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Slit2/Robo1信号在胃肠道血管畸形发病机制中的作用以及沙利度胺对

其表达的影响 
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摘要：目的  探讨 Slit2/Robo1 信号在胃肠道血管畸形发病机制中的作用以及沙利度胺对其表达的影响。方法  收集 7 例

胃肠道血管畸形患者血管病变组织与正常黏膜组织，分别检测
Slit2，Robo1，VEGF 基因和蛋白水平的表达。体外培养原

代人脐静脉内皮细胞至对数生长期，同步化后用不同浓度的沙利度胺(50，100，200 mg·L1)作用 24 和 48 h 后，实时定量

PCR 法测定处理组与溶剂对照组的 Slit2，Robo1，VEGF mRNA 表达水平，免疫印迹法测定 Slit2，Robo1，VEGF 蛋白表

达水平。结果  胃肠道血管畸形患者血管病变组织中 Slit2，Robo1，VEGF 基因及蛋白表达水平显著高于正常黏膜组织。

沙利度胺能够明显抑制 Slit2，Robo1，VEGF 基因与蛋白的表达。结论  Slit2，Robo1 可能与胃肠道血管畸形的发病相关，

而沙利度胺可抑制其表达，这一作用可能是沙利度胺抑制血管生成，治疗胃肠道血管畸形的机制之一。 
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Role of Slit2/Robo1 in the Pathogenesis of Gastrointestinal Vascular Malformation and the Effect of 
Thalidomide on Their Expression 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the role of Slit2/Robo1 in the pathogenesis of gastrointestinal vascular malformation 
(GIVM) and the effect of thalidomide on their expression. METHODS  We collected the biopsy specimens of 7 patients with 
GIVM including the vascular malformation region and normal mucosa region. The expression levels of vascular endothelial 
growth factor(VEGF), Slit2, Robo1 in patients tissues was measured by Western blot to find out the difference in the mucosa. 
Then cultured human umbilical vein endothelial cell(HUVEC) and intervened HUVEC with thalidomide of different 

concentration(50, 100, 200 mg·L1) for 24 hours or 48 hours to observe the expression of VEGF, Slit2, Robo1 by real-time PCR 
and Western blot. RESULTS  VEGF, Slit2, Robo1 was strongly expressed in all patients tissues with angiodysplasia lesions, as 
compared to expression in tissues without angiodysplasia lesions of the same patient. Thalidomide decreased VEGF, Slit2, Robo1 
expression, both at the protein and mRNA levels in a dose-dependent manner. CONCLUSION  Slit2/Robo1 may play an 
important role in the pathogenesis of angiodysplasia. Thalidomide can suppress VEGF, Slit2/Robo1 expression. This may be the 
mechanism of the therapeutic effect of thalidomide on GIVM. 
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胃 肠 道 血 管 畸 形 (gestrointestinal vascular 

malformation，GIVM)是一种隐匿的高复发性出血

性疾病，组织学表现为黏膜层或黏膜下多量管腔

扩张、增粗或迂曲的变形血管，是引起急慢性下

消化道出血的原因之一[1]。病变常多发，易复发，

给根治带来困难。近年来，有较大样本的随机对

照试验证实了沙利度胺治疗 GIVM 所致消化道出

血具有长期疗效[2]。 

血管畸形的发生被认为与血管异常生成有关[3]。

目前发现神经轴突诱导因子 Slit2 与其配体 Robo1

在血管生成过程中具有重要的生物学功能[4]。本研

究将通过研究 Slit2/Robo1 通路对血管内皮生长因

子(VEGF)表达水平的影响，探讨 Slit2/Robo1 通路

在 GIVM 发病机制中所起的作用，以及沙利度胺

治疗 GIVM 的可能机制。 

1  资料与方法 

1.1  组织标本 
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化内镜检查 GIVM 患者活检组织 7 例，活检部位

选取血管畸形病灶处以及周围正常黏膜处。患者

平均年龄 60.1 岁，男性 2 例，女性 5 例。标本收

集经院伦理委员会同意，患者均知情同意。 

1.2  细胞培养 

原代人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein 

endothelial cell，HUVEC)，经Ⅷ因子鉴定，采用第

2~6 代。培养采用原代细胞培养液。培养条件为

37 ℃，5% CO2，100%湿度。取对数生长期细胞接

种于 6 孔板中，每孔 2.5×105 个细胞。贴壁后无

血清 DMEM 培养基同步化 24 h。 

1.3  分组 

沙利度胺溶解于二甲基亚砜(DMSO)并加入

细胞培养孔，终浓度为 50，100，200 mg·L1，溶

剂对照组加入 0.1% DMSO。24 和 48 h 后分别检

测 Slit2，Robo1，VEGF 基因和蛋白水平的表达。 

1.4  RNA 与蛋白提取 

药物干预 24 h 后，使用 Trizol 试剂提取总

RNA，溶于 20 μL DEPC 水中，用分光光度计测定

RNA 的浓度和纯度。所有 RNA OD260：OD280 为

1.9~2.0。 

药物干预 48 h 后，采用 Rapa 裂解蛋白，裂解

液中加入蛋白及磷酸酶抑制剂。总蛋白采用 BCA

法进行定量。 

1.5  实时定量 PCR 

逆转录试剂盒购自 TaKaRa 公司，操作根据说

明书。 

采用 SYBR Green I 嵌合荧光法检测 Slit2，

Robo1，VEGF mRNA。每组基因设 3 个复孔，按

2-ct 计算相对表达量，所有实验重复 3 次。引物

合成见表 1。 

表 1  实时定量 PCR 引物设计 

Tab 1  Real-time qPCR primer design 

基因 引物序列(5’-3’) 片段长度/bp

-actin 上游：CTTAGTTGCGTTACACCCTT 144 

 下游：CCTTCACCGTTCCAGTTT  

Slit2 上游：CACCTCGTACAGCCGCACTT 104 

 下游：TGTGGACCGCTGAGGAGCAA  

Robo1 上游： GGAAGAAGACGAAGCCGACAT 107 

 下游：TCTCCAGGTCCCCAACACTG  

VEGF 上游：AGTTCCACCACCAAACATGC 110 

 下游：TGAAGGGACACAACGACACA  

1.6  蛋白免疫印迹 

等量的蛋白质(50 L)进行 10%的十二烷基硫

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳。Robo1 抗体购自 Abcam

公司，Slit2 抗体购自 Epitomics 公司，ECL 法显色，

根据 GAPDH 计算相对光密度，所有试验重复 3 次。 

1.7  酶联免疫吸附试验 

药物干预 48 h 后，提取细胞上清液，12 000 

r·min1，4 ℃，5 min 离心，VEGF ELISA 试剂盒

购自生工公司，操作按说明书，根据标准曲线确

定相应浓度，所有实验重复 3 次。 

1.8  统计方法 

采用 SPSS 17.0 进行统计分析，计量数据采用

sx  表示，所有数据均通过正态性检验。统计检

验采用 one-way ANOVA 方法，组间比较采用 LSD-t

法。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

2.1  活检标本中 Slit2，Robo1，VEGF 蛋白水平的

表达 

免疫印迹结果显示，GIVM 患者血管畸形组织

中的 Slit2，Robo1，VEGF 蛋白表达水平较正常组

织明显升高(P<0.01)，结果见图 1。 

 
图 1  活检标本中 Slit2，Robo1，VEGF 蛋白水平的表达 
VM血管畸形病灶区域；与正常组织区域比较，1)P<0.01 

Fig 1  Expression levels of Slit2, Robo1 and VEGF protain 
in biopsy specimen 
VMregion of vascular malformation; compared with normal tissues, 
1)P<0.01 

2.2  沙利度胺干预后 HUVEC 中 Slit2，Robo1，

VEGF mRNA 与蛋白的表达 

沙利度胺干预 24 h 后各组与溶剂对照组相比

可以显著抑制 HUVEC 中 Slit2，Robo1，VEGF 

mRNA 的表达。与溶剂对照组相比，沙利度胺干

预 48 h 可显著抑制 HUVEC 中 Slit2，Robo1，VEGF

蛋白的表达。结果见图 2。 
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图 2  不同浓度沙利度胺对 HUVEC 中 Slit2，Robo1，VEGF 

mRNA 与蛋白表达水平的影响。 
AmRNA 表达水平；B1Robo1 免疫印迹图片；B2蛋白表达水平；

CVEGF 蛋白表达水平 

与溶剂对照组相比，1)P<0.05，2)P<0.01 
Fig 2  Effects of thalidomide on Slit2, Robo1 and VEGF 
mRNA and protein expression 
Aexpression levels of mRNA in HUVEC; B1photograph of the 

immunoblot analysis for Robo1 expression in HUVEC; B2expression 

levels of protein in HUVEC; Cexpression levels of VEGF protein in 
HUVEC 
Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01 

3  讨论 

GIVM 是一种隐匿的高复发性出血性疾病，其

发生发展被认为与血管异常生成有关。VEGF 是目

前公认的血管生成的标志性分子[5]。本研究显示，

GIVM 患者中病灶区域的 Slit2，Robo1，VEGF 的

表达量显著高于正常黏膜，且沙利度胺可以抑制

HUVEC 中 Slit2，Robo1，VEGF mRNA 以及蛋白

的表达。 

沙利度胺曾因其严重不良反应而于 1961 年被

召回。然而在 1994 年发现沙利度胺可抑制 VEGF

以及成纤维细胞生长因子介导的血管生成[6]。此

外，据报道沙利度胺可通过抑制血管内皮细胞中

血管生成素-2以及低氧诱导因子-1α的合成进而抑

制血管生成[7-8]。除了对血管内皮细胞的作用外，

有报道指出，沙利度胺可以通过调节血小板聚集

生长因子与转化生长因子水平促进血管平滑肌细

胞的募集及活化，起到促进新生血管成熟以及维

持血管壁稳定的作用，从而起到抑制血管生成的

作用[9]，提示沙利度胺的多靶点作用机制。一项较

大样本的随机对照研究显示，沙利度胺治疗后

GIVM 患者有效率与完全止血率显著高于对照组

(71.4% vs 3.7% P=0.001；46.4% vs 0%，P=0.000)。

其他次要指标均显示沙利度胺组的疗效优于对照

组，治疗过程中未出现严重不良反应[2]。 

Slit-Rob 信号通路包括分泌蛋白(Slit1，2，3)

和其相应受体(Robo1，2，3，4)。Slit2/Robo1 信号

通路最初发现可以引导神经轴突生长，而后发现

其可以诱导血管生成与分支[10]。Slit2 被广泛地证

实存在于各种癌组织中， Slit2/Robo1 信号通路被

认为可以调节肿瘤血管生成。有研究指出，血管

内皮细胞可以从低 Slit2 浓度的肿瘤块边缘区域向

内部 Slit2 高浓度区域迁移，以形成肿瘤内的新生

血管，促进肿瘤的生长[4]。此外，Slit2 也可调节肿

瘤淋巴管形成[11]。另有研究表明，Slit2/Robo1 信

号通路在糖尿病视网膜血管病变以及角膜新生血

管的发生发展中也起到重要作用[12-13]。Slit2/Robo1

信号通路在血管周细胞迁移中也发挥了重要作用[14]。 

有研究指出，Slit2 浓度升高可以促进视网膜

色素上皮细胞表达 VEGF[12]。本研究首次发现

GIVM 患者病灶区域中相较于正常黏膜区域存在

局部 Slit2，Robo1 与 VEGF 浓度升高的现象，提

示 Slit2/Robo1 信号通路可能与 GIVM 的发生发展

存在关联，这种关联可能通过影响 VEGF 的表达

水平而发挥作用。在体外试验中显示，沙利度胺

可以抑制 HUVEC 中 VEGF 的表达水平，与先前

接受沙利度胺治疗后 GIVM 患者血清 VEGF 水平

下降相一致[15]。此外，本研究显示沙利度胺可以

抑制 HUVEC 中 Slit2，Robo1 的表达水平，且具

有剂量依赖性。因此沙利度胺可能通过影响 Slit2/ 

Robo1 通路来抑制 VEGF 的表达。 
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本研究表明，GIVM 患者出现病灶局部 Slit2，

Robo1，VEGF 表达增高现象，可能与 GIVM 发病

相关。而沙利度胺可以抑制其表达，这可能是沙

利度胺抑制血管生成，治疗 GIVM 的机制之一。 
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姜黄素逆转非小细胞肺癌吉非替尼耐药的研究 
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摘要：目的  研究姜黄素对吉非替尼耐药非小细胞肺癌细胞株 PC9/G2 耐药性的影响及作用机制。方法  MTT 法测定姜

黄素对 PC9/G2 的无毒剂量及对 PC9/G2 对吉非替尼耐药的逆转效应，实时荧光定量法测定姜黄素对 EGFR 下游通路中

PI3K 表达水平的影响，分光光度法测定姜黄素对凋亡蛋白 Caspase-3 活性的影响。结果  姜黄素对 PC9/G2 的无毒剂量

为 4 μmol·L1，姜黄素联合吉非替尼组细胞存活率比单用吉非替尼组降低 13%~22%，姜黄素使 PI3K 的表达水平明显下

降，Caspase-3 凋亡蛋白活性显著提高。结论  姜黄素对 PC9/G2 具有耐药逆转作用，作用机制可能是通过下调 PI3K 的

表达水平，诱导更多的凋亡蛋白 Caspase-3 而实现。 

关键词：姜黄素；吉非替尼耐药；逆转；机制 
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