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间歇性缺氧对 SW480细胞生长及 HIF一1 表达的影响 
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【摘 要1目的：研究间歇性缺氧(Intermittent hypoxia，IH)对SW480细胞生长及缺氧诱导因子一1 (Hypoxia indueible factor-1 o【， 

HIF一1 )表达的影响，探讨肿瘤的间歇性缺氧现象及与 HIF一1 的关系。方法：采用氯化钻(CoCt )模拟缺氧环境，四甲基偶氮唑 

蓝 (M rr)法观察间歇性缺氧对 SW480细胞生长的影响，逆转录聚合酶链反应 (RT—PCR)及 Western blot检测间歇性缺氧对 

HIF一1仪表达的影响。细胞分组：A组：常氧组；B组：间歇l生缺氧 2h组 ；c组：间歇性缺氧3 h组；D组：持续性缺氧 3h组。结果： 

M，rI1结果显示 3个缺氧组与常氧组相比，SW480细胞增殖活性均受到抑制，c组和 D组较 B组增殖活性亦降低，而c组和 D组之 

间无差异。RT—PCR检测 HIF～1 mRNA发现 C组高于A组、B组及 D组。而其余各组之间无差异。Western blot检测 HIF-1 Ot蛋 

白发现 c组高于其余各组 ，D组高于B组及 A组 ，而 B组与 A组无差异。结论：相同缺氧时间，不同缺氧方式使 SW480细胞生长 

受到同等程度抑制。一定程度的间歇l生缺氧可以上调 HIF一1 mRNA及蛋白水平。 
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本实验通过对膀胱移行细胞癌中心体异常与 

膀胱癌的 p53基因突变关系的统计学分析表明：在 

76例膀胱移行细胞癌中．中心体异常与P53蛋白阳 

性表达，之间没有显著的差异(P>O．05)。对两者行相 

关性分析也表明：两者之间存在着显著的相关性 

： 37．961，r=0．707，P<0．O1)。结果表明：膀胱移行 

细胞癌中中心体异常与 p53基因突变密切相关。这 

与Kawamura K等[7 l的报道相一致。因此可以假定： 

中心体异常可能是 p53基因突变导致膀胱移行细 

胞癌发生发展中重要 中间环节 。p53基 因突变后 ，可 

能通过调控 中心体复制异常 。使细胞发生 多极分 

裂，从而引起异常数目的染色体而形成非整倍体， 

即CIN表型，致使受累染色体区域基因改变 ，从而 

打破多个细胞正常生长平衡系统 ，导致细胞恶变。 

因此．研究中心体异常可能把原癌基因的激活、抑 

癌基因的失活和细胞周期检测点失调节和肿瘤染 

色体基因不稳定联系起来，进一步揭示肿瘤的发生 

和发展过程。 
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Effects of intermittent hypoxia on the growth of SW480 cell lines and the 

expression of HIF-1()c 

LIMing-yang，et ol 

(Department ofGeneral Surgery，the First Affiliated Hospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To determine the effects of intermittent hypoxia (IH)on the growth of SW480 cell lines and the expression of 

hypoxia—inducible factor(HIF)一1 or．．the phenomenon of IH in tumors and the relation between IH and HIF一1 were discussed． 

Methods：The hypoxia condition was simulated by CoC12．Effect of IH on the growth of SW480 cell lines was observed by M1Tr assay． 

Effects of IH on the expression of HIF一1 0【were analyzed by Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT—PCR)and Western 

blot assay．Cells were divided into four groups：group A：norm oxia group，group B：IH for 2 hours group，group C：IH for 3 hours group， 

and group D：continuous hypoxia (CH)for 3 hours group．Results：M]T assay indicated that in the 3 hypoxia groups，tlle growth of 

SW480 cell lines was inhibited，when compared with normoxia group．The growth of SW480 cell lines was also inhibited in group C and 

group D when compared with group B．No significant differences were observed between group C and group D．RT-PCR showed that the 

level ofHIF一1 ot mRNA in group C was higher than that in group A，group B and group D．No significant differences were observed among 

the other 3groups．Western blotfoundthatthelevel ofHIF-1 0l proteiningroup Cwas higherthanthatinthe other 3groups．Th elevel of 

HIF一1 eL protein in group D was higher than that in group B and group A．No significant differences were observed between group B and 

group A．Conclusion：Same hypoxia time but different hypoxia manner inhibit the growth of SW480 cell lines to the same degree．A 

certain degree of IH can up-regnlate the mRNA and protein level of HIF一1 oL． 

【Key words】Intermittent hypoxia；Colonic neoplasms；Hypoxia—inducible factor 

肿瘤性缺氧的一个重要特征是其不稳定性。肿 

瘤的这种病理生理学特征被称为“间歇性缺氧”(In． 

termittent hypoxia，IH)或周期性缺氧I1】。目前对肿瘤缺 

氧的研究主要集中在单纯持续性缺氧对肿瘤的影 

响。然而，IH在对肿瘤生物学特性的影响方面与单纯 

持续性缺氧(Continuous hypoxia，CH)有所不同。结肠 

癌作为易发生缺氧性变化的恶性肿瘤之一．间歇性 

缺氧现象依然存在。因此，本研究通过观察间歇性缺 

氧条件下结肠癌细胞 SW480的生长情况及 HIF—lot 

的变化，以探讨肿瘤的间歇性缺氧现象及与HIF—lot 

的关系 

1 材料与方法 

1．1 材料 

细胞株，药物与试剂：结肠癌细胞株 SW480由中科院上 

海细胞所提供。培养基购自Gibco公司。小牛血清购自杭州四 

季青公司。四甲基偶氮唑蓝(MTF)、二甲基亚砜 (DMSO)、 

CoC12及 M1Tr购自Sigma公司。RNAiso Reagent(总 RNA提取 

试剂)，Marker及 PrimeScript One Step RT—PCR Kit Ver 2．0试 

剂盒购自TaKara公司，HIF一1 ot引物由Takara公司合成。免 

抗人 HIF一1 多克隆抗体，HRP标记羊抗兔二抗及 ECL化 

学发光试剂盒购自武汉博士德公司。其余试剂均为分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 结肠癌细胞株 SW480培养于含 lO％／J~牛 

血清的 RPMI1640培养基中，在 5％CO：、37~C条件下常规培 

养、传代。 

1．2．2 间歇f生缺氧体外模型的建立 本实验采用 CoC1，形成 

化学性缺氧环境 ，取对数生长期的SW480细胞 ，以每孔 200 

l(1 x 10 个 )接种于 96孑L培养板内，细胞贴壁后加入不同 

浓度的CoC12(终浓度分别为0、50、100、200、400、800 Ix mol／L)， 

培养 1 h后 ，加入 MrITI1溶液(5 mg／m1)20 l，继续培养 4 h， 

弃去各孔内液体，每孑L加入 200 l二甲基亚砜，混匀，测定 

570 nm处各孔吸光度值(A值)，细胞存活率 =『用药组 A值 ／ 

对照组 A值】x 100％。选择细胞存活率 >90％的最大药物浓 

度为作用浓度。复氧时以PBS清洗细胞并换以不含 CoC1，的 

培养液。间歇性缺氧时间参照 Martinive等目的方法进行，即 1 

h缺氧过程之间间隔以 30 min复氧过程。细胞分为以下 4 

组：A组：常氧组；B组 ：间歇性缺氧 2 h组；c组：间歇性缺氧 

3 h组；D组：持续性缺氧 3 h组。 

1．2-3 RT—PCR法检测 HIF—l ot mRNA水平 HIF一1 PCR 

引物序列如下，上游：5’一AGAAACCACCTATGACCTGC一3’． 

下游：5’一TcAG1-TTrCAACCCAGACATA一3’，目标片段长度为 

320 bp。GAPDH上游：5’一ACCACAGTCCATGCCATCAC一3’． 

下游：5’一TccAccAcccTG I’rccTGTA一3’，目标片段长度为 

450 bp。取对数生长期的 SW480细胞以每孑L 2 ml(4×105 

个 )，接种于 6孔培养板内，按上述方法缺氧处理后 ，按 

RNAiso reagent说明书提取总 RNA，取总 RNA O．5 g，按 

Takara说明书配置 25 l反应体系，反应条件：50℃ 30min， 

94℃2 min，27个循环(94℃30 s，60~C 30 s，72℃45 s)，最后 

72℃延伸 10 min。取 PCR产物 2．5 l在 3％琼脂糖凝胶上 
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电泳 ( 1 0 0 V ， 2 0 m i n ) 。 计算 H I F 一 1 O t m R N A 相 对 表 达 量 。

1 ． 2 ． 4 W e s t e rn b l o t 检 测 H I F — l OL 蛋 白水 平 取 对 数 生 长 期

的 S W 4 8 0 细 胞 ， 每 1 0
s 个 细 胞 加 入 5 0 0 ¨ l 细 胞 裂解 液 ， 冰 上

放置 3 0 m i n 裂解 细 胞 ， 1 2 0 0 0 r ／m i n 离心 2 0 m i n ， 收集 上 清 ， 测

定提取 的总 蛋 白浓度 ， 取 等量 蛋 白样 品 5 0 ¨ g 进 行 8 ％ S D S 一

聚丙 烯酰胺 凝胶 电泳 ( S D S — P A G E ) ， 然 后 将 蛋 白转 移 至 P V D F

膜 上 ， 经 5 ％ 脱脂 奶 粉 封 闭 ， 分别 与兔 抗 人 H I F — l O t
、 13 一

a c t i n

多克隆抗 体 4
~

C 反 应 过 夜 及 相应 的羊抗 兔二 抗 反 应 1 h ， 加 入

化学 发 光 剂 E C L 反 应 ， 显 色 ， 计算 H I F 一 1 d 蛋 白相 对 表 达 量 。

1 ． 2 ． 5 统计 学 方 法 采用 S P S S l 3 ． 0 软 件 进 行 统 计 分析 。 多

组 间 的 均 数 差 异 性 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ( O n e
—

w a y

A N O V A ) ， P < 0 ． 0 5 为差 异 有 统计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 M 1 Tr 结 果

不 同浓 度 的 C o C I： 作 用 1 h 后 S W 4 8 0 细 胞 的 增

殖 活 性 见 表 1 ， 选 择 细 胞 存 活 率 > 9 0 ％ 的 最 大 药 物 浓

表 1 不 同浓 度 的 C o C l ： 作 用 1 h 后 S W 4 8 0 细 胞 的增 殖 活 性

3 讨 论

2 0 0 b p

9 0 0 b p
7 5 0 b p

6 0 0 b p

4 5 0 b p

3 0 0 b p

M A B C D

M ． M a r k e r ；A ． 常氧组 ；B ． 间歇性 缺 氧 2 h 组 ；

C ． 间歇性 缺 氧 3 h 组 ；D ． 持 续 性 缺 氧 3 h 组

图 1 各 组 H I F — l d m R N A 的 R T — P C R 检 测

I H 现 象 已 通 过 多 种 途 径 加 以 了 证 实 ， 包 括 染 色

标 记 、 氧 传 感 微 电 极 、 活 检 、 核 磁 共 振 等 。 肿 瘤 的 不

规 则 生 长 和 异 常 的 微 环 境 导 致 暂 时 的 红 细 胞 流 量

度 ( 即 1 0 0 lx m o l ／L ) 为 作 用 浓 度 。 间 歇 性 缺 氧 ( 1 0 0

I． z m o l ／L C o C l ：) 对 S W 4 8 0 细 胞 增 殖 活 性 的 影 响 见 表

2 。 M T F 法 检 测 各 孑L A 值 ， B 、 C 、
D 3 组 与 A 组 相 比 均

降低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 1 ) ， C 组 和 D 组 较 B

组 A 值 亦 降 低 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 1 ) ， 而 C

组 和 D 组 之 间 差 异 无 统 计 学 意 义 (P > 0 ． 0 5 ) 。

2 ． 2 H I F 一 1 仅 m R N A 的 表 达

各 组 R T — P C R 产 物 的 电 泳 结 果 见 图 1 。 C 组

H I F — I o L m R N A (0 ． 8 7 _

+ 0 ． 0 4 ) 高 于 A 组 (0 ． 7 5 ±0 ． 0 3 ) 、 B

组 (0 ． 7 8 _

+ 0 ． 0 4 ) 及 D 组 ( 0 ． 7 6 + 0 ． 0 5 ) ， 差 异 有 统 计 学 意

义 (P < O ． 0 5 ) 。 而 其余 各 组 之 间 差 异 无 统 计 学 意 义 ( J口>

0 ． 0 5 ) 。

2 ．3 H I F 一 1 d 蛋 白 的 表 达

各 组 W e s t e m b l o t 结 果 见 图 2 。 C 组 H I F — l d 蛋

白 ( 0 ． 3 9 + 0 ． 0 4 ) 高 于 其 余 各 组 (P < O． 0 5 ) ，
D 组 ( 0 ． 3 1 ±

O． 0 3 ) 高 于 B 组 (0 ． 2 l ±0 ． 0 2 ) 及 A 组 (0 ． 1 9 + 0 ． 0 4 ) (P <

O． 0 1 ) ， 而 B 与 A 组 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > 0 ． 0 5 ) 。

表 2 间歇 性 缺 氧 ( 10 0 p , m o l／L C o C l ： )对 S W 4 8 0 细 胞 增 殖

活 性 的 影 响

a ：与 其余 各 组 比较 ， P < O ． 0 1 ；b ：与 间歇 性 缺 氧 3 h 组 及 持续 性

缺 氧 3 h 组 比较 ， P < O． 0 1

A B C D

删 # _ _ p _ - _ _ 龇 嘲 _ _ _ _ _ _ _ ，

H I F - l a ( 12 0 k D )

4 自∞

A ． 常 氧组 ；B ． 间歇 性 缺 氧 2 h 组 ；C ． 间歇性 缺氧 3 h 组 ；

D ． 持 续 性 缺 氧 3 h 组

图 2 各 组 H I F — l o L 蛋 白的 W e s t e m b 10 t 检 测

不 稳 定 ， 短 暂 的 血 管 阻 塞 『3 _均 可 能 是 造 成 I H 的 原

因 。

本 实 验 采 用 C o C l ： 模 拟 缺 氧 环 境 的 机 制 为 C o
。’

可 替 代 氧 感 受 器 血 红 素 中 的 F e
“

， 阻 断 氧 感 受 器 与

氧 结 合 ， 使 细 胞 感 受 缺 氧 。 M
‘

r r 结 果 表 明 ， 随 着 缺 氧
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时间的延长，SW480细胞增殖活性受抑制的程度增 

加。而相同缺氧时间，不同缺氧方式对 SW480细胞 

增殖活性的影响是相同的。然而，IH与 CH可能存 

在 的不同分子反应不一定能反映在细胞增殖活性 

方面．鉴于在缺氧诱导肿瘤基因表达的信息通路上 

HIF-1的中枢纽带作用．有学者在分子反应上探讨了 

不同缺氧方式及其与HIF—l的关系。 

HIF—l由HIF一1 ol和 HIF一113 2个亚单位构成， 

其中HIF—lot是氧凋节亚单位，在肿瘤细胞代谢、血 

管新生及肿瘤转移中起重要作用。在许多实体肿瘤 

的研究中，发现 HIF一1呈高度表达 ，并且其表达增 

强发生于肿瘤早期，先于侵袭和肿瘤血管的形成。 

Martinive等[21发现IH而不是 CH能减少放射线 

诱导的细胞死亡，同时他们发现将 HIF—lot阻断后， 

IH预处理对血清饥饿和放疗下内皮细胞及肿瘤细胞 

的保护作用随之消失。rr0mi等[41发现随着缺氧／复氧 

循环的增加．HIF—lot的磷酸化形式增加，蛋白激酶 

A(PKA)可在 IH条件下参与 HIF—lot的磷酸化，而 

CH却不然，且 IH对 HlF—l 的上调不需要 MAPKs 

及 PI3K／Akt途径参与，这又与 CH有所不同。 

宋炯等151的研究提示 HIF—l 在直肠 癌中高表 

达，与直肠癌血管新生、浸润、转移有重要关系。本实 

验在此基础上进一步研究 了不同缺氧方式对结肠癌 

细胞 SW480 HIF—lot表达的影响。HIF-lot mRNA的 

RT—PCR结果提示间歇性缺氧可能存在某种机制参 

与了 HIF—lot mRNA水平的上调 ，而且这种机制 的 

充分激活可能需要达到一定数量的缺氧／复氧循环。 

Yuan等同发现总计缺氧时问为 1 h的 120次 IH能 

诱导缺氧反应元件(Hypoxia response element。HRE) 

依赖的转录。而 l h的CH却不能，并且IH可诱导钙 

调蛋白激酶 II(CaMK II)的活性并参与 HIF一1的转 

录激活，其作用可被 CaMK 11抑制剂抑制，而 CH下 

CaMK II抑制剂却对 HIF一1的转录激活无影响。经 

过相同的缺氧时间，在 IH条件下比CH有更高的 

HIF一1转录活性。这可能也是本实验间歇性缺氧3 h 

上调 HIF—lot mRNA水平的机制之一。Western blot 

的结果提示一定程度的间歇性缺氧和持续性缺氧均 

能上调 HIF—let蛋白的表达，而经历相同的缺氧时 

间，问歇性缺氧比持续性缺氧能更有效的上调 HIF一 

1仅蛋白的表达。IH引起 HIF—lot的增加可能部分与 

缺氧／复氧损伤导致 H20 和应激颗粒的释放，从而 

稳定 HIF—lot有关[”。Martinive等陶已证实复氧 30 

min可导致 HIF—lot的完全降解。说明IH引起 HIF— 

l o【含量 的增加应 主要归 因于 HIF—let稳定性的增 

加。此外，Yuan等门发现 IH可导致 mTOR通路的激 

活，从而增加 HIF—let蛋白的合成，活性氧族则可稳 

定 HIF—let。 

然 而。间歇性缺氧 2 h并 没有上 调 HIF—lot蛋 

白的表达。这与 Martinive等【2J报道的结果不一致，可 

能与物理性和化学性间歇性缺氧存在一定差异、不 

同类型的细胞以及 CoCI 的作用浓度及时间等因素 

有关。 

总之，在间歇性缺氧模式下研究肿瘤生物学特 

性 的变化有助 于加深和扩展缺氧对肿瘤影 响的认 

识，并为进一步针对间歇性缺氧肿瘤细胞的治疗提 

供依据。 
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