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犜犌犉β１
对犞犈犌犉在膀胱肿瘤血管生成中的调节作用
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　　【摘要】　目的　采用ＲＮＡ干扰 （ＲＮＡｉ）技术沉默转化生长因子基因 （犜犌犉β１
），观察ＲＮＡｉ的基因沉默效应

及对人膀胱癌细胞株 （ＥＪ细胞）中血管内皮生长因子基因 （犞犈犌犉）表达的影响，探讨犜犌犉
β１
对 ＶＥＧＦ在膀胱肿

瘤血管生成中的调节作用。方法　构建基因犜犌犉β１
特异性ｓｉＲＮＡ表达载体，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ筛选出抑

制效率最高的靶序列，分成ＥＪ细胞组、对照组 （ＴＧＦβ１
组）、重组质粒组 （犜犌犉

β１
ｓｉＲＮＡ表达载体组），转染ＥＪ细

胞后，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测犞犈犌犉 ｍＲＮＡ的水平。结果　成功构建基因犜犌犉β１
特异性ｓｉＲＮＡ表达载体，Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ筛选出最佳抑制效果的序列 〔犜犌犉
β１
ｍＲＮＡ表达水平为０．９２±０．１９；其细胞培养上清液中

ＴＧＦβ１
蛋白表达水平为（５０．０８±５．８５）ｐｇ／ｍＬ〕转染后，各组的犞犈犌犉 ｍＲＮＡ表达水平以重组质粒组最低 （犘＜

０．０５）；犞犈犌犉 ｍＲＮＡ的表达随犜犌犉
β１
基因沉默而减少（犘＜０．０５）。结论　抑制犜犌犉β１

基因能下调犞犈犌犉 基因

的表达，犜犌犉
β１
基因可能通过诱导犞犈犌犉 基因的表达实现对膀胱肿瘤血管生成的调控。
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【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　 Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１
（ＴＧＦβ１

）ｏｎ

ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＥＪｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ．犕犲狋犺狅犱狊　

ＴｈｅｓｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｏｆ犜犌犉β１ｇｅｎｅｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
，ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓｓｃｒｅｅｎｅｄ

ａｎｄｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＥＬＩＳＡ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｖｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＥＪｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｏｆ犞犈犌犉 ｍＲＮＡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴＧＦβ１ｔａｒｇｅｔｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄＥＬＩＳＡｓｃｒｅｅｎｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｔｈｅｌｏｗｅｓｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｏｆ犜犌犉
β１
ｍＲＮＡｗａｓ０．９２±０．１９；ＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｗａｓ５０．０８±５．８５）．Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ犞犈犌犉

ｍＲＮＡｉｎ犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐｗａｓｔｈｅｌｏｗｅｓｔ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犞犈犌犉ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙｓｉｌｅｎｃｉｎｇ

犜犌犉
β１ｇｅｎｅ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ犜犌犉β１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｏｕｌｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犞犈犌犉ｉｎ

ｂｌａｄｄｅｒｎｅｏｐｌａｓｍ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　　Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１　　Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ　　ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　　Ｂｌａｄｄｅｒｎｅｏｐｌａｓｍ

　　膀胱肿瘤具有高复发性的特点，其生长与转移

依赖血管的生成，目前针对肿瘤新生血管形成机制

及能降低膀胱癌复发的新疗法是研究热点
［１］

。血管

生成受大量促血管生长因子和抗血管生成因子的调

节。转化生长因子β１
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ

β１
，ＴＧＦβ１

）是具有介导新血管生长的双重活性细

胞因子
［２］

，血管内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）是目前作用及特异性最强的

促进血管内皮生长的细胞因子，体外实验证实

ＴＧＦβ１
可诱导成纤维细胞和上皮细胞表达ＶＥＧＦ，

推测ＴＧＦβ１
可能通过上调肿瘤细胞ＶＥＧＦ的表达

而间接促进肿瘤的血管生成
［３］

。本研究采用ＲＮＡ

干扰 （ＲＮＡｉ）技术沉默犜犌犉
β１
基因，观察其对人膀

胱癌细胞株 （ＥＪ）中犞犈犌犉 ｍＲＮＡ表达的影响，探

讨ＴＧＦβ１
对ＶＥＧＦ在膀胱肿瘤血管生成中的调节

作用。

１　材料与方法

１１　材料

Ｐｇｅｎｅｓｉｌ１质粒、ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ

ｒｅａｇｅｎｔ、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ试剂盒（ＮＥＢ公

司），ＥＪ细胞株及ＲＰＭＩ１６４０培养基、胎牛血清及

ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海生物工程技术有限公司），ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒（北京艾德莱生物科技有限公司）。

１２　实验方法

１２１　犜犌犉β１ ｓｉＲＮＡ
最 佳 序 列 筛 选 　 根 据



第３期 刘　竞等：ＴＧＦβ１
对ＶＥＧＦ在膀胱肿瘤血管生成中的调节作用

ＧｅｎＢａｎｋ公布的人犜犌犉
β１
ｃＤＮＡ基因全长序列设

计３ 种 犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ（表 １），构建 Ｐｇｅｎｅｓｉｌ１

犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ重组质粒，由上海文乐生物科技有

限公司合成、鉴定。复苏ＥＪ细胞株，取第５代细胞

进行转染。分为ＥＪ细胞组（只加培养基质）、脂质

体组 （Ｌｉｐ，阴性对照组）及转染３种不同犜犌犉β１

ｓｉＲＮＡ表达载体的转染组 （Ａ、Ｂ、Ｃ）。脂质体组及

Ａ、Ｂ、Ｃ组转染前１ｄ加入含０．１％小牛血清无抗生

素培养基同步２４ｈ后，细胞生长汇合达８０％～９０％

时，将相应质粒用无血清无抗生素的１６４０培养基稀

释，按照脂质体２０００的说明转染ＥＪ细胞，转染６ｈ

后，更换为含血清无抗生素的培养基，培养２４ｈ后，

分别提取各组细胞总 ＲＮＡ，ＲＮＡ 逆转录合成

ｃＤＮＡ。引物由上海生博司设计合成，序列如下：上

游 引 物 ５′ＣＴＡＣＴＡＣＧＣＣＡＡＡＧＡＡ ＧＴＣＡＣＣ

３′，下游引物３′ＧＡＡＡＴＣＧＧＣＣＣＴＧＴＡｃＣＧＴＣＴ

ＣＴ５′，Ｒｅａｌｔｉｍｅ ＰＣＲ 检 测 各 组 细 胞 犜犌犉
β１

ｍＲＮＡ表达，通过对退火温度、引物浓度、模板浓度

的优化，综合扩增效率、熔解曲线等因素确定最优反

应条件为２０μＬ
反应体系，９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环，βａｃｔｉｎ
为内参。

反应结束后使用 ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎｓｏｆｔｗａｒｅ

ｖｅｒｓｉｏｎ１．２．３软件分析ＰＣＲ过程各检测样本的

ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ（Ｃｔ）值，通过２
－ΔΔＣｔ

计算 犜犌犉
β１

ｍＲＮＡ的相对表达水平。

基因转染２４ｈ后，取细胞培养上清液，采用双

抗体一步夹心法酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ法），

按试剂盒操作说明检测ＴＧＦβ１
蛋白表达，酶标仪

表１　３种犜犌犉β１狊犻犚犖犃
序列

犜犪犫犾犲１　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳狋犺狉犲犲犜犌犉β１狊犻犚犖犃

Ｇｅｎｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

犜犌犉
β１
１ ５′ＧＡＴＣＣＣＴＧＣＴＣＡＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧＡＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＴＣＴＴＴＧＣＴＧＴＣＡＣＡＡＧＡＧＣＡＧＴＴＴＴＴＴＧＴＣＧＡＣＡ３′

３′ＧＧＡＣＧＡＧＡＡＣＡＣＴＧＴＣＧＴＴＴＣＴＡＡＧＴＴＣＴＧＣＡＧＴＡＣＧＡＣＡＧＴＧＴＴＣＴＣＧＴＣＧＡＡＴＣＡＧＣＴＧＴＴＣＧＡ５′

犜犌犉
β１
２ ５′ＣＡＴＧＧＡＴＴＣＡＧＣＴＡＡＡＣＧＧＧＧＣＣＧＧＡＴＧＣＡＡＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡＣＴＧＴＧＧＴＧＣＴＧＡＡＧＴＧＣＣＣＣＧＧＡＡＡＡＧ３′

３′ＧＧＡＡＧＴＣＧＡＧＧＴＧＴＣＴＣＴＴＣＴＴＡＡＧＴＴＣＴＧＣＡＡＧＡＡＧＡＧＡＣＡＣＣＴＣＧＡＣＴＴＣＡＡＡＡＣＴＧＣＣＧＧＴＡＧＴ５′

犜犌犉
β１
３ ５′ＧＧＣＣＣＴＧＣＣＣＣＴＡＣＡＴＴＴＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＴＡＡＧＧＣＧＣＡＴＧＣＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧＡＴＡＣＣＴＧＴＣＣＴＡＡＧＴＡＴ３′

３′ＣＣＧＧＧＡＣＧＧＧＧＡＴＧＴＡＡＡＣＣＴＣＴＧＡＡＧＴＡＴＴＣＣＧＣＧＴＡＣＧＡＡＧＴＴＣＴＧＣＣＴＡＴＧＧＡＣＡＧＴＡＡＴＧＣＧＧ５′

在４５０ｎｍ波长下测定吸光度值，计算样品浓度。

１２２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测犞犈犌犉 ｍＲＮＡ表达水

平　分为ＥＪ细胞组（只加培养基质）、犜犌犉β１
组、

重组质粒组 （犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ表达载体组）。犜犌犉

β１
组采用１０ｎｇ／ｍＬ不含ｓｉＲＮＡ序列的犜犌犉β１

基

因 （购于上海文乐生物科技有限公司）转染，重组质

粒组选择抑制效率最高的犜犌犉
β１
３ｓｉＲＮＡ 转染

ＥＪ细胞。犜犌犉
β１
组及重组质粒组在细胞７０％～

８０％融合时转染。所有组转染２４ｈ后弃上清液收

集细胞检测犞犈犌犉 ｍＲＮＡ表达。取对数生长期细

胞提取总ＲＮＡ后行ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ，采用５０μＬ

反应体系，反应条件为：９４℃３ｍｉｎ预变性，９４℃

３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃２０ｓ，６４℃３０ｓ，４０个循环，

βａｃｔｉｎ
为内参。目的基因及内参ＰＣＲ引物由上海

生博医学生物工程科技公司设计合成。见表２。以

２
－ΔΔＣｔ

为ＶＥＧＦ的相对表达量。

１３　统计学方法

表２　基因引物序列

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲狅犳狆狉犻犿犲狉狊

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓ
Ｐｒｏｄｕｃｔ

ｓｉｚｅ（ｂｐ）

犞犈犌犉 Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＡＴＧＡＡＣＴＴＴＣＴＧＣＴＧＴＣＴＴＧＧ３′ ８６

Ｒｅｖｅｒｓｅ３′ＴＣＡＣＣＧＣＣＴＣＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＡ５′

β
ａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＡＴＴＧＧＡＡＴＣＴＧＧＣＴＡＣＴ３′ ７３

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＴＡＧＧＧＣＴＧＡＡＧＡＣＡＧＧＧ３′

　　计量数据以
珚
狓±狊表示。组间比较采用单因素

方差分析，方差齐者进行ＬＳＤ检验，方差不齐者进

行Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验。α＝０．０５。

２　结果

２１　犜犌犉β１狊犻犚犖犃
的基因干扰效率评价

２１１　各组犜犌犉β１ｍＲＮＡ
的表达水平　犜犌犉β１

ｍＲＮＡ在脂质体组表达与ＥＪ细胞组比较差异无统

计学意义 （犘＞０．０５），表明转染的空白质粒对

犜犌犉
β１
ｍＲＮＡ的表达无明显干扰；在转染３个不

同犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ的ＥＪ细胞内犜犌犉

β１
ｍＲＮＡ表

达均有下降 （犘＜０．０５），其中以Ｃ组最明显 （犘＜

０．０１），表明所设计的３种犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ对犜犌犉

β１
ｍＲＮＡ 的 表 达 均 具 有 抑 制 作 用，犜犌犉

β１
３

ｓｉＲＮＡ序列具有最佳抑制效果。见表３。

２１２　各组ＴＧＦβ１
蛋白表达　ＴＧＦβ１

蛋白表达

在脂质体组与 ＥＪ细胞组间差异无统计学意义

（犘＞０．０５），表明转染空白质粒对ＴＧＦβ１
蛋白表达

无明显干扰。与ＥＪ细胞组和脂质体组比较，转染３

个不同犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ的ＥＪ细胞 ＴＧＦβ１

蛋白表

达均下降 （犘＜０．０５），ＥＬＩＳＡ检测也印证了所设计

的３种犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ对ＴＧＦβ１

蛋白的表达均具

有抑制作用，以Ｃ组抑制最明显。见表３。

５６４
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表３　各组细胞犜犌犉β１犿犚犖犃
和蛋白表达的比较

犜犪犫犾犲３　犿犚犖犃犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犜犌犉β１

Ｇｒｏｕｐ 狀 ｍＲＮＡ（２
－ΔΔＣｔ） Ｐｒｏｔｅｉｎ（ｐｇ／ｍＬ）

ＥＪ ８ ３．４２±０．２７ １３０．１２±１６．８４

Ｌｉｐ ８ ３．２７±０．３４ １２１．１２±１３．５６

Ａ ８ １．０６±０．１２
☆，★，＃

５７．９６±７．５６
☆，★，＃

Ｂ ８ １．２８±０．３５
☆，★，＃

６４．２８±９．３９
☆，★，＃

Ｃ ８ ０．９２±０．１９
☆☆，★★

５０．０８±５．８５
☆☆，★★

　　☆犘＜０．０５，☆☆犘＜０．０１，ｖｓ．ＥＪｇｒｏｕｐ；★犘＜０．０５，★★

犘＜０．０１，ｖｓ．ｌｉｐｇｒｏｕｐ；＃犘＜０．０５，ｖｓ．Ｃｇｒｏｕｐ．Ａ：犜犌犉β１１
；

Ｂ：犜犌犉
β１
２；Ｃ：犜犌犉

β１
３

２２　各组犞犈犌犉 犿犚犖犃表达水平

犞犈犌犉 ｍＲＮＡ在犜犌犉
β１
组中表达量较ＥＪ细

胞组中增加〔（３．８７±０．１６）ｖｓ．（２．１８±０．１３），犘＜

０．０５〕，即犜犌犉
β１
可增加ＥＪ细胞中犞犈犌犉 ｍＲＮＡ

表达。在犜犌犉
β１
ｓｉＲＮＡ表达载体组中犞犈犌犉 表

达量（０．７３±０．０９）较ＥＪ细胞组（犘＜０．０５）和犜犌犉

β１
组减少 （犘＜０．０１），表明 ＥＪ细胞中 犞犈犌犉

ｍＲＮＡ的表达随犜犌犉
β１
基因沉默而减少。

３　讨论

ＴＧＦβ１
对正常细胞及癌变早期细胞具有抑制

作用，可诱导细胞凋亡；随着肿瘤逐渐发展ＴＧＦβ１

抑制生长和诱导凋亡的作用逐渐丧失，通过一系列

信号传导通路的改变，促进肿瘤的演进与转移
［４，５］

。

研究发现膀胱移行细胞癌患者血清ＴＧＦβ１
含量升

高、癌组织犜犌犉
β１
ｍＲＮＡ表达阳性率为１００％，推

测内源性犜犌犉
β１
促进膀胱癌细胞体外生长增殖，

促进肿瘤细胞外间质形成、肿瘤血管形成及抑制机

体抗肿瘤免疫反应等，与膀胱癌发生、发展关系密

切
［６，７］

。ＴＧＦβ１
还可通过诱导ＶＥＧＦ、成纤维细胞

生长因子 （ＦＧＦ）等细胞因子表达而间接促进肿瘤

细 胞 生 长
［８］

。ＶＥＧＦ 通 过 与 其 特 异 性 受 体

（ＶＥＧＦＲ）结合，引起一系列信号转导
［９］

，刺激血管

内皮细胞增殖和血管通透性增加，促进新生血管生

成。而阻断ＶＥＧＦ／ＶＥＧＦＲ信号途径，则可抑制肿

瘤新生血管的形成，延缓肿瘤的生长速度，该信号通

路在肿瘤的生长和转移中发挥重要作用
［１０，１１］

。

膀胱癌为实体肿瘤，其发生发展依赖血管生成。

研究发现膀胱癌组织中的ＴＧＦβ１
与ＶＥＧＦ在肿瘤

的血管生成过程中具有协同作用
［１２］

。亦有报道认为

其阳性表达可作为膀胱癌早期复发及预后的指

标
［１３，１４］

。由于血管内皮细胞表面无 ＴＧＦβ１
受体，

ＴＧＦβ１
对血管内皮细胞无直接生物学作用，因此

ＴＧＦβ１
可能通过上调其它促血管生成因子 （如

ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ）的表达而间接促进肿瘤的血管生成。

本研究通过构建犜犌犉
β１
基因特异性ｓｉＲＮＡ

表达载体，转染ＥＪ细胞，通过ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检

测犞犈犌犉 基因水平，发现在ＥＪ细胞中，犞犈犌犉 表达

量在转染犜犌犉
β１
后上调，而转染犜犌犉

β１
ｓｉＲＮＡ

后犞犈犌犉 的表达量下调。推测犜犌犉β１
可能通过上

调犞犈犌犉 的表达，促使膀胱癌新生血管的生成，参

与膀胱癌的发生发展过程。

综上，本研究从基因水平研究犜犌犉β１
对犞犈犌犉

基因表达变化的影响，为进一步揭示膀胱肿瘤新生血

管生成机制，阐释其复发机制提供理论依据。
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