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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of 
extracellular 1-4 segments of VEGFR2 on tumor 
growth. 

METHODS: Oral DNA vacc ine SL3261-
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4) was developed and BALB/
c mice were immunized with vaccine encoding 
f lk-1 (n1-4) via gastrogavage. BALB/c mice 
receiving SL3261-pcDNA3.1+ or 10% NaHCO3 
via gastrogavage were used as vector control 
and NaHCO3 group. Serum levels of VEGF and 
specific anti-flk-1(n1-4)-IgG antibody were measured 
by ELISA. The subset of lympholeukocytes 
was analyzed by f low cytometry. Mouse 
models of CT-26 adencarcinoma of colon were 
treated with SL3261-pcDNA3.1+/flk-1 (n1-4) 
through gastrogavage. Tumor diameter and 
weight were measured, microvessel density 
(MVD) in the tumor tissue was detected by 
immunohistochemistry, and the survival time of 
mice was also investigated.  

RESULTS: The serum level of VEGF in the vac-
cine group was significantly lower than that in the 
control group. All mice immunized with the DNA 
vaccine had a high level of anti-flk-1(n1-4)–IgG, and 
showed strong activities against flk-1(n1-4). After in-
oculation of CT-26 cells, the number of CD4+ T and 
CD8+ T cells was obviously greater in the vaccine 
group than in the control group. Tumor weight 
and diameter as well as MVD were significantly 
lower in the vaccine group than in the vector and 
NaHCO3 control groups (3.64 ± 1.34 g vs 8.40 ± 0.66 
g, 8.26 ± 0.44 g; 2.62 ± 0.54 mm3 vs 6.01 ± 0.14 mm3, 
5.92 ± 0.25 mm3; 2.06 ± 1.02 vs 6.93 ± 2.34, 7.34 ± 4.12; 
P < 0.05). The survival time of mice was longer in 
the vaccine group than in the control group. 

CONCLUSION: The extracellular 1-4 segments 
of VEGFR2 can inhibit the growth of tumor by 
suppressing the growth of its endothelial cells.

Key Words: Vascular endothelial growth factor re-
ceptor 2; Extracellular region; Anti-angiogenesis; 
Colorectal cancer
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■背景资料
V E G F 与 其 受 体
flk-1的相互作用, 
在肿瘤周围血管
形成过程中起到
关 键 作 用 .  肿 瘤
细胞分泌大量的
VEGF, 通过作用
于内皮细胞上相
应的跨膜受体, 引
起内皮细胞的增
殖 和 血 管 形 成 . 
可 溶 性 受 体 为
VEGFR胞外不同
大小的片段, 仅具
有与其配体VEGF
相结合的能力, 而
无信号传导功能, 
因此可竞争VEGF
的 功 能 受 体 ,  阻
止肿瘤血管的形
成, 进而抑制肿瘤
生长. 因此, 利用
可溶性受体阻断
VEGF与相应受体
的结合, 在目前抗
肿瘤血管形成的
研究中倍受关注.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科 



typhimurium vaccine SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4) 
inhibits growth of colorectal cancer in BALB/c mice. 
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(2): 163-170

摘要
目的: 研究VEGFR2胞外1-4片段(flk-1(n1-4))抑
制肿瘤生长效应.

方法: 构建DNA疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-
1(n1-4), 经ig饲服BALB/c小鼠, 随机分为3组, 疫
苗组, 载体对照组和NaHCO3对照组. 对小鼠
进行基因免疫. ELISA检测小鼠血清中VEGF
水平及特异性抗flk-1(n1-4)-IgG抗体. 流式细胞
仪分析免疫小鼠淋巴细胞亚群. DNA疫苗免
疫结肠癌荷瘤BALB/c小鼠, 测量免疫后荷瘤
小鼠肿瘤大小, 检测肿瘤微血管密度. 

结果: 免疫小鼠血清中V E G F水平明显降
低, 并产生高水平的抗f lk-1(n1-4)-IgG抗体.免
疫后荷瘤小鼠CD4+ T、CD8+ T值维持较高
水平 ,  小鼠结肠腺癌皮下肿瘤生长与载体
和NaHCO3对照组相比明显受抑制, 疫苗组
小鼠肿瘤质量、体积、平均微血管密度与
载体和N a H C O3对照组相比明显降低(3.64
±1.34 g vs  8.40±0.66 g, 8.26±0.44 g; 2.62
±0.54 mm3 vs  6.01±0.14 mm3, 5.92±0.25 
mm3; 2.06±1.02 vs  6.93±2.34, 7.34±4.12; 
P <0.05). 疫苗组小鼠中位生存期较两对照组
明显延长.

结论: flk-1(n1-4)能够抑制肿瘤血管内皮细胞生
长, 达到抗大肠癌生长作用.

关键词: 血管内皮细胞生长因子受体2; 胞外片段; 

抗血管生成; 结肠癌
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0  引言

VEGF/VEGFR2信号传导通路被证实在肿瘤血

管生成过程中起关键性作用, 阻断该信号传导

通路, 可达到抑制肿瘤生长和转移的目的 [1-4].
VEGFR2(血管内皮生长因子受体-2, flk-1)分子

结构分为胞外段、跨膜段和胞内段, 其胞外段

含7个免疫球蛋白样袢[5]. 研究证实, VEGFR2胞
外段是与VEGF相结合的部位, VEGFR2胞外第

1袢是与VEGF结合的必须部位, 第2-3袢是与

VEGF紧密结合的主要部位, 受体通过第4个Ig样
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区形成同源二聚体的活性形式[6], 而第5-7袢与

VEGF结合的关系不密切. 以VEGFR2信号通路

作为靶点构建的DNA疫苗药物不仅具有较高的

疗效, 而且疫苗制备容易, 成本低[7].
已有研究所证实, 重组减毒胞内菌尤其是

减毒沙门氏菌可用于DNA疫苗载体运送和表达

外源蛋白抗原, 并且效果显著[8]. 减毒沙门氏菌

主要通过将DNA疫苗直接呈送给抗原递呈细

胞(antigen presenting cell, APC), 激活机体的细

胞免疫和体液免疫, 诱发免疫记忆, 发挥免疫效

果[9]; 另外, 载体菌本身还可作为免疫佐剂, 加强

免疫效果[10].
目前以V E G F R2进行抗肿瘤血管生成的

研究主要集中在使用V E G F R2全长c D N A序

列作为基因治疗靶标 [11-13],  本实验室已完成

V E G F R2胞外全长片段的重组减毒沙门氏菌

疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-7)
[14]的构建, 动

物实验观察发现该疫苗有明显的抗肿瘤血管

生成的效果. 但仍存在分子质量较大, 转录过

程中碱基错配发生机率高, 不利于蛋白质的正

确表达, 不容易插入真核表达载体, 还可能诱

发其他非血管抑制的功能问题. 为了寻求能够

与配体V E G F结合、同时分子质量又较小的

可溶性f lk-1功能域, 我们利用RT-PCR技术, 从
BALB/c孕鼠胎盘中扩增出1248 bp的f lk-1胞
外第1-4袢基因片段, 插入真核表达质粒载体

pcDNA3.1(+), 构建重组质粒pcDNA3.1+/f lk-
1 (n1-4),  重组质粒转化减毒沙门氏菌S L3261, 
制备成抗大肠癌血管生成D N A疫苗S L3261-
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4), 观察VEGFR2胞外1-4袢
作为目的基因抗小鼠大肠癌血管生成效应. 该
小片段目的基因已包含能与配体VEGF紧密结

合的功能区域, 并具有分子质量较小, 转录过程

中碱基错配发生机率小, 易于在真核细胞内进

行蛋白的表达, 容易插入真核表达载体, 主要

发挥抑制血管生成的作用, 同时具有与胞外全

长片段相同的免疫原性等优点. 本文旨在研究

VEGFR2胞外段1-4袢DNA序列作为基因疫苗

抑制大肠癌皮下肿瘤生长的可行性.

1  材料和方法

1.1 材料 SPF级BALB/c小鼠购自昆明医学院动

物中心, ♀, 4-6周龄. 减毒沙门氏菌SL3261(芳
香族氨基酸营养缺陷菌株)由英国帝国理工医

学院S.J.Dunstan博士和山东大学医学院分子生

物学实验室卞继峰副教授惠赠, pcDNA3.1(+)

www.wjgnet.com

■相关报道
研 究 发 现 ,  采 用
基因重组的方法
可以诱导可溶性
受 体 的 产 生 ,  由
于 可 溶 性 受 体
(sVEGFR)仅具有
与 V E G F 结 合 的
能 力 ,  而 无 信 号
传 导 功 能 .  因 此
可用 sVEGFR竞
争性结合VEGF, 
sVEGFR与VEGF
结 合 后 ,  耗 竭 肿
瘤 细 胞 产 生 的
VEGF, 从而抑制
V E G F 诱 导 的 生
物 学 活 性 ,  阻 断
VEGF与VEGFR2
的 结 合 ,  达 到 抑
制肿瘤生长的目
的 .  Niethammer 
e t  al 将VEGFR2
全 长 c D N A 序 列
插 入 真 核 载 体
pcDNA3.1(+)构
建 重 组 质 粒 ,  再
将重组质粒转化
减毒鼠沙门氏菌
SL7207,  通过胃
饲小鼠, 研究发现
其对于实体瘤血
管生成以及肿瘤
生长有明显抑制
作用. 
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质粒, TRIzol Reagent以及lipofecmine 2000购自

Invitrogen公司; COS-7细胞株以及CT-26细胞株

分别购自GIBCO公司和ATCC公司. RT-PCR扩
增VEGFR2胞外1-4袢上游引物为: 5'-CCGGTA
CCATGGAGAGCAAGGCGC-3', 下游引物为: 
5'-GCTCTAGATTAAGAGACCATGTGGCTCTG
-3', 由上海搏亚公司合成. CMV启动子上游引物

为: 5'-CCCAGTACATGACCTTATGGG-3', 下游

引物为: 5'-GGAGACTTGGAAATCCCCGT-3'[15], 
由上海捷瑞生物公司合成. One Step RT-PCR Kit
购自Qiagen公司; Immun-Blot TM PVDF膜及蛋

白质分子质量标准购自Bio-RAD公司, 限制性内

切酶XbaⅠ、KpnⅠ等购自大连宝生物公司; 小
鼠VEGF细胞因子检测ELISA试剂盒购自晶美公

司. OMEGA质粒小提试剂盒购自OMEGA公司, 
山羊抗小鼠VEGFR2胞外段多克隆抗体, 辣根过

氧化物酶标记的兔抗山羊IgG, 以及DAB试剂盒

为R&D公司产品.通用基因组DNA快速提取试

剂盒购自上海捷瑞生物公司.
1.2 方法 
1.2.1 真核表达质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)的构建: 
取BALB/c14 d孕鼠胎盘, 匀浆后用TRIzol提取总

RNA, 总RNA经RT-PCR法扩增出一段1.2 kb的
VEGFR2胞外片段, 将其定向插入pcDNA3.1(+)
载体的限制性酶切位点XbaⅠ和KpnⅠ之间, 构
建成重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4). 
1.2.2 真核表达质粒转染COS-7细胞及表达产

物的检测: 接种5×104生长状态良好的COS-7
细胞于24孔板的各孔, 在含有100 mL/L FBS的
DMEM培养基中于37℃, 50 mL/L CO2培养箱培

养过夜, 分别设立转染pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)和空

白对照两个组, 每个组设3个复孔. 将配好的转

染混合物(100 μL OPTI-DMEM中加入5 μL脂质

体, 2 μg待转质粒, 混匀; 室温放置15 min)逐滴加

入待转细胞中, 轻轻混匀. 于37℃, 50 mL/L CO2

培养箱培养5 h后每孔加入0.2 mL含100 mL/L血
清DMEM培养基, 培养48 h后收集COS-7细胞, 
裂解细胞后取上清用于Western blot检测. 
1.2.3 携带目的基因的重组减毒沙门氏菌的制

备: 采用氯化钙法[16]将重组质粒pcDNA3.1+/
f l k-1 (n1 -4)导入感受态减毒沙门氏菌S L3261
中 ,  分别设立转化p c D N A3.1+/f l k-1 (n1 -4)、

pcDNA3.1(+)和空白对照3个组. 将重组疫苗菌

SL3261- pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)接种于3 mL含有

氨苄青霉素的LB液体培养基中振荡过夜, 次日

取1 mL菌液加入50 mL含有氨苄青霉素的LB

液体培养基中, 3 h后收集菌体, 用生理盐水清

洗后, 用10% NaHCO3溶液悬浮, 调整细菌浓度

为1×1012 cfu/L.
1.2.4 疫苗的免疫及肿瘤细胞的接种: 取30只
BALB/c小鼠随机分为3组, 每组10只. 疫苗组: 
灌胃饲服携带pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)的减毒沙门

氏菌0.1 mL每周1次, 共3次; 载体对照组: 灌胃

饲服携带质粒pcDNA3.1(+)的减毒沙门氏菌0.1 
mL, 每周一次, 共三次; NaHCO3对照组: 灌胃饲

服10% NaHCO3 0.1 mL, 每周1次, 共3次. 常规培

养CT-26小鼠结肠腺癌细胞, 在po免疫2 wk以后, 
各组BALB/c小鼠右侧腋窝皮下接种1×106个

CT-26小鼠结肠腺癌细胞. 另外取24只BALB/c小
鼠随机分为3组, 每组8只, 分组及操作同上, 接
种肿瘤细胞以后观察各组小鼠的生存时间, 监
测小鼠体质量及肿瘤体积变化. 
1.2.5 小鼠体内减毒沙门氏菌分布、体内VEGF
水平和基因组中真核表达载体的检测: 最后一

次免疫后2 wk在无菌条件下从各组小鼠随机挑

选2只取出肝脏, 脾脏, 小肠以及大肠, 切成约

1 mm×1 mm×1 mm大小, 固定后透射电镜下

查找沙门氏菌, 剩余组织液氮冻存备用. 取出液

氮冻存的免疫组小鼠的肝脏、脾脏、小肠、结

肠, 分别提取基因组DNA进行PCR反应. 反应条

件为: 94℃变性30 s, 55℃复性30 s, 72℃延长45 
s, 一共进行30个循环, 72℃延长10 min[17]. 扩增

片段于5 g/L琼脂糖凝胶电泳. 各组小鼠最后一

次po免疫后2 wk、接种肿瘤2 wk后及处死前各

采血一次, 离心收集上清液, 用抗小鼠VEGF单
抗包被于酶标板, 加入生物素化抗小鼠VEGF抗
体和辣根过氧化物酶标记的亲合素, 加入显色

剂后于酶标仪测吸光度(A 450)值显示小鼠血清

VEGF水平. 
1.2.6 小鼠外周血中抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)抗体

的检测和淋巴细胞亚群分析: 在小鼠最后一次

免疫后2 wk、接种肿瘤2 wk以后以及在处死以

前各采血一次, 采用ELISA直接法, 以mVEGFR2
多克隆抗体包被酶标板, 以HRP标记的羊抗小鼠

IgG抗体作为第二抗体, 酶标仪测得吸光度(A 480)
值显示抗体水平. 每组小鼠最后一次po免疫后2 
wk、接种肿瘤2 wk后及处死前各采血100 μL并
抗凝处理, 流式细胞仪对各组小鼠的CD4+ T和
CD8+  T计数.
1.2.7 口服疫苗抑制小鼠皮下肿瘤的作用: 接种

肿瘤后第32天, 10% NaHCO3对照组第一只小鼠

出现死亡, 引颈处死所有小鼠, 取各组小鼠皮下

■创新盘点
本文将VEGFR2
胞 外 1 - 4 片
段 插 入 质 粒
pcDNA3.1(+), 转
化减毒沙门氏菌
SL3261后成功构
建小鼠po 基因工
程疫苗S L 3 2 6 1 -
pcDNA3.1+/flk-
1(n1-4), 结果发现该
疫苗对于小鼠皮
下肿瘤的生长有
明显的抑制作用, 
并能够显著延长
荷瘤小鼠的生存
时间. 本研究结果
为po DNA疫苗抗
小鼠结肠腺癌的
研究提供了强有
力的支持.
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肿瘤组织, 称质量, 测量肿瘤体积, 免疫组化测

定微血管密度.微血管密度判定标准[18]: 每张切

片在低倍镜(×100)下确定肿瘤内5个血管密集

区, 再在高倍镜(×200)下计数每个密集区中一

个视野的微血管数, 以5个区域微血管数的平均

数作为微血管密度(microvessels density, MVD), 
在高倍镜(×400)下拍照.

统计学处理 计量数据以mean±SD表示, 数
据采用方差分析, 所有统计均由SPSS10.0统计软

件处理完成.

2  结果

2.1 成功构建重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)和重

组口服DNA疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4) 成

功地构建重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4), 且目的

基因flk-1(n1-4)在真核细胞COS-7细胞中得到表达

(图1A-B); 重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)以及质

粒pcDNA3.1(+)分别转化减毒沙门氏菌SL3261
以后, 在含氨苄青霉素的LB固体培养基上均呈

单菌落生长, 而阴性对照在含氨苄青霉素的LB
固体培养基无菌落生长(图2)
2.2 重组沙门氏菌在小鼠体内分布 透射电镜显

示除10% NaHCO3对照组外, 疫苗组及载体对照

组小鼠的肝、脾、小肠、结肠均可见重组沙门

氏菌(图3). 

2.3 基因组中真核表达载体的检测 结果显示除

10% NaHCO3对照组外, 疫苗组及载体对照组小

鼠的肝、脾、小肠、结肠组织中均可扩增出一

个141 bp大小的片段, 与引物设计时所预计的扩

增片段大小相符. 表示外源基因已整合到小鼠

各组织器官中(图4).
2.4 淋巴细胞亚群分析 流式细胞仪检测在接种

疫苗前以及接种疫苗后, 疫苗组小鼠CD4+ T与两

对照组无明显差别(P >0.05), 肿瘤细胞接种2 wk
后疫苗组CD4+T维持较高水平, 两对照组较疫苗

组明显下降(P <0.05, 表1); 在接种疫苗前, 疫苗

组CD8+ T与两对照组无明显差别, 在疫苗接种后

以及肿瘤模型建立2 wk后CD8+ T在疫苗组明显

比两对照组高(P <0.05, 表1).
2.5 小鼠体内VEGF水平检测 接种疫苗以及接种

疫苗以前, 疫苗组小鼠血清VEGF水平与两对照

组无明显差异, 在最后一次免疫后2 wk, 两对照

组的血清VEGF水平开始出现升高, 而疫苗组血

清VEGF水平出现下降, 在接种肿瘤2 wk后, 疫
苗组VEGF水平较两对照组下降, 而两对照组的

VEGF水平明显升高(表1, 图5)
2.6 重组疫苗菌诱导特异性抗体的产生 SL3261-
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)免疫组小鼠产生高水平的

抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)-IgG抗体, 且抗体水平持

续增高; 而载体对照组以及10% NaHCO3对照组
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图  2  重组减毒沙门氏菌疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4). A: 重组疫苗菌SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4); B: 质粒

pcDNA3.1(+)转化减毒沙门氏菌SL3261; C: 阴性对照.

CA B

1    2    3    4

5482 bp

1248 bp

6223 bp

4254 bp

1489 bp

925 bp

A B

50.7 kDa

46.0 kDa

35.0 kDa

46.6 kDa

1      2      3 图   1   重 组 质 粒 酶 切 电 泳 鉴 定
及 W e s t e r n  b l o t 检 测 C O S - 7 细 胞
pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)表达产物. A: 1. 

K p n Ⅰ 和X b a Ⅰ 双 酶 切 的 重 组 质 粒

pcDNA3.1+/flk-1(n1-4); 2. KpnⅠ和Xba
Ⅰ双酶切的空质粒pcDNA3.1(+); 3: 

DNA Marker 2 kDa; 4: λ-EcoT 14 Ⅰ

digest DNA Marker; B: 1. 蛋白质分子质

量标准; 2. 重组质粒pcDNA3.1+/flk-

1(n1-4)在COS-7细胞中的蛋白质表达; 3. 

空白对照.

■应用要点
本文为小片段克
隆合成并制备成
为 更 为 安 全 的
DNA疫苗提供了
新的思路, 同时为
以后抗血管生成
策略应用于肿瘤
的临床治疗提供
可靠的依据.
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未产生抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)-IgG抗体(图6).
2.7 荷瘤动物模型的生存期观察 皮下动物模型

显示, 疫苗组小鼠中位生存期为70.50±5.58 d, 

载体对照组小鼠中位生存期为36.75±3.69 d, 
10% NaHCO3对照组小鼠中位生存期为47.95±
16.77 d, 疫苗组小鼠中位生存期较两对照组明显

250 bp
100 bp

1       2       3        4       5        6

141 bp

图  4  PCR扩增检测真核启动子CMV. 1: DNA Marker 2 

kDa; 2: 10% NaHCO3对照组; 3-6分别是肝脏、脾脏、小

肠以及大肠PCR.

BA

C D

图  3  透射电镜下重组沙门氏菌在
免疫组小鼠消化器官中的分布. A: 小

肠(×20 000); B: 大肠(×15 000); C: 肝

脏(×3000); D: 脾脏(×25 000).

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

A
45

0均
值

免疫前          免疫后        接种肿瘤后   

疫苗对照组

载体对照组

10% NaHCO3 对照组

图  5  小鼠血清VEGF水平.

表  1  CD4+ T, CD8+ T细胞的均数比较和小鼠血清VEGF水平(n = 8, mean±SD)

     
分组                                                                                        免疫前                                免疫后                          接种肿瘤后2 wk

CD4+ T细胞                     疫苗组                               62.34±6.63                     65.82±7.25                     62.12±6.44

                                       载体对照组                        64.15±7.65                     67.86±8.24                     44.79±5.16a

                                       10% NaHCO3对照组         62.78±6.54                     65.89±7.94                     43.76±6.12a

CD8+ T细胞                     疫苗组                               10.16±0.84                     15.64±1.46                     11.92±2.60

                                       载体对照组                          9.78±0.59                       9.58±1.24a                      7.54±2.97a

                                       10% NaHCO3对照组          10.72±1.54                       9.49±1.39a                      5.53±2.40a

血清VEGF×10-2(A 450)     疫苗组                               58.24±6.42                     18.88±8.07                       2.66±1.91

                                       载体对照组                        60.45±6.20                     62.44±6.43                     85.65±10.36a

                                       10% NaHCO3对照组          59.86±5.77                     61.18±6.72                     92.86±7.28a

aP<0.05 vs  疫苗组.

■同行评价
本文具有一定的
科学性和方法学
创新性, 有一定的
理论价值和应用
价值. 
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延长(P <0.05); 免疫后小鼠接种皮下肿瘤, 疫苗

组小鼠生存时间较其余两对照组小鼠的生存时

间明显延长, 疫苗组组小鼠在接种肿瘤后64 d才
开始出现死亡, 其中荷瘤小鼠生存时间最长达82 
d; 在两对照组中, 在接种肿瘤32 d后就有小鼠出

现死亡, 最长生存时间为42 d(图7).
2.8 疫苗抑制小鼠皮下肿瘤生长观察 口服DNA
疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)能显著抑制小

鼠结肠腺癌血管生成, 从而抑制肿瘤的生长, 疫
苗组小鼠肿瘤重量、体积和微血管密度较两对

照组有显著差异(表2, 图8-9).

3  讨论

血管生成在实体瘤的生长和转移中起重要作
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用, 阻断肿瘤的血流供应可以有效地抑制肿瘤

的生长. 肿瘤血管靶向基因治疗具有特异性强, 
毒副作用小, 作用持久等诸多优点, 因而, 抗肿

瘤血管形成也就成为肿瘤生物学治疗的理想靶

点[19-21]. 目前, 已开发出如血管生长因子及其受

体的中和抗体, 血管生成抑制因子及抗血管生

成的化学药物等治疗手段[22-25]. 而VEGF与其受

体VEGFR2的相互作用, 是调控肿瘤血管形成的

关键. 因此, VEGF及其受体也就成为抗肿瘤血

管治疗最直接的靶点[26]. 在目前已鉴定和克隆

出的几种VEGF受体中, VEGFR2与VEGF具有

较高亲和力, 仅存在于血管内皮细胞和一些肿

瘤细胞中, 在正常情况下表达水平甚低. 许多肿

瘤细胞分泌的VEGF与受体的胞外段结合后, 通

表  2  离体肿瘤质量、体积以及微血管密度计数
(n = 8, mean±SD)

     
分组

                     肿瘤质量        肿瘤体积            微血管

                                  (g)                 (mm3)              密度计数

疫苗组              3.64±1.34a   2.62±0.54a   2.06±1.02a

载体对照组       8.40±0.66    6.01±0.14    6.93±2.34

10% NaHCO3

对照组               8.26±0.44    5.92±0.25    7.34±4.12

aP<0.05 vs  载体对照组和10% NaHCO3对照组.

图  8  接种皮下肿瘤4 wk后离体肿瘤标本. A: 疫苗组; B: 载

体对照组; C: 10% NaHCO3对照组.

A

B

C

图  6  免疫小鼠血清抗pcDNA3.1+/flk-1(n1-4)-IgG抗体的检测.

1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

A
48

0

  2            4             6
               t /wk

疫苗组

载体对照组

10% NaHCO3 对照组

A B C

图  9  免疫组化肿瘤周围微血管密度(CD31×400). A: 疫苗组; B: 载体对照组; C: 10% NaHCO3对照组.
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图  7  各组小鼠生存时间.
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过胞内段的信号传导, 可诱导内皮细胞增殖, 血
管新生及肿瘤细胞的分裂、增殖[27-29]. 可溶性受

体为VEGFR胞外不同大小的片段, 仅具有与配

体结合的能力, 而无信号传导功能, 因此可竞争

VEGF的功能受体, 阻止肿瘤血管的形成, 进而

抑制肿瘤生长[30].
血管内皮细胞生长因子(VEGF)与其受体

flk-1的相互作用, 在肿瘤周围血管形成过程中起

到关键作用. 肿瘤细胞分泌大量的VEGF, 通过

作用于内皮细胞上相应的跨膜受体, 引起内皮

细胞的增殖和血管形成. 因此, 阻断VEGF与相

应受体的结合, 在目前抗肿瘤血管形成的研究

中倍受关注. 
本研究选择VEGFR2胞外段1-4袢为研究对

象, 将flk-1(n1-4)定向插入质粒pcDNA3.1(+)构建

重组质粒pcDNA3.1+/flk-1(n1-4), 将重组质粒转染

COS-7细胞, Western blot检测到重组质粒能够

在COS-7细胞中表达相应蛋白质, 说明该目的基

因片段能够在哺乳动物细胞中表达; 将重组质

粒转化减毒沙门氏菌SL3261, 制备成口服DNA
疫苗SL3261-pcDNA3.1+/flk-1(n1-4); 口服DNA疫

苗灌胃饲服小鼠建立稳定免疫以后, 取小鼠肝

脏、脾脏、小肠以及大肠标本在透射电镜下观

察, 结果可见重组沙门氏菌再小鼠各主要消化

器官内均有分布, 说明沙门氏菌已将DNA疫苗

带入机体; 同时, 提取小鼠肝脏、脾脏、小肠以

及大肠标本DNA, 经PCR特异性扩增DNA疫苗

中的真核启动子CMV作为外源性目的基因整

合入小鼠基因组的证据, 结果证实目的基因flk-
1(n1-4)已整合到小鼠基因组中; 动物试验表明, 经
疫苗免疫后荷瘤小鼠中位生存期较对照组明显

延长; 显著抑制小鼠结肠腺癌的血管生成, 进而

抑制肿瘤的生长; 免疫学指标检测发现此口服

D N A疫苗的作用机制可能是通过激活细胞免

疫以及体液免疫而起到抗肿瘤血管生成及抑制

肿瘤侵袭作用. 以上结果表明本实验室制备的

口服DNA疫苗具有抑制结肠腺癌生长的作用, 
VEGFR2胞外1-4袢可能与完整受体竞争性结合

VEGF, 从而降低了血清VEGF水平, 肿瘤周围血

管内皮细胞受VEGF分泌刺激受限, 并且完全阻

断了完整VEGFR2胞内信号传导功能, 导致血管

内皮细胞的分裂及增殖能力降低, 血管生成减

少最终抑制肿瘤的生长[31]. 本研究结果为小片段

克隆合成并制备成为更为安全的DNA疫苗提供

了新的思路, 同时也为结肠腺癌的抗血管生成

治疗策略提供了强有力的支持.
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WCJD 和WJG 2008 年对作者贡献分布
将开始实行公开策略

本刊讯 WCJD和WJG即将开始实行在每篇文章的脚注内注明每个作者对文章的贡献率, 如: 作者贡献分布: 

陈湘川与庞丽娟对此文所作贡献均等; 此课题由陈湘川, 庞丽娟, 陈玲, 杨兰, 张金芳, 齐妍及李洪安设计; 

研究过程由陈玲, 杨兰, 张金芳, 蒋金芳, 杨磊, 李锋及曹秀峰操作完成; 研究所用新试剂及分析工具由曹秀

峰提供; 数据分析由陈湘川, 杨兰及 庞丽娟完成; 本论文写作由陈湘川, 庞丽娟及李洪安完成. (总编辑: 马

连生 2007-11-15)


