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摘要 构建了新型联合基因载体 pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK，研究其在人胃癌细胞系 SGC7901细胞中的表达和杀
伤作用．构建靶向血管内皮生长因子(VEGF)的干扰质粒 pGenesil-VEGF-siRNA，采用 PCR法从中扩增 siRNA表达框(含 U6
启动子)，亚克隆至双自杀基因载体 pcDNA3.1(-)CV-yCDglyTK，构建联合基因质粒 pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK；通
过酶切、测序等鉴定重组质粒；以磷酸钙纳米颗粒为载体，将干扰质粒、双自杀基因质粒及联合基因质粒转染 SGC7901细
胞，RT-PCR、Western-blot验证目的基因表达；MTT法检测转染细胞对 5-氟胞嘧啶(5-FC)的敏感性．结果表明：酶切及测
序证实联合基因载体 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/yCDglyTK 构建成功；SGC7901 细胞转染联合基因质粒后，RT-PCR、
Western-blot证实融合自杀基因表达，而 VEGF基因表达下调；在前体药物 5-FC作用下，转染联合基因组细胞存活率最低，
与其他组比较有统计学差异．成功构建联合基因载体 pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK，初步验证靶向 VEGF的 RNA干
扰与双自杀基因系统具有协同效应．
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自杀基因治疗(suicide gene therapy)是指将编码
某种特殊酶的基因导入肿瘤细胞，这种酶能催化无

毒或低毒的前体药物代谢成细胞毒性产物，杀伤靶

细胞，并通过“旁观者效应”杀伤周围细胞．目前

研究最为深入的自杀基因是胞嘧啶脱氨酶基因

(cytosine deaminase, CD)和单纯疱疹病毒玉型胸苷
激酶基因(herps simplex virus type玉 thymidine kinase,
HSV-玉 TK)．这两种自杀基因均已进入临床试验，
然而实际应用效果并不理想[1-2]，提示自杀基因疗

法有待进一步完善．将自杀基因与化疗药物或其他

基因疗法联合以提高自杀基因的抗肿瘤效应，是目

前常用策略[3-5]．肿瘤生长、浸润及转移均离不开

瘤内新生血管形成，血管内皮生长因子(vascular
endothelial growth factor, VEGF)在新生血管形成中
发挥重要作用．研究表明，VEGF不仅作为旁分泌
因子刺激血管内皮细胞增殖、分化，增加肿瘤新生

血管生成，提高微血管通透性[6]，而且直接作用于

肿瘤细胞，促进肿瘤细胞生长[7]．VEGF在多数肿
瘤组织中高表达，与肿瘤的预后及复发密切相关[8].

RNA 干扰(RNA interference, RNAi)是在 mRNA 水
平上的基因阻断技术，可高效、特异下调靶基因表

达[9]．人胃腺癌细胞系 SGC7901细胞表达癌胚抗原
(carcinoembryonic antigen，CEA)及 VEGF，是胃癌
细胞系的主要亚型之一．我们前期研究已构建靶向

表达融合自杀基因 yCDglyTK的载体[10-12]，为进一

步增强该体系的抗肿瘤效应，本研究采用融合自杀

基因与靶向 VEGF的 RNAi 联合，构建重组质粒
pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK，研究其在人
胃癌细胞系 SGC7901细胞中的表达和杀伤作用，
为进一步研究该联合基因质粒的抗肿瘤效应奠定

基础．
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1 材料与方法

1.1 主要试剂

限制性内切酶 BamH玉、Xho玉、Hind芋、Bgl域、
Xba玉及 T4-DNA 连接酶 (New England BioLabs)；
DL 2000(Takara 公司)；r Taq DNA 聚合酶(Takara
公司)；胶回收试剂盒(宁波中鼎生物公司)；小牛血
清(Hyclone公司)；RPMI-1640 (Hyclone 公司)；胰
酶(Beyotime 公司)；G418(Sigma公司)；磷酸钙纳
米颗粒 (中南大学湘雅医院 )；逆转录试剂盒
(TOYOBO公司)；2伊Taq PCR MasterMix(TIANGEN
公司 )；兔抗 CD 抗体 (Promega 公司 )；鼠抗人
VEGF 抗体 (SANTA CRUZ 公司 )； 5- 氟胞嘧啶
(5-fluorocytosine，5-FC，Sigma公司)．
1.2 质粒和细胞

pGenesi1-1 (武汉晶赛公司 )； pcDNA3.1 (+ )
(Invitrogen 公司 )；PMD19-T-Simple vector (Takara
公司)；pcDNA3.1(-)Null(空白质粒)以及 pcDNA3.1(-)
CV-yCDglyTK(中南大学湘雅医院构建)；人胃癌细
胞株 SGC7901(湘雅医院中心实验室)．
1.3 构建干扰质粒 pGenesil鄄VEGF鄄siRNA
基因库查找编码人 VEGF的 mRNA序列，根

据 RNAi设计软件并参考有关文献[13]，选择靶序列

为 5忆 GGCCAGCACAUAGGAGAGA 3忆．人工合成
一对互补并编码相应短发夹 RNA (short hairpin
RNA，siRNA)的寡核苷酸链(上海生工公司合成)，
寡核苷酸链末端引入 BamH玉和 Hind芋酶切位点，
链的中部为形成茎环所需的 9个碱基，序列如下：
正义链，5忆 GATCCGGCCAGCACATAGGAGAG-
ATTCAAGACGTCTCTCCTATGTGCTGGCCTTT-
TTTGTCGACA 3忆；反义链，5忆 GCCGGTCGTGT-
ATCCTCTCTAAGTTCTGCAGAGAGGATACACG-
ACCGGAAAAAACAGCTGTTCGA 3忆．经退火形
成的双链被克隆至 pGenesil-1的 BamH玉和 Hind芋
酶切位点之间，由 U6 启动子驱动 siRNA 片段表
达，构成干扰质粒 pGenesil-VEGF-siRNA，测序证
实序列正确性．

1.4 将 VEGF鄄siRNA表达框亚克隆至 pcDNA3.1(-)
CV鄄yCDglyTK
1.4援1 采用 PCR 法从 pGenesil-VEGF-siRNA 中扩
增 siRNA 表达框架(含 U6 启动子)．引物序列如
下：P1，5忆 GAAGATCTGTCGACAAAAAAGGC -
CAGC 3忆 (划线处引入 Bgl域酶切位点 )，P2，
5忆 TTTTTCTAGAGTCGACGAATTCC 3忆 (划线处

引入 Xba玉酶切位点)，由上海生工公司合成，产
物大小为 423 bp．PCR 反应体系：P1(10 滋mol/L)
1 滋l, P2(10 滋mol/L) 1 滋l,双蒸水 39.5 滋l, 10伊 r PCR
缓冲液 (Mg2+) 5 滋l，DNTPs (2.5 mmol/L) 2 滋l，
r Taq DNA 聚合酶 0.5 滋l，模板 1 滋l．反应条件：
94℃预变性 5 min 后，按下列参数循环 30 次：
94℃变性 20 s，55℃退火 25 s，72℃延伸 30 s，最
后再于 72℃延伸 3 min．扩增产物行琼脂糖凝胶电
泳，纯化回收 PCR产物，保存于 4℃．
1.4援2 以一段无关序列替换 pcDNA3.1 (-)CV-
yCDglyTK 中的 yCDglyTK 基因．pcDNA3.1(-)CV-
yCDglyTK含 CMV增强子和 CEA启动子，能靶向
驱动融合自杀基因 yCDglyTK在 CEA 阳性的细胞
中靶向表达．通过酶切位点分析，发现 yCDglyTK
基因序列中含有 Bgl域等酶切位点，影响后续
实验，故先以一段无关序列(不含实验中用到的
酶切位点 ) 替换 pcDNA3.1 (-)CV-yCDglyTK 中
的 yCDglyTK 基因．用 Xho玉和 Hind芋将载体
pcDNA3.1(-)CV-yCDglyTK 和 pcDNA3.1(+)分别双
酶切，纯化回收目的条带 (pcDNA3.1 (-)CV-
yCDglyTK载体和 pcDNA3.1(+)的无关序列)，并将
二者连接，反应体系：10伊T4 DNA连接酶缓冲液
1 滋l，T4 DNA连接酶 1 滋l，载体 0.7 滋l，无关序
列 7.3 滋l, 4℃反应过夜. 连接产物命名为 pcDNA3.1-
NO-CD/TK，以 Xho玉+ Hind芋酶切鉴定．
1.4援3 siRNA 表达框架亚克隆至 pcDNA3.1-NO-
CD/TK．第一步的 PCR产物与 pcDNA3.1-NO-CD/
TK 分别行 Bgl域和 Xba玉双酶切，回收 siRNA
表达框架以及 pcDNA3.1-NO-CD/TK 载体，通过
T4 DNA连接酶将二者连接，命名为 pcDNA3.1(-)
VEGF-siRNA/NO-CD/TK．用 Bgl域和 Xba玉酶切
鉴定．

1.4援4 将融合自杀基因序列移回 pcDNA3.1 (-)
VEGF-siRNA/NO-CD/TK．pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/
NO-CD/TK 和 pcDNA3.1-CV-yCDglyTK 分 别 行
Xho玉和 Hind 芋双酶切，纯化回收 pcDNA3.1(-)
VEGF-siRNA/NO-CD/TK 载体和 yCDglyTK 片段，
并将二者连接，得到 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/
yCDglyTK．以 Hind 芋+Xho玉双酶切鉴定融合自
杀基因，并测序证实 siRNA表达框架的正确性．
1.5 建立稳定转染的细胞系

人胃癌细胞株 SGC7901培养在含 10%小牛血
清的 RPMI-1640 中，胰酶消化制成单细胞悬液，
以 2伊105 个 / 孔接种于 4 块 6 孔板，每板接种
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2 孔．24 h 后，细胞融合度达 70%～80%，以磷
酸钙纳米颗粒为载体分别与 pcDNA3.1 (-)Null、
pGenesil-VEGF-siRNA、pcDNA3.1(-)CV-yCDglyTK
以及 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/yCDglyTK 结合，
转染 SGC7901细胞，每板留一孔不转染任何质粒
为对照；次日，转染孔的 SGC7901细胞以 1∶10
或更高比例传代；24 h 后，以选择性完全培基
(根据前期 G418 最佳浓度确定实验设置 G418 浓
度为 400 mg/L)培养，挑取克隆并扩大培养(G418
200 mg/L维持)，建立稳定转染的细胞系．
1.6 RT鄄PCR 和 Western鄄blot 检测目的基因的
表达

RT-PCR：收集未转染及转染上述 4种质粒的
SGC7901细胞，TRIzol 提取各组细胞的总 RNA，
分光光度计检测 A 260以计算 RNA的浓度，A 260/A 280

以了解 RNA的质量．按说明书进行逆转录反应．
PCR检测目的基因在各组细胞的表达．所用引物
如下：yCDglyTK引物，P1，5忆 GGGAGATTAGA-
GGGCAAAGTGT 3忆，P2，5忆 ACGGCGTCGGTCA-
CGGCATAA 3忆，产物长度为 707 bp；VEGF引物，
P1， 5忆 TCTTCAAGCCATCCTGTGTG 3忆 ， P2，
5忆 ATCCGCATAATCTGCATGGT 3忆，产物长度为
112 bp；以 茁-actin 为内参，P1，5忆 AGCGAGCA-
TCCCCCAAAGTT 3忆 ， P2， 5忆 GGGCACGAA -
GGCTCATCATT 3忆，产物为 285 bp．反应体系：
2伊Taq PCR MasterMix 12.5 滋l, P1(10 滋mol/L) 1 滋l，
P2(10 滋mol/L) 1 滋l，模板 1 滋l，双蒸水 9.5 滋l．反
应条件：94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，55℃
(yCDglyTK)或 53℃ (VEGF)退火 30 s, 72℃延伸 45 s,
循环 32次；最后再于 72℃延伸 7 min．扩增产物
行琼脂糖凝胶电泳．根据各条带的灰度值，采用

BANDSCAN软件分析 VEGFmRNA的表达水平．
Western-blot：收集对数期生长的各组细胞，

加入细胞裂解液冰上裂解 30 min，12 000 r/min离
心 15 min，取上清即为细胞总蛋白；BCA 法测定
蛋白质浓度；将 40 滋g蛋白质与相应体积的 6伊上
样缓冲液混合，100℃煮沸 5 min；样品经 15%
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，电转移至 PVDF
膜；5%脱脂牛奶室温封闭 2 h后，加入兔抗 CD抗
体(1∶100)和鼠抗人 VEGF 抗体(1∶200)，4℃过
夜；洗去一抗后，加入辣根过氧化物酶偶联的相应

二抗(1∶2000)，室温孵育 2 h，化学发光法显色，
显影、定影，扫描结果．

1.7 各组细胞对 5鄄FC敏感性检测
取未转染及转染 4 种质粒的 SGC7901 细胞，

以 8伊103个 /孔接种于 96孔板，在 37℃，5%CO2

的细胞培养箱中培养；设置未转染的 SGC7901细
胞为空白对照组，次日更换新鲜完全培养基，其余

4组更换为含 200 mg/L 5-FC的新鲜完全培养基(我
们前期研究证实单独 5-FC杀伤细胞的效应较 5-FC
和 GCV同时存在时要强[9]，200 mg/L为多数文献
采取的干预浓度)，继续培养 96 h后，加入 5 g/L
MTT 孵育 4 h，小心吸去上清，加入 150 滋l/ 孔
DMSO，室温避光振荡 10 min使紫色结晶充分溶
解，酶标仪检测各孔对 570 nm 波长的光吸收值
(A 570)，实验重复 3次，每次设置 5个平行孔．以
空白对照组的细胞存活率为 100%对照，计算其余
4组细胞的相对存活率(存活率=试验组 A 570 /对照组
A 570伊100%)．
1.8 统计学分析

采用 SPSS13.0统计学软件进行数据处理分析：
数据以均数依标准差( x 依 s)表示，两组间比较采用 t
检验，多组间比较采用单因素方差分析，检验水准

P < 0.05．

2 结 果

2援1 联合基因载体 pcDNA3.1 (鄄)VEGF鄄siRNA/
yCDglyTK的表达框
联 合 基 因 载 体 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/

yCDglyTK表达框的构建见图 1．

2援2 联合基因载体 pcDNA3.1 (鄄)VEGF鄄siRNA/
yCDglyTK的构建及鉴定
以 pGenesil-VEGF-siRNA 为模板，PCR 扩增

siRNA表达框架．扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检
测，结果如图 2a所示，从图 2中可见泳道 1在约
423 bp的位置有一条带，与预计结果相符．

pcDNA3.1(-)CV-yCDglyTK 经 Xho玉、Hind芋
双酶切后得到的融合自杀基因长度为 1 654 bp，
pcDNA3.1 (+ )双酶切后得到的无关序列长度为
543 bp．将双酶切后 pcDNA3.1(-)CV-yCDglyTK载
体与无关序列连接，得到 pcDNA3.1-NO-CD/TK，

Fig援 1 The expression cassettes of
pcDNA3.1(鄄)VEGF鄄siRNA/yCDglyTK

U6 promotor VEGF-siRNA Enhanced CEA promoter yCDglyTK
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Fig. 4 Expression of yCDglyTK and VEGF detected
by RT鄄PCR(a) and Western鄄blot(b)

1: SGC7901; 2: SGC7901/Null; 3: SGC7901/VEGF-siRNA; 4:

SGC7901/yCDglyTK; 5: SGC7901/VEGF-siRNA-yCDglyTK.

Fig. 2 Electrophoretogram of PCR and restriction enzyme digestion during construction
of pcDNA3.1(鄄)VEGF鄄siRNA/yCDglyTK

(a) 1: Amplification of VEGF-siRNA expression cassette from pGenesil-VEGF-siRNA by PCR; 2: DL2000 marker. (b) 1: Digested products of

pcDNA3.1- NO-CD/TK by Xho玉 and Hind芋; 2: DL2000 marker. (c) 1: Digestion of pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/NO-CD/TK by Bgl域 and Xba玉; 2:

DL2000 marker. (d) 1: pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK digested by Xho玉 and Hind芋; 2: DL2000 marker.

Xho玉和 Hind芋酶切鉴定(图 2b)证实融合自杀基因
序列已被无关序列替换．

将 VEGF-siRNA 表达框亚克隆至 pcDNA3.1-
NO-CD/TK，构建 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/NO-
CD/TK，用 Bgl域和 Xba玉双酶切鉴定(图 2c)，在
423 bp的位置出现条带，证明 siRNA表达框架成
功亚克隆至 pcDNA3.1-NO-CD/TK．
将 pcDNA3.1-CV-yCDglyTK 中的 yCDglyTK

移至 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/NO-CD/TK 得到
新型联合基因质粒 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/
yCDglyTK．Hind芋和 Xho玉双酶切鉴定融合自
杀基因(图 2d)，酶切片段长度与理论结果一致
(1 654 bp)．测序结果与所设计的编码相应 siRNA
的寡核苷酸链序列完全一致，证明新型联合基因质

粒 pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK构建成功.

(a) (b) (c) (d)
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Fig援 3 Neomycin鄄resistant monocolone of SGC7901 cell
obtained by G418 selection (伊200)
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2援3 建立稳定转染的细胞株

含 400 mg/L G418的完全培基筛选 7天后，对
照组 SGC7901 细胞全部被杀死，3 周左右，转
染组均可见抗性克隆形成(图 3)．挑取克隆，以
含 200 mg/L G418 的完全培基维持筛选，建立稳
定转染的细胞系，分别命名为 SGC7901/Null、
SGC7901/VEGF-siRNA、 SGC7901/yCDglyTK 及

SGC7901/VEGF-siRNA-yCDglyTK．

2援4 RT鄄PCR和 Western鄄blot 检测目的基因的表
达情况

RT-PCR结果提示，转染联合基因组及单独转

染双自杀基因组均可检测到融合自杀基因

yCDglyTK的表达，其他组无表达(图 4a)；转染联
合基因组 VEGF mRNA水平与转染干扰质粒组无
明显差异 (P > 0.05)，但较普通胃癌细胞组、转染
空质粒组以及转染双自杀基因组显著降低(P < 0.01,
图 4a，表 1)．Western-blot结果与 RT-PCR结果基
本一致(图 4b，表 1)．
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茁-Actin was used as internal parameters;* P < 0.01, n = 3.

Table 1 Expression level of VEGF in each group
Group VEGF mRNA VEGF protein

SGC7901 0.527依0.010 0.494依0.032

SGC7901/Null 0.517依0.022 0.483依0.016

SGC7901/VEGF-siRNA 0.158依0.018* 0.213依0.022*

SGC7901/yCDglyTK 0.497依0.026 0.510依0.020

SGC7901/VEGF-siRNA-yCDglyTK 0.166依0.031* 0.218依0.020*

20
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40

60

80

100

Fig. 5 Cell relative survival rate of each group
: SGC7901; : SGC7901/Null; : SGC7901/VEGF-siRNA; :

SGC7901/yCDglyTK; : SGC7901/VEGF-siRNA-yCDglyTK.

通过 RT-PCR和Western-blot证实，在新型联
合基因质粒 pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/yCDglyTK
中，U6启动子驱动针对 VEGF的 siRNA表达，增
强型 CEA启动子驱动融合自杀基因 yCDglyTK表
达，二者互不影响．

2援5 各组细胞对 5鄄FC的敏感性
以空白对照组细胞存活率为 100%对照，经前

体药物 5-FC作用 96 h后，空白质粒组细胞相对存
活率稍下降，提示 5-FC对细胞毒性有限；干扰质
粒组细胞相对存活率为(77.408依3.920)%，提示抑制
VEGF表达可一定程度抑制细胞增殖；双自杀基因
组及联合基因组细胞对 5-FC敏感，细胞相对存活
率显著低于空白对照组及实验对照组；以联合基因

组下降最明显，与双自杀基因治疗组相比有统计学

意义(P < 0.05，图 5)．

3 讨 论

基因治疗肿瘤已成为研究热点，然而，以往的

单基因治疗效果并不理想，主要原因可能在于肿瘤

的发生、发展涉及多个基因的变化，功能失常的基

因在时间和空间上互相配合，促进肿瘤的进展．因

此，向肿瘤细胞内导入多种相关基因，通过多基因

间相互协同以提高抗肿瘤效果是基因治疗的发展方

向．目前联合基因治疗主要面临两大问题：a．寻
找有效的基因组合；b．联合基因载体中多基因的
表达调控．

基因治疗中，自杀基因以强大的杀伤肿瘤细胞

效应及“旁观者效应”备受关注，目前 CD基因和
TK 基因已广泛应用于基础研究和临床试验．
Rogulski等[14]认为 CD/5-FC系统和 TK/GCV系统作
用环节不同，联合应用可互相协同从而提高抗肿瘤

效应；此外，由于不同类型肿瘤细胞对不同酶 /前
体药体系的敏感性存在差异，如胃肠系肿瘤对

CD/5-FC 系统较为敏感，而脑胶质瘤等则对
TK/GCV系统敏感，因此联合 CD基因和 TK基因
可扩大肿瘤治疗谱[15]．Hamstra 等[16]发现源于酵母

的 CD基因(yCD)较大肠杆菌 CD基因(bCD)可更有
效地催化 5-FC变成 5-FU．我们前期构建了含酵母
CD基因的融合自杀基因 yCDglyTK，利用增强型
CEA启动子驱动其在 CEA阳性细胞中靶向表达，
并证明在前体药物 5-FC作用下，该融合自杀基因
可靶向、高效杀伤瘤细胞[10]．VEGF在胃癌中高表
达，与肿瘤预后密切相关[17]．RNA 干扰通过导入
或表达与靶基因序列同源的小干扰 RNA(siRNA)诱
导相应的 mRNA降解，导致转录后基因沉默．既
往研究证实，利用 RNAi可有效下调 VEGF在鼻咽
癌[18]、结肠癌[13]等多种肿瘤细胞中表达，降低微血

管密度，抑制肿瘤生长．为此，本研究选择以

VEGF 为靶点的 RNAi 与融合自杀基因体系相联
合，既可减少肿瘤内新生血管的形成，抑制肿瘤生

长及转移，又可靶向杀伤肿瘤细胞．

关于多基因表达的调控问题，目前主要通过 3
种途径实现[19]：a．双启动子驱动双基因表达；b．
引入内部核糖体进入位点；c．将需要表达的 2个
基因组成融合基因．为实现 RNAi与双自杀基因相
联合，我们首先构建靶向 VEGF基因的干扰质粒
pGenesil-VEGF-siRNA，随后将包括 U6 启动子在
内的 siRNA 表达框亚克隆至 pcDNA3.1 (-)CV-
yCDglyTK中，构建新型联合基因质粒 pcDNA3.1(-)
VEGF-siRNA/yCDglyTK．该联合基因载体利用两
种途径实现 3种不同基因的表达：U6启动子驱动
VEGF-siRNA表达、增强型 CEA启动子调控融合
自杀基因 yCDglyTK靶向表达．
为验证联合基因载体 pcDNA3.1 (-)VEGF-
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siRNA/yCDglyTK的表达，以低毒、生物相容性好
的磷酸钙纳米颗粒为载体[20]介导单基因及联合基因

治疗质粒转染 CEA阳性的 SGC7901 细胞，G418
筛选，建立稳定转染的细胞株．RT-PCR 和
Western-blot验证，转染联合基因质粒的 SGC7901
细胞表达 yCDglyTK，且 VEGF表达明显下调，证
实在 pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK 中，U6
启动子驱动 siRNA表达、增强型 CEA启动子驱动
融合自杀基因 yCDglyTK 表达，二者互不影响．
5-FC敏感性试验显示，与空白对照组相比，空白
质粒组细胞相对存活率稍下降，提示前体药物

5-FC对普通胃癌细胞毒性有限；联合基因组细胞
存活率显著下降，与干扰质粒组及双自杀基因组相

比有统计学意义，初步证实靶向 VEGF的 RNA干
扰与双自杀基因系统具有协同效应．

本研究构建了新型联合基因质粒 pcDNA3.1(-)
VEGF-siRNA/yCDglyTK，证实其在人胃癌细胞系
SGC7901细胞中的表达和杀伤作用，为进一步体
内外实验奠定基础．
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Construction of Combination Gene Vector Expressing VEGF鄄siRNA
and Fusion Suicide Gene yCDglyTK and Its Application*

YE Ling1), ZHANG Gui-Ying1)**, LIU Ting1)**, CHEN Xuan-Min1), YI Hong2),
XIAO Zhi-Qiang2), LENG Ai-Min1), PENG Jie1)

(1) Department of Gastroenterology, Xiangya Hospital of Central South University, Changsha 410008, China;
2) Key Laboratory of Cancer Proteomics of Ministry of Health of China, Xiangya Hospital, Central South University, Changsha 410008, China)

Abstract This research aimed to construct a new combination gene vector: pcDNA3.1 (-)VEGF-siRNA/
yCDglyTK, study its expression quality and lethal effet in human gastric cancer cell line SGC7901. First, RNA
interference (RNAi) targeting vascular endothelial growth factor (VEGF) was applied to construct interfering
plasmid pGenesil-VEGF-siRNA. Then, the siRNA expression cassette (including U6 promotor ) was amplified by
PCR and subcloned into pcDNA3.1 (-)CV-yCDglyTK to build a new combination gene plasmid: pcDNA3.1 (-)
VEGF-siRNA/yCDglyTK. The recombinant plasmid was identified by restriction enzyme digestion and gene
sequencing. All of the three plasmids were delivered into SGC7901 cells using calcium phosphate nanoparticles
(CPNPs). Expressions of yCDglyTK and VEGF were detected by RT-PCR and Western-blot. MTT assays were
applied to determine the cytotoxic effect of plasmids in the presence of 5-FC. Restriction enzyme digestion and
gene sequencing confirmed the combination gene vector pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK was constructed
successfully. RT-PCR, Western-blot showed expression of yCDglyTK and inhibition of VEGF in SGC7901 cells
transfected with the combined gene plasmid, which were the most sensitive to 5-FC in the MTT assays. The
combination gene vector pcDNA3.1(-)VEGF-siRNA/yCDglyTK was constructed successfully. It was tentatively
confirmed that RNAi targeting VEGF could synergize with suicide gene therapy.
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