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Abstract :Objective　 To study the effect of hypoxia2inducible factor21alpha ( HIF21α) on hepatic cancer

cell line Hep G2 growth in vivo and it s mechanisms. Methods　Hep G2 cells (1 (106 / mouse) were inoculated

subcutaneously into 20 nude mice. The weight s of subcutaneous tumor were detected. The resected speci2
mens were made into paraffin2embedded sections. The expressions of HIF21α and vascular endothelial

growth factor (V EGF) proteins were analyzed by Western blot and Immohistochemist ry ( ISH) . Results　

The growth rates of HIF21αt reating hepatic cancer cells Hep G2 were significantly increased. Conclusion　

The HIF21αcould promote hepatic cancer cell line Hep G2 growth in vivo and it s mechanism may be due to

the fact that it can promote vascular growth.
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摘　要 :目的　研究缺氧诱导因子 - 1α( HIF - 1α)对人肝癌细胞株 Hep G2体内生长的影响 ,并探讨其可

能机制。方法　将 HIF - 1α转入人肝癌细胞 Hep G2中 ,建立人肝癌裸鼠模型 ,观察其生长。切除瘤灶、

称瘤重。标本用免疫组化和 western2blot检测 HIF21α和血管内皮生长因子 (V EGF)蛋白的表达。结果

Hep G2细胞对 HIF21α敏感 ,细胞生长速度加快。结论　HIF21α体内可促进肝癌 Hep G2的生长 ,其机制

可能与其促血管生成有关。
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0　引言

新生血管的生成、糖酵解是肿瘤恶性程度的体

现 ,也是肿瘤发展、转移所必需的。缺氧激活的

H IF21通路在此过程中起着非常重要的作用。本研

究建立了一个裸鼠的皮下肝癌模型 ,采用外源性

H IF21α裸基因注射 ,以了解 HIF21α对肿瘤生长转

移的影响。

1　材料与方法

1 . 1 　质粒制备 　真核表达质粒 p CR 3 . 12FL A G2
H IF21α由美国哈佛大学的 Xiao Zhu 教授惠赠。质

粒经 Nde Ⅰ和 Bam H Ⅰ酶切鉴定。转化入 D H25α

由碱裂解法大量制备并溶解在0 . 9 %的生理盐水中

备用。

1 . 2 　细胞培养　Hep G2细胞购自武汉大学典型培

养物保藏中心 ,用含 10 %小牛血清 ( Gibco ) 的

DM EM ( Gibco)培养基 ,在 5 %CO2 37℃培养箱中培

养。当细胞密度达到 70 %～80 %时 ,胰蛋酶消化收

集计数。

1 . 3 　肿瘤模型 　取 20 只一月龄雄性 Balb/ c 裸鼠

(同济医学院动物中心提供) ,用 1mL 注射器抽取约

1 ×107个细胞共 100μL 注入其右上肢腋窝皮下 ,约

一周左右即见圆形小皮丘。待肿瘤长至 2～3mm

(约 15天左右)时 ,将裸鼠分为实验组和对照组 ,实

验组将 H IF21α质粒均匀注入肿瘤实质内 ,每次为

200μg共 50μL ,三天后再重复注射。对照组注入

0 . 9 %的等体积生理盐水。每次注射前用游标卡尺

测量肿瘤大小。待最大的肿瘤表面出现皮肤溃疡时

处死并取出肿瘤 ,标本分装后分别置入液氮冻存或

福尔马林固定石蜡包埋。

1 . 4　免疫组化　取实验组、对照组和转移肿瘤石蜡

包埋组织分别进行连续切片 ,检测 HIF21α、V EGF

和 FL A G的表达。采用 SABC法 (北京中山公司)
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根据操作说明进行。切片常规 3 % H2 O2封闭 ,在柠

檬酸缓冲液中进行微波抗原修复 ,沸腾 15分钟。一

抗工作浓度 mAb2H IF21α为 1∶500 (Novus公司) ,

mAb2V EGF为 1∶100 (购自北京中山公司) , mAb2
FL A G为 1∶800 ( Sigma 公司) 。一抗在不同的湿盒

中 4℃孵育过夜 ,二抗在 37 ℃孵育 15 分钟。DAB

显色 ,苏木素复染 ,脱水透明封片。

1 . 5　Western Blot 　提取蛋白时 ,都在冰上操作。

提取细胞蛋白时先用冷的 PBS洗 3 遍 ,然后在培养

瓶内加入细胞裂解液 ,放置 20 分钟 ;肿瘤组织则在

细胞裂解液存在下进行匀浆。4 ℃离心12 000g ×3

分钟 ,取上清液作蛋白电泳。在7 . 5 % SDS2PA GE

中蛋白分离后 ,电转移至硝酸纤维素膜 ,在约 70kd

处将硝酸纤维素膜横断 ,分别分析 HIF21α和

V EGF蛋白。一抗稀释 HIF21α为 1∶1 000 ,V EGF

为 1∶100 ,用 5 %脱脂奶粉2TBST 封闭 ,洗膜采用

TBST10分钟×3次 ,二抗采用辣根过氧化物酶 (北

京中山公司)标记的单抗小鼠抗体 1∶10 000室温孵

育 3 小时 ,按操作说明用化学发光法 ECL 显影

( Pierce公司) 。

1 . 6　统计学方法　免疫组化结果采用 HPIAS2100

彩色图像分析系统进行分析 , 表达强度用平均吸光

度 ( �x ±s)表示。在统计学处理方法上 ,两组间比较

采用配对资料 t检验 ,检验两组资料的相关性采用

相关分析方法。P < 0 . 05为有统计学显著差异。

2　结果

2 . 1　H IF21α裸基因注射促进了肿瘤的生长　注射

Hep G2细胞后 ,所有动物 (100 %)均于 7天左右有肉

眼可见的皮下小结节 ,约 15 天左右长成 2～3mm3

大小的肿瘤。注入裸基因 H IF21α后 ,实验组较对

照组生长显著加快 ( P < 0 . 05) ,图略 ; 免疫组化显示

实验组 HIF21α和 V EGF 的表达明显强于对照组

( P < 0 . 05) ,见图 1～4。

2 . 2　H IF21α裸基因注射可能导致肿瘤的转移　实

验组一只裸鼠在两次质粒注射后在臀部皮下出现一

肿瘤结节。H E染色病理学证实与来源于 Hep G2的

原发肿瘤一致 ,为一转移灶 ,未见其他脏器的转移。

用抗细菌鞭毛蛋白 FL A G的单克隆抗体进行免疫

组化显色 ,质粒注射的实验组可见 FL A G的表达 ,

有意思的是 ,未予任何处理的转移灶 FL A G抗原也

为阳性。

2 . 3　H IF21α的表达与 V EGF呈相关性　Western

Blot 结果提示 ,蛋白电泳后比较分析 Hep G2细胞在

对照组、实验组和转移灶 HIF21α和 V EGF的表达

发现 ,在正常氧分压时 Hep G2 细胞 HIF21α和

V EGF表达为阴性。在肿瘤组织中 ,对照组、实验组

和转移灶表达依次增强 ( P < 0 . 05) ,而且 H IF21α与

V EGF表达明显相关 ( r = 0 . 912) ,见图 5。

图 5　HIF21和 VEGF的表达

3　讨论

H IF21是由 H IF21α和 HIF21β组成的异物二

聚体 ,能和多种蛋白质结合而共同发挥作用[ 1 ]。

HIF21α是一种缺氧依赖性的蛋白质 ,为胚胎发育所

必需 ,其 mRNA在细胞内普遍存在 ,而蛋白质则不

稳定[ 2 ]。在正常氧分压时抑癌基因 V HL 的产物

pV HL 直接引导 H IF21α多聚泛素化从而被泛素依

赖的蛋白水解酶水解。缺氧时 HIF21α在细胞内很

快稳定下来 ,激活参与维持细胞、组织、机体氧平衡

的各种基因的转录 ,如糖酵解酶、EPO、V EGF及其

受体 Flt21、血红素氧化酶 1、转铁蛋白等[ 3 ,4 ]。

H IF21α普遍表达在多种实体肿瘤中 ,如胃癌、

结肠癌、前列腺癌、乳腺癌等 ,并可能与肿瘤的发生、

发展和转移相关[ 527 ]。本研究中我们通过注射裸基

因 HIF21α来主动增加来源于 Hep G2的肿瘤中的

HIF21α,发现 HIF21α能促进肿瘤的生长 ,并伴

V EGF 的表达增强 ,与以往的研究结果一致[ 8 ]。

Hep G2细胞中的 H IF21α与 V EGF蛋白用常规方法

不能检测出 ,而在 Hep G2形成的肿瘤结节中为阳性

表达 ,说明 HIF21α与 V EGF的表达是肿瘤缺氧的

结果 ,是对缺氧产生适应性保护的基础。增加 H IF2
1α的表达能主动激活 H IF21通路 ,增加血供和能量

代谢促进其生长。

肿瘤的转移是一多步骤、多基因参与的过程 ,机

制仍不清楚。一般认为 ,肿瘤的转移具有其特定的

分子基础 ,如 PD GF ,MMIP等。有人发现具有转移

能力的前列腺癌细胞株 H IF21α表达升高 ,以及

HIF21α细胞靠近血管的边缘等 ,提示 HIF21α可能

参与了肿瘤的转移[ 7 ]。但至今未能有确切的证据表

明 HIF21α与转移有关。我们以前的调查提示 ,在

肝癌组织中 HIF21α与 V EGF仅受肝癌组织结构特

点等情况的影响 ,与肝癌的血管侵润、肝内外转移无

关。

Hep G2是一株来源于肝母细胞瘤的细胞系 ,

Hep G2形成的肿瘤并不具有转移的特性。在本实验

中肿瘤行裸基因注射两次后发现 ,一只裸鼠出现了

一个来源于 Hep G2细胞的转移灶 ,而且该转移肿瘤
(下转第 363页)
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胞内 bax过表达能直接诱导卵巢癌细胞凋亡 ,且能

加强化疗敏感性[ 8 ] ,故本实验结果显示 bax基因表

达的增高可能是 TP T诱导卵巢癌顺铂耐药细胞凋

亡的分子机制之一。

半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶 (cysteinyl as2
partate specific p rotesae ,Caspase)的级联活化是细

胞凋亡程序的主要运行方式。其中 ,以反应链下游

的 Caspase23 (CPP32)较为重要。本实验结果显示 ,

在 TP T作用后 ,卵巢癌顺铂耐药细胞中 Caspase23

基因转录水平和 Caspase23 活性的 17 KD亚单位含

量均明显增加 ,提示 Caspase23 被激活 ,而活性测定

实验亦显示 Caspase活性随着药物浓度和暴露时间

的增加呈逐步增加趋势 ,进一步说明 TP T诱导卵巢

癌顺铂耐药细胞 COC1/ DDP凋亡可能是通过激活

特异性的 Caspase23依赖的信号途径。
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含有异种鞭毛蛋白 FLA G ,而 FL A G只能来自于外

来质粒的一个报告基因。由于例数太少、未见其他

脏器转移而且在后来的重复试验中未见此现象 ,因

此是偶然现象还是被转染了 HIF21α2FL A G质粒的

Hep G2获得了远处转移的能力还需作进一步的研

究。

本研究还发现 ,伴随 HIF21α的表达增强 ,

V EGF也明显增强。在我们原先的报告中 ,也发现

H IF21α与 V EGF 表达密切相关 ,说明在肿瘤中

H IF21α→V EGF是最经典的传导通路之一。

总之 ,在我们的研究中 ,肿瘤组织缺氧促进了细

胞内 H IF21α和 V EGF的表达 ;主动增加肿瘤中的

H IF21α促进了肿瘤的生长和可能转移 , HIF21 通路

是细胞在缺氧条件下生存和维持生长的基础。

(本文图 1～4见封 2)
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