
［文章编号］ 1000 － 4718( 2010) 07 － 1416 － 04

［收稿日期］2009 － 11 － 16 ［修回日期］2010 － 03 － 05
* ［基金项目］厦门市科技局基金资助项目( No． 3502Z20074019)

△通讯作者 Tel: 0592 － 2993342; E － mail: yinping20022002@ yahoo． com． cn

全反式维甲酸对不同增殖潜能的结肠癌

细胞株 HIF － 1α表达的影响*

田瑞华1， 殷 平1△， 金光辉2， 冯子杰2， 吴 媛2， 郑良楷3

( 1 福建医科大学教学医院 － 厦门大学附属中山医院病理科，福建 厦门 361004 ; 2厦门大学医学院基础医学部实验室，

福建 厦门 361006; 3厦门市妇幼保健院病理科，福建 厦门 361003)

［摘 要］ 目的: 探讨全反式维甲酸( ATRA) 对不同增殖结肠癌细胞系的生长抑制作用，以及对低氧诱导因

子( HIF － 1α) 表达的抑制作用。方法: 采用体外培养属于结肠癌 Dukes C 期的 HCT － 8 细胞和 LOVO 细胞，不同浓

度的全反式维甲酸( ATRA) 干预。利用 MTT 观察 ATRA 对结肠癌细胞系的生长，采用半定量 RT － PCR 和 Western

印迹检测 ATRA 干预后在低氧状态下结肠癌细胞中 HIF － 1α 的表达。结果: 全反式维甲酸( ATRA) 对结肠癌细胞

的增殖有抑制作用，对不同增殖能力的结肠癌细胞 HIF － 1α 的表达量有抑制作用。结论: 全反式维甲酸可以抑制

结肠癌细胞的增殖，对结肠癌细胞 HIF － 1α 的表达有明显的抑制作用。
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维甲酸( retinoic acid，RA) 又称视黄酸或维生素 A 酸，是

维生素 A 的衍生物。机体内一定浓度的维甲酸可调节细胞

的增殖、分化、成熟，是机体正常生长发育和各种生理活动必

不可少的重要因子，在恶性肿瘤的发生与治疗方面也有重要

的作用。RA 由胃肠道吸收后经氧化形成全反式维甲酸( all

－ trans retinoic acid，ATRA) ，通过单纯弥散进入细胞。

ATRA 在改善 p53 以及相关下游基因的水平上，有明显

的作用［1 － 3］。ATRA 也促进泛素连接酶 E3 水平的提高［4］，是

诱导白血病细胞分化中的一个重要途径。这些研究表明，

p53 和相关下游基因的转导途径以及泛素连接酶 E3 信号转

导途径，均可以受到 ATRA 药物的影响而发生改变。

低氧诱导因子 － 1 ( hypoxia inducible factor 1，HIF － 1 ) 是

迄今为止发现唯一的特异性低氧状态下发挥活性的转录因

子［5］。HIF － 1α 是 HIF － 1 所独有的氧调节蛋白，也是 HIF －

1 的可调节亚基［6］。Sutton 等［7］在肾脏的缺血再灌注损伤模

型中发现 p53 对 HIF － 1α 合成具有负向的调控机制。Oda

等［8］在前列腺癌肿瘤标记物巨噬细胞移动抑制因子( MIF) 的

研究中，也发现 MIF 通过了依赖野生型 p53 的途径，调控了

HIF 合成的过程。另一方面，在泛素连接酶诱导的细胞分化

途径中，正常氧浓度时，HIF － 1α 能够与泛素连接酶 ( E3 )

VHL 结合，导致 HIF － 1α 发生羟基化而被泛素化降解［9］。

本研究拟对 2 个低氧环境中生长的结肠癌细胞系进行

全反式维甲酸的干预，采用 MTT、RT － PCR 及 Western blotting

法，观察癌细胞的生长和 HIF － 1α 的表达变化，探讨 ATRA

抑制结肠癌细胞 HIF － 1α 表达及其抑制结肠癌细胞增殖的

可能性。

材 料 和 方 法

1 材料

1． 1 主 要 试 剂 ATRA 购 自 Sigma。MTT 购 自 Amresco。

DMSO 购自 Sigma。DMEM、RPMI － 1640 细胞培养液、胰蛋白

酶 － EDTA、小牛血清均购自 Hyclone; 总 RNA Trizol 抽提试剂

盒购自 Invitrogen，逆转录试剂盒以及 PCR 试剂盒( 含 DL2000

marker) 均购自 TaKaRa。总蛋白浓度测试试剂盒购自 Pierce。

HRP 标记的羊抗兔 IgGⅡ抗购自 Invitrogen，β － actin 抗体购

自 Bethyl。HIF － 1α 抗体由福州迈新代购自 Thermo。

1． 2 细胞培养及药物干预 结肠腺癌细胞株 HCT － 8 细胞

以及 LOVO 细胞，购于厦门闽博生物技术有限公司。DMEM

细胞培养液和胰蛋白酶 － EDTA 购于 Gibco，小牛血清购于

Hyclone。癌细胞接种于培养板上，在含有 5% CO2、95% O2、
37 ℃饱和湿度条件下的培养箱中培养，HCT － 8 细胞用 RPMI

－ 1640 培养液( 含 10%小牛血清、1 × 105 U /L 青霉素、1 × 105

U /L 链霉素) ，LOVO 细胞用 DMEM 培养液( 含 10% 小牛血

清、1 × 105 U /L 青霉素、1 × 105 U /L 链霉素) 培养。ATRA 的

浓度分组如下: ATRA 的工作浓度分别为 10 －7 mol /L( 低浓度

组) 、10 －6 mol /L( 中浓度组) 和 10 －5 mol /L( 高浓度组) ，以 AT-

RA 粉剂溶解于培养液中使用。设立空白对照组，其中空白对

照组未经任何处理，仅加入与 ATRA 实验组等量培养液。各组
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细胞反复传代，取生长状态良好的细胞用于实验。细胞进入对

数生长期后，将培养皿置于 10% O2 的环境内 8 h。经过不同

浓度的 ATRA 干预和 8 h 的低氧环境培养后进行实验。
2 方法

2． 1 MTT 观察细胞生长状况 2 株结肠癌细胞分组为 10 －7

mol /L( 低浓度组) 、10 －6 mol /L( 中浓度组) 、10 －5 mol /L( 高浓

度组) 、空白对照组和培养液组。处于对数生长期时，均以

3 × 103 cells /well 的密度接种于 96 孔板中，每组为 6 个复孔。
加药组培养 12 h 后加入 10 －7 mol /L、10 －6 mol /L、10 －5 mol /L
ATRA，培养 24 h 后加入显色剂 MTT 以及 DMSO，设置培养液

对照以及调零孔。每孔加入 MTT( 0. 5 g /L) 100 μL，孵育 4 h，

加入二甲基亚砜( DMSO) 100 μL /well，作用 30 min，用酶标仪

检测 490 nm 波长下每孔细胞吸光度( A) 值，每组 6 个复孔取

平均值。按下列公式计算细胞生长抑制率: 抑制率( % ) = ( 1
－ 实验组平均 A 值 /对照组平均 A 值) × 100%。连续培养 4
d，制作 2 种细胞系的生长曲线。
2． 2 RT － PCR 检测 结肠癌细胞株 HCT － 8、LOVO 细胞分

别设培养液对照组和不同浓度的 ATRA 实验组。培养细胞

长满 80% 皿底面积时，去除含血清培养液，用不含血清的培

养液洗 3 次，离心收集细胞后，去除上清 PBS 液。沉淀加入 1
mL Trizol 液和 200 μL 氯仿，手中振荡数秒，静置 2 min。4 ℃
下 13 000 r /min 离心 10 min，取上清。加入 0. 5 mL 异丙醇，

轻轻混匀。静置 10 min。4 ℃下 13 000 r /min 离心 10 min，去

除上清。加入 1 mL 75% 乙醇( DEPC 水配兑) 轻轻洗涤。最

后 4 ℃下 7 500 r /min 离心 5 min，去上清。晾干，加入 20 μL
DEPC 水溶解。放入 － 20 ℃ 保存。测定浓度及 260 /280 nm
的吸光度( A) 值定量后，取总 RNA 2 μg 作 20 μL 反应体系

逆转录。
实验按说明书逆转录合成 cDNA，反应体系如下: 模板

RNA 2 μL，oligo 随机引物 1 μL，dNTP 4 μL，DEPC 水 3 μL，

65 ℃ 5 min，4 ℃ 5 min，5 × reaction buffer 4 μL，RNA inhibitor
0. 5 μL，逆转录酶 0. 5 μL，DEPC 水 5 μL。37 ℃ 5 min( 模板

与引物退火) →42 ℃ 60 min( cDNA 合成) →70 ℃ 15 min( 反

转录酶灭活) →4 ℃ 5 min。获得逆转录产物( cDNA) ，－ 20℃
冰箱保存备用。

取 1 μL 逆转录产物为模板，以 25 μL 反应体系进行

PCR 扩增。引物序列: human β － actin 上游 5' － GGCACCA-
CACCTTCTACAAT － 3'，下 游 5' － TCTCCTTAATGTCACG-
CACGAT － 3'。产物长度为 460 bp 左右; HIF － 1α 上游 5' －
CACCATTAGAAAGCAGTTCCG － 3'，下 游 5' － GGCTGTC-
CGACTTTGAGTAT － 3'，产物长度为 740 bp 左右。DNA mark-
er 片段为 250 － 750 bp。

PCR 反应参数分别为: ( 1) 目的 HIF － 1α: 94 ℃ 5 min 预

变性，94 ℃ 30 s，60 ℃ 40 s，72 ℃ 60 s，23 个循环，最后 72 ℃
10 min; ( 2) 内参照 β － actin: 退火 56 ℃ 30 s。电泳分析: 分

别取目的产物和内参产物与 loading buffer 混匀后在 1% 琼脂

糖凝胶上电泳，采用 Innotech 凝胶图像分析系统扫描，并分析电

泳条带，测定目的条带的吸光度比值( AA ) 以及内参条带 β － ac-
tin 吸光度值( AB ) ，以吸光度比值( HIF －1α 基因条带吸光度值 /
β － actin 基因条带吸光度值) ，即( AA × S) / ( AB × s) ( S 与 s 分别

表示条带的面积) 代表对应 mRNA 的表达量，半定量分析。
2． 3 Western blotting 检测蛋白表达 当细胞进入对数生长

期后，将培养皿置于 O210% 的环境内 8 h。经过以上 ATRA
干预和低氧环境培养后，收集细胞提取蛋白，离心去除上清

PBS 液，沉淀加入蛋白裂解液 RIPA 200 μL，以及蛋白酶抑制

剂 PMSF。剧烈振荡，冰上放置 1 h，4 ℃下 13 000 r /min 离心

10 min，将上清转移至 1. 5 mL EP 管，各组取等量待测蛋白质

样本，按照 1 ∶ 50 比 例 稀 释 样 品。测 量 总 蛋 白 浓 度。放 入

－ 20 ℃保存。然后取各组蛋白提取液，加入 4 × 上样 buffer
混合煮沸 5 min 后上样。12% SDS － PAGE 电泳，转膜、0. 5%
脱脂奶粉封 闭 1. 5 h、分 别 加 入 HIF － 1α ( 1 ∶ 400 ) 抗 体 和

βactin ( 1∶ 500) 抗体，4 ℃过夜，洗膜，分别加入 1∶ 1 000 鼠抗

HRP，孵育2 h，在暗室中进行 ECL 染色，X 胶片曝光、显影和定

影，图像分析系统扫描，并分析电泳条带，以吸光度比值表示蛋

白的表达量( 即各条 HIF － 1α 蛋白条带吸光度 /β － actin 条带

吸光度) 。半定量分析不同浓度 ATRA 下的 HIF －1α表达。
3 统计学处理

采用 SPSS 13． 0 软件整理分析数据，方差分析比较各组

间的差异。计量资料数据以均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示。

结 果

1 ATRA 干预后 HCT －8 细胞和 LOVO 细胞形态学改变

2 株细胞均呈上皮样贴壁依赖性生长，其中 HCT － 8 细胞

胞核大而圆，居中，胞浆丰富，透光度大，折光性一般，轮廓清

晰，形态为不规则星芒形、梭形。胞膜呈枝桠状贴壁延伸，贴附

性良好，聚堆现象明显，生长快。ATRA 干预后，星芒形减少，

梭形增多，胞膜呈现毛刺状生长。而 LOVO 细胞胞核大而圆，

居中，胞浆透光度和折光度一般，轮廓清晰，形状为不规则多角

形、梭形，贴附性良好，聚堆现象不明显，生长较快。ATRA 干

预后，细胞形态呈短梭形增多，胞膜外缘出现毛刺状生长。
2 体外细胞增殖抑制实验

ATRA 作用的结肠癌细胞株 HCT － 8 和 LOVO 与对照组

比较有一定差别。ATRA 处理 1 d、2 d、3 d 和 4 d 后，细胞增

殖明显受到抑制。浓度越高细胞增殖抑制现象越明显，见

图 1。
3 RT － PCR 检测 ATRA 干预后 HCT －8 和 LOVO 细胞的

HIF －1α mRNA 表达

RT － PCR 检测结果如图 2 所示，2 种细胞的 HIF － 1 α
mRNA 表达与空白对照组比较均明显降低，2 种细胞 HIF －
1α 受抑制的水平随着 ATRA 药物的浓度升高而下降( P ＜
0. 05) 。并且，HCT － 8 细胞的 HIF － 1α mRNA 表达比 LOVO
细胞的表达降低更明显，见图 2。
4 Western 印迹检测 ATRA 干预后 HCT －8 与 LOVO 细胞

的 HIF －1α蛋白表达

ATRA 干预后，2 种细胞的 HIF － 1α 蛋白表达与空白对

照组相比较明显降低，差异显著( P ＜ 0. 05 ) ，2 株细胞 HIF －
1α 蛋白受抑制的水平随着 ATRA 药物的浓度升高而下降( P
＜ 0. 05) ，并且 LOVO 细胞 HIF － 1α 蛋白表达被抑制程度比

HCT － 8 细胞更明显，见图 3。
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Figure 1． MTT assay for HCT － 8 and LOVO cell growth after
ATRA treatment． After treating with ATRA for 1 d，2
d，3 d and 4 d，the cell proliferation was significantly
inhibited，and the inhibition effect was correlated with
ATRA concentration． ATRA ( 10 －5 mol /L ) ，ATRA
( 10 －6 mol /L) ，ATRA( 10 －7 mol /L) : Cells were trea-
ted with 10 －7 mol /L，10 －6 mol /L and 10 －5 mol /L AT-
RA，respectively． No ATRA control: only culture me-
dium without ATRA． Medium: only solution without
cells．

图 1 HCT －8 以及 LOVO 细胞的 MTT 生长曲线

Figure 2． HIF － 1α transcription levels of HCT － 8 and LOVO
cells after treated with different concentrations of AT-
RA． 珋x ± s． n = 5． * P ＜ 0. 05 vs control． HIF － 1α mR-
NA levels were determined by RT － PCR and gray
scale analysis． Cells were treated with 10 －7 mol /L，
10 －6 mol /L and 10 －5 mol /L ATRA，then the mRNA
levels were compared with non － treated controls． Lane
1: non － treated control; Lane 2 － 4: cells treated
with 10 －7 mol /L，10 －6 mol /L and 10 －5 mol /L ATRA．

图 2 不同浓度 ATRA 干预后 HCT － 8 细胞与 LOVO 细胞
的 HIF －1α mRNA 的表达

Figure 3． HIF － 1α expression levels of HCT － 8 and LOVO
cells after treated with different concentrations of AT-
RA． 珋x ± s． n = 5． * P ＜ 0. 05 vs control． HIF － 1α
protein levels were determined by Western blotting
and gray scale analysis． Cells were treated with 10 －7

mol /L，10 －6 mol /L and 10 －5 mol /L ATRA，then the
protein levels were compared with non － treated con-
trols． Lane 1: non － treated control; Lane 2 － 4: cells
treated with 10 －7 mol /L，10 －6 mol /L and 10 －5 mol /L
ATRA，respectively．

图 3 不同浓度 ATRA 干预后 HCT － 8 细胞与 LOVO 细胞

的 HIF －1α蛋白的表达．

讨 论

细胞内对 HIF － 1 的调控主要通过其 α 亚基进行。低氧

诱导因子 － 1 ( HIF － 1 ) 通过与低氧反应元件 ( hypoxic re-
sponse element，HRE) 结合，引发下游基因的转录。目前已知

受 HIF 调控的基因有 150 余种，包括诱导型一氧化氮合酶

( inducible nitric oxide synthase，iNOS) ［10］ 和血管内皮生长因

子( vascular endothelial growth factor，VEGF) ［11］等，以上基因

的大量表达，可以促进肿瘤血管再生和细胞能量代谢加强，

通过提高糖酵解速率和多血管生成对低氧环境的适应，使得

肿瘤得以生长和转移。由于 HIF － 1 基因在肿瘤细胞中特异

性表达和介导肿瘤细胞生长特性，调节 HIF － 1 水平可以作

为肿瘤治疗手段，近年来成为肿瘤基因治疗的新靶点。有学

者发现［12］，在结直肠腺癌中，HIF － 1α 的表达水平从腺瘤到

腺癌病变中不断增高。HIF － 1α mRNA 在部分结直肠腺瘤及

大部分腺癌中呈过度表达，提示细胞低氧出现在癌变发生之

前并持续到肿瘤发展全过程。有淋巴结转移或远处转移( 主

要为 肝 转 移) 的 Dukes C /D 期 患 者 HIF － 1α 的 mRNA、
VEGF、MVD 显著高于 Dukes A、B 期，也提示 HIF － 1α 参与了

结直肠腺癌的侵润和转移。HIF － 1α 过表达在 90 % 以上的

结肠癌中被检测到，然而在相应的正常组织中却没能检测到

HIF － 1α 的表达［13］。Zhang 等［14］最近发现，在 ATRA 治疗急

性粒细胞性白血病的过程中，不仅在 RNA 水平上 HIF － 1 参

与了肿瘤细胞的诱导分化，并且在采用 shRNA 干扰 HIF － 1α
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和 HIF － 1β 后，HIF － 1α 表达的蛋白依然通过非转录机制参

与 ATRA 对肿瘤细胞的诱导分化。特别在 ATRA 治疗的过程

中，HIF － 1α 的表达也扮演了重要的角色。
本研究中，我们体外培养 2 种细胞，均为结肠癌 Dukes C

期细胞，其中 LOVO 细胞为原发灶在回盲部的癌细胞。观察

2 种细胞在物理低氧条件下的生长情况，以及各自的 HIF －
1α 表达，并使用不同浓度的 ATRA 干预后，观察到 HIF － 1α
表达受到不同程度的抑制。在转录水平上，我们通过 RT －
PCR 实验证明 2 株体外培养的细胞表达 HIF － 1α 受到干预

后表达明显降低，并且与 ATRA 的浓度呈正比。HCT － 8 细

胞在 HIF － 1α mRNA 表达量上比 LOVO 细胞受到 ATRA 干

预的影响更明显。在翻译水平上，我们通过 Western 印迹实

验证明 2 株细胞表达的 HIF － 1α 受到干预后表达也有降低，

但是 HCT － 8 细胞降低的程度较 LOVO 为小。
我们的研究通过形态学、生长曲线的增殖抑制实验、转

录与翻译 2 个水平的分子生物学方法表明，ATRA 可以明确

抑制结肠癌细胞在低氧环境下的 HIF － 1α 表达，并且抑制的

程度与药物的浓度呈正比。其中在 HIF － 1α 因子表达的转

录水平上，HCT － 8 细胞受到的抑制比 LOVO 更多，在翻译水

平上，HCT － 8 细胞受抑制的程度比 LOVO 更少，其中的机

制，尚待进一步探索阐明。
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