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［摘要］　目的：观察常氧酸性环境对体外肝癌细胞低氧诱导因子（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）１α蛋白表达及其活性的影响，初

步探讨其在肿瘤生长中的作用。方法：体外培养肝癌细胞ＨｅｐＧ２，以 ＭＴＴ法测定常氧酸性环境（ＡＰ组，ｐＨ６．５）作用２０ｈ后细

胞存活率，并与正常培养细胞（ＳＤ组，ｐＨ７．２）作比较；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＡＰ组和ＳＤ组ＨｅｐＧ２细胞核内ＨＩＦ１α蛋白表达的变

化；应用转录因子ＤＮＡ结合ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＴｒａｎｓＡＭＴＭ）分析ＡＰ组和ＳＤ组ＨｅｐＧ２细胞核内ＨＩＦ１ＤＮＡ结合活性的变化；免疫

细胞化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测各组ＨｅｐＧ２细胞内血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）蛋白表达的

变化。结果：常氧酸性环境（ｐＨ６．５）作用２０ｈ后，ＡＰ组细胞存活率为（９８．７１±１．７９）％，与ＳＤ组相比轻微降低，但无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明，ＡＰ组 ＨｅｐＧ２细胞核内 ＨＩＦ１α和胞内 ＶＥＧＦ蛋白条带平均灰度值分别是ＳＤ组的

（９．３４±１．６７）倍和（３．４２±０．８３）倍，组间均有统计学差异（Ｐ＜０．０１）。ＡＰ组 ＨｅｐＧ２细胞核内 ＨＩＦ１ＤＮＡ结合活性明显高于对

照组（Ｐ＜０．０１）。结论：常氧酸性环境能显著提高 ＨｅｐＧ２细胞 ＨＩＦ１蛋白含量及其ＤＮＡ结合活性，同时其下游基因ＶＥＧＦ蛋

白含量增加，推测除低氧环境外，酸性环境也可能是导致恶性肿瘤中 ＨＩＦ１高表达的原因之一。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（１）：５８］

　　氧稳态的维持是细胞生命活动的基本前提。在
发育过程中，生物体获得了一系列机制以适应氧浓
度的变化，其中最重要的低氧信号传递因子是低氧

诱导因子１（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１，ＨＩＦ１）。

ＨＩＦ１属于ＤＮＡ结合蛋白，是由α、β两个亚基组成
的异二聚体，其活性主要由 ＨＩＦ１α亚基决定。作为
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调节生理或病理条件下氧稳态的核心转录因子，

ＨＩＦ１α在肿瘤形成中也起着非常重要的作用。

ＨＩＦ１α的ＤＮＡ结合活性和转录活性主要受氧分压
调节，同时也受过渡金属、一氧化氮、活性氧、生长因
子和酸性环境等多种因素影响［１４］。最近的研究［５６］

发现，ｐＨ 值依赖的核仁囚禁肿瘤抑制蛋白 （Ｖｏｎ
ＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕｔｕｍｏｕｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＶＨＬ）可
以影响 ＨＩＦ１α的稳定性，即酸性环境能将ＶＨＬ囚
禁在细胞核仁中，阻断 ＨＩＦ氧依赖降解过程而使细
胞内 ＨＩＦ１α增高，调节 ＨＩＦ１的水平。组织酸化是
炎症、缺血、肿瘤组织中常见的一种伴随病理现象，由
于细胞损伤和代谢异常，胞外的ｐＨ 可以降低至６．０
以下。酸性环境可使细胞内 ＨＩＦ１α蛋白含量增加，
而对其转录活性的影响尚不清楚。本实验以肝癌细
胞株ＨｅｐＧ２细胞为对象，通过检测 ＨＩＦ１α的ＤＮＡ
结合活性和ＨＩＦ目的基因表达水平来判断酸性环境
所诱导的ＨＩＦ１是否具有转录活性。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、青链霉
素抗生素购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；核蛋白提取试剂盒、
转录因子 ＤＮＡ结合ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＴｒａｎｓＡＭＴＭ）
购自美国 ＡｃｔｉｖｅＭｏｔｉｆ公司；四甲基偶氮唑盐试剂
（ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ公司）；兔源 ＨＩＦ１α多克隆抗体、兔
源ＶＥＧＦ多克隆抗体、兔源βａｃｔｉｎ单克隆抗体均购
自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　细胞培养　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞（本实验室保
存）置于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液中，于

３７℃、５％ＣＯ２培养箱培养。取对数生长期 ＨｅｐＧ２细
胞，２×１０５／孔接种于６孔板，分为３组，具体如下：（１）
常氧 酸 性 环 境 （ＡＰ，ａｃｉｄｏｓｉｓｐｅｒｍｉｓｓｉｖｅ）组：高 糖

ＤＭＥＭ培养基（ｐＨ６．５），置常氧３７℃、５％ＣＯ２孵箱内

２０ｈ；（２）ＳＤ组：高糖ＤＭＥＭ培养基（ｐＨ７．２），置常氧

３７℃、５％ＣＯ２孵箱内２０ｈ；（３）ＣｏＣｌ２组：高糖ＤＭＥＭ
培养基（ｐＨ７．２），含ＣｏＣｌ２终浓度为１５０μｍｏｌ／Ｌ，置常
氧３７℃、５％ＣＯ２孵箱内１６ｈ，即ＣｏＣｌ２模拟低氧环境
诱导ＨＩＦ１作为阳性对照。

１．３　ＭＴＴ法测定细胞存活率　培养细胞至对数生
长期，接种于９６孔板，细胞密度２×１０４／孔，待细胞
贴壁后，分为 ＡＰ（ｐＨ６．５）组、ＳＤ（ｐＨ７．２）组和

ＣｏＣｌ２组进行培养。终止培养前每孔加入 ＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍｌ）５０μｌ，３７℃、５％ＣＯ２的培养箱继续孵育４ｈ，
终止培养，小心吸取孔内培养上清液。每孔加入１５０

μｌＤＭＳＯ，震荡１０ｍｉｎ，显微镜下观察结晶全部溶解
后，在酶标仪上读取光密度（Ｄ）值（测定波长５７０ｎｍ，

参照波长６３０ｎｍ）。细胞存活率（％）＝（实验孔Ｄ值／
对照孔Ｄ 值）×１００％。实验重复３次，每组均设６
孔。

１．４　免疫细胞化学法检测 ＨｅｐＧ２细胞 ＨＩＦ１α蛋
白　将细胞接种于培养皿中的盖玻片上，待细胞贴
壁后，分为ＡＰ（ｐＨ６．５）组、ＳＤ（ｐＨ７．２）组、ＣｏＣｌ２组
进行培养。终止培养后用９５％乙醇固定３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ洗３次，每次５ｍｉｎ，甲醇过氧化氢封闭非特异
性染色３０ｍｉｎ，正常工作血清封闭，与 ＨＩＦ１α多克
隆抗体４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗３次，依次加二抗和Ａ、

Ｂ工作液室温６０ｍｉｎ。ＤＡＢ显色，流水充分冲洗
后，脱水、透明、封片、观察。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 ＨｅｐＧ２细胞 ＨＩＦ１α和

ＶＥＧＦ蛋 白 　 细 胞 分 为 ＡＰ（ｐＨ ６．５）组、ＳＤ
（ｐＨ７．２）组、ＣｏＣｌ２组，分别处理完后，利用核蛋白提
取试剂盒提取核蛋白进行 ＨＩＦ１α蛋白的测定；利用
全细胞裂解液提取全细胞蛋白进行 ＶＥＧＦ蛋白测
定。ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白浓度，取

８０μｇ样品上样行免疫印迹测定，将一抗用ＴＢＳＴ稀
释至适当比例（ＨＩＦ１α，１５００；ＶＥＧＦ，１５００，

βａｃｔｉｎ，１２０００），ＥＣＬ显色。结果摄像扫描输入
电脑，用ＳｍａｒｔＳｃａｐｅ２００２生物图像分析软件测定
各组 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ表达量与内参表达量的比值。

１．６　ＴｒａｎｓＡＭＴＭ（ＨＩＦ１）试剂盒检测 ＨＩＦ１ＤＮＡ
结合活性［７］　ＴｒａｎｓＡＭＴＭＨＩＦ１试剂盒可快速、高
敏感性、定量分析转录因子活性，其中的９６孔板上
包被了具有共结合位点的寡聚核苷酸，先后向９６孔
板每孔加入４０μｌ结合缓冲液和１０μｌ核蛋白提取物
（１０μｇ）或ＣＯＳ７核提取物（阳性对照）；密封后，室
温下电子摇床孵育１ｈ，依次经 ＨＩＦ１α一抗和 ＨＲＰ
标记二抗孵育后，加入标准或化学荧光显色试剂，用
酶标仪检测Ｄ值（４５０ｎｍ，参考波长６５５ｎｍ）。

１．７　统计学处理　实验结果用ＳＰＳＳ１１．０统计软
件分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异用单因素方差
分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），组间差异有统计学意义
者用ＳＮＫｑ检验进行比较。Ｐ＜０．０５为差异有统
计学意义。

２　结　果

２．１　常氧酸性环境对 ＨｅｐＧ２细胞生长的影响　
ＭＴＴ检测结果显示：ＨｅｐＧ２细胞经处理后各组的
细胞生存率分别为：ＳＤ组１００％、ＡＰ组（９８．７１±
１．７９）％，ＣｏＣｌ２组（９８．１３±１．７３）％。ＡＰ组细胞生
存率虽然有轻微的降低，但无统计学差异（Ｐ＞
０．０５）。结果表明，我们所选择的酸性培养环境对细
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胞存活率的影响不显著。

２．２　常氧酸性环境对 ＨｅｐＧ２细胞 ＨＩＦ１α蛋白表
达的影响　免疫细胞化学染色结果显示，ＨＩＦ１α免
疫阳性染色主要分布在核内，ＡＰ组和ＣｏＣｌ２组均有
显著阳性表达（图１）。同时 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测显示，
酸性环境（ｐＨ６．５）处理 ＨｅｐＧ２细胞２０ｈ后，胞核
内 ＨＩＦ１α蛋白表达显著上升（图２），ＡＰ组 ＨＩＦ１α
蛋白条带平均灰度值是ＳＤ组的（９．３４±１．６７）倍。
这说明常氧酸性环境处理能增加 ＨｅｐＧ２细胞核内

ＨＩＦ１α蛋白含量。

图１　免疫细胞化学法检测ＳＤ组（Ａ）、ＡＰ组（Ｂ）、

ＣｏＣｌ２组（Ｃ）ＨｅｐＧ２细胞内ＨＩＦ１α蛋白的表达

Ｆｉｇ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨＩＦ１αｐｒｏｔｅｉｎｂｙｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｏｆＳＤ（ｐＨ７．２，Ａ），

ＡＰ（ｐＨ６．５，Ｂ），ａｎｄＣｏＣｌ２（Ｃ）ｇｒｏｕｐｓ

图２　ＳＤ组、ＡＰ组、ＣｏＣｌ２组ＨｅｐＧ２细胞

ＨＩＦ１α蛋白表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＩＦ１αｉｎ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｏｆＳＤ，ＡＰａｎｄＣｏＣｌ２ｇｒｏｕｐｓ

Ｐ＜０．０１ｖｓＳＤｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．３　常氧酸性环境对 ＨｅｐＧ２细胞 ＨＩＦ１ＤＮＡ结
合活性的影响　ＴｒａｎｓＡＭＴＭＨＩＦ１试剂盒检测显
示，酸性环境（ｐＨ６．５）处理 ＨｅｐＧ２细胞２０ｈ后，胞
内 ＨＩＦ１ＤＮＡ 结合活性显著上升（图３），其中

ＣＯＳ７组为试剂盒中的阳性对照组，４５０ｎｍＤ 值设
为１；其余各组４５０ｎｍ 平均 Ｄ 值分别为：ＳＤ 组
（０．１４±０．０２）、ＡＰ 组 （０．６９±０．０８）、ＣｏＣｌ２ 组

（０．８６±０．１１）。ＡＰ组与ＳＤ组相比，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。

图３　ＳＤ组、ＡＰ组、ＣｏＣｌ２组

ＨｅｐＧ２细胞ＨＩＦ１ＤＮＡ结合活性检测

Ｆｉｇ３　ＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＨＩＦ１ｉｎ

ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｏｆＳＤ，ＡＰ，ａｎｄＣｏＣｌ２ｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＳＤｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

２．４　酸性环境对 ＨｅｐＧ２细胞 ＨＩＦ１下游基因

ＶＥＧＦ蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测显示，
酸性环境（ｐＨ６．５）处理 ＨｅｐＧ２细胞２０ｈ后，胞内

ＶＥＧＦ蛋白表达显著上升，ＡＰ组 ＶＥＧＦ蛋白条带
平均灰度值是ＳＤ组的（３．４２±０．８３）倍（图４）。这
说明，常氧酸性环境处理可能通过增加 ＨｅｐＧ２细胞
内 ＨＩＦ１的转录活性，使其下游重要的靶基因

ＶＥＧＦ蛋白含量升高。

图４　ＳＤ组、ＡＰ组、ＣｏＣｌ２组

ＨｅｐＧ２细胞ＶＥＧＦ蛋白表达的免疫印迹检测

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＶＥＧＦｉｎ

ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｏｆＳＤ，ＡＰａｎｄＣｏＣｌ２ｇｒｏｕｐｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓＳＤｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　在肿瘤的发生发展过程中，由于肿瘤生长迅速，
其增生速度超过周围血管的生长速度，必然会造成
局部组织严重缺氧，因此肿瘤形成过程中的一个关
键步骤是肿瘤细胞对低氧的适应，而适应低氧的策
略就是形成多血管体系和提高糖酵解速率。ＨＩＦ１
是一种氧调节转录因子，在缺氧条件下广泛存在于
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哺乳动物体内，可调节多种靶基因如ＶＥＧＦ、促红细
胞生成素（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ，ＥＰＯ）、葡萄糖运载蛋白
（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＧＬＵＴ１）和糖酵解酶等的
表达。肿瘤细胞低氧可激活ＨＩＦ１的活性，诱导靶基
因的表达，在维持肿瘤细胞的能量代谢、新生血管形
成及促进肿瘤增殖和转移中起重要作用。

　　正常条件下 ＨＩＦ１的调节是氧依赖的降解过
程［８１０］。Ｏｈｈ等［１１］首先证实肿瘤抑制蛋白ｐＶＨＬ
能直接与 ＨＩＦ１结合。ｐＶＨＬ具有Ｅ３泛素化蛋白
酶活性，一旦与 ＨＩＦ１结合就会募集ＥｌｏｎｇｉｎＢ、Ｃ、

Ｃｕｌｌｉｎ２（ｃｕｌ２）和ＲＢＸ１形成功能性的Ｅ３泛素蛋白
酶复合体，泛素化的 ＨＩＦ１立即被２６Ｓ蛋白酶体结
合并降解。最近的研究［５６］发现，酸性环境能将

ＶＨＬ囚禁在细胞核仁中，阻断 ＨＩＦ氧依赖降解过
程而使细胞内 ＨＩＦ１α增高。而处于缺氧状态下的
实体肿瘤，由于细胞代谢异常，常伴随组织酸化现
象，胞外的ｐＨ 值可以降低至６．０以下。我们的研
究发现，常氧酸性环境（ｐＨ６．５）也可诱导 ＨｅｐＧ２细
胞 ＨＩＦ１α蛋白含量和ＤＮＡ结合活性增加，同时其
下游基因ＶＥＧＦ蛋白表达增加。因此我们推测，除
了低氧作为诱导肿瘤细胞 ＨＩＦ１活性增加的主要因
素外，伴随的组织酸化现象也对诱导肿瘤细胞ＨＩＦ１
蛋白含量和转录活性增加起到了非常重要的作用。

ＨＩＦ１通过调节下游低氧反应基因表达，促进肿瘤
组织新血管形成重塑和糖酵解等，提高了肿瘤细胞
在低氧条件下的生存能力。

　　酸性环境对保护细胞抵抗低氧和缺血损伤的保
护效应，已在各种实验模型中被确立，但其机制还尚
不清楚。早在２０世纪７０年代就有人［１２１３］报道，细
胞外酸性环境对心肌细胞，肾皮质细胞和埃列希腹
水肿瘤细胞具有抗缺氧损伤的保护效应，即酸性环
境显著增加细胞低氧生存率。Ｃｕｒｒｉｎ等［１４］在大鼠

缺血再灌注肝中发现酸性环境对缺氧细胞起到明显

的保护作用，减少了细胞死亡。剧烈运动后，肌肉组
织产生乳酸使组织ｐＨ值下降，Ｎｉｅｌｓｅｎ等［１５］报道这

种肌肉组织的酸化可能参与机体的抗疲劳保护作

用。Ｍｏｒｉｍｏｔｏ等［１６］报道细胞外酸性环境（ｐＨ６．２）
能显著延长成神经纤维瘤细胞在无糖无氧环境中的

生存时间，而这种保护效应可能是由于细胞ＡＴＰ能
量增加或减少钙离子内流引起。

　　目前 ＨＩＦ１越来越受到关注。在肿瘤治疗方
面，抑制血管生成是一种很重要的新策略，许多研究
表明，降低 ＨＩＦ１的稳定性使其降解或使 ＨＩＦ１的
活性下降是抑制新血管生成的有效途径，且不少的
抗肿瘤药物都有此作用。本研究提示改善肿瘤组织

酸化环境可能成为抑制 ＨＩＦ１表达的重要靶点之
一，为临床抗肿瘤治疗提供新的理论依据。
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