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基础研究

低氧诱导因子 对子宫颈癌细胞
生物学行为的影响

程艳香 璞德敏 刘嵘 李天 尹伶 马丁

摘要 」 目的 探讨低氧诱导因子
一

对宫颈癌细胞的生物学行为的影响以及其中可

能存在的分子机制
。

方法 通过 化学诱导宫颈癌 细胞缺氧 构建靶向
一

的反义真

核表达载体
、

经脂质体介导转染 瓦 细胞的方法沉默
一

的表达
。

将实验细胞分为常氧未转染

对照 组
、

常氧空质粒转染对照 组
、

常氧转染
一

质粒 组
、

缺氧未转染对

照 组
、

缺氧空质粒转染对照 组
、

缺氧转染
一

质粒 组
。

用四甲基偶氮

噢蓝法
、

侵袭小室方法观察各组细胞的增殖
、

侵袭能力的改变
,

用流式细胞仪检测各组细胞

的凋亡率
,

用
一

技术检测各组细胞目的基因
一 。及其靶基因血管内皮生长因子

、

葡

萄糖转运体
、

多药耐药基因 的表达变化
。

结果 组细胞在培养
、 、 、

时的活细胞数分别为 士 、 士 以
、 士 、

一 土 ,

而 组分别

为 士 、 士 、 士 、 土 和 组的细胞增殖受到抑制
,

组与 及 组
、

组与 及 组间的活细胞数分别比较
,

差异均有统计学意义 尸
。

各

组细胞的凋亡率分别是
,

组 士 、

组 上 、

组 一 士 、

组 土 、

组 上 、

组 士 组与 及 组
、

组与 及 组间分别比较
,

差异均有统计学意义
。

各组细胞的侵袭能力由高到低依次

为
、 、 、 、 、

组
,

分别为 土 、 士 、 士 、 土 、 士 、

士 组与 及 组
、

组与 及 组间分别比较
,

差异均有统计学意义
。

组细胞
一 。 、 、 、

的相对表达量分别为 士 、 士 、

士 、 土 ,

而 组分别为 士 、 、 土 、 土 组与

及 组
、

组与 及 组间分别比较
, 一 、 、 、

的相对表达量均有降

低
,

差异均有统计学意义 尸
。

结论
一

可能主要通过其下游的靶基因对宫颈癌细胞的

恶性生物学行为产生影响
,

包括抗凋亡
、

促增殖
、

增加血液供应和能量供应
、

耐药等
,

且体外抑制

的表达对宫颈癌细胞有抑制作用
。
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实体肿瘤在发展过程中
,

因瘤体增大血液供应

不足而产生缺氧
,

缺氧又能通过一个关键的转录因

子—低氧诱导
因子

,

使肿瘤的血管增生
、

转移
、

耐药等恶性行为更为明
显川

。 一

在恶性肿瘤发生发展中所发挥的作

用主要与其调节的下游基因有关
,

这些下游基因包

括血管内皮生长 因子
、

葡萄糖转运体
一

、

多药耐药基因
、

促红细胞生成

素
、

整合素
、 一

钙勃蛋白等基因〔
’〕,

这些基因表达上

调后共同参与恶性肿瘤的演进
。

近年宫颈癌的发病

率呈反弹上升趋势
,

对晚期宫颈癌的治疗也无明显

突破
,

因此
,

寻求敏感特异性高的诊断指标和有效的

干预靶点是临床科研人员研究的焦点
。

本研究探讨
一

‘。在体外对宫颈癌细胞生物学行汐的影响
,

并

探讨其中可能存在的分子机制
。

材料与方法

一
、

细胞培养与转染

人宫颈癌细胞株 购 自美国典型培养物

保藏中心
,

在武汉大学中国典型培养物保

藏中心保存
。

细胞用含有 胎牛血清的

完全培养基培养
,

常氧培养条件为 ℃
、

、

相对湿度
。

缺氧处理条件是在常氧培养

条件基础上用化学缺氧诱导剂 加人相同的培

养液中
,

浓度为 卜
,

用于模拟肿瘤内部的

缺氧微环境
。 一

表达质粒的构建
,

利用
。 两条引物

’一

一 ‘

和
’一

‘ ,

经 反应合成 大小 的
,

该

编码
一 。 的

’

末端 一 位核昔酸
,

编号为 印
。

先克隆人质粒

,

再由 和 限制性内切酶反向

克隆人质粒
。

提取质粒
,

测序法鉴定重组

质粒
一 。

按照脂质体

购自美国 公司 转染说明将重组质粒
一

和 阴性对照空质粒

转染 细胞
,

氨基糖昔类抗生素 选择培养

基中筛选
,

周后获得抗性克隆
,

利用有限稀释法分

选单克隆细胞逐步扩增至常规培养传代
。

将未转染

任何质粒
、

转染阴性对照空质粒以及转染重组质粒
一

的 细胞按常氧和缺氧两种

培养方式分别培养
,

并命名为常氧未转染对照

组
、

常氧空质粒转染对照 组
、

常氧转染重组质

粒 组
、

缺氧未转染对照 组
、

缺氧空质粒转

染对照 组
、

缺氧转染重组质粒 组
。

二
、

四 甲基 偶 氮 哇 蓝 法 检 测 细胞 的增 殖

状态

于 孔板分别接种 种细胞 个
,

每组

设 个复孔
,

另设含空培养液的培养基作为空白对

照
,

经
、 、 、

后加入 留 四甲基偶氮

哇蓝 林
,

继续培养
,

加二甲基亚矾

闪
,

振荡 后
,

用空 白对照调零
,

并于酶标仪

处读取吸光度 值
,

以此间接代表每组细

胞的增殖状态 活细胞数
,

实验重复 次
。

三
、

流式细胞仪检测细胞的凋亡情况

膜联蛋白 碘化丙咤 凋亡试剂

盒购 自美国 公司
。

各组细胞处于指数生

长期时收获细胞
,

加人 林 和 林
,

置

于 ℃避光孵育
,

流式细胞仪上检测并用

软件分析计算各组细胞的凋亡率
。

四
、

细胞侵袭实验

采用改良的 侵袭小室方法检测各组
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细胞的侵袭能力
。
气 小室购自美国 公

司
,

上
、

下室之间经聚碳酸醋膜 孔径 林
,

直径
协 ,

购自美国 公司 隔开
,

朝上室方向的上膜面 光滑面 铺 林岁闪人工重

组基底膜 含 型胶原和层粘连蛋白等成

分
,

购自美国 公司
,

参照文

献 「 〕进行操作后用棉签擦掉上膜面的 及

未穿过膜的细胞
,

染色
、

优凯特胶封片于 倍显

微镜下观察
,

每膜计数上
、

中
、

下
、

左
、

右 个不同视

野的背面透过的细胞数作为侵袭细胞数
,

计算平均

值
,

每组细胞重复 孔
,

后取平均数
,

计算侵袭率
,

计

算方法为侵袭细胞数 细胞总数
,

以此代表

每组细胞的侵袭能力
。

五
、 一

技术检测各组细胞
一 。 、 、

、

的表达

提取试剂盒购 自美国 公司
,

逆转

录和扩增试剂盒购 自美国 公司
,

实验步骤

严格按照试剂盒说明进行
,

所有引物由上海生工生

物工程技术服务有限公司合成
。

引物序列
一

的引物同上述 内参照 肌动蛋白
一

正义

链
’一 一 ’ ,

反 义 链
‘

一 ‘ ,

扩增片段长

正义链
’一 一 ’ ,

反义链
’一

件
一 ’ ,

扩增片

段长 正 义链
’一

一 ‘ ,

反义链
’一

竹
一 ‘ ,

扩增片段长
,

正义链
’

一 ’ ,

反 义 链 夕
一

一 ‘ ,

扩增片段长
。

产物凝胶电泳后以 凝胶成像分析

系统扫描分析
,

测定各电泳条带的 值
,

各目的基

因 产物与
一

的 值的比值作为 目的基因

的相对表达量
。

六
、

统计学方法

采用 软件进行统计分析
,

实验结果

以 无 士 、表示
,

多组间均数的比较用单因素方差分

析
,

计数资料的比较采用
“
检验

。

统计学意义 组与 组间比较
,

差异

无统计学意义 尸
。

见表
。

表 各组细胞培养不同时间的增殖状态 无士 ￡

组别

组 上 土 士 士

组 士 士
,

士 土

组 士 士 士 土

组 士 土 士 士

组 土 士 士 上

组 士 士 士 士

结 果

一
、

各组细胞的增殖状态结果

组与 组
、

组与 组间的活细胞数分

别比较
,

差异均无统计学意义 尸 和

组的细胞增殖受到抑制
,

组与 及 组
、

组与 及 组间的活细胞数分别比较
,

差异均有

二
、

各组细胞的凋亡情况

各组细胞的细胞凋亡率分别是
,

组
士 、

组 士 、

组
土 、

组 士 、

组
土 、

组 土 组与

及 组
、

组与 及 组间分别比较
,

差异均

有统计学意义 尸 组与 组间比较
,

差

异有统计学意义 尸
。

三
、

各组细胞的侵袭能力结果

各组细胞的侵袭能力由高到低依次为
、 、

、 、 、

组
,

分别为 士 、 土 、

土 、 士 、 士 、 土

组与 组间分别比较
,

差别无统计学意义 尸

而 组与 及 组
、

组与 及

组间分别比较
,

差异均有统计学意义 尸
。

四
、

各组 细胞
一 、 、 、

的表达
、 、 、 、

与 组间
一

的相对表达量分别比较
,

差异均无统计学意义 尸

组与 及 组
、

组与 及 组

间分别比较
, 一

的相对表达量有降低
,

差异均有统计学意义 尸
。

见表
。

组与
、

组
、

组与
、

组分别比

较
, 、 、

的相对表达量均显

著降低
,

差异均有统计学意义 尸 组与

组比较
, 、 、

的相对表

达量升高
,

差异均有统计学意义
。

组

与 组
、

组与 组间分别比较
、 、

的相对表达量
,

差异均无统计学意义
。

见表
。

组 与 及 组 比较
, 一 、 、

、

的相对表达量下降
,

差异均有

统计学意义 尸
。

见表
。



表 各组细胞
一 、 、 、

的表达 无土

组别
一 “

组

组

组

组

组

组

土

士

士

士

士

士

士

士

土

士

土 《为

士

士

土

土

士

土

土

士

土

士

士

土

土

讨 论

一

是
一

的调节亚基和活性亚基
,

其竣

基端有两个相对独立的反式激活域
, ,

分别为 端 和 端
,

二者 之 间存 在一 个抑 制结构域

叮
, ,

抑制常氧下
一

的转

录激活
。

诱导辅激活蛋 白进人细胞核
,

与
一 。下游基因的缺氧反应元件 ”

,

上的 结合位点结合
,

共同形成

转录起始复合物
,

启动下游基因的转录
,

引起细胞

对缺氧的一系列适应性反应
,

如血管形成
、

能量供应

等
。

在肿瘤形成过程中一个关键的步骤是对缺氧的

自身调节和适应
,

实体肿瘤普遍存在的缺氧微环境

是其对放化疗和免疫治疗产生耐受性的原因之一
。

在影响宫颈癌发生
、

发展的多种因素中
,

宫颈

癌细胞内部缺氧问题越来越受到重视
,

虽然
一 。

与宫颈癌的临床病理特征的相关性存在许多争议
,

但是一般认为其可以作为宫颈癌组织缺氧的固有生

物学标记物 ’
,

因此
, 一

可成为、个新的宫颈

癌癌前病情监测指标和干预靶点
。

本研究在体外细胞水平探索
一 。参与宫颈

癌细胞的生物学行为如增殖
、

凋亡
、

侵袭等过程
,

并

选用
一

的下游靶基因
、 、

作

为观察指标去分析细胞内
一

表达改变时它们

的表达变化
,

从分子水平上研究
一

作用于宫颈

癌细胞的具体机制
。 、 、

从分子

机制上都直接代表着恶性肿瘤的生物学行为
,

如

的表达 与宫 颈癌 的新生 血管密切 相关

是机体糖酵解能量代谢的主要介质 而晚期

宫颈癌的化疗耐药与 密切相关
’ 。

化

学诱导缺氧后一般表现在翻译后水平而非转录水平

上调
一

的表达
,

机制在于诱导缺氧后
一 。

蛋白的稳定性增高
、

降解受到抑制
。

本研究表

明
,

宫颈癌细胞化学诱导缺氧后
,

在基 因水平上
一

的表达并无明显增加
,

但其转录的下游基因

、 、

的基因表达明显升高
,

而且缺

氧组较常氧组细胞增殖
、

侵袭能力增强而凋亡率下

降
,

这提示
一

在 作用下其蛋白表达增加

从而诱导下游基因表达
,

并增强了细胞的恶性生物

学行为能力
。

同时
,

用反义核酸技术成功下调

表达后
, 一

结果表明
,

转染的
、

组分

别与对应的对照组
、

组和
、

组 比较
,

一

的基因表达降低
,

且出现与化学诱导缺氧相

反的效应
,

即下游基因表达下调
,

细胞的增殖
、

侵袭

能力受抑制而凋亡率上升
。

这提示
一

可能通

过其调节的靶基因而影响宫颈癌的恶性行为
,

且抑

制
一

表达有干预这些行为的作用
。

在缺氧条件下
, 一

是重要的信号传导通

路
,

很多癌基因的激活和抑癌基因的失活与之相

关〔
’〕,

研究表明
,

不管是用分子生物学方法还是用

化学药物去干扰
一

的表达在体内外都可以对
恶性肿瘤取得较好的疗效〔

‘ 〕。 而本研究体外抑制
一

表达可以通过多条途径影响宫颈癌细胞的

生物学行为
,

这为宫颈癌的治疗提供了新思路
。
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	http://BioDeNoVo.US百解清®国际健康连锁加盟集团提供
http://OncoTherapy.US
http://GeneLife.Net
	结论:  HIF-1α(低氧诱导因子)可能主要通过其下游的靶基因对宫颈癌细胞的 恶性生物学行为产生影响, 包括抗凋亡、促增殖、增加血液供应和能量供应、耐药等, 且体外抑制HIF-1α的表达对宫颈癌细胞有抑制作用。
	低氧诱导因子：  实体肿瘤在发展过程中, 因瘤体增大血液供应不足而产生缺氧, 缺氧又能通过一个关键的转录因子——低氧诱导因子(Hypoxia Inducible Factor, HIF), 使肿瘤的血管增生、转移、耐药等恶性行为更为明显。
	在缺氧条件下, HIF-1α是重要的信号传导通路, 很多癌基因的激活和抑癌基因的失活与之相关, 研究表明, 不管是用分子生物学方法还是用化学药物去干扰HIF-1α的表达在体内外都可以对恶性肿瘤取得较好的疗效。而本研究体外抑制HIF-1α表达可以通过多条途径影响宫颈癌细胞的生物学行为, 这为宫颈癌的治疗提供了新思路。

