
Ang-2在胃癌中的表达及其反义基因转染对人胃癌细胞SGC-7901的影响

曾松1，王继见1，朱鹏1 
（1.重庆医科大学附属第二医院普外科，重庆，400010）
【摘 要】目的：探讨促血管生成素-2(Angiopoietin-2，Ang-2)在胃癌组织中的表达及其与肿瘤病理分期的联系；观察反义 Ang-2基因转染对人胃癌细胞 SGC-7901的影响。方法：用 Western Blot法检测 Ang-2蛋白在 10例胃癌组织及 10例正常胃组织中的表达，用免疫组化法检测 53例不同病理分期的胃癌组织中 Ang-2蛋白的表达；应用脂质体转染法将既往实验合成[1]的 pEGFP-N1-anti Ang-2转染体外培养的人胃癌细胞 SGC-7901，以空载体(pEGFP-N1 )转染组和未转染组作对照， RT-PCR及免疫组化检测转染后 Ang-2基因及蛋白的表达， MTT法和流氏细胞术检测反义 Ang-2基因转染对细胞生长和细胞调亡的影响；分别用上述三组细胞注射于裸鼠皮下，对比观察肿瘤生成的速度和肿瘤组织中的血管生成数量。结果：Ang-2蛋白在正常胃组织中不表达，在不同病理分期的胃癌组织中均成呈阳性表达（F=166.76，P＜0.0001）；RT-PCR及免疫组化显示反义Ang-2基因转染组无 Ang-2 mRNA及 Ang-2蛋白的表达，MTT法检测显示反义 Ang-2基因转染组细胞体外增殖能力明显低于其他两组（F=10.39，P=0.0024），流氏细胞术检测显示活细胞比率明显低于其它两组（χ2=3188.9805，P＜0.0001）；转染了反义 Ang-2基因的胃癌细胞成瘤速度较其它两组明显减慢（第 6天（F=10.18，P=0.0005）、第18天（F=7.8，P=0.0021）及 第30天（F=79.58，P＜0.0001）），肿瘤组织中血管生成的数量较其它两组明显减少（第1周（F=15.18，P＜0.0001）、第2周（F=3.50，P=0.0444）、第3周（F=39.02，P＜0.0001））。结论：胃癌组织中 Ang-2的表达与胃癌血管生成及胃癌侵
袭能力密切相关；反义 Ang-2基因转染可封闭人胃癌细胞 SGC-7901中 Ang-2 mRNA及 Ang-2蛋白的表达，抑制其体外生长，促进其凋亡；并对其体外成瘤性及其新生血管的生成有明显的抑制作用。
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【Abstract】Objective:To study the expression of Ang-2 in gastric carcinoma tissue, and its relation with pathological stage, To investigate the biological effects of antisense Ang-2 cDNA （pEGFP-N1-anti-Ang-2 cDNA）in  human  SGC-7901  gastric  carcinoma  cell  line. Methods: Immunohistochemical method was used to detect the expression of Ang-2 protein in 53 samples of gastric carcinoma tissues, and western blot technique was used to the expression of Ang-2 protein in 10 samples of gastric carcinoma  and 10 normal gastric tissues. Using  the  lipofectamine  2000  transfection  technique, it were transferred  separately two different plasmids  induding  pEGFP-N1,pEGFP-N1- antisense Ang-2 cDNA into an in vitro cultured human gastric carcinoma cell  line SGC-7901. The expression of Ang-2 mRNA in 53 gastric carcinoma tissue specimens were determined by RT-PCR. Immunohistochemistry was used to detect the expression of Ang-2 in those tissues as well.The  cell  viability  was  detrmined by MTT assay.Apoptosis was determined by flow cytometry . The three kinds of gastric carcinoma cells were subcutaneously  injected  into  30  nude  mice divided  into  three  groups  freely. After  injection, the  tumor  mass  grew and  the  angiogenesis  of  the  tumor  could  be  detected. Results:Ang-2 was expressed in different pathological stages of gastric carcinoma tissue, while normal gastric tissue was unexpressed（F=166.76，P＜0.0001）. On RT-PCR and immunohistochemical method,the SGC-7901 cells transfected antisense Ang-2 gene did not show expression of Ang-2 mRNA and its protein.MTT assay showed the group transfected with antisense Ang-2 gene had a much lower proliferative capacity than other groups(F=10.39，P=0.0024).The group also had an decrease in the rate of living cells as measured by flow cytometry Compared with  other groups(χ2=3188.9805，P＜0.0001). The tumor grew slower in transfected mice with antisense Ang-2 gene than other groups（the 6th day（F=10.18，P=0.0005）,the 18th day（F=7.8，P=0.0021）,the 30th day（F=79.58，P＜0.0001））. The average number of newly formed vessels in the transfected mice with antisense Ang-2 gene was smaller than other groups（the 1th week（F=15.18，P＜0.0001）,the 2nd week（F=3.50，P=0.0444）,the 3rd week（F=39.02，P＜0.0001））. Conclusions:Ang-2 plays an important role in the angiogenesis and tumor growth, the expression of Ang-2 mRNA and its protein in SGC-7901 cells can  be inhibited by antisense Ang-2 gene.The study also show that antisense Ang-2 gene can suppress the in vitro growth of  human gastric carcinoma cells. The antisense Ang-2 gene may suppress growth and  angiogenesis in the human SGC-7901 gastric carcinoma  apparently.

【Key words】 angiogenesis; Ang-2;antisense oligonucleotides;cell line of gastric carcinoma;gene transfection
胃癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤。胃癌的转移和术后复发是影响患者预后的主要因素。血管生成及增生是肿瘤生长、转移的基本要素，而 Ang-2是最为重要的血管生长调节因子。故本研究将 Ang-2基因作为靶基因，采用胃癌切除标本研究其在胃癌组织中的表达，并将既往试验构建[1]的反义 Ang-2基因真核表达载体，稳定转染人胃癌细胞株 SGC-7901，观察其是否对SGC-7901有抑制作用。将转染了反义 Ang-2基因的 SGC-7901在裸鼠皮下成瘤后，观察其对胃癌成瘤性和对血管生成的影响。

1 材料与方法
1.1 主要材料  

1.1.1临床资料  53例胃癌标本选自2011年2月~2011年8月，重庆医科大学附属第二医院胃肠外科手术切除并经病理检查确诊的组织。其中男性 37例，女性 16例，年龄 35~76岁，平均 62.4岁。PTNM分期：Ⅰ 12例，Ⅱ 16例，Ⅲ 20例，Ⅳ 5例。另取 10例正常胃粘膜作对照。
1.1.2主要试剂  人胃癌细胞系 SGC-7901（上海复旦大学附属肿瘤医院），空载体质粒 pEGFP-N1 （购自 Clontech公司），编码人反义促血管生成素-2基因的高效真核表达质粒 pEGFP-N1-anti Ang-2（既往实验构建[1]）。Ang-2鼠抗人单克隆抗体，兔抗鼠多抗链霉素抗生素蛋白-生物素-过氯化物酶复合体法（即用型SABC）免疫组织化学试剂盒（武汉博士德试剂公司产品），胎牛血清（Gibco），pEGFP-N1（Clontech），DMEM高糖型培养基（Gibco），G418（Promega），DMSO（sigma），MTT（Amresco），Lipofectamine 2000及无血清培养基OPTI-MEMZ（Gibco）。实验动物：BALB/C裸鼠 30只，雌性，4-5周龄，饲养在恒温的半屏蔽系统中，饮水及饲养均经灭菌处理（重庆医科大学动物实验中心）。
1.2 研究方法

1.2.1 Western Blot分析  随机取 10例胃癌标本及 10例正常胃粘膜组织，各约 0.1g。经蛋白质提取，电泳，转膜及免疫印迹显色。

1.2.2免疫组化检测胃癌标本及正常胃粘膜组织中 Ang-2的表达  取材，标本经 4%多聚甲醛固定、脱水、石蜡包埋。切片厚度 4μｍ。采用 SABC法免疫组化染色。正常胃粘膜组织作为阴性对照。每张切片分别取上、下、左、右及中心各选取共 5个视野,经HPIAS1000彩色图像分析系统测量每个视野中细胞的平均吸光度，取其平均值作为该切片的代表值。

1.2.3人胃癌 SGC-7901细胞的基因转染及筛选  将冻存人胃癌细胞株 SGC-7901复苏，然后进行细胞的传代培养。以梯度浓度法确定 G418对人胃癌细胞株 SGC-7901的筛选浓度为 1000μg/ml（mg/ml）。以脂质体转染法将 pEGFP-N1-anti Ang-2及pEGFP-N1空载体质粒对胃癌细胞 SGC-7901进行转染。转染后将细胞进行 G418筛选后，稳定传代两个月，最后进行各项检测。由此，实验分为三组：未转染组、空载体转染组及反义Ang-2基因转染组。

1.2.4 RT-PCR检测反义 Ang-2基因对胃癌细胞 Ang-2 mRNA表达的影响  三组细胞各约 2×106 个，用 Gibco公司的 Trizol Reagent 提取总RNA，然后进行逆转录PCR扩增测 Ang-2 mRNA表达。参照 Ang-2 cDNA序列设计引物 A，其序列如下：上游引物 5‘-GTGGAAGCCCAAGTATTA-3’，下游引物 5‘-TCAGCCTCGGGTTCATCT-3’，预期扩增长度为 1319 bp的DNA片段。PCR反应条件：94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1.5 min，72 ℃延伸 7 min，30个循环后，PCR产物用 10 g.L-1琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1.2.5免疫组化检测反义 Ang-2基因对胃癌细胞 Ang-2蛋白表达的影响  将三组细胞各以 2×105/ml接种在预先放入无菌载玻片的6孔培养板中，37 ℃、5% CO2、10%胎牛血清培养 48小时，用冷丙酮固定细胞，然后经行免疫组化染色，观察。

1.2.6 MTT法检测反义 Ang-2基因对胃癌细胞生长的影响  将三组细胞分别以每孔 5×104/ml接种于 96孔板，每组五个复孔，每孔体积 100 μl。在37 ℃、5% CO2及饱和湿度条件下培养，以含 10%胎牛血清培养 24 h，每孔加入 MTT溶液（ 5 mg/ml） 20 μl，37 ℃继续附育 4 h，弃培养液，每孔加入 100 μl DMSO。振荡 15 min，以酶标仪检测 550 nm波长下其光吸收值，其增殖能力大小以平均OD值分析。

1.2.7流氏细胞术检测反义 Ang-2基因对胃癌细胞调亡的影响  0.25%胰酶 0.02% EDTA消化收获培养的各组细胞，收集细胞，并调整细胞浓度为 106/ml。取 100 μl细胞悬液，先加入 5μl FITC-Annexin V、10 μl PI（50μg/L）室温下避光反应 15 min后，加入反应缓冲液 400 μl终止反应，FCM方法对活细胞、损伤细胞、晚期调亡细胞和继发坏死细胞、早期调亡细胞进行定量检测，计算活细胞比率。

1.2.8裸鼠胃癌移植瘤模型的建立  将 30只裸鼠随机分成 3组，每组 10只，整个试验期间，三组动物自由摄食、饮水。分别取 70%-80%的对数生长期内上述 3组细胞，制成 1×107个/ml的细胞悬液 0.2 ml，用 0.5 ml注射器接种于每只裸鼠皮下，以建立异种肿瘤移植的裸鼠胃癌模型，因此 30只裸鼠亦被分成了三组。每隔 2天注射 1次，连续 3次，以后可视情况再加强注射。

1.2.9裸鼠移植瘤动态检测  在裸鼠皮下形成移植瘤后，动态观察裸鼠皮下肿瘤形成情况。于接种后每隔 2天测量肿瘤结节并计算肿瘤体积，其体积的计算方法是用游标卡尺测量肿瘤最大径（L）和最小径（t），肿瘤体积为V＝L×t2×1/6π。并于注射后分别 1周、2周、3周取肿瘤组织，以10%福尔马林固定，24小时内石蜡包埋备用。

1.2.10裸鼠移植瘤微血管密度（MVD）测定  将上面取得的肿瘤组织制备成石蜡切片按 SABC法进行血管免疫组化检测。在低倍视野下选取肿瘤血管最丰富的部位，200×视野范围内选择 4个视野进行血管计数，计算平均微血管密度（MVD）。

1.2.11统计学方法：所有数据均采用sas9.13软件进行统计分析，计量数据以均数±标准差（ X±SD）表示，采用方差分析，多组之间两两比较采用SNK法；比率的比较采用χ2检验进行统计分析，多组之间两两比较采用bonferroni法，P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1Western Blot结果 

    Western Blot显示在随机抽取的 10例胃癌组织提取物中检测出 Ang-2蛋白的表达；而在正常胃粘膜组织中未检测出Ang-2蛋白的表达（图1）。
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样品1、2、3为胃癌组织，样品4、5、6为正常组织

图1.Western Blot检测胃癌及正常胃粘膜组织 Ang-2蛋白表达
Fig 1.Western Blot detection of gastric carcinoma and normal gastric mucosa tissue Ang-2 protein expression
2.2免疫组化结果  

在胃癌组织中 Ang-2蛋白大量阳性表达，血管内皮细胞及肿瘤细胞中均可见棕黄色颗粒状物质，主要位于胞浆，阳性细胞在癌组织中广泛分布；而在正常胃粘膜组织中，免疫组化染色未检测出 Ang-2蛋白的表达（图2）。Ang-2蛋白的表达强度随肿瘤病理分期的进展而增强，各病理分组间平均吸光度与正常组织平均吸光度的差异有显著性意义（F=166.76，P＜0.0001）（表1）。
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胃癌组织Ang-2蛋白的表达                            正常胃粘膜组织Ang-2蛋白无表达

           图2. 免疫组化检测胃癌及正常胃粘膜组织Ang-2蛋白表达             

Fig 2 immunohistochemical detection of gastric carcinoma and normal gastric mucosa tissue Ang-2 protein expression
表1胃癌病理分期与Ang-2蛋白表达强度的关系
Tab 1 the pathological staging of gastric cancer and the expression of Ang-2 protein strength relationship
	胃癌病理分期
	例数
	平均吸光度

	正常组织
	10
	0.0755±0.01599

	Ⅰ
	12
	0.1625±0.03251*

	Ⅱ
	16
	0.2411±0.03845*

	Ⅲ
	20
	0.3047±0.04562*

	Ⅳ
	5
	0.5547±0.05029*


*表示与正常组织比较，各病理分组的平均吸光度差异具有统计学意义，F=166.76，P＜0.0001。

2.3转染细胞株的筛选及反义Ang-2基因转染效果

2.3.1细胞转染及筛选结果  脂质体转染法将 pEGFP-N1-anti Ang-2及 pEGFP-N1空载体质粒对胃癌细胞 SGC-7901进行转染后，三种细胞在含有 1mg/ml的 G418作用下，5天后大部分细胞死亡，再接着筛选 2天，可见未转染细胞孔中细胞几乎全部死亡，而转染细胞孔中有抗性细胞逐渐扩增；降低 G418浓度至 400 μg/ml，持续筛选 2周后，得到 8个抗 G418阳性克隆，取出单个克隆细胞，继续用 G418 400 μg/ml，压力筛选扩大培养，稳定传代两个月后对各组进行 RT-PCR及免疫组化检测。

2.3.2 RT-PCR检测结果  通过 RT-PCR，在未转染组细胞和空载体转染组细胞中均可扩增出 1319 bp的 Ang-2 DNA片段。而在反义 Ang-2基因转染组细胞中不能扩增出上述 DNA片段（图3）。提示转染的反义核酸封闭了人胃癌细胞 SGC-7901 Ang-2 mRNA的表达。
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图3. RT-PCR检测三组细胞Ang-2 mRNA的表达
Fig 3 the RT-PCR of three groups of cells Ang-2 mRNA expression
2.3.3免疫组化结果  未转染组细胞和空载体转染组细胞胞质中，呈清晰棕黄色颗粒弥漫分布，表明有 Ang-2蛋白表达。而反义 Ang-2基因转染组细胞胞浆、胞核呈蓝色，表明无 Ang-2蛋白表达（图4）。提示转染的反义核酸封闭了人胃癌细胞 SGC-7901 Ang-2蛋白的表达。
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未转染组                             空载体转染组                        反义Ang-2 基因转染组

                  图4. 免疫组化检测三组细胞Ang-2蛋白表达
Fig 4 immunohistochemical detection of Ang-2 protein expression in three groups of cells
2.2 MTT法检测结果 

    发现反义 Ang-2基因转染组细胞体外增殖能力明显低于其它两组，差异具有显著性意义（F=10.39，P=0.0024）。而空载体转染组细胞与未转染组细胞之间无明显差异（表2）。提示反义 Ang-2基因转染能够抑制人胃癌细胞 SGC-7901的体外生长。
表2三组肿瘤细胞体外增殖能力
Tab 2 the three groups of tumor cells proliferation
	Group
	n
	OD(
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±SD)

	未转染组
	5
	0.5176±0.1128*                       

	空载体转染组
	5
	0.4265±0.0945*             

	反义Ang-2基因转染组
	5
	0.2564±0.0632


*表示各组与反义ang-2基因转染组细胞体外增殖能力差异具有统计学意义，F=10.39，P＜0.0024。
2.3流氏细胞术检测结果  
    反义Ang-2基因转染组的早期凋亡细胞百分数与晚期凋亡和继发坏死细胞百分数高于其它两组，活细胞百分数明显低于其它两组且其差异具有显著性意义（χ2=3188.9805，P＜0.0001）。空载体转染组细胞与未转染组细胞之间活细胞百分数无明显差异（表3）。提示反义 Ang-2基因转染可促进人胃癌细胞 SGC-7901凋亡。
表3三组肿瘤细胞中活细胞比率的比较（%）
Tab 3 Comparison of the rate of living tumor cells in three groups ( % )
	Group
	LL
	UL
	UR
	LR
	χ2值
	P值

	未转染组
	92.73*
	1.24
	3.85
	2.18
	3188.9805
	＜0.0001

	空载体转染组
	92.55*
	1.52
	2.78
	3.15
	
	

	反义Ang-2基因转染组
	67.44
	1.18
	9.80
	21.58
	
	


LL：活细胞UL：损伤细胞 UR：晚期调亡细胞和继发坏死细胞LR：早期调亡细胞；
*表示各组与反义ang-2基因转染组活细胞比率差异有统计学意义，χ2=3188.9805，P＜0.0001。
2.4鼠移植瘤形成情况  

    三组细胞注射到皮下后 3天左右可有肿瘤结节形成，随时间延长瘤体逐渐增大。移植瘤瘤体大体测量结果见表4，反义Ang-2基因转染组明显比未转染组和空载体转染组肿瘤生成慢，接种后第 6天（F=10.18，P=0.0005）、18天（F=7.8，P=0.0021）及 30天（F=79.58，P＜0.0001）时，肿瘤体积差异均有显著性意义。而未转染组和空载体转染组相比较差异在第6天、第18天、第30天时无显著性。提示反义 Ang-2基因转染人胃癌细胞 SGC-7901后，能抑制移植瘤组织细胞的生长。

表4 不同时间，裸鼠移植瘤体积（mm3  n＝10，
[image: image7.wmf]x

±SD）
Tab 4 Effect of different time, nude mice transplantation tumor volume (mm3  n = ,10±SD )
	组别
	第6天
	F值
	P值
	第18天  
	F值
	P值
	第30天
	F值
	P值

	未转染组
	65.1±14.2*
	10.18
	0.0005
	144.8±31.2*
	7.8
	0.0021
	512.7±101.9*
	79.58
	＜0.0001

	空载体转染组
	68.1±12.4*  
	
	
	154.3±54.7*
	
	
	501.7±75.6*
	
	

	反义Ang-2基因转染组
	45.2±10.7
	
	
	92.8±15.4
	
	
	186.4±35.6
	
	


第6天，*表示各组与反义Ang-2基因转染组裸鼠移植瘤体积差异具有统计学意义， P均＜0.05;
第18天，*表示各组与反义Ang-2基因转染组裸鼠移植瘤体积差异具有统计学意义， P均＜0.05; 
第30天，*表示各组与反义Ang-2基因转染组裸鼠移植瘤体积差异具有统计学意义， P均＜0.05。
2.5鼠移植瘤微血管密度（MVD）测定结果  

    未转染组和空载体转染组移植瘤组织细胞异型性明显，表现为瘤细胞呈巢状或条索状分布，间质中纤维组织少，瘤细胞大小不等，核大深染，核仁明显，病理性核分裂像多见。反义 Ang-2基因转染组移植瘤组织细胞呈稀疏的条索状生长，纤维间质增多，瘤细胞变小（图5）。


未转染组                         空载体转染组                      反义Ang-2 基因转染组

图5. 裸鼠移植瘤免疫组化
Fig 5 nude mice transplantation tumor immunohistochemistry
反义 Ang-2基因转染组肿瘤组织中微血管密度（MVD）明显比未转染组和空载体转染组小，第1周（F=15.18，P＜0.0001）、第2周（F=3.50，P=0.0444）、第3周（F=39.02，P＜0.0001）， MVD均有显著性差异。未转染组和空载体转染组之间1、2、3周MVD差异无显著性（表5）。提示反义 Ang-2基因转染人胃癌细胞 SGC-7901后，能抑制移植瘤新生血管的形成。
表5不同时间，裸鼠移植瘤组织微血管密度（MVD）（n＝10，
[image: image8.wmf]x

±SD）
Tab 5 Effect of different time, nude mice transplantation tumor microvessel density ( MVD ) ( n = 10,± SD )
	组别
	第1周
	F值
	P值
	第2周
	F值
	P值
	第3周
	F值
	P值

	未转染组
	8±2.3/HF*
	15.18
	＜0.0001
	9±2.0//HF*
	3.50
	0.0444
	21±4.2//HF*
	39.02
	＜0.0001

	空载体转染组
	7±2.7//HF*
	
	
	10±2.3/HF*
	
	
	20±3.1//HF*
	
	

	反义Ang-2基因转染组
	3±0.8//HF
	
	
	6±1.5/HF
	
	
	10±2.4//HF
	
	


第1周，*表示各组与反义Ang-2基因转染组肿瘤组织中微血管密度（MVD）差异具有统计学意义， P均＜0.05; 

第2周，*表示各组与反义Ang-2基因转染组肿瘤组织中微血管密度（MVD）差异具有统计学意义， P均＜0.05;
第3周，*表示各组与反义Ang-2基因转染组肿瘤组织中微血管密度（MVD）差异具有统计学意义， P均＜0.05。
3 讨论 

Folkman等研究表明[2,3]，实体肿瘤的发生为无血管期和血管期。当肿瘤直径≤ 2 mm时，肿瘤细胞间通过弥散作用吸取养份，此时不诱生血管生长因子，且很少发生转移，常称为无血管期或血管前期；但当肿瘤进一步增大时，则需要新生毛细血管来提供充足的血液，此时肿瘤诱导巨噬细胞产生血管生长因子，从而使内皮细胞分裂加快，血管生成，肿瘤得以长大，此期称为血管期。无血管期的恶性肿瘤处于休眠状态，肿瘤直径一般不超出 2-3 mm，一旦肿瘤细胞获得血管生成能力，即诱导血管生成，肿瘤随之迅速生长。新生血管数越多，恶性肿瘤脱落进入血液循环的机会越多，转移至淋巴结的概率越大。血管生成是恶性肿瘤转移的必备条件，肿瘤血管生成过程是一系列源于微血管内皮细胞的复杂连锁反应，当切断肿瘤组织的营养供给线，及新血管的形成被阻断时，即使是巨大的肿瘤也会被抑制。所以，肿瘤细胞的增生，以及肿瘤的生长和转移必须先有毛细血管的增多[4]，阻断肿瘤血管的生成可以达到抑制肿瘤生长和转移目的，这一点越来越多地被人们所研究[5,6]。

促血管生成素已经被证实是肿瘤血管生成过程中非常重要的调控因子。促血管生成素是血管内皮细胞上特异性酪胺酸激酶受体Tie2的天然配体，直到 1996 年被分离提纯出来。目前已发现 Angiopoietin-1、Angiopoietin-2、Angiopoietin-3、Angiopoietin-4四种构型[7]。其中起主要作用的是 Ang-1和 Ang-2，它们两者之间的氨基酸结构具有 60％的同源性。生理情况下，Ang-1和血管内皮细胞上Tie2受体结合后使其磷酸化激活，受体活化后可通过多种途径调节血管内皮细胞和周围间质细胞如成纤维细胞、血管平滑肌细胞等的相互作用，维持血管结构的稳定性和渗透性并促进新生血管成熟化。Ang-2是Ang-1的拮抗剂，Ang-2和受体结合后对 Ang-1产生竞争性抑制，并不使受体磷酸化。成熟机体中有 VEGF等血管生成促进因素存在时，Ang-2竞争性抑制 Ang-1的作用，促进血管结构的松解，消除血管基底膜和周围间质细胞对血管形成的限制，并增加血管内皮细胞对VEGF等血管生成促进因素的敏感性，从而内皮细胞分裂增生形成新的毛细血管。Ang-2在成熟机体中仅在血管生成较活跃的组织如胎盘、子宫等中表达丰富，而在稳定组织中则极少表达[8]。Ang- 2在多种肿瘤组织中表达增加，其表达程度与肿瘤新生血管的形成有一定关系。有多篇资料显示 Ang-2具有促进肿瘤血管生成的作用[9,10]。研究表明在人肺癌[11]、卵巢癌[12]、结直肠癌[13]等肿瘤中 Ang- 2的表达均增强。阻断 Tie2及其天然配体 Ang-2可以在一定程度上抑制肿瘤的转移[14,15]。

本实验第一部分研究发现，与正常胃组织的阴性表达相对比，Ang-2蛋白在胃癌组织中呈异常的阳性表达。且该蛋白在胃癌不同的临床病理分期中表达强度不同；随肿瘤临床病理分期的进展，Ang-2蛋白的表达逐渐增强。以上发现说明 Ang-2和胃癌的关系密切，在胃癌的发生、发展过程中发挥了重要的作用。我们认为可以通过阻断 Ang-2的表达来阻断胃癌新生血管的形成，从而抑制胃癌细胞的生长。所以我们在第一部分实验的基础上，应用反义核酸技术，设计了后两部分实验。本实验的第二部分在之前的研究已经成功构建了人反义 Ang-2真核表达载体（ pE-G FP-N1-anti Ang-2）的基础上，将其成功转染人胃癌细胞 SGC-7901，发现其能封闭其 Ang-2基因及蛋白的表达。MTT检测证实，反义 Ang-2基因转染人胃癌细胞 SGC-7901后，其生长受到抑制；流氏细胞检测结果显示：反义 Ang-2基因转染可促进胃癌细胞 SGC-7901调亡。本实验第三部分分别用未转染的、转染空载体质粒的和转染了反义 Ang-2基因的人胃癌细胞 SGC -7901注射于裸鼠皮下产生肿瘤结节，观察肿瘤生成的速度并对肿瘤组织中的微血管进行检测。实验结果表明，反义 Ang-2基因转染能抑制人胃癌细胞 SGC-7901在裸鼠皮下成瘤性，并抑制瘤体新生血管形成。

以上结果说明 Ang-2与胃癌血管增生及其侵袭能力关系密切。它可能是肿瘤新生血管形成的起始因素，还对肿瘤血管增生起到了促进和维持的作用，使肿瘤进一步发展，是肿瘤进展的重要调节因素。我们认为可能是以下原因。肿瘤局部微环境的缺氧状态及肿瘤细胞分泌的某些生长因子可以促进 Ang-2的合成[16]。缺氧状态也是引起VEGF增多的原因之一[17]。另有证据表明， Ang-2对血管的作用与 VEGF的存在关系密切，二者具有协同作用[18]。因此可以推测 Ang-2和VEGF的协同作用可能是新生血管形成的始动环节之一。肿瘤对氧气和营养物质的需要促使 Ang-2和 VEGF的合成增加，促进新生血管形成以满足需要。有多篇资料显示 Ang-2可能在肿瘤血管生成的早期起到重要作用，可以作为肿瘤新生血管形成的标志之一[19-21]。所以 Ang-2可能参与了肿瘤新生血管生成的始动环节，而 Ang-1则是生理情况下和肿瘤血管生成的中、后期促进新生血管成熟化的重要因素。

本实验所取得的结果还为探索反义核酸技术用于胃癌治疗奠定了一定的基础。反义技术是肿瘤基因治疗的策略之一，其基本原理是根据碱基互补原则，用人工合成的或生物表达的特定互补的 DNA或 RNA片段（反义核酸）以抑制或封闭专一靶基因表达的技术。国内外很多学者致力于反义核酸技术治疗胃癌的研究[22-24]。我们针对 Ang-2这一靶点设计一段反义核苷酸来观察其抗肿瘤生长的作用。本实验证实反义 Ang-2基因转染可封闭人胃癌细胞 SGC-7901 Ang-2 mRNA及蛋白的表达，抑制其体外生长；并对其体外成瘤性及其新生血管的生成有明显的抑制作用。其又是通过什么途径来发挥其生物学特性的等一系列问题还有待于进一步研究。

总之，Ang-2在胃癌的发生、发展过程中发挥了重要的作用， Ang-2促进胃癌新生血管形成，为胃癌生长及转移提供最基本的条件。我们可以通过抑制 Ang-2的表达， 达到抑制胃癌生长、转移的目的。
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