
作者简介:郭培玲,女,主管技师,主要从事感染性疾病和肿瘤的实验室诊断及分子机制方面的研究。 △ 通信作者,E-mail:1752832966@

qq.com。
本文引用格式:郭培玲,马铭,闫兰芳,等.HIF-2α表达对低氧环境下胃癌细胞增殖、凋亡和细胞周期的影响[J].国际检验医学杂志,2021,42

(8):975-978.

·论  著·

HIF-2α表达对低氧环境下胃癌细胞增殖、凋亡和细胞周期的影响
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  摘 要:目的 探讨抑制缺氧诱导因子-2α
 

(HIF-2α)表达对人胃癌细胞株BGC823低氧状态下细胞增殖、
凋亡和周期的影响。方法 利用氯化钴诱导的人胃癌细胞株BGC823作为研究对象,构建 HIF-2α小干扰

RNA(siRNA)特异性载体,转染低氧环境下的BGC823细胞,采用RT-PCR和免疫印迹法(Western
 

blot)分别

检测转染前后细胞中HIF-2α
 

mRNA和蛋白表达,CCK-8法检测转染前后BGC823细胞增殖情况,流式细胞术

检测转染前后BGC823细胞凋亡和细胞周期分布情况。结果 低氧诱导下,BGC823细胞 HIF-2α表达显著增

多。低氧环境下,特异性转染 HIF-2α
 

siRNA于BGC823细胞后,HIF-2α
 

mRNA和蛋白表达水平均受到明显

抑制,细胞增殖能力降低,凋亡率升高,分布于G2期细胞比例升高(P<0.05)。结论 低氧环境下BGC823细

胞表达HIF-2α增多,通过特异性HIF-2α
 

siRNA下调低氧环境下BGC823细胞中HIF-2α基因表达,能够抑制

BGC823细胞增殖,改变细胞周期分布并诱导其凋亡,为胃癌分子靶向治疗提供新的证据。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

hypoxia-inducible
 

factor
 

2α
 

(HIF-2α)
 

genes
 

on
 

under
 

hy-
poxia

 

on
 

proliferation,apoptosis,and
 

cell
 

cycle
 

distribution
 

of
 

human
 

gastric
 

cancer
 

cell
 

BGC823.Methods 
Human

 

gastric
 

cancer
 

cell
 

BGC823
 

induced
 

by
 

cobalt
 

chloride
 

(CoCl2)
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects,
small

 

interfering
 

RNA
 

(siRNA)
 

specific
 

carrier
 

HIF-2α
 

was
 

constructed,BGC823
 

cells
 

under
 

hypoxia
 

was
 

transfected.Real-time
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot
 

method
 

were
 

used
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

HIF-2α
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

before
 

and
 

after
 

transfection
 

in
 

each
 

group,CCK-8
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

BGC823
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

transfection.Apoptosis
 

rate
 

and
 

distribution
 

of
 

cell
 

cycle
 

of
 

BGC823
 

cells
 

before
 

and
 

after
 

transfection
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.Results Under
 

hypoxia,HIF-2α
 

expression
 

signifi-
cantly

 

increased
 

in
 

BGC823
 

cells.After
 

specific
 

transfection
 

of
 

HIF-2α
 

siRNA
 

in
 

BGC823
 

cells,HIF-2α
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

had
 

been
 

significantly
 

inhibited,cell
 

proliferation
 

had
 

decreased,apoptosis
 

rate
 

had
 

increased,ratio
 

of
 

cells
 

in
 

the
 

G2
 

phase
 

had
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion Expression
 

of
 

HIF-2α
 

in-
creases

 

in
 

BGC823
 

cells
 

under
 

hypoxia.Specific
 

siRNA
 

can
 

be
 

cut
 

by
 

HIF-2α
 

gene
 

expression
 

in
 

BGC823
 

cells
 

under
 

hypoxia.Down
 

regulation
 

of
 

HIF-2α
 

gene
 

expression
 

in
 

BGC823
 

cells
 

under
 

hypoxia
 

by
 

specific
 

siRNA
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

of
 

BGC823
 

cells,change
 

cell
 

cycle
 

distribution
 

and
 

induce
 

apoptosis,which
 

pro-
vides

 

new
 

evidence
 

for
 

molecular
 

targeted
 

therapy
 

of
 

gastric
 

cancer.
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  胃癌是最常见的恶性肿瘤之一,每年约有100万

新发胃癌病例,病死率在恶性肿瘤中位居第二[1]。作

为典型的实体肿瘤之一,胃癌能够在短期内快速增长

导致肿瘤组织内部存在缺血、缺氧区[2]。局部缺氧是

胃癌发生发展的重要环节,肿瘤细胞在缺氧环境下形

成一系列补偿机制以适应低氧微环境,从而促进肿瘤
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增长[3-4]。在胃癌适应缺氧的补偿机制中,缺氧诱导

因子-α(HIF-α)起主导作用,其中作用最显著的是

HIF-1α和HIF-2α[5]。HIF-1α及HIF-2α的阳性表达

均能够通过诱导局部缺氧环境的形成,加剧癌细胞核

DNA的转录速度,提高癌细胞的浸润和黏附能力[6]。
现有的研究主要报道了 HIF-2α在如小细胞肺癌[7]、
结肠癌[8]、肝癌[9]等癌症中的作用。有关 HIF-2α在

胃癌中的研究相对较少。因此,本文旨在应用特异性

HIF-2α小干扰RNA(siRNA)下调低氧诱导下胃癌细

胞BGC823中HIF-2α的表达,探讨HIF-2α对低氧环

境下胃癌BGC823细胞增殖、凋亡和细胞周期的影

响,为胃癌分子靶向治疗提供试验基础。
1 材料与方法

1.1 材料来源 人胃癌细胞株BGC823购自中国科

学院上海生科院细胞资源中心;RPMI1640细胞培养

基、胎牛血清及0.25%胰蛋白酶购自美国 Gibco公

司;HIF-2α
 

siRNA由上海吉玛股份有限公司设计并

合成;Lipo
 

6000转染试剂、Trizol
 

RNA提取试剂盒、
CCK-8分析试剂盒和Annexin

 

Ⅴ-FITC/PI双染试剂

盒购自上海碧云天生物技术有限公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞低氧培养 胃癌BGC823细胞置于含

10%胎牛血清的RPMI1640培养液(37
 

℃培养箱,5%
的CO2)培养,胰酶消化传代。低氧环境采用200

 

μmol/L
 

氯化钴(CoCl2)诱导,细胞于低氧环境中培养

24
 

h后收集用于检测。
1.2.2 细胞转染与分组 细胞低氧诱导培养后,细
胞融合度达到85%左右时,在Lipo

 

6000脂质体介导

下转染细胞。试验分为3组,即BGC823常氧培养

组,BGC823低氧诱导组与BGC823(HIF-2α-/-)低氧

诱导组。
1.2.3 RT-PCR检测 HIF-2α

 

mRNA表达 收集转

染48
 

h后的各组细胞,按照
 

Trizol
 

RNA提取试剂盒

说明书步骤操作,逆转录成cDNA,RT-PCR方法检

测各组细胞中 HIF-2α
 

mRNA表达。试验均重复检

测3次,计算Ct值,采用2-ΔΔCt法进行计算分析。
1.2.4 CCK-8法检测细胞增殖 取对数生长期的细

胞消化后制备成细胞悬液,以2×104/mL密度接种

于96孔板,每孔100
 

μL,贴壁过夜。每组各设6个复

孔,在培养24、36、48、60、72
 

h后,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,孵育3
 

h,酶标仪测定450
 

nm处的吸光

度值(A450 

nm),绘制细胞生长曲线分析细胞增殖情况。
1.2.5 PI单染检测细胞周期 收集各组对数生长期

细胞,用细胞筛过滤,磷酸缓冲盐溶液(PBS)洗涤2
次,计数1×105 个细胞,加入75%预冷乙醇4

 

℃固定

过夜,加入5
  

μL
 

PI染色液,轻摇10
 

min避光混匀后,
上流式细胞仪进行周期变化检测。
1.2.6 Annexin

 

Ⅴ-FITC/PI双染检测细胞凋亡情

况 收集各组对数生长期细胞,用细胞筛过滤,PBS

洗涤2次,计数2×105 个细胞,加入0.3
 

mL
 

Binding
 

buffer重悬细胞,再加入5
  

μL
 

Annexin
 

Ⅴ-FITC和5
  

μL
 

PI,避光温育15
 

min,加入400
  

μL×Binding
 

buff-
er,流式细胞仪检测凋亡细胞的百分比。
1.2.7 免疫印迹法(Western

 

blot)检测各组细胞中

HIF-2α蛋白的表达情况 收集对数生长期细胞,裂
解细胞提取总蛋白,二喹啉甲酸(BCA)法对蛋白进行

定量,100
 

℃下变性5
 

min。将样本等量上样至12%
的SDS-PAGE凝胶,电泳分离蛋白后恒流转至PVDF
膜,5%脱脂乳粉封闭2

 

h,分别加入稀释的一抗4
 

℃
振荡孵育过夜,TBST漂洗后室温振荡孵育二抗60

 

min,ECL试剂盒显色,凝胶成像分析仪扫描,计算灰

度值,比对各组HIF-2α蛋白的表达情况。
1.3 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行分

析。计量资料采用x±s表示,多组间比较采用方差

分析,组间两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 低氧诱导 HIF-2α基因和蛋白的表达 RT-
PCR结果显示,BGC823常氧培养组中细胞在常氧环

境下有少量HIF-2α
 

mRNA和蛋白表达。BGC823低

氧诱导组中细胞在CoCl2 诱导的低氧环境下 HIF-2α
 

mRNA和蛋白表达显著上调,与BGC823常氧培养组

比较,差异有统计学意义(P<0.05)。BGC823(HIF-
2α-/-)低氧诱导组中特异性转染 HIF-2α

 

siRNA后细

胞在低氧环境下 HIF-2α
 

mRNA和蛋白表达显著下

调,与BGC823低氧诱导组相比差异有统计学意义

(P<0.05)。BGC823常氧培养组与BGC823(HIF-
2α-/-)低氧诱导组比较,HIF-2α

 

mRNA和蛋白表达

差异无统计学意义(P>0.05)。见图1。

  注:1为 BGC823常 氧 培 养 组;2为 BGC823低 氧 诱 导 组;3为

BGC823(HIF-2α-/-)低氧诱导组。A为 RT-PCR法检测各组细胞中

HIF-2α
 

mRNA的表达情况;B为 Western
 

blot检测各组细胞中 HIF-

2α蛋白的表达情况;GAPDH为甘油醛-3-磷酸脱氢酶。

图1  RT-PCR和 Western
 

blot检测各组细胞中

HIF-2α
 

mRNA和蛋白的表达情况

2.2 各组BGC823细胞的增殖情况 CCK-8法检测

结果显示,与BGC823常氧培养组相比,BGC823低氧

诱导组细胞在24、36、48、60、72
 

h时间点的A450 

nm 均

显著升高(P<0.01)。与BGC823低氧诱导组相比,
BGC823(HIF-2α-/-)低氧诱导组对应时间点的A450 

nm

均显著降低(P<0.05)。BGC823(HIF-2α-/-)低氧诱

导组与BGC823常氧培养组相比,差异无统计学意义

(P>0.05)。见图2。
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  注:A 为 BGC823常氧培养组;B为 BGC823低氧诱导组;C为

BGC823(HIF-2α-/-)低 氧 诱 导 组;与 BGC823 常 氧 培 养 组 比 较,
**P<0.01。

图2  CCK-8法检测各组细胞的增殖情况

2.3 各组BGC823细胞在细胞周期中G2期细胞所

占比例 流式细胞仪检测结果显示,BGC823常氧培

养组细胞周期中G2期细胞占比为23.73%,BGC823
低氧诱导组细胞G2期细胞占比为20.25%,两组差

异有统计学意义(P<0.05)。BGC823(HIF-2α-/-)低
氧诱 导 组 细 胞 G2 期 细 胞 占 25.52%,明 显 高 于

BGC823低氧诱导组(P<0.05)。
2.4 各组BGC823细胞的凋亡情况比较 流式细胞

仪检 测 结 果 显 示,与 BGC823 常 氧 培 养 组 相 比,
BGC823低氧诱导组细胞凋亡比例显著降低(P<
0.05)。与BGC823低氧诱导组相比,BGC823(HIF-
2α-/-)低 氧 诱 导 组 细 胞 凋 亡 比 例 显 著 升 高 (P<
0.05)。BGC823(HIF-2α-/-)低氧诱导组与BGC823
常氧培养组相比,差异无统计学意义(P>0.05)。见

图3。

  注:A为BGC823常氧培养组;B为BGC823低氧诱导组;C为BGC823(HIF-2α-/-)低氧诱导组。

图3  流式细胞仪检测各组细胞的凋亡情况

3 讨  论

  胃癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤之一,据统

计胃癌居全球恶性肿瘤发病率的第5位,病死率居第

3位,在亚洲胃癌病死率仅次于肺癌,给患者带来巨大

的卫生经济负担[10]。
 

由于胃癌起病比较隐匿、无明显

特异性症状,缺乏精准的早期诊断技术,在发现时常

常已是中晚期,晚期胃癌患者5年生存率仅为5%~
17%,严重影响了人类的生命健康[11]。目前,外科手

术和放化疗仍然是主要的治疗手段,但是30%~40%
的胃癌患者在初诊时就失去了根治手术的机会,长期

使用化疗药物又普遍出现耐药现象,导致整体治疗效

果有限。因此,深入探索胃癌发生、发展的相关机制,
有助于寻求新的诊断、预防及治疗策略。

胃癌属于实体瘤,在肿瘤细胞快速增殖与血管新

生滞后等多重因素共同作用下,实体瘤内部普遍存在

低氧区域。低氧环境可进一步诱导肿瘤细胞产生

HIFs,HIFs可通过调控血管内皮生长因子(VEGF)
的表达从而诱导肿瘤产生新生血管[12]。HIFs包括

HIF-1、HIF-2和 HIF-3,其中以 HIF-1的研究居多,
HIF-2次之。HIF-2是由相关学者克隆出的一种含

有bHLH.PAS域的细胞因子,HIF-2α是 HIF-2的

功能性亚基和活性亚基,包括15个外显子和14个内

含子,基因长约120
 

kb,相对分子质量 为96.5×

103[13]。缺氧条件可激活HIF-2α的转录活性,参与肿

瘤 细 胞 的 血 管 生 成、侵 袭 转 移 及 放 化 疗 抵 抗。
MIZOKAMI等[14]在研究胃癌及正常胃黏膜上皮组

织中HIF-2α
 

mRNA及蛋白的表达时,发现 HIF-2α
在胃癌组织的表达明显高于正常胃黏膜上皮组织,提
示HIF-2α与胃癌关系密切。GRIFFITHS等[15]在研

究HIF-2α与胃癌患者预后的关系时,发现HIF-2α在

多变量分析中没有独立的预后意义,不能作为一种常

规的预后指标。吴友亮等[16]研究发现在胃癌患者中

HIF-2α的阳性表达率平均提高45%,且在合并远处

转移的患者中,阳性表达率上升更为显著。这些研究

已充分证实HIF-2α与胃癌发生、发展关系密切,但是

其具体调控机制尚未完全清楚。
在探索 HIF-2α与胃癌的信号通路的研究中,

WANG等[17]发现JNK抑制剂能够阻断 HIF-1α和

HIF-2α的表达,提示 HIF-2α通过JNK信号通路参

与抑制胃癌细胞的侵袭能力。在研究 HIF-2α与肿瘤

血管生成的关系中,WU等[18]指出在非小细胞肺癌中

HIF-2α与 VEGF共同主导肿瘤血管生成过程。但

SONG等[19]指出缺氧环境下胃癌中VEGF和葡萄糖

代谢相关基因表达的是 HIF-1α和 HIF-1β,而不是

HIF-2α。但是,HIF-2α在肿瘤组织和血管内皮的表

达比HIF-1α更强烈[20],因此以 HIF-2α为靶点的抗
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癌研究仍然具有深远的价值。
本研究通过模拟胃癌低氧环境,发现BGC823低

氧诱导组细胞增殖速度与常氧培养组比较明显升高,
低氧环境可显著促进BGC823细胞的 HIF-2α蛋白的

表达,这与相关研究报道相一致[21]。肿瘤的进展离不

开肿瘤细胞的过度增殖和凋亡减弱,并与细胞周期的

调控异常有密切关系。细胞周期遵循G1-S-G2-M 的

发展规律,细胞一旦从G1期跨入S期则不再依靠外

来信息刺激而自动完成分裂过程[22]。本研究通过

siRNA技术下调BGC823细胞中HIF-2α的表达后能

够促 进 细 胞 凋 亡。与 BGC823 低 氧 诱 导 组 相 比,
BGC823(HIF-2α-/-)低氧诱导组细胞的凋亡比例升

高,其机制可能与低氧环境中 HIF-2α低表达能够阻

滞肿瘤细胞在G2期有关。
综上所述,本研究结果提示 HIF-2α表达情况影

响低氧环境下胃癌细胞增殖、凋亡和细胞周期。下调

HIF-2α表达可通过抑制细胞增殖、促进细胞凋亡,来
减缓胃癌的恶性发展。
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