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摘   要 目的：观察氯化钴（CoCl2）模拟缺氧环境下肝癌细胞生物钟基因表达的变化。

方 法： 以 不 同 浓 度（0，50，100，200 μmol/L） 的 CoCl2 处 理 肝 癌 细 胞 系 Huh7 细 胞 24 h 后， 用

Western blot 检测细胞中缺氧诱导因子 1α（HIF-1α）的蛋白表达，real-time PCR 检测细胞中生物

钟基因 CLOCK、BMAL1、Per1、Per2、Per3、Cry1、Cry2、CKIε 的 mRNA 表达。

结果：Western blot 结果显示，未处理 Huh7 细胞（0 μmol/L CoCl2）无 HIF-1α 表达，而各浓度的

CoCl2 处理后，Huh7 细胞出现明显的 HIF-1α 的蛋白表达，且表达水平随 CoCl2 浓度增加而升高。

real-time PCR 结 果 显 示，CoCl2 处 理 后 的 Huh7 细 胞 中 Bmal1、Per1、Cry2 的 mRNA 水 平 明 显 上

调，而 CLOCK、Cry1、Per2、Per3、CKIε 的 mRNA 水平明显下调，且均呈 CoCl2 浓度依赖性（均

P<0.05）。

结论：缺氧微环境可能是引起肝癌细胞生物钟基因表达异常的原因之一。

[ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(1):48-52]
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ABSTRACT Objective: To observe the expression changes of the clock genes in hepatocellular carcinoma (HCC) cells under 
cobalt chloride (CoCl2)-induced hypoxic condition.

Methods: HCC Huh7 cells were exposed to different concentrations (0, 50, 100 and 200 μmol/L) of CoCl2 for 

24 h, and then, the protein expressions of hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) in the cells were determined by 

Western blot analysis and the mRNA expressions of the clock genes that included CLOCK, BMAL1, Per1, Per2, 
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生物钟是人类及其他生物为适应周围的环境，

与外界环境（尤其是日出、日落）同步而在长期的

进 化 过 程 中 形 成 的 内 在 节 律。 人 的 生 物 钟 在 分 子

水 平 上 由 CLOCK、BMAL1、Per1、Per2、Per3、

Cry1、Cry2、CKIε、NPAS2、Rev-Erbα 等 多 个

生 物 钟 基 因（clock gene） 精 确 调 控。 生 物 钟 基

因 通 过 调 控 其 下 游 的 钟 控 基 因（clock controlled 

genes，CCG）将生物钟的节律信号输出，从而使

细胞内的分子活动也呈现出时间节律 [1-3]。

大 量 流 行 病 学 研 究 发 现 昼 夜 节 律 的 紊 乱 与 乳

腺癌、卵巢癌、前列腺癌的发生有着一定的关联。

上 夜 班 及 轮 班 工 作 的 女 性 患 乳 腺 癌、 卵 巢 癌 的 风

险和男性患前列腺癌的风险大大增加 [4-7]。进一步

研究发现生物钟基因可以调控癌基因、抑癌基因、

细胞周期蛋白、血管内皮生长因子等多种同肿瘤发

生、 发 展 密 切 相 关 的 基 因 的 表 达。 同 时 研 究 还 发

现 在 肝 癌、 乳 腺 癌、 结 直 肠 癌、 胰 腺 癌 等 多 种 肿

瘤 中 普 遍 存 在 生 物 钟 基 因 的 表 达 异 常， 且 Per1、

Per3 等基因的表达与肿瘤的发展及预后密切相关。

因此生物钟紊乱很可能是这些肿瘤发生、发展的又

一原因 [8-13]。

目 前 肝 癌 及 其 他 肿 瘤 中 生 物 钟 基 因 表 达 异 常

的原因尚不清楚，笔者的前期研究 [14] 显示乙肝病

毒 X 蛋 白（HBx） 可 能 是 其 原 因 之 一。 肝 癌 等 实

体瘤普遍处于缺 氧状态 [15-16]，是否缺氧微环境也

可引起生物钟基因的异常表达尚不清楚，故本研究

在氯化钴（CoCl2）诱导的化学缺氧模型上观察缺

氧微环境对生物钟基因表达的影响。

1　材料与方法

1.1  材料

鼠抗人 HIF-1α 单克隆抗体和鼠抗人 β-actin

单 克 隆 抗 体 购 于 Santa Cruz 公 司；CoCl2 购 于

Sigma 公司；胎牛血清购于 Hyclone 司；PCR 引物

由 Invitrogen 公司合成；人肝癌细胞系 Huh7 细胞

（购自中国典型物种保藏中心）。

1.2  蛋白印迹法检测不同浓度的 CoCl2 处理后

Huh7 细胞中 HIF-1α 蛋白的表达

将 Huh7 细 胞 种 于 六 孔 板 中， 待 细 胞 长 至

75% 融合时分别加入 0、50、100、200 μmol/L 的

CoCl2，作用 24 h，收集细胞，用三去污裂解液提取

细胞总蛋白，所得总蛋白经 10% 聚丙烯酰胺凝胶

电 泳 转 移 至 PVDF 膜 上，5% 的 脱 脂 奶 粉 37 ℃ 封

闭 2 h，加入鼠抗人 HIF-1α 单克隆抗体（1:500），

鼠 抗 人 β-actin 单 克 隆 抗 体（1:2 000）， 

4 ℃ 孵 育 过 夜。 洗 膜 3 次 后， 加 入 HRP 标 记 的

兔 抗 鼠 二 抗， 浓 度 1:2  000，37 ℃ 孵 育 2 h 后，

洗 脱 二 抗。 用 化 学 发 光 法（ECL） 显 色，X 线 片

曝光。

1.3  real-time PCR 技术检测不同浓度的 CoCl2 处

理 后 Huh7 细 胞 中 CLOCK、BMAL1、Per1、

Per2、Per3、Cry1、Cry2、CKIε mRNA 

的表达

将 Huh7 细 胞 种 于 六 孔 板 中， 待 细 胞 长 至

75% 融 合 时 分 别 加 入 0、50、100、200 μmol/L 

的 CoCl2， 作 用 24 h， 收 集 细 胞， 提 取 细 胞 总

RNA，测 RNA 的浓度和纯度，取相同量的 mRNA

逆 转 录 为 cDNA， 每 组 cDNA 均 以 基 因 引 物 加 荧

Per3, Cry1, Cry2 and CKIε in the cells were detected by real-time PCR method. 

Results: The results of Western blot showed that there was no visible HIF-1α protein expression in the Huh7 

cells (0 μmol/L CoCl2), while the HIF-1α protein expressions were clearly seen in the Huh cells treated with each 

concentration of CoCl2, and the expression level was increased with CoCl2 concentration. The results of real-time 

PCR showed that the mRNA levels of Bmal1, Per1 and Cry2 were up-regulated while mRNA levels of CLOCK, 

Cry1, Per2 and CKIε mRNA levels were down-regulated significantly after CoCl2 treatment, and all presented a 

CoCl2 concentration-dependent manner (all P<0.05). 

Conclusion: Hypoxia microenvironment may be one of the causes for the abnormal expression of clock genes in 

HCC cells.                                                                                 [Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(1):48-52]
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光 染 料 复 合 物 sybrGreen Mix（2×） 进 行 定 量

PCR 反 应， 每 个 反 应 做 3 个 复 孔。 经 预 实 验，

将 逆 转 录 的 cDNA 稀 释 5 倍 为 模 板。 总 反 应 体

系 为 25 μL：sybrGreen Mix 12.5 μL，cDNA 模

板 2 μL，10 μmol/L 上 游 引 物 和 10 μM 下 游 引 物

各 1 μL，ddH2O 8.5 μL。 反 应 条 件：94 ℃ 变 性 

1 min，40 次循环内 94 ℃变性 60 s、58 ℃退火 60 s、

72 ℃延伸 60 s，72 ℃再延伸 10 min。重复 3 次。

所用引物见表 1。

1.4  统计学处理

数 据 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 应 用

SPSS 13.0 统 计 分 析 软 件， 两 组 间 比 较 采 用 t 检

验， 多 组 间 的 两 两 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析， 以

P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  不 同 浓 度 的 CoCl2 处 理 后 Huh7 细 胞 中

HIF-1α 蛋白的表达

Western blot 结果显示，在无 CoCl2 诱导时，

未 见 HIF-1α 表 达； 在 50 μmol/L、100 μmol/L、

200 μmol/L 浓 度 之 间，HIF-1α 的 蛋 白 水 平 随 着

CoCl2 浓度的增加而升高，呈浓度依赖性（图 1）。

2.2  不 同 浓 度 的 CoCl2 处 理 后 Huh7 细 胞 中

CLOCK、BMAL1、Per1、Per2、Per3、

Cry1、Cry2、CKIε mRNA 的表达

real-time PCR 结 果 显 示，CoCl2 处 理 后，

Bmal1，Per1 和 Cry2 的 mRNA 水 平 随 着 CoCl2

浓 度 的 增 加 而 升 高， 呈 浓 度 依 赖 性（P<0.05）；

CLOCK，Cry1，Per2，Per3 和 CKIεmRNA 水 平

随 着 CoCl2 浓 度 的 增 加 而 降 低，亦 呈 浓 度 依 赖 性

（P<0.05）（图 2）。

1 2 3 4

HIF-1α

β-actin

图 1　Western blot 检测不同浓度的 CoCl2 处理后 Huh7 细

胞 HIF-1α 蛋白表达　　1-4：0，50，100，200 μmol/L 
CoCl2

Figure 1　Western blot analysis for HIF-1α protein expression 
in Huh7 cells exposed to different concentration of 
CoCl2　　1-4: 0, 50, 100 and 200 μmol/L CoCl2

表 1　real-time PCR 引物
Table 1　Primer for real-time PCR

基因 引物 温度（℃） 产物大小
Per1  5'-AGG CAA CGG CAA GGA CTC-3' 60.2 101

5'-GGC TGT AGG CAA TGG AAC TG-3'
Per2   5'-CTA CAG CAG CAC CAT CGT C-3' 58.9 78

5'-CCA CTC GCA GCA TCT TCC-3'
Per3  5'-TGG TGG TGG TGA ATG TAA GAC-3' 57.2 104

5'-GGC TGT GCT CAT CGT TCC-3'
Cry1   5'-CAA CCT CCA TTC ATC TTT CC-3' 58.9 151

5'-CTC ATA GCC GAC ACC TTC-3'
Cry2   5'-TGG GCT TCT GGG ACT GAG-3' 57.2 136

5'-GGT AGG TGT GCT GTC TTA GG-3'
Clock 5'-GCA GCA GCA GCA GCA GAG-3'  61.9 149

5'-CAG CAG AGA GAA TGA GTT GA GTT G-3'
Bmal1 5'-TGC CAC CAA TCC ATA CAC AGA AG-3' 60.9 123

5'-TTC CCT CGG TCA CAT CCT ACG-3'
CKIε   5'-TCA GCG AGA AGA AGA TGT C-3' 58.9 149

5'-GAA GAG GTT GCG GAA GAG-3'
β-actin   5'-AGT TGC GTT ACA CCC TTT CTT GAC-3' 60 171

5'-GCT CGC TCC AAC CGA CTGC-3'
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3　讨　论

生 物 钟 是 人 体 内 客 观 存 在 的 生 物 节 律， 在 人

体 体 温、 呼 吸、 睡 眠、 进 食、 血 压、 血 糖、 内 分

泌 等 诸 多 稳 态 中 发 挥 着 关 键 作 用。 最 近 研 究 [1] 发

现 其 和 肿 瘤 的 发 生、 发 展 也 存 在 着 一 定 的 关 系。

Filipski 等 [17] 研 究 发 现 生 物 钟 紊 乱 后 小 鼠 肝 癌 的

发 展 速 度 增 快。 生 物 钟 是 由 细 胞 内 的 多 个 生 物 钟

基 因 精 密 调 控 的。 其 中 Per1、Per2、Per3 除 了

参 与 生 物 钟 的 调 控 外， 还 能 抑 制 肿 瘤 细 胞 的 生 长

和 增 殖， 诱 导 细 胞 凋 亡， 被 认 为 是 潜 在 的 抑 癌 基 

因 [18-19]。肿瘤组织中普遍存在生物钟基因的表达

异常。Lin 等 [8] 研究发现肝癌组织中 Per1、Per2、

Per3 和 Cry2 的表达下调。

目 前 虽 然 发 现 生 物 钟 基 因 同 肝 癌 及 其 他 肿

瘤 的 发 生、 发 展 关 系 密 切， 但 是 引 起 生 物 钟 基 因

表 达 异 常 的 原 因 尚 不 清 楚。 本 研 究 发 现 肝 癌 细 胞

在 CoCl2 模 拟 的 缺 氧 环 境 下 生 物 钟 基 因 的 表 达 均

发 生 了 改 变：Bmal、Per1、Cry2 的 表 达 上 调，

CLOCK、Cry1、Per2、Per3、CKIε 的表达下调。

CoCl2 可 以 占 据 HIF-1α 同 VHL 泛 素 － 蛋 白 酶

复 合 体 的 结 合 位 点， 从 而 竞 争 性 抑 制 HIF-1α 与

VHL 泛 素 - 蛋 白 酶 复 合 体 结 合， 使 HIF-1α 不 被

降 解 从 而 增 加 了 细 胞 内 HIF-1α 蛋 白 的 表 达， 因

而可以用来模拟细胞缺氧状态 [20-21]。本研究也证

实 了 加 入 CoCl2 作 用 24 h 后 肝 癌 细 胞 中 HIF-1α

蛋白水平增加，呈浓度依赖性。在模拟的缺氧条件

下 Per2，Per3 的变化趋势同其在肝癌组织中的表

达状态相一致，而 Per1、Cry2 的变化趋势则同其

在肝癌组织中的表达状态相反，说明肝癌组织中生

图 2　real-time PCR 检测不同浓度的 CoCl2 处理后 Huh7 细胞各生物钟基因 mRNA 的表达　　A：CLOCK；B：BMAL1； 
C：Per1；D：Per2；E：Per3；F：Cry1；G：Cry2；H：CKIε

Figure 2　Real-time PCR detection for the mRNA expressions of the clock genes　　A: CLOCK; B: BMAL1; C: Per1; D: Per2; E: Per3;  
F: Cry1; G: Cry2; h: CKIε
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物钟基因表达异常是由多因素引起的，如笔者前期

研究发现 HBx 也可以改变肝细胞中生物钟基因的

表达。

本 研 究 虽 然 发 现 缺 氧 可 以 引 起 生 物 钟 基 因 表

达 的 改 变 的 现 象， 但 存 在 着 几 点 不 足： ⑴ 只 在

mRNA 水 平 上 进 行 了 检 测， 仍 需 在 蛋 白 水 平 上 进

一步加以验证；⑵ CoCl2 模拟的缺氧环境为化学缺

氧，可能同物理缺氧有所不同，所以仍需在物理缺

氧条件下进一步验证；⑶ 缺氧引起生物钟基因表

达改变的机制还有待进一步研究。
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