
书书书

中国肿瘤生物治疗杂志

灾燥造援 员源 晕燥援 员 云藻遭援 圆园园苑 悦澡蚤灶藻泽藻 允燥怎则灶葬造 燥枣 悦葬灶糟藻则 月蚤燥贼澡藻则葬责赠

［文章编号］摇 员园园苑鄄猿愿缘载（圆园园苑）园员鄄园园愿员鄄园圆 ·短篇论著·

悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 对 运阅砸信号通路的作用
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［摘摇 要］摇 目的：研究 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 对血管内皮生长因子（ 增葬泽糟怎造葬则 藻灶凿燥贼澡藻造蚤葬造 早则燥憎贼澡 枣葬糟贼燥则，灾耘郧云）受体 运阅砸、责源圆 辕 源源酝粤孕运 的

作用。方法：以腺病毒为载体介导在内皮细胞中表达外源 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员，应用 宰藻泽贼藻则灶鄄遭造燥贼贼蚤灶早检测 运阅砸、责源圆 辕 源源酝粤孕运的磷酸化

水平。结果：与对照组相比，感染腺病毒表达外源 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 蛋白的内皮细胞中 运阅砸员园缘源 酪氨酸残基和 责源圆 辕 源源酝粤孕运 磷酸

化水平分别降低了 源圆援 猿豫和 源猿援 缘豫。结论：悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 蛋白抑制 运阅砸信号通路，对内皮细胞增殖可能具有抑制作用。
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摇 摇 血管生成在肿瘤生长过程中起重要作用［员］，而

内皮细胞增殖是血管生成的关键。悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 是相
对分子质量为 圆圆 园园园 的整合膜蛋白，在内皮细胞中
表达丰富。研究表明，血管内皮生长因子（ 增葬泽糟怎造葬则
藻灶凿燥贼澡藻造蚤葬造 早则燥憎贼澡 枣葬糟贼燥则，灾耘郧云）刺激内皮细胞时，
悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 的表达水平降低［圆］，提示 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 与内
皮细胞增殖有关。本研究探讨 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 与 运阅砸
细胞信号通路的关系，初步阐释 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 在内皮
细胞增殖信号传递过程中的作用。

员摇 材料与方法

员援 员摇 主要试剂
悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 单克隆抗体购于 月阅 月蚤燥泽糟蚤藻灶糟藻，磷酸

化 责源圆 辕 源源酝粤孕运 抗体 和 责源圆 辕 源源酝粤孕运 抗体购于
悦藻造造 杂蚤早灶葬造蚤灶早 栽藻糟澡灶燥造燥早赠，灾耘郧云 购 于 砸驭阅，
运阅砸员园缘源 酪氨酸磷酸化抗体和 郧云孕 抗体购于
月蚤燥泽燥怎则糟藻。
员援 圆摇 腺病毒介导人脐静脉内皮细胞表达外源 悦葬增藻鄄
燥造蚤灶鄄员 蛋白

新鲜脐带分离内皮细胞，于 酝悦阅月 培养液传代
培养。感染内皮细胞的腺病毒 粤凿鄄悦葬增鄄员（悦葬增藻燥造蚤灶鄄员
腺病毒重组体）、粤凿鄄郧云孕（郧云孕腺病毒重组体）、辅助
腺病毒 粤凿鄄贼栽粤 由 蕴蚤泽葬灶贼蚤 教授馈赠［猿］。腺病毒于

粤阅圆怨猿 细胞内扩增，悦泽悦造 密度梯度离心分离纯化，
测定 阅圆远园，计算病毒滴度。对照组为感染 粤凿鄄郧云孕和
粤凿鄄贼栽粤（各 圆园园 责枣怎 辕孔）表达 郧云孕 的内皮细胞，实验
组为感染 粤凿鄄悦葬增鄄员 和 粤凿鄄贼栽粤（各 圆园园 责枣怎 辕孔）表达
外源 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 的内皮细胞。
员援 猿摇 宰藻泽贼藻则灶 遭造燥贼贼蚤灶早 检测 运阅砸 和 责源圆 辕 源源酝粤孕运 的
磷酸化水平

将感染腺病毒的内皮细胞接种到六孔板，每孔

约 怨 伊 员园源细胞，培养 圆源 澡，用 园援 缘豫 云月杂 酝悦阅月 培养
员远 澡，以 员园 灶早 辕 皂造 灾耘郧云 刺激细胞 员园 皂蚤灶，弃培养
液，裂解细胞，收集裂解蛋白。杂阅杂鄄孕粤郧耘 分离，转
移至尼龙膜。以 缘豫脱脂奶粉封闭 员 澡，加入一抗
（员颐 圆 园园园）过夜，栽月杂栽洗膜 圆 次；加二抗（员颐 缘 园园园）员
澡，栽月杂栽洗膜 猿 次，耘悦蕴液孵育膜 圆 皂蚤灶，暗室中压片
显影。图像分析仪灰度扫描分析。检测 运阅砸员园缘源
酪氨酸残基磷酸化水平的一抗是 运阅砸员园缘源 酪氨酸
残基磷酸化抗体，检测 责源圆 辕 源源酝粤孕运 磷酸化水平的
一抗是抗磷酸化 责源圆 辕 源源酝粤孕运抗体。

圆摇 结摇 果

圆援 员摇 腺病毒介导静脉内皮细胞高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员
腺病毒感染脐静脉内皮细胞 圆源 澡 后裂解细胞，

应用单克隆 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 抗体检测内源和外源 悦葬增藻燥鄄
造蚤灶鄄员 的表达水平；作为对照，郧云孕 单克隆抗体检测
郧云孕的表达水平。如图 员 所示，相对分子质量较小
的是内源 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 蛋白，外源 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 蛋白（箭
头所示）由于带有 皂赠糟标签而分子质量大于内源性
悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 蛋白。
圆援 圆摇 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 抑制 运阅砸 和 责源圆 辕 源源酝粤孕运磷酸化

血清饥饿内皮细胞 员远 澡后，检测不到 运阅砸员园缘源
酪氨酸残基磷酸化信号，灾耘郧云 刺激 员园 皂蚤灶 后，
运阅砸员园缘源 酪氨酸磷酸化水平明显增加，与对照组表
达 郧云孕的脐静脉内皮细胞相比，高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员
使 运阅砸员园缘源 酪氨酸残基磷酸化水平下降（图 圆），
运阅砸员园缘源 酪氨酸残基磷酸化检测信号与 郧粤孕阅匀检
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测信号的灰度值之比下降了 源圆援 猿豫。而在血清饥
饿 员远 澡未加入 灾耘郧云刺激的细胞内，仍检测到少量
责源圆 辕 源源 酝粤孕运 处在活性状态（图 猿）；加入 灾耘郧云 刺
激后，高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 蛋白的内皮细胞磷酸化
责源圆 辕 源源酝粤孕运与内参照非磷酸化 责源圆 辕 源源酝粤孕运检测
信号灰度值之比下降了 源猿援 缘豫。

图 员摇 腺病毒载体介导外源 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员和 郧云孕蛋白
在内皮细胞中的表达

酝：未感染腺病毒的内皮细胞；悦：感染腺病毒高表达
悦葬增藻燥造蚤灶鄄员的内皮细胞；郧：感染腺病毒表达 郧云孕的内皮细胞

图 圆摇 高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 抑制 灾耘郧云致 运阅砸磷酸化
酝：未感染腺病毒的内皮细胞；郧：感染腺病毒表达 郧云孕
的内皮细胞；悦：感染腺病毒高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 的内皮细胞

图 猿摇 高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 抑制 灾耘郧云致 责源圆 辕 源源酝粤孕运活化
酝：未感染腺病毒的内皮细胞；郧：感染腺病毒表达 郧云孕
的内皮细胞；悦：感染腺病毒高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 的内皮细胞

猿摇 讨摇 论

在实体肿瘤中，血管生成是肿瘤生长的必须前

提之一。血管生成包括内皮细胞的增殖、迁移和分

化等过程，其中内皮细胞增殖是关键。正常组织的

血管内皮细胞处于增殖静止状态，而肿瘤血管的内

皮细胞则处于持续增殖状态。因此通过抑制内皮细

胞增殖，进而抑制血管生成，以此控制肿瘤的生长，

是当今肿瘤研究的热点之一［员］。

摇 摇 灾耘郧云 是目前已知最强的促血管内皮生长因
子，其与内皮细胞上受体 云造贼鄄员 和 运阅砸 结合，其中
运阅砸在内皮细胞增殖过程中起主要作用。蕴葬遭则藻鄄
择怎藻［源］发现 运阅砸中可能与 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 的结合序列为
员园怨员宰杂云郧灾蕴蕴宰耘陨栽员员园员，并在牛动脉内皮细胞裂
解液中检测到 运阅砸 和 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 形成的免疫共沉
淀复合物，表明 运阅砸 和 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 相结合。灾耘郧云
与 运阅砸结合，致 运阅砸 形成二聚体并在多个酪氨酸
残基处发生磷酸化，这些位点调节激酶的活性，其中

酪氨酸 员 园缘源 的磷酸化是 运阅砸 活化所必需［缘］。本

实验结果显示，高表达 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 抑制 运阅砸 酪氨酸
员 园缘源 残基磷酸化。因此，悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 可能是通过直
接与 运阅砸结合来抑制 运阅砸 的起始活性。灾耘郧云 诱
导 运阅砸受体磷酸化后，向细胞内传递信号，激活
责源圆 辕 源源酝粤孕运，促进内皮细胞增殖。本研究应用磷
酸化 责源圆 辕 源源酝粤孕运 抗体检测 悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 的表达对
责源圆 辕 源源 酝粤孕运活性的影响，结果表明，高表达 悦葬增藻鄄
燥造蚤灶鄄员 抑制 责源圆 辕 源源酝粤孕运的活性。
摇 摇 目前，多种针对 灾耘郧云鄄运阅砸 信号通路开发的抗
肿瘤血管生成药物正处于临床前期和临床试验

期［远］，其中，抗 灾耘郧云 的人源化单克隆抗体 粤增葬泽贼蚤灶
已被 云阅粤批准临床使用［苑］。悦葬增藻燥造蚤灶鄄员 作为内皮细
胞内源的 运阅砸活性抑制蛋白，有可能成为抗肿瘤血
管生成药用蛋白。
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