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Abstract
AIM: To observe whether the vascular endothelial 
growth factor (VEGF) short hairpin RNA (shRNA) ex-
pressed by recombinant plasmid Pavu6+27-VEGF 
siRNA in cells can effectively inhibit the proliferation of 
human colon carcinoma cell line HCT116.

METHODS: The constructed recombinant plasmid with 
the expression of shRNA was transfected into the hu-
man colon carcinoma cell line HCT116, and the empty 
plasmid (Pavu6+27) was transfected into the same cell 
line as controls. After screened with G418, fl ow cytom-
etry was used to detect the distribution of the HCT116 
cell cycles. The inhibitory rate of the cell growth was 
detected by MTT assay.

RESULTS: The recombinant Pavu6+27-VEGF siRNA 
effectively inhibited the proliferation of the cell line 
HCT116, and the inhibitory rates were significantly 

increased as compared with those in the controls at 
24, 48, and 72 h (15.32±2.02%, 28.54±3.29%, 40.32
±3.56% vs  5.64±1.42%, 8.65±2.30%, 15.32±3.52%, 
P  <0.05). The ratio of cells at G0/G1 stage was mark-
edly increased (74.37±4.54% vs  71.13±5.14%), while 
the ratio of cell at S stage was signifi cantly decreased 
(11.90±3.44% vs  14.97±4.33%, P  <0.05 ) in the recom-
binant plasmid transfected cells as compared with that 
in the controls. The empty plasmid had no such effect 
on the same cell line. 

CONCLUSION: The shRNA expressed by the re-
combinant plasmid Pavu6+27-VEGF siRNA in cells 
can effectively inhibit the proliferation of the cell line 
HCT116.
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摘要

目的: 观察Pavu6＋27-VEGF siRNA重组体在细胞体内表达

的血管内皮生长因子短发夹状RNA (shRNA) 能否有效地抑

制人大肠癌HCT116细胞株的增殖.

方法: 将自行构建的表达短发夹状RNA的重组质粒转染到

大肠癌HCT116细胞株中, 以空质粒Pavu6+27转染为对照, 经
G418筛选, 流式细胞技术分析细胞周期分布, MTT 比色法检

测细胞的生长抑制率.

结果: Pavu6+27-VEGF siRNA重组体能有效地抑制HCT116
细胞株的生长增殖, 24、48、72 h移植率分别为15.32±
2.02%、28.54±3.29%、40.32±3.56%, 与对照组 (5.64±
1.42%、8.65±2.30%、15.32±3.52%) 相比有显著差异

(P <0.05). 细胞周期中G0/G1比例升高, S期比例明显下降, 而
空质粒Pavu6+27转染对HCT116细胞株增殖无抑制作用, 对
细胞周期改变无影响. 

结论: Pavu6＋27-VEGF siRNA重组体在细胞内表达的短发

夹状RNA 能有效抑制人大肠癌细胞的增殖, 为质粒介导的

RNAi 技术运用于大肠癌的基因治疗提供一定的实验依据.
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0  引言

RNA干扰(RNA interference, RNAi)是正常生物体内抑制

特定基因表达的一种现象, 它是指当细胞中导入与内源

性mRNA编码区同源的双链RNA (dsRNA) 时, 该mRNA
发生降解而导致基因沉默的现象, 这种现象发生在转录

后水平, 又称为转录后基因沉默 (post-transcriptional gene 
silencing)[1]. 体外合成的长链dsRNA已被证明在大多数哺

乳动物细胞中会产生强烈的细胞毒反应[2], 而人工合成

的短链RNA(21-22 nt)虽可避免这种非特异性作用, 但其

时效短, 最长只能维持1 wk[3]. 表达载体可帮助RNAi克服

上述缺点, 因此, 利用载体在细胞内转录生成dsRNA成为

RNAi技术运用的主要手段[4]. 我们以质粒Pavu6+27 (由
美国Michigan大学生物化学系David Engelke博士惠赠, 
U6 为启动子) 为基础, 将针对VEGF表达短发夹状RNA 
(short hairpin RNA, shRNA) 的重组质粒转染入人大肠癌

HCT116细胞, 以期在细胞内表达shRNA而诱导RNAi效应

并特异地抑制HCT116细胞增殖, 为大肠癌的基因治疗提

供新的靶点和思路.

1  材料和方法

1.1 材料 大肠杆菌Jm109(由第三军医大学中心实验室保

存), 含U6 启动子的质粒Pavu6+27 (由美国Michigan大学

生物化学系David Engelke博士惠赠), 人大肠癌HCT116
细胞株购自中国医学科学院基础医学研究所细胞中心. 
DMEM高糖培养基、标准小牛血清购自美国Hyclone公
司; DOTAP脂质体转染试剂购自美国Roche公司; 四氮唑

蓝购于Sino-American Biotechnology公司; 流式细胞仪由

美国Coulter公司生产; 酶标仪为HTS-7000生物分析仪; 其
他试剂均为进口或国产分析纯产品. 表达VEGF shRNA
质粒 (Pavu6+27-VEGF siRNA) 由本室前期实验构建、鉴

定并保存[5]. VEGF的cDNA全序列及所选择的干涉位点

参照资料[6]设计(潜在靶位点需通过GENBANK数据库的

BLAST进行分析). Pavu6+27-VEGFsiRNA所插入的VEGF
干涉序列(只列出正链序列)为: 5'-GGAGTACCCTGATG
AGATC-3'(19 nt, 由上海SAN GON 公司合成), Pavu6+27-
VEGFsiRNA含有新霉素抗性基因(neor基因)作为正选择

的标志.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染 细胞培养于含100 mL/L灭活小牛

血清, 1×105U/L青霉素, 100 mg/L链霉素的DMEM高糖

培养液中, 于37 ℃、50 ml/L CO2的培养箱中培养, 取对

数生长期细胞用于实验. 采用Roche公司的DOTAP脂质

体转染试剂盒包裹经灭菌处理的重组质粒(质粒︰脂质

体=1︰6)转染前一天, 换取新鲜培养液(含100 mL/L小牛

血清的DMEM高糖培养液, 37℃, 50 mL/L CO2孵箱中培

养) 后调整浓度为2×108/L,以每孔2 mL接种于6孔培养

板中培养, 待细胞增至60-80%时, 将质粒-脂质体复合物

5-6 mL (将5 μg质粒以HBS缓冲液稀释为0.1 g/L终体积50 
μL, 将30 μL DOTAP加入HBS缓冲液至终体积100 μL, 混
合后制备成质粒-脂质体复合物) 转染至细胞中, 18 h后弃

去转染液, 换含新鲜培养液继续培养, 弃去原培养液, 用
含G418 300 mg/L的DMEM培养液进行筛选收集G418抗
性细胞. 转染了Pavu6+27-VEGF siRNA的HCT116细胞简

写成Pavu6+27-VEGF siRNA HCT116细胞. 转染空质粒的

Pavu6+27的HCT116细胞简写成Pavu6+27 HCT116作为对

照.
1.2.2 MTT比色法检测细胞的抑制率 MTT比色法参照

参考文献[7]. 取对数生长期的Pavu6+27-VEGF siRNA 
HCT116、Pavu6+27HCT116、HCT116细胞按每孔5.0×
103的密度接种于96孔板中, 每种细胞接种24(3×8)孔, 设
DOTAP脂质体为空白对照 (1×8) 孔. 培养细胞于37 ℃、

50 mL/L CO2、饱和湿度, 24 h后更换培养基, 继续培养

24、48和72 h. 每个时间点重复设8孔. 显色, 每孔加入

MTT液(5 g/L)20 μL, 37 ℃孵育4 h后弃去上清, 轻轻振荡

10 min. 在酶联免疫检测仪(HTS-7000生物分析仪)上以

570 nm波长测定各孔光吸收值(A值). 以培养时间为横轴,
光吸收值为纵轴绘制细胞生长曲线. 计算转染前后两组

细胞的生长抑制率: 生长抑制率＝(对照组A值－实验组A
值)/对照组A值×100％.
1.2.3 流式细胞技术分析细胞周期分布的影响 对数生长

期的细胞用胰酶消化后, 以1.0×108/L的密度传代、接种,
贴壁后加入DMEM培养基培养24 h, 加入新培养液, 设加

等体积DOTAP脂质体作为对照组. 继续培养至72 h, 胰
酶消化成单细胞悬液, 冰PBS洗涤两次, 1 000 r/min离心

5 min. 弃上清, 缓慢加入-20℃预冷的250 mL/L乙醇, 4℃
过夜. 取细胞悬液, PBS洗涤, 2 000 r/min离心5 min后, 弃
上清. PI染液1.0 mL染30 min, 混合液过300目滤网以除去

杂质, 488 nm激发波长测定样品, 620 nm带通滤片检测PI
荧光. 每样本收集多于10 000个荧光信号. 细胞周期分析

软件MultiCycle分析得到DNA指数(DNA index, DI)细胞

周期数值, 并以下列公式计算细胞增殖指数(proliferation 
index, PI): PI＝(S%＋G2%)/(G1%＋S%＋G2%)×100

统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 采用SPSS10. 0 
for Windows统计软件, 进行单因素方差分析和显著性检验. 
预先用Homogeneity of Variances进行方差齐性检验, 如方差

齐采用LSD检验, 如方差不齐采用Tamhane'T2检验.  P<0.05 



为有显著性差异,  P<0. 01为有非常显著性差异.

2  结果

2.1 MTT比色法检测细胞的抑制率 MTT实验结果显示: 
DOTAP脂质体介导的表达VEGF短发夹状RNA重组质粒

(Pavu6+27-VEGF siRNA) 对HCT-116细胞有明显生长抑制

作用, 而空载体对细胞生长无抑制作用(组间比较P <0. 05) 
(表1).

2.2 流式细胞仪检测细胞周期分布的改变 转染了重组质

粒的Pavu6+27-VEGF siRNA HCT116细胞株, G0/G1期细

胞比例增高, 另一方面S期细胞比例降低, 细胞的增殖指

数明显降低. 转染空质粒的Pavu6＋27的HCT116细胞的

增殖指数无明显改变. 此结果说明针对VEGF 靶基因设计

的短发夹状RNA对大肠癌HCT116细胞株的增殖有明显

抑制作用 (表2).

3  讨论

肿瘤的恶性增殖受到多种因素的影响, 其中肿瘤血管生

长对实体瘤的生长起重要作用, 是影响肿瘤生物行为的

重要因素[8]. 血管内皮生长因子 (VEGF) 是一种重要的促

血管形成因子, 通过增加微血管的通透性和特异性的与

血管内皮细胞受体结合, 促进血管内皮细胞的分裂和增

殖, 进而导致新生血管的生成, 具有促血管形成和增加血

管通透性的双重功能, 在肿瘤的发展、转移及预后等方

面均起着重要的作用[9]. 它通过与两种选择性表达在血管

内皮细胞上的高亲和力酪氨酸受体 (flt21和KDR/flk21) 
的结合来发挥作用. 研究表明, 在大肠癌中VEGF表达明

显增高, VEGF表达与大肠癌生长、转移及肿瘤血管密度

密切相关, 并可作为判断预后的指标[10]. 阻断VEGF表达

可达到抑制肿瘤生长及转移的目的[11].
因此如何有效的抑制VEGF的表达是肿瘤治疗的关

键所在.目前研究较多的有抗VEGF及VEGFR的单克隆

抗体[12], 反义寡核苷酸基因干涉[13], VEGF片段[14]等, 但效

果不甚理想. 近几年来兴起的RNA干扰技术, 为肿瘤的分

子生物治疗开辟了新的途径[15]. 与传统基因沉默技术相

比,具有效果强、持续时间长、技术流程简便、周期短, 
以及在细胞内表达的稳定性、可传递性、高效性等优

势, 目前这一技术已在肿瘤的基因治疗方面显示出诱人

的前景. 我们即采用以质粒为载体构建重组体的方法, 将
siRNA对应的DNA双链序列克隆入载体内, 位于RNA聚

合酶III的启动子后, 这样就能在体内表达所需的siRNA分

子. 该方法的优点是使siRNA直接在体内得到稳定表达, 
是用于RNAi长期研究的较好方法. 我们将在细胞体内表

达的VEGF shRNA的Pavu6+27-VEGF siRNA重组体通过

脂质体法导入人大肠癌HCT116细胞株, 结果显示, 能显

著抑制肿瘤细胞的增殖 (与正常对照和空载体Pavu6+27
转染对照). 本实验结果为质粒介导的RNAi 技术运用于

肿瘤的基因治疗提供一定的理论依据. 但如何提高其转

染率(使其达到80-90%) 、如何检测质粒在细胞内最长的

作用时间、表达shRNA的效率及表达的shRNA 能否稳定

存在等一系列问题均有待进一步研究.
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                                                                               •消息•

第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议征文通知

本刊讯 第11届全国中西医结合结直肠肛门病学术会议定于2006-03在广东省深圳市召开, 本次会议由中国中西医结合学会主办, 现

将有关征文事项通知如下. 

1 征文内容

本次会议的征文内容包括 : (1)介绍结直肠肛门基础研究的新动态、新进展、新成果; (2)结直肠肛门肿瘤疾病的诊断及治疗的新技

术、新成果, 直肠癌扩大根治术式和疗效, 中低位直肠癌保肛手术方法、适应症和效果, 肛管直肠癌会阴肛门重建术的术式、方法、

效果; (3)中西医结合治疗结肠慢传输型、出口梗阻型及结肠、直肠、盆腔、盆底解剖生理功能异常等便秘疾病的诊断治疗方法、适

应证、临床疗效和经验教训; (4)中西医结合治疗炎症性肠病的经验及手术方式选择; (5)中西医结合预防、治疗肛肠常见疾病的新方

法、新经验; (6)采用中西医结合治疗结直肠肛门疾病的临床护理及造口护理的新方法、新经验; (7)肛门、结直肠损伤及异物处理的

经验; (8)介绍国内外肛肠疾病检查、治疗的新器械、新设备、新药物. 

    

2 征文要求

文章应有临床实用性, 基础研究应具有科学性和先进性; 全文4000字以内, 要求寄打印稿(欢迎用软盘或电子信箱投稿), 并附500

字以内的摘要一份, 关键词3-5个; 征文稿件请寄: (1)广东省公安边防总队医院(深圳武警医院)肛肠外科柯玮收, 邮编518029, 电

话: 0755-82699768, 手机: 13714327555, email: kewei1968@126.com; (2)深圳市第二人民医院肛肠科舒洪权收, 邮编: 518039, 电话: 

0755-26250353, 手机: 13923803457, email: ssshhhqqq66@163.com.

3 其他

本次会议可授予国家级继续教育I类学分6分, 会议具体日期及详细地址另行通知. 欢迎广大相关领域工作及研究人员参加. 


