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Abstract
AIM: To investigate the effects of short hairpin 
RNA (shRNA)-based silencing of vascular 
endothelial growth factor receptor-3 (VEGFR-3) 
on the proliferation of gastric cancer cells.

METHODS: The pSUPER-siRNA/VEGFR3 re-
combinant expression vector was constructed 

and transfected into human gastric cancer 
SGC-7901 cells. The proliferation of transfected 
cells was analyzed by MTT assay. The expres-
sion level of VEGFR-3 mRNA and protein in sta-
bly transfected SGC-7901 cells were determined 
by RT-PCR and Western blot, respectively.

RESULTS: Compare to control cells, the expres-
sion of VEGFR3 gene and protein in SGC-7901 
cells transfected with pSUPER-shRNA/VEGFR3 
vector was significantly downregulated (both P 
< 0.05), and cell proliferation was significantly 
suppressed (P < 0.05).

CONCLUSION: RNA interference targeting VEG-
FR-3 is able to downregulate VEGFR-3 expression 
in gastric tumors cells and inhibit cell proliferation.

Key Words: Gastric cancer; RNA interference; Vas-
cular endothelial growth factor receptor-3; Prolif-
eration; Recombinant plasmid
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摘要
目的: 探讨靶向血管内皮生长受体-3(vascular 
endothelial growth factor receptor-3, VEGFR-3)
小干扰RNA重组载体对胃癌细胞增殖的作用. 

方法: 构建pSUPER-shRNA/VEGFR3重组载
体, 将其转染入胃癌细胞SGC-7901, 采用MTT
法观察细胞的生长曲线, RT-PCR检测重组载
体在转染前后VEGFR-3 mRNA表达水平的变
化, Western blot检测VEGFR-3的蛋白表达. 

结果: pSUPER-shRNA/VEGFR3重组载体可
显著抑制SGC-7901细胞中VEGFR-3基因的
表达(P <0.05); 转染pSUPER-shRNA/VEGFR3
的SGC-7901细胞生长明显受抑制(P <0.05), 
VEGFR-3基因蛋白表达明显降低(P <0.05).

结论: pSUPER-shRNA/VEGFR3重组载体能够

®

■背景资料
淋巴转移是胃癌
复发的最主要原
因, Roberts et al研
究发现血管内皮
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瘤淋巴管生成和
肿瘤转移过程中
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对胃癌细胞SGC-7901中VEGFR-3形成基因沉
默, 并抑制胃癌细胞的增殖.
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0  引言

胃癌淋巴管转移为主要转移途径, 淋巴转移是

胃癌复发的最主要原因 .  血管内皮细胞生长

因子受体3(vascular endothelial growth factor 
receptor-3, VEGFR-3)属于络氨酸激酶家族, 是
淋巴管生成的特异性标志物点. 有研究表明[1-2]

血管内皮生长C及其受体3(vascular endothelial 
growth factor C/vascular endothelial growth factor 
receptor-3, VEGFC/VEGFR3)信号通路是在肿瘤

淋巴管生成和肿瘤转移过程中最重要的信号传

导途径, 阻断该信号途径是抗淋巴管生成治疗

最常采用的策略. 小干扰RNA(small interference 
RNA, siRNA)是一种高效、高特异性、高稳定

性的基因敲减技术, 通过siRNA以胃癌血管内皮

生长因子受体3信号通路为靶点, 对其进行抗淋

巴管生成和转移的基因治疗, 可有效地抑制胃

癌的生长、转移和复发, 从而提高患者的生存

率. 本研究以靶向VEGFR3的siRNA表达载体为

介导, 探讨这一载体能否下调胃癌VEGFR3的表

达, 并抑制胃癌细胞的增殖. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株SGC-7901购自中国科学

院上海细胞生物研究所. 胎牛血清购自杭州四

季青生物制品有限公司. 脂质体Lipofectamine 
2000购自Invitrogen公司. 大肠杆菌DH5α、Hin d
Ⅲ和BglⅡ限制性内切酶、T4DNA连接酶、Taq 
DNA聚合酶、RNA Extraction Kit购自TaKaRa公
司(中国). RPMI 1640培养基购自Gibco公司. 琼
脂糖凝胶回收试剂盒购自上海生工公司. siRNA
表达载体pSUPER质粒由荷兰莱顿大学医学中

心人类遗传学系Yvonne D Krom教授惠赠.
1.2 方法 
1.2.1 siRNA的设计和合成双链DNA模板的设

计与合成: 在GenBank中找到VEGFR3基因的

cDNA序列(序列号NM_002020). 根据Elbashir 

et al [3]的设计原则, 并参考在线siRNA靶点设计

软件(http://www.ambion.com/techlib/mis/siRNA-
finder.html)确定靶序列. 根据质粒载体pSUPER.
bas i c的使用指南, 确定转录出s iRN A的模板

双链DNA(double strand DNA, dsDNA), 两端

加上H i n dⅢ、B a m HⅠ的酶切位点以及转录

终止信号. 本实验设计了6条序列, VEGFR-3 
siRNA1, 5'-CAT CAC GGA GGA GTC ACA 
C-3'(sense)和5'-GTG TGA CTC CTC CGT GAT 
G-3'(antisense); VEGFR3 siRNA2, 5'-GTA CAT 
CAA GGC ACG CAT C-3'(sense)和5'-GAT GCG 
TGC CTT GAT GTA C-3'(antisense); VEGFR3 
siRNA3, 5'-GGG CAG AAT CAT CAC GAA 
G-3'(sense)5'-CTT CGT GAT GAT TCT GCC 
C-3'(antisense).
1.2.2 靶基因与siRNA表达载体pSUPER载体的

连接: 靶基因按照pSUPER载体说明插入片段

的要求合成长度为64 bp的双链DNA片段, 此
片段的特点为两端设计有Hin dⅢ和BglⅡ酶切

后的黏性末端, 中间为与要沉默的靶基因同源

的19 bp序列、其反转互补序列和9 bp发夹结

构. 将合成的2条互补单链寡核苷酸退火形成双

链, 将pSUPER载体进行Hin dⅢ和BglⅡ酶双酶

切后成线性DNA片段, 在T4DNA连接酶作用下

进行连接, 于16℃孵箱反应16 h形成重组载体

(pSUPER-siRNA/VEGFR3)并转化大肠杆菌. 
1.2.3 阳性重组克隆的筛选及鉴定: 挑取单克

隆于5 mL的LB(Amp+)培养基中过夜, 用RNA 
Extraction Kit小量制备pSUPER-siRNA/VEGFR3
重组质粒, 用BglⅡ单酶切(因为BglⅡ位点在连

接过程中失去)、Eco RⅠ和Hin dⅢ双酶切鉴定

正确后, 再利用T7引物对克隆片段进行测序. 
1.2.4 细胞培养和转染: 在含100 mL/L胎牛血

清的RPMI 1640培养基内加青霉素100 kU/L、
链霉素100 kU/L, 在37℃、50 mL/L CO2条件下

培养、传代SGC-7901细胞. 细胞接种于24孔细

胞培养板(2×105/孔), 18-24 h后90%融合. 采用

Lipofectamine2000将pSUPER-siRNA/VEGFR3 
重组载体或pSUPER空质粒(1 μg/孔)导入细胞

中, 作用6 h后换用完全培养基, 继续培养24、
48、72 和96 h后进行检测. 48 h后加入G418 800 
mg/L加压筛选[3], 每2-3 d换液1次, 去除死细胞, 
实验中每种质粒均设4孔, 最终结果取平均值. 
1.2.5 细胞生长曲线(MTT法)测定: 每组取200 μL
加入96孔板中, 分别检测转染后第0、24、48和
72 h MTT的吸光度值, 每组计数3孔, 取均值. 收

■研发前沿
淋巴管生成的研
究是目前肿瘤研
究的一个新领域, 
本研究通过应用
目前较为先进的
小干扰RNA技术
阻断VEGFR3, 了
解VEGFR3对肿
瘤增殖的作用, 可
以为以后肿瘤淋
巴转移的基因治
疗提供依据.
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获细胞前4 h, 每孔加入200 μL DMSO, 振荡10 
min. 选择490 nm波长, 在酶联免疫检测仪上测

定各孔光吸收值, 记录结果. 以时间为横轴, 光
吸收值为纵轴绘制细胞生长曲线. 以只加培养

液不加细胞的空白对照孔调零. 
1.2.6 qRT-PCR法检测VEGFR3 mRNA的表达: 
提取总RNA, 将收集的细胞在1 mL TRIzol试
剂中匀浆, 经离心后与异丙酮混合, 室温孵育

10 min. 于4℃离心15 min, 弃上清, 沉淀块用700 
mL/L乙醇冲洗后, 以50 μL DEPC水溶解. 经纯

化后将RNA沉淀溶解于DEPC处理的水中, 用分

光光度计测量RNA浓度, 于-80℃保存备用. 在
50 μL的反应体系中加入5 μg总RNA, 5×反应缓

冲液10 μL, 10 mmol/L dNTPs 5 μL, RNasin(40 
U/μL)0.5 μL, Oligo(dT)12-18  0.25 μg, 反转录酶

(Su-perscript II, 200 U/μL) 2 μL, 0.1 mol/L DTT 
0.5 μL, 置37℃孵育1 h, 然后在65℃加热5 min
终止反应. 将cDNA保存于-20℃. 采用Primer 
5.0引物设计软件设计引物. V E G F R3特异性

PCR引物为上游引物(F): 5'-CGGGGAAGGG 
GAGGGAGGAG-3'; 下游引物(R): 5'-GAAAG
GCGGCGGGTGTCAGG-3', 扩增产物为224 bp. 
内参照GAPDH特异性PCR引物为上游引物(F): 
5'-TAAGTATGACTCCACCCACG-3'; 下游引物

(R): 5'-CTAGCACCTTCCCAACTA-3'(387 bp). 
内参β-actin引物序列: 上游引物为: 5'-TCATG
AAGTGTGACGTTGCATCCGT-3'下游引物为: 
5'-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCCGATG-3', 扩
增产物片段长284 bp. 分别将各样品行10倍稀释. 
浓度梯度为105/2 μL-1010/2 μL. 反应体系如下: 
Premix ExTaqTM(2×)12.5 μL、引物(10 μmol/L) 
1.0 μL、SYBRGreenⅠ稀释液2.5 μL、dH2O  7.0 
μL, 模板2 μL, 总体积25 μL. 1-6号作为标准曲

线管. 按浓度梯度加入标准品DNA 2 μL, 7号
管作为空白对照管. 其余12管按次序加入样本

cDNA 2 μL. 荧光定量PCR的扩增条件同标准品

的制备. 通过顺序检测系统观察各扩增曲线、

融解曲线, 标准曲线的线形回归系数R值, 统计

软件自动进行各样本的mRNA拷贝数的计算. 以
VEGFR3 mRNA与β-actin mRNA拷贝数之比对

结果进行标准化. 
1.2.7 Western blot检测: 收集细胞, 裂解提取总蛋

白, 于4℃离心, 15 000 r/min×10 min, 取上清, 用
酚试剂法测蛋白浓度. 用凝胶加样缓冲液将各

管蛋白浓度调为2 g/L, 电泳, 4%浓缩胶, 12.5%
分离胶, 120 V、50 mA、1.5 h; 转膜, 50 V、100 

mA、2 h. 用含50 g/L脱脂奶粉的TBS将膜封闭2 
h, TBST漂洗2次×10 min, 分别加入VEGFR3抗
体(1∶500)、β-actin抗体(1∶1000)孵育, 4℃过

夜, TBST洗2次×10 min, 分别加入碱性磷酸酶

标记山羊抗兔IgG(1∶2 000)室温孵育2 h, TBST
洗2次×5 min. 将滤膜放入配好的显色液中显色

15-30 min, 取出滤膜, 蒸馏水冲洗, 晾干, 扫描, 
软件分析条带的吸光度值, 以VEGFR3吸光度值

与β-actin吸光度值之比进行标准化处理.
统计学处理 采用SPSS10.0统计软件进行数

据处理, 差异的显著性用t检验, P <0.05有统计学

意义.

2  结果

2.1 VEGFR3 siRNA片段的鉴定 将VEGFR3 
siRNA片段和对照片段连入含有H1启动子的载

体pSUPER, 由于阳性克隆的BglⅡ酶切位点破

坏, 先用BglⅡ进行酶切鉴定, 未发现切开者为阳

性克隆, 然后再进行Hin dⅢ和Eco RⅠ双酶切鉴

定(图1).
2.2 pSUPER-siRNA/VEGFR3质粒对VEGFR3基

因mRNA的抑制作用 实时荧光定量PCR检测结

果显示, VEGFR3和β-actin标准曲线制备均在

线性范围内, 扩增产物融解曲线符合要求. 未转

染质粒细胞组和转染空质粒细胞组的VEGFR3 
基因表达水平(VEGFR3/β-ac t in)没有显著性

差异(P >0.05), 明显高于转染pSUPER-siRNA1/
VEGFR3、pSUPER-siRNA2/VEGFR3、pSU-
PER-siRNA3/VEGFR3质粒细胞组的表达水平

(P <0.05). 其中pSUPER-siRNA2/VEGFR3质粒对

VEGFR3基因表达水平抑制作用最为明显, 表达

抑制显著低于其他组(P <0.05, 图2).
2.3 pSUPER-siRNA/VEGFR3质粒对VEGFR3蛋

白表达的抑制作用 蛋白表达Western blot检测

结果见图3, 转染空质粒细胞组的蛋白表达明显

高于转染pSUPER-siRNA1/VEGFR3、pSUPER- 
siRNA2/VEGFR3、pSUPER-siRNA3/VEGFR3
质粒细胞组的蛋白表达水平, 其中转染pSUPER- 
siRNA2/VEGFR3质粒组蛋白表达水平最低, 与
实时荧光定量PCR检测结果一致.
2.4 VEGFR3基因沉默对SGC7901细胞增殖活

性的影响 转染重组载体pSUPER-siRNA1/VEG-
FR3、pSUPER-siRNA2/VEGFR3、pSUPER-
siRNA3/VEGFR3后, SGC-7901细胞生长受抑制, 
细胞转染12 h后开始测细胞活性, 每12 h测1次, 
将所测结果绘制生长曲线, 结果显示pSUPER-

■相关报道
P i r j o  e t  a l 通过
VEGFR3的抗体
阻断和V E G F - C
或 D 结 合 ,  抑 制
了 肿 瘤 的 生 长 . 
He et al 将可溶性
VEGFR3-Ig的融
合蛋白通过载体
阻断VEGFR3信
号途径, 从而抑制
了肿瘤的淋巴管
血管生成和淋巴
结转移.
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siRNA2/VEGFR3转染组细胞活性低于对照组

(图4). pSUPER-siRNA1/VEGFR3、pSUPER-
siRNA3/VEGFR3细胞活性影响不明显.

3  讨论

胃癌是人类死亡的主要原因之一, 区域淋巴结

转移是胃癌不良预后的一个很重要的指标, 最
近的研究表明 ,  肿瘤淋巴生成促进淋巴结转 
移[4-8]. VEGFR3是淋巴内皮细胞的一个标记, 其
最主要在成熟组织的淋巴管内皮上表达[9-10], 同
时也发现促进肿瘤生长和伤口愈合[5,11-13].  

V E G F R3促进肿瘤细胞生长的作用机制

如下: VEGFR3的信号传导通路为经典的Ras/
MAPK传导通路, 当VEGFR3与VEGF-C二聚体

结合后, 通过一系列的反应激活Ras/MAPK信

号传导系统, 使其发生级联放大反应, 活化的

MAPK可以激活下游的转录因子, 促进DNA合

成和转录并促使细胞发生有丝分裂[14-15]. 这就是

VEGF-C/VEGFR3信号系统促进肿瘤细胞自身

增殖的机制. 
在本实验中, 我们发现靶向VEGFR3的RNA

干扰能够有效抑制人胃癌细胞系V E G F R3的
mRNA和受体蛋白的表达, 并抑制了胃癌细胞系

的生长, 这可能是由于靶向VEGFR3 siRNA抑制

了VEGFR3和细胞因子VEGF-C等结合形成二聚

体, 从而阻断了VEGF-C/VEGFR3信号系统, 抑
制了胃癌细胞的生长. 

siRNA技术是近年来研究基因功能较为新

型的技术, 由于其高效、特异、稳定性和可遗

传性的特点被广泛应用于胃肠道肿瘤的研究 
中[5,16-19], 但化学合成的RNA易于降解, 在细胞

中作用寿命较短, 仅能作为瞬时抑制之用, 通过

构建siRNA的表达载体导入细胞内可以达到较

为长期的基因抑制作用, 为肿瘤的基因治疗奠

定理论依据. 但是目前RNAi技术的机制由于其

极其复杂仍不十分清楚, 包括目标RNA有效位

点的识别, 减少脱靶(off-target)效应, 避免引起

干扰素样反应[19-20], 提高稳定性以及siRNA转导

的有效性和低毒性等方面都不尽如人意, 本研

究通过siRNA表达载体pSUPER, 构建3对靶向

VEGFR3的siRNA重组载体并导入细胞, 筛选出

■应用要点
利用RNA干扰抑
制VEGFR3的表
达, 为进一步阐明
VEGFR3的作用
机制和预防淋巴
结转移提供了方
法和途径, 有着十
分重要的理论和
实践意义.

1      2       3      4      5       6      7      8

图  1  pSUPER-siRNA/VEGFR3质粒的酶切鉴定. 1: 1000 bp 

Marker; 2: pSUPER-siRNA1/VEGFR3 HindⅢ和EcoRⅠ双

酶切后出现284 bp的条带为阳性克隆; 3: pSUPER空载体双

酶切后出现241 bp的条带为阴性克隆; 4: pSUPER-siRNA2/

VEGFR3 HindⅢ和EcoRⅠ双酶切后出现284 bp的条带为阳

性克隆; 5: pSUPER-siRNA3/VEGFR3 HindⅢ和EcoRⅠ双

酶切后出现284 bp的条带为阳性克隆; 6: 空质粒pSUPER未

经酶切; 7: pSUPER经HindⅢ单酶切; 8: pSUPER-siRNA2/

VEGFR3 BglⅡ单酶切.

图  2  VEGFR3 mRNA的表达. 1: LoVo; 2: LoVo-siRNA1/

VEGFR3; 3: LoVo-siRNA2/VEGFR3; 4: LoVo-siRNA3/

VEGFR3; 5: LoVo-pSUPER; cP<0.05.
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图  3  VEGFR3 siRNA的蛋白表达. 1: pSUPER-siRNA1/

VEGFR3; 2: pSUPER-siRNA3/VEGFR3; 3: pSUPER空质

粒; 4: pSUPER-siRNA2/VEGFR3.

图  4  SGC7901细胞生长曲线. cP<0.05 vs  对照组.
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1组pSUPER-siRNA2/VEGFR3较高抑制效率的

靶点, 可以为靶向VEGFR3基因治疗胃癌提供理

论依据.
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■同行评价
本研究选题较好, 
设计合理, 结果可
靠, 具有一定的理
论指导意义.


