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Abstract
AIM: To investigate the effect of N-desulfated 
heparin on the expression of basic fibroblast 
growth fac tor (bFGF) in human gas t r i c 
carcinoma SGC-7901 cells in vitro.

METHODS: Human gastric carcinoma cell line 
SGC-7901 was cultured in vitro, and then treated 
with N-desulfated heparin at different concen-
trations (0.1, 1.0 g/L). Meanwhile, SGC-7901 
cells cultured in single RPMI 1640 medium were 
used as controls. Each group contained 3 paral-
leled samples. Enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) and real time polymerase chain 

reaction (PCR) were used to detect the expres-
sion of bFGF in SGC-7901 cells at 12 h and 24 h, 
respectively.

RESULTS: After treatment with 0.1 or 1.0 g/L 
N-desulfated heparin for 12 or 24 h, bFGF pro-
tein expression was decreased significantly (t = 
7.502, P = 0.002; t = 55.416, P = 0.000; t = 52.221, 
P = 0.000; t = 48.080, P = 0.000). The expression 
of bFGF (CT value) in each N-desulfated heparin 
group was higher than that in the control group 
at the same time. The inhibition of N-desulfated 
heparin on bFGF protein and mRNA expression 
in SGC-7901 cells was dose- and time-depen-
dent.

CONCLUSION: N-desulfated heparin can in-
hibit the expression of bFGF in gastric cancer cell 
line SGC-7901 in a dose- and time-dependent 
manner in vitro.

Key Words: N-desulfated heparin; SGC-7901 gas-
tric carcinoma cell; Basic fibroblast growth factor; 
ELISA; Real time PCR
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摘要
目的: 探讨N-去硫酸肝素对体外培养人胃
癌SGC-7901细胞碱性成纤维细胞生长因子
(bFGF)表达的影响. 

方法: 体外培养人胃癌SGC-7901细胞, 加入
含不同浓度N-去硫酸肝素(0.1、1.0 g/L, N-去
硫酸肝素组)的RPMI 1640培养液, 并设对照
(为培养液), 每组平行3个样本. 培养12、24 h, 
应用双抗体夹心ABC-ELISA法及实时荧光定
量PCR法检测胃癌细胞bFGF的表达. 

结果: 与对照组相比, 0.1、1.0 g/L N-去硫酸
肝素组培养12、24 h, bFGF的表达下降均有

®

■背景资料
胃癌是我国常见
的消化系肿瘤, 胃
癌的转移是造成
该病的主要死亡
原 因 ,  而 胃 癌 的
转移是一个多因
素、多步骤的过
程, 目前对胃癌的
转移缺少有效的
治疗方法.

■同行评议者
姜慧卿,  教授, 河
北医科大学第二
医院消化科
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统计学意义(t  = 7.502, P  = 0.002; t  = 55.416, P  
= 0.000; t  = 52.221, P  = 0.000; t  = 48.080, P  = 
0.000); 相同时间下各浓度的N-去硫酸肝素组
中bFGF mRNA的表达(CT值)较对照组高. N-
去硫酸肝素对胃癌细胞bFGF蛋白及mRNA表
达的抑制作用具有剂量及时间依赖性.

结论: N-去硫酸肝素可以显著抑制体外培养
人胃癌细胞bFGF的表达, 且具有时间、剂量
依赖性. 

关键词: N-去硫酸肝素; SGC-7901胃癌细胞; 碱性

成纤维细胞生长因子; ELISA; 实时荧光定量PCR
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0  引言

胃癌是我国常见的消化道肿瘤, 胃癌的转移是

造成该病的主要死亡原因, 而胃癌的转移是一

个多因素、多步骤的过程, 目前对胃癌的转移

缺少有效的治疗方法. 业已证实, 几乎所有实体

肿瘤的生长和转移均依赖于新生血管提供大量

的营养物质与生长因子[1-2]. 实体肿瘤的生长通

常分为无血管期和血管期. 即肿瘤长至直径1-2 
mm时, 肿瘤分泌若干因子刺激血管形成, 获得

血供的肿瘤继续增大乃至转移, 因此新生血管

的形成是实体瘤生长的关键. 肿瘤血管形成受

多种因子调节, 其中具有重要实际意义的是碱

性成纤维细胞生长因子(basic fibroblast growth 
faetorb, bFGF), 他与肿瘤血管形成高度相关[3]. 
以往的研究表明, 肝素为高度硫酸化蛋白多糖, 
作为抗凝剂, 已被广泛用于临床[4]. 然而, 由于

肝素强烈的抗凝活性, 限制了他的临床应用, 对
肝素进行化学修饰, 可降低其抗凝活性, 但可增

强其抗肿瘤作用[5-7]. 携带聚苯乙烯的非抗凝性

肝素比普通肝素有更强的抑制肿瘤血管生成作 
用[8]. 本实验研究用N-去硫酸肝素对体外培养胃

癌SGC7901细胞进行处理, 并通过ELISA和荧光

定量PCR方法检测胃癌细胞bFGF的表达, 旨在

为胃癌的治疗找到一个新的治疗途径. 

1  材料和方法

1.1 材料 bFGF包被抗体R&D MAB293, 检测抗体 
PeproTech 500-P10Bt. N-去硫酸肝素由中国科学

院上海细胞生物学和生物化学研究所提供. 人胃

癌SGC-7901细胞株购自中国医学科学院上海细

胞所. 逆转录酶、Taq DNA聚合酶、引物和荧光

标记探针由中山大学达安基因股份有限公司(广
州)提供.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 用含体积分数100 mL/L胎牛血

清的RPMI 1640培养, 在37℃、体积分数50 mL/
L CO2、饱和湿度的条件下培养24 h, 然后换用

不含胎牛血清的DMEM培养液同步化24 h, 然后

换培养液与N-去硫酸肝素, 分别培养12 h与24 h. 
每个10 mL培养基加SGC-7901胃癌细胞3×106

个细胞, 每组培养3瓶. 收集培养上清液-80℃保

存. 胃癌培养细胞于冻存管保存(液氮).
1.2.2 标准曲线建立: 实验前20 min从冰箱中取

出试剂盒, 以平衡至室温(20-25℃). 设标准孔8
孔, 每孔中各加入样品稀释液100 μL, 第一孔加

标准品100 μL, 混匀后用加样器吸出100 μL, 移
至第二孔. 如此反复作对倍稀释至第七孔, 最后, 
从第七孔中吸出100 μL弃去, 使之体积均为100 
μL. 第八孔为空白对照. 待测品孔中每孔各加入

待测样品100 μL. 将反应板置37℃ 120 min. 用洗

涤液将反应板充分洗涤4-6次, 向滤纸上印干. 每
孔中加入第一抗体工作液50 μL. 将反应板充分

混匀后置37℃ 60 min. 用洗涤液将反应板充分

洗涤4-6次, 向滤纸上印干. 每孔加酶标抗体工作

液100 μL. 将反应板置37℃ 60 min. 洗板同前. 每
孔加入底物工作液100 μL, 置37℃暗处反应5-10 
min. 每孔加入50 μL终止液混匀. 在492 nm处测

吸光值.
以标准品500、250、125、62.5、31.25、

15.62、7.81、0 ng/L之A值在半对数纸上作图, 
画出标准曲线. 将浓度作为X轴(对数轴), A值作

为Y轴(线性轴). 所有A值都应减除空白值后再

行计算. 曲线应为一光滑曲线. 根据样品A值在

该曲线图上查出相应人bFGF含量. 所有的数据

由分析软件Ascent software for Multiskan进行处

理. bFGF探针序列见表1.
1.2.3 荧光定量PCR测定肿瘤细胞bFGF mRNA
表达: TRIzol法抽提小鼠胃癌细胞总RNA, 加
DEPC水溶解RNA, -80℃保存备用. 取出RNA

■研发前沿
肝素为高度硫酸
化蛋白多糖, 作为
抗凝剂, 已被广泛
用于临床 .  然而 , 
由于肝素强烈的
抗凝活性, 限制了
他的临床应用, 对
肝素进行化学修
饰, 可降低其抗凝
活性, 但可增强其
抗肿瘤作用.

表 1 bFGF探针序列

     
                                              bFGF探针序列

荧光探针:      5'-TGTGGCACTGAAACGAACTGGG-3'

正义链探针:  5'-GTCACGGAAATACTCCAGTTGGT-3'

反义链探针:  5'-CCGTTTTGGATCCGAGTTTATACT-3'
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模板分别加至2 μL已标记的消毒离心管中, RT-
PCR试剂盒解冻, 依次加入稀释的逆转氯酶0.5 
μL、dNTP 0.2 μL, 上下游引物各0.2 μL, DEPC
水4.9 μL, RT缓冲液2 μL总体积10 μL, 然后依次

插入预先设置(37℃ 1 h, 95℃ 3 min加热模块, 逆
转录cDNA完成, -80℃保存备用.

取消毒的96孔联体反应板, 分别加入cDNA
模板, 取适时荧光定量PCR试剂盒解冻, 依次加

入Taq酶1 μL、dNTP 0.5 μL、上游引物0.5 μL、
下游引物0.5 μL, 荧光标记探针0.5 μL, 5×缓冲

液10 μL、ddH2O 32 μL、cDNA5 μL, 放入全自

动实时荧光定量PCR(美国ABI7300)模板中. 扩
增条件: 93℃ 2 min, 93℃ 30 s, 55℃ 1 min, 共
40个循环. 应用荧光定量PCR技术检测bFGF 
mRNA表达. CT值: 目标基因扩增的阈值循环数.

统计学处理 使用SAS6.12统计软件, 实验

数据采用m e a n±S D表示, 两组间采用t 检验, 
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 N-去硫酸肝素对胃癌细胞bFGF蛋白表达的

影响 ELISA结果可见, 对照组SGC-7901胃癌细

胞随着培养时间的延长, bFGF的表达量明显增

加(t  = 16.567, P  = 0.000<0.05). 不同浓度的N-去
硫酸肝素对体外培养SGC-7901胃癌细胞分别作

用12、24 h后与对照组相比, bFGF的表达均有

明显下降(t  = 7.502, P  = 0.002<0.05; t  = 55.416, 
P  = 0.000<0.05; t  = 52.221, P  = 0.000<0.05; t  = 
48.080, P  = 0.000<0.05), 且随着N-去硫酸肝素剂

量的加大、作用时间的延长, N-去硫酸肝素对

bFGF的表达的抑制作用增强了(P <0.05), 因而具

有剂量及时间依赖性(表2).
2.2 N-去硫酸肝素对bFGF mRNA表达的影响 使
用荧光定量PCR方法, 12 h对照组bFGF mRNA
的表达(CT值)较24 h对照组高; 相同时间下各浓

度的N-去硫酸肝素组(CT值)较对照组高; 与 0.1 
g/L N-去硫酸肝素组相比, 1.0 g/L N-去硫酸肝素

组中bFGF mRNA的表达(CT值)均明显升高(t  = 
4.120, P  = 0.015<0.05; t  = 6.323, P  = 0.003<0.05); 
0.1 g/L、1.0 g/L的N-去硫酸肝素24 h组与12 h组
相比, bFGF蛋白表达CT值均升高, 且1.0 g/L N-
去硫酸肝素24 h组与12 h组相比, t  = 3.522, P  = 
0.024<0.05. 由于bFGF mRNA的实际含量与CT
值成反比, 因而荧光定量PCR结果表明, N-去硫

酸肝素对SGC-7901胃癌细胞bFGF的表达的抑

制作用呈剂量、时间依赖性(表2, 图1).

3  讨论

肿瘤的恶性增殖和转移是一个极其复杂的过程, 
当肿瘤生长至直径≥1 mm时, 进一步生长就需

要新生血管生长. 肿瘤血管生长对实体瘤的发

生、发展起着重要的作用, 是影响肿瘤生物学

■相关报道
有报道肝素经化
学修饰后, 可减少
戊糖环中碳氧含
量或增加含硫基
团, 可降低抗凝活
性而增强抗炎作
用, 而其抗凝作用
却明显降低, 如经
修饰后N-去硫酸
肝素仅为肝素的
1/76, 氧去硫酸肝
素抗凝活性可降
至肝素5%-30%, 
N-乙酰化可降至
10%以下, 可明显
降低出血副反应.

表 2 N-去硫酸肝素对体外培养SGC-7901细胞的bFGF和bFGF mRNA表达作用 (mean±SD, n  = 3)

     
分组

                                                                 bFGF(ng/L)                            bFGF mRNA(CT值)

             12 h                                   24 h                         12 h                                    24 h

对照组   17.724±0.173     19.690±0.111a       25.956±0.505              24.490±0.145a

0.1 g/L N-去硫酸肝素组 15.313±0.394c     13.301±0.166ac       30.923±0.612c              32.493±0.358c

1.0 g/L N-去硫酸肝素组 12.173±0.063ce     11.174±0.286ace       33.826±0.349ce              35.446±0.299ace

aP<0.05 vs  12 h组; cP<0.05 vs  对照组; eP<0.05 vs  0.1 g/L N-去硫酸肝素组. 

图  1  对 照 组 及 不 同 浓 度 N -
去硫酸肝素(12, 24 h)胃癌细胞
bFGF mRNA扩增动力学曲线图.
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行为和转移潜能的重要因素. 一些研究表明, 低
分子肝素类似物比普通肝素对血管形成具有更

强的抑制作用[9]. N-去硫酸肝素能抑制各种生长

因子、细胞分裂素、细胞外基质蛋白的作用, 
因此能影响肿瘤细胞增殖、迁移和肿瘤的血管

生成从而抗肿瘤转移作用[10]. 有报道肝素经化

学修饰后, 可减少戊糖环中碳氧含量或增加含

硫基团, 可降低抗凝活性而增强抗炎作用, 而其

抗凝作用却明显降低, 如经修饰后N-去硫酸肝

素仅为肝素的1/76[11-12], 氧去硫酸肝素抗凝活性

可降至肝素5%-30%[13], N-乙酰化可降至10%以 
下[14], 可明显降低出血副反应. 

bFGF是FGF家族中第一个发现的成员, 他
是一种碱性多肽, 由146个氨基酸组成, 基本分

子量为18 kDa, pH值为9.6, 主要分布于细胞质

中, 含有4个半胱氨酸残基, 通过形成分子内二

硫键, 在维持bFGF的三级结构中起重要作用. 
bFGF的N端和C端区域分别是肝素受体的结合

部位. bFGF基因位于人类5号染色体上, 为单拷

贝基因, 为三个外显子两个内含子组成. bFGF
在体内分布极为广泛, 脑、心、肾、肾上腺、

骨和胎盘都有bFGF的存在. bFGF作为一种重要

的促血管生成因子, 与肿瘤尤其是实体瘤的关

系尤为密切, 具有促进源自中胚层和神经内胚

层有丝分裂的活性, 有强烈的促血管内皮细胞

分裂增殖和增加血管通透性的作用, 通过促进

新生血管形成, 为肿瘤细胞生长提供营养. 另一

方面通过自分泌或旁分泌方式促进细胞过度增

殖和肿瘤生长[15]. 最近免疫组化研究发现, 食道

癌、前列腺癌、肺癌肿瘤中均发现有不同程度

的bFGF量的表达[16-18]. bFGF参与胃癌的发生、

发展、浸润、转移[19-20]. Zhao et al [21]应用原位杂

交技术来检测105例胃癌组织中bFGF mRNA、

MMP-9 mRNA和CD34蛋白的表达, 结果发现

与阴性对照组相比, 平均微血管密度、b F G F 
mRNA、MMP-9 mRNA表达均明显高于对照组, 
且bFGF mRNA、MMP-9 mRNA与肿瘤的浸润

深度、淋巴结转移、血管浸润、肿瘤的生长方

式有关, 而与肿瘤的分型与分化无关, 因而认为

bFGF可作为一个肿瘤血管形成、浸润转移、胃

癌预后的一个有效指标. Noda et al [22]使用原位

杂交技术检测bFGF mRNA在16例早期和14例晚

期胃癌中的表达以此来阐明bFGF在癌症进展中

的作用, bFGF在弥散型胃癌中的表达要高于肠

型胃癌的表达, bFGF mRNA阴性表达的胃癌患

者生存率要明显高于bFGF mRNA阳性表达的患

者. 研究结果表明, bFGF在弥散型胃癌特别是晚

期胃癌中的表达有着重要的意义. 
本研究使用ELISA方法, 12 h的阴性对照

组、12 h的0.1 g/L N-去硫酸肝素组、12 h 1.0 
g/L N-去硫酸肝素组中培养的胃癌细胞上清夜

中bFGF的含量分别为17.724±0.173、15.313±
0.394、12.173±0.063; 24 h的阴性对照组、24 h 
0.1 g/L N-去硫酸肝素组、24 h 1.0 g/L N-去硫酸

肝素组中培养的胃癌细胞上清夜中bFGF的含量

分别为19.690±0.111、13.301±0.166、11.174
±0.286. 根据实验结果, 12、24 h阴性对照组中

bFGF的蛋白含量分别为17.724±0.173, 19.690
±0.111, 随着培养时间的延长, 培养的胃癌细胞

上清液中bFGF的含量是增加的, 两组间bFGF含
量有明显差异, 符合胃癌细胞体外培养的增殖

规律. 相同时间下, 各浓度的N-去硫酸肝素组与

对照组相比, bFGF的含量均有下降, 且P <0.05, 
表明N-去硫酸肝素对培养的胃癌细胞上清夜

bFGF的表达有抑制作用. 12 h 0.1 g/L N-去硫酸

肝素与24 h 0.1 g/L N-去硫酸肝素相比, bFGF的
含量分别为15.313±0.394, 13.301±0.166, 有
下降趋势, 两组数据之间有差异, t  = 8.151, P  = 
0.001<0.05; 12 h 1.0 g/L N-去硫酸肝素与24 h 
1.0 g/L N-去硫酸肝素组中bFGF的含量分别为

12.173±0.063, 11.174±0.286, 有下降趋势, 两
组数据之间有差异, t  = 5.908, P  = 0.004<0.05; 因
此认为, 随着作用时间的延长, 同一浓度的N-去
硫酸肝素对培养胃癌细胞上清夜中bFGF的表达

抑制作用是增强的, 因而具有时间依赖性. 12 h
的0.1 g/L N-去硫酸肝素组、1.0 g/L N-去硫酸肝

素组中培养胃癌细胞上清夜中bFGF的蛋白含量

分别为15.313±0.394、12.173±0.063; 24 h的0.1 
g/L N-去硫酸肝素组、24 h 1.0 g/L N-去硫酸肝

素组中bFGF的蛋白含量分别为13.301±0.166、
11.174±0.286; 在相同的时间, 1.0 g/L的N-去硫

酸肝素组与0.1 g/L的N-去硫酸肝素组相比, 培养

的胃癌细胞上清夜中bFGF的含量是降低的, 两
组之间均有明显差异(t  = 13.630, P  = 0.000<0.05; 
t  = 11.141, P  = 0.000<0.05), 因此认为N-去硫

酸肝素对bFGF的表达的抑制作用具有剂量依 
赖性. 

陈金联 et al [23]在研究中发现, N-去硫酸肝

素对人胃癌组织原位移植非肥胖性糖尿病(non-
obesity diabetes, NOD)重度联合免疫缺陷(SCID)
小鼠转移模型的肿瘤转移、血管生成和血管内

皮生长因子(VEGF)表达具有抑制作用. 而其在

■应用要点
N-去硫酸肝素可
以显著抑制体外
培养人胃癌细胞
bFGF的表达 ,  且
具有时间、剂量
依赖性. 
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此前的研究中发现, N-去硫酸肝素通过抑制肿

瘤组织VEGF表达和血管生成, 从而抑制肿瘤的

转移, 并且无明显出血等不良反应, 这一结果是

一致的[24]. Shi et al [25]在研究中发现, bFGF主要

通过PI3K途径增加缺氧状态下VEGF的释放, 因
而在肿瘤的血管形成中发挥着关键的作用. Yang 
et al [26]在研究中发现, bFGF能够介导TGF-B在前

列腺癌间质中的活化, 从而参与肿瘤血管的形

成和扩增. Li et al [27]体内外的研究表明, 米非司

酮通过抑制胃腺癌MKN-45细胞VEGF的表达, 
从而抑制细胞转移、血管形成及基底膜异质性

黏附作用, 最终达到有效抑制胃腺癌MKN-45细
胞系的浸润及转移作用. 

本研究使用荧光定量PCR方法, 12 h的阴

性对照组、0.1 g/L N-去硫酸肝素组、1.0 g/L 
N-去硫酸肝素组中bFGF的蛋白表达CT值分别

为25.956±0.505、30.923±0. 612、33.826±
0. 349. 24 h的阴性对照组、0.1 g/L N-去硫酸肝

素、1.0 g/L N-去硫酸肝素组中bFGF的蛋白表

达CT值分别为24.490±0.145、32.493±0.358、
35.446±0.299. 根据本实验结果, 我们不难发现, 
0.1、1.0 g/L组的N-去硫酸肝素对SGC-7901胃
癌细胞分别作用12、24 h后与对照组相比, CT
值均升高(t  = 6.261, P  = 0.003<0.05; t  = 20.694, 
P  = 0.000<0.05; t  = 12.827, P  = 0.002<0.05; t  = 
32.919, P  = 0.000<0.05), 由于bFGF mRNA的实

际含量与CT值负相关, 因此认为N-去硫酸肝素

对SGC-7901胃癌细胞bFGF mRNA的表达具有

抑制作用. 相同的作用时间, 1.0 g/L的N-去硫

酸肝素组与0.1 g/L的N-去硫酸肝素相比, bFGF
的蛋白表达CT值也是增高的(t  = 13.631, P  = 
0.000<0.05; t  = 11.141, P  = 0.000<0.05), 由于CT
值越高, bFGF mRNA的实际含量越低, 因而1.0 
g/L的N-去硫酸肝素比0.1 g/L的N-去硫酸肝素

对培养胃癌细胞bFGF mRNA表达的抑制作用

更强, 具有剂量依赖性. 随着作用时间的延长, 
1.0 g/L N-去硫酸肝素对SGC-7901胃癌细胞作用

24 h组与作用12 h组相比, CT值升高(t  = 5.908, 
P <0.05), 因而胃癌bFGF mRNA表达的量减少; 
0.1 g/L组的N-去硫酸肝素对SGC-7901胃癌细胞

作用24 h组与作用12 h组相比, 胃癌bFGF mRNA
表达的量有下降趋势, CT值升高但P >0.05,可能

与作用浓度偏小有关; 因而认为N-去硫酸肝素

对SGC-7901胃癌细胞bFGF基因的表达的抑制

作用具有时间依赖性. 对照组SGC-7901胃癌细

胞分别培养12、24 h后, 随着作用时间的延长, 

CT值降低, 且t  = 16.567, P  = 0.000<0.05, 因此

bFGF mRNA的实际表达量是增加的, 与培养胃

癌细胞的增殖有关. 
细胞肺癌耐药是由于bFGF增加了抗凋亡蛋

白XIAP和Bcl-xL的表达, 激发了小细胞肺癌的

耐药. 而这种耐药作用的产生是通过包括B-Raf, 
PKCepsilon, S6K-2多蛋白复合体介导产生的. 研
究表明, PKCepsilon的过度表达增加了XIAP和
Bcl-xL水平和小细胞肺癌细胞的耐药. 在一个四

环素诱导的系统中, 增加的S6k-2激酶活性诱导

了XIAP, Bcl-xL抗肿瘤作用的上调[28]. 目前的研

究表明外源性的bFGF能够促进前列腺癌的扩增

和转移. 肝素类似物调控蛋白(HARP)在bFGF的
激发效应中起着一个非常重要的媒介作用. 

总之, bFGF在胃癌的血管移形成和肿瘤转

移中起着重要的作用, N-去硫酸肝素通过抑制

肿瘤组织bFGF的表达和肿瘤的血管形成, 对胃

癌具有抗转移作用且无明显出血不良副反应. 
进一步应用ELISA及荧光定量PCR方法研究N-
去硫酸肝素抗胃癌转移作用及机制, 将对胃癌

实体瘤抗转移治疗提供新的途径.        
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