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Abstract :Objective 　To study the effect of overexpression p73 gene on V EGF , bF GF expression in lung

adenocarcinoma cell. Methods 　p73 gene was t ransferred into A549 cell and H1299 cell by liposome and

the positive cell clones were chosen by G418. The V EGF and bF GF mRNA expression were detected by

RT2PCR , protein expression were detected by western2blot . Results 　The V EGF , bF GF mRNA and pro2
tein expression in A549 cell and H1299 cell were decreased after t ransferred p73 gene ( P < 0. 05) . Conclu2
sion 　Overexpression p73 gene can inhibit the V EGF and bF GF expression in lung adenocarcinoma , so it

can inhibit the angiogenesis in lung adenocarcinoma.
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摘　要 :目的 　观察高表达的 p73 基因对肺腺癌细胞中 V EGF、bF GF mRNA 和蛋白表达水平的影响。

方法 　将 p73 基因以脂质体法转染 A549 细胞、H1299 细胞 , G418 筛选阳性细胞克隆 ,采用 RT2PCR 半

定量法检测转染前后 V EGF、bF GF mRNA 的表达水平 ,Western2blot 半定量法检测蛋白表达水平。结

果 　转染 p73 基因后 ,A549 细胞、H1299 细胞中 V EGF、bF GF mRNA 和蛋白表达水平均下降 ,较未转

染 p73 基因的细胞有显著性差异 ( P < 0 . 05) 。结论 　高表达的 p73 基因能够降低肺腺癌细胞中 V EGF、

bF GF mRNA 和蛋白表达水平 ,提示 p73 基因可能抑制人类肺腺癌的血管生成。
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0 　引言

p73 基因是近年来发现的 p53 基因家族的新成

员 ,其编码的 p73 蛋白与 p53 蛋白有着类似的结构 ,

并且也可以抑制细胞生长 ,诱导细胞凋亡[ 1 ] 。在人

类非小细胞肺癌中 ,p73 基因表达明显高于癌旁组

织[ 2 ] ,并且很少有突变。我们用脂质体法将 p73 基

因转染入 A549、H1299 两种肺腺癌细胞 ,应用 R T2
PCR 法和 Western2blot 法检测转染前后两种细胞

中血管内皮生长因子 ( vascular endot helial growt h

factor ,V EGF) 、碱性成纤维细胞生长因子 ( basic fi2
broblast growth factor , bF GF) mRNA 和蛋白的表

达水平变化 ,以探讨高表达的 p73 基因对人类肺腺

癌血管生成的影响。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

1 . 1 . 1 　细胞株与质粒 　A549 细胞、H1299 细胞均

为人肺腺癌细胞系 ,p73α、p73β质粒均以 pcDNA3

为载体构建而成 ,均由本科室何勇博士惠赠。

1 . 1 . 2 　PCR 引物 　V EGF 上游引物 : 5′2CCT T2
GCT GCTCTACCTCC23′, 下 游 引 物 : 5′2AA T2
GCT T TCTCCGCTCT23′,PCR 产物片段为 421bp 。

bF GF 上游引物 : 5′2AA GA GCACCCG TCACA T2
CAA23′, 下 游 引 物 : 5′2TCGT T TCA GT G CCA2
CA TACC23′,PCR 产物片段为 225bp 。β2actin 上游

引物 : 5′2CGGGAAA TCGT GCGT GAC23′,下游引

物 : 5′2GGAA GGAA GCT GGG AA GA GT G23′,

PCR 产物片段为 184bp 。以上引物由上海申友公司

合成。

1 . 1 . 3 　试剂 　RPMI21640 培养基、DM EM 培养基

购自 Sigma 公司 ,脂质体 DO TA P ( liposomal ) 和

G418 购自 Roche 公司 ,AMV2R Tase、Taq 酶、Oligo

(d T) 15、dN TP 购自 Promega 公司 ,兔抗人 V EGF、

bF GF 单克隆抗体购自北京中山公司 ,RIPA 蛋白提

取试剂盒购自上海申能博彩公司。
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1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　基因转染 　用脂质体法将 pcDNA3、p73α、

p73β质粒转染 A549 细胞、H1299 细胞 , G418 终浓

度 800μg/ ml 筛选阳性细胞克隆。A549 细胞以

RPMI21640 培养 , H1299 细胞以 DM EM 培养 ,培养

至 1 ×107后 ,准备提取总 RNA 和蛋白。

1 . 2 . 2 　RT2PCR 法检测 VEGF、bFGF mRNA 表达

　按 Tripure 试剂盒说明提取细胞总 RNA ,紫外分光

光度计定量 , RNA ( g/ L) = A260 ×40 ×稀释倍数/

1000。AMV2RTase 和 Oligo (dT) 15 引物将总 RNA

反转录成 cDNA。取 5μl 反转录 cDNA 作 PCR 扩增 ,

反应体系为 25μl , 含 10 ×PCR buffer 2μl , KCL

10mmol/ l , MgSO4 2mmol/ L , dN TP 各 200μmol/ L ,

TaqDNA 聚合酶 0 . 5U ,上下游引物各0 . 3μmol/ L。按

以下参数在 PCR 扩增仪 (Perkin2Elmer 公司 9600 型)

上进行。VEGF 反应条件 : 94 ℃变性 70s ,60 ℃退火

60s ,72 ℃延伸 90s ,经 33 个循环周期后 ,产物经 1 %琼

脂糖凝胶电泳。bFGF 反应条件 :94 ℃变性 60s ,60 ℃

退火 65s ,72 ℃延伸 115s ,经 35 个循环周期后 ,产物经

1 %琼脂糖凝胶电泳。β2actin 反应条件 : 94 ℃变性

65s ,60 ℃退火 70s ,72 ℃延伸 110s ,经 30 个循环周期

后 ,1 %琼脂糖凝胶电泳。以 Gel2PRO ANAL YZER

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 ( Integral optical density , IOD) ,以同时扩

增的β2actin 为内参对照 ,计算目的条带和β2actin IOD

比值即标准化积分光密度值 ( normalized integrated

intensity , NII) [3 ] ,以 NII %为单位 ,代表 VEGF 和 bF2
GF mRNA 表达水平。

1 . 2 . 3 　Western2blot 检测 V EGF、bF GF 蛋白 　按

照 RIPA 蛋白提取试剂盒的步骤提取细胞总蛋白 ,

采用 Bradford 法测定总蛋白浓度。取总蛋白 40μg

行 SDS2PA GE ,电泳结束后电转印 17h 至 PVDF

膜 ,膜封闭液 (1 %BSA、0 . 02mol/ L)内封闭室温 1h ,

4 ℃过夜 , PBS 洗膜 5min ×4 ,加入兔抗人 V EGF、

bF GF 单克隆抗体 (1∶350) ,37 ℃孵育 1h , PBS 洗膜

5min ×4 ,再加入羊抗兔 Ig G ( 1∶2000 ) , 37 ℃孵育

1h ,PBS 洗膜 5min ×4 ,化学发光试剂与 PVDF 膜

共同孵育 1min ,将 PVDF 膜与 X 光片共同放暗盒

曝光 4min ,显影 3min ,定影 10min。以 Gel2PRO

ANAL YZER 凝胶定量分析软件分析 Western2blot

检测结果 ,得出各条带的灰度值 ,以平均灰度值代表

V EGF 和 bF GF 蛋白表达水平。

1 . 3 　统计学处理

数据结果以均数 ±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 　V EGF 和 bF GF R T2PCR 结果

结果见图 1、2。V EGF 和 bF GF mRNA 在

A549 细胞及 H1299 细胞中均呈阳性表达 ,转染了

pcDNA3 后 V EGF 和 bF GF mRNA 表达水平与转

染前无显著性差异 ( P > 0 . 05 ) ,而转染了 p73α、

p73β后均能使 A549 细胞及 H1299 细胞中 V EGF

和 bF GF 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) ,见表 1、2。

图 1 　VEGF和β2actin 的 RT2PCR结果
　　1 :A549 2 :A5492pcDNA3 3 : A5492p73α 4 : A5492p73β5 : H1299

6 : H12992pcDNA3 7 : H12992p73α8 : H12992p73βM :Marker

图 2 　bFGF和β2actin 的 RT2PCR结果
　　1 :A549 2 :A5492pcDNA3 3 : A5492p73α 4 : A5492p73β5 : H1299

6 : H12992pcDNA3 7 : H12992p73α8 : H12992p73βM :Marker

表 1 　转染 p73 基因前后 A549 细胞、H1299 细胞中

VEGF mRNA表达水平 ( NII %, �x ±s) ( n = 5)

Cell control pcDNA3 p73β p73β

A54 937 ±11 34 ±13 28 ±11 3 24 ±9 3

H1299 29 ±9 28 ±10 23 ±6 3 19 ±7 3

　　3 P < 0 . 05

表 2 　转染 p73 基因前后 A549 细胞、H1299 细胞中

bFGF mRNA表达水平 ( NII %, �x ±s) ( n = 5)

Cell control pcDNA3 p73α p73β

A549 34 ±10 36 ±9 26 ±10 3 25 ±14 3

H1299 31 ±7 30 ±12 22 ±6 3 23 ±8 3

　　3 P < 0 . 05

2 . 2 　V EGF 和 bF GF 蛋白 Western2blot 结果
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Western2blot 结果见图 3。转染 pcDNA3 后

A549 细胞及 H1299 细胞中 V EGF 和 bF GF 蛋白表

达水平与转染前无显著性差异 ( P > 0 . 05) ,而转染

了 p73α、p73β后均能使 V EGF 和 bF GF 蛋白表达

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) ,见表 3、4。

图 3 　VEGF和 bFGF Western2blot 结果
　　a : V EGF b : bF GF 1 : A549 2 : A5492pcDNA3 3 : A5492p73α 4 :
A5492p73β5 : H1299 6 : H12992pcDNA3 7 : H12992p73α 8 : H12992
p73β

表 3 　转染 p73 基因前后 A549 细胞、H1299 细胞中

VEGF蛋白表达水平 (平均灰度值 , �x ±s) ( n = 5)

分组 对照 pcDNA3 p73α p73β

A549 294 ±61 263 ±79 176 ±113 3 221 ±92 3

H1299 351 ±87 370 ±92 264 ±66 3 240 ±78 3

　　3 P < 0 . 05

表 4 　转染 p73 基因前后 A549 细胞、H1299 细胞中

bFGF蛋白表达水平 (平均灰度值 , �x ±s) ( n = 5)

分组 对照 pcDNA3 p73α p73β

A549 419 ±104 425 ±79 325 ±113 3 306 ±104 3

H1299 471 ±97 452 ±82 292 ±86 3 317 ±128 3

　　3 P < 0 . 05

3 　讨论

p53 基因与肺癌的发生、发展关系密切 ,p73 基

因是 p53 家族的新成员 ,位于人类 1 号染色体

1p36 . 33 区域 ,该区域含有多个抑癌基因[ 4 ] ,其编码

的 p73 蛋白与 p53 蛋白结构相似 ,都能抑制细胞生

长、诱导细胞凋亡[ 5 ] ,因此 p73 基因曾被推测为一个

抑癌基因。但是目前的研究表明在某些肿瘤中 p73

基因呈低水平的表达 ,而在另外一些肿瘤中却发现

p73 基因过度表达[ 6 ] 。在肺癌中 p73 基因表达增

高 ,而且很少突变 ,这一点与 p53 基因在非小细胞肺

癌中经常突变和缺失不同 ,提示两者在非小细胞肺

癌中发挥不同作用。p53 基因的突变或缺失可能导

致肺癌发生的原因[ 7 ] ,而 p73 基因的高表达是肺癌

发生后出现的现象 ,可以推测是对 p53 基因功能的

一种代偿 ,这种代偿会对肺腺癌的血管生成起到何

种作用尚不清楚。

本研究通过基因转染的方式 ,在人类肺腺癌细

胞中诱导 p73 基因的高表达 ,以 R T2PCR 和 West2
erb2blot 半定量方法研究转染 p73 基因后肺腺癌细

胞中 V EGF、bF GF mRNA 和蛋白表达水平的变

化 ,结果发现高表达 p73 基因能够下调肺腺癌细胞

中 V EGF、bF GF mRNA 和蛋白的表达。V EGF、

bF GF 是促进血管生成的重要细胞因子[ 8 ] ,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

成为目前肿瘤治疗的一个热点[ 9 ] ,本课题的研究不

仅对 p73 基因功能有了进一步的了解 ,从分子生物

学水平阐释 p73 基因对肺癌发展的影响 ,而且为肺

癌的治疗提供一种新的思路和理论依据 ,具有非常

重要的临床意义。
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