
编者按 人类和动物血管生成与肿瘤生长、侵袭、转移密切相关, 血管内皮生长因子能特异性与血管内皮生长因子受体结

合,促进内皮细胞的分裂、增殖及迁移, 在肿瘤新生血管生成过程中起着至关重要的作用。抗血管生成疗法已有效应用于肿

瘤治疗。该文对VEGFR1 基因特异性siRNA 进行了筛选,探讨了RNA 干扰VEGFR1 作为基因治疗的可行性,可为农业生物医

药研究者进行相关研究提供参考。

VEGFR1 基因特异性siRNA 的筛选

李艳1 ,2 ,3 , 张必良2  ( 1 .中国科学院华南植物园,广东广州510650 ;2 .中国科学院广州生物医药与健康研究院 ,广东广州 510663 ;3 .中国

科学院研究生院 ,北京100080)

摘要  [ 目的] 筛选血管内皮生长因子受体( VEGRF) 基因特异性小干扰RNA( Small Interference RNA,si RNA) ,为肿瘤等疾病的基因治疗寻
找一种新途径。[ 方法] 以高表达VEGFR1 的人脐静脉血管内皮细胞( HUVEC) 为模型 ,采用RNA 干扰技术,化学合成了3 条针对血管内
皮生长因子受体1( VEGFR1) 的特异性 si RNA ,用Li pofectamine2000TM转染 HUVEC 细胞株 ,通过Real ti me RT-PCR 技术检测 HUVEC 细胞
VEGFR1 基因mRNA 的表达。并对效果最好的VEGFR1 si RNA - 2 进行si RNA 的浓度梯度效果检测。[ 结果] 结果表明 ,与对照组相比 ,所
设计的3 条si RNA 均能不同程度地抑制VEGFR1 mRNA 的表达 ,其中si RNA - 2 号最有效 ,浓度为50 nmol/ L 时抑制率达到95 %左右。在浓
度梯度试验中 ,VEGFR1 si RNA - 2 转染浓度为50 pmol / L 时,对VEGFR1 基因的沉默效果还能达到50 %左右。[ 结论] 所设计的si RNA 能有
效抑制VEGFR1 基因的表达,为RNAi 用于靶向VEGFR1 的基因治疗提供了非常有效的si RNA 序列。
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Screening of VEGFR1 specific si RNA for therapeutic application
LI Yan et al  ( South China Botanical Garden ,Chinese Academy of Sciences ,Guangzhou,Guangdong 510650)
Abstract  [ Objective] The small interference RNAs (si RNAs) of vascular endothelial growth factor receptor 1( VEGFR1) was selected for a the newap-
proach of tumor and other diseases-curi ng .[ Method] Inthis study ,we have applied RNAinterference ( RNAi) technology by utilized chemically synthesized
small interference RNAs ( si RNAs) to blockthe gene expression of vascular endothelial growth factor receptor 1( VEGFR1) in human umbilical vein en-
dothelial cells ( HUVEC) . The initial experi ments were carried out with 50 nM various si RNAs to determine the expression of VEGFR1 mRNA by Real
ti me RT-PCR .Result The results demonstrated that VEGFR1 si RNA - 2 potently suppressed the expression of VEGFR1 mRNAi n HUVEC.In attempt to i-
dentify the si RNAinterfering efficiency ,we have performed with a various concentrations of si RNA: 50 nmol/ L ,20 nmol/ L,10 nmol / L ,1 nmol/ L ,500
pmol/ L ,250 pmol/ L,100 pmol/ L,50 pmol/ L . We observed that even in the concentration of 50 pM,si RNA - 2 can effectively inhi bit the expression of
VEGFR1 mRNA.[ Conclusion] VEGFR1 si RNA - 2 specifically suppresses the VEGFR1 expression,and may have the potential as an effective si RNA se-
quence in tumor gene therapy targeti ng VEGFR1 .
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  RNA 干扰( RNA Interference ,RNAi) 又叫基因沉默, 是指在

进化过程中高度保守的、由双链 RNA( Double-stranded RNA ,

dsRNA) 诱发的、同源 mRNA 高效特异性降解 的现象[ 1-3] 。

RNAi 技术具有特异、高效、快捷、毒性小等特点, 可高效、特

异地抑制疾病相关基因的过度表达, 从而达到治疗疾病的目

的。目前,RNAi 技术已被广泛地应用于各种疾病的基因治

疗研究中[ 4] 。肿瘤的血管形成( Angiogenesis) 是一个相当复杂

的过程, 受多种因子的正负调控, 其中血管内皮生长因子

( Vascular Endothelial Growth Factor ,VEGF) 是作用最强的正性

调控因子之一。它通过与其特异性受体血管内皮生长因子

受体( Vascular Endothelial Growth Factor Receptor ,VEGFR) 结合

刺激新生血管的形成[ 5- 9] 。目前发现的 VEGFR 主要有 VEG-

FR1( Fms-like Tyrosine Kinase ,Flt-1) 、VEGFR2( Kinase Insert Do-

main Containing Receptor ,KDR/ Flk-1) 、VEGFR3( Fit-4) , 均是酪

氨酸蛋白激酶受体, 属于 RTK ( Receptor Tyrosine Kinase) 型受

体,受体的胞外区都含有7 个免疫球蛋白( I mmunoglobulin ,Ig)

样结构域, 胞内区都含有酪氨酸激酶结构域, 其中 VEGFR1、

VEGFR2 与血管生成的关系最为密切[ 10] 。目前 ,在肿瘤研究

中, 利用RNAi 技术沉默VEGFRl 表达的文献还很少。笔者采

用RNA 干扰方法,以人脐静脉血管内皮细胞为研究对象, 选

用Lipofectamine2000TM作为转染试剂, 寻找 VEGFRl 作为基因

治疗靶点时最佳的si RNA 靶向序列,并且进一步检测浓度梯

度的VEGFR1 siRNA 对VEGFR1 mRNA 的沉默效果,进而探讨

RNA 干扰VEGFRl 作为基因治疗的可行性。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1  细胞株。人脐静脉血管内皮细胞( HUVEC) 由广州生

物医药与健康研究院周国春研究员惠赠, 培养于含2 % 胎牛

血清的EGM-2( 美国Clonetics 公司) 培养液中, 置于5 %CO2、37

℃饱和湿度的孵箱中培养。

1 .1 .2 试剂。Lipofectamine2000TM及Trizol 试剂购自Invitrogen

公司; AMV 逆转录试剂盒为美国 Promega 公司生产, SYBR

Premix Ex Taq TM( Perfect Real Ti me) 试剂盒购自TaKaRa 公司。

1 .2 方法

1 .2.1 siRNA 设计合成。首先在美国国立生物技术信息中

心NCBI 数据库中获取人 VEGFR1 mRNA 的序列全长( 序列

号:NM- 002019) ,使用中国科学院广州生物医药与健康研究

院张必良实验室自主开发的设计软件 , 设计3 条 VEGFR1

si RNA 和一条阴性对照si RNA( Notarget si RNA) 。VEGFR1 siR-

NA - 1 靶序列: CTAGCTGTACCTACTTCAA ( 328～346 bp) , 正义
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链( Sense Strand) 序列为5′- CUAGCUGUACCUACUUCAA dTdT -

3′, 反 义 链 ( Antisense Strand) 序 列 为 5′- UUGAAGUAG-

GUACAGCUAG dTdT-3′。 VEGFR1 si RNA - 2 靶 序 列 :

CAATCTTGCTGAGCATAAA ( 1 211～1 229 bp) , 正义链序列为

5′- CAAUCUUGCUGAGCAUAAA dTdT-3′, 反义链序列为5′- UU-

UAUGCUCAGCAAGAUUG dTdT-3′。VEGFR1 si RNA - 3 靶序列 :

GCAGCACGCTGTTTATTGA( 2 138～2 156 bp) , 正义链序列为

5′-GCAGCACGCUGUUUAUUGA dTdT-3′, 反义链序列为5′- U-

CAAUAAACAGCGUGCUGC dTdT- 3′。此外,设计了非靶向性的

Notarget siRNA 作 为 对 照, 正 义 链 序 列 为 5′- UUCUCC-

GAACGUGUCACGU dTdT- 3′, 反 义 链 序 列 为 5′- ACGUGA-

CACGUUCGGAGAA dTdT-3′。额外设计了dTdT 悬挂末端, 以

增加si RNA 的稳定性。设计的si RNA 由广州市锐博生物科

技有限公司合成。

1 .2.2 细胞转染。取对数生长期的 HUVEC 细胞,转染前1 d

将细胞接种于6 孔培养板, 接种密度为1×105/ 孔, 使得次日

转染时细胞融合度达30 % ～50 % 。根据LipofectamineTM2000

试剂操作指南进行转染。50 nmol/ L 浓度的si RNA 转染方案

为: 在250 μl OPTI- MEM中加入5 μl 20 μmol/ L 的si RNA, 室温

孵育5 min。在250 μl OPTI- MEM 中加入5 μl LipofectamineTM

2000 , 室温孵育5 min。将上述2 种稀释液混匀, 室温孵育20

min 后加入细胞板孔中, 细胞置于培养箱进行常规培养。

1 .2 .3 总 RNA 的抽提和c DNA 的生成。收集转染后24 h 的

细胞,6 孔板每孔加入l ml Trizol , 加入氯仿和异丙醇按常规

方法抽提细胞总 RNA, 所提 RNA 溶于40 μl 无 RNA 酶水中 ,

Beckmen 紫外分光光度计检测各处理组 RNA 的含量和纯度 ,

并进行凝胶电泳, 观察 RNA 完整性。以oligo( dT) 15为引物,1

μg RNA 为模板,按Promega 逆转录试剂盒操作生成cDNA。

1 .2 .4 Real ti me PCR 检测3 条VEGFR1 si RNA 的干扰效果。

各取逆转录的 c DNA 产物1 .6 μl 作模板 , 利用SYBR Green I

染料实时定量PCR 试剂盒检测不同转染组细胞中的VEGFR1

mRNA 表达, 并以无 RNA 酶水作为阴性模板对照, 以β- Actin

作为内参。PCR 反应条件为:95 ℃预变性10 s ;94 ℃变性5 s ;

VEGFR1 基因55 .5 ℃退火30 s ,β- Actin 基因60 ℃退火30 s ,45

个循环;72 ℃延伸1 s。引物序列根据 GenBank 公布的 cDNA

序列 设 计, VEGFR1 的 引 物 序 列 为 5′- GGTATCCCTCAACC-

TACA-3′( 上游引物) 和5′- CCACAGTCCCAACTTTATT- 3′( 下游

引物) ,PCR 产物长262 bp。β- Actin 的引物序列为5′- CGTAC-

CACTGGCATCGTGAT-3′ ( 上 游 引 物 ) , 5′- GTGTTGGCG-

TACAGGTCTTTG-3′( 下 游 引 物) , PCR 产 物 长 452 bp。用

2- △△CT法计算和分析VEGFR1 基因的相对表达量, 确定 VEG-

FR1 基因的mRNA 被siRNA 沉默的程度。

1 .2 .5 Real ti me PCR 检测浓度梯度的 VEGFR1 siRNA - 2 干

扰效果检测。收集对数生长期细胞接种于6 孔板, 每孔1×

105 个细胞,设立空白对照组( 只加培养基) ,Notarget si RNA 转

染组和 VEGFR1 si RNA - 2 转染组, 第1 批 VEGFR1 si RNA - 2

转染浓度分别为50、20、10、1 nmol/ L。第2 批VEGFR1 si RNA -

2 转染浓度分别为500、250、100、50 pmol/ L。Notarget si RNA 转

染浓度为50 nmol/ L。细胞继续培养,24 h 后提取各处理组细

胞的总 RNA 进行Real ti me PCR 检测。

1 .2 .6 统计学处理。数据用 x±s 表示,经SPSS14 .0 统计软

件分析, 多组间差异显著性检验用单因素方差分析, 两组间

比较用 t 检验。

2  结果与分析

2 .1 VEGFR1 mRNA 表达的变化  图1～5 表明,5 个不同

处理组中,细胞内源β- Actin 基因片段的扩增曲线基本一致 ,

说明PCR 中加入的模板量基本一致, 而目的基因 VEGFR1 的

扩增曲线存在差异, 利用2- △△CT法计算和分析 VEGFR1 基因

的相对表达量及3 条VEGFR1 si RNA 的抑制效果显示,与No-

target si RNA 转染组比较,VEGFR1 siRNA - 1 对 VEGFR1 mRNA

的抑制率达到66 % ,VEGFR1 si RNA - 2 对VEGFR1 mRNA 的抑

制率达到96 % , 而 VEGFR1 si RNA - 3 对 VEGFR1 mRNA 的抑

制率只有25 % 左右。Notarget si RNA 转染组与空白对照组之

间比较无明显差异。表明在50 nmol/ L 的转染浓度下,VEG-

FR1 si RNA - 2 非常有效地抑制了VEGFR1 mRNA 的表达。

图1 β- Actin 溶解曲线

Fig .1β- Actindissolutioncurve

图2 VEGFR1 溶解曲线

Fig .2 VEGFR1 dissolutioncurve

2 .2 不同浓度梯度的 VEGFR1 siRNA - 2 干扰效果  由图6

可知, 与转染浓度为50 nmol/ L 的 Notarget siRNA 比较,VEG-

FR1 si RNA - 2 转染浓度为1 nmol/ L 时, 对 VEGFR1 mRNA 表

达的抑制率仍能达到94 % 左右。更低浓度的 VEGFR1 siR-

NA - 2 转染 Real ti me RT- PCR 结果见图7 , 与转染浓度为50

nmol/ L 的 Notarget si RNA 比较,VEGFR1 siRNA - 2 转染浓度为

50 pmol/ L 时 ,对VEGFR1 mRNA 表达的抑制率仍能达到50 %
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左右。这些结果表明, 筛选出的针对 VEGFR1 基因特异的

si RNA - 2 在极低的转染浓度下能够达到很好的干扰效果。

图3 β- Actin 扩增曲线

Fig .3 β- Actinamplification curve

图4 VEGFR1 扩增曲线

Fig .4 VEGFR1amplificationcurve

 注 :1 为VEGFR1 si RNA_1 转染组 ;2 为VEGFR1 si RNA - 2 转染组 ;

3 为 VEGFR1 si RNA - 3 转染组 ;4 为Notarget si RNA 转染组 .

 Note :1 .VEGFR1 si RNA-1 group ;2 .VEGFR1 si RNA - 2 group ;3 .VEG-

FR1 si RNA - 3 group ;4 .Notarget si RNA group .

图5 Real ti me RT- PCR检测不同转染组VEGFRI mRNA 的相对

表达量

Fig .5  VEGFR1 mRNA relative expressionin different transferred

groups by Real Ti me RT- PCR

3  讨论

(1) RNAi 技术为快速、方便地确定基因功能提供了一种

全新的方法,为后基因组时代功能基因组的研究提供了一个

强有力的工具[ 6] 。由于其高效、特异的靶向作用与沉默机

制,有可能使其成为传统不治之症如肿瘤、爱滋病( AIDS) 、病

毒性肝炎、代谢性疾病等的克星[ 11] 。肿瘤的生长和转移离

不开新生血管的形成 ,在血管形成前期肿瘤的生长和转移主

要靠弥散功能,但是当肿瘤直径超过2 mm时就必须依赖新

生血管的形成[ 12] 。因此, 血管生成是肿瘤生长和转移的必

备条件, 与肿瘤的发生、发展和转移有着密切关系[ 13 - 14] 。抑

制肿瘤血管的形成, 就有可能使肿瘤细胞营养供给匮乏而死

注 :1 为50 nmol/ L VEGFR1 si RNA - 2 转染组 ;2 为 20 nmol/ L VEG-

FR1 si RNA - 2 转染组 ;3 为10 nmol/ L VEGFR1 si RNA - 2 转染组 ;

4 为1 nmol/ L VEGFR1 si RNA - 2 转染组 ;5 为50 nmol/ L .Notarget

si RNA 转染组。

 Note :1 .50 nmol/ L VEGFR1 si RNA - 2 ;2 .20 nmol/ L VEGFR1 si R-

NA - 2 ;3 .10 nmol/ L VEGFR1 si RNA - 2 ;4 .1 nmol/ L VEGFR1

si RNA - 2 ;5 .50 nmol / L Notarget si RNA .

图6 Real time RT- PCR 检测50～1 nmol/L 浓度梯度 VEGFR1

siRNA- 2 转染后VEGFR1 mRNA 表达量

Fig .6 Expression of VEGFR1 mRNA with50-1nmol/L concentra-

tion of VEGFR1si RNA - 2by Real Ti me RT- PCR

注 :1 为500 pmol/ L VEGFR1 si RNA - 2 转染组 ;2 为250 pmol/ L VEG-

FR1 si RNA - 2 转染组 ;3 为100 pmol/ L VEGFR1 si RNA - 2 转染

组 ;4 为 50 pmol / L VEGFR1 si RNA - 2 转染组 ;5 为 50 nmol/ L .

Notarget si RNA 转染组。

 Note :1 .500 pM VEGFR1 si RNA - 2 ;2 .250 pM VEGFR1 si RNA - 2 ;3 .

100 pM VEGFR1 si RNA - 2 ;4 .50 pM VEGFR1 si RNA - 2 ;5 .50

nmol/ L Notarget si RNA.

图7 Real time RT- PCR检测500～50 pmol/L 浓度梯度VEGFR1

siRNA - 2 转染后VEGFR1 mRNA 表达量

Fig .7 Expression of VEGFR1 mRNA with500-50 pmol/L concen-

trations of VEGFR1siRNA - 2 measured by Real Time RT-

PCR

亡。VEGF 及其家族成员在肿瘤的血管生成中发挥着重要作

用。VEGF 通过与相应受体 VEGFR 结合刺激血管内皮细胞

增殖和迁移,促进新生血管的生成,与机体多种常见肿瘤的

( 下转第7888 页)
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湖泊、河流透明度的下降, 使水质变坏[ 8] 。通过对扶河桥、新

城桥、包兰桥3 个控制断面在1998～2003 年的监测数据表明

磷的含量呈上升趋势( 图6) , 特别是2002 年以后, 水体中磷

的浓度从0 .048 mg/ L 上升至0 .093 mg/ L ,增幅达93 .7 %。而

青城桥监测显示, 在其控制断面水体中总磷浓度年际间波动

较大。

图6 1998～2002 年黄河兰州段总磷变化趋势

Fig .6 Changetrend of total P in Lanzhousection of Yellow River

from1998to2002

3  结论

通过对1998～2002 年黄河兰州段监测断面pH 值、COD、

DO、挥发酚、六价铬、总磷6 项指标的调查分析研究表明, 扶

河桥、新城桥、包兰桥和什川桥4 个断面的各项指标监测值

均符合国家地面水水质标准。即黄河兰州段水质的各项检

测指标都合格。从检测数据中可以明显看出 ,从1998～2002

年黄河兰州段各项污染指标检测数据均呈上升趋势, 其水质

正受到越来越严重的污染。而个别监测断面检测到的数据

存在较大的年际波动, 因为该研究仅利用5 年监测数据 , 但

对于发现黄河兰州段水质稳定可靠的演变规律, 还需要取得

更长时间序列的数据资料。
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发生和转移有着密切的关系[ 15-17] 。近期研究表明 ,VEGFRl

介导的信号转导在 VEGF 相关的病理性血管形成中发挥了

重要作用[ 18] , 用VEGFR1 的单克隆抗体阻断 VEGF 和胎盘生

长因子( PLGF) 与VEGFR1 的结合, 可以明显抑制肿瘤的血管

发生, 对关节炎、动脉粥样硬化也有明显的治疗作用[ 19] 。

( 2) 该研究化学合成了3 条 VEGFRl 基因特异的si RNA ,

用Lipofectamine2000TM作转染试剂转染人脐静脉血管内皮细

胞( HUVEC) ,采用 Real-ti me RT- PCR 技术筛选出了一条最有

效的siRNA ,即 VEGFR1 si RNA - 2 ,而且浓度梯度转染试验发

现,VEGFR1 si RNA - 2 在极低浓度的转染条件下还具有很好

的沉默效果。所以, 该研究通过化学合成方法获得了一条非

常有效的 VEGFR1 基因特异的 si RNA 序列, 为 RNAi 技术用

于VEGFR1 靶向的基因治疗提供了新途径。

( 3) 虽然目前对 RNAi 技术的了解越来越深入,新的研究

成果也不断涌现, 但在其真正用于临床之前还有许多问题需

要解决, 如 si RNA 的稳定性问题,si RNA 的给药问题等[ 11] 。

中国科学院广州生物医药与健康研究院张必良实验室正在

通过对si RNA 分子在设计时进行一系列条件的优化, 如不同

基团及不同位点的化学修饰及不同长度的si RNA 分子设计

( 主要是27 mer 长度) 来增加 si RNA 作用的有效性、特异性、

专一性,另外通过对转染试剂的分子量、基团修饰、辅料配比

的改进等 ,增加 si RNA 的转染效率和体内给药的靶向性等。

随着研究的不断细致深入, 这些问题会逐渐被解决, 在不久

的将来 ,RNAi 技术也会真正成为癌症治疗的新手段。
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