          扩增产物长度(bp)   退火温度(℃)

bcl-2 

bax

GAPDH

GTGGAGGAGCTCTTCAGGGA

GAGGATGATTGCCGCCGTGGACA

CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA

AGGCACCCAGGGTGATGCAA

GGTGGGGGTGAGGAGGCTTGAGG

TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCAC

304 

275 

598 	

54

57

56

Control           Ad-GFP        Ad-Ang1

b-actin

Bcl-2

Bax

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
Bcl-2         Bax       Bcl-2/Bax

对照组

Ad-GFP
Ad-Ang1

A B 图   2   各 组
中 B c l - 2 和 B a x
蛋 白 的 表 达 及
Bcl-2/Bax的比
较. A: RT-PCR; 

B: Western blot. 
aP<0.05, bP<0.01 

vs  对照组.

图  1  各组MGC-803细胞中bcl-2  mRNA和bax  mRNA表达及bcl-2/bax 的比较. A: bcl-2 ; B: bax ; A-B: RT-PCR; C: Western 

blot. M: Marker; 1: 对照组; 2: Ad-GFP; 3: Ad-Ang1. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.

600 bp

300 bp

GAPDH

bax

600 bp

300 bp

GAPDH

bcl-2

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
bcl-2           bax         bcl-2/bax

b

b

a

对照组

Ad-GFP
Ad-Ang1

A B C
M        1        2       3 M         1       2        3

b

b

a

■相关报道
Wang et al 证实了
在胃癌组织中表
达明显高于临近
的正常组织, 且与
肿瘤分化程度密
切相关. 此外, 该
研究人员还应用
RT-PCR方法检测
了 8 种 胃 癌 细 胞
株上血管生成素
及受体表达情况, 
结果显示在所有
检测的细胞株上
均有Ang1、Tie-2 
m R N A 的 表 达 . 
Harfouche et al 的
实验显示Ang1除
通过PI3-K途径使
Akt磷酸化以外 , 
还可上调内皮细
胞Survivin蛋白表
达, 但对细胞色素
C和Bcl-2蛋白表
达没有影响. 
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度密切相关. 此外, 该研究人员还应用RT-PCR方
法检测了8种胃癌细胞株上血管生成素及受体

表达情况, 结果显示在所有检测的细胞株上均

有Ang1、Tie-2 mRNA的表达. 目前认为Ang-1
参与了肿瘤的发生、发展, 但其对肿瘤发展过程

中的作用尚有争议. 尽管如此, 人们对Ang1在血

管生成中的作用已取得一致看法, 认为Ang1能
抑制血管内皮细胞凋亡、介导内皮细胞与血管

旁细胞间的相互作用而促进血管重塑、成熟, 维
持血管的完整性. 实验显示Ang1对不同的内皮

细胞, 包括人脐静脉内皮细胞、动脉及微血管内

皮细胞等均有抑制凋亡的作用[8], 而对不同因素

如血浆饥饿、肿瘤坏死因子[9]、氧化应激[10]、

放射线处理和高渗透剂[11]等所诱导的内皮细胞

的凋亡也均有抑制作用. 后来, 又有研究证实

Ang1对其他种类细胞也有同样的作用. Valable 
et al [12]应用Caspase-3活性测定方法证实Ang1抑
制了血浆饥饿诱导的神经细胞凋亡, 是通过促

进Akt的磷酸化而实现的; 应用PI3-K抑制剂后

减少了Akt的磷酸化并增加了活性Caspase-3的
表达. Dallabrida et al [13]用同样方法检测Ang1对
不表达Tie-2的心肌细胞和骨骼肌细胞凋亡的影

响, 结果显示Ang1抑制了上述细胞血浆饥饿所

诱导的凋亡, 这一作用是由于激活Akt和MAPK 
p42/44信号途径所致; 应用整合素受体可阻断这

一效应, 因而认为整合素可能介导了Ang1作用

的发挥. 而我们在前期实验中, 利用腺病毒作为

载体将外源Ang1基因导入体外培养的人胃癌细

胞株MGC-803, 通过流式细胞仪检测该基因对

细胞凋亡的影响, 显示Ang1基因也有抑制血浆

饥饿诱导的胃癌细胞凋亡的作用[14]. 血浆饥饿所

诱导的细胞凋亡是Caspase依赖性的, 而目前认

为bcl-2为其上游调控分子, 为进一步探讨其抑

制凋亡的可能机制, 我们利用RT-PCR及Western 
blot检测Ang1转染对胃癌细胞在mRNA及蛋白

水平上表达bcl-2和bax的影响. 
bcl-2基因家族是对细胞凋亡起调控作用的

主要因子, 该家族继1985年首次发现bcl-2基因

以来, 又陆续增添了很多新成员, 迄今已有近30
种, 其中bax是通过与bcl-2共免疫沉淀而第一个

被鉴定出具有促进细胞凋亡作用的基因. bcl-2
和bax通过形成同二聚体或异二聚体对细胞凋

亡进行调节. 细胞中Bcl-2/Bax比值决定对细胞

凋亡的调控方向, 比值低时说明bax过量, 形成

Bax-Bax同二聚体, 诱导细胞凋亡; 而当Bcl-2蛋
白表达增多时, 使Bax-Bax的同二聚体分开并形

成Bax-Bcl-2的异二聚体从而抑制细胞的凋亡. 
Bcl-2和Bax对凋亡的调节与线粒体有关, Bax-
Bcl-2的异二聚体可使线粒体膜通透性增加, 细
胞色素C释放增多, 后者通过作用于凋亡蛋白激

活因子-1(Apaf-1)继而激活凋亡蛋白酶Caspases,
导致细胞的凋亡[15]. 至于bcl-2是否参与了Ang1
对细胞的促生存作用, 目前研究较少, 且结果不

一致. Harfouche et al [16]的实验显示Ang1除通过

PI3-K途径使Akt磷酸化以外, 还可上调内皮细胞

Survivin蛋白表达, 但对细胞色素C和Bcl-2蛋白

表达没有影响. 但也有研究人员证实Ang1可促

进Bcl-2蛋白的表达[17]. 本研究显示Ang1基因转

染人胃癌细胞株MGC-803后, 在转录和翻译水

平上均上调了bcl-2的表达, 而bax  mRNA和Bax
蛋白的表达均下调, Bcl-2/Bax水平增高. 因而, 
我们认为该途径可能是Ang1基因抑制肿瘤细胞

凋亡的机制之一. 
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