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反义缺氧诱导因子１α对胰腺癌细胞 ＢｘＰＣ３
化疗敏感性的影响

常青，秦仁义，高军，冯延平，黄涛

（华中科技大学同济医学院附属同济医院 胆胰外科，湖北 武汉 ４３００３０）

　　摘要：目的　 观察反义缺氧诱导因子 －１α（ＨＩＦ１α）对胰腺癌细胞 ＢｘＰＣ３化疗敏感性的影响。
方法　实验分组：（１）缺氧条件下（０．５％ Ｏ２）体外培养 ４ｈ，未转染反义 ＨＩＦ１α质粒的 ＢｘＰＣ３细胞
设为缺氧对照组；（２）常氧条件下体外培养，未转染反义 ＨＩＦ１α质粒的 ＢｘＰＣ３细胞设为常氧对照
组；（３）缺氧条件下（０．５％ Ｏ２）体外培养 ４ｈ，稳定转染反义 ＨＩＦ１α质粒的 ＢｘＰＣ３细胞设为实验组。
采用逆转录聚合酶链反应 （ＲＴＰＣＲ）和免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测各组的 ＨＩＦ１α和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达情
况。流式细胞术和 ＭＴＴ比色法检测不同剂量的化疗药物（５－氟尿嘧啶、阿霉素、吉西他宾）对各组的
凋亡率和生长抑制率的影响。结果　实验组 ＨＩＦ１α和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达明显降低 （Ｐ＜０．０５），与对照
组相比，实验组的凋亡率、抑制率与剂量成正比，高剂量引起高抑制（Ｐ ＜０．０５）。结论　反义 ＨＩＦ
１α可能通过阻断 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达而增强胰腺癌对化疗的敏感性。据此可望通过阻断 ＨＩＦ１α的表达
为胰腺癌基因治疗提供一种新途径。
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　　缺氧诱导因子 －１α（ＨＩＦ１α）在胰腺癌中广泛

表达，对胰腺癌的血管生成、发生发展起着重要作

用［１］。已有实验表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ在胰腺癌中高表达，

且与化疗敏感性有关［２－３］。本研究旨在观察反义

ＨＩＦ１α对胰腺癌化疗敏感性的影响及其与 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

的关系。

１　材料和方法

１．１　材料

人胰腺癌细胞株 ＢｘＰＣ３购自中科院上海细胞

生化所。人 ｐＣＲ３．１ＦＬＡＧＨＩＦ１α质粒由哈佛大

学朱浩教授惠赠。ＨＩＦ１α兔抗人多克隆抗体购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公 司。ｓｕｒｖｉｖｉｎ兔 抗 人 多 克 隆 抗 体 购 自

Ｎｅｏｍａｒｋｅｒｓ公 司。 Ｄｏｓｐｅｒｌｉｐｏｓｏｍａｌ转 染 试 剂 购 自

Ｒｏｃｈｅ公司。过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ购自北

京中山生物技术有限公司。总 ＲＮＡ纯化试剂盒购

自 ＶＧｅｎｅ公司。ＭＭＬＶ逆转录酶、随机引物、Ｔａｑ

聚合酶、质粒提取试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。内切

酶（ＢａｍＨＩ，ＸｂａＩ）、Ｔ４连接酶及引物合成于大连

宝生物公司。凝胶回收试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司。

ＤＭＥＭ培养基和新生牛血清均购自 Ｇｉｂｃｏ公司。四

甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）及 Ｇ４１８

购自 Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　 质粒构建及转染 　 以人 ｐＣＲ３．１ＦＬＡＧ

ＨＩＦ１α质粒为模板，反义 ＨＩＦ１α引物上游为 ５′

ＧＴＣＧＴＧＴＣＴＡＧＡＡＡＣＴＴＣＴＧＧＡＴＧＣＴＧＧＴＧ３′，

下游为 ５′ＣＡＴＡＴＴＧＧＡＴＣＣＴＣＣＴＧＴＧＧＴＧＡＣＴＴＧ

ＴＣＣ３′。９５℃变性 ４５ｓ，５６℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸

４５ｓ；３５个循环，７２℃延伸 １０ｍｉｎ。扩增片段大小

为 ７２１ｂｐ。扩增片段经 ＢａｍＨＩ和 ＸｂａＩ双酶切后插

入到 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）的 ＢａｍＨＩ和 ＸｂａＩ位点，获得

重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－反义 ＨＩＦ１α。酶切鉴

定得到含反义 ＨＩＦ１α的质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）反义

ＨＩＦ１α，大量扩增及提取质粒。常规培养 ＢｘＰＣ３

细胞。基因转染按 Ｄｏｓｐｅｒｌｉｐｏｓｏｍａｌ转染试剂的使用

说明进行，６００ｍｇ／ＬＧ４１８筛选。

１．２．２　细胞处理及分组　缺氧条件下（０．５％

Ｏ２）体外培养 ４ｈ，未转染反义 ＨＩＦ１α质粒的 ＢｘＰＣ

３细胞设为缺氧对照组；常氧条件下体外培养，未

转染反义 ＨＩＦ１α质粒的 ＢｘＰＣ３细胞设为常氧对

照组；缺氧条件下（０．５％ Ｏ２）体外培养 ４ｈ，转染反

义 ＨＩＦ１α质粒的 ＢｘＰＣ３细胞设为实验组。

１．２．３　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ＨＩＦ

１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达　应用总 ＲＮＡ纯化试剂

盒提取 ＢｘＰＣ３细胞内的总 ＲＮＡ，ＲＮＡ样本经 ＲＴ反

应合成 ｃＤＮＡ第 １链，然后进行 ＰＣＲ扩增 （ＰＣＲ扩

增仪为美国 ＰＴ１００型）。ＲＴＰＣＲ扩增 ＨＩＦ１α引

物 上游为 ５′ＧＡＣＡＡＧＣＣＡＣＣＴＧＡＧＧＡＧＡＧ３′，

下游 为 ５′ＧＧＣ ＣＴＴ ＡＴＣ ＡＡＧ ＡＴＧ ＣＧＡ ＡＣ３′。

９５℃变性 ４５ｓ，５６℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 ４５ｓ；３５

个 循 环，７２℃ 延 伸 １０ｍｉｎ。 扩 增 片 段 大 小 为

３８３ｂｐ。ｓｕｒｖｉｖｉｎ引物 上游为 ５′ＣＣＣＣＡＴＡＧＡＧＡＡ

ＣＡＴＡＡＡ３′，下 游 为 ５′ＧＧＡ ＡＴＡ ＡＡＣＣＣＴＧＧＡ

ＡＧＴＧ３′。９５℃变性 ４５ｓ，５０℃退火 ４５ｓ，７２℃延

伸 ４５ｓ；３５个循环，７２℃延伸 １０ｍｉｎ。扩增片段大

小为 ２７３ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物 上游为 ５′ＧＴＧＣＧＴＧＡＣ

ＡＴＴＡＡＧ ＧＡＧ３′，下 游 为 ５′ＣＴＡ ＡＧＴＣＡＴＡＧＴ

ＣＣＧＣＣＴ３′。９５℃变性 ４５ｓ，５６℃退火 ４５ｓ，７２℃

延伸 ４５ｓ；３０个循环，７２℃延伸 １０ｍｉｎ。扩增片段

大小为 ５２０ｂｐ。反应体系：５０μＬ反应体系中各引

物终浓度为 ０．１μｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ各 ５０μｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２
１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｔａｑ酶 ２．５Ｕ。扩增产物经 １．５％琼脂

糖凝胶电泳，溴化乙啶染色，紫外灯下观察结果。

１．２．４　 免 疫印迹 （ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测 ＨＩＦ１α及

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达　用三去污剂法提取 ＢｘＰＣ３细

胞 内 总 蛋 白，６％，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ 凝 胶 电 泳，

１００Ｖ，５ｈ；电转移至硝酸纤维膜上，５％脱脂奶粉

封闭；加入 １∶１０００稀释兔抗多克隆抗体，４℃孵

育过夜；加入过氧化物酶标羊抗兔二抗，室温孵育

１ｈ，洗膜，化学发光显影，测定光密度值。

１．２．５　ＭＴＴ比色法检测 ＢｘＰＣ３细胞抑制率　接

种 ＢｘＰＣ３细胞至 ９６孔细胞培养板，分别加入不同

浓度的 ５－氟尿嘧啶（５ＦＵ），阿霉素，吉西他宾。

其 中 ５ＦＵ 浓 度 分 别 为 １０，２５，５０，１００，２００，

４００ｍｇ／Ｌ；阿霉素浓度分别为 ０．０２５，０．０５，０．０７５，

４２４
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０．１ｍｇ／Ｌ；吉西他宾分别 为 １０－１２，１０－１１，１０－１０，

１０－９，１０－８，１０－７ｍｏｌ／Ｌ。每板均设立空白孔和未

加药物孔。培养 ４８ｈ结束后加入 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ）

２０μＬ／孔，孵育 ４ｈ（实验组和缺氧对照组均置于 ０．

５％ Ｏ２环境培养 ４ｈ），小心吸弃培养上清液；加入

ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，振摇 １０ｍｉｎ；酶标仪 ４９０ｎｍ波长

检测吸光度（Ａ值）。以下列公式计算细胞抑制率。

细胞抑制率 ＝［（未加药物孔 Ａ值 －空白孔 Ａ值）

－（加药物孔的 Ａ值 －空白孔 Ａ值）］／（未加药物

孔 Ａ值 －空白孔 Ａ值） ×１００％。

１．２．６　流式细胞术（ＦＣＭ）测凋亡　各组 ＢｘＰＣ３

细胞制成单细胞悬液，８０％冰乙醇悬浮细胞，４℃

过夜；上机前磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗去乙醇，加碘

化丙啶（ＰＩ），４℃避光 ３０ｍｉｎ，即进行 ＦＣＭ检测。应

用软件进行数据分析，低于 Ｇ０／Ｇ１期 ＤＮＡ含量的

细胞为凋亡细胞，其所占细胞总数的比例为凋亡

率。

１．３　统计学处理

数据用 ｘ±ｓ表示。以 ＳＡＳ８．１统计软件包进行

ｔ检验分析。Ｐ＜０．０５表明差异有显著性。

２　结　果

２．１　重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－反义 ＨＩＦ１α的

鉴定

用 ＢａｍＨＩ和 ＸｂａＩ双酶切，获线性质粒和反义

ＨＩＦ１α片断，大小为 ５．４ｋｂ和 ７２１ｂｐ（图 １）。

２．２　ＨＩＦ１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达

实验组 ＨＩＦ１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达显著降

低（图 ２－３）。据 ＨＰＩＡＳ１０００及统计学分析，实验

组 ＨＩＦ１α／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ为 ０．２３６７±０．００９４显著

低于缺氧对照组的 ０．９６３８±０．０２０３（Ｐ＜０．０５）；

而实验组与常氧对照组的 ０．３１６７±０．０１６３差异

无统计学意义 （图 ４ａ）。同样，实验组 ｓｕｒｖｉｖｉｎ／β

ａｃｔｉｎｍＲＮＡ为 ０．４６０１±０．０１２２，显著低于缺氧对

照组的 ０．９８８３±０．０１６７和常氧对照组的 ０．８９８１

±０．０１０９（Ｐ＜０．０５）；而缺氧对照组和常氧对照

组差异无统计学意义（图 ４ｂ）。

　　１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；２：ｐｃＤＮＡ３．１
（＋）－反义 ＨＩＦ１α质粒 ＢａｍＨＩ和 Ｘｂａ
Ｉ双酶切；３：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒 ＢａｍＨ
Ｉ和 ＸｂａＩ双酶切；４：ＬａｍｂｄａＤＮＡ／Ｈｉｎｄ
ＩＩＩ＋ＥｃｏＲＩＭａｒｋｅｒｓ

图 １　 重组质粒 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）－反
义 ＨＩＦ１α的鉴定

　　１：ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；２：缺 氧 对

照组；３：常氧对照组；４：实验组

图 ２　实验组、常氧对照组和缺氧对
照组 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达电泳图

　　１：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；２：实验组；

３：常氧对照组；４：缺氧对照组

图 ３　实验组、常氧对照组和缺氧对
照组 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达电泳图

ａ ｂ
图 ４　反义 ＨＩＦ１α下调 ＨＩＦ１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的表达

５２４
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２．３　ＨＩＦ１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达
实验组 ＨＩＦ１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达显著降低

（图 ５）。据 ＨＰＩＡＳ１０００及 统 计 学 分 析，实 验 组

ＨＩＦ１α／βａｃｔｉｎ蛋白为 ０．１７９８±０．００６３，显著低

于缺氧对照组的 ０．６４４２±０．０１５１（Ｐ ＜０．０５）；

而实验组与常氧对照组的 ０．２５７３±０．０１３５差异

无统计学意义 （图 ６ａ）。同样，实验组 ｓｕｒｖｉｖｉｎ／β

ａｃｔｉｎ蛋白为 ０．３６５９±０．０１１７，显著低于缺氧对照

组的 ０．８５３９±０．０１９２和常氧对照组的 ０．７３２４±

０．００９８（Ｐ＜０．０５）；而缺氧对照组和常氧对照组

差异无统计学意义（图 ６ｂ）。

１：实验组；２：常氧对照组；３缺氧对照组

图 ５　３组 ＨＩＦ１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达

ａ ｂ

图 ６　反义 ＨＩＦ１α下调 ＨＩＦ１α及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达

２．４　不同剂量化疗药物对 ＢｘＰＣ３细胞增殖活性

的抑制

５ＦＵ 作 用 ４８ｈ后 的 实 验 组 在 １００，２００，

４００ｍｇ／Ｌ时 的 生 长 抑 制 率 分 别 为 ３３．７０％，

４５．７８％，５８．８９％，与缺氧对照组相比差异有统计

学意义（Ｐ ＜０．０５）（图 ７ａ）。阿霉素作用 ４８ｈ后

的实验组在 ０．０５，０．０７５，０．１ｍｇ／Ｌ时的生长抑制

率分别为 １２．５７％，２１．４５％，３１．００％，与缺氧对

照组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（图 ７ｂ）。

吉西他宾作用 ４８ｈ后的实验组在 １０－９，１０－８，１０－７

ｍｏｌ／Ｌ的生长抑制率分别为 ３２．０８％，３９．４７％，

４８．１５％，与缺氧对照组相比差异有统计学意义（Ｐ

＜０．０５）（图 ７ｃ）。

２．５　不同剂量化疗药物对 ＢｘＰＣ３细胞凋亡的影

响

与缺氧对照组相比，５ＦＵ作用 ４８ｈ后的实验组

在 １００，２００，４００ｍｇ／Ｌ时，阿霉素作用 ４８ｈ后的实验

组在 ０．０５，０．０７５，０．１ｍｇ／Ｌ时，吉西他宾作用 ４８ｈ

后的实验组在 １０－９，１０－８，１０－７ｍｏｌ／Ｌ时分别引起更

高的凋亡率（Ｐ＜０．０５）（表 １－３）。

ａ ｂ ｃ

图 ７　不同剂量各化疗药物对各组生长抑制率的影响

６２４
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表 １　不同剂量 ５ＦＵ作用的各组 ＢｘＰＣ３细胞凋亡率（ｘ

±ｓ）

５ＦＵ剂量

（ｍｇ／Ｌ）

各组ＢｘＰＣ３细胞凋亡率（％）
实验组 缺氧对照组 常氧对照组

１０ ３．６５±０．９４ ２．７８±０．７３ ３．８１±１．２６
２５ ５．６７±０．９１ ４．８８±０．８４ ５．２２±０．７２
５０ ８．０６±０．７９ ５．９４±１．１２ ７．２６±１．３１
１００ １５．１１±１．７６ ６．１７±０．８８ １３．７５±１．４２
２００ ２７．１２±１．４８ ８．２３±１．２１ ２０．９６±２．０２
４００ ３１．２６±０．７３ １０．１５±１．６４ ２６．７７±１．３８

　　注：与缺氧对照组相比

表２　不同剂量阿霉素作用的各组ＢｘＰＣ３细胞凋亡率（ｘ±ｓ）

阿霉素剂量

（ｍｇ／Ｌ）

各组ＢｘＰＣ３细胞凋亡率（％）
实验组 缺氧对照组 常氧对照组

０．０２５ ４．５５±１．２２ ３．５８±０．７１ ４．０６±０．８５
０．０５ １０．１２±１．３０ ４．９５±０．６８ ７．４２±０．７９
０．０７５ １６．４３±０．８４ ９．４７±０．７６ １２．５２±１．１８
０．１ ２３．０９±１．６１ １１．８２±１．４２ １８．３１±０．９７

　　注：与缺氧对照组相比

表２　不同剂量吉西他宾作用的各组ＢｘＰＣ３细胞凋亡率

（ｘ±ｓ）

吉西他宾剂量

（ｍｏｌ／Ｌ）

各组ＢｘＰＣ３细胞凋亡率（％）
实验组 缺氧对照组 常氧对照组

１０－１２ ５．８１±０．９５ ４．５６±１．３４ ４．９８±１．０６
１０－１１ ７．９６±１．８１ ６．４２±０．８７ ７．０４±０．９３
１０－１０ １１．８５±１．７４ ９．６７±１．５９ １２．６１±２．０４
１０－９ ２５．４１±１．４３ １１．０３±１．２１ ２３．７５±１．６２
１０－８ ３０．６５±１．８４ １４．４６±２．１４ ２８．７２±１．５７
１０－７ ３８．５４±２．６６ ２０．５７±１．６７ ３４．８６±２．０９

　　注：与缺氧对照组相比

３　讨　论

虽然目前术前放疗化疗用于晚期胰腺癌患者，

但效果并不尽人意。缺氧是影响化疗效果而且干

扰肿瘤对放疗反应的一个重要因素［４］。即使早期

胰腺癌，很多患者术后在很短时间内即有局部复

发和远处转移。胰腺癌预后差，目前寻找新的治

疗途径已成为胰腺癌的研究热点［５－６］。

胰腺癌血供很差，在严重缺氧时还能继续增殖

的原因可能与持续缺氧状态诱导了胰腺癌中 ＨＩＦ

１α的表达有关［１］。近年的研究表明，血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）和糖酵解过程中多种关键酶基因

均受 ＨＩＦ１α的调控；ＨＩＦ１α通过促进肿瘤组织

的血管生成和能量代谢加速肿瘤组织的生长，同

时也促进了肿瘤的侵袭和转移。

化疗药物杀死肿瘤细胞的机制在于诱导细胞

凋亡。对化疗药物耐药的肿瘤细胞，其耐药机制

除了肿瘤细胞能过度表达 ｍｄｒｌ编码的 Ｐ糖蛋白增

加化疗药物的排除外，还在于能抵抗药物诱导的

凋亡。Ｘｉａｎｇ等［７］的体内外实验结果提示，ｓｕｒｖｉｖｉｎ

靶向治疗是选择性杀死癌症细胞的可行的途径。

Ｔａｍｍ等［８］曾报道，通过分子处理抑制 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的

表达可增加化疗效果，还对放疗有一定影响。已

有证据表明，ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达与 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表

达有一定关系［９］。本组实验结果提示缺氧时胰腺

癌 ＢｘＰＣ３细胞转染反义 ＨＩＦ１α能下调 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的

表达，而且，在缺氧状态下，抑制 ＨＩＦ１α的表达将

增加 ＢｘＰＣ３细胞对化疗的敏感性。

综上所述，反义 ＨＩＦ１α可能通过阻断 ＨＩＦ１α

和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达而增强胰腺癌对化疗的敏感性。

据此，可望通过阻断 ＨＩＦ１α的表达为胰腺癌基因

治疗提供一种新的途径。
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