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近 年 来 发 现 的
血 管 内 皮 生 长
因 子 ( v a s c u l a r 
endothelial growth 
factor, VEGF)165b
具有抑制VEGF165
介导的血管生成
和肿瘤生长作用. 
FAK参与的RAS-
MAPK信号转导
途径可引起的促
进细胞铺展、移
动、增殖和分化
等 细 胞 生 物 学
变化 .  他们都是
VEGF信号传导通
路中的关键蛋白.
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Abstract
AIM: To detect the expression of vascular 
endothelial growth factor 165b (VEGF165b) 
in hepatocellular carcinoma (HCC), and to 
investigate the relationship between VEGF165b 
and HCC. 

M E T H O D S :  E x p r e s s i o n o f V E G F 1 6 5 b 
protein in 28 HCC specimens and 30 normal 
l iver t issue specimens was detected by 
immunohistochemistry. The expression of 
VEGF165 and VEGF165b mRNAs was detected 
by RT-PCR. The expression of VEGF165, 
VEGF165b, FAK and P-Akt proteins in HCC 
and normal liver tissues was detected by 
Western blot. 

RESULTS: The positive rate of VEGF165b 
protein expression in normal liver tissues was 
significantly higher than that in HCC tissues 
[96.67% (29/30) vs 21.4% (6/28), P < 0.05]. 
VEGF165b mRNA and protein expression in 
HCC tissues was significantly lower than that in 
normal liver tissues (P < 0.01). The expression 
of VEGF165 mRNA and protein in HCC tissues 
was significantly higher than that in normal 
liver tissues (P < 0.01). The expression of 
FAK and P-Akt proteins in HCC tissues was 
significantly higher than that in normal liver 
tissues (P < 0.01). 

CONCLUSION: The expression of VEGF165b 
in HCC tissues is significantly lower than that 
in normal liver tissues, and the expression of 
VEGF165, FAK and P-Akt in HCC tissues is 
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■研发前沿
目前抑制肿瘤血
管生成和肿瘤转
移是抗肿瘤治疗
的研究热点 ,  对
VEGF165b作用
以及机制的研究
期望可以为抗肿
瘤增殖及转移的
治疗提供新的方
法 .  本研究组已
经对VEGF165b
和 V E G F 1 6 5 的
相关作用的体内
和 体 外 实 验 做
进 一 步 的 研 究 , 
还 将 再 对 转 染
VEGF165b和干
扰VEGF165的体
内外实验做进一
步的研究 ,  并对
其信号传导通路
中的关键蛋白进
行进一步的研究.

significantly higher than that in normal liver 
tissues. These findings suggest that VEGF165b 
m a y b e r e l a t e d t o t h e o c c u r r e n c e a n d 
development of HCC possibly by inhibiting 
the expression of VEGF165, FAK and P-Akt 
and their effects on angiogenesis and tumor 
growth.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究血管内皮生长因子165b(vascular 
endothelial growth factor 165b, VEGF165b)在
肝细胞癌和正常肝组织中的表达情况, 初步
探讨其与肝细胞癌的关系和作用机制. 

方法: 用免疫组织化学法检测28例肝细胞癌
组织和30例正常肝组织中VEGF165b蛋白
的表达情况; 用RT-PCR法分别检测肝细胞
癌和正常肝组织中VEGF165b和VEGF165 
mRNA的表达情况. 用Western blot法检测上
述肝细胞癌组织和正常肝组织中VEGF165b
和VEGF165蛋白的表达情况. 用Western blot
法检测上述肝细胞癌和正常肝组织中FAK
和P-Akt蛋白的表达情况. 

结果: 正常肝脏组织中VEGF165b蛋白表达
率为96.67%(29/30), 肝细胞癌组织中VEGF165b
蛋白的表达率为21.4%(6/28), 表达差异有统
计学意义(P<0.05). VEGF165b mRNA和蛋白
在肝癌组织中的表达明显低于正常肝脏组织
的表达(P <0.01). VEGF165 mRNA和蛋白在
肝癌组织中的表达明显高于正常肝脏组织
的表达(P <0.01). FAK和P-Akt蛋白在肝癌组
织中的表达明显高于正常肝脏组织的表达
(P<0.01). 

结论: VEGF165b在肝细胞癌组织中的表达
明显低于正常肝组织的表达, 而VEGF165和
FAK、P-Akt在肝细胞癌组织中的表达明显
高于正常肝组织的表达. 提示VEGF165b与肝

癌发生、发展有关, 其机制可能是VEGF165b
抑制VEGF165、FAK和P-Akt表达及他们的
促进血管生成、肿瘤生长作用. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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苏氨酸蛋白激酶

核心提示: 目前对血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)165b和肿瘤相

关性的研究不是很多, 还未见对VEGF165b和肝

癌的相关研究的报道. 本文对VEGF165b在肝癌

和正常肝组织中表达差异进行了研究, 同时对

其信号传导通路中的蛋白进行的检测, 初步阐

述了VEGF165b和肝癌的关系以及其作用机制.

赵燕颖, 李亚刚, 颜波群, 刘志忠, 秦国涛, 孙远杰. VEGF165b

在 肝 细 胞 癌 中 的 表 达 及 其 作 用 机 制 .   世 界 华 人 消 化 杂

志  2016; 24(3): 355-361  URL: http://www.wjgnet.
com/1009-3079/24/355.asp  DOI: http:/ /dx.doi.
org/10.11569/wcjd.v24.i3.355

0  引言

肿瘤的生长和转移依赖于血管的形成, 促血

管生成因子中作用最强的就是血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF). VEGF165是体内最多而且生物活性最

强的亚型[1,2], 近年来又发现一种内源性剪接变

构体-VEGF165b[3], 他因具有抑制VEGF165介
导的血管生成和肿瘤生长作用而受到关注[4]. 
本研究通过检测肝细胞癌和正常肝组织中

的VEGF165b和VEGF165表达差异, VEGF
和VEGFR结合后可使局部黏着斑激酶(focal 
adhesion kinase, FAK)磷酸化, 同时可促进

PI3K发生酪氨酸磷酸化. 配体与受体结合亦

可激活PI3-K, 从而使Akt/PKB发生磷酸化. 
同时对其传导途径中的FAK和P-Akt表达进

行检测, 初步探讨VEGF165b在肝癌的发生和

发展中的作用及机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集吉林大学第四医院2005-01/2014-
06手术肝细胞癌标本共28例, 病理确诊, 全部

病例术前均未行放射、化学治疗; 其中男性18
例, 女性10例. 年龄51-86岁, 平均68岁. 肝正常

组织30例, 为肝良性疾病患者的正常肝组织或
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■相关报道
目 前 已 经 有
V E G F 1 6 5 和
VEGF165b在肾
癌 ,  膀 胱 癌 ,  食
管癌 ,  结肠癌的
研究 ,  都证实了
VEGF165b在肿
瘤组织中的表达
和肿瘤的生长抑
制有关 ,  但是对
细胞传导通路的
研究很少 .  有部
分研究对缺氧诱
导因子做了初步
的研究 ,  但研究
得不够深入 .  但
是研究者已经注
意到了VEGF家
族的这个抑制性
的异构体 ,  期望
可以提供给大家
新的抗肿瘤策略.

取自肝癌患者远离癌组织的正常肝组织. 每例

取新鲜标本2块, 于离体后立即放入液氮速冻

待检. 鼠抗人VEGF165b、VEGF165和P-AKt
单克隆抗体购自Abcam公司, FAK抗体、辣

根酶标记抗生物素IgG抗体、Weste rn b lo t 
Luminol Reagent和PVDF膜均购自美国Santa 
Cruz公司. DAB显色试剂盒购自中杉公司. 总
RNA提取试剂RNAisoReagent及RT-PCR试剂

盒购自大连宝生物(TaKaRa)公司. 引物由上海

生工生物工程公司合成. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法检测: (1)免疫组织化学

染色: VEGF165b检测采用免疫组织化学SP法: 
石蜡4 μm切片后常规脱蜡、水化, 3%过氧化

氢孵育20 min后PBS冲洗2次, 切片置入枸橼酸

缓冲液100 ℃加热15 min, 自然冷却后PBS液
洗2次; 山羊血清封闭, 37 ℃温育20 min; 滴加

VEGF165b一抗工作浓度为1∶200, 4 ℃过夜

孵育, 加二抗37 ℃孵育30 min, PBS冲洗, DAB
显色5 min, 苏木精复染, 中性树胶封片; (2)结
果判定: VEGF165b阳性表现为胞质内呈棕黄

色颗粒为阳性. 判定标准: 每例标本随机选取

10个高倍视野, 计数100个细胞中阳性反应细胞

数, 阳性表达率(PI) = (阳性细胞数/100)×100%, 
取其表达率平均值, PI>5%为阳性, PI<5%为

阴性. 
1.2.2 RT-P C R法检测 :  (1)引物设计 :  按照

GenBank中已发表的VEGF165和VEGF165b
基因序列设计引物 .  V E G F165b上游引物 : 
5'-GAGATGAGCTTCCTACAGCAC-3', 下游引

物: 5'-TCAGTCTTTCCTGGTGAGAGATCTG
CA-3', 产物大小为222 bp. VEGF165上游引物: 
5'-GGATCCGCACCCATGGCAGAAGGAGG
AGGGCAG-3', 下游引物: 5'-CTCGAGTCACC
GCCTCGGCTTGTCACATCTG-3', 产物大小

为490 bp, GAPDH上游引物5'-GGTCGGAGTC
AACGGATTTGGTCG-3', 下游引物5'-CCTCC
GACGCCTGCTTCACCAC-3', 产物大小为748 
bp; (2)组织总RNA提取: 采用总RNA提取试剂

RNAisoReagent提取总RNA, 按试剂说明书操

作. 所提取总RNA完整性经1.5%琼脂糖凝胶电

泳, 可见明显18S和28S条带. 用紫外分光光度

计定量并检测其纯度, A 260/280比值为1.8-2.0者
可用于逆转录反应, -80 ℃保存备用; (3)检测: 
所有操作均按照TaKaRa公司RT-PCR试剂盒操

作步骤进行. PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳

验证, 条带位于222 bp为VEGF165b mRNA表

达产物, 条带位于490 bp为VEGF165 mRNA表

达阳性, 条带位于748 bp为GAPDH mRNA表

达产物. 以GAPDH作为内参, 比较各组产物表

达情况. 目的条带灰度值应用图像分析软件进

行分析比较, 以VEGF165, VEGF165b/GAPDH
比值为最终结果, 实验重复3次. 
1.2.3 Western blot检测VEGF165b和VEGF165, 
FAK, P-Akt蛋白表达情况: 用4 ℃预冷的PBS
洗净培养液, 吸干后加入含PMSF的裂解液, 于
冰上裂解l h; 4 ℃下12000 r/min离心30 min; 
取上清BCA法进行蛋白质定量. 煮沸10 min
使蛋白变性; SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(130 
V)2 h; 在80 V电流下转膜2 h至PVDF膜上; 用
5%脱脂奶粉/TBST室温封闭30 min; 分别加入

VEGF165b、VEGF165、FAK和P-Akt一抗和

β-actin一抗(稀释比例均为1∶500), 4 ℃培育

过夜后, TBST洗膜3次, 每次10 min; 加入二抗

IgG(稀释比例均为1∶5000), 室温振摇培育2 h
后, TBST洗膜3次, 每次10 min; DAB显色, 膜
拍照记录; 观察结果. 以β-actin作为内参, 光
密度分析显影照片上的蛋白条带. 目的条带

灰度值应用图像分析软件进行分析比较 ,以
VEGF165b、VEGF165、FAK和P-Akt/β-actin
的比值为最终结果, 实验重复3次. 

统计学处理 运用统计分析软件SPSS13.0
对资料进行统计学分析, 实验结果中计量和计

数资料以mean±SD表示, 均数间比较采用t检
验. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学检测结果 VEGF165b阳性

表达表现为细胞质内均匀分布棕褐色颗粒 . 
VEGF165b蛋白在绝大多数正常肝脏组织中表

达, 阳性率为96.67%(29/30), 而在肝癌组织中

表达明显降低, 其阳性率为21.4%(6/28), 两者

间差异有统计学意义(P <0.01)(图1). 
2.2 RT-PCR检测结果 各组引物的扩增基因片

段经电泳和E B染色后显示扩增片段大小与

所设计的大小完全一致. 对VEGF165 mRNA
和VEGF165b mRNA进行定性定量分析, 将
VEGF165b和GAPDH的DNA条带进行灰度扫

描, 肝癌组织和正常肝脏组织中VEGF165b和
GAPDH的灰度比值分别为0.25和0.975. 肝癌

赵燕颖, 等. VEGF165b在肝细胞癌中的表达及其作用机制
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■创新盘点
目 前 还 未 见 对
VEGF165b和肝癌
的相关研究的报
道, 尤其是对其作
用传导通路的蛋
白的研究. 本文对
VEGF165b在肝癌
和正常肝组织中
表达差异进行了
研究, 同时对其信
号传导通路中的
蛋白进行的检测. 
联合了RT-PCR和
Western blot等方
法 ,  初步阐述了
VEGF165b和肝癌
的关系以及其作
用机制, 从基因和
蛋白方面分别阐
述了本文观点.

组织和正常肝脏组织中VEGF165和GAPDH的

灰度比值分别为1.009和0.310(图2). 肝癌组织

中VEGF165b mRNA表达水平明显低于正常肝

脏组织, 而肝癌组织中VEGF165 mRNA表达水

平明显高于正常肝脏组织(P <0.01). 
2.3 Western blot检测结果 肝癌组织和正常肝

脏组织中VEGF165b和β-act in的灰度比值分

别为0.199和0.806. 肝癌组织和正常肝脏组

织中VEGF165和β-ac t in的灰度比值分别为

0.899和0.207, 肝癌组织中VEGF165b蛋白表

达水平明显低于正常肝脏组织, 而肝癌组织

中V E G F165蛋白表达水平明显高于正常肝

脏组织(P <0.01). 肝癌组织和正常肝脏组织中

FAK和β-actin的灰度比值分别为0.672和0.187; 
P-A k t和β-a c t i n的灰度比值分别为0.727和
0.191, 肝癌组织中FAK和P-Akt蛋白表达水平

明显高于正常肝脏组织, 差异均具有统计学差

异(P <0.01)(图3). 

3  讨论

肿瘤的生长和转移的形态学基础是肿瘤血管

生成, VEGF是促血管新生的关键因子, 其中

VEGF165在血管形成过程中起着重大作用[5-7]. 
由VEGF mRNA前体的8号外显子的近端剪切, 
产生刺激血管新生的VEGF剪切异构体; 远端

剪切, 产生抑制血管新生的VEGF异构体. 最
新发现了一些可以抑制肿瘤新生血管形成的

抑制性VEGF异构体, 其中主要是VEGF165b, 
其是一种内源性的血管生成抑制因子[8-10]. 研
究[11,12]发现, VEGF165b在正常组织中高水平

表达, 而在肾细胞癌、前列腺癌、膀肤癌、结

直肠癌、恶性黑色素瘤等多种肿瘤组织中表

达下调, 具有拮抗血管生成和抑制肿瘤组织生

成的作用. 
VEGF165可以与VEGF受体2(VEGFR2)

结合, 而受体胞浆区的酪氨酸残基发生自主磷

酸化, 进而导致胞浆区的信号转导蛋白的磷酸

化. 这就可以促进血管生成、细胞增殖及增加

细胞迁移的能力[13-16]. VEGF165b与VEGFR2
结合的亲和力与VEGF165相同,但激活受体

的能力明显下降, VEGF165b不依赖VEGFR2
下游的信号通路[17-19], 与VEGF165竞争性结

图  1  VEGF165b在肝细胞癌和正常肝组织中表达的免疫组织化学结果(SP×100). A: 肝癌组织; B: 正常肝组织. VEGF165b: 

血管内皮生长因子165b.

A B

M                 1                2                  3               4bp

2000

1000

750

500 

250

100

GAPDH   748 bp

VEGF165b  222 bp

VEGF165  490 bp

图  2  VEGF165b、VEGF165 mRNA在肝细胞癌及正常肝脏组织中的表达. M: DL2000 Marker; 1, 2: 肝细胞癌组织; 3, 4. 肝

脏正常组织. VEGF: 血管内皮生长因子.
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合VEGFR2, 导致抑制下游信号传导通路发

挥肿瘤增殖和血管生成作用[20,21]. 而起到抑制

VEGF165介导的内皮细胞的增殖、迁移和血

管舒张及血管形成作用. 
FAK介导的信号转导系统是影响细胞的

黏附、运动与迁移最为重要的细胞信号转导

途径之一[22]. FAK亦是VEGF165信号转导途

径中关键因子之一, VEGFR2和VEGF结合后

的C末端区域所介导FAK激活后促进细胞迁

移. ECM-整合蛋白介导的, FAK参与的RAS-
M A P K信号转导途径可引起的促进细胞铺

展、移动、增殖和分化等细胞生物学变化[23]. 
另外, 阻断FAK表达或活性可使细胞增殖受

到显著抑制 ,  这种抑制主要体现在G 2/M期

细胞比率的增加及S期细胞比率的下降 [24,25]. 
VEGF165信号转导中另一主要的是Ras-Raf-
MEK途径, 被激活的酶可磷酸化一系列胞浆

蛋白, 可以使A k t/P K B发生磷酸化, 从而促

进细胞的增殖和基因表达 [26-28].  同时 ,  上述

通路可以介导VEGF表达上调[29], 活化的Akt
通过磷酸化作用激活或抑制其下游靶蛋白

Bad、Caspase9、核因子-κB(nuclear factor-
κB, NF-κB)、糖原合成酶激酶-3(g lycogen 
synthesis kinase-3, GSK-3)、FKHR、p21Cip1
和p27 Kip1等, 进而调节细胞的增殖、分化、

凋亡以及迁移等[30-32]. 
本研究探讨了VEGF165b和VEGF165在肝

癌组织和正常肝脏组的表达情况, 同时对磷酸

化的Akt和FAK进行了检测, 从而进一步明确

VEGF165b与肝癌的发生和发展的关系和作用

机制. Western blot和RT-PCR结果显示, 肝癌组

织中VEGF165b mRNA和蛋白表达明显低于

肝正常组织中的表达, 与之相反, 肝癌组织中

VEGF165 mRNA和蛋白表达明显高于正常肝

组织中的表达. 同时, 肝癌组织中P-Akt和FAK
蛋白表达明显高于正常肝组织中的表达. 我
们的结果提示, 肝癌组织中VEGF165b蛋白表

达明显降低, 这一结果与既往VEGF165b在其

他肿瘤组织中的表达情况的研究结果相同[33]. 
同时, 正常肝脏组织中磷酸化的Akt和FAK表

达明显低于肝癌组织, 考虑可能是VEGF165b
信号途径可以抑制磷酸化的Akt和FAK活性, 
这和既往VEGF165b在其他细胞中的相关研

究结果也相一致. 这可能是V E G F165b抑制

VEGF165作用的机制之一, 亦是VEGF165b抑
制肝癌生长和转移的机制之一. 

总之, V E G F165b在肝癌中表达明显下

调,具有抑制肿瘤生长的作用, 将成为肝癌诊

断、治疗和预后重要的靶点. 其机制可能与

VEGF165、P-Akt和FAK表达下调以及相关作

用被抑制有关, 但还需要进一步的研究和探讨. 
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