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［摘要］! 目的：研究不同程度的 ’(’)" 化学缺氧条件下 *+,-# 细胞的生长情况及对氟尿嘧啶
（ 0)1(2(12345)，67）的敏感性，以及缺氧诱导因子 8&!（ 9:;(<53 5=>145?)@ 034A(2 & 3);93，BC68&!）和诱导型血红
素氧化酶（ 9@D@ (<:E@=3F@ 8&，BG8&）基因在缺氧条件下的表达，以探讨缺氧条件下导致肿瘤细胞耐药的
机制。方法：采用四甲基偶氮唑蓝（D@A9:) A953H():) A@A23H()51D，IJJ）法测定不同 ’(’)"浓度下 *+,-# 细胞
的生长情况及化疗药物 67 对 *+,-# 细胞的生长抑制作用；采用逆转录聚合酶链反应检测 01234! 和
0534 DKLM 在缺氧条件下的表达。结果：IJJ 结果显示，随着 ’(’)"浓度增加，*+,-# 细胞的增殖速度
减慢，67 对 *+,-# 的杀伤作用降低。KJ8N’K 结果显示，’(’)"化学缺氧处理使 01234! 和 0534 DKLM
表达上调，并呈较好的剂量和时间依赖性关系。结论：’(’)"诱导的体外缺氧可以减缓 *+,-# 细胞的生
长速度，并降低 *+,-# 细胞对 67 的敏感性，其机制可能与 01234! 及 0534 的表达上调有关。
［关键词］! 缺氧；! 二氯化钴；! *+,-# 细胞；! 缺氧诱导因子 8&!；! 血红蛋白氧化酶 8&；! 化疗
耐药性
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& & 自 !" 世纪 ’" 年代 ()*+,-./*.［%］发现肿瘤缺
氧现象至今，随着缺氧检测技术的不断发展和完

善，越来越多的证据表明缺氧普遍存在于人类肿

瘤中。缺氧作为恶性实体瘤的特征之一，不仅改

变了肿瘤细胞的生物学特性，导致肿瘤细胞的遗

传不稳定性及恶性选择，而且也是肿瘤对放、化疗

产生抗性的主要原因之一。但是缺氧引起肿瘤细

胞耐药性的机制并不十分清楚。缺氧诱导因子 0
%!（1230%!）是缺氧条件下广泛存在于哺乳动物
及人体的一种转录因子［!］。许多研究表明，!"#$%!
在动物及人体许多肿瘤组织中大量表达，它除了

在肿瘤细胞耐受缺氧方面起重要作用外，也能调

节肿瘤细胞的凋亡及降低缺氧肿瘤细胞对化疗药

物的敏感性［$］。本研究采用 4*4,!处理 5678" 细
胞模拟结肠癌在体内的缺氧环境，观察缺氧条件

下 5678" 细胞的生长情况及对氟尿嘧啶（ 9,:* 0
;*:;<=.，3>）的敏感性，并进一步检测 !"#$%! 及
其调控的基因 !&$% 在缺氧条件下的表达，以探讨
缺氧导致肿瘤细胞耐药的可能机制。

! " 材料与方法

% ? % & 主要试剂和仪器 & & 主要采用 4*4,!（上海

生物工程技术服务有限公司），@AB20%#7" 培养基
（ C-D=* 产品），新生小牛血清（中南大学湘雅医学
院细胞中心产品），B((，二甲亚（ E-+FG)H, /:,9* 0
I-JF，EB5K）（ 5-L+< 公司），3>（上海旭东海普药
业有限公司），(;-M*,（美国 C2N4K 公司），(<OEPQ
聚合酶，QBR 逆转录酶（ (<S<;< 公司）（宝生物公
司），4K!培养箱（美国 ()F;+* 3*;+< 5F;-F/ 22 6<GF;
T<=SFGFJ 4K! 2.=:D<G*;），A4@ 引物由上海博亚生物
公司合成，高速冷冻离心机（国产 CU!"Q），电泳
仪（国产 EVV0222W N）及 A4@ 仪（英国 1VNQ2E）。
% ? ! & 细胞培养 & & 结肠癌细胞株 5678" 购自中
南大学湘雅医学院细胞中心。 5678" 细胞用含
%"X新生小牛血清的 @AB2 %#7" 培养基，置$W Y，
’X 4K!混合气体的孵育箱中培养。

% ? $ & 5678" 细胞生长曲线的测定 & & 收集细胞
制成悬液，加入 Z# 孔培养板中（ 每孔细胞数约
’ """ 个），移入 4K!孵育箱培养8 )贴壁，用含不同
浓度 的 4*4,!（ "，’"，%""，%’"，!"" "+*, [ U）
%#7" 培养液培养各组细胞，其中 " "+*, [ U 4*4,!
为对照组，另设空白组（无细胞）。每组复孔 # 个，
在 $W Y ’X 4K!培养箱中培养 % \ # J。吸去培养
液，每孔加入 B(( 溶液（’ L [ U）!" "U，$W Y反应 7

)，吸去孔内培养基，再加入 EB5K %8" "U，充分溶
解后在酶标仪 ’W" .+ 下测吸光度 KE 值，再以 KE
值作图。

% ? 7 & 肿瘤细胞生长抑制率的测定 & & 采用 B((
法检测 3>（ ’" +L [ U）对 5678" 细胞生长的抑制
作用。收集细胞制成悬液，加入 Z# 孔培养板中（
每孔细胞数约 ’ ] %"7），移入 4K!孵育箱培养 8 )
贴壁，然后用不同浓度的 4*4,!（ "，%""，!"" "+*, [
U）处理各组细胞，每个浓度设 # 个复孔，并设对
照孔（ 未加药物）和空白孔（ 无细胞），培养 !7 )
后加入 3>（ ’" +L [ U），继续培养 78 )，每孔加入
B(( 溶液（’ L [ U）!" "U，$W Y反应 7 )，吸去孔内
培养基，再加入 EB5K %8" "U，充分溶解后在酶标
仪 ’W" .+ 下测吸光度（ Q）值，按下列公式计算
细胞生长抑制率。

肿瘤抑制率（X） ［̂ % _（实验组平均 Q _ 空白组

平均 Q）[（对照组平均 Q _ 空白组平均 Q）］] %""X 。

% ? ’ & @(0A4@ 检测 !"#$% 和 !&$% +@PQ 的表达
& & 5678" 细胞按 % ] %"#个 [ 瓶接种于 %"" +U
培养瓶中，孵育 !7 ) 待细胞贴壁后加 4*4,!。4*4,!
按 "，’"，%""，%’"，!"" "+*, [ U 浓度梯度分别处
理 8 )，随后在 4*4,! !"" "+*, [ U 浓度的基础上，
选取 "，! ，7，8 和 !7 ) 时间点进行观测。在指定
的时间收集细胞用 (;-M*, 提取总 @PQ 。并用 EPQ
酶 2 消化除去总 @PQ 中的痕量 EPQ，% ? "X琼脂糖
凝胶电 泳 检 测 总 @PQ，紫 外 分 光 光 度 计 测 量
’!#" .+ [ !8" .+比值。用 QBR 逆转录酶合成第一链，用
% "U 的逆转录产物作为模板进行 A4@。1230%! 引
物 序 列：’ ‘0C(4CCQ4QC44(4Q44QQQ4QCQC40$ ‘
和 ’ ‘0C((QQ4((CQ(44QQQC4(4(CQC0$ ‘，扩增片
段为 78W Da ，退火温度为 ’’ Y（!W 个循环）；1K0
% 引物序列：’ ‘04QCC4QCQCQQ(C4(CQC((40$ ‘和
’ ‘0CQ(C((CQC4QCCQQ4C4QC(0$ ‘，扩 增 片 段 为
’’" Da，退火温度为 #" Y（ !W 个循环）。选取

#0<=G-.为内对照，引物如 下：’ ‘044(4C44(((C40
4CQ(440$ ‘ 和 ’ ‘0 CCQ(4((4Q(CQCC(QC(4QC(40
$ ‘，扩增片段为 #!# Da，退火温度为 #" Y（ $" 个
循环）。

# " 结 " " 果

! ? % & 缺氧条件下 5678" 细胞的生长情况 & & 用
4*4,!模拟实体肿瘤在体内的缺氧环境，采用 B((
测定 5678" 细胞的生长情况，发现对照组细胞生
长曲线呈现比较明显的“ 5”形，% \ $ J 为滞留期，

#7$
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+ , ’ - 迅速进入对数增长期，’ - 以后进入平台
期；经过 !"!#$不同浓度处理后，各组细胞生长曲
线大致亦呈“ %”形，但是对数增长期提前，对数期
短，生长速度减慢，进入平台期较早及曲线低平

（图 .）。
$ / $ * 01 对缺氧 %&’() 细胞的抑制作用 * * 采用

233 法检测 01 对 .))，$)) !4"# 5 6 !"!#$处理后
的 %&’() 细胞生长的抑制作用，结果发现，.))

!4"# 5 6 和 $)) !4"# 5 6 !"!#$处理 %&’() 细胞后，
01 对 细 胞 的 生 长 抑 制 率 分 别 为（ 7$ / )$88 9
7/ $(((）:，（ ’+ / +$+; 9 < / (;;<）:，明显低于未
经 !"!#$处理的对照组（图 $）。

图 !" 不同 !"!#$浓度下 %&’() 的生长曲线

!"#$ . =>"?@A BC>DEF "G %&’() BE##F BC#@C>E HI 4E-HC4 B"I@JHIHIK -HGGE>EI@

B"IBEI@>J@H"I "G !"!#$

图 #" 01 对缺氧 %&’() 细胞的生长抑制率* . 组：对照组；$ 组：.))

!4"# 5 6 !"!#$处理组；+ 组：$)) !4"# 5 6 !"!#$处理组；与对照组

比较，! ! L )/ )).（" M <）；与 .)) !4"# 5 6 !"!#$处理组比较，

N ! L )/ )7（" M <）

!"#$ # =>"?@A HIAHOH@H"I >J@H" "G 01 @" %&’() BE##F * =>"CP .：B"I@>"#

K>"CP；=>"CP $：BC#@HDJ@E HI 4E-HC4 B"I@JHIHIK .)) !4"# 5 6 !"!#$；

=>"CP +：BC#@HDJ@E HI 4E-HC4 B"I@JHIHIK $)) !4"# 5 6 !"!#$；!! ! L

)/ ).（" M <）DF =>"CP .；N ! L )/ )7（" M <）DF =>"CP $

图 $" 不同浓度的 !"!#$处理后 %&’() 细胞 ( A 后检测 #$%&’! 和

#(&’ 4QRS的表达* S：#$%&’! 4QRS；T：#(&’ 4QRS

!"#$ $ #$%&’! JI- #(&’ 4QRS #EDE#F "G %&’() BE##F BC#@HDJ@E- HI @AE

4E-HC4 B"I@JHIHIK -HGGE>EI@ B"IBEI@>J@H"I "G !"!#$ G"> ( A *

S：#$%&’! 4QRS；T：#(&’ 4QRS

图 % " $)) !4"# 5 6 !"!#$ 处理后 #$%&’! 和 #(&’ 4QRS 的表达 *

S：#$%&’! 4QRS；T ：#(&’ 4QRS

!"#$ % #$%&’! JI- #(&’ 4QRS #EDE#F "G %&’() BE##F BC#@HDJ@E- HI @AE

4E-HC4 B"I@JHIHIK $)) !4"# 5 6 !"!#$ G"> -HGGE>EI@ @H4E *

S：#$%&’! 4QRS；T ：#(&’ 4QRS

;’+



中南大学学报（医学版），!""#，$%（$）&

! ’ $ & ()(*! 缺氧处理后 !"#$% 和 !&$% +,-. 的
表达 & & ,/01(, 结果显示，未经 ()(*!处理的细
胞中 !"#$%! +,-. 和 !&$% +,-. 水平很低，随着
()(*!浓度增高，!"#$%! +,-. 和 !&$% +,-. 水平
表达逐渐增加（图 $）。在 !"" !+)* 2 3 ()(*!的作
用下，随着 ()(*!作用时间的延长，!"#$%! 和 !&$%
+,-. 的表达量亦有不同程度的上调（图 4）。
()(*!与 !"#$%! 和 !&$% +,-. 表达间表现出较好
的剂量和时间依赖性关系。

! " 讨 " " 论

结肠癌发生发展时，随着实体瘤的增大，肿瘤

内部不能得到足够的血液供应，导致局部处于缺

血缺氧状态，使肿瘤组织内局部氧分压改变。肿

瘤细胞存在着对缺血缺氧的自身调节和适应，其

机制主要通过提高葡萄糖转运、糖酵解（567897:
效应）及肿瘤血管形成，另外，细胞周期由增殖旺

盛的 ; 期向 <% 2 <"期转换。本实验中，用 ()(*!处
理 ;54=" 细胞模拟肿瘤体内缺氧模型，采用 >//
法测定 ;54=" 细胞的生长曲线，结果表明随着
()(*!浓度增加，;54=" 细胞的增殖速度减慢。同
时，在不同的 ()(*!浓度下观察 ?@ 对 ;54=" 细胞
的杀伤作用，发现经过 %"" !+)* 2 3 和 !"" !+)* 2 3
()(*!处理后的 ;54=" 细胞对 ?@ 的敏感性下降，
说明缺氧增加了肿瘤细胞的耐药性。

回顾既往研究，缺氧引起肿瘤对放、化疗产生

抗性可能的机制有：（ %）缺氧肿瘤细胞生长缓慢
或处于 <"期的细胞；（!）缺氧细胞由于远离血管，
导致获得的药物浓度降低；（ $）肿瘤内缺氧区域
细胞内外形成一个相对“外酸内碱”的 AB 梯度，
抑制了弱碱类化合物在胞内的聚集；（ 4）缺氧环
境通过诱导基因点突变、缺失、C-. 链断裂和增加
基因组的不稳定性等机制使一些原癌基因激活或

抑癌基因失活，如抑癌基因 ’() 缺失、凋亡抑制蛋
白 DE* 0! 过表达，使肿瘤细胞凋亡减少，从而对抗
癌药物产生耐药性［4，F］；（ F）经缺氧诱导表达的一
系列蛋白或酶类能影响药物抗癌活性的发挥，如

C/0硫辛酰胺脱氢酶，葡萄糖调节蛋白的增加则分
别会导致肿瘤对顺铂和多柔比星的抗性［#，G］，缺氧

诱导的多耐药基因 %（ +9*HIA*J K79: 07JLILH6MEJ %，
*+,%）的编码产物 10糖蛋白是一种能量依赖性药
物排出的跨膜蛋白，它一旦与抗肿瘤药物相结合，

就会将药物从细胞内泵出细胞，降低胞浆内药物

的浓度从而产生耐药。

除此之外，缺氧诱导表达的 BN?0%" 在缺氧肿
瘤细胞的耐药中发挥了重要作用。1I7JH 等［=］研究
发现缺氧或氯化钴可以诱导 BN?0%" 的表达，进而
抑制叔丁基过氧化氢或去血清引起的肝癌细胞的

凋亡。<O6P67 等［Q］发现前列腺癌细胞处于短期缺
氧时，BN?0%" 表达显著升高且对凋亡促进剂佛波
酯的敏感显著降低。本研究发现，受 BN?0%" 调控
的基因 !&$% 在缺氧的肿瘤细胞表达也上调。
BR0% 是一个分子量 $! SC 的热休克蛋白，具有抗
细胞凋亡作用［%"］。!&$% 在多种肿瘤细胞中过量
表达被认为是肿瘤细胞适应较恶劣生长条件和放

化疗抗性产生的主要原因之一。DJ78J76H 等［%%］通
过小 ,-. 干扰技术抑制 !&$% 基因表达，证明可
以增加胰腺癌细胞对放化疗的敏感性。BR0% 和
A!% 表达上调可以显著地降低乳头状甲状腺癌对
凋亡刺激的敏感性，及增加胃癌细胞的抗凋亡能

力［%!，%$］。BR0% 表达水平可以用于评价舌鳞状细
胞癌向颈部淋巴结转移的能力［%4］。!&$% 基因启
动子多态性与男性吸烟者肺腺癌，及口腔鳞状细

胞癌的发生相关，其中长（ </）M 重复片段可以增
加癌症发生的危险性，短（ </）M 重复片段则对肿
瘤细胞有保护作用［%F，%#］。根据本研究结果，作者

认为缺氧环境中，BR0% 表达上调可能增加 ;54="
细胞的抗凋亡能力，从而对化疗药物产生抗性。

可以进一步采用反义寡核苷酸技术干扰缺氧时

BR0% 的表达，观察 ?@ 处理后 ;54=" 细胞的凋亡
情况，有助于探讨 BR0% 在缺氧诱导肿瘤细胞耐药
中的作用。
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