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shASPP2 H22稳转肝癌细胞系的构建及 ASPP2敲低
对 H22移植瘤小鼠血管生成的影响 *
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摘要目的：构建小鼠 shASPP2 H22稳转肝癌细胞系，观察 ASPP2敲低对血管生成的影响。方法：针对小鼠 ASPP2基因设计了 3

个不同的 shRNA干扰序列（Y18421，Y18422，Y18423）及 1个对照序列（GL427NC2），采用双酶切（AgeⅠ和 EcoRⅠ）及质粒连接

构建重组质粒，使用菌落 PCR和测序比对进行鉴定；使用 293T细胞将各重组质粒包装慢病毒并测定滴度；将 shASPP2和对照慢

病毒质粒转染 H22细胞，采用流式细胞术测定转染效率；采用 qRT-PCR、Western Blot法观察 shASPP2慢病毒对 H22细胞 ASPP2

的干扰效果；采用 CCK8法观察 ASPP2敲低对 H22细胞增殖的影响；采用Western Blot法观察 ASPP2敲低对 H22细胞及上清

VEGF表达和分泌的影响；采用细胞注射法建立小鼠 ASPP2敲低 H22细胞皮下移植瘤模型，游标卡尺法观察肿瘤体积大小，采用

活体激光共聚焦观察肿瘤血管生成情况，采用Western Blot法观察肿瘤组织 VEGF的表达。结果：双酶切、菌落 PCR和测序鉴定

结果表示各重组质粒构建成功；各重组质粒经慢病毒包装后，测定显示 Y18421、Y18422、Y18423和 GL427NC2慢病毒质粒的滴

度分别为 3.40伊108 TU/mL、4.08伊108 TU/mL、5.49伊108 TU/mL和 1.7伊109 TU/mL；Y18421、Y18422、Y18423及 GL427NC2慢病毒质

粒转染效率分别为：86.2 %、69.6 %、60.8 %和 76.9 %。与 GL427NC2 H22细胞相比，Y18421 H22细胞的 ASPP2 mRNA及蛋白的

表达明显降低（P<0.01，P<0.05）；Y18421细胞在培养 24，48，72 h后增殖速率显著增加（P<0.0001，P<0.001，P<0.01）；Y18421细胞
及上清的 VEGF表达显著升高（P<0.001，P<0.01，P<0.05）。与 GL427NC2细胞移植瘤相比，Y18421细胞移植瘤体积明显增大

（P<0.05），总血管长度显著增加（P<0.05），VEGF蛋白的表达明显上调（P<0.05）。结论：小鼠 shASPP2 H22稳转肝癌细胞系构建成

功，ASPP2敲低可能通过上调 VEGF的表达促进小鼠 H22细胞移植瘤血管生成。
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Construction of shASPP2 H22 Stable Hepatoma Cell Line and the Effect of
ASPP2 Knockdown on Angiogenesis in H22 Xenograft Mice *

To construct mouse shASPP2 H22 stable hepatocarcinoma cell line and observe the effect of ASPP2

knockdown on angiogenesis. Three shRNA sequences (Y18421, Y18422, Y18423) and one control sequence (GL427NC2)

were designed for mouse ASPP2 gene. Recombinant plasmid was constructed by double enzyme digestion (Age Ⅰ and EcoR Ⅰ) and

plasmid ligation, colony PCR and sequencing alignment were used to identified it. 293T cells were used to package the lentivirus with

each recombinant plasmid and determined the titers. H22 cells were transfected with shASPP2 and control lentivirus plasmids, the

transfection efficiency was determined by flow cytometry. qRT-PCR, Western Blot were used to observe the interference effect of

shASPP2 lentivirus on ASPP2 expression in H22 cells. CCK8 assay was used to observe the effect of ASPP2 knockdown on the

proliferation of H22 cells. Western Blot was used to observe the effect of ASPP2 knockdown on the expression and secretion of VEGF in

H22 cells and supernatant. The mouse subcutaneous xenograft model of ASPP2 knockdown H22 cells was established by cell injection.

The tumor volume was observed by vernier caliper method, the tumor angiogenesis was observed by in vivo laser confocal microscopy,

and the expression of VEGF in tumor tissue was detected by Western Blot. The results of double enzyme digestion and colony

PCR and sequencing alignment showed that the recombinant plasmids were successfully constructed. The titers of Y18421, Y18422,

Y18423 and GL427NC2 were 3.40伊108 TU/mL, 4.08伊108 TU/mL 5.49伊108 TU/mL and 1.7伊109 TU/mL, respectively. Flow cytometry
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Sequence name Interference sequence

ASPP2 Y18421 5' GCAGTACCAATCTGCAGAATA3'

Y18422 5' -CTAGGACTATACCCAAGAAT-3'

Y18423 5' GCAACAACAGAGGGAGTGTTT3'

Control GL427NC2 5' -CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG3'

前言

p53 凋亡刺激蛋白（apoptosis stimulating protein of p53，

ASPP）家族包括两个抑癌基因（ASPP1和 ASPP2）及 1个癌基

因（抑制性 ASPP[iASPP]）[1，2]。ASPP2由 TP53BP2编码，在细胞

损伤后通过多种转录或翻译后机制表达上调，促进细胞凋

亡[3，4]。研究表明 ASPP2的表达下调与多种肿瘤的发生发展和

临床预后不良密切相关 [5-9]。ASPP2 表达下调可通过激活

NF-资B、甲羟戊酸酯、TGF-茁1、PI3K/AKT、aPKC-ι /GLI1 等途

径促进肿瘤生长和转移[10]。肿瘤血管生成是肿瘤侵袭、浸润和

转移的重要事件 [11]。血管内皮生长因子（vascular endothelial

growth factor，VEGF）是诱导肿瘤血管生成的主要血管生长因

子[12-15]。肿瘤细胞可以通过自分泌和旁分泌的方式合成和分泌

VEGF，在肿瘤周围及内部形成丰富血管网[16-18]，VEGF也可通

过阻碍 T 细胞等免疫细胞的肿瘤浸润，促进调节性 T 细胞

（regulatory T cells，Treg）、髓系抑制细胞（Myeloid-derived sup-

pressor cells，MDSCs）、M2型肿瘤相关巨噬细胞（tumor-associ-

ated Macrophages, TAMs）向肿瘤间质的迁移，并促进 CXCL1

（Chemokine (C-X-C motif) ligand 1）、CXCL8（Chemokine

(C-X-C motif) ligand 8）等趋化因子的分泌[19，27]，从而促进肿瘤

的生长和进展。但 ASPP2是否影响肿瘤细胞的 VEGF的表达

尚未见报道。本研究通过 RNA干扰技术 ASPP2敲低稳转肝癌

H22细胞系，观察 ASPP2敲低对小鼠 H22肝癌细胞移植瘤血

管生成及 VEGF表达的影响，为进一步探讨 ASPP2在肝癌发

生发展中的作用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

小鼠肝癌 H22细胞和人胚肾 293T细胞由北京肝病研究

所保存，其亲代均来自中国医学科学院基础医学研究所细胞

资源中心。Age Ⅰ和 EcoR Ⅰ限制性内切酶购自 NEB 公司；

DH5、pSLenti-U6-shRNA-CMV-EGFP-F2A-Puro-WPRE载体购

自上海和元生物科技有限公司；T4 DNA ligase、慢病毒包装试

剂盒、EpFect Transfection Reagent、EvaGreen 2伊 Master Mix 购

自 Syngen公司；FastPure Cell/tissue Total RNA Isolation Kit V2

购自南京诺唯赞生物科技有限公司；PrimeScriptTM II 1ST Strand

cDNA Synthesis Kit、TB Green Premix Ex TaqTM购自 Takara 公

司；质粒小量快速提取试剂盒购自 Aidlab 公司；彩虹 180 广

谱蛋白 Marker、Evans Blue 购自北京索莱宝科技有限公司；

RPMI-1640培养基、DMEM培养基、胎牛血清和 Puromycin均

购自 Gibco公司；GAPDH、茁-actin、辣根过氧化物酶标记的 IgG

抗体均购自 Cell Signaling Technology 公司；ASPP2、VEGF 抗

体购自 Abcam公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 H22细胞和 293T细胞复苏后分别用含 10 %

胎牛血清的 RPMI-1640培养基和 DMEM培养基于 37℃、5 %

CO2培养箱中培养，经 2-3次传代以后，取对数生长期细胞进行

实验。

1.2.2 小鼠 ASPP2 shRNA靶点设计及重组质粒的构建 根据

美国国家生物技术信息中心（National Center for Biotechnology

Information，NCBI）提供的核酸序列，由上海和元生物合成 3条

针对小鼠 ASPP2基因（GENBANK：NM_173378.2）的干扰序列

和 1条对照序列，序列见表 1。

将合成好的 oligo用 oligo annealing buffer溶解成 20 滋M，
互补单链各取 30 滋L混合。然后将 oligo 混合物在水浴锅中

95℃加热 5 min，自然冷却至室温，形成双链 oligo 片段；使用

Age Ⅰ和 EcoR Ⅰ限制性内切酶双酶切干扰载体 pSLen-

ti-U6-shRNA-CMV-EGFP-F2A-Puro-WPRE（loop 茎环结构为

CTCGAG，载体图谱见图 1），获得线性化载体质粒，酶切产物

showed that the transfection efficiency of lentiviral plasmid Y18421, Y18422, Y18423 and GL427NC2 were 86.2%, 69.6%, 60.8 % and

76.9 %, respectively. The expression of ASPP2 mRNA and protein in Y18421 cells was significantly lower than that in GL427NC2 cells

(P<0.01, P<0.05); CCK8 results showed that the proliferation rate of Y18421 cells was significantly increased after cultured 24, 48 and 72 h
(P<0.0001, P<0.001, P<0.01); The expression of VEGF in Y18421 cell and its supernatant were significantly increased (P<0.001, P<0.01,
P<0.05); Compared with GL427NC2 cells, Y18421 cells transplanted tumor volume was significantly increased (P<0.05), Total vessel
length increased significantly (P<0.05), and the expression of VEGF protein was significantly up-regulated in Y18421 cells (P<0.05).

The mouse shASPP2 H22 stable hepatoma cell line was successfully constructed. ASPP2 knockdown can promote the

angiogenesis of mouse H22 cell transplantation tumor by promoting the expression of VEGF.

H22 cells; Tumor protein p53-binding protein 2; Vascular endothelial growth factor; Angiogenesis

表 1小鼠 ASPP2基因干扰序列

Table 1 Interference sequence of mouse ASPP2 gene

2044窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.11 JUN.2024

Reagent Positive control(滋L) Self-linking control(滋L) Link group(滋L)

Annealed double strand oligo(10 mM) 1 - 1

Linearized interference carrier (40 ng/滋L) 3 3 3

10伊T4 DNA ligase Buffer 2 2 2

T4 DNA ligase 1 1 1

dd H2O 13 14 13

进行琼脂糖凝胶电泳检测酶切效果，将目的载体条带从胶中切

割进行胶回收，与干扰序列双链 DNA进行 16℃过夜连接，连

接体系见表 2，完成重组质粒的构建；次日取 2 滋L连接产物，
使用热激法转化大肠杆菌 DH5琢感受态细胞，涂布于含氨苄西

林的 LB固体培养基，于 37℃、5% CO2培养箱中过夜培养，挑

取单克隆菌落并培养，用菌落 PCR法鉴定重组质粒，引物序列

信息见表 3，将阳性重组质粒送专业公司进行 DNA测序，测序

结果用 Vector NTI软件进行比对和分析。

表 2重组质粒连接反应体系

Table 2 Recombinant plasmid linking reaction system

表 3引物序列信息

Table 3 Primer sequence information

Note: The annealed double-strand oligo added to the positive control is the previously annealed fragment for verification, and the length of the annealed

double-strand oligo added to the link group is the same, but it has nothing to do with the target sequence.

Primer name Sequence information(5' to 3') Product length(bp)

Y18421
F:CCGGGCAGTACCAATCTGCAGAATACTC

GAGTATTCTGCAGATTGGTACTGCTTTTTTG

R:AATTCAAAAAAGCAGTACCAATCTGCAG

AATACTCGAGTATTCTGCAGATTGGTACTGC

Y18422
F:CCGGGCTAGGACTATACCCAAGAATCTCG

AGATTCTTGGGTATAGTCCTAGCTTTTTTG

R:AATTCAAAAAAGCTAGGACTATACCCAAG

AATCTCGAGATTCTTGGGTATAGTCCTAGC

Y18423
F:CCGGGCAACAACAGAGGGAGTGTTTCTCG

AGAAACACTCCCTCTGTTGTTGCTTTTTTG
474

R:AATTCAAAAAAGCAACAACAGAGGGAG

TGTTTCTCGAGAAACACTCCCTCTGTTGTTGC

GL427NC2
F:CCGGCCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCG

AGCGAGGGCGACTTAACCTTAGGTTTTTTG

R:AATTCAAAAAACCTAAGGTTAAGTCGCCC

TCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGG

图 3小鼠 ASPP2慢病毒质粒测序结果 A：Y18421测序结果；B Y18422测序结果；C：Y18423测序结果；D：GL427NC2测序结果。

Fig. 3 Sequencing results of mouse ASPP2 lentivirus plasmid A: Y18421; Sequencing results of BY18422;

C: Y18423 sequencing results; D: GL427NC2 sequencing results.
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1.2.3 重组质粒慢病毒包装 10 cm细胞培养皿培养 293T细

胞，当细胞生长到汇合率为 70 %-80 %时，按照慢病毒包装试

剂盒进行慢病毒包装转染。在转染 48 h后，收集含有慢病毒的

细胞上清液，更换新鲜培养基继续培养 24 h，再次收集细胞上

清。将收集到的细胞上清和浓缩试剂按照 5：1的比例混合。混

匀后 4 ℃ 静置，每隔 30 min混匀一次，共进行 3次混匀，4 ℃

过夜孵育。于 4℃，4000伊g离心 30 min，小心去除上清，收集沉

淀。PBS重悬沉淀，即得到病毒浓缩液，-80℃冰箱保存待用。

1.2.4 慢病毒质粒滴度测定 将生长状态良好的 293T细胞消

化计数，每孔取 1伊105个细胞加入 6孔板。放入 37℃，5 % CO2

培养箱中过夜培养。将每种病毒分别按 0.1 滋L、1 滋L和 10 滋L
体积接种。培养 48 h后荧光显微镜观察 293T细胞荧光表达情

况并拍照，提取基因组 DNA，进行 qRT-PCR检测。qRT-PCR实

验的扩增 /检测对象为慢病毒载体上的WPRE序列（WPRE序

列可以随目的基因整合入细胞基因组）。根据公式 TU mL-1 =

(C伊N伊D伊1000)/V，计算出慢病毒滴度。其中，C为平均每基因
组整合的病毒拷贝数；N为感染时细胞的数目；D为病毒载体

的稀释倍数，V为加入的稀释病毒的体积数（滋L）。
1.2.5 小鼠 shASPP2 H22稳转肝癌细胞系的构建 将 H22细

胞以每孔 1伊105个接种于 6孔板，过夜培养后，在孔中加入慢

病毒质粒转染，转染 24 h后更换新鲜培养基，继续培养 48 h，

分别用终浓度为 6 滋g/mL和 2 滋g/mL的嘌呤霉素进行筛选和
维持培养。采用流式细胞术观察慢病毒质粒的转染效率。

1.2.6 ASPP2及 VEGF mRNA的表达 采用 qRT-PCR法。收

集细胞，提取总 RNA，反转录为 cDNA后进行 PCR扩增。PCR

反应体系：上、下游引物各 0.4 滋L，cDNA 1 滋L，SYBR 10 滋L，
ROX 0.4 滋L，RNase H2O 7.8 滋L，共 20 滋L。PCR反应条件：95℃
预变性 10 min，95℃变性 15 s；60 ℃退火并延伸 1 min，共 40

个循环。以 GAPDH 为内参，采用 2-Δ Δ CT 法分析 ASPP2 及

VEGF mRNA水平变化。引物序列见表 4。

1.2.7 ASPP2和 VEGF蛋白的表达 采用Western Blot法。用

含蛋白酶抑制剂的 RIPA裂解液将细胞冰上裂解 30 min，提取

总蛋白。将蛋白印迹用 5 %脱脂牛奶封闭 1 h，一抗 4℃孵育过

夜，室温 TBST洗膜 3次。加入 IgG二抗室温孵育 1 h，室温

TBST洗膜 3次，使用凝胶成像系统拍摄，Image J进行灰度值

分析。

1.2.8 H22 细胞增殖能力的检测 采用 CCK8 法。以每孔

4000细胞接种于 96孔板培养，于 0、24、48 h和 72 h分别加入

CCK8溶液，37℃、5%CO2培养箱中孵育 2h，酶标仪检测 450 nm

的吸光度值，通过公式：细胞增殖速率 =（各时间点 OD450吸收

值 -培养基空白对照 OD450吸收值的平均值）/ [（0 h OD450吸收

值 -培养基空白对照 OD450吸收值的平均值）平均值]来计算细

胞增殖速率。

1.2.9 细胞上清中 VEGF蛋白的表达 采用离心法及Western

Blot法。大量收集细胞培养上清，将上清 2000伊g离心 10 min

以去除死细胞，将离心上清 10000伊g离心以去除细胞碎片，将

离心上清 11,0000伊g离心 70 min收集沉淀。Western Blot法检

测细胞上清沉淀中 VEGF蛋白的表达。

1.2.10 小鼠皮下移植瘤模型的构建 采用细胞注射法。分别

将5伊106 个 GL427NC2 和 Y18421 细胞接种到 4 周龄雄性

Babl/c小鼠（购自北京维通利华实验动物技术有限公司）腋部

皮下，每组 4只。待最大肿瘤直径达到 1.5 cm时，小鼠戊巴比

妥钠深度麻醉处死，取肿瘤组织 -80℃冻存备用。

1.2.11 小鼠移植瘤的血管观察 采用探头式活体激光共聚焦

（cellvizio，法国）观察。上述荷瘤小鼠每组取 2只，用戊巴比妥

钠（50 mg/kg）腹腔注射对小鼠进行麻醉，将 1% Evans Blue对

小鼠进行尾静脉注射，注射 2～3 min后，沿小鼠瘤周小心剪开

外皮使肿瘤露出，用活体激光共聚焦成像系统的扫描探头在

660 nm波长下对肿瘤血管进行观察，采用系统软件对肿瘤血

管进行定量分析。

1.3 统计学分析

数据以均值标准差（x依s）表示，各数据资料采用 Graph Pad

Prism 8.3软件进行统计学分析，组间的数据比较采用 Student's

t检验，检验水准取 琢=0.05，P<0.05表示差异显著。

2 结果

2.1 干扰载体酶切及重组质粒菌落 PCR电泳鉴定

双酶切琼脂糖凝胶电泳结果显示目的载体片段大小在

8000-10000 bp之间，与预期的 8291 bp一致，见图 2 A。菌落

PCR结果显示目的条带大小在 500 bp附近，与预期的 474 bp

一致，为阳性菌落，见图 2 B。

2.2 重组质粒测序鉴定

将菌落 PCR鉴定的阳性单克隆菌落进行测序。将测序结

果与原始序列信息进行比对。结果显示重组质粒 DNA序列与

目标序列一致，表明各 ASPP2 shRNA靶点重组质粒构建成功。

见图 3。

2.3 重组慢病毒质粒滴度检测

分别用不同量的各慢病毒质粒浓缩液转染 293T 细胞

Primer name Sequence information(5' to 3')

GAPDH F:TGTTTCCTCGTCCCGTAGA

R:ATCTCCACTTTGCCACTGC

ASPP2 F:GTACCCCAGAGTGCTGGAAC

R:AGGCTTGCCATACACACTTGA

VEGF F: ATTGGAGCCTTGCCTTG

R:CTCGATTGGATGGCAGTAG

表 4引物序列

Table 4 Primer sequence
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48 h，荧光显微镜观察到所有细胞均具有 GFP绿色荧光，见图

4。qRT-PCR检测 293T细胞慢病毒质粒载体的WERE序列，根

据公式计算 Y18421、Y18422、Y18423和 GL427NC2的慢病毒

滴度分别为 3.40伊108 TU/mL、4.08伊108 TU/mL、5.49伊108 TU/mL
和 1.70伊109 TU/mL，见表 5。

2.4 重组慢病毒质粒转染 H22细胞的效率

流式细胞术检测各慢病毒转染 H22细胞的效率，结果显

示：Y18421、Y18422、Y18423 和 GL427NC2 慢病毒转染 H22

细胞效率分别为：86.2 %、69.6 %、60.8 %和 76.9 %，见图 5。其

中，shASPP2慢病毒中 Y18421转染效率最高。

2.5 小鼠 shASPP2稳转 H22肝癌细胞系的 ASPP2表达鉴定及

增殖速率检测

qRT-PCR 结果显示，与 GL427NC2 细胞相比，Y18421、

Y18422、Y18423 细胞的 ASPP2 mRNA 相对表达量明显降低

（P<0.01），见图 6 A；Western Blot 结果显示，与 GL427NC2 细

胞相比，Y18421 细胞的 ASPP2 蛋白表达明显降低（P<0.05）；
CCK8 结果表明，Y18421 细胞在各个时间点增殖速率最快

（P<0.0001，P<0.001，P<0.01）。因此后续选择 Y18421细胞做为

敲低 ASPP2的 H22细胞进行实验。

2.6 ASPP2敲低对小鼠 H22细胞 VEGF表达及分泌的影响

qRT-PCR结果显示：与 GL427NC2细胞相比，Y18421细

胞的 VEGF mRNA相对表达量明显升高（P<0.001），见图 7 A。

Western Blot结果显示：与 GL427NC2细胞相比，Y18421细胞

及细胞上清的 VEGF蛋白表达水平也显著升高（P<0.01，P<0.
05）。

2.7 ASPP2敲低对 H22细胞皮下移植瘤血管生成的影响

荷瘤实验结果显示，与 GL427NC2 细胞移植瘤相比，

Y18421 细胞移植瘤的肿瘤体积明显增大（P<0.05），见图 8

A-B；血管总长度明显增加（P<0.05），见图 8 C-D；VEGF的表达

明显上调（P<0.05），见图 8E-F。

3 讨论

已有研究报道，ASPP2具有促进细胞凋亡，抑制细胞增殖、

抑制细胞迁移等抑癌基因活性[20]，ASPP2在包括肝癌在内的多

种肿瘤中低表达[5，6，10]。我们既往研究表明 ASPP2敲除可以通过

图 2干扰载体酶切及菌落 PCR电泳鉴定 A：载体酶切电泳结果

（M：1kb DNA ladder Marker；1：GL427载体条带；

2：GL427载体酶切后片段条带）；

B：菌落 PCR电泳鉴定结果

（M：DL2,000 DNA Marker：2 kb、1 kb、750 bp、500 bp、250 bp、100 bp；

1-3：每个平板各挑取 3个单克隆菌落的 PCR条带）。

Fig. 2 Interference with carrier enzyme digestion and colony PCR

electrophoretic identification A: Results of carrier enzyme digestion

electrophoresis (M: 1kb DNA ladder Marker; 1: GL427 carrier band; 2:

GL427 carrier enzyme digested fragment strip); B: Colony PCR

electrophoretic identification results (M: DL2,000 DNAMarker: 2 kb,

1 kb, 750 bp, 500 bp, 250 bp, 100 bp; 1-3: PCR bands of 3 monoclonal

colonies were selected from each plate).

图 3小鼠 ASPP2慢病毒质粒测序结果 A：Y18421测序结果；B

Y18422测序结果；C：Y18423测序结果；D：GL427NC2测序结果。

Fig. 3 Sequencing results of mouse ASPP2 lentivirus plasmid

A: Y18421; Sequencing results of BY18422; C: Y18423 sequencing

results; D: GL427NC2 sequencing results.
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激活 NF-资B通路促进二乙基亚硝胺（DEN）诱导的小鼠肝癌的
发生。因此，ASPP2是肝癌发生发展中重要的抑制因子[21，23]。为

了进一步研究 ASPP2在肝癌发生发展过程中的生物学作用，

本研究利用 RNA干扰技术构建小鼠 shASPP2稳转肝癌细胞

系，并进行 ASPP2敲低后细胞的 ASPP2表型验证以及生物学

功能研究。Y18421重组质粒构建稳转 H22细胞 ASPP2表达明

显低于对照 H22细胞，增殖功能实验也显示 Y18421重组质粒

构建稳转 H22细胞增殖速率显著增加，与以往研究一致[21，22]，

说明小鼠 shASPP2稳转肝癌细胞系构建成功。血管生成是肿

瘤发生发展的重要病理特征，在肿瘤微环境中，肿瘤细胞、成纤

维细胞、中性粒细胞等细胞可以分泌血小板衍生生长因子

（PDGF）、成纤维细胞生长因子（FGF）、VEGF等促血管生成因

子，其中 VEGF在肿瘤血管形成中起着关键作用[11，32]。VEGF是

血管内皮细胞特异性的肝素结合生长因子[24]，既能特异性诱导

间质产生，促进内皮细胞的分化；还可使血管舒张、增加血管的

通透性，促进血浆蛋白在细胞基质中沉积，为成纤维细胞和血

管内皮细胞长入提供基质[25-27]。因此，VEGF常常作为肿瘤血管

形成的重要标志物[28-31]。VEGF也通过多种途径削弱细胞毒性 T

细胞等免疫细胞的抗肿瘤作用，促进肿瘤侵袭和转移[32]。本研

究发现体外实验发现 ASPP2敲低促进了 H22细胞 VEGF的表

达和分泌，提示 ASPP2可能影响肿瘤血管生成。进一步移植瘤

实验证实，ASPP2敲低促进小鼠 H22肝癌移植瘤的血管生成，

上调肿瘤组织 VEGF的表达。因此，ASPP2可能通过上调肿瘤

细胞 VEGF的生成进而促进肿瘤血管生成。
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