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低氧处理不同时间对人肺腺癌 A549细胞增殖的影响

及相应缺氧模型探讨 *
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摘要目的：观察低氧处理不同时间对人肺腺癌 A549细胞增殖的影响，探讨合理的人肺腺癌细胞株 A549体外模拟缺氧时间。方

法：将人肺腺癌细胞 A549细胞株在低氧环境下分别培养 12 h、24 h、48 h、72 h，设置常氧对照组，通过 CCK8法测定 A549细胞存

活率，RT-PCR和免疫印迹分别检测细胞缺氧诱导因子 -1琢 (hypoxia-inducible factor-1琢, HIF-1琢) 和血管内皮生长因子(vascular

endothelial growth factor, VEGF)mRNA及蛋白的表达。结果：低氧 24 h组 A549细胞存活率最高，低氧 48 h、72 h组 A549细胞存

活率呈时间依赖性明显下降(P<0.001)。自低氧 12 h起，A549细胞 HIF-1琢 mRNA和 VEGFmRNA的表达开始随低氧时间延长而

显著增加(P均 <0.001)；HIF-1琢和 VEGF蛋白表达自 24 h开始随低氧时间延长而显著增加(P均 <0.001)。结论：低氧诱导的 A549

细胞存活率呈时间依赖性降低，而 HIF-1琢、VEGF表达呈时间依赖性增高，人肺癌细胞株 A549缺氧模型最适时间为 24 h。
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Effect of Different Time of Hypoxia Treatment on the Proliferation

of Human Lung Adenocarcinoma A549 Cells and the Associated

Experimental Study of Hypoxic Model*

To observe the effect of different time of hypoxia treatment on the proliferation of human lung

adenocarcinoma A549 cells. To explore the optimal time for the hypoxic model in vitro for human lung adenocarcinoma cell line A549.

Human lung adenocarcinoma A549 cells were cultured under hypoxic environment for 12 h, 24 h, 48 h and 72 h respectively

and set up a normoxic group as contrast. The proliferation of A549 cells was detected by CCK8 assay. The transcriptional mRNA and

protein levels of hypoxia-inducible factor-1琢 (HIF-1琢) and vascular endothelial growth factor (VEGF) were examined by RT-PCR and

western blot. The survival rate of the 24 h group was the highest, and the cells' proliferation of 48 h and 72 h group significantly

decreased in a time-dependent manner (P<0.001). The mRNA expression of HIF-1琢 and VEGF began to increase significantly from 12 h

while the protein expression rose significantly from 24 h. After the above time points the mRNA and protein expression both increased

with the prolongation of hypoxic time (P <0.001). The viability of hypoxia-induced A549 cells decreased in a

time-dependent manner while the expression of HIF-1琢 and VEGF increased with the extension of hypoxic time. The optimal time for

A549 hypoxic model in our study was 24 h.

Hypoxia; Viability; HIF-1琢; VEGF; Model

前言

肺癌是全世界癌症的首要死因。肿瘤组织缺氧是所有实体

肿瘤的特征，处于缺氧状态的肿瘤细胞仍能不断增殖和浸润，

与起关键性作用的转录因子 HIF-1密切相关。HIF-1调控着下

游包括 VEGF的 70多种基因，影响肿瘤生长、血管形成、转移、

凋亡、耐药和预后等[1,2]。近年来，缺氧和血管生成在实体肿瘤中

的作用得到学界极大的关注，抗血管生成已经成为肿瘤治疗的

重要措施[3,4]。目前，大多肺癌细胞株的研究在常氧培养环境下，

保持着较高而稳定的氧分压，其细胞的增殖、凋亡和信号传导

与体内肿瘤缺氧生长环境有很大的不同。有必要通过低氧培养

来模拟肺癌在体的情况，而有关这方面研究只有少量报道，且
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存在两种相互矛盾的观点：一方面低氧环境可抑制 A549细胞

增殖[5]，另一方面低氧环境又可通过 HIF-1琢途径上调 VEGF表

达促进血管生成，从而促进肿瘤组织增殖和浸润[6-9]；另外，各个

文献中所采用的缺氧模型各不相同，尤其是低氧培养时间不一，

势必会影响结论。因此，有必要进一步探索低氧下肺癌 A549

的存活率，及选择低氧培养 A549细胞肺癌模型的时间截点。

本课题组前期研究在晚期非小细胞肺癌患者中发现升高

的血清 HIF-1琢与 VEGF与疾病的诊断、疗效、预后有一定的关

系[10,11]。在此基础上，本研究通过观察低氧环境下 A549细胞增

殖活性的变化及 HIF-1琢 和 VEGF mRNA及蛋白表达随着低

氧时间变化的趋势，旨在探讨合理的人肺癌细胞株 A549体外

模拟低氧时间，分析低氧影响癌细胞活性的可能机制，为完善

体外模拟缺氧模型的建立提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人肺腺癌 A549细胞株来自南京拜睿生物技术有限公司；

Matrigel Matrix (美国 Corning,5131014)，PVDF 膜 (Millipore,

IPVH00010)，预染蛋白分子(Fermentas, 26616)，ECL Plus发光

试剂盒、细胞裂解液、PMSF、BCA蛋白浓度测定试剂盒均购自

上海碧云天公司。抗 HIF-1琢抗体(proteintech,20960-1-AP)，抗

VEGF 抗体 (Santa Cruz, sc-7269)，抗 茁-actin 抗体 (abcam,

ab8226)。

1.2 方法

1.2.1 A549细胞株低氧培养及 CCK-8法检测存活率 采用

人肺癌细胞 A549，用含 10 %新鲜胎牛血清的 DMEM、100

U/mL的青霉素、100 U/mL的链霉素的培养基，在 37 ℃、5 %

CO2的条件下培养。细胞低氧培养在 37℃、1 % O2、5 % CO2和

94 %N2条件下，由 Thermo三气培养箱(型号：3131，美国)中控

制各气体浓度。

A549细胞株培养后，取对数生长期细胞，换无血清培养液

培养 12小时使得细胞周期同步化，细胞低氧的环境下培养 12

h、24 h、48 h、72 h。加入 CCK-8溶液，继续培养 4小时，用酶标

仪测定 450 nm处各孔的吸光度值。计算存活率：存活率 =实验

孔 A值 /对照孔 A值× 100 %，并用 SPSS20和 prism 5软件进

行数据处理。

1.2.2 荧光定量 PCR 检测细胞内 HIF-1琢 及 VEGF 的 mRNA

变化 细胞分别低氧培养 12 h、24 h、48 h、72 h后，离心收集

细胞，加 1 mL Trizol抽提总 RNA。按照逆转录试剂盒说明书步

骤反转录制备 cDNA。以 茁-actin为内参，基因检测引物如下：

HIF-1琢 上 游 ：GGCAGCAACGACACAGAAAC， 下 游 ：

TGATTGAGTGCAGGGTCAGC，扩增长度 164 bp；VEGF 上

游 ：TTCTGGGCTGTTCTCGCTTCG， 下 游 ：CCCCTCTC-

CTCTTCCTTCTCT，扩增长度：123 bp；茁-Actin 上游：CATG-

TACGTTGCTATCCAGGC， 下 游 ：CTCCTTAATGTCACG-

CACGAT，扩增长度 103 bp。扩增曲线：95 ℃ 5 min 1cycle；95

℃ 5 s，60℃ 31 s 40 cycles。熔解曲线：95℃ 15 s，60℃ 30 s，95

℃ 15 s。采用 Rotor-Gene Real-Time Analysis Software 6.1分析

软件及△△CT法定量分析扩增曲线及溶解曲线。

1.2.3 免疫印迹 用 IP裂解液(含 1 mM的 PMSF)裂解样本细

胞，BCA法定量，测定 562 nm处的吸光度值，根据标准曲线计

算样品的蛋白浓度。取每泳道 30 滋g的上样量进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳，分离后转印至 PVDF膜，将 PVDF膜浸入含 5 %脱

脂奶粉的封闭液中，加入一抗，4 ℃孵育过夜。洗膜后加入二

抗，于室温摇床上孵育 1 h。ECL化学发光显影，在凝胶成像分

析仪中，化学光敏模式曝光显影。用 ImageJ软件对目的条带的

灰度值进行半定量分析。

1.3 统计学分析

应用 IBM SPSS 20软件进行统计学处理，实验数据用 表

示，两组间比较采用 t检验，多组间行方差分析(ANOVA)及 q

检验，以 P <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 低氧培养不同时间对 A549细胞存活率的影响

低氧 12 h组细胞存活率为(94.25± 2.92)%、低氧 24 h组细

胞存活率为 (96.30± 2.79)%、低氧 48 h 组细胞存活率为

(66.97± 3.01)%、低氧 72 h组细胞存活率为(45.16± 1.80)%。经

单因素方差分析，A549细胞低氧不同时间的存活率比较差异

有统计学意义(P=0.000)，以低氧 24 h组细胞生存率最高，且与

该组相比(图 1)，低氧 12 h组细胞存活率无明显差异，低氧 48

h、72 h细胞存活率呈时间依赖性明显下降(P<0.001)。

2.2 低氧培养不同时间对 A549细胞 HIF-1琢及 VEGF的mRNA

表达的影响

HIF-1琢 mRNA 表达为：常氧组 (1.0± 0.12)、低氧 12 h 组

(3.16± 0.38)、低氧 24 h 组(4.57± 0.33)、低氧 48 h 组(12.13±

1.14)、低氧 72 h组(16.19± 2.04)；VEGFmRNA表达为：常氧组

(1.0± 0.21)、低氧 12 h组 (2.43± 0.38)、低氧 24 h组 (2.63±

0.30)、低氧 48 h组(5.92± 0.33)、低氧 72 h组(7.68± 0.68)。常氧

下 A549细胞中 HIF-1琢及 VEGF的 mRNA水平均较低，自低

氧 12 h起 HIF-1琢 mRNA和 VEGF mRNA 的表达开始随低氧

时间延长而明显增加(P均 <0.001)，其中低氧 12 h组的 mRNA

表达与低氧 24 h组相比均无明显差异(P>0.05)，如图 2。

图 1低氧培养不同时间对 A549细胞的生存率的影响

Fig.1 Effect of different time of hypoxia treatment on the proliferation of

A549 cells

A549 cells were exposed to hypoxia, and the cell viability was correlated

with the time of hypoxia.

# P<0.05 compared with 24h

22窑 窑



现代生物医学进展 www.biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.19 NO.1 JAN.2019

图 2低氧培养不同时间对 A549细胞 HIF-1琢及 VEGF的 mRNA表达的影响

Fig.2 Effect of different time of hypoxia treatment on the mRNA expressions of HIF-1琢 and VEGF in A549 cells

A. Expression of HIF-1琢mRNA B. Expression of VEGF mRNA

A549 cell exposed to hypoxia, the expression of HIF-1琢mRNA and VEGF mRNA were both correlated with the time of hypoxia treatment.

＊P<0.05 compared with 0 h; #P<0.05 compared with 24 h.

2.3 低氧培养不同时间对 A549细胞 HIF-1琢及 VEGF蛋白表

达的影响

HIF-1琢蛋白表达为：常氧组 (0.17± 0.02)、低氧 12 h组

(0.20± 0.01)、低氧 24 h 组 (0.30± 0.02)、低氧 48 h 组 (0.33±

0.02)、低氧 72 h组(0.52± 0.02)；常氧环境下 HIF-1琢 蛋白表达

水平较低，自 24 h 起蛋白表达随低氧时间延长而明显增加

(P<0.001)，低氧 12 h组 HIF-1琢相较于常氧组表达无明显增

加(P>0.05)，低氧 48 h组相较于低氧 24 h组蛋白表达无明显

增加(P>0.05)。

VEGF蛋白表达为：常氧组 (0.15± 0.02)、低氧 12 h 组

(0.18± 0.02)、低氧 24 h 组 (0.33± 0.02)、低氧 48 h 组 (0.38±

0.02)、低氧 72 h组(0.56± 0.02)。结果显示，统计结果显示，常氧

环境下 VEGF蛋白表达水平较低，自 24 h起蛋白表达随低氧

时间延长明显增加(P<0.001)，而低氧 12 h组相较于常氧组蛋

白表达无明显增加(P>0.05)，如图 3。

3 讨论

肿瘤微环境是影响肿瘤细胞的生物学特性和抗肿瘤治疗

应答的重要因素，是所有实体肿瘤的特征，当肿瘤体积超过 3

mm3时，肿瘤内部即处于缺氧状态。在这种缺氧微环境下，肺癌

组织在体内仍能不断增殖生长，并易于发生转移且和耐药有密

切关系[1-3]。因此，在进行肺癌相关的体外试验时，有必要建立合

格的缺氧微环境来模拟肺癌组织在体环境进行研究。

HIF-1琢是介导肿瘤缺氧微环境的关键因子，且组织缺氧

的最重要和直接的表现是 HIF-1琢的水平上调，故 HIF-1琢升高

通常作为缺氧细胞模型构建成功的标志。我们及他人临床研究

证实 HIF-1琢在肺癌患者的血清中表达明显升高[10-12]。肿瘤细胞

的 HIF-1琢能够调控糖酵解途径中的一系列酶表达，因而肿瘤

能够将葡萄糖代谢成乳酸，并在缺氧环境中生存。常氧条件

下，HIF-1琢 表达的蛋白在细胞中被脯氨羟基化酶 (prolylhy-

droxylase domain，PHD)迅速降解[13，14]，但在缺氧环境中降解途

径被破坏，HIF-1琢在细胞中积累并从胞浆进入胞核，进而在

胞核中激活为异二聚体 HIF-1，激活的 HIF-1与下游靶基因结

合后能进一步激活下游众多缺氧相关基因(包括 VEGF基因)

的表达，使机体对缺氧反应进行一系列多样化的调节，例如促

进 VEGF表达。

VEGF在肿瘤的血管形成过程中起到关键的作用，通过刺

图 3低氧培养不同时间对 A549细胞 HIF-1琢及 VEGF的蛋白表达的

影响

Fig.3 Effect of different time of hypoxia treatment on the protein

expressions of HIF-1琢 and VEGF in A549 cells

A. protein expression of HIF-1琢 and VEGF B. quantitative analysis of

HIF-1琢 and VEGF protein expression

A549 cell exposed to hypoxia, the protein expression of HIF-1琢 and VEGF

were both correlated with the time of hypoxia treatment. ＊P<0.05

compared with 0h; # P<0.05 compared with 24h.
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激肺血管内皮细胞分化增殖和迁移、提高血管通透性、浸润淋

巴管等促进肺癌的进展和转移[15-17]，因其在肺癌发生、发展中的

作用，靶向 VEGF是肺癌治疗潜在的靶点[18]。在肿瘤组织内部

的缺氧环境下，HIF-1琢激活物与 VEGF基因启动子结合，不仅

能使 VEGF的 mRNA稳定性增加，还能增加 VEGF的转录活

性。很多文献表明 VEGF在非小细胞肺癌中过表达，而且与非

小细胞肺癌化疗疗效和预后相关[11，16，19]。本实验结果与文献报

道一致，随低氧培养时间的延长，A549细胞 HIF-1琢和 VEGF

的 mRNA及相应的蛋白表达水平呈时间依赖性增加，说明

HIF-1琢 蛋白降解受抑制并在细胞中积累，VEGF mRNA稳定

存在且转录活性增加，自低氧 24 h起 mRNA蛋白表达已明显

上升，HIF-1琢转录和翻译水平的高表达提示本实验在低氧培

养 24 h后建立了缺氧培养环境。

有关肺癌细胞在低氧环境中的增殖活性目前存在不同的

观点。在不同条件下，HIF-1琢可分别引起抗凋亡和促凋亡基因

的表达。Li[8]等通过使用 1%O2不同时间低氧培养，发现低氧培

养 3天后 A549腺癌细胞增殖活性呈时间依赖性增加，凋亡减

少，而 siRNA干扰抑制 HIF-1琢后，细胞凋亡增加。其主要通过

HIF-1、NF-资B和 p53介导的适应性反应以抵抗细胞死亡[20]。还

有研究显示在氯化钴低氧环境下，A549细胞能通过 HIF-1琢途

径在转录水平大幅上调凋亡抑制基因 survivin表达从而抑制

细胞凋亡，而靶向沉默 HIF-1琢基因表达则能通过下调 survivin

表达促进 A549细胞凋亡，抑制肿瘤细胞生长，并发现仅在低

氧环境下有上述结果；而在常氧环境下沉默 HIF-1琢基因则对

肺癌细胞增殖无明显影响，表明 HIF-1琢仅在低氧条件下促进

肺癌细胞增殖生长[9]。然而，另一方面，低氧环境(1 %O2)可抑制

A549细胞增殖生长。在低氧环境下，HIF-1琢通过 p27的作用

影响细胞周期 G1/G0期向 S期的转变过程，使肿瘤细胞周期

阻滞于 G1/G0期，进而抑制细胞增殖活性[5]。同时，低氧环境又

可通过降低抗凋亡基因 bcl-2、增加促凋亡基因 caspase-3蛋白

的表达，导致 caspase等死亡受体通路被不同程度地激活，活化

的 caspase-3蛋白通过水解凋亡相关蛋白而使细胞发生凋亡的

作用被放大，从而诱导 A549细胞的凋亡[5，21-23]。本次实验结果

与上述研究均不相同，结果显示 A549细胞生存活性与低氧培

养时长有关。低氧 24 h组的细胞存活率最高，低氧 24 h后

HIF-1琢、VEGF的 mRNA和蛋白表达也已明显升高，我们通过

流式细胞仪测得常氧组和低氧 24 h 组细胞凋亡率分别为

(7.20± 1.35)%、(6.79± 1.48) %，差异无统计学意义，说明低氧

培养 24 h后 A549细胞生存活性较好[24]，而低氧 48 h后 A549

细胞存活率明显下降，HIF-1琢可能发挥促凋亡作用，与肺癌细

胞恶性生物学特性不符合，不适合肺癌缺氧微环境模型的有效

建立。故取肺癌细胞株 A549缺氧模型最适时间为 24 h。

本实验结果显示 HIF-1琢和 VEGF的 mRNA表达水平自

低氧培养 12 h起，而相应的蛋白表达水平自低氧培养 24 h起

即开始明显上升，且随低氧培养时间的延长均呈时间依赖性明

显增加。而低氧培养 24 h内 A549细胞存活率能维持在较高水

平，自低氧培养 48 h起存活率反而呈现时间依赖性明显下降。

这种低氧环境下细胞活性的不同与低氧培养时长的关系，其具

体机制有待进一步探讨，推测可能原因如下：①缺氧方式不同

会影响肿瘤生长。国内外基于肺癌合并阻塞性睡眠呼吸暂停低

通气综合征 ( obstructive sleep apnea-hypopnea syndrome,OS-

AHS)的研究[25，26]发现，慢性间歇低氧可通过 HIF-1琢途径下调

下游的肿瘤凋亡和细胞周期相关基因等表达，进而抑制 A549

细胞凋亡，促进 A549细胞的生长和转移。Gozal David[26]等提出

由于肿瘤生长速度和血管生成不匹配，肿瘤内部常出现连续缺

氧和间歇缺氧微环境并存的现象，肿瘤的发生、生长和转移浸

润由连续和间歇缺氧两种机制共同调节。本次实验条件为持续

缺氧，A549细胞不能适应持续缺氧这一过程，造成 A549细胞

凋亡增加。②在肿瘤缺氧微环境下，肿瘤内部远离血管的组织

由于氧供不足，生长会受到限制，甚至发生死亡[26]。临床患者中

发现较大的肺癌实体肿瘤中心部位常发生坏死，临近坏死的肿

瘤实质保持较高的恶性生物学行为，也说明肿瘤中心的长期缺

氧微环境不利于肺癌组织生长。由于缺氧对肿瘤生长影响的复

杂性，实际上模拟低氧也仅仅是部分与生理性缺氧相吻合，需

要进一步对这方面进行研究。

综上所述，低氧诱导的 A549细胞存活率呈时间依赖性降

低，而 HIF-1琢、VEGF表达呈时间依赖性增高，人肺癌细胞株

A549缺氧模型最适时间为 24 h。
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