
第 27 卷第 3 期
2007 年 3 月

南京医科大学学报(自然科学版)
ACTA UNIVERSITATIS MEDICINALIS NANJING(Natural Science)

肿瘤血管生成一直是人们关注的热点。研究表

明肿瘤血管生成是一复杂过程 , 许多生长因子、细

胞因子参与了这一过程。其中血管内皮生长因子

( VEGF)是最重要的一种因子 [1- 2]。但对于 VEGF 的

生成及调控仍需进一步的研究。最近研究表明 , 受

体酪氨酸激酶 ( RTK) 介导信号转导途径参与了

VEGF 的表达 [3- 4]。本实验研究肝细胞生长因子

( HGF) 及其受体 c-Met 对大肠癌 ( CRC) 细胞株

VEGF表达的影响。旨在为大肠癌 VEGF表达提供可

能的途径,并为抑制肿瘤血管生成提供新的靶点。

1 材料和方法

1.1 材料

大 肠 癌 细 胞 株 SW480, LOVO 本 室 保 存 。

RPMI1640 培 养 基 购 自 美 国 Gibco 公 司 ; VEGF

ELISA KIT购自美国 R&D 公司 ; HGF 购自以色列
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[摘 要] 目的:观察不同浓度肝细胞生长因子对体外培养的大肠癌细胞血管内皮生长因子( VEGF)表达的影响。方法 :体外培

养人大肠癌细胞 ,分别加入不同浓度的人重组肝细胞生长因子和或其受体抑制剂 Herbimycin A(HA) , 用 Western blot、RT-PCR、

ELISA等方法检测肝细胞生长因子对其受体磷酸化表达及大肠癌细胞 VEGF表达的影响。结果:肝细胞生长因子在 10～100 ng/ml

浓度范围内较对照组相比显著促进大肠癌细胞 VEGF mRNA(增加了 4～5 倍)、蛋白质表达(增加了 3～10 倍) ; Western blot 检测

肝细胞生长因子引起其受体磷酸化 ,并与其诱导的 VEGF表达相关。结论 :体外培养条件下 ,肝细胞生长因子呈剂量依赖性促进

大肠癌细胞 VEGF表达 ,其表达与其受体磷酸化水平相关 ;其受体磷酸化抑制剂可以抑制大肠癌细胞 VEGF表达。
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Up-regualtion of vascular endothelia l growth factor by hepatocyte growth factor in human
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[Abstract] Objective: To observe the effect of human recombinant hepatocyte growth factor (HGF) on the expression of vascular

endothelial growth factor( VEGF) in colorectal carcinoma(CRC) cells in vitro. Methods: Human CRC cell lines SW480, LOVO were

cultured with different concentrations of HGF. The culture supernatants were collected to detect the production of VEGF by ELISA

assay. The effect of HGF on phosphorylation of its receptor c-Met was detected by Western blot assay. The expression of VEGF

mRNA stimulated by HGF was investigated by reverse transcription PCR(RT-PCR) . Results: HGF increased the expression of VEGF

(mRNA 4-5-fold and protein 3-10-fold) in CRC cell lines; HGF induced the phosphorylation of its receptor c-Met in a dose-

dependent manner. Conclusion: In vitro, HGF can up-regulate the expression of VEGF in CRC cells, which correlates with the

phosphorylation of its c-Met induced by HGF. Inhibitor of phosphorylation-c-Met, HA, can inhibit the expression of VEGF in CRC

cells induced by HGF.
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Pepotech 公司; c-Met 抗体购自美国 USB公司 ;磷酸

化 c-Met 抗体购自美国 ABR 公司; 磷酸化 c-Met 抑

制剂 Herbimycin A( HA)购自美国 Sigma 公司 ; 胎

牛血清( FBS)购自杭州四季青生物工程有限公司 ;

MMLV逆转录酶、TRIzol Reagent 购自美国 Promega

公司; Tarara Taq 酶购自深圳宝生物有限公司;引物

由上海申能博彩公司合成 ; 其余试剂均为分析纯 ,

购自南京博全试剂公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及传代

细胞株于液氮罐中取出,迅速投入到 37℃水中复

温,待完全解冻后将细胞转入离心管中,以1 000 r /min

离心 5 min, 加入含有 10% FBS、100 U/ml 青霉素、

100 μg/ml 链霉素的 1640 培养基中制成细胞悬液 ,

接种培养瓶内, 于 37℃, 5%CO2饱和湿度培养箱内

常规培养 , 3 天左右更换培养基 , 待接近长满瓶底

时, 0.25%胰蛋白酶消化传代。

1.2.2 ELISA

细胞以 5 ×104 /ml接种至 24孔培养板,待长至

80%~90%时弃原培养基, 加入含有 1%牛血清白蛋

白( BSA)的条件培养基培养 24 h。第二天实验组分

别加入 10~100 ng /ml 不同浓度的 HGF, 对照组只

加等量的 PBS( HGF 用 PBS 作溶剂 )作用 24 h, 收

集细胞上清 , 13 000 r /min 4℃离心 10 min, 分装上

清 , - 70℃保存用于 ELISA定量检测VEGF表达。按

试剂盒的步骤检测 VEGF 表达 , 制作标准曲线 , 于

450 nm测定各组吸光度 ( A)值 , 与标准曲线相比得

到对应的 VEGF量,每种浓度作复孔,重复 3次。检

测 HA对 HGF诱导的细胞 VEGF表达影响,试验组

细胞先加入不同浓度的 HA 37℃作用 1 h,对照组加

入等量二甲基亚砜 ( DMSO,HA用 DMSO作溶剂) ,

再加入 40 ng/ml的 HGF作用 24 h,余步骤同上。

1.2.3 RNA提取及 RT-PCR

细胞处理同 1.2.2,不同的是 HGF( 40 ng/ml)作

用 4 h 或预先不同浓度抑制剂 HA 作用 1 h 后加

HGF ( 40 ng/ml) 作用 4 h, 细胞总 RNA 提取按

TRIzol RNA 提取试剂盒说明书进行 ; RNA 逆转录

按试剂盒说明书操作; PCR 过程: VEGF引物,上游:

5′-TT-GGGTGCATTGGAGCCTTG-3′, 下游 5′- GCT-

GGCCT-TGGTGAGGTTTG-3′。 反 应 体 系 20 μl:

DEPC水 12.9 μl, MgCl2 1.6 μl, 10×Buffer 2 μl, dNTP

0.4 μl, Taq聚合酶 0.1μl,引物 1.0μl,模板 2μl。反

应条件: 94℃预变性 5 min, 94℃变性 1 min, 60℃退火

1 min, 72℃延伸 1 min,循环数 35。产物长度 309 bp。

取 5μl 300 bp产物加 1 μl 6 ×loading buffer 上样 ,

置于 1.5%琼脂糖凝胶(含 0.5 μl /ml 溴化乙锭)中电

泳。条带经凝胶成像系统扫描。内参β-actin,引物:上

游 5′-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-

3′,下游5′-CTAGAAGCATTTGCGGACGATGGAGGG-

3′。产物长度 983 bp。图像以 Gel-Pro 4.0凝胶定量

分析软件计算各组条带的灰度值,以 β-actin 相应值

相比,所得比值为各组 VEGF相对量。

1.2.4 Western blot

细胞处理同 1.2.2, 不同的是 HGF 作用时间为

30 min 或预先加不同浓度抑制剂 HA作用 1 h 再加

40 ng/ml HGF 作用 30 min。Western blot 过程 : 冷

PBS洗涤细胞,以裂解液裂解细胞,同时加蛋白酶及

磷酸酶抑制剂 , Braford 法测蛋白浓度 , 与 1 ×SDS

凝胶加样缓冲液混合, 100℃ 5 min 变性蛋白 , 每条

10%SDS-PAGE凝胶泳道上样 30μg蛋白,电泳 100 V

3 h, 转 PVDF膜 0.1 mA 2 h, 以含 5%脱脂奶粉的

TBS-T室温封闭 1 h, 一抗磷酸化 c-Met(兔多抗 1 ∶

1 000) , 4℃过夜,二抗(羊抗兔 1 ∶5 000 )室温 1 h,

ECL显影,凝胶成像系统扫描。将膜 Strip液清洗,加

c-Met一抗(兔多抗 1 ∶1 000) ,余同上。

1.3 统计学方法

数据计量资料用均数 ±标准差( x±s)表示 ,采

用 SPSS11.0 软件包对实验数据进行单因素方差分

析, P < 0.05表示差异有显著性。

2 结 果

2.1 ELISA结果

HGF 促进两种大肠癌细胞株 VEGF 表达 , 随

HGF浓度增加 VEGF表达增加( 3～10倍) ,各试验组

均明显高于对照组 P < 0.05。HGF 40 ng/ml 时

SW480 VEGF 表达达到峰值。而对于 LOVO细胞 ,

HGF 100 ng/ml VEGF分泌达到高峰(表 1, 2)。c-Met

磷酸化抑制剂 HA 抑制了 HGF 诱导的细胞VEGF

表达, 1.0 μg/ml时完全抑制 VEGF表达, 而对照组

未见明显变化(图 1)。

2.2 RT-PCR结果

内参β-actin 其 PCR 产物在各组表达差异无显

著性 ( P > 0.05)。各试验组与对照组均有 VEGF

mRNA表达 , SW480 试验组与对照组相比表达升高

了 ( 3.20 ±0.74)倍 , LOVO 试验组与对照组相比表

达升高了 ( 4.10 ±0.96)倍 , 各组之间差异有显著性

( P < 0.01)。HA抑制 HGF引起 VEGF mRNA表达 ,

1.0 μg/ml时完全抑制 VEGF mRNA表达(图2)。
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2.3 Western blot结果

HGF引起其受体 c-Met 磷酸化,随着 HGF浓度

增加 c-Met 磷酸化水平也提高。HA抑制HGF 引起

的 c-Met 磷酸化 , 1.0 μg /ml 时完全抑制 c-Met 磷

酸化表达(图 3)。

3 讨 论

肿瘤血管生成不仅是肿瘤生长、增殖必需,而且

与肿瘤侵袭、转移密切相关 [5- 6]。研究表明,肿瘤血管

生成受多种血管生成因子和血管生成抑制物的调

控。其中血管内皮生长因子是最重要的。VEGF不仅

表 1 HGF 对 SW480 VEGF 表达的影响

Tab 1 Effect of HGF on expression of VEGF in SW480 cells

HGF浓度( ng/ml)

10 20 40 100

试验组

对照组

205.00 ±5.66

055.00 ±4.24*
600.00 ±3.54

053.00 ±4.24*
612.00 ±16.97

060.00 ±14.14*
310.00 ±14.14

062.00 ±2.83*

组 别

*与对照组相比较 , P < 0.01。

表 2 HGF 对 LOVO VEGF 表达的影响

Tab 2 Effect of HGF on expression of VEGF in LOVO cells

HGF浓度( ng/ml)

10 20 40 100

试验组

对照组

398.00 ±4.24

106.00 ±7.78*
794.00 ±5.66

108.00 ±17.68*
816.00 ±5.49

093.00 ±10.61*
598.00 ±11.31

088.00 ±14.14*

组 别

*与对照组相比较 , P < 0.01。
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是内皮细胞特异的强效有丝分裂原 , 而且能促进内

皮细胞产生并调节纤溶酶原激活物及其抑制因子 ;

增加血管通透性等作用 [7]。许多肿瘤患者血清、肿

瘤组织及细胞高表达 VEGF, 而且其表达与预后相

关 [8]。VEGF表达与诸多因素有关,如缺氧 [9]。最近研

究显示 , 某些生长因子、细胞因子及其酪氨酸蛋白

激酶受体参与肿瘤VEGF表达 [3- 4]。

HGF是一种具有多种生物活性的生长因子 ,可

以促进其靶细胞、增殖、迁移、转移、抑制凋亡 , 并在

某些组织、器官发生时起一定作用 [10]。HGF 的受体

c-Met是具有蛋白酪氨酸激酶活性的细胞膜受体,是

由原癌基因 c-Met编码的蛋白质 [11]。是含有α、β亚

基的分子质量为 170 ku。其中β亚基(145 ku)跨细胞

膜,胞外有受体配体结合位点,胞内羧基残端含有具

有酪氨酸激酶活性的位点[12]。胞外α、β亚基形成二

聚体时, HGF与β亚基胞外位点结合, 引起胞内激

酶位点磷酸化 ,进而引发下游分子事件 [13]。研究表

明 , 许多肿瘤组织、细胞过表达 HGF /c-Met, 其中包

括大肠癌 [14]。

本实验以大肠癌细胞株为研究对象 , 体外检测

HGF及其受体能否促进大肠癌细胞 VEGF表达。本

研究结果表明 , HGF 能够促进大肠癌细胞株

SW480、LOVO的 VEGF 表达 , 呈剂量依赖性 , 而且

能够促进 VEGF mRNA 表达 ,这与其他人的报道相

符 [15]。作者初步研究了其机制,发现 HGF引起其受

体磷酸化, 磷酸化受体抑制剂 HA能够抑制受体磷

酸化 , 并能抑制 HGF 上调的大肠癌细胞 VEGF(蛋

白质和基因水平)表达。但 HGF /c-Me调控大肠癌细

胞 VEGF表达的具体机制需要进一步研究。也是下

一步研究的课题。本实验结果提示 , HGF 可以以旁

分泌形式促进肿瘤细胞血管生成。对大肠癌血管生

成的深入研究有助于对大肠癌发生、发展等理论的

理解,并为抑制肿瘤血管生成寻找合适的靶点。
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