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Abstract
AIM: To construct vascular endothelial growth 
factor (VEGF) siRNA expression vector and to 
evaluate its inhibitory effect on VEGF in HepG2 
cells.

METHODS: Sequencer of a short hairpin RNA 
targeting VEGF of HepG2 cells was designed 
and synthesized. pSUPER-VEGF-siRNA was 
constructed and transfected to HepG2 cells by 
lipofectamine 2000. The expression of VEGF pro-
tein in HepG2 cells transfected with pSUPER-
VEGF-siRNA was detected using RT-PCR and 

Western blot.

RESULTS: After evaluation and sequencing, 
pSUPER-VEGF-siRNA expression vector was 
successfully constructed. The expressions of 
VEGF mRNA and VEGF165 protein were de-
creased markedly after pSUPER-VEGF-siRNA 
transfection using lipofectamine 2000 and the 
inhibitive ratio was 65% and 74%, respectively; 
expressions of VEGF mRNA was lower in ex-
perimental group than negative control group 
and empty vector group (0.304 ± 0.062 vs 0.896 ± 
0.061, 0.884 ± 0.074, P < 0.05).

CONCLUSION: VEGF siRNA expression vec-
tor (pSUPER-VEGF-siRNA) is successfully con-
structed which can significantly inhibit VEGF 
gene expression in HepG2 cells.

Key Words: RNA interference; Vascular endothelial 
growth factor; Hepatocarcinoma
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摘要
目的: 构建靶向肝癌HepG2细胞VEGF基因的
siRNA表达载体并在体外检测其对VEGF基因
表达的抑制作用. 

方法: 设计合成靶向HepG2细胞VEGF基因的
siRNA cDNA序列并与pSUPER载体连接, 构
建VEGF siRNA表达载体, 经酶切鉴定和测
序确认后, 脂质体2000介导VEGF siRNA转染
HepG2细胞. RT-PCR及Western blot检测VEGF 
siRNA表达载体转染的HepG2细胞中VEGF基
因表达. 

结果: 通过双酶切鉴定和测序分析, 成功构建
了靶向HepG2细胞VEGF基因的siRNA表达载
体. RT-PCR和Western blot法检测转染VEGF 
siRNA表达载体的HepG2细胞VEGF mRNA
及VEGF165表达下调, 其抑制率分别为65%

®

■背景资料
R N A 干 扰 是 在
mRNA水平上诱
导特异性序列基
因表达部分或完
全 抑 制 的 过 程 , 
现已经成为研究
基因治疗和寻找
药物靶点的重要
工 具 .  研 究 表 明
V E G F 与 肝 癌 形
成 、 生 长 、 侵
袭、转移、复发
关系密切.

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大
连医科大学附属
第二医院普通外
科
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和74%. 实验组中的HepG2中VEGF mRNA表
达较阴性对照组、空载体组表达量显著下降
(0.304±0.062 vs  0.896±0.061, 0.884±0.074, 
P <0.05).

结论: 成功构建了靶向肝癌HepG2细胞VEGF
基因的siRNA表达载体, 且该载体在体外能有
效抑制HepG2细胞VEGF基因表达.

关键词: RNA干扰; 血管内皮细胞生长因子; 肝癌
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0  引言

血管内皮细胞生长因子(vascular endothelialcell 
growth factor, VEGF)是目前已知在原发性肝癌

(hepatocellular carcinoma, HCC)血管生成中作

用最强的血管生成诱导因子, 可通过作用于血

管内皮细胞、提高血管的通透性、促进肝癌细

胞的增值来促进肝癌的发生、发展、转移. 因
此, 抑制VEGF基因的表达可望抑制肝癌细胞的

增殖、转移. 本研究以VEGF为靶点, 体外构建

VEGF siRNA表达载体, 并转染HepG2细胞, 研
究其对HepG2细胞VEGF基因表达的抑制作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 细胞株HepG2由中南大学肿瘤研究所

黄建惠赠, 大肠杆菌DH5α购自上海捷瑞公司, 
逆转录病毒载体pSUPER.retro.neo由荷兰莱顿

大学Yvonne教授惠赠. 寡核苷酸片段、PCR引
物由上海生工公司合成; 逆转录试剂盒、即用

型PCR试剂盒、TRIzol购自上海生工公司; T4 
DNA连接酶、限制性内切酶, 购自美国MBI公
司; 质粒抽提试剂盒、凝胶DNA回收试剂盒, 购
自上海捷瑞公司; 兔抗人VEGF165 mAb、羊抗

人b-actin多克隆抗体购自天津灏洋公司; 辣根过

氧化物酶羊抗兔二抗、辣根过氧化物酶鼠抗羊

二抗购自美国Santa Cruz公司; PVDF膜购自美国

Roche公司.
1.2 方法 
1 .2.1 V E G F基因特异的s i R N A表达载体构

建: 根据已知GenBank VEGF mRNA序列和

s i R N A的设计原则 ,  设计并合成V E G F基因

RNAi靶序列(5'-GATCCCCTCATCACGAAG
TGGTGAAGttcaagagaCTTCACCACTTCGT 

GATGATTTTTGGAAA-3')和一条阴性对照序

列(即无关序列: 5'-GATCCCCGTGAGATCGTA
GTGCGTGAttcaagagaTCACGCACTACGATCT
CACTTTTTGGAAA-3')及其互补的反义链. 利
用Blaster软件比对, 确定siRNA对靶基因的特

异性. 靶序列和阴性对照序列各自的互补两条

寡核苷酸片段经退火反应(95℃ 5 min, 70℃ 10 
min, 缓慢降至30℃, 维持30 min, 缓慢降至4℃)
形成双链DNA即模板链. 用Hin dⅢ和BglⅡ限制

性内切酶将pSUPER.retro.neo载体双酶切形成

线性化载体, 酶切反应产物用10 g/L的琼脂糖凝

胶电泳, DNA凝胶回收试剂盒回收线性载体. 采
用T4 DNA连接酶连接线性化pSUPER.retro.neo
载体和模板链形成重组载体, 靶序列和阴性对

照序列的重组载体分别命名为pSUPER-siRNA-
VEGF载体和pSUPER-siRNA-N载体.
1.2.2 重组载体经酶切、测序鉴定: 重组pSUPER
载体转化感受态DH5α细菌, 筛选阳性克隆, 摇
菌过夜, 使用质粒提取试剂盒提取重组载体. 重
组载体经酶切、测序鉴定.
1.2.3 转染: HepG2细胞置于含100 mL/L新生牛

血清的RPMI 1640培养基中, 37℃、50 mL/L的
CO2孵箱内培养至对数生长期. 用2.5 g/L胰酶

消化并调节细胞浓度以每孔1×105对数期生

长的细胞接种于24孔培养板, 1 mL/孔, 培养过

夜. 按转染试剂说明书用Lipofectamine 2000将
pSUPER-siRNA -VEGF、pSUPER-siRNA-N、

pSUPER分别转染HepG2细胞. G418筛选1 wk, 
得到上述稳定转染细胞克隆, 分别为实验组、

阴性对照组、空载体组, 共3组. 
1.2.4 RT-PCR检测HepG2细胞VEGF mRNA
表达: 取3组稳定转染细胞, 使用T R I z o l法分

别提取总R N A. 紫外分光光度计定量 .  P C R
反应以β -a c t i n为内参照 ,  V E G F上游引物 : 
5'-TTGTGCTCTACCTCCAC-3', VEGF下游引

物: 5'-AATGCTTTCTCCGCTCTG-3'扩增片段

长度418 bp; β-actin上游引物: 5'-CTATTGGCA
ACGAGCGGTTC-3', β-actin下游引物: 5'-CTTA
GGAGTGGGGGTGGCTT-3'扩增片段长度776 
bp. 根据PCR试剂盒与扩增仪说明, 采用50 μL
反应体系: cDNA 5 μL, 2×PCR Master 25 μL, 25 
mmol/L MgCl2 2 μL, VEGF上游引物(10 μmol/L)2 
μL, VEGF下游引物(10 μmol/L)2 μL, β-actin上
游引物(10 μmol/L)2 μL, β-act in下游引物(10 
μmol/L)2 μL, ddH2O 10 μL. 反应条件: 预变性

94℃ 5 min; 94℃ 1 min, 56℃ 50 s, 72℃ 1 min共

■相关报道
研究已经证明使
用RNAi方法可降
低宫颈癌、卵巢
癌、胃癌、结肠
癌及乳腺癌等恶
性 肿 瘤 中 V E G F
的表达, 并一定程
度上抑制了肿瘤
的生长.

■创新盘点
本文利用RNA干
扰技术靶向研究
其对肝癌细胞中
V E G F 表 达 ,  为
RNA干扰技术在
肝癌抗血管生成
基因治疗开辟新
途径. 
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30个循环; 72℃延伸10 min, 4℃保温30 min. 取 
扩增产物于12 g/L的琼脂糖凝胶进行电泳. Alpha 
Imager3400型凝胶成像分析系统对目的DNA条

带进扫描, 用自带分析软件测得电泳图谱上每

条基因条带的灰度值. 每组设4个样本, 计算3组
各个样本VEGF强度与β-actin内对照强度的比

值, VEGF mRNA表达抑制率 = (对照组Rv-实验

组Rv)/对照组Rv×100%.
1.2.5 Western blot检测HepG2细胞VEGF165蛋

白表达: 收集3组稳定转染细胞, 用单去污法裂

解细胞. 样品进行SDS PAGE后, 电转移至硝酸

纤维素膜, 加入含50 g/L去脂奶粉封闭液, 室温

摇床温育2 h. 使用单去污法提取细胞内总蛋白, 
Bradford法测定蛋白的含量, 取适量样品, 进行

SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳; 转膜封闭后分别加入

1∶200兔抗人VEGF165 mAb、羊抗人β-actin多
克隆抗体, 4℃下孵育过夜; 再用1∶1000辣根过

氧化物酶羊抗兔二抗、辣根过氧化物酶鼠抗羊

二抗, 孵育1 h. 化学发光法分别检测PVDF膜上

和β-actin蛋白的表达量. Mias图像分析系统测定

各条带灰度值, 以同一管中和β-actin条带积分吸

光度值之比作数据分析, 以反映蛋白的表达程

度, 抑制率 = (对照组Rv-实验组Rv)/对照组Rv×
100%.

统计学处理 所有资料采用SPSS13.0统计分

析软件进行处理, 所得到的数值均以mean±SD
表示, 两组间均数比较用t检验进行处理, 多组间

均数比较用单因素方差分析, P <0.05为差异有显

著性.

2  结果

2.1 重组载体的酶切和测序鉴定  p S U P E R-
siRNA-VEGF及pSUPER-siRNA-N重组载体被

Eco RⅠ及Hin dⅢ双酶切后电泳发现一条281 bp
及6400 bp左右的条带(图1). 初步表明载体pSU-
PER-siRNA-VEGF构建成功. 酶切鉴定后的重组

载体送上海生工公司检测序列, 经Blaster对比, 
VEGF基因的测序结果与GenBank登陆的VEGF
序列完全一致. 证实pSUPER-siRNA-VEGF构建

成功.
2.2 RT-PCR检测HepG2细胞VEGF mRNA表达 
VEGF和β-actin引物的扩增基因片段经电泳和

EB染色后电泳结果显示扩增片段大小与所设

计的大小完全一致, 分别为418 bp和776 bp(图2). 
实验组、阴性对照组、空载体组VEGF扩增产

物的强度与内对照β-ac t in的比值分别为0.304

±0.062、0.896±0.061、0.884±0.074, 实验组

中的HepG2中VEGF mRNA的表达较阴性对照

组、空载体组中VEGF mRNA表达量显著下降

(P <0.05), 实验组与空载体组比较VEGF mRNA
表达抑制率为65%.
2.3 Western blot检测VEGF165蛋白表达量 各组

细胞经Western blot检测分析表明, 内参照β-actin
为均一显影的条带, 但VEGF165显影条带密度

不同(图3). 其中空载体组、阴性对照组细胞

VEGF165表达量较高, 而实验组细胞VEGF表达

量显著下降(P <0.05), 与空载体组比较VEGF165
表达抑制率为74%.

3  讨论

HCC通常为一种富血管性肿瘤, 现已证实VEGF
是目前已知在肝癌血管生成中作用最强的血管

1           2           3

300 bp

500 bp

图  1   重组载体的酶
切鉴定. 1: Marker; 2: 

pSUPER-siRNA-N; 

3: pSUPER-siRNA-

VEGF.

1         2         3         4

1000 bp

  500 bp

  250 bp

图   2   R T -
PCR检测各组
VEGF mRNA表
达. 1: Marker; 

2 :  空载体组; 

3 :  阴 性 对 照

组; 4: 实验组.

1                 2                  3

b-actin

23 kDa VEGF

42 kDa

图  3  Western blot法检测各组VEGF蛋白表达. 1: 空白对照

组; 2: 阴性对照组; 3: 实验组.

■应用要点
本 文 应 用 R N A
干扰技术合成的
VEGF siRNA, 从
mRNA和蛋白水
平上证实其在体
外对肝癌HepG2
细胞VEGF表达有
较强的靶向抑制
作用, 为RNA干扰
技术在肝癌体内
抗VEGF基因作用
研究提供了实验
基础和理论依据.
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生成诱导因子, 正常肝组织中VEGF表达量极低, 
而HCC中VEGF的表达显著升高, 且随着HCC
的进展呈上升趋势. 研究表明VEGF与HCC的

形成、生长、侵袭、转移、复发及预后关系密 
切[1-2]. 因此, 有效地抑制VEGF的表达是肝癌抗

血管生成治疗的一个有效途径[3]. 
RNA干扰(RNA interfcrence), 是一种在真

核生物体中广泛存在的通过双链R N A分子在

m R N A水平上诱导特异性序列基因表达部分

或完全抑制的过程, 他具有高靶向性、高稳定

性、高效率性、小分子性、高特异性以及高穿

透性等特点[4], 克服了mAb、反义寡核苷酸技术

的不足, 现已经成为研究基因功能、新基因筛

选、基因治疗和寻找药物靶点的重要工具[5-7]. 
部分学者将RNA干扰技术应用于一些实体

肿瘤抗血管生成研究, 并取得了满意效果, 韩庆

旺 et al在小发夹RNA(shRNA)载体介导抑制人

卵巢癌细胞中血管内皮生长因子(VEGF)的表达

和对卵巢癌细胞增殖的影响研究中发现VEGF
小发夹RNA质粒载体可显著抑制卵巢癌细胞细

胞中VEGF基因的表达, 并可抑制卵巢癌细胞的

增殖[8]. 本研究将VEGF作为RNA干扰的靶基因, 
力图利用VEGF siRNA靶向阻断VEGF表达途径, 
从而阻断VEGF促肝癌血管形成, 以达到抑制肝

癌细胞增殖和转移的目的. 
本研究应用siRNA技术, 从GenBank查序

获得人VEGF的mRNA序列, 利用设计软件在

VEGF的序列中选取特异的寡核干扰靶序列, 利
用逆转录病毒表达载体法, 将其连接入表达载

体内, 该重组载体经酶切和测序证实成功构建

了靶向VEGF基因的RNAi逆转录表达载体, 我
们将靶向VEGF mRNA序列的VEGF siRNA体

外转染人肝癌HepG2细胞, 结果显示转染的肿

瘤细胞中VEGF mRNA表达显著低于对照组的

肿瘤细胞, 表达抑制率为65%, 证明了我们所

合成的VEGF siRNA对人肝癌细胞株HepG2中
VEGF mRNA表达有较强的特异性抑制效果. 
同时本研究也从蛋白水平上检测了VEGF表达. 
由于VEGF mRNA的剪切方式的不同, 产生了

5种多肽: VEGF121、VEGF145、VEGF189和
VEGF206. 而以VEGF165与肿瘤发生最为密切, 
研究证明[9], 在HCC中主要表达的是VEGF165
和VEGF121, 尤其是前者. 所以本研究以作为

蛋白水平的检测指标, 通过Western blot检测

VEGF165蛋白表达量, 从蛋白水平上亦证实了

我们所合成的VEGF s iRNA对人肝癌细胞株

HepG2中VEGF有较强的特异性抑制效果, 其表

达抑制率达74%, 其抑制程度与mRNA水平不完

全一致, 主要原因是由于5种多肽在肿瘤中的表

达不同造成的. 
总之, 我们应用RNA干扰技术合成的VEGF 

siRNA, 从mRNA和蛋白水平上均证实能特异、

有效地抑制肝癌HepG2细胞体外VEGF的表达. 
为RNA干扰技术在肝癌体内抗VEGF基因作用

研究提供了实验基础和理论依据, 并可望通过

靶向阻断VEGF表达途径以阻断VEGF促血管形

成, 从而阻止肝癌的生长与转移, 为肝癌治疗开

辟新途径.
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■同行评价
本研究立题较好, 
研究方法先进可
靠 ,  全 文 书 写 规
范 ,  逻 辑 层 次 清
楚 ,  研 究 结 果 对
进一步开展临床
有一定的指导意
义, 为RNA干扰技
术在肝癌体内抗
VEGF基因作用研
究提供了实验基
础和理论依据.


