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siRNA抑制人舌癌细胞VEGF表达对MMP一9
蛋白表达的影响
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【摘要] 目的利用小干扰RNA(small interfering RNA，siRNA)抑制人舌癌TeaSll3细胞血管内皮生长

因子(vascular endothelial growth factor。VEGF)表达，观察其对培养细胞和移植瘤基质金属蛋白酶一9(matrix

metalloproteinase一9，MMP一9)蛋白表达的影响。方法以稳定转染携带VEGF—siRNA真核表达载体的人舌

癌TeaSll3细胞(VEGF—siRNAl、VEGF—siVA2)为实验组，以转染空载体人舌癌TOaSll3细胞及未转染的

人舌癌Tca8113细胞为实验对照组和空白对照组，将各组细胞分别接种于裸鼠皮下，用免疫细胞／组织化学法

分别测定各组培养细胞和移植瘤VEGF及MMP一9的蛋白表达。结果在培养细胞和移植瘤中，与实验对照

组和空白对照组相比，VEGF—siRNAI组和VEGF—siRNA2组VEGF染色平均灰度值高，差异有统计学意义

(P<o．05)；各组培养细胞中均未见MMP一9表达；各组移植瘤MMP一9染色平均灰度值之间的差异无统计

学意义(P>O．05)。结论以siRNA干扰沉默人舌癌TeaSll3细胞VEGF基因，可明显抑制细胞及移植瘤内

VEGF蛋白表达，但是对MMP一9蛋白的表达无明显影响。
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The expression of MMP-9 after the expression of VEGF suppressed by slRNA in human tongue squamous
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[Abstract] ObJective To investigate the expression of matrix metal]oproteinase一9(MMP一9)in human

tongue 8quanlou8 cell carcinoma(TeaSl 13)in vitro and in vivo，after the expression of vascular endotheHM growth fae-

tor(VEGF)suppressed by vector—based 8n181l interfering RNA(siRNA)．Methods The euk／ofic expression v∞一

tot"taken鹊an experimental control and two siRNA targeting VEGF constructed in the vector(VEGF—siRNAl，

VEGF—sienA2)were transfected into human tongue 8quamou8 cell carcinoma cell lines(TeaSll3)．The non—

trandeeted TcaSl 13 cells were used船negative contr01．The mmsfected eell_and non—transfeeted cells were injec—

ted subcutaneously on the back of the twenty nude—mice which were divided into four groups randomly(n=5／

grouP)，瑚p枷vely．The expression of VEGF and MMP一9 in the cultured cells and the xenograft tunloi'8 were de-

tectod by immunocytochemistry and immunohistochemisu'y．Results Compared wlth the experimental and negative

controls，the VEGF expressions were decreased(P<O．05)in two experimental groups of the cultured ceils and xen-

o妒m Ullnol暑．There W88 no obvious MMP一9 staining in four groups《cultured ceils．There were rio significant

differences of the MMP一9 expression among four groups of xenograft tumor(P>0．05)．Conclusion VEGF—siR-

NA锄down—regulate the expression of VEGF in the human tongue squamous cell carcinoma in vitro and in vivo．

However，it may not influence on the expression of MMP-9 efficiently．

[Key words]Small interfering RNA(siRNA)；Tongue 8quamous cell carcinoma；Matrix metalloproteinas—

es(MMPs)； Vascular endothelial growth factor(VEGF)
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近年来，血管内皮生长因子(vascular endothelial

growth factor．VEGF)及基质金属蛋白酶(matrix

metaUoproteinases，MMPs)在口腔癌中的作用逐渐受

到人们的关注。MMPs通过降解基底膜及细胞外基

质(ECM)，为血管内皮的迁移和新生血管的延伸创

造了必要条件。有学者在对头颈部鳞状细胞癌的研

究表明在肿瘤的发展、浸润和转移中，MMP一9蛋白

表达与VEGF蛋白表达呈显著正相关，认为MMPs

与VEGF可有协同作用⋯。在前期实验口1我们构

建两对携带针对VEGF的siRNA的真核表达载体

(VEGF—siRNAl，VEGF—siRNA2)分别转染人舌癌

TcaSll3细胞，建立稳定转染细胞，并成功抑制

VEGF基因表达。本实验，我们建立已稳定转染

VEGF—siRNA的Tca8113细胞的裸鼠移植瘤模型，

并分别检测培养细胞和移植瘤组织内VEGF及

MMP一9的蛋白表达变化，了解抑制VEGF蛋白表

达对MMP一9蛋白表达的影响。探讨VEGF及

MMP一9在口腔癌生长过程中作用机制的关系。

1材料与方法

1．1主要材料人舌癌细胞株Tca8113由中国典

型培养物保藏中心提供；Balb／c裸鼠由北京实验动

物研究中心提供；RPMI 1640培养液(北京Thermo

公司)；小牛血清(杭州四季青公司)；鼠抗人VEGF

单克隆抗体(浓缩型，SANTA CRUZ公司)，兔抗人

MMP一9多克隆抗体(即用型，北京中衫金桥公司)，

二步法免疫组化试剂盒(天津津脉公司)。

1．2细胞培养将稳定转染载体携带VEGF—siR—

NA的Tca8113细胞(VEGF—siRNAl组、VEeF—

siRNA2组)，稳定转染空载体的TcaSl 13细胞(实验

对照组)及未转染的Teagll3细胞(空白对照

组)BJ，以含青霉素、链霉素和lO％小牛血清的RP．

MI 1640为培养液。常规培养。

1．3裸鼠移植瘤模型建立及标本处理实验用裸

鼠，雌性，4—6周龄，重量20—26 g，随机分4组，每

组5只，在25一”℃恒温、恒湿(45％一50％)的半

屏障系统环境下饲养。收集对数生长期的各组细胞

悬液，以5×106+／ml，0．1 ml／只，分别于每组裸鼠

背部皮下接种成瘤。接种后47 d，处死裸鼠，剥离肿

瘤。每个瘤体取部分新鲜组织以10％中性甲醛溶

液固定，石蜡包埋切片。

1．4细胞爬片及免疫细胞／组织化学染色对数生

长期的各组细胞的爬片，以10％中性甲醛溶液固定

半小时后，SP二步法免疫细胞化学染色；移植瘤组

织切片常规sP二步法免疫组织化学染色，鼠抗人

VEGF单克隆抗体1：100，兔抗人MMP-9多克隆抗

体(即用型)。阳性结果判定：肿瘤胞浆或胞膜出现

淡至棕黄或棕褐色颗粒为阳性细胞。避开中央坏死

区域，400倍镜下随机取5个不连续视野，采用

HPIAS—1000高清晰度彩色病理图文分析系统对肿

瘤细胞阳性着色平均灰度进行定量测定(平均灰度

值越大阳性值越小)。

1．5统计学方法应用SPSSl3．0统计软件进行统

计学处理，作单因素方差分析，P<0．05具有统计学

意义。

2结果

2．1各组培养细胞免疫细胞化学染色结果各组培

养细胞MMP一9免疫细胞化学染色，均未见阳性表

达(如图l示)。

圈1 MMP一9免疫细胞化学染色(SP，x400)

2．2各组移植瘤VEGF表达比较VEGF表达的

阳性颗粒主要位于肿瘤细胞的胞浆内，少数肿瘤血

管内皮细胞胞浆内也可见阳性颗粒(如图2示)。

图2移植瘤VEGF免疫组化染色(SP，x400)

实验组VEGF表达较两对照组明显下降，VEGF—

siRNAI与实验对照组比较有明显差异(q=3．89，P

<O．05)，与空白对照组比较有显著差异(q=4．21，

尸<0．05)；VEGF—siRNA2与实验对照组比较有显

著差异(q=3．93，P<0．05)，与空白对照组比较也

有显著差异(q=4．25，P<0．05)，而实验对照组和
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空白对照组的差异无统计学意义(P>0．05)。见

图3。
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图3各组VEGF免疫组化平均灰度值比较

注：l：VECF—siRNAl组；2：VEGF一8iRNA2组；

3：实验对照组；4：空白对照组

与空载体组比较，△P<0．05；与空白对照组相比较，★P<0．05

2．3各组移植瘤MMP一9表达比较MMP一9表

达主要位于肿瘤细胞以及间质细胞的胞浆中。各组

阳性细胞染色较浅(如图4示)。各组平均灰度值

之差异无统计学意义(P>0．05)。见图5。

图4移植瘤MMP一9免疫组化染色(SP，×400)

图5各组MMP一9平均灰度值比较

注：l：VEGF一8iRNAl组；2：VEGF—siRNA2组；

．3：实验对照组；4：空白对照组

3讨论

3．1近期的研究发现VEGF与MMPs在肿瘤的血

管生成及浸润转移过程中存在一定的内在联系，但

是研究结果有较大分歧。Wang掣31的体外实验研
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究发现，人低分化胃癌细胞(BGC823)与VEGF共孵

育后，条件培养基中MMP一9原酶含量增加，且呈

现与VEGF剂量依赖性。Bair等M1研究发现，当恶

性口腔鳞状上皮细胞癌细胞单独培养时，MMP的表

达很低；但与人包皮成纤维细胞共培养时，MMP的

表达增高，认为MMP的表达受到细胞表面受体调

节，是细胞与细胞，细胞与基质相互作用的结果。

Hong等[51的研究发现，在神经胶质瘤细胞中以

RNAi干扰VEGF使其表达抑制后，并没有影响

MMP一9的作用，认为内源性VEGF表达的下调，不

会影响神经胶质瘤的生长及浸润。本实验结果显

示，人舌癌TcaSll3培养细胞，在转染siRNA后，细

胞VEGF表达受抑制聆]，但转染组与未转染组均未

检测到MMP一9表达(可能尚有微量表达，但就我

们目前所使用的免疫细胞化学技术，尚未能检出)；

而在移植瘤中各组均可见MMP一9蛋白的表达，并

且在肿瘤的边缘区域以及间质细胞中有较密集表

达。与Bair等Ho的研究发现一致，因此我们认为人

舌癌细胞MMP一9的表达与细胞间的作用有一定

关系。

3．2我们的前期实验已证实，以siRNA干扰沉默

人舌癌Tca8113细胞VEGF基因，可明显抑制细胞

VEGF蛋白表达【21；并在体外移植瘤实验中观察并

检测证实，经siRNA转染后Tca8113细胞成瘤后，移

植瘤的增殖减慢、生长受抑制，并且移植瘤VEGF蛋

白表达明显降低M，7J。但在本实验中观察到抑制

VEGF蛋白表达后，各组移植瘤MMP一9蛋白表达

变化未呈现出明显差异，所以MMP一9蛋白的表达

并没有受到VEGF蛋白表达抑制的影响。与Hong

等【51的研究结果基本一致。另外，Wang等口1的研

究还发现，在BGC823细胞表面VEGFR一2表达强

阳性，而VEGFR—l为阴性表达，考虑为细胞异质

性的因素，认为在BGC823细胞中，VEGF可能主要

是通过与VEGFR一2结合，将胞外信息传人胞内，

引起MMPs合成与分泌的变化；而叫a等【81研究发
现，在头颈部鳞状细胞癌中均有VEGFR一1、2、3的

表达，但是在肿瘤相关的纤维母细胞中却没有发现

VEGFR一2的表达；Bair等H1的研究结果，认为

MMP一9的表达与成纤维细胞有关，结合以上研究

结果，加之我们的研究结果，我们推测在人舌癌细胞

中MMP蛋白表达可能并不受到VEGF的调节。因

此，在人舌癌细胞中单纯抑制VEGF蛋白的表达并

不能抑制MMP一9蛋白的表达，至少是影响甚微，

提示在人舌癌Tca8113细胞中，VEGF与MMP一9
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蛋白表达并无明显相关性；临床研究中VEGF与

IVIMP一9表达呈现出的相关性‘21应尚有其他调节机

制。结合各学者的研究结论，我们认为VEGF与

IMP在人舌癌的血管生成及肿瘤浸润转移中的作

用受多种因素调节影响。
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[摘要】 目的观察人舌癌裸鼠皮下移植瘤模型中肿瘤新生血管内皮细胞的来源。方法通过皮下移

植人舌癌TeaSll3一^n细胞建立人舌癌裸鼠移植肿瘤模型，并于肿瘤生长至赢径Iem时切除肿瘤，对移植瘤

进行病理组织学观察，利用免疫组织化学方法检测移植瘤内新生血管内皮细胞的来源，抗体为鼠抗人单克隆

抗体CD34和大鼠抗小鼠单克隆抗体CD34；并进行微血管密度(mierovessel density，MVO)计数及血管内皮生

长因子(vascular endothelial growth factor，VECF)表达检测。结果右腋窝皮下接种人舌癌Tea81 13一Ml细胞

2周后，6只裸鼠的肿瘤直径都达到l伽以上。切片HE染色可见肿瘤组织病理形态为鳞状上皮细胞癌，I～IVD

平均值为10．72士2．12，其中肿瘤新生血管内皮细胞大鼠抗小鼠CD34免疫组化结果是阳性，而鼠抗人CD34

阴性。VEGa'在6例移植瘤标本中均阳性表达，平均阳性率为(67±5．6)％。结论人舌癌移植瘤模型中血

管内皮细胞主要来源于宿主裸鼠，并且可能与肿瘤细胞分泌的VFGE诱导有关。
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