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  摘 要:目的 探讨缺氧诱导因子-1(HIF-1)抑制剂与紫杉醇联合使用治疗大鼠卵巢癌的研究。方法 构

建荷卵巢癌SD大鼠模型,应用HIF-1抑制剂LW6和紫杉醇对荷瘤大鼠进行分别干预和联合干预。干预后,
观察大鼠的精神状态,分离肿瘤组织,对肿瘤重量进行称重统计;酶联免疫吸附试验法检测肿瘤组织中肿瘤坏

死因子(TNF)及HIF-1水平;化学发光法检测大鼠血清中人附睾蛋白4(HE4)、癌抗原125(CA125)水平;荧光

定量PCR技术 检 测 肿 瘤 组 织 中 原 癌 基 因 细 胞 周 期 素 D1(Cyclin
 

D1)、增 殖 细 胞 核 抗 原(PCNA)表 达 量。
结果 HIF-1抑制剂组及联合治疗组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量明显低于常规治疗组及模型治疗组,差异有统计

学意义(P<0.05);HIF-1抑制剂组和联合治疗组肿瘤组织中TNF
 

及HIF-1水平明显低于模型对照组和常规

治疗组,差异有统计学意义(P<0.05);
 

HIF-1抑制剂组和联合治疗组 HE4及CA125水平明显低于模型对照

组和常规治疗组,差异有统计学意义(P<0.05);联合治疗组Cyclin
 

D1及PCNA表达量明显低于模型对照组

及常规治疗组和HIF-1抑制剂组,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 抑制 HIF-1的表达能明显抑制肿瘤

生长,而常规紫杉醇化疗法与HIF-1抑制剂联合使用,可能更有利于阻止肿瘤的进展,可为临床治疗肿瘤提供

新的思路。
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  机体的功能和生存依赖于细胞可获得的充足的

氧气供应,动物在有氧状态下利用糖酵解、氧化磷酸

化等途径来分解体内的糖。在这些过程中,氧被用作

电子受体,低效的电子转移会导致氧物种的产生,电
子逸出会导致超氧阴离子和/或羟基自由基的产生,
这些物质都被称为活性氧物质(ROS)[1]。研究表明,
ROS的增加与电子传递链中生理氧分压的偏离有

关[2]。因此,通过动态平衡机制严格调节细胞内氧浓

度是非常必要的。所有实体肿瘤的特点都是缺氧,缺
氧可通过病理性或非病理性条件在生物体中诱导应

激,后果包括DNA链断裂、DNA氧化损伤以及阻碍

细胞生长甚至细胞死亡[3]。缺氧诱导因子1(HIF-1)
是一种异源二聚体蛋白,由缺氧诱导因子-1α(HIF-
1ɑ)和缺氧诱导因子-1β(HIF-1β)两个亚基组成[4]。
其中ɑ亚基为氧敏感亚基,受缺氧诱导因子脯氨酸羟

化酶(PHD)的严格调控,PHD能够羟基化ɑ亚基上

的特定脯氨酸残基,在缺氧过程中,PHD活性的降低

稳定了HIF-1ɑ,导致其移位到细胞核,与 HIF-1β
 

结

合形成复合物,该复合体与含有缺氧反应元件的靶基

因结合,激活不同信号通路的基因表达[5]。HIF-1可

以被认为是一种信使,它向细胞核迁移,激活对缺氧

的转录反应,参与肿瘤的转移、生长、发生、血管生成

和侵袭等基因调控。在缺氧条件下,HIF-1α解离并

在细胞内快速积聚,然后移位到细胞核内,并与 HIF-
1α调控基因启动子区域的缺氧反应元件结合。过表

达的HIF-1α通过增强血管生成、侵袭和糖酵解等途

径促进癌细胞存活。HIF-1α被认为是控制肿瘤生长

和转移的重要因素,因此,抑制 HIF-1α活性可能在癌

症治疗中具有广泛的临床应用[6-7]。紫杉醇是一种天

然抗癌物,它能够使微管蛋白和微管蛋白二聚体失去

动态平衡,促进微管蛋白聚合,防止解聚,使微管稳

定,从而抑制癌细胞的有丝分裂,触发癌细胞凋亡,进
而有效阻止癌细胞的增殖,起到抗癌作用,目前在临

床上已经广泛用于乳腺癌、卵巢癌的治疗。LW6是

新型的HIF-1抑制剂,抑制作用强,因此选取该抑制

剂。本研究将常规紫杉醇化疗法与 HIF-1抑制剂联

合使用,观察其在荷实体瘤大鼠中的作用,以探讨两

者联合使用是否更有利于阻止肿瘤的进展,为临床治

疗肿瘤提供新的靶点。
1 材料与方法

1.1 实验动物及细胞 40只雌性SPF级SD大鼠,
日龄30~35

 

d,体重100~120
 

g,由连云港市东方医

院实验转化中心提供;卵巢癌NUTU-19细胞株购自

上海美轩生物科技有限公司。
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1.2 主要试剂 紫杉醇注射液购自深圳万乐药业有

限公司;HIF-1抑制剂LW6购自北京百奥莱博科技

有限公司;TNF
 

酶联免疫吸附试验(ELISA)试剂盒、
HIF-1

 

ELISA试剂盒购自上海江莱实业股份有限公

司;10%中性甲醛购自北京索莱宝科技有限公司;组
织RNA 提取试剂盒、cDNA 反转录合成试剂盒及

PCR反应液均购买于上海江莱实业股份有限公司。
1.3 方法

1.3.1 构建卵巢癌SD大鼠模型 将卵巢癌 NU-
TU-19细胞进行培养,通过离心法收集细胞,将收集

后的细胞用完全培养液重悬,密度调节至2×107 个/
mL。取40只雌性SPF级SD大鼠,于右侧腋窝皮下

注射0.2
 

mL已预先准备好的人卵巢腺癌NUTU-19
肿瘤细胞悬液(约含2×107 个活细胞),皮肤隆起为

注射有效。在结节形成后每天用游标卡尺记录其最

长径(a)及最短径(b),待出现大鼠体重减轻、毛发干

枯、活动能力下降,并且当右下腋窝处肿瘤大小成长

到0.4
 

cm×0.4
 

cm时认为造模成功。
1.3.2 分组及给药 取造模成功的SPF级SD大鼠

40只,分4组,每组10只,分别为模型对照组、常规化

疗组、HIF-1抑制剂组及联合治疗组,其中模型对照

组腹腔注射生理盐水,每天注射2次,每次0.2
 

mL,
连续注射4

 

d,间隔3
 

d后,再连续注射4
 

d;常规化疗

组注射紫杉醇注射液,20
 

mg/kg,腹腔注射,每天注射

2次,每次0.2
 

mL,连续注射4
 

d,间隔3
 

d后,再连续

注射4
 

d;HIF-1抑制剂组注射 HIF-1抑制剂LW6,
2.5

 

mg/mL,腹腔注射,每次0.2
 

mL,连续注射4
 

d,
间隔3

 

d后,再连续注射4
 

d;联合治疗组同时注射紫

杉醇和LW6,紫杉醇及LW6给药剂量同上,腹腔注

射,每天注射2次,每次0.2mL,连续注射4
 

d,间隔3
 

d后,再连续注射4
 

d。
1.3.3 检测指标 (1)称重。停药后每天观察大鼠

的精神状态,每隔2天称重1次,停药1周后,处死大

鼠,分离肿瘤组织,对肿瘤的重量进行称重统计。(2)
TNF及HIF-1检测。取肿瘤组织100

 

mg,按重量体

积比加PBS
 

900
 

μL,通过研磨法制备成10%组织匀

浆液,3
 

000
 

r/min,离心20
 

min,收集上清,冻存于

-20
 

℃冰箱备用,通过ELISA法检测肿瘤坏死因子

(TNF)和 HIF-1水平。(3)HE-4及CA125水平检

测。心脏采血,收集血液,3
 

000
 

r/min,离心10
 

min,
收集血清,保存到-20

 

℃冰箱备用,通过化学发光法

检测大鼠血清中 HE4、CA125水平。(4)原癌基因细

胞周期素D1(Cyclin
 

D1)、增殖细胞核抗原(PCNA)
表达量的检测。按照试剂盒说明书进行操作,利用荧

光定量PCR技术检测肿瘤组织中Cyclin
 

D1、PCNA
表达量。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据分析,计量数据以x±s表示,非正态分布资料经数

据处理,组间比较采用单因素方差分析,根据方差分

析结果,进行LSD-t检验或Games-Howell检验,P<
0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量比较 模型对照组

荷卵巢癌大鼠肿瘤重量为(0.91±0.06)g,常规治疗

组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量为(0.68±0.03)g,HIF-1
抑制剂组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量为(0.49±0.03)g,
联合治疗组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量为(0.32±0.04)

g,常规治疗组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量明显低于模型

对照组,差异有统计学意义(P<0.05);HIF-1抑制剂

组及联合治疗组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量明显低于常

规治疗组及模型治疗组,差异有统计学意义(P<
0.05)。
2.2 两组肿瘤组织中

 

TNF及 HIF-1水平比较 常

规治疗组肿瘤组织中TNF
 

及HIF-1水平明显低于模

型对照组,差异有统计学意义(P<0.05);HIF-1抑制

剂组和联合治疗组肿瘤组织中TNF
 

及HIF-1水平明

显低于模型对照组和常规治疗组,差异有统计学意义

(P<0.05);联合治疗组肿瘤组织中 TNF
 

及 HIF-1
水平显著低于 HIF-1抑制剂组,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表1。
表1  各组肿瘤组织中TNF、HIF-1水平比较

   (x±s)

组别 n TNF(pg/mL) HIF-1(pg/mL)

模型对照组 10 107.70±17.62 181.23±25.71

常规治疗组 10 70.92±16.73* 67.20±10.21*

HIF-1抑制剂组 10 43.73±13.10*# 41.57±10.71*#

联合治疗组 10 32.99±9.87*#& 35.86±6.89*#&

  注:与模型对照组相比,*P<0.05;与常规治疗组相比,#P<

0.05;与 HIF-1抑制剂组相比,&P<0.05。

2.3 各组大鼠血清中HE-4及CA125水平比较 常

规治疗组大鼠血清中HE4及CA125水平明显低于模

型对照组,HIF-1抑制剂组和联合治疗组 HE4及

CA125水平明显低于模型对照组和常规治疗组,差异

有统 计 学 意 义(P<0.05);联 合 治 疗 组 HE4及

CA125水平明显低于HIF-1抑制剂组,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表2。
表2  各组大鼠血清中 HE4及CA125水平比较(x±s)

组别 n HE-4(pmol/L) CA125(IU/mL)

模型对照组 10 91.32±8.24 49.7±10.50

常规治疗组 10 69.10±6.95* 34.8±3.42*

HIF-1抑制剂组 10 45.18±3.98*# 21.1±2.56*#

联合治疗组 10 33.87±6.87*#& 18.8±2.60*#&

  注:与模型对照组相比,*P<0.05;与常规治疗组相比,#P<

0.05;与 HIF-1抑制剂组相比,&P<0.05。

2.4 各组大鼠血清中
 

Cyclin
 

D1
 

及PCNA表达量比
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较 联合治疗组Cyclin
 

D1及PCNA表达量明显低

于模型对照组及常规治疗组和 HIF-1抑制剂组,差异

有统计学意义(P<0.05);常规治疗组和 HIF-1抑制

剂组Cyclin
 

D1
 

及PCNA表达量明显低于模型对照

组,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  各组大鼠血清中

 

Cyclin
 

D1
 

及PCNA表达量

   比较(x±s)

组别 n Cyclin
 

D1 PCNA

模型对照组 10 1.28±0.14 1.36±0.17

常规治疗组 10 1.01±0.08* 1.12±0.11*

HIF-1抑制剂组 10
 

0.99±0.06* 0.97±0.09*

联合治疗组 10
 

0.52±0.04*& 0.64±0.07*&

  注:与模型对照组相比,*P<0.05;与常规治疗组和 HIF-1抑制

剂组相比,&P<0.05。

3 讨  论

  卵巢癌目前是女性癌症相关死亡的第五大原因,
卵巢癌在早期并无明显症状,当被确诊时多为中晚

期,错过了治疗的最佳时间,因此病死率高[8]。由于

确诊困难,使得治疗难度增加,因此需要在卵巢癌的

治疗上寻求新的突破。
有研究表明,缺氧是实体瘤的共同特征,在肿瘤

的恶性病变中有着至关重要的作用,在缺氧的状态

下,HIF-1通过上调致癌基因的转录,在肿瘤细胞适

应低氧和营养缺乏的条件中发挥关键作用,HIF-1的

过表达促进了肿瘤的发生发展[9]。本研究结果表明,
HIF-1抑制剂组及联合治疗组荷卵巢癌大鼠肿瘤重量

明显低于模型组及常规治疗组,说明抑制 HIF-1的表

达,能够抑制卵巢癌的进展。联合治疗组荷卵巢癌大鼠

肿瘤重量明显低于 HIF-1抑制剂组,说明 HIF-1抑制

剂及紫杉醇的联合使用更有利于阻止卵巢癌的进展。
此外,本研究结果显示,常规治疗组肿瘤组织中

HIF-1水平明显低于模型对照组,差异有统计学意义

(P<0.05),说明在肿瘤组织中 HIF-1确实过表达,
HIF-1参与了肿瘤的发生发展。TNF

 

可通过与细胞

膜表面的TNF受体直接结合介导对肿瘤细胞的直接

杀伤作用、抑制肿瘤细胞生长或诱导肿瘤细胞凋亡,
在肿瘤的发生发展中起着重要作用[10]。本研究常规

治疗组肿瘤组织中TNF水平明显低于模型对照组,
差异有统计学意义(P<0.05),说明随着卵巢癌的进

展,TNF
 

水平逐步升高,与卵巢癌的发生、发展过程

密切相关。HIF-1抑制剂组和联合治疗组肿瘤组织

中TNF水平明显低于模型对照组和常规治疗组,差
异有统计学意义(P<0.05),表明 HIF-1抑制剂组及

联合治疗组干预了卵巢癌的发病过程,能够抑制肿瘤

组织的发生与发展。
HE4是参与精子成熟过程的蛋白酶抑制剂,有研

究表明HE4在血清和组织中的高表达与多种癌症类

型有关,这预示着 HE4或许能够为临床诊断及治疗

肿瘤提供参考[11]。CA125是肿瘤标志物糖类抗原之

一,能够用于辅助诊断卵巢癌[12]。本研究卵巢癌模型

大鼠HE4及CA125水平均呈高表达,抑制 HIF-1的

表达后,HE4及CA125水平显著降低,与紫杉醇联合

使用后,大鼠血清中的 HE4及CA125水平降低更为

显著,表明抑制HIF-1的表达能够有效控制卵巢癌的

进展,与紫杉醇联合使用后,对卵巢癌的发展有更明

显的抑制作用。
有研究表明Cyclin

 

D1及PCNA与卵巢癌进展

直接相关,Cyclin
 

D1能够加速癌细胞周期,PCNA能

够加速DNA复制,共同促进细胞增殖[13]。本研究联

合治疗组Cyclin
 

D1及PCNA表达量明显低于其他3
组,表明HIF-1抑制剂及紫杉醇的联合使用对肿瘤组

织中的癌基因具有调控作用,能够减少原癌基因的表

达,从而达到抑制肿瘤生长的目的。
综上所述,抑制HIF-1的表达能够抑制肿瘤的生

长,降低肿瘤组织中 TNF
 

的表达,降低大鼠血清中

HE4及CA125水平,同时也降低了Cyclin
 

D1
 

及PC-
NA的表达,而常规紫杉醇化疗法与 HIF-1抑制剂联

合使用,更有利于阻止卵巢癌的进展,可为临床治疗

卵巢癌提供新的思路。
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·短篇论著·

胶体金法检测粪便钙卫蛋白在炎症性肠病中的临床价值*

李云豪,卢晴晴#,彭欢子,许莹芊,彭嘉琪,谢小兵△

湖南中医药大学第一附属医院医学检验与病理中心,湖南长沙
 

410007

  摘 要:目的 探讨胶体金法检测粪便钙卫蛋白(FC)在炎症性肠病(IBD)临床诊断中的价值。方法 收

集2021年9月至2022年8月湖南中医药大学第一附属医院的60名IBD患者(IBD组)、60名大肠癌患者(大

肠癌组)、60例肠炎患者(肠炎组)、60名非消化系统疾病患者(非消化系统疾病组)、60名其他消化系统疾病患

者(其他消化系统疾病组)及60名健康体检者(无炎症体检者组)的粪便标本共计360份。用胶体金法检测各

组FC水平,并记录各组性别及年龄、血浆、尿、粪便情况。结果 IBD组FC水平显著高于其他组,而无炎症体

检者组FC水平显著低于其他组,差异有统计学意义(P<0.05)。胶体金法检测FC诊断IBD的曲线下面积为

0.733,当FC取截断值为409.0μg/g时,灵敏度为60.0%,特异度为80.3%。FC水平与患者年龄、血浆白细胞

计数和尿隐血、尿白细胞酯酶无相关性(P>0.05);但FC水平与超敏C反应蛋白(r=0.278,P<0.001)、粪便

颜色(r=0.139,P=0.015)、粪便隐血(r=0.335,P<0.001)呈正相关,与粪便性状(r=-0.139,P=0.015)
呈负相关。结论 胶体金法检测FC在判断IBD病情的严重程度上具有一定的临床意义,且由于该方法所需标

本数少,操作简便,耗时较短,可能更适用于基层医疗单位。
关键词:粪便钙卫蛋白; 胶体金法; 炎症性肠病; 粪便颜色; 粪便隐血

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2023.16.025 中图法分类号:R473.5
文章编号:1673-4130(2023)16-2042-04 文献标志码:A

  炎症性肠病(IBD)是一种由慢性炎症介导的肠道

疾病,可严重影响患者生活质量[1-2]。粪便钙卫蛋白

(FC)属于S100蛋白家族,是S100A8/A9形成的二聚

体,S100A8和S100A9在健康人体内具有抗炎作用,
而在自身免疫性炎症中会过度表达。FC可作为IBD
临床症状辅助诊断的有效指标之一

 [3],因其具有不易

被肠道细菌分解、理化性质稳定等特点[4-5],可用于指

导IBD的治疗策略制定[6]。胶体金法是以胶体金为

标志物,依据层析作用检测抗原抗体反应,已广泛应

用于医学检验领域[7],胶体金法检测FC具有价格低

廉、敏感、特异、快速,检测无侵入性等优势[8],因此基

于胶体金法检测FC的应用与推广对肠道疾病患者而

言十分有益,更适用于县级医院、社区卫生服务中心

和乡镇卫生院等基层医疗单位。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2021年9月至2022年8月湖

南中医药大学第一附属医院60名IBD 患者(IBD

组)、60名大肠癌患者(大肠癌组)、60例肠炎患者(肠
炎组)、60名非消化系统疾病患者(非消化系统疾病

组)、60名其他消化系统疾病患者(其他消化系统疾病

组)及60名健康体检者(无炎症体检者组)的粪便标

本共计360份。所有受试者中男性206例、女性154
例,年龄5~92岁。IBD组为经临床诊断确诊为炎症

性肠病的60例患者,大肠癌组为经临床诊断确诊为

大肠癌的60例患者,肠炎组为经临床诊断确诊为肠

炎的60例患者,非消化系统疾病组为患有心血管系

统、呼吸系统、泌尿系统疾病60例患者,其他消化系

统疾病组为患有肠梗阻、胰腺炎、胃炎、息肉、消化道

溃疡疾病60例患者,无炎症体检者组为血浆白细胞

计数(WBC)为(4~10)×109/L、超敏C反应蛋白(hs-
CRP)<5

 

mg/L的60例体检者。纳入标准:均符合

文献[9]相关诊断标准。排除标准:(1)临床资料不完

整;(2)合并其他严重器质性疾病或肿瘤。受试者年

龄、粪便颜色、粪便性状、粪便隐血、血浆 WBC、血浆
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