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低氧诱导人乳腺癌细胞 VEGF的表达及机制 

宗建春 ，吴诚义 

(重庆医科大学临床学院普外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究低氧对体外培养乳腺癌细胞株 MD—MBA 435S血管内皮生长因子(vgscular endothelial growth factor 

Ⅵ F)表达的影响。方法：建立 MD—MBA一435S细胞体外低氧培养模型。在缺氧处理后(4h、8h、12h、16h和 20h)，RT— 

PCR和Western blot分别检测VEGF基因和 HIF—la蛋白、VEGF蛋白的表达变化，台盘兰排斥法检测 20h以内细胞的存活 

率。结果：缺氧20h以内对细胞生存率影响较小；缺氧 4h后，VEGFmRNA的两个亚型 VEGF121及 VEGF165的表达相对常 

氧条件下有显著增加，且随着缺氧时间的增加呈时间效应关系。免疫细胞化学及 Western blot证实 VEGF蛋白的表达与 

VEGFmRNA的表达同步；HIF la蛋白在常氧条件下很少表达，缺氧4h即有显著表达，且表达量随缺氧时间而升高，Pearson 

级差相关分析显示HIF—la蛋白水平和VEGF mRNA及蛋白表达显著正相关。结论：缺氧可以显著增加乳腺癌细胞VEGF 

的表达，且HIF 1a蛋白在其中发挥重要作用，这可能是乳腺癌恶性增殖和转化的一个重要机制。 
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VEGF expression in human breast carcinoma ceI I I iRe induced 

by hypoxia and its mechanism 

ZONG Jianchun．et al 

(Department of General surgery，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：Tb investigate the effect of hypoxia on vascular endothelial growth factor expression in breast carcinoma cell line 

(MD—MBA一435S)and its mechanism．Methods：Hypoxia culture model in vitro W3S established to test the expression of VEGF and 

HIF—la and their correlation in MD—MBA一435S cell line．After cultured in hypoxia circumstance for a given period of time(4 

hours，8 hours，12 hours，16 hours，20 hours)，VEGF expression W3S tested in mRNA level and protein level by RT PCR and West— 

em blot analysis．HIF一1 d expression tested in protein leve1．Cell viability in twenty hours W3S tested by trypan blue exclusion assay． 

Res“lts：Cell survival W3S affected a little within 20 hours under hypoxia．Two isolo1TIlS of VEGFmRNA，VEGF 121 and 

VEGF165，were identified by RT PCR，and their expressions increased after treatment of hypoxia for 4 hours．VEGF and HIF一1 d 

protein expressions increased equally with VEGFmRNA confirmed by irnmunocytochemistry and Western blot and its positive correla— 

tion was found by Pearson product—moment correlation analysis．Conclusion：VEGF gene and protein can be induced remarkably by 

hypoxia in breast carcinoma cell line．which is regulated mostly by transcription factor HIF一1 d．This mechanism may be involved in 

the malignant proliferation and transform ation Of breast neopi&sm． 

【Key words】Hypoxia；Breast neoplasm；VEGF；Hypoxia inducible factor 1 a(HIF la) 

低氧广泛存在于实体瘤组织中，随着实体瘤的 

增大，肿瘤内部不能得到足够血液供应，导致局部处 

于缺血缺氧状态[1l。本研究采用 RT—PCR、免疫 

细胞化学及 Western blot分别检测人乳腺癌细胞在 

常氧和低氧下其 VEGFmRNA、VEGF蛋白和 HIF 
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一 1a蛋白的表达，以探讨低氧在乳腺癌发生发展中 

的作用及可能机制。 

1 材料和方法 

1．1 细胞培养及低氧处理 

人乳腺癌细胞株MD MBA 435S(由本院普外科实验 

室提供)培养在含 10％的新鲜胎牛血清的RMPI1640培养 

液中，分别加入 50U／ml的青霉素及 50mg／ml的链霉素，预 
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先 3TC、5％CCh和 100％相对湿度环境中培养 24h使细胞 

进人对数生长期后，更换新鲜无血清培养液，再将细胞分别 

置于常氧(对照组缺氧 0h)和低氧(95％ 、5％c 、<1％ 

O，)(实验组)环境中分别培养 4h、8h、12h、16h、20h。 

低氧培养在一顶端有两支带活塞的玻璃管的密闭真空 

干燥器中进行。实验开始时，从入气孑L输入纯氮以置换装置 

内的残余()2；然后输入混合气(95％N2、5％Co2、<0．1％02) 

使气体维持低氧状态。 

1．2 逆转录 PCR(RT—PCR) 

Trizol试剂提取细胞总 RNA，RNA含量通过 752型紫 

外分光光度计测定260nm和280nm的吸收值确定。PCR引 

物： VEGF， 正 义 引 物： 5’ 一 GAAGT( T— 

GAAGTTC‘ATGGATGTC 一 3’，反 义 引 物：5’ 一 

CGATCGTTC'TGTATCAGTCTTTCC一3’ z。8一actin(用 

Primer premier version5．0软件设计，产物大小 323bp)，正义 

引物 ：5’一GCCA1vr( CA~Z3( A1vrCAGTC(ITC一3’，反义 

引物 ：5’一AGCC~ TC(；CGTCAAGTCAG一3’(皆南上海 

生工生物工程技术服务有限公司合成)，阴性对照或空白对 

照不加模板 RNA。PCR反应条件：①94℃预变性 5min，② 

35循环：94℃45s，55℃45s，72℃lminl5s，③72℃延伸5rain。 

1．3 免疫细胞化学染色 

乳腺癌细胞中的VEGF蛋白质表达检测采用免疫组化 

SP法，主要步骤如下：新鲜配置的3％ (试剂 A)阻断内 

源性的过氧化酶活性；微波抗原修复后加非免疫性动物血清 

(试剂 B)减少非特异背景，直接滴加相应的一抗，41；冰箱孵 

育过夜；滴加生物素化山羊抗兔 IgG20V 20min，加试剂 SP， 

室温孵育后 DAB显色，苏木素复染、封片。 

1．4 蛋白印迹(Western blot) 

Bradford法测定裂解物总蛋白浓度。收集细胞，预冷 

PBS洗两次，转移至 1．5mlEP管中，加入 4℃预冷蛋白提取 

液和 1×SDS，4℃下离心弃上清液，取裂解物与等量的2× 

L样缓冲液混合，煮沸3rain后以每泳道 100fig蛋白的量上 

样于12％SDS一聚丙烯酰胺凝胶，150v恒压电泳 90min。蛋 

54lbp 

108bp 

323bp 

白转移到硝酸纤维素膜，经丙春红染色后标记蛋白标准品的 

位置。杂交前泳BlottoA溶液室温孵育60min阻断非特异性 

结合位点，加稀释好的兔抗人 VEGF室温孵育 120min，TBS 

洗涤后加入 HRP标记的羊抗兔 IgO室温孵育 90min，TBS 

洗涤后进行化学发光，暗室X片曝光显示实验结果，采用图 

像分析软件Scion Image比较杂交条带的相对光密度值，获 

得VEGF蛋白的相对表达量。 

1．6 统计学分析 

计量资料用配伍资料的方差分析，Pear~n级差相关分 

析 HIF—la和 VEGF的相互关系，J <0．05为具有统计学 

意义，统一采用统计学软件SAS8．1进行分析。 

2 结 果 

2．1 低氧对 MD～MBA一435S细胞活力的影响 

1×10 细胞接种在 100ml培养瓶中，在缺氧不 

同时间收集细胞，台盘兰排斥法检测细胞的存活率 

(至少进行 3次重复试验 )。结果显示 ：缺氧 4、8、 

12、16、20h细胞的存活率分别为 96．3±1．4％、96．4 

±2．2％、95．9±2．1％、96．3±1．7％、96±1．3％，与 

常氧对照组(96．3±1．8％)比较无统计学差异(P> 

0．05)。 

2．2 低氧对 MD—MBA一435S细胞 VEGF基因转 

录的影响 

RT—PCR结果显示细胞在缺氧不同时问同时 

表达两种产物，他们同时与不同的VEGF亚型mR— 

NA 相 对 应 ：VEGFl2l(541bp)和 VEGFl65 

(408bp)。缺氧 4h后，细胞的 VEGFmRNA相对常 

氧下有显著增加，16h到达最高峰，20h后略有下 

降，其中VEGFl65的表达要明显高于 VEGFl2l，具有 

统计学意义(P<0．01)(图 1、表 1) 
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图 1 低氧诱导 MI) MBA 435S细胞 VEGFmRNA的表达(RT—PCR) 

M：Marker。1～6分别为对照组(常氧条件)、缺氧4、8、12、16、20h 
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表2 低氧对细胞 VEGF、HIF—la蛋白的调节( ±S) 

Compared with control group．P<0．01 

3 讨 论 

至今 ，已发现的内源性血管生成因子及血管抑 

制因子有 40余种 ，其中作用最强、特异性最高的促 

血管因子为血管内皮生长因子(vascular endothelial 

growth factor VEGF)，VEGF调节许多内皮细胞的 

功能，包括有丝分裂形成、通透性、血管紧张度及血 

管作用分子的产生l3 J。VEGF基 因定位于染色体 

6P21．3，总长度约为 14Kb，包含 8个外显子和 7个 

内含子。根据剪接方式不同，VEGF基因转录出不 

同 长 度 的 VEGFmRNA，主 要 为 VEGF121、 

VEGF145、VEGF165、VEGF189和 VEGF206 E 。 

本实验表明，缺氧 20h以内乳腺癌细胞的存活 

率相对常氧条件并不下降，而且在缺氧条件下，乳腺 

癌细胞 VEGF无论在转录水平还是蛋白表达水平皆 

显著增加，提示 VEGF是乳腺癌细胞在低氧下获得 

大量增殖的重要因子。另外，VEGFmRNA同工型 

在乳腺癌 细胞 中 的表 达与 大多数 肿瘤相 似，以 

VEGF121和 VEGF165为主，说明 VEGF121和VEGF165 

是引起乳腺癌细胞血管形成的主要亚型_2 J。以往研 

究已证实，大部分实体瘤(包括乳腺癌)内部氧分压 

大都低于 0．5％，明显低于周围正常组织【引。因此 

从我们的实验结果可以推测人乳腺癌在迅速增殖的 

过程中，由于内部耗氧增加 ，逐渐处于低氧状态 ，而 

低氧促进 VEGF的大量表达又可进一步促进乳腺癌 

的生长继而发生远处转移。 

另外，本实验从信号传导机制方面初步探讨了 

低氧促进乳腺癌细胞 VEGF大量表达的机制。实验 

发现低氧不仅在蛋白水平而且在基因转录水平刺激 

乳腺癌细胞 VEGF的表达(表 1、2)，表明缺氧首先 

通过 信 号 传 导 影 响 VEGF 的 上 游 基 因，刺 激 

VEGFmRNA的表达继而促进 VEGF蛋白的大量表 

达。以往研究表明VEGF增强子区域存在数个转录 

因子结合位点，如 AP一1，AP一2，SP一1和缺氧诱 

导因子一1_6 J。常氧条件下 VEGF的表达主要由 SP 

一 1蛋白调节 ，SP一1通过结合在 VEGF转录启动 

区附近，促进 VEGF的转录增强l7 。在低氧条件 

下，大部分肿瘤细胞内 AP一1，AP一2，SP一1蛋白 

水平相对常氧条件增高并不明显，说明缺氧时肿瘤 

细胞内 VEGF大量表达另有其它因子调控l8一。我 

们的实验结果显示，常氧条件下，HIF一1a很少表 

达，而在缺氧条件下其表达水平显著增加，其低氧下 

的表达水平与 VEGFmRNA及蛋白同步；另外 Pear— 

son级 差相 关 分 析 显 示 HIF—la蛋 白水 平 和 

VEGF 65mRNA及蛋白表达呈显著正相关(相关系 

数 r分别为 0．9411及 0．9154)，说明 HIF—la是缺 

氧条件下介导 VEGF表达的关键转录因子。 

HIF一1是在缺氧时诱导产生的一类转录因子， 

由a亚基和 J3亚基共同构成异二聚体。缺氧时，HIF 
一

1a大量产生并进入核内与 HIF一1J3形成异二聚 

体 ，而后与靶基 因的缺氧反应组件 (Hypoxia—re— 

sponsive element HRE 5’一RCGTG一3’)结合，促进 

靶基因的转录增强。HIF一1的活性主要取决于 

HIF—la蛋白的稳定，而且，在常氧下 HIF—la蛋白 

迅速降解，低氧时获得稳定表达，而 HIF一1』3在细胞 

内固定表达不受氧分压的影响_9，10]。 

目前抑制肿瘤的新生血管形成已成为肿瘤治疗 

的又一新领域，结合我们的研究结果提示缺氧在乳 

腺癌的新生血管形成 中发挥重要作用，而 HIF—la 

是调节这一信号传导的关键转录 因子，通过研究 

HIF一1a的天然抑制剂或基因干扰来抑制乳腺癌合 

成和分泌 VEGF而抑制新生血管的形成，有可能在 

乳腺癌的预防复发、提高生存方面发挥重要作用，但 

这尚需进一步的临床研究。 
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区，并诱导其生长分化为心肌细胞替代死亡细胞 ，可 

恢复心脏功能，为根治心血管疾病的组织工程学发 

展奠定坚实的理论基础，具有重大的前期临床意义。 
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