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高表达p73基因抑制肺腺癌细胞
VEGF、bFGF mRNA 表达

元东 � 范士志 � 何勇

 摘要! � 目的 � 观察高表达的 p73基因对肺腺癌细胞生长曲线以及血管内皮生长因子( VEGF )、碱性成

纤维细胞生长因子( bFGF) mRNA 表达水平的影响,探讨高表达 p73 基因在肺腺癌血管生成中的作用。方法

� 将 p73�、p73�以脂质体法转染 A549 细胞、H1299 细胞, 采用细胞计数法绘制转染前后两种细胞生长曲线,

RT�PCR 法半定量分析转染前后两种细胞中 VEGF、bFGF mRNA的表达水平的变化。结果 � 转染 p73 基因

后, A549 细胞、H1299 细胞生长受到抑制, VEGF、bFGF mRNA 表达水平下降, 较未转染 p73 基因的细胞有显

著性差异( P < 0. 05) , 其中 p73�对 VEGF mRNA表达的抑制作用更为显著(P < 0. 01)。结论 � 高表达的 p73

基因能够抑制肺腺癌细胞生长,降低肺腺癌细胞中 VEGF、bFGF mRNA 表达水平, 提示高表达的 p73 基因可

能参与调控人肺腺癌 VEGF 和 bFGF 基因表达,从而起到一个抑癌基因的作用。

 关键词! � 肺腺癌 � � p73 基因 � � 反转录多聚酶链反应 � � 血管内皮生长因子 � � 碱性成纤维细胞

生长因子
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 Abstract! � Objective� To study the effect of ov er expression of p73 gene on cell growt h curve and vascular

endothelial grow th facto r ( VEGF) , basic fibroblast g rowth factor ( bFGF ) mRNA expression in lung adenocar cino�

ma cell, and to explore its effect on angiogenesis in lung adenocarcinoma. Methods� p73�and p73�w ere transferr ed

into A549 cell and H1299 cell by liposome, the positive cell clones w ere chosen by G418. The cell g rowth cur ves

w ere drawn by cell counting . T he expressions o f VEGF and bFGF mRNA were detected by RT�PCR. Results �

Overexpr ession of p73 gene could inhibit the grow th of A549 cell and H1299 cell. VEGF and bFGF mRNA expres�

sions in A549 cell and H1299 cell w ere decreased after transfer of p73 gene ( P < 0. 05) , VEGF mRNA was de�

creased more obviously after transfer of p73� ( P < 0. 01) . Conclusion � Overexpr ession of p73 gene can inhibit the

g rowth of lung adenocarcinoma cell, decrease VEGF and bFGF mRNA expression. The results suggest that overex�

pression of p73 gene might be involved in the regulation of VEGF and bFGF gene expr ession in lung adenocar cinoma

and act as an antioncogene.
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� � p73 基因是近年来发现的 p53 基因家族的新成

员,其编码的蛋白与 p53蛋白有着类似的结构,并且也

可以与 p53的特殊结合位点相结合,激活其目的基因,

导致细胞凋亡
[ 1]
。与 p53不同的是, p73 基因在人类

肿瘤很少突变, 且有多种变异体, 现已发现的有 p73�、

p73�、p73 、p73!、p73∀、p73#六种。在人类非小细胞

肺癌中, p73基因表达明显高于其癌旁组织
[ 2]

, 但是其
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对肺癌血管生成有何作用目前还未见报道。本研究用

脂质体法将 p73基因转染入 A549细胞、H1299细胞,

造成 p73基因高表达,了解其对细胞生长曲线的作用,

同时应用反转录多聚酶链反应技术( reverse t ranscrip�
tase polymerase chain reaction, RT�PCR)检测转染前后
以上两种细胞中血管内皮生长因子( vascular endothe�
lial g row th factor, VEGF)、碱性成纤维细胞生长因子

( basic fibroblast grow th factor, bFGF) mRNA的表达水

平变化,探讨高表达 p73 基因对人肺腺癌血管生成的

影响。
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1 � 材料与方法

1. 1 材料 � ∀ 细胞系及培养材料 A549细胞、H1299

细胞均为人肺腺癌细胞系, 由本科室何勇博士惠赠。

RPM I�1640 培养基、DMEM 培养基、小牛血清购自

Hycolone公司, 胰蛋白酶购自 Sigma 公司。 # p73�、

p73�质粒均以 pcDNA3为载体构建而成, 其中在 p73

基因上游有HA�tag 序列,由本科室何勇博士惠赠。∃

脂质体 DOTAP 和 G418 购自 Roche 公司, HA�tag 抗
体购自 Clonetech 公司。%AMV�RT ase、Taq酶、Oligo

( dT) 15 购自 Promega 公司。 & VEGF 上游引物: 5∋�
CCTTGCTGCTCTACCTCC�3∋; 下游引物: 5∋�AAT�
GCTT TCT CCGCTCT�3∋, PCR 产物片段为 421 bp。

bFGF 上游引物: 5∋�AAGAGCGACCCTCACATCAA�
3∋; 下游引物: 5∋�TCGTTTCAGTGCCACATACC�3∋,
PCR 产物片段为 225 bp; ��act in 上游引物: 5∋�
CGGGAAATCGTGCGTGAC�3∋; 下 游 引 物: 5∋�
GGAAGGAAGGCT GGAAGAGTG�3∋, PCR 产物片段
为 184 bp。以上引物由上海申友公司合成。

1. 2 . 方法 � ∀ A549细胞以 RPM I�1640培养, H1299

细胞以 DMEM 培养,培养至 1 ( 107 后, 0. 25%胰酶消

化, PBS 洗涤细胞,准备提取 RNA。 # 用脂质体法将
pcDNA3、p73�、p73�质粒转染 A549 细胞、H1299 细

胞, G418终浓度 800 mg/ L 筛选阳性细胞克隆, Wes�
tern�blot检测红细胞凝聚素抗原 ( hemagg lut inin ant i�
gen, HA)以验证转染成功。∃ 将对数生长期的 A549

细胞和 H1299细胞,以及转染了 p73�、p73�基因的以

上两种细胞,以 1 ( 105 接种于 25 ml培养瓶中, 接种

后于 24、48、72、96、120 h 分别计算每瓶细胞数, 每次

数5瓶,取平均值绘制细胞生长曲线。%提取细胞中

的总 RNA, 按 Tripure分离试剂盒说明操作, 并用紫外

分光光度计定量,吸光度 A260/ 280比值均在1. 8以上,行

1%琼脂糖甲醛变性凝胶电泳, 可见有 18S、28S 两条

清晰的 RNA电泳条带, RNA( g / L ) = A260 ( 40 ( 稀释

倍数/ 1000。用AMV�RTase和 Oligo( dT) 15引物将总

RNA反转录成 cDNA。取 5 ∃l反转录 cDNA 作 PCR

扩增, 反应体系为 20 ∃l, 含 10 ( PCR buf fer 2 ∃l, KCl

10 mmol/ l, M gSO4 2 mmol/ L , dNTP 各 200 ∃mol/ L,

T aqDNA聚合酶 0. 5 U, 上下游引物各 0. 3 ∃mol/ L。

按以下参数在 PCR 扩增仪 ( Perkin�Elmer 公司 9600

型)上进行。VEGF 反应条件: 94 ) 变性 70 s, 60 ) 退

火60 s, 72 ) 延伸 90 s, 经 33个循环周期后, 产物经

1%琼脂糖凝胶(含 0. 5 mg / L 溴化乙锭)电泳, 紫外灯

下观察结果 照相 以 PCR marker 为标准 在 421 bp

位置出现条带为 VEGF 表达阳性。bFGF 反应条件:

94 ) 变性 60 s, 60 ) 退火65 s, 72 ) 延伸 115 s,经 35个

循环周期后, 1%琼脂糖凝胶电泳, 在 225 bp位置出现

条带为 bFGF 表达阳性。��act in 反应条件: 94 ) 变性
65 s, 60 ) 退火 70 s, 72 ) 延伸 110 s,经 35个循环周期

后, 1%琼脂糖凝胶电泳, 在 184 bp位置出现条带为 ��
act in表达阳性。&RT�PCR产物行 1%琼脂糖凝胶电

泳,以 Gel�PRO ANALYZER 凝胶定量分析软件分析

凝胶电泳结果, 得出各条带的积分光密度( integ ral op�
t ical density, IOD) ,以同时扩增的��actin为内参照,计

算 VEGF mRNA/��actin mRNA 和 bFGF mRNA/ ��
act in mRNA的 IOD比值即标准化积分光密度值( nor�
mali�zed integrated intensity, N II) , 以 NII%为单位,

代表 VEGF mRNA 和 bFGF mRNA 表达水平。将 5

次 RT�PCR结果的均数进行比较。
1. 3 . 统计学处理 � 数据以结果以均数 ∗ 标准差( �x ∗

s )表示,采用 t 检验, SPSS10. 0统计学软件进行分析。

2 � 结果

2. 1 � 转染 p73基因前后肺腺癌细胞生长情况 � 转染

p73基因前后细胞生长曲线见图 1。培养 7 天后细胞

计数表明高表达 p73�能够抑制 A549细胞、H1299细

胞增殖,与对照组比较差异显著( t = 2. 96, P= 0. 041;

t= 3. 82, P= 0. 035)。高表达 p73�的作用与 p73�相

似,但是它对以上两种细胞增殖的抑制作用更为显著

( t= 4. 91, P= 0. 023; t= 4. 37, P= 0. 021)。

图 1 � 转染 p73基因后A549细胞、H 1299细胞生长曲线

Fig 1 � T he cell grow th curve of A549 andH 1299 after t ransfer of p73 gene

2. 2 � VEGF RT�PCR 扩增结果 � 图 2 结果表明

VEGF mRNA在A549细胞及H1299细胞中均呈阳性

表达,但表 1数据表明转染了 pcDNA3 空载体后肺腺

癌细胞 VEGF mRNA 表达水平与转染前无显著性差

异( P > 0 05) 转染了 p73�后均能使 A549 细胞及
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H1299细胞中 VEGF mRNA 表达水平降低 ( P <

0. 05) , p73�对 VEGF mRNA表达的抑制作用更为明

显,与未转染 p73基因的细胞相比较有显著性差异( P

< 0. 01)。

图 2 � VEGF和��actin的 RT�PCR结果

Fig 2 � RT�PCR result of VEGF and ��act in expression

1: A549; 2: A549�pcDNA3; 3: A549�p73�; 4: A549�p73�; 5: H1299; 6:

H1299�pcDNA3; 7: H1299�p73�; 8: H1299�p73�; M : Marker

表 1 � 转染 p73 基因前后 A549 细胞、H1299 细胞中 VEGF

mRNA 表达水平的比较 (�x ∗ s )

Tab 1� Comparison of VEGF mRNA expression after

transfer of different kinds of plasmid ( �x ∗ s )

Cell Cont rol pcDNA3 p73� p73�

A549 37 ∗ 11 34 ∗ 13 28 ∗ 11 + 24 ∗ 9 ,

H1299 29 ∗ 9 28 ∗ 10 23 ∗ 6 + + 19 ∗ 7 , ,

Note: + : t= 2. 541, P = 0. 043; + + : t = 3. 644, P = 0. 037; , : t =

5. 793, P = 0. 003; , , : t = 7. 159, P = 0. 001

2. 3 � bFGF RT�PCR扩增结果 � 图 3结果表明 bFGF

mRNA在 A549细胞及 H1299细胞中均呈阳性表达,

但表 2数据表明转染了 pcDNA3空载体后肺腺癌细胞

bFGF mRNA表达水平与转染前无显著性差异 ( P>

0. 05) ,转染了 p73�、p73�后 A549细胞及 H1299细胞

中bFGF mRNA表达水平降低, 与未转染 p73基因的

细胞相比较有显著性差异( P< 0. 05)。

3 � 讨论

肺癌是一种对人类健康和生命威胁极大的恶性肿

瘤,其发生与多种因素有关,大量的遗传学和分子生物

学研究表明 p53基因与肺癌的发生密切相关,在非小

细胞肺癌中其突变率为 47. 8%, 小细胞肺癌中为 80%

图 3� bFGF和��act in的 RT�PCR结果

Fig 3 � RT�PCR result of bFGF and �� act in expression

1: A549; 2: A549�pcDNA3; 3: A549�p73�; 4: A549�p73�; 5: H1299; 6:

H1299�pcDNA3; 7: H1299�p73�; 8: H1299�p73�; M : Marker

表 2 � 转染 p73 基因前后 A549 细胞、H1299 细胞中 bFGF

mRNA 表达水平的比较 (�x ∗ s )

Tab 2� Comparison of bFGF mRNA expression after

transferring of different kinds of plasmid (�x ∗ s )

Cell Cont rol pcDNA3 p73� p73�

A549 34 ∗ 10 36 ∗ 9 26 ∗ 10 + 25 ∗ 14 ,

H1299 31 ∗ 7 30 ∗ 12 22 ∗ 6 + + 23 ∗ 8 , ,

Note: + : t= 3. 914, P = 0. 029; + + : t = 2. 392, P = 0. 047; , : t =

3. 534, P = 0. 001; , , : t = 2. 489, P = 0. 044

左右。p73基因是 p53基因家族的新成员, 其蛋白序

列与 p53蛋白高度同源, 已经有研究表明 p73基因也

能抑制细胞生长
[ 1]

,并且可以通过转录激活 p21
waf1
等

诱导细胞凋亡[ 3]。p73 基因位于人类 1 号染色体

1p36. 33 区域, 该区域在多种人类肿瘤中易发生缺

失[ 4] ,因此 p73基因曾被推测为一个抑癌基因。目前

的研究表明, p73 基因在神经母细胞瘤、结肠直肠癌、

前列腺癌及其他一些肿瘤中呈低水平的表达,而在另

外一些肿瘤中如恶性黑素瘤、肺癌、膀胱癌、肝癌中表

达明显增高。p73基因在非小细胞肺癌中表达明显增

高,而且很少突变[ 2] ,这些都提示 p73和 p53在非小细

胞肺癌中发挥的作用不同。p53基因的突变或缺失可

能导致肺癌的发生[ 7] , 而 p73基因的高表达是肺癌发

生后出现的现象,且被推测是对 p53基因功能的一种

代偿,这种代偿作用对肺腺癌的血管生成会起到何种

作用尚未见报道。

本研究通过基因转染的方式 在人类肺腺癌细胞
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中诱导 p73基因的高表达,以细胞计数法检测高表达

p73基因对A549 细胞、H1299细胞生长曲线的影响,

以RT�PCR半定量方法研究转染 p73基因后肺腺癌细

胞中 VEGF、bFGF mRNA表达水平的变化, 结果发现

高表达 p73基因能够抑制以上两种细胞的生长,下调

肺腺癌细胞中 VEGF、bFGF mRNA 的表达。血管生

成是实体瘤生长和转移的基础, 这些血管为肿瘤提供

养料和排泄代谢产物, 也为肿瘤细胞转移提供了良好

的机会,肿瘤在生长过程中也分泌多种物质来促进新

生血管的进一步形成。VEGF 是最重要的促进血管生

成细胞因子,可以作用于血管内皮细胞,提高微血管的

通透性,诱导内皮细胞表达和分泌多种蛋白酶,促进内

皮细胞迁移,还能抑制内皮细胞凋亡。目前已经证明

VEGF 与多种肿瘤的血管生成、肿瘤增长及转移有

关[ 5]。bFGF 也是促血管生长因子之一, 能够刺激内

皮细胞合成胶原酶, 促进血管生成时对周围基质的侵

入,而且与 VEGF 有协同作用[ 6]。高表达 p73 基因能

够抑制肺腺癌细胞生长,下调 VEGF、bFGF mRNA的

表达,这些作用可能是通过介导肿瘤细胞凋亡来实现,

p73的各种变异体在诱导凋亡方面的能力是不同的,

已有研究证实 p73�诱导凋亡的作用最强[ 7]。此外,

p73基因还能直接抑制肿瘤细胞 VEGF 表达, 已有研

究表明在某些淋巴瘤和白血病细胞中人工诱导 p73基

因表达,可以通过抑制 VEGF 启动子来抑制这些肿瘤

细胞表达 VEGF
[ 8]
。在本实验中也得出相似的结果,

高表达的 p73�基因使肺腺癌细胞 VEGF mRNA表达

下降更为显著。

从本实验可以推测在人类肺腺癌中高表达的 p73

基因可能起到抑制血管生成的作用。抗肿瘤血管生成

治疗已经成为目前肿瘤治疗的一个热点
[ 9]
。但是,

p73基因调控肺癌血管生成相关基因表达和对肺癌血

管生成的影响, 及其确切分子机理,均有待进行深入研

究,加以阐明。
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