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G4PAMAM／VEGFASODN抗乳腺癌血管

生成的体外实验研究
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[摘 要] 目的：探讨G4PAMAM／VEGFASODN复合物体外对乳腺癌细胞MDA—MB

一231VEGF、VEGF mRNA表达的影响及血管内皮细胞生长的抑制作用。方珐：用透射电镜观测

G4PAMAM／VEGFASODN的粒径，在不同的酸碱度下观察G4PAMAM／VEGFASODN的稳定

性；将G4PAMAM／VEGFASODN进行体外转染，流式细胞仪测定其转染率，激光共聚焦检测转染

阳性细胞，MTT法检测转染后细胞的存活率；免疫组化检测VEGF蛋白的表达，RT—PCR检测

VEGF mRNA的表达，MTT法测定此复合物对血管内皮细胞生长的抑制作用。结栗：

G4PAMAM／VEGFASODN的直径约10 nm，呈较均匀的网状排列；酸碱度在5到10的范围内具有

较高的稳定性，不同电荷比的G4PAMAM／VEGFASODN均没有出现被解离的现象；48 h时

G4PAMAM／VEGFASODN组在1 l 40的条件下转染率明显高于脂质体组；各组转染物均对细胞

无明显毒性；VEGF蛋白在G4PAMAM／VEGFASODN转染后的MDA—MB一231细胞胞浆中的染

色强度明显减弱，阳性表达率显著降低，VEGF mRNA的表达也受到有效的抑制。站论：

G4PAMAM／VEGFASODN复合物稳定性好、转染率高，是一种有良好应用前景的新型纳米载体

基因转移系统；G4PAMAM／VEGFAS()DN复合物能够高效特异地抑制目的基因VEGF的表达，

为进一步进行体内动物实验提供了依据。

[关键词] 乳腺肿瘤／药物疗法；基因疗法；G4PAMAM；G4PAMAM／VEGFASoDN；乳腺癌；

VEGF；VEGF mRNA；血管内皮细胞

[中图分类号]R 737．9 [文献标识码]A [文章编号] 1008—9292(2008)06—0612—10

Anti—angiogenesis effect of G4PAMAM／VEGFASODN on breast cancer

in vitro

ZHAO Xin—han，LI Li，WANG Zhi—yu，ZNANG Ling—xiao，AN Gai—li(Department of Medical

Ontology，7’he First刖孵liated Hospital，Medical School，Xi’an Jiaotong University，Xi’an 7 1 006 1，

China)

[-Abstract] Objective：To investigate the effect of G4PAMAM／VEGFASODN compound on

expression of VEGF and VEGF mRNA in MDA‘’MB·_231 breast cancer cells and the growth

inhibition of vascular endothelial cells．Methods：The diameter of G4PAMAM／VEGFASODN
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granule was measured by transmission electron microscopy，and its stability under different pH

was also observed．The efficiency of transfection in vitro was detected by flow cytometer and the

positively transfected cells were detected by laser seanning eonfocal microscope．The survival rate

and the inhibitory rate of vascular endothelial cells were determined by MTT assay．The

expression of protein VEGF was detected by immunohistochemical method and the expression of

VEGF mRNA was detected by RT—PCR．Results：The diameter of G4PAMAM／VEGFASODN

granules was about 10nm and it arranged as homogeneous netlike．Under pH 5～10 G4PAMAM／

VEGFASODN presented highly stable and no dissociation was observed with different charge

ratios．The 48一hour transfection rate of G4PAMAM／VEGFASODN in charge ratio of 1：40 was

significantly higher than that of the lipofectamine group．None of the transfection products in each

group showed cell toxicity．The staining of VEGF protein in the cytoplasm of MDA—MB一231 cells

after G4PAMAM／ASODN transfection weakened markedly，and the positive expression rate

decreased．Meanwhile，the VEGF mRNA expression was also decreased．Conclusion：With good

stability and transfection rate，compound G4PAMAM／VEGFASODN can be a promising new

nanometer vector of gene transfer system．The G4PAMAM／VEGFASODN．can inhibit the

expression of VEGF gene specifically and efficiently，which may be used for in vivo animal

experiment．

[-Key words] Breast neoplasms／drug ther；Gene therapy；G4PAMAM；G4PAMAM／VEG—

FASODN；Breast cancer；VEGF；VEGFmRNA；Vascular endothelial cell

[J Zhejiang Univ(Medical Sei)，2008，37(6)：612—621．]

肿瘤基因治疗已成为备受瞩目的研究领

域，但这种方式在安全性、靶向性和高效性等方

面仍需要不断地改进和提高，其瓶颈在于基因

递送载体的研制。以纳米颗粒为基础的非病毒

载体系统由于有利于靶向输送，控制释放，以及

能保护和稳定被输送物质，已成为基因载体研

究的新热点之一【1]。其中，PAMAM(polyami—

doamine)树状分子介导的基因转染效率较裸

DNA及其它非病毒载体显著升高，尤其体现在

猴和人的肿瘤细胞株中。在各代PAMAM中，

第四代PAMAM(G4PAMAM)与DNA形成的

复合物与其它代数在同等条件下形成的复合物

相比显示出了更佳的性能，目前尚未见

G4PAMAM应用于肿瘤基因治疗的有关报道。

血管内皮生长因子(vascular epithelial growth

factor，VEGF)被认为是最重要的肿瘤血管生

长因子，可以特异性促进血管内皮细胞的增殖，

增加血管通透性，促进血管支持物的生成，同时

还可抑制肿瘤细胞的凋亡，引起免疫抑制Ⅲ。乳

腺癌与其他实体瘤一样，其生长、转移、预后均

依赖于血管生成。因此，以新生血管为靶点，抑

制肿瘤血管生成。阻断肿瘤营养来源和迁移通

道，已成为近年来肿瘤治疗的新策略。反义寡核

苷酸技术在调控基因表达，特别是在抑制一些

有害基因的表达或失控基因的过度表达方面取

得了很大的进展。在抗肿瘤研究中，可设计与有

害基因、突变基因或非正常表达基因及其

mRNA互补的反义核酸片段，与肿瘤细胞内的

目的基因结合，以封闭或阻断目的基因的表达，

使进入恶性状态的细胞逆转，进入分化成熟状

态，或使癌细胞凋亡。本实验通过人工合成的

VEGF反义寡脱氧核苷酸(antisense oligo—

deoxynucleotides，AS()DN)片段，封闭乳腺癌

细胞中VEGF mRNA，在细胞水平检测

ASODN对细胞VEGF表达的抑制作用，为乳

腺癌的抗血管生成治疗寻找新的途径。

1材料和方法

1．1材料MDA—MB一231细胞系(购于中科

院上海研究所)，胎牛血清(上海复蒙公司)，脂

质体(购自Invitrigen公司)，噻唑兰(MTT)，二

甲基亚砜(DMS0，Sigma公司)。小鼠抗人
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VEGF单克隆抗体、免疫组化SP染色试剂盒，

DAB显色试剂盒(北京中杉生物工程有限公

司)，TRIzol RNA提取试剂盒(Invitrigen公

司)，反转录试剂盒(MBI公司)，VEGFSODN、

VEGFASODN，VEGFMSODN(用FITC标记

行全硫代修饰)和VEGF、p-actin引物(由北京

奥科公司合成)。

1．2方法

1．2．1转染复合物的制备：将G4PAMAM胶

体溶于消毒三蒸水中，振荡混匀，配成1 mg／ml

的工作液。取2 OD VEGFASODN(66弘g)，用

消毒三蒸水将其溶解成0．1／-g／ml的工作液，

混匀后室温下孵育10 min；然后，将

VEGFASODN与G4PAMAM按1：10、1 l 20、

1：30、1：40的电荷比混合，1弘g DNA含1．96

×1021个碱基，1／zg G4PAMAM含2．751×1021

个氨基。振荡摇匀，室温下孵育20 rain，4℃保存

待用。

1．2．2 转染复合物的电镜检测：取

G4PAMAM／VEGFASODN溶液约2 pl滴于

Formvr+C膜的铜网上，30 min后取出铜网自

然干燥后进行透射电镜观察。

1．2．3 不同酸碱度对G4PAMAM／

VEGFASODN的影响：对不同电荷比的

G4PAMAM／VEGFASODN复合物，分别调整

酸碱度为10、7、5，用16％变性的丙烯酰胺凝胶

电泳分析结果。

1．2．4体外转染率的测定：将MDA—MB一231

细胞接种于24孔板，每孔细胞数1．5×104个／

ml，37℃培养48 h，使细胞生长进入旺盛期，用

无血清培养基清洗。将其分为单纯细胞组、脂质

体组、不同电荷比的G4PAMAM／VEGFA—

SODN组，4 h后用标准培养基替代无血清培

养基，继续孵育24 h、48 h、72 h后弃去培养板

内培养基，用0．25％的胰酶消化，加入Hanks缓

冲液中止消化，吹打细胞使其从培养板中脱落，

将细胞悬液分别转移到已编号的离心管中．离

心，弃去上清，各管中加入1 ml PBS缓冲液。振

荡成悬液，置于流式细胞仪下进行检测和定量。

未消化、离心的细胞先在荧光显微镜下观察后，

在激光共聚焦显微镜下拍照。

1．2．5 MTT检测：向96孔培养板中每孔加

入MDA—MB一231细胞悬液0．5 ml，细胞浓度为

1×105个／ml，分别用无血清培养基清洗，设单

纯细胞组、脂质体组、不同电荷比的

G4PAMAM／VEGFASODN组，4 h后用标准

培养基替代无血清培养基，继续孵育24 h、48

h、72 h收集细胞进行MTT分析；设无转染的

细胞为空白对照组。每孔加入5 g／L MTT20

pl，继续培养4 h后．弃上清。用PBS洗2次，每

孔加入二甲基亚砜150弘l，水平振荡10 rain使

结晶溶解显色。用多功能微板测试系统于570

nm处测定吸光值A，计算相对增殖率(RGR)，

RGR(％)=(实验组A值／空白对照组A值)×

100％。

1．2．6免疫组织化学染色：细胞培养及处理

方法同上，分别设对照组、G4PAMAM／

VEGFSODN组、G4PAMAM／VEGFASODN

组和G4PAMAM／VEGFMS()DN组，以证明

G4PAMAM／VEGFASODN组和G4PAMAM／

VEGFSODN组、G4PAMAM／VEGFMSODN

组在抑制蛋白表达方面是否存在差异。转染48

h后，PBS冲洗2次，4％的多聚甲醛固定30

rain，3％H20：去离子水孵育10 rain，以消除内

源性过氧化物酶活性；蒸馏水冲洗，PBS浸泡5

min，滴加正常山羊血清工作液室温孵育15

min，倾去，勿洗，滴加一抗(小鼠抗人VEGF单

克隆抗体，以棋盘法从不同比例稀释的抗体中

筛选出的抗体最佳稀释浓度为l；100)，4 7C过

夜；PBS冲洗，3 min×3次，滴加生物素标记山

羊抗小鼠IgG，室温孵育15 min；PBS冲洗，3

min×3次，滴加辣根酶标记链酶卵白素工作

液，室温孵育15 rain；PBS冲洗，3 rain×3次，

DAB显色，镜下控制反应，自来水充分冲洗，苏

木素轻度复染细胞核，常规逐级乙醇脱水，二甲

苯透明，中性树脂封片。结果判定：①按染色强

度计分：0分为无色，1分为淡黄色，2分为黄褐

色或棕褐色。②按阳性染色细胞百分率计分：高

倍镜下每张切片选择lo个有代表性的视野，每

个视野计数100个肿瘤细胞，共计数1 000个细

胞，计算阳性细胞表达率。0分为阳性细胞数<

20％，阳性细胞数20％～50％为1分，>50％为

2分。将①×②的结果分为以下等级：0分为阴

性(一)，1分为弱阳性(+)，2～3分为阳性(+
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+)，4分为强阳性(+++)。

1．2．7 RT—PCR反应：细胞培养及处理方法

同上，分别设对照组、G4PAMAM／

VEGFSoDN组、G4PAMAM／VEGFASODN

组和G4PAMAM／vEGFMSODN组，转染48 h

后，按Trizol提取试剂盒的说明书进行细胞总

RNA的提取。取5×106个细胞，加Trizol 1 ml

混匀，静置5 rain，加入0．2 ml氯仿，振荡15 s；

静置5 min，离心吸取上层无色水相，加入0．5

ml异丙醇；静置10 rain，离心，弃上清，加入1

ml 75％乙醇。依cDNA第一链合成反应试剂盒

的说明书进行逆转录反应。总RNA 1 pl，随机

引物l弘l，处理水10 pl，混匀，70℃培养5 min，

冰上冷却，短暂离心；加入5×reaction buffer 4

弘l，RNase抑制剂1弘l，10 mmol／L dNTP Mix

2肛l，混匀，25，c温浴5 min；力Ⅱ入M—Mulv逆转

录酶1肛l，25℃温浴10 min，42℃培养60 min，

70℃培养10 min。VEGF引物序列：正义链：

CCCACTGAGGAGTCCAACAT；反义链：

CATTTACACGTCAGCGGATC；pactin引物

序列：正义链：CCTTCCTGGGCATGGAG

TCCTG；反义链：GGAGCAATGATCTTGAT

CTTC；后行PCR扩增，取引物各1弘1，Master

Mix 12．5 pl，ddH20补至25 pl，反应条件为：

94C预变性，3 rain；94‘C变性1 rain；退火55℃，

50 S；延伸72 7C，40 S；循环32次，再延伸5 rain。

扩增产物行1．5％琼脂糖凝胶电泳，30 rain后

于凝胶成像系统扫描并测定灰度值，以pactin

作为内参照，计算VEGF与pactin表达量的

比值。

1．2．8血管内皮生长抑制实验：将MDA—MB

一231细胞进行常规培养，每孑L细胞数为l×104

个，接种于96孔板，分为5组：对照组、

G4PAMAM组、G4PAMAM／VEGFSODN组、

G4PAMAM／VEGFASODN组和G4PAMAM／

VEGFMSODN组，每组设有5个复孔。待细胞

完全贴壁后，PBS洗涤3次，更换细胞液，分别

加入相应复合物，用不含小牛血清的RPMI

1640培养液配制，培养72 h后，收集各组培养

液于无菌的冻存管中，800 r／rain离心8 rain，收

集上清液，低温冰箱保存。内皮细胞生长抑制实

验也相应分为5组，每组设有5个复孔。在96孔

板上接种传代至3～5代的牛主动脉血管内皮

细胞，细胞数为1×104／200 pI，细胞贴壁生长后

更换200 gl含小牛血清的RPMI 1640培养液继

续培养24 h，吸去培养液，在各组中加入150肛l

含10％小牛血清的RPMI 1640完全培养液，再

加入相应各组乳腺癌细胞上清液50肛l。实验中

另设只含200脚10％小牛血清的RPMI 1640培

养液不含牛主动脉血管内皮细胞组。96孔板置

于37rc、5％CO：孵箱中。继续培养24 h、48 h、

72 h后收集牛血管内皮细胞，行MTT法检测

各组内皮细胞生长情况，用多功能微板测试系

统于570 rim处测定吸光值A，计算相对增殖率

(RGR)，RGR(％)=(实验组A值／空白对照组

A值)×100％。

1．3统计学处理 实验结果均以至士s表示，

采用SPSS 12．0统计分析软件进行数据的统计

学处理，实验数据采用重复测量的方差分析进

行处理，组间比较采用LSD—t检验方法，P<

0．05认为差异有统计学意义。

2结果

2．1转染复合物的电镜检测结果 透射电镜

显示，G4PAMAM／VEGFASODN的直径约10

nm，呈较均匀的网状排列(图1)。

图1 G4PAMAM／VEGFASODN的透射

电镜(×100 000)

Fig．1 The transmission electron mi‘cros—

cope for G4PAMAM／VEGFASODN

Magnification：=1 00 000
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2．2 G4PAMAM／VEGFASODN复合物的酸

碱稳定性 变性的丙烯酰胺凝胶电泳结果显

示，G4PAMAM／VEGFASODN酸碱度从5到

10的范围内具有较高的稳定性，不同电荷比的

G4PAMAM／VEGFASODN均没有出现被解

离的现象(图2)。不同酸碱度对不同电荷比的

G4PAMAM／VEGFASODN复合物的影响证

明了此复合物是比较稳定的，能够转染人细胞。

A：1 l lO、B：1 l 20、C：1 l 30、D：1：40；1：Maker组、2：单纯ASODN组、3：单纯G4PAMAM／

VEGFASODN组、4～6：酸碱度分别为10，7、5 G4PAMAM／VEGFASODN组

图2 不同电荷比G4PAMAM／VEGFAS()DN酸碱稳定性电泳实验

Fig．2 The acid base stablity of G4PAMAM／VEGFASODN under different elecric

charge ratio was analyzed by Degenerative PAGE

2．3体外转染率的测定 在激光共聚焦显微镜

下观察到发出绿色荧光的细胞，表明

G4PAMAM已成功的将VEGFASODN导入

MDA—MB一231细胞株中，并表达出绿色荧光蛋

白(图3)。荧光显微镜下可见在24 h时细胞内已

有绿色荧光的表达，此后逐渐增多，48 h后可获

得最高的转染效率，72 h仍可维持较高的表达

水平，之后荧光强度有所衰减。当VEGFASoDN

与G4PAMAM以1：40的电荷比混合时，发出

绿色荧光蛋白的细胞比其余电荷比混合时明显

增多。采用流式细胞仪测定各转染组转染率(表

1、图4)，不同电荷比的复合物组的转染率与脂质

体组存在统计学差异(P<0．01)，G4PAMAM

以1：30及1：40的电荷比混合时转染率无明

显差异(P>o．05)。采用重复测量方差分析，F

=97858．974．P<0．0l

A：脂质体组转染MDA—MB一231单个细胞48 h GFP的表达；B：脂质体组转染MDA—MB一231细胞株48 h

GFP的表达；C：l：40 G4PAMAM／VEGFASODN组转染MDA—MB-231单个细胞48 h GFP的表达；D：l
t 40

G4PAMAM／VEGFASODN组转染MDA—MB一231细胞株48 h GFP的表达；E未转染的MDA—MB一231细胞株

图3不同处理组转染MDA—MB一231细胞株48 h GFP的表达

Fig．3 GFP expression of MDA—MB一231 cell line in different groups at 48 h after the

transfection
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表1 采用流式细胞仪测定各转染组转染率

Table l Transfection rate was detected by FCM (，z=5，；士s，％)

O．01

与对照组比较，△P<O．01；与脂质体组比较，★P<O．01}与1 t 40 G4PAMAM／VEGFASODN组比较，+P<

A：无复合物作用的MDA—MB一231细胞株的转

染率；B：脂质体组中MDA—MB一231细胞株的转染

率；C：l l 10 G4PAMAM／VEGFASODN组；D：1‘

20 G4PAMAM／VEGFASODN组；E：1；30 G4PA—

MAM／VEGFASODN组；F：1 t 40 G4PAMAM／

VEGF‘ASODN组

图4 采用流式细胞仪测定各转染组中

MDA—MB一231细胞株的转染率

Fig．4 Detection of the transfection rate of

MDA—MB一231 cell line in vitro by

FCM

2．4 MTT法测定的细胞相对增殖率MTT

法显示各组转染物对细胞有轻度的毒性，

G4PAMAM／VEGFAS()DN随电荷比增高细

胞活力逐渐下降，随时间延长细胞活力逐渐恢

复(表2)，前者可能由于G4PAMAM浓度升高

引起。据此结果可看出各组间比较有差异，不同

时间之间也有差异(P<0．01)，对照组与其他

组间均有差异(P<0．01)，而两两比较脂质体

组、1 l 10 G4PAMAM／vEGFASODN组及1

：20 G4PAMAM／vEGFASODN组之间无差

异(P>0．05)，1：30 G4PAMAM／VEG—

FASODN组和1：40 G4PAMAM／VEGFA—

SODN组之间无差异(P>0．05)，脂质体组及1

：10 G4PAMAM／VEGFASODN组均与1：

30 G4PAMAM／VEGFASODN组和1：40

G4PAMAM／VEGFAS()DN组间有统计学差

异(P<0．05)。

2．5 免疫组化法检测VEGF蛋白的表达

VEGF阳性主要表现为肿瘤细胞胞浆呈棕黄

色，着色深浅不一。免疫组化法结果显示(表3、

图5)，在MDA—MB一231细胞中，转染前VEGF

蛋白阳性表达率(％)为49．04_-Z-0．47，阳性染色

呈黄褐色，定位于细胞浆，少量位于胞核。

VEGF蛋白在G4PAMAM／VEGFAS()DN组

转染后的MDA—MB一231细胞胞浆中的染色强

度明显减弱，为淡黄色，阳性表达率(％)为

29．22±0．37，定位于细胞浆中，少量位于胞核。

G4PAMAM／vEGFSODN组及G4PAMAM／

VEGFMSODN组阳性表达率(％)分别为41．34

士0．21、39．20士0．34，定位于细胞浆中，少量位

于胞核。可见，G4PAMAM／VEGFASODN能
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表2 MTT法测定各处理组的细胞()D值

Table 2 Optical density value of different groups detected by MTT method(n=5，j±s)

组别 24 h 48 h 72 h

与脂质体组比较。’P<o．05；与1：10 G4PAMAM／VEGFASODN组比较，△P<0．05(采用重复测量方差分

析，组之间F一17．857，P<0．01，时间之间F一1025．372，P<0．01)

显著抑制MDA—MB一231细胞中VEGF蛋白的

表达。(采用重复测量方差分析，F=2371．139，

P<O．01)

2．6 RT—PCR检测VEGF mRNA的表达水平

RT—PCR法结果显示各组在

200 bp处有特异性VEGF条带，

在150 bp处有内参照pactin条

带，VEGF mRNA在转染前后细

胞中的相对表达量见表4、图6，

G4PAMAM／VEGFAS()DN 组

与转染前比较有明显差异(尸<

0．01)，各组间比较亦有显著差异

(P<0．01)。结果表明，反义

VEGF基因能明显抑制MDA

—MB一231细胞中VEGF mRNA

的表达(采用重复测量方差分析，

F一168．881，P<0．01)。

2．7 G4PAMAM／VEGFASODN

对血管内皮细胞生长的作用 血

管内皮细胞生长抑制实验显示

(表5)，24 h后G4PAMAM／

VEGFASODN组表现出明显的

A：vEGF蛋白在无复合物作用的MDA．MB一231细胞株48 h
细胞毒性，而G4PAMAM／

VEGF蛋白的表达；B：G4PAMAM／vEGFS()DN作用于MDA—MB— VEGFSODN组及G4PAMAM／

231细胞株48 h VEGF蛋白的阳性表达；C：G4PAMAM／ VEGFMSODN组仅有轻中度的

VEGFASODN作用于MDA—MB一231细胞株48 h VEGF蛋白的阳性表 细胞毒性，48 h后则均出现轻度

达；D：G4PAMAM／VEGFMSODN作用于MDA—MB一231细胞株48 h 的细胞毒性，G4PAMAM组仅表
VEGF蛋白的阳性表达 现轻度的细胞毒性，72 h后内皮
图5免疫组化法检测MDA—MB一231细胞株中VEGF蛋白的 细胞活力逐渐恢复。各组间比较
表达(SP×400) 有差异，不同时间之间也有差异

Fig·5 The expression of VEGF protein de‘ec‘ed by (P<0．01)；而两两比较

1mmunohmtochemistry G4PAMAM组与G4PAMAM／
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表3 MDA—MB一231细胞VEGF蛋白的阳性

表达

Table 3 The expression of VEGF protein Qf

MDA—-MB．．231 cell line detected by

immunohistochemistry

VEGFSODN组之间无差异(P>0．05)，

G4PAMAM／VEGFSODN组与G4PAMAM／

VEGFMSODN组之间差异无显著性意义(P>

0．05)；G4PAMAM组与G4PAMAM／vEG—

FASoDN组、G4PAMAM／VEGFMSODN组

及对照组之间均有差异(P<O．05)，对照组及

G4PAMAM／VEGFASODN组与其余各组之

间均有统计学差异(P<O．01)。

表4 MDA—MB一231细胞VEGF mRNA的阳性表达

Table 4 The expression of VEGF mRNA of MDA--MB——231 cell line detected by RT．．PCR

(行一5，j±5)

与转染前比较，。P<0．01；与G4PAMAM／VEGFSODN组比较，△P<O．01，与G4PAMAM／vEGFMS()DN组

比较，★P<0．01

表5 不同处理组作用于MDA—MB一231细胞株不同时间的OD值

Table 5 Optical density value of MDA——MB--231 cell line with different treatment at different

time (咒=5，至士s)

与对照组比较，’P<0．01；与G4PAMAM／VEGFAs()DN组比较，▲P<0．01(采用重复测量方差分析，组之间

F=23．270，P<0．01：时间之间F=2784．393，P<0．01)

乳腺癌的发生是以多个癌基因在不

同的时间和空间上，经不同途径激活和不

同的抑癌基因失活为基础的多步骤过程。

随着医学分子生物学研究的深入和应用

以及人们对疾病认识水平的提高，基因治

1：M8ke。；2：对照组；3．'G4PAMAM／VEGFASODN组；4：疗逐渐成为肿瘤生物治疗学中最具潜力

G一4PAMAM／VEGFSODN组；5：G4PAMAM／VEGFMsoDN组的方法之一[3l。基因治疗是应用一定的方

图6吧A—rB：23j竺胞VEGF mRNA的表达水平 法将具有功能的外源基因或其他遗传物
F‘g-6三!e!e!e1。‘VEGF mRNA detected by 质；_二l二患者体内，从而使患者由于基因突nm n，1n 。⋯⋯、

变所致的临床症状得到减轻、代偿和纠正
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的治疗方案，是继手术、放疗、化疗、免疫治疗之

后的第5种治疗模式[4]。目前对乳腺癌的基因

治疗主要集中在免疫基因治疗、肿瘤抑癌基因

治疗、凋亡基因治疗、化学基因治疗、基因敲除

基因治疗和抗血管生成基因治疗、多基因联合

治疗等方面“】。肿瘤基因治疗的实施主要包括

以下两个方面：①寻找具有治疗意义的目标基

因；②建立有效的靶向基因载体系统。

抗血管形成是肿瘤治疗的一个全新的领

域，其中抗肿瘤血管形成基因治疗更具前景。通

过抑制VEGF而达到抗肿瘤血管形成的目的虽

然目前尚处于实验阶段，但已取得了令人鼓舞

的结果。Salch等和Im等"1应用VEGF反义核

酸在裸鼠上进行实验，发现VEGF反义核酸技

术能有效下调肿瘤细胞的VEGF表达，抑制肿

瘤的血管形成，有明显的治疗作用，且直接以肿

瘤组织内皮细胞为靶细胞的抗血管形成基因治

疗，可以避免长期使用肿瘤血管形成抑制因子

或促血管形成因子抗体可能诱导肿瘤出现的

“耐药现象”，基因治疗的靶向性明确、对正常组

织血管形成的影响较小、特异性强和对原发肿

瘤和转移瘤都有良好疗效等优点。另外，由于抗

肿瘤血管形成基因治疗不受肿瘤细胞周期的影

响，故而是其他基因治疗方案的良好补充。目前

抗肿瘤血管形成的基因治疗至今还处于体外和

动物试验阶段，不少问题仍有待于解决[8]，如抗

VEGF治疗只能使肿瘤缩小，而不能使肿瘤完

全消失而达到根治；又如抗肿瘤血管形成治疗

必须长期进行，而长期治疗又可能影响伤口愈

合和女性月经周期的变化。另外，抗血管形成治

疗的器官靶向性问题也未得到很好的解决。

Samoto等¨1发现，VEGF及其受体是抗血

管生成治疗肿瘤的理想靶位。动物实验研究也

证实VEGF参与肿瘤转移灶的发生发展，

VEGF和受体失活能降低肿瘤细胞转移能力，

故而针对VEGF及其受体的抗肿瘤血管形成治

疗近年来已成为肿瘤抗血管治疗的一个蕈要靶

点。我们将VEGF作为反义寡核苷酸药物治疗

的靶点，通过抑制VEGF的表达来抑制肿瘤细

胞的生长，这为基因药物治疗开辟了广阔的前

景。同时，为了使()DN保持结构稳定性，增加对

核酸酶的抗性，采取了对ODN"的磷酸二酯键骨

架中磷原子硫代修饰方法。

本实验在激光共聚焦显微镜下，观察了培

养的乳腺癌MDA—MB一231细胞对全硫代修饰

的VEGFASODN的摄入及其在细胞内的定

位，定量分析了不同电荷比ASODN随时间变

化的作用规律。结果显示，在24 h、48 h及72 h，

MDA—MB一231细胞内摄人FITC标记的

AS()DN含量随着时间的延长，转染效率增加，

其最佳转染时间在48 h左右，且效果稳定。转

染后的MDA—MB一231细胞形态基本正常，没有

明显的细胞坏死，可能由于PAMAM树枝状分

子代数较低，分枝少，分子内部含有空腔，毒性

较代数更高的分子弱，以及肿瘤细胞具有完整

的细胞结构以及旺盛的增殖能力所致。

G4PAMAM／VEGFASODN复合物主要分布

于细胞质，荧光强度不均，呈斑点状，提示该复

合物达到细胞膜后，即形成由膜包裹的小体，通

过内吞作用进入细胞。这样一方面可以保护和

稳定被输送物质，另一方面也可以实现控制性

释放，有利于治疗基因发挥效应。VEGFA—

SODN经硫代磷酸化修饰后，具有良好的越膜

性，并对内、外源性核酸酶的降解具有较强的耐

力。尽管72 h后细胞内AS()DN的含量逐渐下

降，但其分布密度仍较大，表明一些ASODN已

与靶基因结合并发挥着抑制靶基因的作用，且

抑制作用可发挥72 h以上。

免疫组化法检测结果显示，转染

VEGFAS()DN的MDA—MB一231细胞VEGF

mRNA表达水平，显著低于VEGFSODN、

VEGFASODN和对照组，说明转染入细胞的

VEGFASODN通过上述机制封闭和抑制了

VEGF mRNA和蛋白表达。反义VEGF基因能

够抑制VEGF mRNA的表达，阻断VEGF的合

成与分泌，这点与其他学者的研究结果也是相

符的。

本实验尚未进行VEGF蛋白的定量检测，

仍需作进一步的深入研究。同时G4PAMAM／

VEGFASODN未能使MDA—MB一231细胞完全

停止表达VEGF，只能使其表达水平减弱，对抑

制肿瘤微血管生成起到一定作用，要达到更好

的抑制效果，还必须联合使用多种方法进行综

合治疗。
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新型载体G4PAMAM具有粒径小而均一、

稳定性高、转染率高等优点，且能够起到靶向治

疗作用，除了本身具有纳米粒径而形成的被动

靶向作用外，在下一步的体内实验中，我们将建

立G4PAMAM／VEGFASODN复合物应用于

乳腺癌基因治疗的动物模型，此基础上在

G4PAMAM末端加上了Her一2单抗，以使其具

有主动靶向性。从而多层次、多角度地证实新的

基因运载系统能够有效安全地应用于基因治

疗，为其以后早日应用于临床提供依据。
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