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前言

缺氧是恶性实体肿瘤化疗和放射治疗抵抗的一个重要原

因[1]。当肿瘤增殖超过毛细血管网氧气的供应速度，可能在肿瘤

细胞中形成一个缺氧的微环境，从而启动自适应机制，使其在

面对敌对环境时具有更强的抵抗力，可能转化到细胞快速增长

抑制的凋亡过程[2-5]。有研究显示缺氧诱导因子 -1琢(hypoxia in-
ducible factor-1, HIF-1琢) 过表达以调节适应缺氧是依靠下游基
因的氧气传感器的激活才使机体能够生存于缺氧微环境[6-8]。通

过降低氧气吸入使肿瘤细胞缺氧程度增加导致适度的全身性

高氧对雄激素敏感的前列腺癌细胞移植瘤生长
及其缺氧诱导因子 -1琢表达的影响 *
易升明 1 孙跃喜 2 华 晶 2 李桂圆 1 赵启成 1△

(1同济大学附属同济医院肿瘤科 上海 200086；2同济大学附属同济医院急诊科 上海 200086)

摘要目的：探讨高氧对雄激素敏感的前列腺癌细胞移植瘤生长及其缺氧诱导因子 -1琢表达的影响。方法：将前列腺癌前列腺淋巴
结癌(LNCaP)细胞接种于 36只 Foxn1小鼠的双侧腹，并将其随机放置于含氧量不同的气室中并分组如下：缺氧组 11例，常氧组

16例，高氧组 9例。处理 28天后进行称重，麻醉处死，从左心室取血样；分离出移植瘤并进行称重。采用Western blotting、免疫荧

光分析、血红蛋白测定的方法对各组移植瘤生长、血管生成及血管化、缺氧诱导因子 -1(HIF-1琢)表达以及细胞信号转导因子表达
进行检测。结果：缺氧组的移植瘤生长较常氧组快(P＜0.05)；高氧组移植瘤生长与常氧组相比差异不具有统计学意义(P＞0.05)。高

氧组移植瘤的 HIF-1琢、血管内皮生长因子(VEGF)和血管内皮生长因子受体 2(VEGF-R2)表达均较常氧组高，而缺氧组移植瘤的

HIF-1琢表达与常氧组基本相似。缺氧组移植瘤的血[HB]增长率(175%)高于常氧组(45%)。高氧组的 Nrf2的表达水平较常氧组明

显增加(P＜0.05)。结论：体内高氧诱导 HIF-1琢在 LNCaP肿瘤高表达的同时，不会加快肿瘤的生长。
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To investigate effects of inner hyperoxia on the growth and HIF-1琢 expression of androgen sensitive

prostatic cancer cell transplantation tumor. Prostate cancer LNCaP cells were inoculated in the bilateral abdomen of 36 Foxn1

mice, which were placed randomly in the air chamber with disparate oxygen content, including hypoxia group with 11, normoxia group

with 16 and hyperoxia group with 9. Mice were weighed and then killed by anaesthesia for blood in left ventricular after 28 days. The

transplantation tumor was isolated and weighed as well. The transplantation tumor growth, angiogenesis and vascularization, HIF-1琢
expression and cell signal transduction factors of each group were tested by western blotting, immunofluorescence and hemoglobin

detection. The transplantation tumor of hypoxia group developed more rapidly than the normoxia group (P<0.05). The showed

no statistical difference was found in the growth of transplantation tumor between nomoroxia and hyperoxia group (P>0.05); the HIF-1琢,
VEGF and VEGF-R2 expressions of transplantation tumor in the hyperoxia group were higher than those of the normoxia group(P<0.05).

However, the HIF-1琢 expression of transplantation tumor in hypoxia group was similar to that of the normoxia group. The hemoglobin

growth rate (175%) of transplantation tumor in hypoxia group was higher than that of the normoxia group (45%). The Nrf2 expression of

hyperoxia group was overtly higher than that of the normoxia group (P<0.05). High expression level of HIF-1琢 was induced

by inner hyperoxia, but it could not simultaneously accelerate the tumor growth.
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Groups Number(n) Weight augmenter(g) Successful transplant(n) Rate of Successful transplant(%)

Hypoxia group 11 0.14± 0.39 8 72.7

Normoxia group 16 2.82± 0.48 14 87.5

Hyperoxia group 9 2.56± 0.46* 6 66.7

F/x2 - 119.164 - 1.734

P - 0.000 - 0.420

表 1各组小鼠的体重增加情况及移植成功率比较

Table 1 Comparison of the weight gain and successful rate of transplantation among different groups of mice

注：与常氧组相比，*P=0.186＞0.05。

Note: compared with the normoxia group, *P=0.186＞0.05.

缺氧使前列腺淋巴结癌 (lymph node carcinoma of prostate,

LNCaP)移植瘤的增长率提高近一倍[9]。但当肿瘤缺氧而 HIF-1琢
不再高表达时，提示移植瘤生长在非 HIF-1琢为中心的替代途
径中[10]，氧气在脯氨酰羟化酶反应中的价值表现于 PO2值范围

为 40-150 mmHg时，HIF-1琢接近泛素化[11]。有研究者提出高氧

能够作为一种有力的手段去阻止 HIF-1琢 蛋白表达衍生改变
[12]。虽然有争议，但高氧确实在克服某些类型的肿瘤的原发与

继发中发挥作用[13-15]。因此，本研究通过小鼠体内试验研究低氧

和高氧环境对雄激素敏感的前列腺癌 (LNCaP) 细胞生长和

HIF-1琢表达的影响，以期前列腺癌的临床治疗提供新的方向。

1 材料与方法

1.1 实验动物

选取七周龄的 Foxn 1小鼠 36只 (购自北京维通利华实验

动物公司，合格证号 0197119)，体重约 27-30 g，按照实验室动

物指南进行喂养和使用。饮用水和垫料均进行高温消毒，而饲

料需经 60℃辐照灭菌；小鼠保持饮水与饮食直到处死前的 24 h，

并保持 12 / 12 h的光 /暗周期。动物处理、培训协议和处死模

式均经动物处理委员会批准。

1.2 细胞与实验试剂

前列腺癌细胞株：LNCaP细胞(购自：北京协和技术所细胞

库)；主要试剂与仪器：热灭活胎牛血清、L-谷氨酰胺，RPMI-1640

培养基和胰岛素注射器等(购自：南京凯基生物科技公司)。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养 LNCaP细胞(80-90%聚集)均培养在含 10%

(V/V)热灭活胎牛血清和 L-谷氨酰胺的 RPMI-1640培养基中，

并于 5% CO2中进行培养。

1.3.2 处理 处理第一天，将 LNCaP 细胞重新悬浮在 3×

106/0.1 mL终浓度的冰冻胶(1:1)中；并用 26G胰岛素注射器将

其接种在每个小鼠的侧腹；再将小鼠转移到一个充满混合气体

(N2平衡)的气室中进行处理。根据含氧量不同进行分组：含有

10% O2为缺氧组 11例，含有 21% O2为常氧组 16例，含有

30% O2为高氧组 9例，所有组均处理 28天。

1.3.3 测重 测量所有小鼠的体重及移植瘤体积，每周三次。

测重前预先将低氧和高氧的小鼠转移到一个补偿气室进行厌

氧补偿。

1.3.4 处死 处理第 28天，将小鼠一一转移到补偿室；注射

NA硫喷妥钠加肝素(500U)，以 10 mg/100 g体重进行麻醉；颈

椎脱位处死，将小鼠从气室取出；开胸，从左心室取血样；解剖

将移植瘤迅速分离，称重；用液氮冷冻并将其保存在 -80℃中。

1.3.5 血红蛋白测定 血红蛋白(Hb)的浓度测定：将 10 滋L血
与 1 mL德拉布金试剂稀释搅拌；室温培养 30 min，并用 1 mL

试管测量当 λ = 540 nm时的吸光度；计算浓度，假设 着= 11.05
cm-1mM-1。测量移植瘤和参考器官(左肾)组织中的 Hb含量，将

10 滋L提取液与 1 mL德拉布金试剂稀释，同上述处理。

1.3.6 在 4℃环境下对每个活检提取物进行制

备。冰冻组织(50-80 mg)与包含有 10 mmHEPES，1.5 mm氯化

镁，0.5 mmDTT，0.2 mmPMSF，10 mmKCl和蛋白酶抑制剂混合

物以 1:3(w/v)的比例在玻璃波特调匀，pH值 7.9，14000转离心

20min，颗粒悬浮，14000转离心 10 min。从离心池提取上清液。

采用考马斯亮蓝法试剂盒测定提取物的蛋白浓度，每个电

泳槽加 70g蛋白，通过 SDS-PAGE分离(6-8%丙烯酰胺凝胶)。

然后，蛋白被印迹到硝酸纤维素膜并采用 5%脱脂奶粉在含有

0.1%吐温的 Tris缓冲液生理盐水中封闭(室温，1 h)。在 4℃环

境下，将膜用一抗孵育过夜，紧随其后用辣根过氧化物酶标记

的二抗孵育(室温，1 h)。采用的一抗和稀释液有：兔多克隆抗

HIF-1琢(1:300)，兔多克隆抗血管内皮(1:400)，小鼠单克隆抗肌

动蛋白(1:10000)，兔多克隆抗 Akt(1:1000)，兔多克隆抗磷酸化

蛋白激酶 AKT 抗体 -Ser473 (1:1000)，兔多克隆抗 Nrf2 (1:

1000)。二抗为辣根过氧化物酶标记的抗小鼠 IgG(1:10000)或抗

兔 IgG(1:10000)。采用 LiteAblot化学发光底物软化孵化膜，其

次用 X射线胶片曝光进行化学发光检测。通过 Gel Doc对印迹

强度进行量化，并采集其结果图像。

1.4 统计学分析

计量资料数据以(MEAN± SD)表示，多组之间比较采用单

因素方差分析法及 Dunnett多重比较试验，计数资料以百分比

表示，采用 X2检验及 Fisher精确概率法，以 P＜0.05为差异具

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组小鼠的体重增加情况及移植成功率比较

各组小鼠的体重增加情况显示：常氧组与高氧组的小鼠体

重增加量相比差异无统计学意义(P＞0.05)；缺氧组小鼠的体重

增加量小于常氧组和高氧组，差异具有统计学意义(P<0.05)。各

组小鼠移植成功率相比，差异不具有统计学意义(P＞0.05)，见

表 1。因此，各组移植瘤的相关比较具有可比性。
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图 1三组移植瘤生长情况比较

Fig.1 Comparison of the xenografts growth among three groups

注：与常氧组相比，#P＜0.05。

Note: compared with normoxia group, #P＜0.05.

2.2 各组小鼠的移植瘤生长情况比较

三组移植瘤平均体积 /体重在不同时间点的变化情况显

示：缺氧组的移植瘤生长较常氧组显著增快(P<0.05)，但高氧组

在任何时间点检测的移植瘤生长与常氧组相比差异均无统计

学意义(P＞0.05)，见图 1A。缺氧组移植瘤生长较常氧组和高氧

组均快一倍，与常氧组相比差异具有统计学意义 (P<0.05)(图

1B，左)。高氧组移植瘤的重量与常氧组相比(图 1B，右)差异无

统计学意义 (P＞0.05)；缺氧组移植瘤的重量显著高于常氧组

(P<0.05)。

2.3 各组小鼠的血管生成和血管化相关指标比较

高氧组移植瘤的 VEGF和 VEGF-R2 表达均较常氧组高

(图 2)(P＜0.05)；缺氧组与常氧组相比差异无统计学意义(P＞

0.05)。缺氧组移植瘤的 Hb含量均高于常氧组和高氧组(图 3，

左)(P＜0.05)。缺氧组移植瘤的血[Hb]增长率(175%)高于常氧组

(45%)(图 3，中)(P＜0.05)。缺氧组移植瘤组织的 Hb含量与左肾

的 Hb含量相比增加了 100%(图 3，右)。

2.4 各组小鼠移植瘤的 HIF-1琢、Nrf2和磷酸化 Akt表达比较

高氧组移植瘤的 HIF-1琢较常氧组显著增加，而缺氧组移
植瘤的 HIF-1琢表达与常氧组比较差异无统计学意义 (图 4B)，

图 4A。高氧组 Nrf2的表达水平较常氧组明显增加[(图 5A)和

(图 5B，左)]。缺氧组的 Akt活性高于常氧组和高氧组，但三组

Akt表达总量基本保持不变(图 5B，右)。

3 讨论

有研究报道高氧通过增加细胞凋亡和降低血管密度可以

降低大鼠乳腺肿瘤和胶质瘤的肿瘤增长[16]，高压氧治疗也会诱

导多分化和低侵袭性肿瘤的上皮间质细胞转录，从而使肿瘤生

长减弱[17-19]。而高氧对于注射 PC3前列腺癌细胞的小鼠无影响[20]。

本研究中，缺氧组的裸鼠体内 LNCaP细胞移植瘤生长较常氧

组快一倍，而高氧组小鼠体内移植瘤生长与常氧组基本一致。

此外，高氧组移植瘤 HIF-1琢表达水平高于缺氧组。这些结果提
示体内高氧可以诱导 LNCaP细胞移植瘤 HIF-1琢水平的增长
但不影响移植瘤的生长速度。高氧组移植瘤部分 HIF-1琢 和
VEGF表达增加，可能与高氧诱导血管收缩使血流量减少引起

局部缺氧有关。

VEGF/VEGF-R2信号通路是公认的一个最突出的肿瘤促

进途径 [21]。缺氧可轻微诱导 VEGF-R2，而高氧可通过刺激

HIF-1琢的表达对 VEGF和 VEGF-R2具有较大的调节，可增加

激活的 VEGF/ VEGF-R2通路[22]。然而，VEGF/ VEGF-R2信号

通道活性增加与移植瘤 Hb含量增加无关。因此，高氧组移植

瘤 VEGF和 VEGF-R2呈高表达，而其 Hb含量较缺氧组低。

HIF-1琢在包括前列腺癌在内的实体恶性肿瘤发展过程中
具有关键作用，其表达上调是前列腺癌早期和癌症发展促进血

管生成的表现 [23]。有研究表明地高辛和拓扑替康作为 HIF-1琢
抑制剂未能显示其显著的抗肿瘤作用[24]；在 LNCaP细胞急性

缺氧时，HIF-1琢呈高表达，随着时间进程，其表达会恢复到正
常水平甚至低表达水平[25]。因此，仅依靠 HIF-1琢抑制剂的抗肿
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瘤治疗有可能是无效的。

Akt的活化是缺氧环境下细胞存活的标志 [26]，缺氧组的

Akt活性高于常氧组和高氧组，提示前列腺癌细胞中缺氧诱导

移植瘤生长加快与 Akt活化的增加之间存在一定联系。Nrf2蛋

白是一种可激活抗氧化反应的转录因子[27]，因其具有解除细胞

环境毒性的能力而被认为是一种肿瘤抑制物[28]。本研究结果显

示高氧组 Nrf2的表达水平明显增加，表明高氧细胞具有较强

的抗氧化应答能力，高氧使体内氧化还原反应失衡。肺上皮细

胞高氧可通过 PI3K/Akt信号刺激 Nrf2转录应答[29]。本研究中

高氧移植瘤 Nrf2过度表达与缺氧移植瘤 Akt高表达不一致。

这可能因为 ROS的两种相分歧的作用[30]：在低表达中 ROS作

为 Akt激活物(如：缺氧)，然而在高表达中它们的毒性效应变为

优势(如：高氧)，从而导致 Akt失活。

综上所述，高氧可诱导 HIF-1琢在 LNCaP细胞中高表达而

图 2三组移植瘤 VEGF和 VEGF-R2表达情况比较

Fig.2 Comparison with the expression of VEGF and VEGF-R2 in the xenografts among three groups

注：与常氧组相比，#P＜0.05。

Note: compared with normoxia group, #P＜0.05.

图 3三组移植瘤 Hb含量的比较

Fig. 3 Comparison of the Hb content among three groups

注：与常氧组相比，#P＜0.05

Note: compared with normoxia group, #P＜0.05.
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图 4三组小鼠移植瘤 HIF-1琢表达的比较
Fig. 4 Comparison with the expression of HIF-1琢 in the xenografts among three groups

注：与常氧组相比，#P＜0.05。

Note: compared with normoxia group, #P the xenografts among three groups＜0.05.

图 5三组移植瘤 Nrf2、p-Akt表达情况的比较

Fig. 5 Comparison with the expressions of cell Nrf2, p-Akt in in the xenografts among three groups

注：与常氧组相比，#P＜0.05。

Note: compared with normoxia group, #P＜0.05.
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不影响移植瘤的生长速度，通过体内高氧氧化还原反应失衡和

涉及细胞增殖通路的复杂的相互作用以抑制体内缺氧和血管

生成信号。
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