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ＲＮＡ干扰对比观察ＨＩＦ１α和ＨＩＦ２α在人肾癌细胞中的作用及机制
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［摘要］　目的：运用ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）方法对比观察 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α在人肾癌细胞的作用并探讨相关机制。方法：分别将

化学合成的 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α小片段寡核苷酸脂质体瞬时转染人肾癌细胞（Ａ４９８），人正常肾小管上皮细胞（ＨＫ２）和 Ａ４９８
分别加入培养基和脂质体作为对照组。用ＲＴＰＣＲ或免疫印迹等观察ＲＮＡｉ２４ｈ后一些基因如 ＶＥＧＦ、ＥＴ１、ｂｃｌ２和 Ｋｉ６７

的改变，并用流式细胞仪和荧光显微镜观察细胞的凋亡情况。结果：与 ＨＫ２相比，Ａ４９８高表达 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α，ＲＮＡｉ后

两基因基本被沉寂。ＨＩＦ１α干扰后ＥＴ１、ｂｃｌ２和Ｋｉ６７均下调，伴随凋亡或坏死细胞增多，而 ＨＩＦ２α干扰后，仅 ＶＥＧＦ下调

较为明显。结论：ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α均有一定程度调节血管生成基因的作用，但 ＨＩＦ１α尚具备一定的调节肿瘤细胞增殖功

能，可能通过调节凋亡抑制基因实现。提示 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α可能存在不同的转录调控功能和基因结合位点。

［关键词］　低氧诱导因子；肾肿瘤；细胞凋亡；ＲＮＡ干扰
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　　低氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）
在数种肾细胞癌中过度表达，其活性对维持肾细胞
癌的能量代谢、新血管的形成、促进肾细胞癌生长和
转移起重要作用，且受多种因子调节［１～３］。ＨＩＦ中
的重要成员 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α在肾细胞癌中均有
一定表达［４］，但两者具体作用方面颇有争议，尤其在

血管生成和细胞生长方面。本文拟通过ＲＮＡ干扰
（ＲＮＡｉ）方法进一步探讨两者的作用及相关机制。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　正常人近端肾小管上皮细胞系

ＨＫ２和人肾癌细胞系 Ａ４９８均购自 ＡＴＣＣ，用含

１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养液，在３７℃、５％ ＣＯ２

的条件下培养，细胞贴壁生长，每３～４ｄ传代１次。

１．２　ｓｉＲＮＡ合成　ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ寡核苷酸，参照

Ｎｅｌｓｏｎ［５］人 ＨＩＦ１αＲＮＡｉ序列（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＡ
ＣＡＣＵＧＵＧＵＣＣＡＧＵＵＡＧ３′；ｓｅｎｓｅ：５′ＣＵＡ
ＡＣＵＧＧＡＣＡＣＡＧＵＧＵＧＵ３′，ｇｉ：４４８９００６７），针
对 ＨＩＦ２αｍＲＮＡ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＡＣＵ ＧＣＵ ＡＵＣ
ＡＡＡＧＡＵＧＣＵＧ３′；ｓｅｎｓｅ：５′ＣＡＧＣＡＵＣＵＵ
ＵＧＡＵＡＧＣＡＧＵ３′，ｇｉ：１８９６８１），由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
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上海分公司根据ＢＬＯＣＫｉＴＴＭ ＲＮＡｉＤｅｓｉｇｎｅｒ软件
合成，于细胞对数生长期将正、反义寡核苷酸以２００
ｎｍｏｌ／Ｌ与ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００混合１ｈ后加入２４
孔板细胞培养基（Ａ 组：Ａ４９８＋ＨＩＦ２αｓｉＲＮＡ；Ｂ
组：Ａ４９８＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ；Ｃ组：ＨＫ２＋培养基；Ｄ
组：Ａ４９８＋ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００），瞬时转染２４ｈ后
收集细胞，正义寡核苷酸应该不起作用。

１．３　ＲＴＰＣＲ　ＰＣＲ引物用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０
设计并由博亚生物有限公司合成，参照人 ＨＩＦ１α、

ＨＩＦ２α、ＶＥＧＦ、ｂｃｌ２、Ｋｉ６７、ＥＴ１和βａｃｔｉｎＧｅｎ
Ｂａｎｋ上的序列设计引物（表１）。用小量柱离心式组
织／细胞总ＲＮＡ抽提试剂盒（上海华舜生物工程有
限公司）按说明书分别抽取总ＲＮＡ，取５μｌ总ＲＮＡ
进行１％甲醛变性凝胶电泳，电泳结果可见２８Ｓ、

１８Ｓ、５Ｓ３条清晰完整的带，证实所提取的总 ＲＮＡ
完整可靠。将总ＲＮＡ用适量ｄＨ２Ｏ稀释后于紫外
分光光度计扫描测定，其Ｄ２６０／Ｄ２８０稳定在１．８～２．０
之间，表明所提取之总ＲＮＡ质量较好，同时读取其浓
度并使细胞ＲＮＡ浓度调至一致。两步法ＲＴＰＣＲ试
剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，反应体系按说明书，扩增３０
个循环。各细胞ＲＴＰＣＲ实验重复６次。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆＰＣＲｐｒｉｍｅｒ

Ｇｅｎｅ Ｐ１（５′３′） Ｐ２（５′３′） Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＨＩＦ１α ｔｇｃｔｇｇａｔｃａｃａｇａｃａｇｃｔｃ ｇｃａａｔｔｇｔｇｇｃｔａｃｃａｃｇｔａ ２８０
ＨＩＦ２α ｇｃｃａｃｃｃａｇｔａｃｃａｇｇａｃｔａ ｔｃａｇａａａａａｇｇｃｃａｃｔｇｃｔｔ ３６２
ＶＥＧＦ ａｃａｃｃａｔｃａｃｃａｔｃｇａｃａｇａ ｔｇｔｔｃｃｃａａａａｃｔｇｇｇｔｃａｔ ５８２
ｂｃｌ２ ｇｔｔｇｇｇｃａａｃａｇａｇａａｃｃａｔ ａｔｇｇａａｇｇｃｃａｃａｔｃｔｇａａｃ ４５０
Ｋｉ６７ ｃｃｃｃｃａｃｃａｇａａｃｔａａｃａｇａ ｔｔｃｃｃｃｔｇａｔｇｔｔｔｇｔｇｔｇａ ４８０
ＥＴ１ ｇａｃｃａｔｇａｇａａａｃａｇｃｇｔｃａ ｔｔｇｇｇｇｇａａｃｔｃｃｔｔａａｃｃｔ ２７４

βａｃｔｉｎ ｇａａａａｔｃｔｇｇｃａｃｃａｃａｃｃｔ ａｇｇａａｇｇａａｇｇｃｔｇｇａａｇａｇ ５５２

１．４　流式细胞仪分析细胞凋亡　细胞以７０％乙醇
固定成细胞悬液，离心，去固定液；室温下加入ＰＩ染
色（１０５～１０６个细胞／ｍｌ）３０ｍｉｎ，然后上流式细胞仪
（ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）分析。

１．５　荧光显微镜观察细胞凋亡形态　接各组细胞，消
化悬浮后行ＤＡＰＩ（４，６二脒基２苯吲哚）染色，按南京
凯基生物发展科技有限公司凋亡检测试剂盒（ＫＧＡ
２１１）说明书操作，荧光显微镜下观察凋亡细胞。

１．６　免疫印迹分析　兔抗人ｂｃｌ２和内参照βａｃｔｉｎ
单克隆抗体购自北京中山生物技术有限公司，接各
组细胞，低温匀浆提取蛋白，按检测各组细胞中ｂｃｌ
２蛋白的量，根据文献［５］方法进行免疫印迹操作

（ＢｉｏＲａｄ电泳及转膜装置），各细胞免疫印迹实验重
复５次。

１．７　图像分析和数据处理　ＰＣＲ产物及免疫印迹
电泳后的成像以ｐＩｍａｇｅ软件分析，结果以目的基因
与βａｃｔｉｎ的灰度值之比表示表达强度，进行方差分析
（ＡＮＯＶＡ）。对各组细胞中上述基因的表达进行相关
分析。流式细胞及荧光显微镜下各组细胞中的凋亡
比例进行ＡＮＯＶＡ。统计软件为ＳＰＳＳ１１．０。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ结果　肾癌细胞Ａ４９８经 ＨＩＦ１α干
扰前后及对照的 ＨＫ２细胞中 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表
达强度分别为１．８６±０．０５、０．０５±０．０２、０．２５±
０．０３，对应 ＨＩＦ２αｍＲＮＡ 的表达强度则分别为

１．８９±０．０６、０．０４±０．０２、０．２７±０．０３。统计学分析
显示，同一组 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和 ＨＩＦ２αｍＲＮＡ的
表达强度无显著差异，而两基因的表达强度在不同
组间均有显著差异 （Ｐ＜０．０１），见图 １。各组

ＶＥＧＦ、Ｂｃｌ２、ＥＴ１、Ｋｉ６７基因的表达强度见表２。

图１　ＲＴＰＣＲ法检测ＨＩＦ基因表达

Ｆｉｇ１　ＨＩＦｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ
１：ＨＩＦ１α（２８２ｂｐ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＫ２＋ｍｅｄｉｕｍ；２：ＨＩＦ２α（３５８

ｂｐ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＫ２＋ｍｅｄｉｕｍ；３：Ａ４９８＋ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００；

４：Ａ４９８＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ；５：Ａ４９８＋ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００；６：Ａ４９８

＋ＨＩＦ２αｓｉＲＮＡ；７：Ｍａｒｋｅｒ

２．２　流式细胞术结果　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ组凋亡细胞阳性
率（％）分别为３．４７±０．０５、１６．０７±０．１０、３．８０±
０．０４、０．７４±０．０３。统计分析显示，Ｂ组阳性率明
显高于Ａ组（Ｐ＜０．０１），Ａ、Ｃ两组间无明显差别，Ｄ
组明显较低（Ｐ＜０．０５），见图２。

２．３　凋亡细胞形态观察　Ｂ组依次可见不同状态
的细胞，如凋亡前、凋亡、坏死细胞，而其余３组细胞
生长状态良好，未见染色或核形态异常细胞，见图３。

２．４　ｂｃｌ２免疫印迹分析结果　Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ各组的
相对表达强度（ｂｃｌ２／βａｃｔｉｎ）依次为０．７４±０．０５、

０．１９±０．０３、０．７６±０．０４、０．９８±０．０６，统计学分析
显示，Ｂ组ｂｃｌ２的表达较其他各组明显降低（Ｐ＜
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０．０１），Ａ组与 Ｃ组无明显差别，Ｄ组则明显较高 （Ｐ＜０．０５），见图４。

表２　ＶＥＧＦ、Ｂｃｌ２、ＥＴ１和Ｋｉ６７基因表达强度比较

Ｔａｂ２　ＶＥＧＦ，Ｂｃｌ２，ＥＴ１ａｎｄＫｉ６７ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＶＥＧＦ Ｂｃｌ２ ＥＴ１ Ｋｉ６７

Ａ４９８＋ＨＩＦ２αｓｉＲＮＡ ０．０７±０．０２ ０．６３±０．０２ ０．５４±０．０３ １．５２±０．０６
Ａ４９８＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ ０．２３±０．０３ ０．０５±０．０２ ０．０４±０．０２ １．０３±０．０４

ＨＫ２＋ｍｅｄｉｕｍ ０．７８±０．０５ ０．７２±０．０４ ０．６２±０．０４ １．４３±０．０５
Ａ４９８＋ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００ １．６６±０．０６ １．８８±０．０６ １．１７±０．０５ ２．５８±０．０６

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＨＫ２＋ｍｅｄｉｕｍｇｒｏｕｐ

图２　流式细胞术ＰＩ染色检测４组细胞凋亡

Ｆｉｇ２　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｉｎ４ｇｒｏｕｐｓ
Ａ：Ａ４９８＋ＨＩＦ２αｓｉＲＮＡ；Ｂ：Ａ４９８＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ；Ｃ：ＨＫ２＋ｍｅｄｉｕｍ；Ｄ：Ａ４９８＋ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００

图３　ＤＡＰＩ染色荧光显微镜下观测４组细胞形态

Ｆｉｇ３　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
Ａ：Ａ４９８＋ＨＩＦ２αｓｉＲＮＡ；Ｂ：Ａ４９８＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ；Ｃ：ＨＫ２＋ｍｅｄｉｕｍ；Ｄ：Ａ４９８＋ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００．Ｒｅｄａｒｒｏｗｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｔｉｃ

ｃｅｌｌｓ；ｂｌｕｅａｒｒｏｗｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｎｅｃｒｏｔｉｃｃｅｌｌｓ；ａｎｄｃｅｌｌｓｉｎｏｒａｎｇｅｗｅｒｅｐｒｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓ

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ｂｃｌ２表达

Ｆｉｇ４　Ｂｃｌ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ａ４９８＋ＨＩＦ２αｓｉＲＮＡ；Ｂ：Ａ４９８＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ；Ｃ：ＨＫ２＋ｍｅｄｉ

ｕｍ；Ｄ：Ａ４９８＋ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００

３　讨　论

　　ＨＩＦ是缺氧条件下广泛存在于哺乳动物和人体
内的一种转录因子。ＨＩＦ受缺氧或低糖的调节，通
过与靶基因特定序列 ＤＮＡ 结合而调控它们的转
录，这些基因涵盖能量代谢、血管生成、细胞生长
等［６］，这在肿瘤，尤其是乏氧肿瘤的发病及发展中起
着重要的作用。在ＨＩＦ众成员中，ＨＩＦ１α和ＨＩＦ２α



第６期．王　丽，等．ＲＮＡ干扰对比观察 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α在人肾癌细胞中的作用及机制 ·５９３　　 ·

的生物学作用可能更为重要和突出，两者均为ＤＮＡ
结合蛋白，受缺氧诱导［７～９］。

　　ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α能在肿瘤低氧区被激活，但
它们在肿瘤发生过程中的作用仍存在争议，ＨＩＦ１α
被认为具有肿瘤生长启动子和抑制子的双重功效，
而 ＨＩＦ２α的功能还研究较少［１０，１１］。对于肾癌，邵
志强等用免疫组织化学ＳＡＢＣ法检测４２例肾细胞
癌组织中 ＨＩＦ１α及ＶＥＧＦ蛋白的表达，发现 ＨＩＦ
１α在肾细胞癌组织中呈高表达，其与ＶＥＧＦ有相关
性，并推测有望成为判断肾细胞癌转移和预后等生
物学行为的重要参考指标，提示 ＨＩＦ１α是 ＶＥＧＦ
表达的调控因子之一［１２］。龚侃等［１３］发现散发性肾

透明细胞癌组织中希佩尔林道 （ＶＨＬ）基因突变者
中ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α的阳性率（９８％和９３％ ）均高
于无突变者。陈波等［１４］采用 ＲＴＰＣＲ方法发现，

ＨＩＦ１αｍＲＮＡ在肾透明细胞癌标本组织中的表达
较在对照组织中略有增高，且与ＶＥＧＦ无明显相关
性；而所有肾透明细胞癌标本和部分对照肾脏组织
中均有显著的 ＨＩＦ２αｍＲＮＡ表达，与ＶＥＧＦ高度
相关。

　　通过多种方法将ｓｉＲＮＡｓ导入到哺乳动物细胞
中而发挥基因沉默效应技术即ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）
已经成熟，ＲＮＡｉ被证明具有快速、高效和便于操作
的特点，且基因沉寂后的效果较反义基因（ａｎｔｉ
ｓｅｎｓｅ）和基因敲除（ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｓ）等技术有明显
优势［１５，１６］。本研究即应用ＲＮＡ干扰技术反面论证

ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α对肾癌细胞的影响，发现 ＨＩＦ１α
可能主要调节ＥＴ１以及ｂｃｌ２和Ｋｉ６７等细胞增殖
调控基因，间接刺激血管生成及细胞生长，而 ＨＩＦ
２α可能主要通过调节ＶＥＧＦ以促进血管生成，这在
相关文献鲜有报道。ＥＴ１是比较强烈的缩血管介
质，在血管发育、发生中具有一定的刺激作用，其机
制可能与 ＭＡＰＫ信号通路中的ＥＲＫ通路之 ＡＫＴ
信号分子密切相关［１７］。本研究提示 ＨＩＦ１α和

ＨＩＦ２α可能存在不同的转录调控功能和基因结合
位点，至于 ＨＩＦ１α和 ＨＩＦ２α在肾癌中表现出的作
用及其差别机制以及可能参与的信号分子等尚有待

于进一步的探讨。此外，若能尽可能多的选用不同
肾癌细胞株进行研究，可能会对 ＨＩＦ的作用及机制
有更进一步且全面的了解。
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