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　　摘要：目的　探讨反义 ＨＩＦ１α基因对人肝癌裸鼠皮下移植瘤的影响及其相关机制。方法　使
用人原发性肝癌细胞株 ＳＭＭＣ７７２１建立人肝癌裸鼠皮下移植瘤动物模型。待肿瘤生长至直径约０．４

ｃｍ时，将荷瘤裸鼠随机分为 ３组，分别注射生理盐水、质粒 ＰｃＤＮＡ３和 ＨＩＦ１α／ＰｃＤＮＡ３Ｂ，质粒用脂质

体 ＤＯＴＡＰ介导转染细胞。观察各组动物的肿瘤生长曲线；取肿瘤标本作免疫组织化学检查（ＳＡＢＣ

法）及蛋白质印迹检查，检测各组肿瘤的 ＶＥＧＦ和 ＨＩＦ１α表达及微血管密度（ＭＶＤ）和细胞凋亡。结

果　ＨＩＦ１α／ＰｃＤＮＡ３Ｂ治疗组各时点的肿瘤体积，以及肿瘤组织中 ＨＩＦ１α蛋白、ＭＶＤ，ＶＥＧＦ表达均

低于对照组，而细胞凋亡指数高于对照组，差异均有显著性（Ｐ ＜０．０５）。结论　通过阻断癌细胞的

缺氧适应途径，反义 ＨＩＦ１α基因治疗肝癌有抑制肿瘤生长、抑制肿瘤血管生成及诱导细胞凋亡的作

用。
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　　肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，且有逐年

增高的趋势。目前肝癌的治疗主要采用以手术、放

疗、化疗以及免疫治疗为主的综合疗法，尽管有多

种治疗方案，但是其总体疗效仍不理想，仍是最难

治愈的恶性肿瘤之一。基因治疗是近年来兴起的

一种新的热点，被认为是治疗恶性肿瘤最有希望的

治疗方案之一。本文旨在研究反义 ＨＩＦ１α基因对

人肝癌裸鼠皮下移植瘤的影响并探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　材料

实验动物为 ＢＡＬＢ／Ｃ裸小鼠，３６只，雌雄各半，

４～５周龄，体重 １８～２０ｇ，购自中国科学院上海实

验动物中心。人原发性肝癌细胞系 ＳＭＭＣ７７２１，

购于中国科学院上海细胞生物学研究所。真核表

达质粒 ｐｃＤＮＡ３，ＨＩＦ１α／ｐｃＤＮＡ３Ｂ，由新西兰奥克

兰大学孙学英博士惠赠。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人原发性肝癌细胞系 ＳＭＭＣ

７７２１用含有 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液在

３７℃，５％ＣＯ２条件下培养。待细胞生长至对数生

长期，用 ０．２５％胰蛋白酶消化，用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）制成细胞悬液，调整细胞密度至 ３×１０７／

ｍＬ，用于建立动物模型。

１．２．２　动物模型的建立及实验分组　每个裸鼠

背部取一点皮下种植细胞悬液 ０．１ｍＬ。荷瘤裸鼠

随机分为 ３组，分别为空白对照组、ＰｃＤＮＡ３对照

组、ＨＩＦ１α／ＰｃＤＮＡ３Ｂ治疗组（简称治疗组），每组

１２只，其中 ６只观察生长曲线，另外 ６只切取肿瘤

标本供实验室检查用。

１．２．３　肿瘤基因治疗及观察指标

１．２．３．１　肿瘤的基因治疗　目的基因在阳离子

脂质体 ＤＯＴＡＰ介导下转染细胞。基因转染液直接

多点注射于瘤体内。基因转染液配方［１］：总体积为

１００μＬ，其 中 纯 化 的 真 核 表 达 质 粒 ５０μＬ（约 为

２ｍｇ／ｍＬ），ＤＯＴＡＰ４０μＬ，５０％ 葡 萄 糖 １０μＬ，１％

ｔｒｉｔｏｎＸ１００１μＬ。各 实 验 组 分 别 注 射 生 理 盐 水

（ＮＳ）、ｐｃＤＮＡ３和 ＨＩＦ１α／ＰｃＤＮＡ３Ｂ。

１．２．３．２　观察指标

（１）肿瘤生长曲线　注射药物后，每天观察肿

瘤生存状态，第 ０，３，６，９，１２，１５，１８和 ２１ｄ用游

标卡尺测量肿瘤长、短径，计算肿瘤的体积，各组荷

瘤裸鼠均于注射药物后 ２１ｄ处死；取各组肿瘤体积

的平均值，绘制皮下肿瘤生长曲线。肿瘤体积 ＝

π／６×（长径 ×短径２）［２］，π值取 ３．１４。

（２）蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）和免疫组织化学

（免疫组化）检查　注药后 ４ｄ切取标本，检测各实

验组中血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和 ＨＩＦ１α的表

达情况。用 ＣＤ３１抗体 ＭＥＣ１３．３标记微血管，检测

微血管密度（ＭＶＤ）。免疫组化结果判定见参考文

献［３］：胞浆内棕黄色颗粒为 Ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ，ＶＥＧＦ，ＨＩＦ

１α，结合 Ｍｉａｓ２０００型病理图像分析系统，由 ２名

病理科医师采用盲法阅片的方式，进行结果评价。

评价标准：随机选择 ５个高倍镜视野（４００倍）进行

判断，细胞浆着色成棕黄色为阳性表现，Ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ、

ＶＥＧＦ、ＨＩＦ１α的表达以染色强度和阳性细胞率的

得分之和进行判断：无染色计为 ０分，弱染色（浅黄

色）计 １分，中等染色（棕黄色）计 ２分，强染色（黄

褐色）计为 ３分；阳性细胞率≤５％记 ０分，５％ ～

２５％计 １分，２５％ ～５０％计 ２分，＞５０％计 ３分。

上述两项得分相加，０分为阴性（－），１～２分为弱

阳性（＋），３～４分为中等阳性（＋＋），５～６分为

强阳性（＋＋＋）。微血管密度计数方法见参考文

献［４］。扫描仪扫描蛋白质印迹的曝光胶片，应用美

国 ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃ公司的图像处理系统扫

描定量，进行半定量分析。

（３）ＴＵＮＥＬ法原位细胞凋亡的检测　细胞凋亡

检测试剂盒购于德国的 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司，按

说明书操作。计算凋亡指数（ＡＩ）的方法：在荧光

显微镜下，随机选择 １０个高倍镜视野，计数凋亡细

胞，计算凋亡细胞的百分比作为 ＡＩ。ＡＩ＝凋亡细胞

数目 ×１００／有核细胞的总数［１］。

１．３　统计分析

采用 ＳＰＳＳ１１．５统计分析软件进行数据处理。

免疫组化的统计分析采用 χ２检验。其他实验数据

以 ｘ±ｓ表示，方法采用 ｔ检验。Ｐ＜０．０５示有统计

学差异。

２　结　果

２．１　肿瘤生长曲线
治疗组的肿瘤生长受到一定程度的抑制，治疗

组与 ＰｃＤＮＡ３及 ＮＳ对照组比较差异均有显著性
（均 Ｐ＜０．０５）；而 ＮＳ组及 ＰｃＤＮＡ３组间无显著差
异（Ｐ＞０．０５）（表 １，图 １）。

１２５
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表 １　不同时间 ３组裸鼠肿瘤体积的变化

治疗后

天数（ｄ）

ＮＳ

对照组

ＰｃＤＮＡ３

对照组

ＨＩＦ１α／ＰｃＤＮＡ３Ｂ

治疗组

０ ３３．２８±５．２ ３３．２±５．０ ３３．２４±５．４
３ ７０．２±１０．２ ６９．４±５．９ ３６．２±５．６
６ １２４．１±１８．６ １２１．１±７．５ ４７．２±６．４
９ １７１．２±２４．２ １７１．８±１７．４ ８１．５±１２．６
１２ ２５６．６±４５．８ ２５０．９±４２．３ １０５．８±１８．６
１５ ３２５．４±６１．４ ３２４．５±６４．８ １６４．２±３２．３
１８ ４２８．８±８０．２ ４３０．８±８５．６ ２０５．３±３６．４
２１ ５３６．２±１０１．２ ５２４．２±１２３．６ ２４９．２±３８．５

　　注：与治疗组比较，Ｐ＜０．０５

图１　 各实验组裸鼠移植瘤的肿瘤生长曲线

２．２　蛋白质印迹分析

治疗组中 ＨＩＦ１α表达低于 ＰｃＤＮＡ３对照组（图

２ａ）。

２．３　免疫组化结果

治疗组 ＨＩＦ１α的表达明显低于 ＰｃＤＮＡ３对照

组（χ２＝８．９５，ν＝３，Ｐ＜０．０５）（表 ２，图 ２ｂ，ｃ）。

ＶＥＧＦ表达 ＰｃＤＮＡ３对照组高 于治 疗组 （表 ３，图

２ｄ，ｅ）。
表 ２　免疫组化检查两组肿瘤标本 ＨＩＦ１α表达的分析

结果

实验分组 （－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）

ＰｃＤＮＡ３ ４ ７ １ ０

ａＨＩＦ１α １ ３ ６ ２

表３　免疫组化检查两组肿瘤标本ＶＥＧＦ表达的分析结果

实验分组 （－） （＋） （＋＋） （＋＋＋）

ＰｃＤＮＡ３ ４ ７ １ ０

ａＨＩＦ１α ０ ２ ７ ３

　 ＭＶＤ注射药物后 ４ｄ取标本检测 ＭＶＤ，治疗组

的 ＭＶＤ为 ２０．２ ±２．５，明显低于 ＰｃＤＮＡ３对照组

的 ２９．８ ±４．０，差异有显著性（Ｐ ＜０．０１）（图

２ｆ，ｇ，图 ３）。

２．４　细胞凋亡

治疗组肿瘤细胞的凋亡率为 ２．９８±０．５１，明

显高于 ＰｃＤＮＡ３对照组的 １．７５±０．４３，差异均有

显著性（均 Ｐ＜０．０１）（图 ２ｈ，ｉ，图 ４）。

　　ａ依次为 ＰｃＤＮＡ３对照组和治疗组中 ＨＩＦα的表达（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）；ｂ，ｃ依次为 ＰｃＤＮＡ３对照组和治疗组中 ＨＩＦα的表达

（ＳＡＢＣ×２００）；ｄ，ｅ依次为 ＰｃＤＮＡ３对照组和治疗组中 ＶＥＧＦ的表达（ＳＡＢＣ×４００）；ｆ，ｇ依次为 ＰｃＤＮＡ３对照组和治疗组中 ＭＶＤ

的表达（ＳＡＢＣ×４０）；ｈ，ｊ依次为 ＰｃＤＮＡ３对照组和治疗组的细胞凋亡（ＴＵＮＥＬ×４００）

图 ２　各实验组中裸鼠移植瘤的蛋白质印迹、免疫组化、细胞凋亡检查结果

２２５
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图 ３　 各实验组肿瘤组织的 ＭＶＤ示意图 图 ４　各实验组的肿瘤细胞 ＡＩ示意图

３　讨　论

Ｆｏｌｋｍａｎ［５］于 １９７１年提出“肿瘤血管生成依赖

学说”，认为肿瘤生长过程中存在两个阶段即血管

前期和血管期，并将两个阶段的转化过程称为血

管生成切换。肿瘤的缺氧状态在新生血管形成中

起着关键作用。缺氧状态激活了缺氧诱导基因，

促进肿瘤细胞分泌血管生成刺激因子 ＶＥＧＦ，它促

进不同来源的内皮细胞分裂增殖和血管构建以及

升高血管尤其是微血管的渗透性［６］，从而促进肿

瘤血管系统的形成；同时增加了促红细胞生成素

（ＥＰＯ），葡萄糖载体蛋白 －１（ＧＬＵＴ１），醛缩酶 Ａ

（ＡＬＤＡ），乳酸脱氢酶 Ａ（ＬＤＨＡ）等生物活性物质，

参与肿瘤细胞的糖代谢，以维持肿瘤细胞的能量

代谢［２，７］。Ｄｉｎｇ等［８］报道用 ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ基因治疗大

鼠 ＭＣａ４乳腺癌的裸鼠种植瘤，结果提示 Ｅｎｄｏｓｔａ

ｔｉｎ基因治疗导致肿瘤缺氧加重从而引起局部的

ＶＥＧＦ和 ＶＥＧＦ受体 ｍＲＮＡ的表达反应性升高。大

量研究表明，恶性肿瘤的进展、转移、预后以及对

放疗、化疗的敏感性均与肿瘤的缺氧状态密切相

关［９－１１］。

１９９２年 ＨＩＦ１的发现使得调控缺氧诱导基因

成为一种新的治疗热点。ＨＩＦ１是细胞在缺氧条

件产生的核蛋白，它由 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ１β（Ａｒｎｔ）

组 成，正 常 的 非 缺 氧 细 胞 中 无 ＨＩＦ１α 表

达［７，１２－１３］。ＨＩＦ１连 接 靶 基 因 的 缺 氧 反 应 元 件

（ＨＲＥｓ），促进 ＶＥＧＦ以及糖分解相关蛋白质 （如

Ｇｌｕｔ１，Ｇｌｕｔ３等）编码基因的转录，促进肿瘤血管

形成和细胞能量代谢［１４－１７］。ＶＥＧＦ在肝癌发展和

转移中有重要作用，肝癌组织 ＶＥＧＦ检测可作为评

估肝癌转移的指标［１８］。邓伟等［１９］研究证明血管

生成素和 ＶＥＧＦ在人肝细胞癌血管生成和进展中

起重要作用。本文设想应用反义 ＨＩＦ１α基因抑

制 ＶＥＧＦ基因的转录，并探讨相关机制。

本实验结果显示：应用反义 ＨＩＦ１α基因治疗

人肝癌裸鼠皮下瘤时，治疗组中 ＶＥＧＦ的表达明显

低于对照组，ＨＩＦ１α呈低表达，提示反义 ＨＩＦ１α

基因治疗通过抑制肿瘤细胞的缺氧适应途径可以

明显抑制肿瘤生长，降低 ＭＶＤ，诱导细胞凋亡。但

是反义 ＨＩＦ１α基因治疗并没有使肿瘤缩小或者

消失，可能与药物的剂量和用法有关，更可能与肿

瘤细胞的基因不稳定性有关［２０］。

对肿瘤进行抗血管生成治疗时，打破了血管生

成刺激因子与抑制因子间的平衡状态，血管生成

抑制因子占优势，肿瘤血管生成受抑，肿瘤的缺氧

加重。通过肿瘤的缺氧适应途径，肿瘤细胞会产

生更多的 ＶＥＧＦ，ＥＰＯ和 Ｇｌｕｔ等生物活性物质，促

进肿瘤的血管形成和细胞能量代谢，此时肿瘤即

对抗血管生成治疗产生了耐药。设想通过阻断肿

瘤细胞的缺氧适应途径来解决抗血管生成治疗的

耐药性问题，应能收到较好的治疗效果（图 ５）。

其确切机制尚有待进一步研究。

图 ５　ａＨＩＦ１α基因治疗作用靶点示意图

　　注：ａＨＩＦ１α基因治疗是通过阻断肿瘤细胞的缺氧适

应途径而发挥作用。
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［１７］ＳｅｍｅｎｚａＧＬ，ＪｉａｎｇＢＨ，ＬｅｕｎｇＳＷ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅ
ｍｅｎｔｓｉｎｔｈｅａｌｄｏｌａｓｅＡ，ｅｎｏｌａｓｅ１，ａｎｄｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＡ
ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｓｃｏｎｔａｉｎｅｓｓｅｎｔｉａｌｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓｆｏｒｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ｆａｃｔｏｒ１［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９６，２７１（５１）：３２５２９－
３２５３７．

［１８］常实，汤恢焕，龚学军，等．原发性肝癌组织 ＶＥＧＦ与外周
血 ＡＦＰｍＲＮＡ检测的临床意义［Ｊ］．中国普通外科杂志，
２００４，１３（３）：２０５－２０８．

［１９］邓伟，粱力建．血管生成素和 ＶＥＧＦ在人肝细胞癌血管生
成作用机制的研究［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００５，１４
（６）：４３６－４４０．

［２０］王英，崔忠，李开宗，等．肝细胞肝癌中 ｐ１５基因产物的表
达及其意义［Ｊ］．中国普通外科杂志，２００４，１３（７）：５４０
－５４２．

欢迎订阅２００７年《中国组织工程研究与临床康复》（原《中国临床康复）杂志

２００７年《中国组织工程研究与临床康复》杂志组稿重点：
生物材料研究：组织工程支架材料、材料与宿主的关系、材料与组织的相容性、血液 －材料相互作用评价、组织工

程材料学特征。

康复工程研究：医学假体、人工器官、器官移植、骨关节植入物与人体的生物相容性、脊柱脊髓植入物与人体的生

物相容性、血管内介入物与人体的生物相容性、医用电子仪器设备、人体组织器官的三维有限元应力分析、人体组织

器官的生物力学特征。

组织构建研究：各器官的组织构建、组织工程与干细胞的相容性、组织工程生物活性因子、组织工程分子生物学、

组织器官构建相关因素。

种子细胞研究：干细胞生物学特征、干细胞移植实验、干细胞因子、干细胞实验技术方法、干细胞移植治疗非血液

系统疾病。

欢迎上述研究的英文稿件和应用中医药方法研究的相关稿件投稿。
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