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缺氧微环境下晚期糖基化终末产物对结肠癌ＨＣＴ１１６细胞侵袭、迁移的影响
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　　［摘要］　目的　研究在缺氧微环境下，晚期糖基化终末产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，
ＡＧＥｓ）对结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞的增殖、侵袭、迁移及上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）的影响。方法　用ＣＣＫ８法筛选出促进ＨＣＴ１１６细胞增殖的最佳 ＡＧＥｓ浓度（２００μｇ／ｍＬ），最佳
作用时间为４８ｈ。然后将 ＨＣＴ１１６细胞分为空白对照组、ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组、缺氧组、缺氧＋ＡＧＥｓ
（２００μｇ／ｍＬ）组。用流式细胞术检测细胞周期，用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭及迁移实验检测 ＨＣＴ１１６细胞体外侵
袭及迁移能力。最后用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测 ＨＩＦ１α、ＲＡＧＥ，ＥＭＴ相关蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ以及侵袭相关蛋白ＭＭＰ２的表达水平。结果　与空白对照组相比，缺氧微环境可促进ＨＣＴ１１６
细胞的增殖，但ＡＧＥｓ对ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响较小。体外侵袭迁移实验结果显示：与空白对照组相
比，其余３组中细胞的侵袭及迁移能力逐渐增强。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：ＨＩＦ１α在常氧环境下表达水
平较低，在缺氧状态下表达水平显著升高；与此同时，在缺氧状态下，加入 ＡＧＥｓ后，ＨＩＦ１α表达进一步
升高。在常氧和缺氧环境中，ＡＧＥｓ均能增加ＲＡＧＥ的表达量，但缺氧环境下更明显。与空白对照组相
比，其余３组中ＭＭＰ２、Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达逐渐升高，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达逐渐降低。结论　在缺氧环
境下ＡＧＥｓ能够进一步增强ＨＣＴ１１６细胞的侵袭、迁移能力，但对ＨＣＴ１１６细胞增殖的影响较小。
　　［关键词］　晚期糖基化终末产物；缺氧微环境；结直肠癌；ＨＣＴ１１６细胞；侵袭；迁移；上皮间质转化
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　　全球范围内，２型糖尿病患者逐渐增多［１］。糖尿

病患者体内过多的葡萄糖与体内的蛋白质、脂质或核

酸的自由氨基经过一系列复杂的非酶触反应，大量形

成一种被叫作晚期糖基化终末产物 （ａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）的物质［２］。晚期糖基化

终末产物受体（ｒｅｃｅｐｔｏｒｏｆａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）作为ＡＧＥｓ的受体，其数量随着ＡＧＥｓ
的升高而升高。在合并糖尿病的肿瘤患者体内，ＡＧＥｓ
与ＲＡＧＥ的相互作用导致氧化应激，增强炎症反应，
进而促进肿瘤的生长、新生血管形成及肿瘤转移［３］。

　　由于肿瘤生长速度较快，肿瘤内部异常的血管不能
满足肿瘤生长对氧气的需求，所以５０％～６０％的实体肿
瘤都存在缺氧区域［４５］。缺氧激活ＨＩＦ１α信号通路，导
致下游数以百计的基因被激活［６－８］，这些被激活的基因

使得肿瘤细胞在缺氧环境下得以存活，并通过直接激活

上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
相关基因如 Ｔｗｉｓｔ、Ｓｎａｉｌ、ＺＥＢ１［９－１１］，或通过 Ｎｏｔｃｈ［１２］、
ＴＧＦβ［１３］、Ｗｎｔ［１４］等信号通路诱导肿瘤细胞侵袭和
ＥＭＴ，以促进肿瘤细胞的侵袭、转移。
　　已有针对结直肠癌的研究结果提示，ＡＧＥｓ通过
ＲＡＧＥ及其下游 ＭＡＰＫ／ＥＲＫ［１５－１６］、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３［１７－１８］

等信号通路促进结直肠癌的 ＥＭＴ及侵袭迁移。缺氧
激活ＨＩＦ１α，进而直接激活 ＥＭＴ相关基因或下游
ＥＭＴ相关信号通路，促进结直肠癌的侵袭、迁移［９－１４］。

有研究表明：缺氧状态下，ＨＩＦ１α表达增加可使肿瘤
细胞表面的 ＲＡＧＥ表达增加［１９］。但 ＡＧＥｓ在缺氧微
环境下对结肠癌细胞的增殖、侵袭、迁移、ＥＭＴ等生物
学行为的研究较少。本研究旨在研究ＡＧＥｓ在缺氧微
环境下对结肠癌细胞的增殖、侵袭、迁移、ＥＭＴ等生物
学行为的影响。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基购自美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司，胎

牛血清购自德国 ＰＡＮＢｉｏｔｅｃｈＧｍｂＨ公司，牛血清白
蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）和 Ｄｇｌｕｃｏｓｅ购自德
国Ｓｉｇｍａ公司，兔抗人 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ单克隆抗
体由美国 Ａｂｃａｍ公司购得，兔抗人 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、ＲＡＧＥ
单克隆抗体购于中国沈阳万类生物科技有限公司，

ＧＡＰＤＨ单克隆抗体购自北京博奥森公司，ＭＭＰ２鼠抗
人单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，兔抗
人ＨＩＦ１α单克隆抗体、辣根过氧化物标记的山羊抗兔
及山羊抗鼠 ＩｇＧ（二抗）均购于美国 ＣＳＴ公司，ＣＣＫ８
试剂盒购于美国 Ｂｉｍａｋｅ公司，ＥＣＬ发光液、全蛋白提
取试剂盒、ＢＣＡ全蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云
天生物技术研究所，８μｍ孔径 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室、
Ｍａｒｔｒｉｇｅｌ基质胶购自美国ＢＤ公司。
１．２　ＡＧＥｓ的制备
　　参考ＨＯＲＩＵＣＨＩ等［２０］的方法配制ＡＧＥｓ：取５０ｍＬ
灭菌离心管，加入４．８ｇＢＳＡ第５片段和９ｇ葡萄糖，ｐＨ
值为７．４的ＰＢＳ溶解，定容至３０ｍＬ。用０．２２μｍ细菌
滤器过滤该溶液后装入另一５０ｍＬ灭菌离心管中，将氮
气充入该离心管内隔绝氧气，旋紧离心管盖并用封口胶

密封后放入３７℃细胞培养箱中避光孵育９０ｄ。对照组
中不加葡萄糖，其余条件一致。用ｐＨ值为７．４的ＰＢＳ
透析除去没有结合的葡萄糖。ＡＧＥｓ的浓度用特异的荧
光即激发波长３６０ｎｍ，发射波长４４０ｎｍ进行检测。对
照组的荧光值作为基础值。荧光值达到基础值的７０倍
以上者才可用于实验［２１］。鉴定后的ＡＧＥｓ溶液用细菌
滤器过滤除菌后分装，并保存于－３０℃冰箱中备用。
１．３　ＣＣＫ８法筛选出促进 ＨＣＴ１１６细胞增殖的最佳

ＡＧＥｓ浓度
　　人结肠癌ＨＣＴ１１６细胞株由重庆医科大学附属第
一医院分子肿瘤及表观遗传学重庆市重点实验室惠

赠。收集未经处理的对数生长期的 ＨＣＴ１１６细胞，接
种于９６孔板中，５０００个／孔，于普通细胞培养箱培养。
分别加入０、５０、１００、２００、４００μｇ／ｍＬ的ＡＧＥｓ，于加药
后６、２４、４８和７２ｈ更换新鲜培养液后加入 ＣＣＫ８试

４５４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



剂，１０μＬ／孔，继续于普通细胞培养箱培养细胞１ｈ，酶
标仪测４５０ｎｍ波长各组细胞的光密度值［Ｄ（４５０）］。
以时间为横坐标，［Ｄ（４５０）］值为纵坐标绘制细胞生长
曲线。

１．４　细胞培养与分组
　　ＣＣＫ８实验确定最佳 ＡＧＥｓ浓度为 ２００μｇ／ｍＬ，
最佳作用时间为 ４８ｈ。后将细胞分为：空白对照组
（常氧、无ＡＧＥｓ）、ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组（常氧）、缺氧
组（Ｏ２１％，无ＡＧＥｓ）及缺氧（Ｏ２１％）＋ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）
组。所有 ＨＣＴ１１６细胞均用含有 １０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基培养，空白对照组及ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）
组于３７℃、ＣＯ２５％的普通细胞培养箱中培养；缺氧组
及缺氧＋ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组 ＨＣＴ１１６细胞放入
３７℃、Ｏ２１％，ＣＯ２５％、Ｎ２９４％的三气细胞培养箱中缺
氧培养。待细胞融合度达 ７０％～９０％时，收集此时对
数期ＨＣＴ１１６细胞进行后续实验。
１．５　流式细胞术检测细胞周期
　　将空白对照组、ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组、缺氧组及缺
氧＋ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组细胞按分组情况加药处理
４８ｈ。然后用胰酶消化各组细胞后，１２００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ；弃上清，加３ｍＬＰＢＳ重悬细胞，然后离心；再弃
上清，加入３ｍＬ７０％４℃乙醇重悬，４℃固定２４ｈ以
上；２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃上清，加入５～７ｍＬＰＢＳ
重悬细胞，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；弃上清后加入１２００μＬ
ＰＢＳ重悬细胞；将细胞悬液分装至３个 ＥＰ管中，每管
４００μＬ；每个ＥＰ管加入２．５μＬＲＮＡ酶抑制剂，３７℃孵
育３０ｍｉｎ；后再向每个ＥＰ管中加入５μＬＰＩ（碘化丙啶），
常温避光孵育１５～３０ｍｉｎ，流式细胞术检测细胞周期。
１．６　Ｔｒａｎｗｅｌｌ体外迁移、侵袭实验
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室及细胞准备：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室放置于
２４孔板中，正反面均在紫外线下照射３０～６０ｍｉｎ灭菌。
　　取常氧及缺氧培养４８ｈ，对数期生长的ＨＣＴ１１６细
胞。对照组及缺氧组细胞用１６４０，ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）
组及缺氧＋ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组用含 ２００μｇ／ｍＬ
ＡＧＥｓ的 １６４０培养基稀释成 １×１０６／ｍＬ（侵袭实验
用），２．５×１０５／ｍＬ（迁移实验用）两种浓度细胞悬液。
　　体外侵袭实验：提前将基质胶置于４℃冰箱融解，
然后用冰１６４０以 ７∶１的比例稀释基质胶并混匀。吸
取稀释并混匀的基质胶加入小室上室面，每个小室

１００μＬ，３７℃孵育４ｈ待其凝固。吸取各组用于侵袭
实验的细胞悬液 １００μＬ加于基质胶面上。下室加
７００μＬ含１０％胎牛血清的培养基。空白对照、ＡＧＥｓ
（２００μｇ／ｍＬ）组细胞置于普通细胞培养箱中培养；缺
氧及缺氧＋ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组细胞置于三气培养箱
中缺氧培养；４８ｈ后，取出小室。用棉签蘸净上室面
的基质胶、培养基及未穿出的细胞，５％甲醛固定３０ｍｉｎ

并风干，吸取１ｍＬ结晶紫加入２４孔板孔内，放入小室
染色１０ｍｉｎ，染色结束后ＰＢＳ清洗并风干。
　　体外迁移实验：吸取各组用于侵袭实验的细胞悬液
２００μＬ加入小室上室面。下室加７００μＬ含１０％胎牛
血清的培养基。空白对照及 ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组细
胞置于普通细胞培养箱中培养；缺氧及缺氧＋ＡＧＥｓ
（２００μｇ／ｍＬ）组细胞置于三气培养箱中培养；３６ｈ后，
取出小室，此后操作步骤同Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭实验。
　　将小室风干后，于显微镜下随机选取５个视野（×
２００）拍照，ＩｍａｇｅＪ软件计数穿出的细胞数目。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　空白对照组及 ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）组细胞置于普
通细胞培养箱中培养 ４８ｈ；缺氧及缺氧＋ＡＧＥｓ
（２００μｇ／ｍＬ）组细胞置于三气培养箱中缺氧培养４８ｈ。
按照说明书进行总蛋白提取，蛋白提取后用ＢＣＡ试剂
盒测蛋白浓度。蛋白样品加入 ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ并热变
性后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，每孔蛋白上样量为４０μｇ；
２５０ｍＡ恒流转膜；用５％脱脂奶粉室温封闭２～４ｈ；孵育
一抗，４℃过夜。次晨复温，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。
摇床上常温孵育二抗１～２ｈ（稀释比例均为１∶３０００）。
ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。ＥＣＬ化学发光液显影并
保存结果。

１．８　统计学分析
　　各项实验均独立重复３次。应用ＳＰＳＳ２０．０软件
对各项试验数据进行统计学分析，计量资料以 珋ｘ±ｓ表
示，２独立样本间的比较采用 ｔ检验，多组间的均数比
较采用方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＣＣＫ８法筛选出最佳ＡＧＥｓ浓度为２００μｇ／ｍＬ
　　用０、５０、１００、２００μｇ／ｍＬ和４００μｇ／ｍＬ的 ＡＧＥｓ
处理ＨＣＴ１１６细胞６、２４、４８ｈ和７２ｈ后，应用 ＣＣＫ８
法检测各组细胞的增殖情况。不同时间点各组光密度

值［Ｄ（４５０）］依次为：２４ｈ（０．９８５０±０．０２６４０）、
（１．０１７９±０．０１０８）、（１．０６０５±０．０３８７）、（１．０６０８±
０．０３）、（１．１９７９±０．０２９１）；４８ｈ（１．４９９１±０．０９４２）、
（１．５７５３±０．０３３７）、（１．５８８７±０．０４２３）、（１．７２０８±
０．０１６２）、（１．６８８９±０．０３３）。
　　结果显示：在 ２４～４８ｈ内，当 ＡＧＥｓ浓度在
１００μｇ／ｍＬ以上时，均可促进 ＨＣＴ１１６细胞的增殖，且
有时间及浓度依赖性（Ｐ＜０．０５）。在２４ｈ，４００μｇ／ｍＬ
的ＡＧＥｓ促进细胞增殖的作用最明显（Ｐ＜０．０５）。在
４８ｈ，２００μｇ／ｍＬ的ＡＧＥｓ促进细胞增殖的作用最明显
（Ｐ＜０．０５），４８ｈ后 ＡＧＥｓ对细胞增殖作用逐渐减弱
（图１）。由此确定最佳ＡＧＥｓ浓度为２００μｇ／ｍＬ，最佳

５５４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）



作用时间为４８ｈ。
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图１　ＣＣＫ８法筛选最佳ＡＧＥｓ浓度

２．２　缺氧促进 ＨＣＴ１１６细胞增殖，ＡＧＥｓ仅增加 Ｓ期
细胞比例

　　细胞周期的结果显示，Ｇ１期各组细胞比例分别为
空白对照组（５２．４７±０．８２）％、ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ）
（５２．６２±０．１４）％ 、缺氧组（４１．６０±１．４７）％、缺氧＋
ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ）（４０．６５±０．６６）％；Ｓ期各组细
胞比例分别为空白对照组（２４．０５±０．６５）％、ＡＧＥｓ组
（２００μｇ／ｍＬ）（２６．０９±１．３８）％、缺氧组（２９．４０±２．４５）％、
缺氧＋ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ）（３２．８０±１．７７）；Ｇ２期各
组细胞比例分别为空白对照组（２３．４８±１．１１）％、ＡＧＥｓ
组（２００μｇ／ｍＬ）（２１．２９±１．４４）％、缺氧组（２９．００±２．９１）％、
缺氧＋ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ）（２６．５５±１．２５）％。与空
白对照组比较，其余３组Ｓ期细胞比例逐渐增加（Ｐ＜

０．０５，图２）。与常氧组比较，缺氧组 Ｇ０／Ｇ１期细胞比
例明显降低，Ｓ期及Ｇ２期细胞比例明显升高（Ｐ＜０．０５，
图２）。但同时也发现ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）仅增加Ｓ期细
胞比例（Ｐ＜０．０５，图２），对Ｇ０／Ｇ１期及Ｇ２期没有明显影
响（Ｐ＞０．０５，图２）。
２．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测缺氧环境下 ＡＧＥｓ促进结肠

癌ＨＣＴ１１６细胞的体外侵袭、迁移
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭实验检测结果显示，各组穿出
基质胶的细胞数目分别为空白对照组（８４．８±３．９６）个、
ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ）（１２６±６．７５）个、缺氧组（１７５±
８．７５）个、缺氧＋ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ）（２７０．８±８．９３）
个。与空比对照组比较，ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ），缺氧
组和缺氧＋ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ），穿出基质胶细胞数
逐渐增加（Ｐ＜０．０５），图 ３）。说明缺氧和 ＡＧＥｓ
（２００μｇ／ｍＬ）均可促进ＨＣＴ１１６细胞的侵袭（Ｐ＜０．０５）；
同时，缺氧环境下，ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）进一步增强
ＨＣＴ１１６细胞侵袭能力（Ｐ＜０．０５）。
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外迁移实验检测结果显示，各组穿出
的细胞数目分别为：空白对照组（１３１．４±７．５）个、ＡＧＥｓ
组（２００μｇ／ｍＬ）（２０５．４±１５．０９）个、缺氧组（３１８±１２．６）
个、缺氧＋ＡＧＥｓ组（２００μｇ／ｍＬ）（４２５．４±１７．３４）个。与
空折对照组比较，其余３组穿膜细胞数逐渐增加（Ｐ＜
０．０５，图４）。说明缺氧和 ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）均可促
进ＨＣＴ１１６细胞的迁移（Ｐ＜０．０５）；同时，缺氧环境下，
ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）可进一步增强ＨＣＴ１１６细胞的迁移
（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：流式细胞术检测各组ＨＣＴ１１６细胞周期变化；Ｂ：各组ＨＣＴ１１６细胞周期分布统计分析，ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对
照组或ＡＧＥ２００μｇ／ｍＬ（常氧）组比较

图２　流式细胞术检测各组ＨＣＴ１１６细胞周期分布

６５４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



空白对照组 AGEs200
!

g/mL组

缺氧组 缺氧+AGEs200
"

g/mL组

300

200

100

0

穿
出
细
胞
数
目

1 2 3 4

! "

a

a

a

组别

Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测各组ＨＣＴ１１６细胞体外侵袭结果；Ｂ：各组ＨＣＴ１１６细胞体外侵袭统计分析　１：空白
对照组；２：ＡＧＥｓ２００μｇ／ｍＬ组；３：缺氧组；４：缺氧＋ＡＧＥｓ２００μｇ／ｍＬ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测各组细胞的体外侵袭能力　（结晶紫 ×２００）
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Ａ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测各组ＨＣＴ１１６细胞体外迁移；Ｂ：各组 ＨＣＴ１１６细胞体外迁移统计分析　１：空白对照
组；２：ＡＧＥｓ２００μｇ／ｍＬ组；３：缺氧组；４：缺氧＋ＡＧＥｓ２００μｇ／ｍＬ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测各组ＨＣＴ１１６细胞的体外迁移能力　（结晶紫×２００）
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２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧环境下 ＡＧＥｓ增强结肠癌
ＨＣＴ１１６细胞的侵袭及ＥＭＴ

　　本实验采用ＧＡＰＤＨ作为内参，通过ＩｍａｇｅＪ软件定
量分析各目的蛋白条带的灰度值，计算各目的蛋白相对

表达量：目的蛋白／ＧＡＰＤＨ灰度值。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果显示：ＨＩＦ１α在常氧环境下表达水平较低，在缺氧
状态下表达水平显著升高；与此同时，在缺氧状态下加

入ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）后，ＨＩＦ１α表达量进一步升高。
在常氧及缺氧环境下加入ＡＧＥｓ后ＲＡＧＥ表达均升高；
但缺氧环境下升高更明显。与空白对照组相比，其余

３组上皮相关标志物Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ依次降低，而间质相关
标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ及侵袭相关蛋白ＭＭＰ２依
次升高（Ｐ＜０．０５，图５）。提示：ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）和缺
氧均可促进ＨＣＴ１１６细胞的侵袭及ＥＭＴ（Ｐ＜０．０５）；同
时，在缺氧环境下，ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）可进一步增强
ＨＣＴ１１６细胞的侵袭及ＥＭＴ（Ｐ＜０．０５）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：ＨＩＦ１α、ＲＡＧＥ、ＭＭＰ２蛋白
相对表达分析；Ｃ：ＥＭＴ相关蛋白相对表达分析　ａ：Ｐ＜
０．０５，与空白对照组或缺氧组比较

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１α、ＲＡＧＥ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、
Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 ＭＭＰ２在各组中的表达

３　讨论

　　糖尿病及结直肠癌发病率高，均已成为全球较为
严峻的公共卫生问题［１，２２］。伴随糖尿病的结直肠肿

瘤，恶性程度更高，更容易发生淋巴结及远处转移，直

接导致患者的生存期明显缩短，治疗难度加大，使得原

本棘手的问题更加复杂［２３－２４］。

　　糖尿病患者体内大量累积的 ＡＧＥｓ与 ＲＡＧＥ结
合，促进肿瘤的增殖。本研究用 ＣＣＫ８法筛选出促进
ＨＣＴ１１６细胞增殖的最佳ＡＧＥｓ浓度为２００μｇ／ｍＬ，最
佳作用时间为４８ｈ，这与文献［１６］报道的结果一致。
合并糖尿病的结直肠癌患者，肿瘤内部存在缺氧、高浓

度ＡＧＥｓ蓄积的病理微环境。缺氧环境下，细胞代谢
由糖的有氧氧化转向无氧糖酵解。ＨＩＦ１α与 ＨＩＦ１β
结合呈稳定态ＨＩＦ１，稳定态ＨＩＦ１与靶基因中的缺氧
反应元件（ＨＲＥｓ）结合，介导适应缺氧环境的相关蛋
白质表达［２５］。ＨＩＦ１增加葡萄糖转运蛋白和糖酵解酶
以及乳酸脱氢酶 Ａ（ＬＤＨＡ）和丙酮酸脱氢酶激酶 １
（ＰＤＫ１）的转录，使丙酮酸转化为乳酸［２６］。同时，ＨＩＦ
２α通过诱导关键干细胞基因（如 ＯＣＴ４、ＮＡＮＯＧ和
ＭＹＣ）等的表达，使细胞获得干细胞样表型，使得肿瘤
细胞成瘤能力增强［２７］。同时ＨＩＦ２α促使肠道铁转运
相关基因过表达，引起局部铁稳态失衡，提高细胞存活

和增殖能力，最终促进肿瘤进展［２８］。本研究的细胞周

期实验证实：缺氧环境（Ｏ２１％）能明显减少 ＨＣＴ１１６
细胞Ｇ１期细胞比例，增加 Ｓ期及 Ｇ２期细胞比例（Ｐ＜
０．０５），促进结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞的分裂增殖。而
ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）只增加了Ｓ期细胞的比例（Ｐ＜０．０５），
提示 ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）促进结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞的
增殖作用较弱。这可能与ＡＧＥｓ／ＲＡＧＥ对细胞选择性
作用有关［２９－３０］。故未进一步就 ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）在
缺氧环境下促进结直肠癌细胞增殖的具体机制做深入

研究。

　　ＡＧＥｓ能通过 ＲＡＧＥＥＲＫ［１５－１６］、ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３［１７－１８］

等通路促进结直肠肿瘤的 ＥＭＴ，导致肿瘤的侵袭、转
移。结直肠肿瘤内部的缺氧微环境可激活 ＨＩＦ１α基
因的表达，ＨＩＦ１α基因的激活不仅可直接导致肿瘤细
胞的ＥＭＴ及侵袭力的增加［９－１１］，而且可以通过增加

ＲＡＧＥ的表达，激活其下游相关信号通路，促进肿瘤的
增殖，侵袭，迁移［１９］。本研究发现，缺氧环境下代表肿

瘤侵袭能力的指标 ＭＭＰ２较常氧环境下明显升高，上
皮相关标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ较常氧环境下明显降低，而
间质相关标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ较常氧环境下明
显升高。与此同时，缺氧环境下，于结肠癌ＨＣＴ１１６细
胞中加入 ＡＧＥｓ（２００μｇ／ｍＬ）后，侵袭力指标 ＭＭＰ２，
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间质相关标志物Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ较单纯缺氧进一
步升高；而上皮相关标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ较常氧环境下
进一步降低。上述结果提示：缺氧微环境及 ＡＧＥｓ在
促进结肠癌 ＨＣＴ１１６细胞的侵袭力上可能有叠加效
应。因此推测合并糖尿病的结直肠癌患者，肿瘤中的

缺氧微环境，引起 ＨＩＦ１α表达增加，除可直接激活下
游信号通路，促进肿瘤的 ＥＭＴ及侵袭外；还可以刺激
细胞表达更多的 ＲＡＧＥ，患者体内的高浓度 ＡＧＥｓ与
数量庞大的ＲＡＧＥ充分结合，激活下游与细胞侵袭相
关的信号通路，如ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３、ＥＲＫ等信号通路促进
肿瘤细胞的侵袭、扩散及转移。

　　本研究初步探索了缺氧环境下 ＡＧＥｓ对结肠癌
ＨＣＴ１１６细胞增殖、侵袭、迁移、ＥＭＴ等生物学行为的
影响。结果显示：缺氧与 ＡＧＥｓ可共同促进结肠癌
ＨＣＴ１１６细胞的侵袭与迁移。缺氧可促进结肠癌
ＨＣＴ１１６细胞的增殖，但 ＡＧＥｓ促进结肠癌 ＨＣＴ１１６细
胞的增殖作用较弱。本研究与之前单独ＡＧＥｓ或单独
缺氧对结肠癌细胞生物学行为的相关研究相比，能够

更真实的模拟合并糖尿病的结肠癌患者体内结肠癌细

胞所处的缺氧合并高浓度ＡＧＥｓ的独特微环境。但缺
氧环境与高浓度 ＡＧＥｓ是通过各自的信号通路，还是
共同信号通路作用于结直肠癌细胞，并最终导致结直

肠癌细胞侵袭能力增强的具体机制仍不清楚，需进一

步研究。
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ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆａｒｙｌｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ
ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１８，５０４（２）：５３８－５４４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｂｒｃ．２０１８．０９．０１８．

［９］ＣＨＥＮＺ，ＺＨＵＹＤ，ＤＯＮＧＹＦ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＴｒｐＣ５ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｖｉａｔｈｅＨＩＦ１αＴｗｉｓｔｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＳｃｉ，２０１７，１３１（１９）：
２４３９－２４５０．ＤＯＩ：１０．１０４２／ＣＳ２０１７１０６９．

［１０］ＣＨＯＩＢＪ，ＰＡＲＫＳＡ，ＬＥＥＳＹ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ｔｈｒｏｕｇｈｕｂｉｑｕｉｔｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅ４７ｍｅｄｉａｔｅｄｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆＳｎａｉｌ：ＡｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｏｆＳｏｘ９［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１７，７
（１）：１５９１８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９８０１７１５１３９５．

［１１］ＺＨＡＮＧＷＪ，ＳＨＩＸＰ，ＰＥＮＧＹ，ｅｔａｌ．ＨＩＦ１αｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈ
ｄｉｒｅｃｔｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＺＥＢ１ｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰＬｏＳ
ＯＮＥ，２０１５，１０（６）：ｅ０１２９６０３．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．
ｐｏｎｅ．０１２９６０３．

［１２］ＳＯＮＯＳＨＩＴＡＭ，ＩＴＡＴＡＮＩＹ，ＫＡＫＩＺＡＫＩＦ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｍｏ
ｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉ
ｖａｔｉｏｎｏｆＮＯＴＣＨＤＡＢ１ＡＢＬＲＨＯＧＥＦｐｒｏｔｅｉｎＴＲＩＯ［Ｊ］．
ＣａｎｃｅｒＤｉｓｃｏｖ，２０１５，５（２）：１９８－２１１．ＤＯＩ：１０．１１５８／
２１５９８２９０．ＣＤ１４０５９５．

［１３］ＲＡＮＫＩＮＥＢ，ＧＩＡＣＣＩＡＡＪ．Ｈｙｐｏｘｉｃｃｏｎｔｒｏｌｏｆｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１６，３５２（６２８２）：１７５－１８０．ＤＯＩ：１０．１１２６／ｓｃｉ
ｅｎｃｅ．ａａｆ４４０５．

［１４］ＢＡＨＲＡＭＩＡ，ＡＭＥＲＩＺＡＤＥＨＦ，ＳＨＡＨＩＤＳＡＬＥＳＳ，ｅｔａｌ．
Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｔａｒｇｅｔｉｎｇｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎｐａｔｈｗａｙｉｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ：ｒａｔｉｏｎａｌａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１７，１１８（８）：１９７９－１９８３．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｊｃｂ．２５９０３．

［１５］ＺＨＡＯＪＫ，ＯＵＢＣ，ＨＡＮＤＰ，ｅｔａｌ．ＴｕｍｏｒｄｅｒｉｖｅｄＣＸ
ＣＬ５ｐｒｏｍｏｔｅｓｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈａｃ
ｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＥＲＫ／Ｅｌｋ１／ＳｎａｉｌａｎｄＡＫＴ／ＧＳＫ３β／βｃａｔｅ
ｎｉｎｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２０１７，１６：７０．ＤＯＩ：１０．
１１８６／ｓ１２９４３０１７０６２９４．

［１６］伍鑫，程勇，庞云，等．终末糖基化产物对结肠癌
ＳＷ６２０细胞ＥＭＴ及肿瘤干细胞标志物的影响［Ｊ］．中国
肿瘤生物治疗杂志，２０１６，２３（３）：３５５－３５９．ＤＯＩ：１０．
３８７２／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７３８５Ｘ．２０１６．０３．０１０．
ＷＵＸ，ＣＨＥＮＧＹ，ＰＡＮＧＹ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｄｖａｎｃｅｄ
ｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｎｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ
ａｎｄｃａｎｃｅｒｓｔｅｍ ｃｅｌｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｉｎｈｕｍａｎｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＳＷ６２０［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＣａｎｃｅｒＢｉｏｔｈｅｒ，２０１６，
２３（３）：３５５－３５９．ＤＯＩ：１０．３８７２／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７３８５Ｘ．

９５４１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１９，４１（１５）



２０１６．０３．０１０．
［１７］ＺＨＡＮＧＸＣ，ＨＵＦＹ，ＬＩＧ，ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒｄｅｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓｐｒｏｍｏｔｅｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＩＬ６／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１８，９（２）：２５．ＤＯＩ：１０．１０３８／
ｓ４１４１９０１７０１７６３．

［１８］王五艺，程勇，万林，等．ＡＧＥｓ通过 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号
通路诱导结肠癌ＳＷ４８０细胞增殖、侵袭及上皮间质转化
［Ｊ］．第三军医大学学报，２０１７，３９（２４）：２３９０－２３９５．
ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１７０８１９９．
ＷＡＮＧＷＹ，ＣＨＥＮＧＹ，ＷＡＮＬ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａ
ｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｅｎｈａｎｃｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｈｕ
ｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒＳＷ４８０ｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈ
ｗａｙ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３９（２４）：２３９０－
２３９５．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１７０８１９９．

［１９］ＢＡＩＷ，ＺＨＯＵＪ，ＺＨＯＵＮ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ＲＡＧＥｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｈｅｍｏｔａｘｉｓａｎｄｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｙｔｏｋｉｎｅｓｒｅｌｅａｓｅｔｈｒｏｕｇｈｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢａｎｄ
ＨＩＦ１αｉｎＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，
２０１８，４９５（３）：２２８２－２２８８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１７．
１２．０８４．

［２０］ＨＯＲＩＵＣＨＩＳ，ＡＲＡＫＩＮ，ＭＯＲＩＮＯＹ．Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ａｐｐｒｏａｃｈｔｏｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ
ｔｈｅｍａｉｌｌａｒｄｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａｃｏｍ
ｍｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９１，２６６（１２）：７３２９－
７３３２．

［２１］韩晓群．晚期糖基化终末产物促进初始ＣＤ４～＋Ｔ细胞向
促炎症反应方向分化及机制研究［Ｄ］．武汉：武汉大学，
２０１４．
ＨＡＮＸＱ．Ｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｆａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｐｒｏｍｏｔｉｎｇＣｄ４～＋Ｔｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｔｏｗａｒｄｐｒｏｉｎ
ｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ［Ｄ］．Ｗｕｈａｎ：Ｗｕ
ｈａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１４．

［２２］ＳＩＥＧＥＬＲＬ，ＭＩＬＬＥＲＫＤ，ＪＥＭＡＬＡ．Ｃａｎｃｅｒｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ，
２０１６［Ｊ］．ＣＡＣａｎｃｅｒＪＣｌｉｎ，２０１６，６６（１）：７－３０．ＤＯＩ：
１０．３３２２／ｃａａｃ．２１３３２．

［２３］ＫＯＹＡＳＵＳ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＭ，ＧＯＴＯＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｃｔｉｖｉｔｙ：Ｔｗｏｄｅｃ
ａｄｅｓｏｆｋｎｏｗｌｅｄｇｅ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，２０１８，１０９（３）：５６０－
５７１．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｃａｓ．１３４８３．

［２４］ＬＯＯＪＭ，ＳＣＨＥＲＬＡ，ＮＧＵＹＥＮＡ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｅｒｇｅｔｉｃｓｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．
Ｃｅｌｌ，２０１５，１６０（３）：３９３－４０６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｌｌ．
２０１４．１２．０１８．

［２５］ＢＡＬＡＭＵＲＵＧＡＮＫ．ＨＩＦ１ａｔｔｈｅｃｒｏｓｓｒｏａｄｓｏｆｈｙｐｏｘｉａ，
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２０１６，１３８
（５）：１０５８－１０６６．ＤＯＩ：１０．１００２／ｉｊｃ．２９５１９．

［２６］ＭＡＣＫＬＩＮＰＳ，ＭＣＡＵＬＩＦＦＥＪ，ＰＵＧＨＣＷ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａ
ａｎｄＨＩＦｐａｔｈｗａｙｉｎｃａｎｃｅｒａｎｄｔｈｅｐｌａｃｅｎｔａ［Ｊ］．Ｐｌａｃｅｎｔａ，
２０１７，５６：８－１３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｐｌａｃｅｎｔａ．２０１７．０３．０１０．

［２７］ＡＬＨＡＷＡＲＡＴＦＭ，ＨＡＭＭＡＤＨＭ，ＨＩＪＪＡＷＩＭＳ，ｅｔａｌ．
ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｃｙｃｌｉｎｇｈｙｐｏｘｉａｏｎＭＣＦ７ｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ
ａｎｄｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｔｈｅｉｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｕｓｉｎｇｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ）ａｓ
ａｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＰｅｅｒＪ，２０１９，７：ｅ５９９０．ＤＯＩ：１０．７７１７／
ｐｅｅｒｊ．５９９０．

［２８］ＲＡＭＡＫＲＩＳＨＮＡＮＳＫ，ＳＨＡＨ ＹＭ．Ｒｏｌｅｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ
ＨＩＦ２αｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＰｈｙｓｉｏｌ，
２０１６，７８：３０１－３２５．ＤＯＩ：１０．１１４６／ａｎｎｕｒｅｖｐｈｙｓｉｏｌ
０２１１１５１０５２０２．

［２９］ＲＡＭＡＳＡＭＹＲ，ＳＨＥＫＨＴＭＡＮＡ，ＳＣＨＭＩＤＴＡＭ．Ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｆａｃｅｓｏｆＲＡＧＥ：ｏｐｐｏｒｔｕｎｉｔｉｅｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｉｎｔｅｒ
ｖｅｎｔｉｏｎｉｎａｇｉｎｇａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＥｘｐｅｒｔＯｐｉｎＴｈｅｒ
Ｔａｒｇｅｔｓ，２０１６，２０（４）：４３１－４４６．ＤＯＩ：１０．１５１７／１４７２８２２２．
２０１６．１１１１８７３．

［３０］ＣＨＥＮＨＢ，ＷＵＬＦ，ＬＩＹＫ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎ
ｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｃｒｅａｓｅｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄ
ｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２０１４，３９５（１／２）：６９－７８．ＤＯＩ：
１０．１０１６／ｊ．ｍｃｅ．２０１４．０７．０２１．

（收稿：２０１９０１１１；修回：２０１９０３１１）

（编辑　黄　超）
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