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沉默 ＨＩＦ１α对人鼻咽癌裸鼠移植瘤生长的影响
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［摘　要］目的：探讨沉默缺氧诱导因子１α对人鼻咽癌裸鼠移植瘤生长的影响。方法：１５只４～６周龄雌性
裸鼠，随机均分为为ＨＩＦ１α干扰组、空载组及阴性对照组；采用脂质体转染法将 ＨＩＦ１α的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ干扰质粒
转染ＣＮＥ２细胞，ＲＴｑＰＣＲ检测其沉默效应，将转染ＨＩＦ１α干扰质粒的ＣＮＥ２细胞、转染空载质粒的ＣＮＥ２细
胞以及ＣＮＥ２细胞分别接种于３组裸鼠右腋皮下，建立鼻咽癌ＣＮＥ２细胞裸鼠移植瘤模型，形成肉眼可见的肿
瘤后再喂养１６ｄ，观察各组成瘤时间及肿瘤体积；ＲＴｑＰＣＲ检测３组移植瘤中ＨＩＦ１α基因的表达，蛋白质印迹
法检测３组移植瘤中ＨＩＦ１α蛋白的表达。结果：成功构建裸鼠移植瘤模型，ＨＩＦ１α干扰组、阴性对照组、空载组
裸鼠成瘤时间分别为（８６０±１４０）、（４６０±０５５）、（４８０±０８４）ｄ，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；肿瘤体积分
别为（１２８６０±７７７０）、（１４１１１０±２１２５０）、（１３０６８０±１５４６０）ｍｍ３，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＨＩＦ１α
干扰组瘤体组织中的ＨＩＦ１α基因和蛋白的表达量明显降低（Ｐ＜００５）。结论：沉默 ＨＩＦ１α基因能有效抑制人
鼻咽癌裸鼠移植瘤成瘤时间和肿瘤的生长。
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　　鼻咽癌是中国常见的恶性肿瘤之一，以南方地
区发病为主，发病率居头颈部恶性肿瘤的首位。低

氧微环境在实体肿瘤中普遍存在，肿瘤细胞通过调

控自身多种基因表达适应低氧环境并提高耐受力，

缺氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，
ＨＩＦ１α）在肿瘤细胞对低氧微环境的适应过程中
起着中枢纽带作用［１］。目前研究表明，ＨＩＦ１α在
鼻咽癌组织中高表达，与肿瘤发生进展及治疗抵抗

等恶性行为密切相关，亦提示 ＨＩＦ１α可作为一个
新的治疗靶点［２－４］。本研究通过建立裸鼠移植瘤

模型，观察沉默 ＨＩＦ１α是否能抑制鼻咽癌 ＣＮＥ２
细胞移植瘤的生长，为临床治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１１　材料
３～４周 ＢＡＬＢ／Ｃｎｕ／ｎｕ雌性裸鼠１５只，体重

１８～２０ｇ，购自贵州医科大学实验动物中心。鼻咽
癌细胞株ＣＮＥ２（低分化鼻咽鳞状细胞癌细胞系）
由上海复旦大学亓立峰教授实验室赠与，胎牛血清

（ｇｉｂｃｏ，美国），Ｔｒｉｚｏｌ试剂、逆转录试剂盒及 Ｒｅａｌ
ｔｉｍｅＰＣＲＳＹＢＥＲＧｒｅｅｎ试剂盒购于Ｒｏｃｈｅ，ＨＩＦ１α
ｍｉＲＮＡ干扰质粒（ｐＰＧ／ｍｉＲ／ｅＧＦＰ／ＢａｓｔｉｃｉｄｉｎＨＩＦ
１α）由上海吉玛公司合成构建；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ
２０００．ＯｐｔｉＭＥＭ低血清培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ相关试剂及蛋白提取试剂盒购于 Ｓｏｌａｒｂｉｏ，
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｔｈｅｒｍｏ，美国），兔抗人ＨＩＦ
１α单克隆抗体、鼠抗人 ＧＡＰＤＨ多克隆抗体及羊
抗兔二抗均购于Ａｂｃａｍ公司。
１２　方法
１２１　细胞培养　人鼻咽癌细胞 ＣＮＥ２用含有
１０％胎牛血清、１％双抗的 ＤＭＥＭ 培养液，于
３７℃，５％ＣＯ２，恒温培养箱中常规培养，每２ｄ传
代１次。
１２２　分组　１５只雌性裸鼠，随机均分为为 ＨＩＦ
１α干扰组、空载组及阴性对照组，每组５只，分别

采用转染 ｐＰＧ／ｍｉＲ／ｅＧＦＰ／ＢａｓｔｉｃｉｄｉｎＨＩＦ１α质粒、
转染ｐＰＧ／ｍｉＲ／ｅＧＦＰ／Ｂａｓｔｉｃｉｄｉｎ空载体及未转染的
ＣＮＥ２细胞构建裸鼠皮下移植瘤模型。
１２３　脂质体法转染鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞　制备
鼻咽癌ＣＮＥ２单细胞悬液，按２×１０５个／孔接种于
６孔培养板，待细胞完全贴壁生长到６０％～７０％融
合状态时进行转染，ＨＩＦ１α干扰组及空载组分别
转染 ｐＰＧ／ｍｉＲ／ｅＧＦＰ／ＢａｓｔｉｃｉｄｉｎＨＩＦ１α 质 粒 及
ｐＰＧ／ｍｉＲ／ｅＧＦＰ／Ｂａｓｔｉｃｉｄｉｎ的空载体，转染６ｈ后，
更换无双抗的培养基，继续培养４８ｈ后，采用 ＲＴ
ｑＰＣＲ法检测各组细胞中 ＨＩＦ１α基因的沉默效
应，计算细胞的干扰效率。引物委托上海生工合

成，ＨＩＦ１α上游引物为５’ＣＣＡＴＴＡＧＡＡＡＧＣＡＧＴ
ＴＣＣＧＣ３’，下游引物为 ５’ＴＧＧＧＴＡＧＧＡＧＡＴＧ
ＧＡＧＡＴＧＣ３’；内参基因 ＧＡＰＤＨ上游引物为 ５’
ＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡＧＡＡ３’，下游引物为 ５’
ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３’；ＨＩＦ１α基因产物
长度１９４ｂｐ，内参ＧＡＰＤＨ产物长度２４７ｂｐ。
１２４　裸鼠皮下移植瘤模型　实验用裸鼠在无特
殊病原菌（ｓｐｅｃｉａｌｐａｔｈｏｇｅｎｆｒｅｅ，ＳＰＦ）级条件下饲
养，于每只裸鼠右腋皮下分别注射经不同方法处理

的处于对数生长期的鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞０２ｍＬ，
细胞数为１５×１０７／ｍＬ，观察成瘤情况，待长出瘤
块后每隔３ｄ量１次瘤块的长径（ａ）、短径（ｂ），按
１
２ａｂ

２计算瘤块的体积，第１６天时处死动物。

１２５　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＨＩＦ１α蛋白表达　取各
组瘤体组织，制作细胞裂解液提取总蛋白，用 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒定量蛋白浓度后，取２５μｇ总蛋白
上样，用 １０％十二烷基酸聚丙烯酰胺（ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）凝胶电泳１００～１２０ｍｉｎ分离ＨＩＦ１α蛋白，
切胶转ＰＶＤＦ膜２ｈ，５％脱脂奶封闭２ｈ；兔抗人
ＨＩＦ１α单克隆抗体（１∶２０００）为一抗，４℃孵育过
夜，二抗用羊抗兔（１∶７５００），以 ＧＡＰＤＨ（一抗１∶
２０００，二抗１∶１００００）为内参，二抗室温孵育１ｈ，１
×ＴＢＳＴ洗涤；用 ＥＣＬ试剂行化学发光法曝光，结
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果用ｉｍａｇｅＪ图像分析系统测定各条带的灰度值，
以目的条带与内参条带的平均灰度值的比值作为

目的蛋白的相对表达量。

１３　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ２２０进行统计分析。所有资料以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间结果实验数据符
合正态分布和总体方差相等时组间比较采用单因

素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），检验水准 α＝
００５，Ｐ＜００５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２１　ＲＮＡ干扰对ＨＩＦ１α的沉默效果
转染后，ＨＩＦ１α干扰组、阴性对照组和空载组

ＣＮＥ２细胞 ＨＩＦ１α基因相对表达量分别为（００８
±００２）、（０８８±００５）、（０８５±００５），Ｐ＜００１，
提示 ＨＩＦ１α干扰质粒能效沉默鼻咽癌 ＣＮＥ２细
胞中ＨＩＦ１α基因表达，可以进一步用于鼻咽癌移
植瘤模型的构建。在 ＨＩＦ１α干扰组、阴性对照组
和空载组的瘤体中ＨＩＦ１α基因相对表达量分别为
（０１２±００３）、（０８６±００４）、（０８１±００５），Ｐ＜
００５。ＨＩＦ１α基因在 ＨＩＦ１α干扰组中表达水平
较其他两组均明显降低，抑制率为８８％。
２２　ＨＩＦ１α沉默对移植瘤中ＨＩＦ１α蛋白表达的
影响

ＨＩＦ１α干扰组 ＨＩＦ１α蛋白表达的相对值为
（０４２±００４），明显低于空载组（０８２±００５）及
阴性对照组（０８８±００５），Ｐ＜００５，见图１。
２３　移植瘤成瘤时间

　　３组裸鼠成瘤率均为１００％，成瘤时间 ＨＩＦ１α
干扰组（８６０±１４０）ｄ，阴性对照组（４６０±０５５）ｄ
以及空载组为（４８０±０８４）ｄ，ＨＩＦ１α干扰组与阴
性对照组和空载组比较，ＨＩＦ１α干扰组成瘤时间
最长，差异具有统计学意义（Ｐ＜００５），提示沉默
ＨＩＦ１α可延长ＣＮＥ２细胞移植瘤的成瘤时间。

图１　各组瘤体中ＨＩＦ１α蛋白表达
Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｕｍｏｒｓ

ｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２４　移植瘤体积
如表１所示，自第一只裸鼠成瘤后，每３ｄ测

量移植瘤体积，共６次。３组裸鼠在６个时间点移
植瘤体积均符合正态分布，采用单因素方差分析显

示，方差齐，ＨＩＦ１α干扰组肿瘤体积受到明显抑制
（Ｐ＜００５）。ＨＩＦ１α干扰组、阴性对照组以及空
载组最终瘤体体积分别为（１２８６０±７７７０）、（１
４１１１０±２１２５０）、（１３０６８０±１５４６０）ｍｍ３，ＨＩＦ
１α干扰组的肿瘤体积明显小于阴性对照组（图
２），差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。

表１　３组裸鼠移植瘤体积
Ｔａｂ．１　Ｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｓｉｎｍｉｃｅｏｆｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ

组别
移植瘤体积（ｍｍ３）

第１天 第４天 第７天 第１０天 第１３天 第１６天
空载组 ３４３０±１３５０ ９６９０±１８９０ １８６４０±３２６０ ３５８１０±６９００ ７３８９０±１３２４０ １３０６８０±１５４６０　
阴性对照组 ４４２０±２２８０ １０２６０±２８８０ ２０６８０±５４９０ ４６１６０±９７２０ ８５０４０±１５７５０ １４１１１０±２１２５０
ＨＩＦ１α干扰组 ０（１）（２） １５６０±８４０（１）（２） ３３７０±１２８０（１）（２）　　 ５０５０±２１８０（１）（２） ８７６０±３７７０（１）（２） １２８６０±７７７０（１）（２）

（１）与空载组比较，Ｐ＜００５；（２）与阴性对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论
ＨＩＦ１是目前所发现的介导正常细胞以及肿

瘤细胞低氧反应最关键的核转录因子，由 ＨＩＦ１α
和ＨＩＦ１β两种亚基聚合而成，活性由 ＨＩＦ１α决
定。大多的实体肿瘤都存在局部低氧区，ＨＩＦ１α

在肿瘤细胞乏氧耐受机制中起主导作用，在缺氧时

可以通过增加 ＨＩＦ１α的稳定，使肿瘤能在缺氧的
情况下存活与生长［５］。目前研究表明 ＨＩＦ１α高
表达导致肿瘤的侵袭、转移能力和对放、化疗的抗

拒性增强［６］，在鼻咽癌的研究中，ＨＩＦ１α高表达与
致瘤性与不良预后有关，高表达的 ＨＩＦ１α蛋白可

３
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能与鼻咽癌的发生、发展有关［７－８］。沉默 ＨＩＦ１α
可有效的降低鼻咽癌 ＣＮＥ２细胞的增殖、黏附和
侵袭能力［９－１０］。在裸鼠体内沉默 ＨＩＦ１α的表达
对宫颈癌、肝癌具有抑瘤作用［１１－１２］。但ＨＩＦ１α对
鼻咽癌的体内实验研究并不多，本实验旨在构建鼻

咽癌裸鼠移植瘤模型，初步探讨沉默 ＨＩＦ１α对其
生长的影响，为进一步研究 ＨＩＦ１α与鼻咽癌的关
系奠定基础。

图２　成瘤第１６天时的小鼠
Ｆｉｇ．２　ＭｉｃｅｏｆｇｒｏｕｐｓＣａｎｄＨｉｎ１６ｄａｙｓａｆｔｅｒ

ｔｈｅｔｕｍｏｒｎｏｄｅａｐｐｅａｒｅｄ

本研究结果表明沉默ＨＩＦ１α后人鼻咽癌裸鼠
移植瘤的生长受到明显的抑制（Ｐ＜００１），瘤体组
织中的ＨＩＦ１α蛋白表达明显降低（Ｐ＜００５），从
体内验证了ＨＩＦ１α与鼻咽癌发生与生长有关，当
抑制ＨＩＦ１α的表达后肿瘤的发生时间延迟并且瘤
体体积明显变小，但是其具体作用机制还需进一步

研究。据目前的多种研究表明阻断ＨＩＦ１α表达能
靶向杀伤乏氧肿瘤细胞，抗 ＨＩＦ１α在肿瘤治疗中
具有一定的应用前景，而本次研究也为ＨＩＦ１α可用
于鼻咽癌的综合治疗提供了一定的临床基础与依据。
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