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摘 要 利用 2BDS=2方法从 SN;活化的人外周血单个核细胞（ST7=>）中克隆 9KUDEFM基因，亚克隆至逆转录病毒载体 -+K&D
E，与辅助病毒载体 -NKBV"$和 -NKB$#脂质体法共转染 !%:B包装细胞，获得的成熟重组逆转录病毒（2&D9KUDEFM）再感染 +77=D
FF!E人肝癌细胞，并经 OVEC筛选建立 9KUDEFM转基因肝癌细胞。S=2、2BDS=2和 P,>.,1? 0(’.结果表明 9KUDEFM基因在肝癌细
胞中能成功整合、转录和表达。7BB和 M=7结果表明 9KUDEFM不能改变 +77=DFF!E肝癌细胞的增殖活力和细胞周期，但 GUK+;
结果表明其能明显下调肝癌细胞 KUD$、KUDC和 &GOM的表达。转基因肝癌细胞 19KUDEFM表达上清具有抑制 G=&:#V人脐静脉内
皮细胞生长的作用。裸鼠皮下成瘤试验结果表明 9KUDEFM转基因肝癌细胞裸鼠致瘤能力明显减弱，&GOM和 =W:V表达降低，
血管形成显著减少。9KUDEFM可通过减少肿瘤血管形成显著抑制裸鼠人肝癌移植瘤的生长，为其进一步开展肿瘤血管靶向基
因治疗和开发抗血管新药提供了一定的实验依据。
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肿瘤的生长和转移依赖于血管生成，血管生成

抑制因子对于肿瘤等血管增生性疾病具有潜在的治

疗价值［!，"］。近年来研制血管生成抑制剂控制肿瘤

的生长和转移已成为肿瘤防治的新策略［#］。人 $%&
!’(（)$%&!’(）最早是由 *+,-./0 等在活化的 1234

5细胞和单核细胞中鉴定，毛细血管形成实验表明
其能显著抑制血管形成，在抗肿瘤微血管形成的肿

瘤治疗中将有一定的应用前景［3］。)$%&!’( 具有显
著的抗血管形成活性，而国内外其抗血管形成作用

及其机制的研究报道甚少，抗肿瘤治疗的研究尚属

空白。因而本文利用 65&716技术，从 789活化的
人外周血单个核细胞中成功克隆 )$%&!’( 基因，并
构建 )$%&!’( 重组逆转录病毒载体和建立 *::1&
’’"!转基因肝癌细胞，观察其对肝癌细胞生物学特
性的影响，并建立裸鼠人肝癌移植瘤模型进一步评

价 )$%&!’(基因表达在裸鼠体内的抗血管形成活性
和抑瘤效应。

! 材料与方法

!"! 材料
!"!"! 质粒、细胞与菌种：;<1=&5 购自 *,.>?. 公
司；逆转录病毒载体 ;*$@&!、辅助病毒载体 ;8$53AB
和 ;8$5BC及 "D#5包装细胞由苏州大学陈永井老师
惠赠；菌株 28A!、*::1&’’"!人肝癌细胞和 E1@#C3
人脐静脉内皮细胞由本室保种。

!"!"# 试剂：5-FG?H试剂盒购自 *,.>?.公司；各种工
具酶等购自 5,I,6,公司；质粒抽提试剂盒、716产
物纯化试剂盒和胶回收试剂盒购自 @&>/./公司；脂
质体 %F;J/K+,=F./ 购自 $.LF+-?>/. 公司；人 $%&B、$%&M
和 @EN( E%$*9试剂盒购自晶美公司；羊抗人 $%&!’(
多抗［$%&!’(（1&!#）：!"& "CADD］、兔抗羊 $>N&97、兔抗
人 @EN(多克隆抗体和鼠抗鼠 12#3 单克隆抗体购
自 *,.+, 1-OG公司；*7超敏试剂盒购自福州迈新生
物技术开发有限公司。

!"!"$ 716引物：下列引物（见表 !）由 *,.>?.公司
合成。

表 ! %&’扩增所用的引物及其序列
()*+, ! %-./,- 0,12,34,0 20,5 67- 89, %&’ )/:+.4)8.73
PO=Q/- 7-F=/- 0/RO/.K/0
!） AS&19N1N199195N919N5N99N91&#S
"） AS&19115155915N19195NN5NN95&#S
#） AS&N19 N9955195NN5199N59155N15N&#S
3） AS&151 NN951155915N19195NN5NN95N&#S
A） AS&151195 N991511N5511195119N199N&#S
B） AS&NN991N N9N55195NN9N95N5155115&#S

!"# 方法
!"#"! )$%&!’(基因的克隆：分离外周血单个核细
胞，加入终浓度为 !C">T=%的 789刺激培养 "3)后，
提取细胞总 6P9，反转录合成 K2P9 第一链，利用
7!、7" 引物进行 716 克隆 )$%&!’( 基因；并将 65&
716产物亚克隆至 ;<1=&5 载体进行 716、测序鉴
定。

!"#"# ;*$@&!T)$%&!’( 重组逆转录病毒载体的构
建：以 ;<1=&5T)$%&!’( 质粒为模板，分别利用 7#、
7B；7A、73 两对引物进行 716 扩增，获得 716!、
716"；再以纯化的 716!、716" 为模板，利用 7#、73
引物进行 716扩增，获得 716#（即 #"$6#酶切位点
经 N99551!N99151同义点突变的 3B"Q; )$%&!’(
编码序列，包括 "C,,信号肽序列）；并将 716# 亚克
隆至逆转录病毒载体 ;*$@&!进行 716、双酶切和测
序鉴定。

!"#"$ 重组逆转录病毒的包装成熟：将重组逆转录
病毒载体 ;*$@&!T)$%&!’( 与辅助病毒载体 ;8$53AB
和 ;8$5BC按 " U ! U !的量用脂质体法共转染 B孔板
中 ACV W BCV汇片的 "D#5包装细胞，以包装释放具
有感染能力的成熟重组逆转录病毒（6@&)$%&!’(），
并制备成熟空载体逆转录病毒（6@）和未转染载体
的 "D#5细胞作为阴性对照。镜下观察 "D#5 17E，并
转染 3M、’")各时间段收集 6@&)$%&!’(病毒培养上
清、6@病毒培养上清和 "D#5细胞对照培养上清，并
以上述收集的培养上清为模板，利用 7#、73引物进
行 716鉴定。
!"#"; *::1&’’"!肝癌细胞的感染和阳性细胞的筛
选：感染前一天，*::1&’’"!以细胞浓度 ! X !CA T=%，
"=%的量接种于 B 孔板，至细胞生长汇片 ACV W
BCV，吸尽培养基，加入 !=%上述收集的 6@&)$%&!’(
病毒培养上清，同时加入 ;?HYQ-/./ 使其终浓度为
M.>T=%，#’Z感染 B) 后，添加含 !CV小牛血清的
67:$!B3C培养基至 "[A=%T孔继续培养，隔夜感染重
复 #次，并用 6@病毒培养上清感染 *::1&’’"! 和
"D#5细胞对照培养上清培养 *::1&’’"! 作为阴性
对照。感染 ’")后，收集细胞，按 ! U B 稀释，将其置
于含 N3!M（终浓度为 ACC">T=%）的选择性培养基中
筛选 #周，并进行克隆化和扩增培养。
!"#"< )$%&!’( 转基因肝癌细胞的鉴定：收集经
N3!M筛选的转基因阳性细胞（*::1&’’"!T6@&)$%&
!’(）和培养上清，提取细胞基因组 2P9和总 6P9。
以基因组 2P9为模板，利用 7#、73引物进行 716鉴
定 )$%&!’( 基因与肝癌细胞基因组的整合；以总
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!"#为模板，利用 $%、$& 引物进行 !’($)! 鉴定
*+,(-./基因在肝癌细胞中的转录；0123145 6783鉴定
4*+,(-./ 蛋白在肝癌细胞中的表达，并用 9::)(
..;-和 9::)(..;-<!=细胞及其培养上清作为阴性
对照。

!"#"$ 转基因肝癌细胞增殖活力和细胞周期检测：
取对数生长期的 9::)(..;-<!=(*+,(-./（转基因细
胞实验组）、9::)(..;-（细胞对照组）和 9::)(..;-<
!=（空载体细胞对照组）%组肝癌细胞，调整细胞浓
度为 - > -?@ <A7，分别以每孔 -??!,的量接种于 BC孔
板中培养，共设 &个平行孔，并设零孔。在相同条件
下培养 -、;、%D各时间段，:’’法检测各组细胞增殖
活力。将上述 %组肝癌细胞分别在相同条件下培养
%D，收集细胞（约 - > -?C）于 &E .?F乙醇固定后上
流式细胞仪检测细胞周期。

!"#"% G,+9# 检测转基因肝癌细胞 +,(C、+,(H 和
=GI/的表达：将上述 %组肝癌细胞调整细胞浓度为
; > -?@ <A,，分别以每孔 ?J@A,的量接种于 ;& 孔板
中培养，共设 & 个平行孔。在相同条件下培养 &H*
后，收集各组细胞培养上清，G,+9# 检测培养上清
+,(C、+,(H和 =GI/的表达水平。
!"#"& 4*+,(-./ 蛋白的 G)=%?& 细胞增殖抑制试
验：收集经相同条件下培养 &H* 的 9::)(..;-<!=(
*+,(-./、9::)(..;- 和 9::)(..;-<!= 细胞培养上
清用于 G)=%?&细胞增殖抑制试验。取对数生长期
的 G)=%?&细胞，调整细胞浓度为 - > -?@ <A,，滴入
BC 孔板，每孔加入 -??!,。待细胞贴壁后，换入
-??F、@?F、;@F、-;J@F不同浓度的 4*+,(-./表达
上清 -??!, 培养，并设相应浓度的 9::)(..;-、
9::)(..;-<!=细胞培养上清作对照，实验共设 &个
平行孔，并设零孔。分别培养 -、;、%D 各时间段，
:’’法检测 G)=%?& 细胞增殖活力，并根据抑制率
（F）K（- L实验组吸光度值<细胞对照吸光度值）>
-??F公式计算细胞生长抑制率。
!"#"’ 裸鼠皮下成瘤试验：取雌性 M#,M<)裸鼠 -?
只，& N @ 周龄，随机分成 ; 组，每组 @ 只，实验组接
种 9::)(..;-<!=(*+,(-./转基因细胞，阴性对照组
接种 9::)(..;-<!=空载体细胞，每只裸鼠右前肢
腋部皮下接种浓度为 ; > -?. <A, 的单细胞悬液
-??!,。无菌条件下饲养，以皮下结节直径超过
?J@OA为成瘤标准，记录成瘤时间。连续观察 @周，
处死裸鼠分离皮下肿瘤，测量肿瘤最大及最小直径

并称重，根据：肿瘤体积（OA%）K（长径 > 短径;）<;
公式计算瘤体体积和瘤体重量计算抑瘤率。

!"#"!( 免疫组化检测：将裸鼠瘤组织以 -?F甲醛
常规固定、石蜡包埋，切片采用免疫组化 9$法分别
检测瘤组织中 *+,(-./、=GI/和 A)P%&的表达。随
机选取 -?个视野计数平均每个视野下的血管数，进
行血管形成检测。

!"#"!! 统计学处理：采用 9$99-?J?统计学软件进
行单因素方差分析，数据测定结果以!! Q 2表示。

# 结果

#"! )*+,!%-基因的克隆和鉴定
以 $R#活化的 $M:)2总 !"#为模板，利用 $-、

$;引物 !’($)!所扩增产物约为 @??6S，同 *+,(-./
基因理论值大小相一致［图 -（#）］。以挑取白色菌
落所抽提的质粒为模板，$)!能扩增出约 @??6S 的
基因片段［图 -（M）］，表明其已亚克隆至 ST)A(’载
体。测序结果证实了所克隆的基因确为 *+,(-./基
因，与 I15MU5V（登录号：#/%H&H@.）报道的序列完全
一致。

图 - *+,(-./基因的克隆和鉴定
/WXY- )785W5X U5D WD153WZWOU3W85 8Z *+,(-./ X151

（#）!’($)! 8Z *+,(-./；-：!’($)! S48D[O3；:：-??6S P"# 7UDD14；

（M）+D153WZWOU3W85 8Z ST)A(’<*+,(-./ 6\ $)!，-：$)! S48D[O3；:：

P,;??? AU4V14 Y

#"# ./*0,!1)*+,!%- 重组逆转录病毒载体的构建
和鉴定

以质粒 ST)A(’<*+,(-./ 为模板，利用 $%、$C；
$@、$&两对引物分别都能扩增出 $)!- 和 $)!; 产
物；以 $)!-、$)!; 为模板，利用 $%、$& 引物能扩增
出 $)!%产物，且 $)!-、$)!; 和 $)!% 产物大小与
预计扩增的基因片段大小相一致［图 ;（#）］。重组
载体经 $)! 能扩增出约 &C?6S 大小的条带［图 ;
（M）］和 "#$!"、%&’R"双酶切能释放出相同大小
的片段［图 ;（)）］，均表明目的基因片段已成功亚克
隆至逆转录病毒载体 S9+=(-。P"#序列测定证实亚
克隆的 &C;6S *+,(-./基因除有一处为构建重组逆
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转录病毒载体而自行设计的同义点突变（!!"!
!!#，均为 !$%）外，其余均与 &’%()%*报道的序列完
全一致，成功构建了 +,-./012-3/045 重组逆转录病
毒载体。

图 6 重组逆转录病毒载体 +,-./012-3/045的构建和鉴定
57896 #:%$;<=>;7:% )%? 7?’%;7@7>);7:% :@ <’>:AB7%)%;

<’;<:C7<=$ C’>;:< +,-./012-3/045
（!）D#E :@ 2-3/045，09 D#E0 +<:?=>;；69 D#E6 +<:?=>;；FGD#EF

+<:?=>;；H9 I36JJJ A)<*’<；（(）-?’%;7@7>);7:% :@ +,-./012-3/045 BK

D#E，0：D#E +<:?=>;；H：I36JJJ A)<*’<；（#）-?’%;7@7>);7:% :@ +,-./
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?78’$;’? BK !"#E!)%? $%&M!；H：I36JJJ A)<*’< 9

图 N 2-3/045转基因肝癌细胞的鉴定
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!"# 重组逆转录病毒的获得
+,-./012-3/045和 +,-./0 分别与辅助病毒载体

+M-"NQR和 +M-"RJ 共转染 NS、462 后，转染组 6TF"
细胞圆缩、脱落，均出现 #DU，而 6TF"细胞对照则生
长良好。结果表明（重组）逆转录病毒载体在 6TF"
细胞中进行了包装成熟和裂细胞释放。以收集的病

毒培养上清为模板，利用 DF、DN引物进行 D#E鉴定
（图 F）进一步证明了携有 2-3/045基因的重组逆转
录病毒载体在 6TF"细胞中成功地进行了包装成熟
和释放。

图 F 6TF"细胞培养上清成熟重组逆转录病毒的鉴定
5789F -?’%;7@7>);7:% :@ A);=<’ <’>:AB7%)%; <’;<:C7<=$

7% 6TF" $=+’<%);)%;
0：6TF" $=+’<%);)%; >:%;<:L BK D#E；6：6TF"1E. $=+’<%);)%; >:%;<:L BK

D#E；F：6TF"1E./2-3/045 $=+’<%);)%; BK D#E；H：I36JJJ A)<*’< 9

!"$ 转基因肝癌细胞的鉴定
以基因组 IV!为模板进行 D#E鉴定结果［图 N

（!）］和 E"/D#E 鉴定结果［图 N（(）］显示，,HH#/
4460转 2-3/045基因的细胞中均有一条约 NRJB+的
扩增条带，而两组阴性对照均无此特异性条带产生；

P’$;’<% BL:;结果［图 N（#）］显示 ,HH#/4460 转 2-3/
045基因的细胞培养上清中有一条约 6J*I的与抗
2-3/045抗体特异性结合的条带，而两组阴性对照细
胞培养上清在该位置均无此条带出现。结果表明导

入的外源 2-3/045基因在 ,HH#/4460细胞中不仅能
与肝癌细胞基因组整合和转录，而且能成功地表达

目的蛋白。

!"% 转基因肝癌细胞增殖活力和细胞周期检测
由图 Q 可见，,HH#/44601E./2-3/045 转基因肝

癌细胞组增殖活力与 ,HH#/4460 细胞对照组和
,HH#/44601E.空载体细胞对照组相当（’ W JGJQ）。
H""检测结果表明 2-3/045对 ,HH#/4460肝癌细胞
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的体外增殖无影响。!"#检测（结果略）进一步表
明 $%&’()!不能改变 *##"’))+(肝癌细胞的细胞周
期，这与 #,,法检测细胞增殖活力结果相一致。

图 - $%&’()!对 *##"’))+(肝癌细胞增殖的影响
!./0- ,$1 122134 52 $%&’()! 56 *##"’))+( 7859.218:4.56

!"# 转基因肝癌细胞 $%&#、$%&’和 ()*+表达检测
;&%*<结果（图 =）显示，*##"’))+(>?@’$%&’()!

转基因肝癌细胞组 %&’=、%&’A 和 @;B! 的表达与
*##"’))+(细胞对照组和 *##"’))+(>?@空载体细
胞对照组比较均具显著性差异（! C DED(），其分别
下调了 (( 倍、+ 倍和 DE- 倍，而 *##"’))+( 细胞对
照组与 *##"’))+(>?@空载体细胞对照组比较无差
异（! F DED-）。结果表明 $%&’()! 具有下调 *##"’
))+(肝癌细胞表达 %&’=、%&’A和 @;B!的生物学效应。

图 = ;&%*<检测转基因 *##"’))+(细胞 %&’=、%&’A和 @;B!表达水平
!./0= ,$1 35631648:4.56G 52 %&’=，%&’A，:6H @;B! H1418I.61H JK ;&%*<

（<，L，"）M14134.56 52 $NI:6 %&’=（<），%&’A（L），:6H @;B!（"）JK ;&%*<，81G7134.O19K0

!", -.$%&/,+蛋白对 )0(123细胞的生长抑制作用
由图 )可见，经 (DD、-D、+-、(+E-P 不同浓度的

肝癌细胞 8$%&’()!表达上清作用 +Q、QA、)+$不同时
间的 ;"@RDQ细胞增殖能力均低于同一时间相同培
养上清浓度比较的细胞对照组和空载体细胞对照组

（! C DED( 58 ! C DED-），而细胞对照组与空载体细
胞对照组之间无差别（ ! F DED-）。不同浓度 8$%&’

()!表达上清作用不同时间的 ;"@RDQ 细胞生长抑
制率见表 +。由表 + 可见，在同一浓度不同培养时
间比较，时间越长，其细胞生长抑制率越高；在同一

培养时间不同浓度比较，浓度越高，其细胞生长抑制

率也越高。结果表明 *##"’))+( 肝癌细胞表达的
8$%&’()!蛋白具有抑制 ;"@RDQ细胞增殖的作用，并
呈一定的剂量依赖性和时间依赖性。

表 ! -.$%&/,+表达上清作用不同时间的 )0(123细胞生长
抑制率（!! 4 5，6 7 3）

89:;< ! *-=>?. @6.@:@?@=6 -9?< =A )0(123 BC;?C-<D :E
-.$%&/,+ 5CF<-69?96? @6 D@AA<-<6? ?@G<（!! 4 5，6 7 3）
培养上清

浓度（P）
B85S4$ .6$.J.4.56 8:41（P）

+Q$ QA$ )+$
(DD (RERD T REQA(） (UEUU T (EDU+） +UE=A T DEUDR）

-D =EDU T +E+(Q） (+EA+ T RE-U-） +(EDU T +E-R=）

+- -E)A T REA-)） AERD T QEA=A） (REDR T REU-U）

(+E- QEUR T (EA-(D） -EA( T RED-((） AEQD T +E-((+）

"5I7:81H :4 G:I1 35631648:4.56，.6 H.2218164 4.I1：(），+），R）35I7:81H
S.4$ 1:3$ 54$18，! C DED(；Q），-），=）35I7:81H S.4$ 1:3$ 54$18，! C
DED(；U）35I7:81H S.4$ )），A），! C DED(；)）35I7:81H S.4$ A），! C
DED-；(+）35I7:81H S.4$ (D），((），! C DED-；(D）35I7:81H S.4$ ((），!
F DED-E "5I7:81H .6 G:I1 4.I1，:4 H.2218164 35631648:4.56：R），=），U），(+）
35I7:81H S.4$ 1:3$ 54$18，! C DED(；+）35I7:81H S.4$ -），A），((），! C
DED(；-）35I7:81H S.4$ A），! F DED-；A）35I7:81H S.4$ ((），! F DED-；
(）35I7:81H S.4$ Q），)），(D），! C DED(；Q），)），(D）35I7:81H S.4$ 1:3$
54$18，! F DED-E

!"’ 转基因肝癌细胞裸鼠体内致瘤性差异
!"’"/ 成瘤时间：*##"’))+(>?@空载体细胞对照
组 -只裸鼠在接种瘤细胞后第 (D V (RH成瘤，成瘤
时间为（((E= T (E(）H；而 *##"’))+(>?@’$%&’()! 转
基因细胞组 -只裸鼠在接种瘤细胞后第 (A V +DH才
成瘤，成瘤时间为（(UE+ T D 0 A）H，其成瘤时间明显长
于 *##"’))+(>?@空载体细胞对照组（! C DED(）。
!"’"! 肿瘤终体积和重量：各组瘤细胞接种 -周后，
处死动物和分离皮下肿瘤（图 A），测量肿瘤最大及最
小直径，计算平均终体积并称重。空载体细胞对照组
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染色结果（图 !!）显示，空载体细胞对照组瘤组织血
管丰富，管壁完好，"#$%阳性表达高，其微血管数为
&’! ( !’)；而转基因细胞组瘤组织血管稀少，管壁支
架塌陷，"#$% 阳性表达低，其微血管数仅为 )’! (
*’+，与空载体细胞对照组比较明显减少，降低了近
$倍，差异有显著性（! , *’*!）。

! 讨论

-./0!&1是由活化的 "#%2 3细胞和单核细胞产
生的具有抗血管形成活性的细胞因子，而国内外对

其研究报道甚少，为进一步研究 -./0!&1 的抗血管
形成活性及其在抗血管生成的肿瘤治疗中开展基础

和应用研究，本文首先 4305"4 从 567 活化的人
589":中成功克隆了 -./0!&1基因。-./0!&1基因其
开放阅读框报道有两种：一种为 %;)<=［%］，起始密码
子 73>附近与 ?@ABC序列几乎完全吻合，有利于翻
译起始；另一种为 %D)<=［E］，根据蛋白质翻译起始于
第一个 73> 原则而报道，因为有趣的是在上述
%;)<=开放阅读框起始密码子 73> 的上游（相隔
$*<=）也存在 73>。但上述两种阅读框编码的蛋白
分别为 )*BB 和 $*BB，均生成相同的 !$$BB 成熟单
体［%，E］。本文从克隆 -./0!&1 编码区全长基因的角
度，克隆了开放阅读框为 %D)<=的 -./0!&1基因。
逆转录病毒载体 =F.G0! 选择的酶切位点只有

"#$4!和 %&’6!，而 -./0!&1基因内含 "#$4!酶
切位点，因而本文利用 5"4 法成功构建了 -./0!&1
基因内 >7733"!>77"3"同义点突变的重组逆转
录病毒载体 =F.G0!H-./0!&1，并在其辅助病毒载体的
协助下，经 )D$3细胞包装成具有感染能力的成熟重
组逆转录病毒，再感染 F99"0&&)! 肝癌细胞，通过
筛选获得稳定表达 -./0!&1的转基因肝癌细胞。逆
转录病毒载体经包装细胞包装成熟后，其病毒滴度

一般来说都比较低，本文隔夜反复感染的方法，成功

建立了以逆转录病毒为载体感染的 -./0!&1转基因
肝癌细胞。

933和 1"9检测结果表明 -./0!&1在体外不能
改变 F99"0&&)!肝癌细胞的增殖活力和细胞周期，
但 I/.F7 检测结果显示其能显著下调 F99"0&&)!
表达 ./0;，./0+ 和 GI>1 的生物学效应。有报道认
为 ./0;和 ./0+与肿瘤的生长和转移密切相关［; J D］，
提示 -./0!&1通过下调肝癌细胞 ./0;和 ./0+的表达
可能参与了抑制裸鼠人肝癌移植瘤的生长。GI>1
是最重要的血管生成因子，本实验中 -./0!&1 能下
调 F99"0&&)!肝癌细胞 GI>1的表达，并且提示其

也可能通过下调 I"G$*%等其他内皮细胞 GI>1的
表达而协同参与抗血管形成和抑制肿瘤的生长和转

移。目前认为肿瘤细胞分泌的 GI>1不仅以旁分泌
方式作用于血管内皮细胞和诱导血管新生，也可通

过自分泌途径与自身表达的血管内皮生长因子受体

KLM0!和H或 ?#4 结合而促进癌细胞的生长、迁移或
抗凋亡［!*］。但本文 -./0!&1下调肝癌细胞 GI>1的
表达体外对肝癌细胞的增殖活力和细胞周期无影

响，其机理还有待于进一步研究。I"G$*%生长抑制
试验表明转基因肝癌细胞表达的 N-./0!&1上清具有
抑制 I"G$*% 内皮细胞增殖的活性，且呈一定的剂
量和时间依赖性。裸鼠皮下成瘤试验证实 -./0!&1
能明显地抑制裸鼠人肝癌移植瘤的生长，其转基因

肝癌细胞致瘤能力减弱，成瘤时间延长，瘤体和重量

明显减小，GI>1和 "#$% 表达降低，血管形成能力
下降。结果表明 -./0!&1在裸鼠体内通过显著抑制
肿瘤血管形成而具有明显的抑瘤效应。

本文 -./0!&1 转基因肝癌细胞的建立及对
F99"0&&)!生物学特性影响和裸鼠人肝癌移植瘤生
长抑制作用的研究，为进一步开展 -./0!&1 的抗血
管生成治疗肿瘤的基础研究奠定了基础。
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