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PMA 及乏氧诱导 VEGF 上调的细胞模型构建及用于 RNAi 研究 *
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摘要 目的：探讨佛波酯(PMA)与乏氧诱导对小鼠黑色素瘤细胞 B16-F10 中血管内皮细胞生长因子(VEGF)表达量的影响，构建适

合 RNA 干扰(RNAi)的体外细胞模型。方法：通过酶联免疫吸附试验(ELISA 法)在蛋白质水平上检测细胞分泌的 VEGF 量，并用激

光共聚焦显微镜观察小干扰 RNA(siRNA)转染的细胞胞吞及细胞形态。结果：1 M PMA 处理细胞 2 h 能明显上调 B16-F10 细胞中

VEGF 蛋白的合成及分泌，与常规培养相比，细胞可增加 50%的 VEGF 水平。再经乏氧诱导 48 h，稳定释放到培养液里的 VEGF
浓度大幅提高 200%，范围在 55-65 pg/mL/h。结论：经 PMA 和乏氧诱导后，B16-F10 细胞稳定的 VEGF 分泌量与一定时间内分泌

的稳定性均表明其适合作为 RNAi 的体外细胞模型。初步的 RNAi 结果表明，TKO/siRNA 纳米粒与壳聚糖 /siRNA 纳米粒对于

VEGF 的沉默效率达 40%。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in mouse melanoma cell

B16-F10 induced by PMA and hypoxia so as to set up a stable in vitro model for RNA interference. Methods: Mouse VEGF immunoassay
(ELISA kit) was utilized to determine the VEGF concentration secreted by B16-F10 cell. Confocal laser scanning microscopy was used
for visualization of cellular uptake of siRNA loaded nanoparticles as well as cell morphology. Results: Stimulation of B16-F10 cells with
1 M PMA for 2 h, VEGF expression increased. Following hypoxia incubation for 48 h, the concentration of VEGF increased significantly
200%, ranging from 55 to 65 pg/mL/h in comparison with routine culture. Conclusions: Combining PMA stimulation and hypoxia culture,
VEGF expression in B16-F10 cells was up-regulated and could keep a stable level in 48 h, which suggested that the induced B16-F10
cells were suitable for in vitro RNAi study. Furthermore, the silencing efficiency of VEGF by TKO/siRNA nanoparticles and chi-
tosan/siRNA nanoparticles showed preliminary result of 40% with the established B16-F10 cell model.
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前言

肿瘤生长和转移是基于血管再生的，大量的新生血管形成

是体积大于 2mm3 的肿瘤继续生长不可缺少的因素，没有足够

的新生血管提供充足的养分，肿瘤生长无以为继。在一系列的

与血管再生相关的血管新生和血管生成抑制因子中，血管内皮

细胞生长因子(VEGF)，亦称血管通透因子(VPF)，是内皮细胞特

异性的丝裂原，能促进内皮细胞增殖、迁移，从而促进血管形

成，增强内皮细胞通透性，是最主要的调控实体瘤血管发生和

新生血管形成的因子[1, 2]。因此，通过抑制 VEGF 以抗血管再生，

成为抑制恶性肿瘤生长和转移的策略和有力工具。在抑制

VEGF 表达的诸多基因治疗途径中，使用反义寡核苷酸，核酸

酶和 siRNA 被视为有力的抗癌策略[3-6]。尤其是 siRNA 介导的

RNAi 技术基于 " 降低 "('knock down')基因表达而给反向遗传

学带来彻底变革[7]。
为了验证 RNAi 技术的可行性，可以采用转增强型绿色荧
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光蛋白(EGFP)基因细胞[8]和转 EGFP 基因动物[9]来评价干扰效

率，但由于靶向非疾病基因，难以直接与疾病的治疗效果相关

联。在通过 RNAi 技术抑制 VEGF 表达上，其体外模型也曾使

用转基因细胞如转 VEGF 基因的中国仓鼠卵巢 (CHO) 细胞[10,

11]，但这种做法不仅需要验证所转基因表达的稳定性，在体内实

验方面还要使用裸鼠[12]构建肿瘤模型以避免免疫排斥反应，增

加了成本。实际上，生理状态下小鼠 B16 黑色素瘤可以表达

VEGF[13]，如果用取自小鼠自身建系的癌细胞，模拟体内肿瘤病

理状态，则有望作为体外模型检验干扰效果。此外，还可通过注

射法接种 B16 细胞到 C57BL/6 小鼠上，以同源细胞构建荷瘤

鼠模型，实现体外模型与体内模型的一致性 [14]。本研究选择

C57BL/6 小鼠黑色素瘤高转移细胞株 B16-F10 细胞，旨在探

索、构建一种能持续、稳定分泌 VEGF 的细胞模型，满足体外考

察 RNAi 法抑制 VEGF 效果的需要，进而制备了 TKO/siRNA
纳米粒和壳聚糖 /siRNA 纳米粒，初步考察了 VEGF 的抑制效

果，也为后续构建动物模型奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

C57BL/6 小鼠黑色素瘤高转移细胞株 B16-F10 细胞，购自

南京凯基公司。RPMI 1640 培养液，购自 Gibco 公司。新生牛血

清（FCS）购自杭州四季青生物工程公司。佛波脂(PMA)、青霉

素、链霉素、胰酶购自 Sigma 公司。转染试剂 TransIT-TKO，购

自美国 Mirus 公司。壳聚糖 (分子量为 233 kDa、脱乙酰度为

94%)购自浙江金壳生物化学公司。VEGF-siRNA(21 bp)，正义

链 ：5'-CGA UGA AGC CCU GGA GUG CdTdT-3'， 反 义 链 ：

5'-GCA CUC CAG GGC UUC AUC GdTdT-3'；对照 siRNA(N.C.
siRNA)，正义连：5'-UUC UCC GAA CGU GUC ACG UTT-3'，反

义链：5'-ACG UGA CAC GUU CGG AGA ATT-3'；FAM 荧光标

记的对照 siRNA (FAM-siRNA)，正义连：5'-UUC UCC GAA
CGU GUC ACG UTT-3'，反义链：5'-ACG UGA CAC GUU CGG
AGA ATT-3' 均购自上海吉玛制药技术公司。小鼠 VEGF 酶联

免 疫 试 剂 盒 ， 购 自 美 国 R&D systems 公 司。 Labsystems
Wellscan MK3 酶标仪购自美国。Leica SP2 激光共聚焦显微镜

购自德国。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 B16-F10 细胞，复苏后于 RPMI 1640 培养液中

培养，内含 10% FCS、青霉素 100 U/mL 和链霉素 0.1 g/mL。采

用 0.02% EDTA-0.25%胰酶消化，所有实验细胞在保持湿度条

件下 37℃体外培养、扩增均不超过 15 代。常规培养为培养箱

通入 5% CO2，乏氧培养是通入 1% O2, 5% CO2 和 94% N2
[15]。

1.2.2 PMA 化学诱导及乏氧物理诱导 细胞接种到 24 孔板 24
h 后，采用 1 μM PMA 诱导不同时间(2 h，4 h，6 h)，不同浓度

PMA(100 μM，10 μM，1 μM，0.16 μM)诱导 30 min，以未经处

理的细胞为对照，分别进行常规培养和乏氧培养。应用小鼠

VEGF 酶联免疫试剂盒检测上清液里 VEGF 的浓度，按产品说

明书操作，在结合有 VEGF 抗体的微量滴定板中加入倍比稀释

的 VEGF 标准品和样品，孵育 2 h，以洗涤缓冲液洗涤 5 次，加

入酶标 VEGF 抗体孵育 2 h，洗涤 5 次，加入底物液避光反应

30 min，加终止液终止反应。在 Labsystems Wellscan MK3 酶标

仪的 450 nm 波长(校正波长 570 nm)下测定 OD 值。分别计算

各种培养方式每小时 VEGF 的分泌量进行比较。
1.2.3 化学物理联合诱导及其条件优化 细胞接种到 24 孔板

24 h 后，用不同浓度 PMA(100 μM，10 μM，1 μM，0.16 μM，0.1
μM)以 200 L/ 孔加入 24 孔板中，处理细胞不同时间(30 min，2
h，4 h，6 h)后，乏氧培养 24 h。检测上清液里 VEGF 的浓度，分

别计算各种培养方式每小时 VEGF 的分泌量进行比较。
1.2.4 联合诱导及其分泌稳定性检测 细胞接种到 24 孔板 24 h
后，用 1 μM PMA 处理细胞 2 h 后，乏氧培养，24 h 换液后常规

培养。分不同时间点进行取样，检测上清液里 VEGF 的浓度并

计算每小时 VEGF 的分泌量。
1.2.5 TKO/siRNA 纳米粒及壳聚糖 /siRNA 纳米粒的制备与细

胞转染 按照商品化转染试剂 TransIT-TKO 产品说明书操作，

先将 TransIT-TKO 溶解在无血清培养液中，再加入 FAM-siR-
NA 或者 VEGF-siRNA 或者 N.C.siRNA 制备 TKO/siRNA 纳米

粒。以 50 nM/ 孔的浓度加入含 10% FCS 的 1640 培养液与无

血清培养液各 250 L/ 孔的 24 孔板中进行转染，常规培养 5 h。
将壳聚糖溶解在 1% HAc 溶液中，用 NaOH 调节至 pH 5.5，制

得终浓度为 10 mg/mL 的储存液。取溶解在去 RNA 酶水中的

20 μM 的 FAM-siRNA 或者 VEGF-siRNA 或者 N.C.siRNA 20
μL 在注射泵驱动的注射器中被匀速、缓慢地加入到下搅拌的

壳聚糖溶液中(N/P=150)，制备壳聚糖 /siRNA 纳米粒。在无血

清培养液中按 50 nM/ 孔的浓度进行转染，常规培养 5 h。
1.2.6 转染效果与细胞形态观察 细胞在铺有盖玻片的 24 孔板

中 生 长 爬 片 ， 再 进 行 TKO/FAM-siRNA 纳 米 粒 和 壳 聚 糖

/FAM-siRNA 纳米粒转染，将盖玻片取出用 PBS(pH 7.4)冲洗 3
次后，倒置并用甘油固定在载玻片上，在 Leica SP2 激光共聚焦

显微镜的油镜下观察。
1.2.7 细胞计数 细胞经 0.25% 胰蛋白酶 +0.02% EDTA(1:1)消
化，吹打成单个细胞，细胞计数板计数。
1.2.8 细胞干扰 B16-F10 细胞以 4×104 个 /mL 的浓度接种到

24 孔板 24 h 后，用 1 ?M PMA 处理细胞 2 h 后常规培养 24 h，

用 TKO/VEGF-siRNA 纳米粒和壳聚糖 /VEGF-siRNA 纳米粒

进行转染，以 TKO/N.C.siRNA 纳米粒和壳聚糖 /N.C.siRNA 纳

米粒同时进行转染作为对照。转染 5 h 后，用含 10% FCS 的

1640 培养液清洗 3 次，以 500 L/ 孔加入 10% FCS 的 1640 培养

液，乏氧培养 48 h 进行 RNAi。以未经转染仅换液的细胞作为

空白对照检测 VEGF 的原始分泌量。干扰过程收集不同实验条

件下的培养上清液，应用小鼠 VEGF 酶联免疫试剂盒分别检测

上清液里 VEGF 的浓度并计算每小时 VEGF 的分泌量，以百分

率作图表示出 VEGF 在蛋白水平上被干扰的效果。
1.2.9 统计学分析 所有计量数据均以平均数±标准差表示，组

间比较采用方差分析。p- 值 < 0.05 被认为有统计学差异。

2 结果

2.1 不同诱导方法的比较

B16-F10 细胞在含 10% FCS 的 1640 培养液中生长至 70%
融合，分别予以常规培养，PMA 处理，乏氧培养，PMA 处理后

乏氧培养，收集细胞培养上清液，采用 ELISA 法对 VEGF 蛋白

进行定量分析，比较的结果显示：PMA 刺激和乏氧诱导两种手
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段均可以诱导细胞分泌 VEGF。与常规培养相比，细胞可增加

50%的 VEGF 水平。PMA 刺激再经乏氧诱导，稳定释放到培养

液里的 VEGF 浓度大幅提高 200%，范围在 55-65 pg/mL/h（图

1）。

2.2 PMA 诱导细胞表达 VEGF 蛋白的优化

B16-F10 细胞在含 10% FCS 的 1640 培养液中生长至 70%
融合，分别给予 100 μM，10 μM，1 μM，0.16 μM，0.1 μM PMA
处理 30 min，2 h，4 h，6 h，收集细胞培养上清液，采用 ELISA 法

对 VEGF 蛋白进行定量分析，结果显示：1 μM，0.16 μM，0.1
μM PMA 三种剂量的 PMA 均能明显诱导 VEGF 蛋白的表达，

以 1 μM PMA 刺激 2 h 后 VEGF 蛋白表达增加最为显著，并至

少持续到 24 h（图 2）。

2.3 PMA 及乏氧诱导细胞 VEGF 分泌增加的时间效应

B16-F10 细胞在含 10% FCS 的 1640 培养液中生长至 70%
融合，1 μM PMA 处理 2 h 后，乏氧培养 24 h 后换液，进行常规

培养收集细胞培养上清液，采用 ELISA 法对 VEGF 蛋白进行

定量分析，结果显示：经 PMA 刺激和乏氧诱导后，细胞分泌

VEGF 的水平被上调到 55-65 pg/mL/h，并可持续保持 48 h（图

3）。此 VEGF 稳定分泌的细胞平台将作为体外干扰模型使用。

2.4 转染 FAM-siRNA 后 B16-F10 细胞的胞吞及细胞形态

在已建立的细胞平台上，进行 TKO 和壳聚糖两种载体载

FAM-siRNA 的细胞转染，通过激光共聚焦显微镜观察显示：与

对照相比，转染的细胞形态良好，FAM-siRNA 被转染到细胞质

中；细胞对照组由于没有载体保护，FAM-siRNA 被降解而荧光

淬灭（图 4）。

2.5 转染 VEGF-siRNA 后 B16-F10 细胞 VEGF 表达的变化

在已建立的细胞平台上，进行 TKO 和壳聚糖两种载体载

VEGF-siRNA 与 N.C.siRNA 的细胞转染，转染后又持续培养至

48 h，其结果显示：与空白对照相比，两种载体均能够实现对

VEGF 的干扰，干扰效率分别是 46%和 41%（图 5）。

图 1 不同诱导方式与常规培养相比较对 B16-F10 细胞 VEGF 分泌量

的影响

Fig. 1 The influence of different stimulation approaches on VEGF

secretion in B16-F10 cells compared with

conventional culture

图 2 不同 PMA 浓度及处理时间对 B16-F10 细胞 VEGF 分泌量的影响

Fig. 2 The influence of PMA concentration and treatment time on VEGF

secretion in B16-F10 cells

图 3 PMA 及乏氧诱导对细胞 VEGF 分泌量的影响

Fig. 3 The influence of PMA and hypoxia induction on VEGF secretion

with time in B16-F10 cells

图 4 B16-F10 细胞经不同纳米粒转染后的激光共聚焦图谱:A1-C1:

FAM 荧光标记的显微镜图像; A2-C2: 视差显微镜图像. (A1) (A2)

TKO/FAM-siRNA 纳米粒转染; (B1) (B2) 壳聚糖 /FAM-siRNA 纳米粒

转染; (C1) (C2) 细胞对照

Fig. 4 Confocal microscopic images of B16-F10 cells transfected with

different nanocarriers A1-C1: FAM labeled; A2-C2: Phase contrast. (A1)

(A2) TKO/FAM-siRNA nanoparticles; (B1) (B2) CTS/FAM-siRNA

nanoparticles; (C1) (C2) Cell control
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3 讨论

由于肿瘤血管形成是一个多因子多步骤的复杂生物学过

程[16]：（1）肿瘤的各种成分释放多种血管生成因子；（2）血管内

皮细胞形态发生改变，包括各种细胞器数目的增多，体积增大

及伪足的出现；（3） 内皮细胞和肿瘤细胞释放蛋白溶酶降解毛

细血管基底膜和周围的细胞外基质，细胞外基质重塑；（4）内皮

细胞从毛细血管后静脉迁徙出来形成血管胚芽；（5） 内皮细胞

增殖；（6）肿瘤微血管分化和成型。而 VEGF 作为一种内皮细胞

的有丝分裂原和促血管形成因子，直接特异地作用于血管内皮

细胞，引起内皮细胞的增殖，在新生血管生成过程中起着 " 扳

机 " 样作用。因此，VEGF 对于肿瘤引起的血管再生的调节最

为重要，它是快速增殖的癌症细胞生存所必需的，也是肿瘤持

续增长所必需的。
肿瘤细胞快速无限制性的增殖和血管生成及分布异常等

因素带来肿瘤内部微循环异常，导致很多实体瘤内部出现低氧

及低 pH 值的新陈代谢微环境特点[17]。因此，缺氧不仅可使肿瘤

细胞上调各种血管生长因子，包括 VEGF[18-20]；缺氧造成的进化

选择也可使肿瘤细胞更具有侵袭性和转移性[21]。尽管如此，由

于低氧抑制肿瘤细胞增殖[17]，改变细胞原有的生长周期和生长

状态，把乏氧诱导的细胞作为 RNAi 的体外模型，会影响后续

的转染和干扰效果。因此，在体外先采用促瘤剂促进肿瘤形成，

使肿瘤分泌 VEGF，可以用于载体载 VEGF-siRNA 进行细胞转

染，再模拟肿瘤生长的低氧环境进一步上调 VEGF 表达量，对

于验证 RNAi 的效果非常有利。
采用佛波酯(PMA)处理细胞可上调 VEGF 的分泌[22, 23]，它

是一种丝裂原，能促进细胞分裂，具有强烈诱导细胞癌变的作

用，但其作用呈剂量和时间依赖性 [24, 25]。PMA 之所以能上调

VEGF，需从信号通路入手分析原因：PKC 是一种磷脂依赖性

丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶，广泛参与细胞内生物信息传递，离

子通道调节，细胞的增殖、分化和分泌等多种生物学过程，是重

要的细胞传导介质。短暂 PKC 活化与早期细胞反应如细胞因

子分泌等有关，而 PKC 持久的活化与调控细胞增殖、分化等有

关。PKC 激动剂 PMA 是一种促瘤剂，能在体内至少激活 PKC
的 5 种同工型，包括 cPKC(α，θ 和 γ)、PKC(δ 和 ε)，能明显上调

VEGF mRNA 的表达和 VEGF 蛋白的合成[23, 26]。但过高剂量的

PMA(>10 M)导致大量 PKC 的活化，使细胞内 PKC 的数量急

剧下降，影响细胞状态。因此，在以后的研究中均采用 1 M 作

为 PMA 诱导 VEGF 表达的工作浓度。经 PMA 刺激和乏氧诱

导[27]后，细胞分泌 VEGF 的水平被上调到 55-65 pg/mL/h，并可

持续分泌 48 h。此 VEGF 稳定分泌的细胞平台可作为体外干扰

模型使用。
RNA 干扰是胞中导入与内源性 mRNA 某段序列同源的

siRNA，可致该 mRNA 发生特异性降解从而导致基因表达沉默

的现象。目前，RNAi 已经成为研究基因功能的有力工具，并有

望在肿瘤基因治疗、遗传性疾病以及病毒性感染治疗等方面发

挥重要作用。在选择合理的细胞模型的基础上，应用 RNA 干扰

技术的关键取决于靶序列的选择和载体系统的选择。本研究采

用 Santa Cruz 设计的序列[28,29]，载体采用非病毒载体 TKO 和壳

聚糖，克服了 DNA 质粒法[30,31]和病毒载体装载量低，存在免疫

原性等缺点。但应该指出的是：我们所应用的载体存在着一定

局限性，如 TKO 载体虽已商品化，但其稳定性差，需要现用现

制[32]，还存在一定的细胞毒性 [33,34]；壳聚糖载体虽然无细胞毒

性，但目前我们仅尝试了高脱乙酰度壳聚糖，其降解后释放

siRNA 的能力有待改善[8]。如果尝试低脱乙酰度的壳聚糖作为

载体，势必提高干扰的效果，这也将是我们下一步工作的重点。

4 结论

本研究比较了 PMA 诱导，乏氧培养，PMA 诱导后乏氧培

养三种方法刺激 VEGF 分泌的效果，对 PMA 诱导的剂量进行

了优化，并检测了 VEGF 分泌的稳定性和持续的时间。其结果

清晰地揭示了：用 1 M PMA 处理 B16-F10 细胞 2 h 后，再进行

乏氧培养能够明显上调 VEGF 的分泌量达 50-65 pg/mL/h，并

持续分泌 48 h，从而构建了一种能持续、稳定分泌 VEGF 的细

胞模型。接着，我们通过 RNAi 技术初步验证了 PMA 及乏氧诱

导 VEGF 上调后作为体外 RNA 干扰模型的可行性，TKO 和壳

聚糖两种纳米载体载 siRNA 对 VEGF 的 沉 默 效 率 均 大 于

40%。另外，由于 B16-F10 细胞的成瘤性高，便于与体内模型相

关联。因此，此体外细胞模型的建立，为应用 RNAi 技术开展对

肿瘤的基因治疗提供了保障，也为体内的研究奠定了基础。
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