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新藤黄酸通过ＰＴＥＮＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＶＥＧＦ／ｅＮＯＳ信号

通路干预人脐静脉内皮细胞血管生成的研究
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［摘要］目的　探究ＰＴＥＮＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＶＥＧＦ／ｅＮＯＳ信号通路在新藤黄酸（ｇａｍｂｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ＧＮＡ）抑制人脐静脉内

皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ，ＨＵＶＥＣｓ）迁移中的作用。方法　倒置显微镜下观察ＨＵＶＥＣｓ形态变

化；Ｂｏｙｄｅｎｃｈａｍｂｅｒ实验以及细胞划痕实验观察ＧＮＡ对ＨＵＶＥＣｓ迁移能力的影响；硝酸还原酶法检测ＮＯ水平；

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＧＮＡ及ＬＹ２９４００预处理对 ＨＵＶＥＣｓ内磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，

ＰＩ３Ｋ）、ｐＰＩ３Ｋ、蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）、ｐＡＫＴ表达水平的影响；ＨＵＶＥＣｓ转染ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ后，ＲＴ

ＰＣＲ实验检测ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平。结果　ＧＮＡ能有效抑制ＨＵＶＥＣｓ迁移，其抑制效果与剂量相关（犘＜

０．０５）。ＧＮＡ和抑制剂ＬＹ２９４００２以及ＬＮＡＭＥ均能有效抑制ＮＯ的产生，且ＧＮＡ＋ＬＹ２９４００２组、ＧＮＡ＋

ＬＮＡＭＥ组抑制效果更好（犘＜０．０５）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＧＮＡ上调ＰＴＥＮ蛋白表达水平，下调ｅＮＯＳ、

ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ蛋白表达水平（犘＜０．０５）。ＲＴＰＣＲ检测结果表明，ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ转染后，ＧＮＡ能上调ＶＥＧＦｍＲ

ＮＡ基因的表达水平（犘＜０．０５）。结论　ＧＮＡ通过ＰＴＥＮＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ＶＥＧＦ／ｅＮＯＳ信号传导通路，抑制ＨＵＶＥＣｓ

迁移，阻止ＨＵＶＥＣｓ血管生成。
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　　细胞迁移也称为细胞爬行，是正常细胞的基本

功能之一，表现为细胞头部伪足延伸、建立新的黏

附、细胞体尾部收缩的交替进行，是机体正常生长发
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育的生理过程。细胞迁移涉及血管生成、癌症转移、

炎症反应、动脉粥样硬化等过程。

肿瘤血管生成是从已存在的血管床中形成新生

血管，是一个受众多生长因子调节的复杂的病理生

理过程，多种细胞因子和细胞基质参与肿瘤的生长、

转移、复发［１］。其过程包括：肿瘤细胞与正常血管内

皮细胞相互作用；肿瘤细胞与细胞外基质相互作用；
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相关细胞的参与及大量白细胞因子的调节，使得新

生血管得以形成。抗肿瘤血管生成的主要机制：抑

制促血管生成因子与配体的表达和结合及相应的信

号传递途径，抑制血管内皮细胞的增殖、迁移，抑制

基底膜的降解等［２］。

藤黄是藤黄科植物藤黄的干燥树脂，具有攻

毒蚀疮、破血散结等功效。现代研究表明，新藤

黄酸（ｇａｍｂｏｇｅｎｉｃａｃｉｄ，ＧＮＡ）为藤黄中的活性成

分之一，具有良好的抗肿瘤活性。本课题组前期

研究发现，ＧＮＡ 对多种肿瘤细胞如人乳腺癌

ＭＣＦ７
［３］和人肝癌ＢＥＬ７４０２细胞

［４］的增殖均有

抑制作用。近期实验研究［５］表明，ＧＮＡ对肿瘤

的血管生成、侵袭转移也具有一定的抑制作用。

本研究选择人肺腺癌 Ａ５４９细胞和人脐静脉内皮

细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ，ＨＵＶＥＣｓ）

建立体外非直接接触式共培养体系，观察ＧＮＡ对

ＨＵＶＥＣｓ迁移能力的影响，探讨ＧＮＡ抗人肺腺癌

Ａ５４９细胞侵袭转移的作用及ＧＮＡ影响血管生成

的信号转导机制，为ＧＮＡ的开发和应用提供理论

依据。

１　试剂与材料

１．１　细胞株　人肺腺癌细胞株Ａ５４９、ＨＵＶＥＣｓ购

于中国科学院上海细胞库。

１．２　试剂　ＧＮＡ（分子量为６３０．８，纯度＞９８．０％，

货号Ｂ５０２３１）：上海源叶生物有限公司提供；胎牛血

清（货号 １６１４００７１）、ＤＭＥＭ 高糖培养基（货号

１２１０００４６）：美国 ＧＩＢＣＯ 公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（货号

３５６２３４）：美国ＢＤ公司；Ｂｏｙｄｅｎ小室：美国康宁公

司；聚碳酸酯膜孔径８．０μｍ，ＮＯ检测试剂盒（货号

Ａ０１２）：南京建成生物工程研究所；ＬＹ２９４００２、Ｌ

ＮＡＭＥ（货号Ｓ０００６）：江苏碧云天生物技术研究所；

βａｃｔｉｎ、ｅＮＯＳ抗体：美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ；ＮＳｓｉＲＮＡ、第１０号染色体缺失的磷酸酶及张

力蛋白同源的基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏ

ｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ，ＰＴＥＮ）ｓｉＲＮＡ（序

列：５′ＧＧＣＵＡＡＧＵＧＡＡＧＡＵＧＡＣＡＡＴＴ３′；５′

ＵＵＧＵＣＡＵＣＵＵＣＡＣＵＵＡＧＣＣＴＴ３′）：上海吉玛

生物工程公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
ＴＭ（货号１１６６８

０１９）：美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．３　仪器　细胞培养箱、－８０℃冰箱：日本Ｓａｎｙｏ

公司；倒置显微镜：日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；超净工作

台：浙江苏净净化设备有限公司；灭菌锅：日本

Ｈｉｒａｙａｍａ公司；高速冷冻离心机：德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ；

倒置荧光显微镜（ＤＭＩ６０００Ｂ）：德国徕卡公司；垂直

电泳仪：上海天能科技有限公司。

２　方法

２．１　倒置显微镜下观察ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ形态的

影响　取对数生长期的 ＨＵＶＥＣｓ，消化和收集，将

细胞密度调整为６×１０４ｍＬ，接种于２５ｍＬ培养瓶。

３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养２４ｈ后，更换含有

ＧＮＡ的条件培养液，倒置显微镜下观察细胞并

拍照。

２．２　改良的Ｂｏｙｄｅｎｃｈａｍｂｅｒ检测 ＧＮＡ 对 ＨＵ

ＶＥＣｓ转移能力的影响　将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶与预冷的无

血清ＤＭＥＭ培养基按照１∶３的比例稀释加至Ｂｏｙ

ｄｅｎ小室中，每孔容积为５０μＬ，冰上操作。条件培

养箱孵育５ｈ后，向上室加入２００μＬ的 ＨＵＶＥＣｓ

悬液，下室中加入５００μＬ的 Ａ５４９细胞悬液，置于

３７℃，５％ＣＯ２ 培养６ｈ后加药，继续培养２４ｈ后

取出小室，清洗上室残留细胞，４％多聚甲醛固定３０

ｍｉｎ后用０．１％结晶紫染液染色２５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３

次，于倒置荧光显微镜下计数并拍照。

２．３　细胞划痕实验　于６孔板以每孔约２×１０
５ 接

种ＨＵＶＥＣｓ，待细胞长满６孔板，用无菌２００μＬ加样

枪头垂直于６孔板均匀划痕，用ＰＢＳ轻洗细胞２～３

遍后进行０ｈ取样，此为空白对照组，加入含不同浓度

ＧＮＡ的条件培养基，２４ｈ后于倒置显微镜下取样。

２．４　ＮＯ水平的检测　采用硝酸还原酶法检测ＮＯ

水平。不同药物组作用 ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ后吸弃细胞

培养液，收集细胞后超声裂解，２０００ｒ／ｍｉｎ离心，收

集上清，按照说明书的步骤操作，采用多功能酶标仪

于５５０ｎｍ处检测各组的吸光度。根据说明书提供

的计算公式，计算细胞中ＮＯ的水平。

２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＧＮＡ及ＬＹ２９４００预处理

对ＨＵＶＥＣｓ内磷脂酰肌醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉ

ｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、ｐＰＩ３Ｋ、蛋白激酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）、ｐＡＫＴ表达水平的影响　各组 ＨＵ

ＶＥＣｓ分别处理２４ｈ后，无菌细胞刮刮取细胞后，

收集，离心提取总蛋白，进行ＢＣＡ蛋白定量。每组

样品总蛋白２５μｇ，经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，分离

蛋白。转膜后５％脱脂奶粉常温封闭３ｈ，一抗（稀

释比例１∶１０００）４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗３次，每

次１０ｍｉｎ，二抗常温孵育２ｈ，再用 ＴＢＳＴ漂洗３

次，每次１０ｍｉｎ，加入ＥＣＬ发光底物，曝光，采用平

均灰度值比较各组蛋白的表达水平。

２．６　ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ转染细胞，琼脂糖凝胶电泳检测

血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒ，ＶＥＧＦ）表达水平　取对数生长期的Ａ５４９细胞

１×１０６／ｍＬ接种至６孔板，每孔加入１．８ｍＬ无抗生素

的培养基，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱孵育过夜。弃去６

２８
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孔板中旧培养基，ＰＢＳ洗２次，各孔加入不含抗生素

培养液１．８ｍＬ，按说明书操作配制好转染试剂并加

入，轻轻混匀后培养箱培养６ｈ，倒置荧光显微镜下拍

照，观察转染效率。提取总ＲＮＡ，逆转录ＰＣＲ，分别

将ＶＥＧＦ、βａｃｔｉｎ扩增产物（见表１）各５μＬ与１μＬ

６×ＳＤＳ上样缓冲液混匀后，用移液器加样，电压

９０Ｖ，电泳约４０ｍｉｎ，取胶放置在凝胶成像系统上，紫

外光下拍照，采用ＢｉｏｃａｐｔＭＶ软件测定吸光度（Ａ），

采用ＩｍａｇｅＪ分析各组条带光密度值，并采用Ｇｒａｐｈ

ｐａｄ５．０作图。

表１　ＶＥＧＦ、βａｃｔｉｎ基因引物表

ＰＣＲ引物 引物序列 扩增片段长度／ｂｐ

ＶＥＧＦ 上游引物：５′ＣＣＴＴＣＣＣＧＡＧＧＣＡＣＡＧＡＧＡＧ３′ ３４１

下游引物：５′ＧＧＡＧＧＧＣＡＧＡＧＣＴＧＡＧＴＧＴＴ３′

βａｃｔｉｎ 上游引物：５′ＧＣＣＧＧＧＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＣ３′ ４７１

下游引物：５′ＣＧＧＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＣＴＣＡＧＧＡ３′

２．７　统计学方法　实验重复３次并采用 Ｇｒａｐｈ

ＰａｄＰｒｉｓｍ６等软件进行数据统计分析。结果采用

“均数±标准差（珚狓±狊）”进行统计学描述。多组间均

数比较采用单因素方差分析。以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

３　结果

３．１　条件培养基的制备　将Ａ５４９细胞２×１０
５ 接

种于７５ｍＬ培养瓶，１２ｈ后取培养液，离心后取上清，

再加入１０％胎牛血清，－２０℃冻存备用。使用前加入

不同浓度的ＧＮＡ，此为ＨＵＶＥＣｓ的条件培养基。

３．２　倒置显微镜下观察ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ形态的

影响　空白对照组中细胞贴壁牢固，折光性强；１

μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组细胞核固缩变圆，体积变小，贴壁

细胞有少量出现漂浮现象；２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组少数

细胞体积变大，折光性明显变弱，细胞呈现坏死状

态；４μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组大量细胞固缩变圆，漂浮于培

养液中。见图１。

　　注：Ａ．空白对照组；Ｂ．１．０μｍｏｌ／ＬＧＮＡ 组；Ｃ．２．０

μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组；Ｄ．４．０μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组

图１　倒置显微镜下观察ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ

形态的影响（１０×２０倍）

３．３　Ｂｏｙｄｅｎ小室实验观察 ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ迁

移的影响　倒置荧光显微镜下观察发现，接种至

Ｂｏｙｄｅｎ小室上室中的细胞，５～６ｈ后开始贴附于凝

固的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶上，２４ｈ后倒置荧光显微镜下观

察，与空白对照组相比，２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ 组和５０

μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２组可以降低细胞迁移数目（犘＜

０．０５）；与空白对照组及２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组相比，２

μｍｏｌ／ＬＧＮＡ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２组能够显著

降低细胞迁移数目（犘＜０．０５）。见图２、表２。

　　注：Ａ．空白对照组；Ｂ．２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组；Ｃ．５０μｍｏｌ／Ｌ

ＬＹ２９４００２组；Ｄ．２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２组

图２　Ｂｏｙｄｅｎ小室实验观察ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ

迁移的影响（结晶紫染色，１０×２０倍）

表２　Ｂｏｙｄｅｎ小室实验观察ＧＮＡ对

ＨＵＶＥＣｓ迁移的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 迁移率／％

空白对照 ３ ２３６．３３± ４．０４

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ １４２．３３±１０．０２

５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２ ３ １２７．３３± ５．０３

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２３ ７５．３３±１１．１５＃

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ

组比较，＃犘＜０．０５

３．４　细胞划痕实验观察ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ划痕愈

合的影响　实验２４ｈ后，ＧＮＡ各处理组较空白对

照组划痕愈合变慢（犘＜０．０５）。结果表明，ＧＮＡ可

抑制 ＨＵＶＥＣｓ的划痕愈合，并且呈一定的剂量依

赖性，见图３、表３。

３．５　ＧＮＡ对不同抑制剂处理的 ＨＵＶＥＣｓ中 ＮＯ

水平的影响　ＬＹ２９４００２及ＬＮＡＭＥ抑制剂作用

３８

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
安徽中医药大学学报 第４０卷 第１期 ２０２１年２月 ＪＡＮＨＵＩＵＮＩＶＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤ Ｖｏｌ．４０ Ｎｏ．１ Ｆｅｂ．２０２１



图３　细胞划痕实验观察ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ划痕愈合的影响（结晶紫染色，１０×２０倍）

表３　细胞划痕实验观察ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ

划痕愈合的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 迁移率／％

空白对照 ３ ８５．９８±１０．７１

１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ５８．５８±１１．２９

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ３４．９４± ６．１６＃

４μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ １５．８３± ４．８８＃△

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ

组比较，＃犘＜０．０５；与２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组比较，
△犘＜０．０５

ＨＵＶＥＣｓ后，采用硝酸还原酶法测定ＮＯ含量，判

断ＧＮＡ对内皮型一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃ

ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）活力的影响。实验结果显

示，２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组能够显著降低 ＮＯ水平（犘＜

０．０５），与 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２组效果接近，且

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２组ＮＯ水平更

低（犘＜０．０５）。见表４。与空白对照组比较，ＧＮＡ组、

ＬＮＡＭＥ组ＮＯ水平显著降低（犘＜０．０５），且ＧＮＡ＋

ＬＮＡＭＥ组ＮＯ水平更低（犘＜０．０５）。见表５。

表４　ＧＮＡ及ＰＩ３Ｋ抑制剂对细胞培养上清中

ＮＯ水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 ＮＯ／（μｍｏｌ／Ｌ）

空白对照 ３ ６．５８±０．４１

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ３．２９±０．４２

ＬＹ２９４００２ ３ ２．４７±０．４１

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２ ３ １．１０±０．６３＃

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ

组比较，＃犘＜０．０５

表５　ＧＮＡ及ＬＮＡＭＥ对 ＨＵＶＥＣｓ上清中

ＮＯ水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 ＮＯ／（μｍｏｌ／Ｌ）

空白对照 ３ ８．００±１．３７

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ４．９０±０．５２

ＬＮＡＭＥ ３ ３．９２±０．５２

ＬＮＡＭＥ＋２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ １．６８±０．３４＃

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组比

较，＃犘＜０．０５

３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测结果

３．６．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ内

ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ和ｐＡＫＴ蛋白表达水平的影

响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，ＧＮＡ作用 ＨＵ

ＶＥＣｓ后，ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ蛋白表达水平随着药物

浓度的增加呈剂量依赖性下降（犘＜０．０５）；而ＰＩ３Ｋ

和ＡＫＴ蛋白表达水平基本不变。见图４、表６。

３．６．２　ＧＮＡ对ＬＹ２９４００２预处理 ＨＵＶＥＣｓ相关

蛋白表达水平的影响　为了进一步研究 ＧＮＡ 对

ＨＵＶＥＣｓ迁移的信号转导通路，本研究检测ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ的上游负性调控蛋白ＰＴＥＮ的表达水平，见

图５。同时，采用ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂ＬＹ２９４００２和

不同浓度的 ＧＮＡ 作用 ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ后，检测

ｅＮＯＳ的含量变化，见图 ６。结果表明，细胞内

ＰＴＥＮ蛋白的表达水平随着ＧＮＡ浓度的增加而呈

浓度依赖性增加（犘＜０．０５），见表７。２μｍｏｌ／Ｌ

ＧＮＡ作用 ＨＵＶＥＣ２４ｈ后，ｅＮＯＳ表达水平下降

（犘＜０．０５），而ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２与ＧＮＡ联

合使用具有协同作用，促进ｅＮＯＳ蛋白表达水平进

一步降低（犘＜０．０５），见表８。

　　注：Ａ．空白对照组；Ｂ．１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组；Ｃ．２μｍｏｌ／Ｌ

ＧＮＡ组；Ｄ．４μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组

图４　ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ内ｐＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ、

ＡＫＴ蛋白表达水平的影响
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表６　ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ内ｐＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ蛋白相对表达水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ ｐＰＩ３Ｋ ｐＡＫＴ ｐＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ ｐＡＫＴ／ＡＫＴ

空白对照 ３ ０．７３±０．０２ １．００±０．０１ ０．７３±０．０１ ０．７５±０．０４ １．００±０．０４ ０．７５±０．０３

１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ０．７２±０．０２ ０．９８±０．０３ ０．５１±０．０２ ０．５１±０．０１ ０．７１±０．０３ ０．５２±０．０２

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ０．７３±０．０４ １．０１±０．０４ ０．３５±０．０３＃ ０．４３±０．０３＃ ０．４７±０．０６＃ ０．４２±０．０２＃

４μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ０．７１±０．０４ １．０４±０．０５ ０．１０±０．０２＃△０．２４±０．０４＃△０．１９±０．０３＃△０．２３±０．０３＃△

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组比较，
＃犘＜０．０５；与２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组比较，

△犘＜０．０５

　　注：Ａ．空白对照组；Ｂ．１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组；Ｃ．２μｍｏｌ／Ｌ

ＧＮＡ组；Ｄ．４μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组

图５　ＧＮＡ对ＨＵＶＥＣｓ血管生成相关

蛋白ＰＴＥＮ表达水平的影响

表７　ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ血管生成相关蛋白ＰＴＥＮ

相对表达水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 ＰＴＥＮ

空白对照 ３ ０．１１±０．０１

１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ０．３９±０．０４

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ０．６０±０．１３＃

４μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ０．７３±０．０１＃

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与１μｍｏｌ／ＬＧＮＡ

组比较，＃犘＜０．０５

　　注：Ａ．空白对照组；Ｂ．２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ组；Ｃ．５０μｍｏｌ／Ｌ

ＬＹ２９４００２组；Ｄ．２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ＋５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２组

图６　ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ血管生成相关

蛋白ｅＮＯＳ表达水平的影响

表８　ＧＮＡ对 ＨＵＶＥＣｓ血管生成相关蛋白ｅＮＯＳ

相对表达水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 ｅＮＯＳ

空白对照 ３ １．６１±０．１１

２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ １．２３±０．０８

５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２ ３ １．５９±０．１０

５０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２＋２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ ３ ０．１２±０．０５＃

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ

组比较，＃犘＜０．０５

３．７　ＧＮＡ 对转染 ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ 的 ＨＵＶＥＣ 中

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平的影响　电泳图和ＩｍａｇｅＪ

软件的分析结果显示，与空白对照组比较，ＧＮＡ组能

下调 ＶＥＧＦｍＲＮＡ 的表达水平（犘＜０．０５），而与

ＧＮＡ组比较，ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ 组及 ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ＋

ＧＮＡ组ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平上调（犘＜０．０５）。

见图７、表９。

　　注：Ａ．ｍａｋｅｒ；Ｂ．空白对照组；Ｃ．ＧＮＡ组；Ｄ．ＰＴＥＮｓｉＲ

ＮＡ组；Ｅ．ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ＋ＧＮＡ组

图７　ＧＮＡ对转染ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ的 ＨＵＶＥＣ中

ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平的影响

表９　ＧＮＡ对转染ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ的 ＨＵＶＥＣ中

ＶＥＧＦｍＲＮＡ相对表达水平的影响（珚狓±狊）

组　别 狀 ＶＥＧＦ

空白对照 ３ ０．８５±０．０９

ＧＮＡ ３ ０．４８±０．０５

ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ ３ ０．８７±０．０４＃

ＰＴＥＮｓｉＲＮＡ＋ＧＮＡ ３ ０．８８±０．０８＃

　　注：与空白对照组比较，犘＜０．０５；与ＧＮＡ组比较，＃犘＜

０．０５

４　讨论

ＰＩ３Ｋ家族是细胞内重要的信号传导分子，参与

调控多种信号通路［６］。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路在人

类肿瘤谱中广泛失调，ＩＡ 型ＰＩ３Ｋ 和其下游分子

ＡＫＴ所组成的信号通路不仅调节肿瘤细胞的增殖

和存活，与肿瘤的血管新生过程、侵袭转移行为也密

切相关。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路受多种因子的调节，

主要为负调节分子，如ＰＴＥＮ等抑癌蛋白。ＰＴＥＮ

所编码的蛋白能使 ＰＩＰ３去磷酸化，阻断 ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ信号通路，从而促进细胞凋亡、抑制细胞增殖、

抑制肿瘤血管新生和肿瘤迁移等作用。Ｊｉａｎｇ等
［７］

研究表明，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路参与了血管生成，

ＰＥＴＮ可抑制这种效应。而 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 通路与

ＶＥＧＦ之间的关联在肿瘤血管生成中发挥了重要作

用［８］。研究表明，ＶＥＧＦ在多种肿瘤中高度表达
［９］，

其通过诱导内皮细胞增殖、迁移，促进血管外基质降

解等途径促进肿瘤血管生成［１０］。ＶＥＧＦ可提高血

管通透性，促进血浆蛋白渗漏形成血管外纤维蛋白

基质，为内皮细胞迁移提供网架；在多种细胞因子和

蛋白酶协同作用下，使迁移出的内皮细胞延伸形成

新生血管；经活化的蛋白水解酶降解肿瘤边缘细胞

外基质，促使肿瘤细胞外渗而形成转移［１１１３］。

５８

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
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ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ不仅是机体内重要的信号调控途

径之一，并且是调控 ｅＮＯＳ的关键信号途径之

一［１４１５］。目前研究［１６１７］表明，第一个明确由 ＡＫＴ

作用的促进血管形成的物质是ｅＮＯＳ。其表达与肿

瘤侵袭和迁移、肿瘤血管分化和形成关系密切［１８］。

ＡＫＴ调节ｅＮＯＳ活性，与血管生成关系密切，在

ＶＥＧＦ的作用下，活化的 ＡＫＴ 和 ｅＮＯＳ 结合，

ｅＮＯＳ被磷酸化丝氨酸激活，产生ＮＯ，从而引起血

管舒张、血管重塑和血管生成。Ｍａ等
［１９］研究发现，

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 的负调节分子 ＰＴＥＮ 可通过 ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ／ＶＥＧＦ／ｅＮＯＳ信号通路抑制肿瘤血管生成。

本课题组前期研究结果表明，ＧＮＡ能够下调

ＨＵＶＥＣｓ的ｐＰＩ３Ｋ，ｐＡＫＴ蛋白的表达水平且呈

剂量依赖性，与对照组比较，差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）。同时，采用 ＰＩ３Ｋ 特异性抑制剂

ＬＹ２９４００２处理细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测表明

ＶＥＧＦ的蛋白表达水平显著下调，提示 ＧＮＡ抑制

血管生成与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路有关，且下游通路

中ＶＥＧＦ起着非常关键的作用。本实验在此基础

上，通过抑制剂ＬＹ２９４００２预处理 ＨＵＶＥＣｓ，Ｗｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＵＶＥＣｓ内ＰＴＥＮ、ｅＮＯＳ蛋白水

平的表达变化，结果显示，ＰＴＥＮ蛋白表达水平随着

ＧＮＡ的浓度增加而增加，ｅＮＯＳ蛋白表达水平下

降，且ＧＮＡ２μｍｏｌ／Ｌ与ＬＹ２９４００２联用后作用更

强。用 Ｂｏｙｄｅｎｃｈａｍｂｅｒ 小 室 分 析 ＧＮＡ 以 及

ＬＹ２９４００２对ＨＵＶＥＣ转移能力的影响，发现ＧＮＡ

以及ＬＹ２９４００２都能抑制细胞转移。细胞划痕愈合

实验结果表明，不同浓度ＧＮＡ均可抑制血管内皮

细胞迁移，且呈剂量依赖性。采用 ＬＹ２９４００２和

ｅＮＯＳ特异性抑制剂ＬＮＡＭＥ处理细胞，硝酸还原

酶法检测ｅＮＯＳ的表达水平，结果表明，２μｍｏｌ／Ｌ

ＧＮＡ和ＬＹ２９４００２联用以及２μｍｏｌ／ＬＧＮＡ和Ｌ

ＮＡＭＥ联用均能显著降低ｅＮＯＳ的含量；ＲＴＰＣＲ

结果表明，沉默ＰＴＥＮ基因会促进ＶＥＧＦ表达水平

的上调。

综上所述，ＧＮＡ可能通过ＰＴＥＮＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／

ＶＥＧＦ／ｅＮＯＳ通路影响 ＨＵＶＥＣｓ的迁移和血管

形成。
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