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唑来膦酸对胃癌细胞株SGC-7901体外抗增殖及对VEGF的影响
姚 强，闵 科，邓建良，许春妮，金 俊

（江苏大学附属宜兴医院肿瘤科，江苏 宜兴 214200）

【摘要】 目的 研究唑来膦酸对胃癌细胞株 SGC-7901 的体外增殖抑制作用及对血管内皮生长因子

(VEGF)的影响。方法 采用CCK-8试验检测唑来膦酸对胃癌细胞株SGC-7901的生长抑制作用；酶联免疫吸附

试验(ELISA)和半定量RT-PCR法检测药物对VEGF表达水平的变化。结果 0.2~3.2 μg/L的唑来膦酸能显著抑

制SGC-7901细胞的增殖，且具有时间及剂量依赖性，不同药物浓度作用后，胃癌细胞株VEGF的蛋白及基因表

达水平均明显降低(P<005)，具有浓度依赖性。结论 唑来膦酸能抑制胃癌细胞株SGC-7901的生长增殖，其作

用机制可能为下调VEGF表达。
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【Abstract】 Objective To investigate the proliferation inhibition function of zoledronic acid on human gas-

tric cancer cell SGC-7901 and its influence on vascular endothelial growth factor (VEGF). Methods CCK-8 cell vi-

ability assay was performed to investigate the effect of zoledronic acid on cell proliferation. The expression of VEGF

was examined by ELISA and semi-quantitative RT-PCR. Results Zoledronic acid inhibited the proliferation of

SGC-7901 cells at a dose-and-time dependent manner (concentration range: 0.2~3.2μg/L). Meanwhile, ELISA and

semi-quantitative RT-PCR results showed that the expression of VEGF was down-regulated at a dose-dependent fash-

ion in SGC-7901 cells. Conclusion Zoledronic acid might inhibit the proliferation of SGC-7901 cells through

down-regulation of VEGF.

【Key words】 Zoledronic acid; Gastric cancer; VEGF

·论 著·

胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一[1]，目前主要

以手术、化疗及放疗为主要治疗手段。胃癌在早期就

易发生侵袭及转移，如何提高患者的生存率及生活质

量成为治疗关键。唑来膦酸(ZOL)是第三代双膦酸

盐类药物，多个临床前研究显示ZOL具有一定的抗

肿瘤作用[2-4]。本研究以人胃癌细胞株 SGC-7901为

研究对象，进一步探讨唑来膦酸的抑瘤机理。

1 材料与方法

1.1 材料 胃癌细胞株SGC-7901由南京医科

大学实验室提供，唑来膦酸(泽泰，瑞士诺华制药产

品) RPIl640购自Hyclone公司，新生牛血清购自兰州

民海生物工程有限公司，CCK-8试剂盒、VEGF酶免

试剂盒购自上海锐赛生物有限公司，引物由美国 In-

vitrogen公司合成。VEGF 引物上游：5'-CCTGGTG-
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GACATCTTCCAGGAGTACC -3'，下游：5'-GGAGCT

CATCTCTCCTATGTGCTGGC-3，扩增片段 360 bp；
β-actin 引物上游：5'-AGAAGATGACCCAGATCAT-

GTT-3'，下游：5 '-CTTAATGTCACGCACGATTTCC-3'，
扩增片段290 bp。

1.2 方 法
1.2.1 细胞培养 细胞在含 10%灭活新生小牛

血清的RPMI-l640培养基(含0.1%的青、链霉素)中培
养，生长至70%~80%融合时将细胞用0.25%胰酶消化
后传代，取对数生长期细胞用于实验。

1.2.2 CCK-8法检测细胞增殖抑制 取对数生
长期细胞，细胞浓度为5×104/ml加入96孔培养板中，
每孔100 μl，每组设5个复孔，并设空白对照组，12 h细
胞贴壁后弃去培养基，分别加入终浓度为 0.2 μg/L、
0.4 μg/L、0.8 μg/L、1.6 μg/L、3.2 μg/L的ZOL培养基，
置于 37℃、5%CO2 饱和湿度温箱中继续培养 24 h、
48 h，每孔加入10 μl CCK-8溶液，继续孵育4 h，用酶
标仪 450 nm测定每孔吸光度(A值)，记录结果；实验
计算公式为：细胞增殖抑制率(%)=(1-实验组A值/对
照组A值)×100%，实验重复3次。

1.2.3 ELISA 法检测 VEGF 水平 常规培养细
胞，取对数生长期细胞用于实验，浓度分别为0 μg/L、
0.2 μg/L、0.4 μg/L、0.8 μg/L、1.6 μg/L、3.2 μg/L的ZOL

培养基作用于胃癌细胞24 h，取离心后的细胞上清用
于检测，预实验有选择性的稀释待测标本，计算各标
本的VEGF值，实验步骤严格按照试剂盒说明书进行
操作。

1.2.4 半定量 RT-PCR 法检测 VEGF-mRNA 表
达 取对数生长期细胞用于实验，ZOL浓度为0 μg/L、
0.8 μg/L、1.6 μg/L的细胞培养基作用胃癌细胞 48 h，
以Trizol一步法提取总RNA，吸取 4 μl RNA样品，加
水至 1 ml，在紫外分光光度计上对RNA进行定量分
析，确定 RNA 纯度。逆转录 cDNA，扩增 VEGF、
β-actin (内参)。PCR 反应体系：25 μ l 反应体系，5×

PCR Buffer 5 μl，200 μmol/L dNTPs 2.5 μl，1.5 mmol/L

Mg2+1.5 μl，上下游引物浓度为 0.2 μmol/L，各 0.5 μl，
Taq酶2 U (0.5 μl)，双蒸水12.5 μl，cDNA 2 μl。VEGF

反应条件：94℃ 5 min，94℃ 45 s，56℃ 30 s，72℃ 50 s，
35 个循环，72℃延伸 10 min；β-actin 反应条件：94℃
5 min，94℃ 45 s，51℃ 30 s，72℃ 50 s，35 个循环，
72℃延伸 10 min。取 5 μl反应产物进行琼脂糖凝胶
电泳，凝胶经 Bio-RAD 凝胶成像分析仪及 GENE

Tolls软件分析系统进行分析，测定各条带的灰度值，
各组图像灰度值的均数与内参β-actin均数的比值即
为VEGF-mRNA相对表达量。

1.3 统计学方法 实验资料采用SPSS l7.0统计

软件包分析，实验数据均采用均值±标准差(x-±s)表示，

采用 t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ZOL对胃癌细胞株的增殖抑制作用 CCK-8

实验结果显示，0.4 μg/L的唑来膦酸在 24 h及 48 h的

细胞相对增值率为(35±1.2)%和(58±2.3)%，0.8 μg/L

的唑来膦酸在 24 h及 48 h的细胞相对增值率为(40±

2.5)%和(70±1.9)%。结果表明，不同浓度唑来膦酸对

胃癌细胞株SGC-7901均有明显的增殖抑制作用，且

具有时间、剂量依赖性(P<0.05)，见图1。

2.2 细胞上清VEGF水平变化 结果显示ZOL

作用于SCGC-7901细胞 24 h后，随着药物浓度的增

加，VEGF水平逐渐降低，唑来膦酸浓度为0.8 μg/L时

VEGF抑制率为42%，差异有统计学意义(P<0.05)，见

图2。

2.3 半定量 RT-PCR 法检测 VEGF mRNA 表

达水平变化 0 μg/L、0.8 μg/L、1.6 μg/L的ZOL作用

于胃癌细胞 48 h 后，进行半定量 RT-PCR 检测，实验

成功扩增出相应 PCR产物，各组图像灰度值数据为

图1 ZOL对SGC-7901细胞增殖抑制作用

图2 不同唑来膦酸浓度下VEGF水平变化
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图3 半定量RT-PCR检测VEGF-mRNA表达水平

注：1，0 μg/L；2，0.8 μg/L；3，1.6 μg/L，M，Marker。

(0.81±0.08)、(0.42±0.07)、(0.23±0.05)，各实验组与对

照组比较差异有统计学意义(P<0.05) ，见图3。

3 讨 论

唑来膦酸是20世纪中期开发的一种骨吸收抑制

剂药物，临床上主要用于治疗骨代谢障碍疾病，预防

和治疗恶性肿瘤骨转移导致的一系列骨相关事件。近

来大量的体内外试验证明唑来膦酸能直接抑制肿瘤细

胞的增殖、分化、诱导细胞凋亡，降低肿瘤细胞的迁移、

侵袭能力[5]。有关肺癌、乳腺癌、前列腺癌及肝癌等前

期临床试验提示唑来膦酸与细胞毒药物、内分泌药物

及靶向药物联合具有一定程度的协同抗肿瘤作用，并

且在抗肿瘤药物之后序贯应用效果更好[6-7]。两个正在

进行中的大型临床研究(SWOG)-S0307和NATAN 旨

在比较唑来膦酸与其他双磷酸盐类辅助治疗乳腺癌

的作用以及比较唑来膦酸联合紫杉类化疗与单纯化

疗治疗乳腺癌的疗效差异。该两项研究的结果将为

唑来膦酸潜在抗肿瘤的作用提供新的依据[8-9]。

目前知道的最重要的血管调控因子是VEGF[10-11]。

过去认为VEGF主要通过作用于间质的血管内皮细

胞发挥作用，并对内皮细胞有促进有丝分裂和存活的

作用。但最新的研究表明肿瘤细胞表面也有VEGF

信号通路的调节，因此阻断VEGF信号传导通路可以

从多个方面抑制肿瘤的生长。本研究提示唑来膦酸

从蛋白及基因水平均可抑制胃癌细胞 SGC-7901 的

VEGF表达。

综上所述，唑来膦酸作为第三代双膦酸盐类药

物，不但能抑制胃癌细胞 SGC-7901的增殖，同时还

抑制了VEGF的表达，值得进行进一步研究。
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