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Abstract
AIM: To investigate expression and significance 
of hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) in 
human esophageal squamous cancer cell line 
EC-109.

METHODS: Semiquantity reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) and West-
ern blot were performed to detect the expression 
of HIF-1α mRNA and protein in esophageal 
squamous cancer cell line EC-109 exposed to 
normal oxygen or hypoxia condition.

RESULTS: HIF-1α mRNA was over-expressed 
in esophageal squamous cancer cell line EC-109 
under hypoxia condition (P < 0.05), and reached 
the peak at 24 h. However, HIF-1α protein had 
no significant up-regulation in hypoxia (P > 0.05).

CONCLUSION: Hypoxia can induce high ex-
pression of HIF-1α at mRNA level, but not at 

protein level.

Key Words: Hypoxia; Hypoxia inducible factor-1α; 
Esophageal squamous cell carcinoma; Gene ex-
pression regulation
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摘要
目的: 探讨缺氧诱导因子-1α(HIF-1α)在食管
鳞癌细胞系EC-109中的表达及其意义. 

方法: 采用逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)和
Western blot分别检测HIF-1α mRNA和蛋白在
常氧及缺氧状态下在食管鳞癌EC-109细胞中
的表达. 

结果: HIF-1α mRNA在缺氧食管鳞癌EC-109
细胞中过表达(P <0.05), 在缺氧24 h时HIF-1α 
mRNA表达最高, 其后随时间延长表达下降; 
HIF-1α蛋白水平在缺氧食管鳞癌EC-109细胞
中无明显上调(P >0.05).

结论:  低氧可诱导食管鳞癌E C-109细胞中
HIF-1α mRNA的过度表达, 缺氧状态下HIF-
1α蛋白水平较常氧时无明显增加.

关键词: 缺氧; 缺氧诱导因子-1α; 食管鳞癌; 基因表
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0  引言

我国是食管癌高发区 ,  食管癌校正死亡率达

20.4/10万, 居世界首位, 主要为食管鳞状细胞

癌, 占全部食管癌的95%左右. 食管癌总的疗效

和预后较差, 对人们健康构成极大威胁. 近年

来国内外学者对食管鳞癌进行了大量的基础研
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■背景资料
我国是食管癌高
发区, 对人们健康
构成极大威胁. 近
年来学者对食管
鳞癌进行了大量
的 基 础 研 究 ,  我
们进一步研究了
体外培养食管鳞
癌细胞EC-109中
HIF-1a在缺氧状
态下的表达及其
意义.



究, 特别是血管再生在食管癌发病机制中的作

用. 缺氧诱导因子(hypoxia inducible factor, 
H I F s)是调节血管生成的重要活性调节因子 . 
施瑞华 et al [1-3,18]对HIF-1a的表达及其多态性与

食管鳞癌临床病理特征的关系进行了研究, 结
果提示HIF-1a可能与食管鳞癌血管生成、浸润

能力、淋巴结转移和TNM分期有关; 我们进一

步研究了体外培养食管鳞癌细胞EC-109中HIF-
1a在常氧及缺氧状态下mRNA和蛋白水平的表

达, 以探讨HIF-1a在食管鳞癌发生、发展中的

作用机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞系EC-109购自中国科

学院上海细胞所. 小牛血清购自杭州四季青公

司; RPMI 1640培养液购自Gibco公司; RNA提

取试剂Tri-Blue购于上海申能博彩公司; RT-PCR
试剂盒购于Fermentas公司; 鼠抗人的HIF-1a单

抗为Chemicon公司生产; HRP标记的羊抗鼠的

二抗为Rockland公司产品; 鼠抗人的Tubulin单
抗为Sigma公司产品; PVDF膜(微孔性的聚偏乙

烯双氟化物膜)购自Roche公司. 其余试剂均为

分析纯. 食管鳞癌EC-109细胞呈贴壁生长, 培
养于含100 mL/L小牛血清、100 kU/L青霉素

和100 mg/L链霉素的RPMI 1640培养液中, 置
于含50 mL/L CO2的37℃培养箱中. 1-2 d换液

1次, 3-4 d用2.5 g/L胰酶消化传代1次. 缺氧处

理: 将细胞置于一密封袋中, 持续充以混合气

体(50 mL/L O2, 100 mL/L CO2, 100 mL/L H2, 
800 mL/L N2)模拟低氧环境, 缺氧时间分别为3, 
6, 12, 24, 48, 72 h; 相应设置空白对照组.
1.2 方法 

1.2.1 RT-PCR检测HIF-1a mRNA的表达 Tri-
Blue试剂一步法提取细胞总RNA, 按照试剂盒

说明书完成各个样本RNA的抽提纯化和cDNA
的合成. 取总RNA 5 mL用MMLV逆转录酶进行

逆转录, PCR扩增HIF-1a, 同时扩增b-actin作为

内参照. 每个样本至少重复3遍. HIF-1a引物用

Primer-5软件根据引物设计要求自己设计, 上游

引物为5'-GCAAGACTTTCCTCAGTCGACACA
-3', 下游引物为5'-GCATCCTGTACTGTCCTGT
GGTGA-3', 扩增片段长度为207 bp; b-actin引物

参照文献[4]设计, 上游引物为5'-AGCGGGAAA
TCGTGCGTG-3', 下游引物为5'-CAGGGTACA
TGGTGGTGCC-3', 扩增片段为287 bp; 引物合

成于Invitrogen公司. PCR反应条件: 95℃预变性
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3 min, 94℃变性30 s, 60℃退火45 s, 72℃延伸

1 min, 35个循环; 72℃延伸8 min. 产物于4℃保

存. 10 g/L琼脂糖凝胶电泳分析结果. 
1.2.2 Western blot检测HIF-1a蛋白的表达 取
3×105 EC-109细胞加细胞裂解液[20 mmol/L 
Tris(pH 7.5), 4 mmol/L EDTA(pH 8.0), 20 g/L 
SDS]150 mL裂解细胞制备总蛋白. 超声破碎后

12 000 r/min, 离心10 min, 取上清, 用BSA标

准蛋白检测蛋白浓度, 取总蛋白40 mg上样, 行
稳流SDS-PAGE电泳, 稳压冰浴电转至PVDF
膜, 50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h后TBST漂洗3
×5 min加入鼠抗人HIF-1a单抗(工作浓度1∶
500)4℃孵育过夜. TBST漂洗3×5 min后再加

HRP标记的羊抗鼠二抗(工作浓度为1∶10 000)
室温孵育1 h, TBST漂洗3×5 min. ECL化学发

光法显影, 以Tubulin(工作浓度为1∶4000)为内

参照.
统计学处理 数据以mean±SD表示, 两组数

据比较采用配对t检验, P <0.05认为有统计学意

义. Tanon Gis软件对凝胶电泳条带和感光胶片

条带进行灰度值分析, 以目的条带与内参照条带

的比值代表目的基因mRNA和蛋白的表达水平.

2  结果

2.1 HIF-1a mRNA在食管鳞癌细胞EC-109中的

表达 EC-109细胞中HIF-1a mRNA水平在缺氧

组较常氧组明显升高(P <0.05), 而且在缺氧24 h
时HIF-1a mRNA水平最高, 其后随缺氧时间延

长而表达下降(图1A, 2A-B). 
2.2 HIF-1a蛋白在食管鳞癌细胞EC-109中的表

达 EC-109细胞中HIF-1a蛋白水平在缺氧状态下

随时间延长也有增加, 在缺氧24 h时水平最高, 
但是与常氧状态下相比差异无统计学意义; 结
果还提示不管在常氧还是缺氧状态下HIF-1a蛋

www.wjgnet.com
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图  1  食管鳞癌细胞系EC-109中HIF-1a表达. A: RT-PCR. 

0: DNA marker DL2000; 1-6: 缺氧3, 6, 12, 24, 48, 72 h; 

7-12: 非缺氧3, 6, 12, 24, 48, 72 h; B: Western blot. P-HIF-

1a: 磷酸化-HIF-1a; NP-HIF-1a: 去磷酸化-HIF-1a.

A

B

■创新盘点
国内外对食管鳞
癌中HIF-1a的研
究较少, 本实验在
既往研究的基础
上观察了缺氧状
态下食管鳞癌细
胞EC-109中HIF-
1a的表达意义.
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白的表达均存在磷酸化及去磷酸化两种形式(图
1B, 3A-B). 

3  讨论

肿瘤增生过快造成肿瘤微环境始终处于相对缺

氧和代谢紊乱状态, 这是恶性肿瘤的生长特点之

一, 实体肿瘤一般可有10%-35%的缺氧细胞[5]. 研
究表明缺氧可触发机体产生一系列应激性保护

反应, 新生血管形成和细胞无氧代谢增加是肿

瘤细胞得以在缺氧环境下免受损伤或死亡, 继
续生长、增殖的重要途径[6-9]. 其中缺氧诱导因

子-1(hypoxia inducible factor-1, HIF-1)的表达和

活性增强是肿瘤细胞适应缺氧环境的重要原因. 
HIF-1是缺氧状态下广泛存在于哺乳动物及人

体内的一种核转录因子. 由HIF-1a和HIF-1b两

个亚基组成异源二聚体, HIF-1a是主要的氧调

节亚基和功能亚基. 因为HIF-1a在常氧下迅速

降解而在缺氧时稳定表达并活化[10-11], 所以其在

细胞适应缺氧途径中是连接上下游基因激活的

重要调节因子. 常氧时HIF-1a尽管表达, 但很快

被泛素-蛋白酶体降解, 因此几乎检测不到; 缺氧

时a亚单位降解被阻断, 得以在核内蓄积, 并与

HIF-1b结合形成有活性的HIF-1, 从而启动50多

种下游靶基因, 如EPO, VEGF, 血红素氧合酶-1, 
葡萄糖转运因子1、3, 转铁蛋白及糖酵解酶类

等的转录活化, 涉及肿瘤细胞能量代谢、血管

生成、肿瘤转移、离子代谢和儿茶酚胺代谢等

方面. 施瑞华 et al [1-2]的研究提示HIF-1a在食管

鳞癌病理组织标本过表达而在正常食管上皮中

无表达, 提示HIF-1a与食管鳞癌的血管生成、

TNM分期、转移能力有关; 在本研究中我们也

观察到体外培养的食管鳞癌EC-109细胞中无论

在常氧还是缺氧状态下HIF-1a均有表达, 而且

在缺氧状态下过表达(图1, 2A-B), 这也提示HIF-
1a可能在食管鳞癌的发生、发展中发挥一定

作用. 这与在人类其他恶性疾病如肺、肾、膀

胱、前列腺、乳腺、胃、结直肠癌、宫颈癌、

乳腺癌、垂体腺瘤等多种肿瘤及局部和远处转

移灶中HIF-1a过表达[4-5,9,12,19-26], 而且其表达水平

与肿瘤的发生演变过程、浸润能力、多药耐药

及预后判断有关系[9,27-30], 但在大部分正常组织

中无表达的研究结果一致. 
缺氧对H I F-1a活性的调节可以发生在转

录、磷酸化、蛋白稳定等多个水平上. 我们的

研究表明, 食管鳞癌EC-109细胞在缺氧状态下

HIF-1a mRNA过表达, 但HIF-1a蛋白水平上调

不明显, 提示其活性调节可能发生在转录水平

(图2B, 3B). 这与有研究认为缺氧可上调HIF-1a
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图  2  缺氧状态下EC-109细胞中HIF-1a mRNA表达水平. H: 

Hypoxia; N: Non-hypoxia.
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图  3  缺氧状态下EC-109细胞中HIF-1a蛋白表达水平. H: 

Hypoxia; N: Non-hypoxia.

■应用要点
本文进一步研究
了HIF-1a的表达
意义, 对今后的研
究有一定的借鉴
作用.
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转录水平[13]结果一致, 也有认为缺氧时HIF-1a

的调节主要发生在蛋白而非转录水平[4,14-15]. 在
缺氧及常氧状态下食管鳞癌EC-109细胞中HIF-
1a蛋白均有磷酸化及非磷酸化两种形式存在. 
最近的研究表明, HIF-1a的两种不同存在形式

决定了他们的不同活性, 磷酸化的HIF-1a与b亚

基结合, 而去磷酸化的HIF-1a与p53结合, 从而

引起不同的效应[17]. 这也提示我们HIF-1a蛋白

的活性调节可能与其空间构象而非蛋白表达量

有关, 可能存在2条途径, 但这尚需大量的实验

研究证实. 我们还观察到, 食管鳞癌EC-109细胞

中HIF-1a水平随缺氧时间延长其表达上升, 在
缺氧24 h时达高峰, 其后随缺氧时间延长表达

下降(虽然mRNA明显过表达而蛋白水平无统计

学意义), 这提示可能存在两种效应机制. 近来发

现, 随缺氧严重程度的不同, HIF-1a具有促进凋

亡和抗凋亡两种不同的效应. 细胞轻度缺氧时, 
HIF-1a能与b亚基结合, 通过活化其靶基因的转

录, 降低bax /bcl -2比例, 降低caspase3活性等途

径抑制细胞凋亡. 而细胞缺氧严重时, HIF-1a与

p53结合, 使p53稳定并发挥促进细胞凋亡的效

应; p53与HIF-1a结合后还能通过抑制HIF-1a对

靶基因的转录激活及促进HIF-1a的蛋白酶性降

解两种方式调节HIF-1a的表达[16]. 
总之, 缺氧状态下HIF-1a在食管鳞癌细胞

EC-109中有过表达, 主要表现在转录水平; 提示

HIF-1a可能与食管鳞癌EC-109细胞适应缺氧环

境有关系; 蛋白水平的活性调节机制尚需进一

步研究. 
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2006年第十二届华北区消化学术会议征文通知

本刊讯 为了进一步推动华北地区(北京、天津、河北、山西和内蒙)的消化学术交流与发展、帮助广大消化

专业工作者全面了解国内外消化基础和临床研究进展, 提高消化疾病诊治和研究水平. 第十二届华北地区消化

学术会议, 将于2006-10-27/29在河北省石家庄举办. 会议由北京、天津、河北、山西和内蒙医学会消化病学分

会联合主办, 河北省医学会消化病学分会承办. 本次会议将就近年来国内外消化领域的研究进展、诊断和治疗

方面的新技术、新方法进行广泛的学术交流, 大会将邀请国内著名消化病学专家作专题学术报告. 欢迎消化界

各位专家和同仁积极投稿参会, 参会者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分. 会务费: 500元(含餐费及资料费), 交

通住宿费自理.

1 征文内容

(1)消化系统疾病流行病学、发病机制、诊断和治疗的研究进展; 

(2)消化系统肿瘤的发病机制、诊断和治疗以及预防的进展; 

(3)消化内镜的应用现状及内镜下诊断和治疗的操作表演; 

(4)慢性肝病及肝癌近年来的发病情况治疗研究进展; 

(5)当前医源性疾病在消化疾病方面的表现与现状;

(6)消化疾病在当前临床研究中热点、难点, 需要解决的问题.

 

2 征稿要求

来稿要求是未在国内外刊物上公开发表过的论文, 800字摘要一份, 摘要应包括: 目的、材料和方法、结果和结

论4个部分. 来稿一律使用A4纸打印、WORD格式, 并附软盘或发电子邮件至: huabeixiaohua@yahoo.com.cn. 

截稿日期: 2006-08-30, 以当地邮戳为准. 请务必在信封右上角注明“华北区消化会议”字样. 

会议地址: 河北医科大学第二医院图书馆楼三楼会议室

联系人: 河北省医学会学术会务部(邮政编码050011)  徐辉  电话: 0311-85988457; 河北医科大学第二医院 

(邮政编码050000)蒋树林  电话: 0311-87222301; 0311-87222951


