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低氧诱导因子基因沉默对胃癌细胞 BGC-823微血管生成和血管内皮生
长因子表达的影响 *
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摘要 目的：探讨低氧诱导因子基因沉默对胃癌细胞 BGC-823微血管生成和血管内皮生长因子表达的影响。方法：对数生长期的

BGC-823细胞株分为三组 -实验组、对照组与空白组，分别转染 200 ng/mL shRNA-HIF-1琢、200 ng/mL shRNA-NC与等体积的磷

酸盐缓冲液。采用 CCK法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞凋亡，Transwell小室实验检测细胞迁移与侵袭，Western blot检测

蛋白表达，qRT-PCR检测基因表达。结果：细胞转染后 24 h与 48 h，实验组的 HIF-1琢相对表达量、细胞增殖指数、细胞迁移与侵
袭指数显著低于空白组和对照组(P＜0.05)，细胞凋亡指数显著高于空白组和对照组(P＜0.05)。细胞转染后 48 h，与对照组和空白

组相比，实验组的血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor，VEGF)蛋白相对表达水平显著降低(P＜0.05)。结论：沉默

HIF-1琢表达能抑制胃癌细胞 BGC-823微血管生成和 VEGF表达，从而抑制胃癌细胞增殖、转移与侵袭，促进细胞凋亡。
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Effects of Hypoxia-inducible Factor Gene Silencing on Microangiogenesis

and Expression of Vascular Endothelial Growth Factor

in Gastric Cancer Cell BGC-823*

To investigate the effect of hypoxia-inducible factor gene silencing on microangiogenesis and expression of

vascular endothelial growth factor in gastric cancer cell BGC-823. BGC-823 cell lines in logarithmic growth phase were divided

into three groups-experimental group, control group and blank group, respectively transfected with 200 ng/mL shRNA-HIF-1琢, 200
ng/mL shRNA-NC and equal volume phosphate buffer. Cell proliferation were detected by CCK method, cell apoptosis were detected by

flow cytometry, cell migration and invasion were detected by Transwell cell experiment, protein expression were detected by Western

blot, and gene expression were detected by qRT-PCR. 24 h and 48 h after cell transfection, the relative expression level of

HIF-1琢, cell proliferation index, cell migration and invasion index in the experimental group were significantly lower than those in the
blank group and control group (P<0.05), and the apoptosis index were significantly higher Blank group and control group (P<0.05). At 48
h after cell transfection, compared with the control group and the blank group, the relative expression level of VEGF protein in the exper-

imental group were significantly reduced (P<0.05). Silencing the expression of HIF-1琢 can inhibit the microangiogenesis

and VEGF expression of gastric cancer cell BGC-823, thereby inhibiting the proliferation, metastasis and invasion of gastric cancer cells

and promoting apoptosis.
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前言

胃癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一，是威胁人类生

命健康的重大杀手[1]。在所有预测的恶性肿瘤发病率和死亡率

中，胃癌位居第三位，约占 10 %[2]。胃癌的快速增殖与凋亡失衡

是胃癌患者死亡的主要原因，为改善胃癌预后和结局，需要进

行早期诊断与根治[3]。胃癌的确切病因尚未完全阐明，目前认为

是幽门螺旋杆菌感染、环境因素和遗传因素协同作用的结果。

微血管生成是胃癌发生与发展的必要条件，特别是胃癌的生长

和侵袭转移依赖于诱发形成新生血管[4,5]。不过肿瘤微血管生成

是一个复杂的过程，也取决于多种血管性因素得影响，其中一

个重要的因素就是 VEGF[6]。VEGF在肿瘤微血管生成过程中

发挥重要的中介作用，抑制 VEGF的表达，可能是一个重要的

抗肿瘤血管生成治疗策略。肿瘤组织内存在低氧区，肿瘤组织

内低氧诱导因子 -1琢(Hypoxia inducible factor-1琢，HIF-1琢)表达
升高，并与 VEGF表达呈正相关[7,8]。人的 HIF-1琢基因位于 14

号染色体，cDNA全长 3720 bp，编码 826个氨基酸，开放阅读

框 2478 bp[9]。HIF-1琢为一种转录因子，也是一种缺氧依赖性蛋
白质，在肿瘤细胞低氧适应中发挥重要的作用，与肿瘤细胞增

殖、肿瘤血管形成关系密切，能增强肿瘤细胞在低氧环境下的

生存能力[10,11]。RNA干扰(RNA interference，RNAi)是一项常见

的基因沉默技术，可特异地抑制靶基因表达，从而发挥相应的

基因调节作用[12,13]。本文具体探讨了 HIF-1琢基因沉默对胃癌细
胞 BGC-823微血管生成和 VEGF表达的影响，希望有助于揭

示 HIF-1琢在胃癌中的作用机制，寻求新的治疗靶点。现总结报
道如下。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料

BGC-823 细胞株购自中国科学院细胞资源库，HIF-1琢 引
物、茁-Actin引物 (上海生工生物工程有限公司)，山羊抗小鼠

茁-actin(Santa Cruz公司)，鼠抗人 VEGF单克隆抗体(R&D，US-

A)，qPCR 检 测 试 剂 盒 (Takara 公 司 )，shRNA-NC、

shRNA-HIF-1琢、转染试剂 Lipofectamine 2000(Sigma 公司)，胎

牛血清、RPMI-1640培养基(Hyclone公司)。

1.2 细胞培养与转染

在含 10 %胎牛血清的 RPIM-1640培养基中培养 BGC-823

细胞，37℃、5 % CO2培养箱。取对数生长期的细胞按 5× 105个

/mL的接种于培养皿中并分为实验组、对照组与空白组，分别

转染 200 ng/mL shRNA-HIF-1琢、200 ng/mL shRNA-NC与等体

积的磷酸盐缓冲液，转染后 6 h后进行换液培养。

1.3 CCK法检测细胞增殖

制成单细胞悬液(5× 105个 /mL)，铺板 96孔板，每孔加入

200 滋L，培养 24 h后每孔加入 20 滋L浓度为 5 mg/mL的MTT

母液，孵育 4 h，加入 200 滋L二甲亚砜，充分震荡。在 490 nm处

采用酶标仪中测定吸光值，计算细胞增殖指数。

1.4 流式细胞仪检测细胞凋亡

调整细胞浓度为 1× 106个 /mL，弃上清，重悬后收集细胞。

加入 400 滋L 1× Binding Buffer+5 滋L AnnexinV-FITC，重悬混

匀，室温避光孵育 15 min。再加入 10 滋L PI染色液，混匀后避光
5 min，采用流式细胞仪检测计算细胞凋亡指数。

1.5 细胞迁移与侵袭

调整细胞浓度为 2× 105个 /mL，在下室加入 800 滋L含 10 %

FBS培养基，上室加入 20 滋L细胞悬液，继续培养 24 h；取出上

室，采用多聚甲醛室温固定 30 min，然后采用 0.4 %结晶紫室温

染色 15~30 min，中性树胶封片，镜下观察并计算细胞迁移指

数。在检测细胞侵袭中，以 2× 105细胞密度接种于 24孔板的

Transwell小室中，向 Transwell小室下加入 500 滋L的培养液，
培养 24 h后取出 Transwell小室，固定后也进行结晶紫室温染

色 15~30 min，中性树胶封片，镜下观察并计算细胞侵袭指数。

1.6 Western blot检测蛋白表达

提取细胞蛋白，定量蛋白浓度，按照常规步骤进行Western

blot检测，检测抗体为抗茁-Actin抗体、抗 VEGF抗体，曝光后

进行灰度扫描，记录目的蛋白的相对表达量。

1.7 qRT-PCR检测基因表达

细胞转染后 24 h 与 48 h，收集细胞并提取核酸，进行

qRT-PCR 分析。HIF-1琢 上游引物：5'-GCCAAACTCGAAA-
GAGTAGGCAGA-3'，下游引物：5'-GCCAACCAATTGGCA-

CAAGAAAC-3'。

上述实验均重复 3次，计算其平均值。

1.8 统计方法

应用 SPSS 22.00分析，以 x± s表示计量数据，两组间采用
t检验，多组间采用单因素方差分析，以琢=0.05作为检验水准。

2 结果

2.1 HIF-1琢表达对比
细胞转染后 24 h与 48 h，实验组的 HIF-1琢相对表达量显

著低于对照组和空白组，两两对比均有统计学意义(P<0.05)，而
对照组与空白组细胞转染后 24 h与 48 h，HIF-1琢相对表达量
对比无统计学意义(P>0.05)，见表 1。

Note: Compared with the control group, *P<0.05; compared with the blank group, #P<0.05, same below.

表 1 三组 HIF-1琢相对表达量对比(x± s)
Table 1 Comparison of relative expression levels of three groups of HIF-1琢 (x± s)

Groups n 24 h 48 h

Experimental group 3 0.15± 0.02*# 0.14± 0.01*#

Control group 3 2.03± 0.09 2.11± 0.12

Blank group 3 2.00± 0.04 2.02± 0.03

F 72.034 78.204

P 0.000 0.000
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2.2 细胞增殖指数对比

细胞转染后 24 h与 48 h，与对照组和空白组相比，实验组

的细胞增殖指数显著降低，组间对比有统计学意义(P＜0.05)，

而对照组与空白组细胞转染后 24 h与 48 h，细胞增殖指数对

比无统计学意义(P>0.05)，见表 2。

表 2 三组细胞增殖指数对比(x± s)
Table 2 Comparison of cell proliferation index of the three groups (x± s)

Groups n 24 h 48 h

Experimental group 3 42.58± 1.49*# 48.29± 1.48*#

Control group 3 13.21± 1.22 15.32± 1.77

Blank group 3 11.60± 2.14 17.45± 2.44

F 14.583 12.013

P 0.000 0.000

2.3 细胞凋亡情况对比

细胞转染后 24 h与 48 h，与对照组和空白组相比，实验组

的细胞凋亡指数显著增加，组间对比有统计学意义(P＜0.05)，

而对照组与空白组细胞转染后 24 h与 48 h，细胞凋亡指数对

比无统计学意义(P>0.05)，见表 3。

表 3 三组细胞凋亡指数对比(%，x± s)
Table 3 Comparison of apoptosis index of the three groups (%, x± s)

Groups n 24 h 48 h

Experimental group 3 0.42± 0.03*# 0.53± 0.03*#

Control group 3 1.07± 0.21 1.12± 0.12

Blank group 3 1.11± 0.18 1.17± 0.14

F 14.092 12.045

P 0.000 0.000

2.4 细胞迁移与侵袭指数对比

细胞转染后 24 h与 48 h，与对照组和空白组相比，实验组

的细胞迁移与侵袭指数显著降低，组间对比有统计学意义(P＜

0.05)，而对照组与空白组细胞转染后 24 h与 48 h，细胞迁移与

侵袭指数对比无统计学意义(P>0.05)，见表 4。

表 4 三组细胞迁移与侵袭指数对比(%，x± s)
Table 4 Comparison of cell migration and invasion index of the three groups (%, x± s)

Groups n
Cell migration index Cell invasion index

24 h 48 h 24 h 48 h

Experimental group 3 6.77± 1.30*# 8.92± 1.22*# 4.99± 1.03*# 9.02± 1.44*#

Control group 3 24.20± 2.48 29.72± 3.15 21.38± 3.14 22.48± 2.57

Blank group 3 24.98± 3.18 28.99± 2.57 22.01± 2.57 23.00± 3.15

F 9.483 8.474 12.030 10.001

P 0.002 0.008 0.000 0.001

2.5 VEGF蛋白表达对比

细胞转染后 48 h，实验组的 VEGF蛋白相对表达水平显著

低于其他两组，组间对比有统计学意义(P＜0.05)，而对照组与

空白组细胞转染后 24 h与 48 h，VEGF蛋白相对表达水平对比

无统计学意义(P>0.05)，见表 5与图 1。

3 讨论

胃癌是威胁人类生命健康的重大杀手。早期胃癌的 5年生

存率在 90 %以上，而晚期胃癌的生存率低于 10 %[14]。现代研究

表明肿瘤增殖和凋亡是一个复杂的发展过程，对其进行早期干

预能显著性地提高患者生存率[15]。

肿瘤细胞快速增殖、肿瘤组织血管生长异常等过程都需要

消耗大量氧气，导致组织缺氧。而肿瘤细胞激活上调缺氧诱导

因子HIF-1琢的表达，促进肿瘤无氧糖酵解[16,17]。HIF-1琢基因首
先被发现于低氧反应元件上，可以特异性识别靶基因中包含

5'-RCGTG-3'核心序列的 DNA结合位点，激活靶基因转录，从
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图 1 三组细胞 VEGF蛋白表达水平

Fig.1 Three groups of cells VEGF protein expression level

而参与调控机体的细胞能量代谢、血管发生、离子代谢等[18]。

HIF-1琢在正常氧分压时可被泛素依赖的蛋白水解酶水解，缺
氧时在细胞内可大量聚集，从而调控下游一系列基因表达[19]。

而当肿瘤处在低氧环境时，HIF-1琢活性显著增高，促进促红细
胞生成素、葡萄糖转运蛋白、诱导型一氧化氮合酶、血红素氧化

酶 1的表达，从而促进肿瘤血管的再生，导致肿瘤细胞的生物

学特性发生改变[20,21]。本研究显示细胞转染后 24 h与 48 h，实

验组的 HIF-1琢相对表达量、细胞增殖指数显著降低，细胞凋亡

指数显著升高，与王淼等[22]学者的研究也发现，采用 RNA干扰

技术抑制胃癌 BGC-823细胞中 HIF-1琢基因的表达，结果显示
沉默 HIF-1琢基因可下调靶基因的表达，抑制胃癌 BGC-823细

胞增殖，促进细胞凋亡，表明沉默 HIF-1琢的表达能抑制细胞增
殖与促进细胞凋亡。分析其机制为沉默 HIF-1琢基因，主要是利
用了该基因由线粒体释放进入胞浆，通过内源性凋亡途径诱导

胃癌 BGC-823细胞凋亡。

表 5 三组细胞 VEGF蛋白相对表达水平对比(x± s)
Table 5 Comparison of relative expression levels of VEGF protein in three groups of cells (x± s)

Groups n JAK STAT

Experimental group 3 0.65± 0.11*# 0.48± 0.12*#

Control group 3 2.78± 0.12 3.20± 0.14

Blank group 3 2.91± 0.14 3.00± 0.15

F 7.933 10.943

P 0.011 0.000

胃癌的转移与侵袭是决定患者预后的关键因素，也是一个

涉及多基因的多步骤序贯级联发展的工程[23]。肿瘤形成相关的

基因主要包括两大类，即促癌基因与抑癌基因，一旦它们表达

失调，则有可能快速地促进肿瘤的形成[24]。HIF-1是调节细胞适

应低氧反应的转录因子，其中亚单位 HIF-1琢是调节缺氧水平
的主要转录因子[25]。常氧状态下 HIF-1琢会迅速降解，在低氧状
态下会持续稳定表达。HIF-1琢高表达不仅是反映恶性肿瘤组
织缺氧的重要指标，而且在肿瘤凋亡、增殖、转移等过程中也具

有重要作用[26]。本研究显示细胞转染后 24 h与 48 h，与对照组

和空白组相比，实验组的细胞迁移与侵袭指数显著降低，于鹏

杰[27]等学者的研究与本研究类似，分析体外低氧微环境对胃癌

细胞侵袭、迁移的影响，发现随着氧剂量的递增，胃癌 MKN-45

细胞的增殖抑制率递降，细胞转移抑制率递降，细胞迁移、侵袭

数量增加，说明低氧微环境能够增加胃癌细胞的增殖，升高其

侵袭、迁移能力。分析其原因为沉默 HIF-1琢的表达，抑制了肿
瘤细胞 BGC-823能量代谢，使胃癌细胞 BGC-823体外侵袭迁

移能力下降，从而抑制胃癌细胞转移与侵袭。

恶性肿瘤多数存在低氧微环境，也是肿瘤容易产生耐药的

主要原因之一。恶性肿瘤的生长和发展来说也伴随有微血管的

大量生成，特别是在肿瘤发生的各个时期，趋化因子和细胞外

基质能促进 VEGF的大量表达[28]。肿瘤新生血管不仅承担向肿

瘤组织排泄代谢废物、输送营养物质和作用，同时是肿瘤细胞

转移重要环节之一[29,30]。血管内皮生长因为常见的血管生成刺

激物，又是典型 HIF-1琢的调节基因。肿瘤细胞高表达 HIF-1琢
能诱导释放 VEGF，激活刺激内皮细胞促使形成新的毛细血

管[31-33]。本研究显示细胞转染后 48 h，与对照组和空白组相比，

实验组的 VEGF蛋白相对表达水平显著降低，本研究表明沉默

HIF-1琢的表达能抑制 VEGF的表达。与侯立朝[34]等学者的研究

一致，通过探究 HIF-1琢基因沉默对人肝癌 SMMC-7721细胞

中 VEGF基因表达的影响，显示低氧培养 6、12及 24 h时，沉

默组细胞 VEGF的表达水平均低于对照组和阴性对照组，3组

细胞中 VEGF的表达水平均呈下降趋势，说明沉默人肝癌

SMMC-7721细胞中 HIF-1琢基因的表达后，VEGF的表达水平
均降低，提示沉默 HIF-1琢基因可抑制原发性肝癌的浸润和转
移。不过本研究未在动物水平进一步验证 HIF-1琢的功能，另外
其调节 VEGF的机制研究方面还有待进一步深入，将在后续的

工作中进行完善。

总之，沉默 HIF-1琢表达能抑制胃癌细胞 BGC-823微血管

生成和 VEGF表达，从而抑制胃癌细胞增殖、转移与侵袭，促进

细胞凋亡。
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