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Abstract
AIM: To investigate the effect of Huaier cream 
on expression of VEGF and HIF-1α in SW480 
colon cancer cell in vitro. 

METHODS: Human SW480 colon cancer cells 
were cultured for 48 h in vitro and randomly di-
vided into normoxic control group (NC group), 
hypoxia control group (HC group) and hypoxia 
group treated with Huaier at the concentra-
tion of 1 g/L (HH group). Levels of mRNA and 
protein expression of VEGF and HIF-1α in each 
group were detected using semi-quantitative 
RT-PCR and Western blot, respectively. 

RESULTS: VEGF or HIF-1α mRNA expression 
levels were found significantly higher in HC 

group and HH group than in NC group (4.71 ± 
0.07, 4.54 ± 0.02 vs 1.19 ± 0.03; 5.68 ± 0.07, 5.58
± 0.05 vs 1.21 ± 0.05, all P < 0.05), but not sig-
nificantly different between HC group and HH 
group. VEGF or HIF-1α protein were also over 
expressed in HC group than in NC group (0.66 ± 
0.03 vs 0.38 ± 0.02; 0.58 ± 0.04 vs 0.31 ± 0.03, both 
P < 0.05). In HH group, however, the protein 
levels of HIF-1α and VEGF were inhibited sig-
nificantly compared with HC group (0.37 ± 0.03; 
0.30 ± 0.05, all P < 0.05). 

CONCLUSION: Huaier cream down- regulates 
the protein expression of HIF-1α and VEGF of 
SW480 cells which may be one of the mecha-
nisms of anti-tumorigenesis. 

Key Words: Vascular endothelial growth factor; Hy-
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摘要
目的:  观察槐耳清膏对体外培养人结肠癌
SW480细胞系VEGF和HIF-1α表达的影响.

方法: 体外培养人结肠癌SW480细胞48 h, 随
机分为常氧对照组(NC组)、低氧对照组(HC
组)和低氧槐耳组(HH组), HH组RPMI 1640培
养基含槐耳清膏(终浓度1 g/L). 半定量RT-PCR
检测SW480细胞VEGF和HIF-1α mRNA表达
水平, Western blot检测两者蛋白表达水平.  

结果: HH组和HC组VEGF、HIF-1α mRNA表
达水平均显著高于NC组(4.71±0.07, 4.54±
0.02 vs  1.19±0.03; 5.68±0.07, 5.58±0.05 vs  
1.21±0.05, 均P <0.05), 但HH组与HC组比较
无统计学差异. HC组VEGF、HIF-1α蛋白表
达均显著显著高于NC组(0.66±0.03 vs  0.38±
0.02; 0.58±0.04 vs  0.31±0.03, 均P <0.05), 与

®

■背景资料
血管内皮生长因
子 ( V E G F ) 是 重
要 的 促 血 管 生
成 因 子 ,  缺 氧 诱
导因子-1α(HIF-
1α ) 是 重 要 的 氧
调 节 转 录 因 子 , 
二者与肿瘤缺氧
状态下血管发生
密 切 相 关 .  槐 耳
清膏是槐栓菌质
发酵后的热水提
取物 ,  其味苦辛 , 
性 平 无 毒 ,  具 有
“治风”、“破
血”、“益力”

之 功 效 ,  近 来 发
现他能抑制实体
肿瘤的血管生成.  

■同行评议者
曹 秀 峰 ,  主 任 医
师, 南京医科大学
附属南京第一医
院肿瘤中心 
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HC组比较, HH组VEGF和HIF-1α蛋白表达均
显著下降(0.37±0.03, 0.30±0.05, 均P <0.05).

结论: 槐耳清膏通过下调人结肠癌SW480细
胞内HIF-1α和VEGF蛋白表达抑制肿瘤生成. 

关键词: 血管内皮生长因子; 缺氧诱导因子1α; 槐

耳清膏; SW480细胞; 结肠腺癌
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0  引言

在我国大肠癌是发病率及病死率较高的消化

系恶性肿瘤, 研究大肠癌的治疗具有重要的临

床意义. 中药在恶性肿瘤治疗中发挥着不可忽

视的作用, 有研究证明金克槐耳能诱导直肠癌

细胞凋亡, 但其作用机制尚不明确[1]. 早在1971
年Folkman首次提出“肿瘤的生长和转移依赖

于新生血管形成”的观点, 血管内皮生长因子

(vascular endothelial growth factor, VEGF)是重要

的促进血管生成因子之一. 虽然抑制肿瘤血管

新生早已成为当前抗肿瘤治疗热点之一[2], 但金

克槐耳是否具有抗结肠癌新生血管生成的作用

尚未见文献报道. 本研究以人结肠癌SW480细
胞株为对象, 研究缺氧条件下槐耳清膏对血管

内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)及其调节基因缺氧诱导因子1α(hypoxia 
inducible factor-1α, HIF-1α)的抑制作用, 初步探

讨槐耳清膏在抑制肿瘤新生血管形成方面的作

用机制, 为结肠癌临床治疗提供新的理论和实

验依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌SW480细胞株购于ATCC细

胞库. RPMI 1640培养基购于Gibco公司. 小牛血

清购于Clarkbio公司. 总RNA提取试剂、反转录

试剂盒、Taq聚合酶均购于TaKaRa公司. 上下游

引物由Invitrogen公司合成. HIF-1α pAb和VEGF 
mAb购于Santa Cruz公司. 槐耳清膏由江苏启东

盖天力药业有限公司提供. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞分组及培养: 人结肠癌细胞SW480
培养于含100 g/L小牛血清、1 kU/L青霉素、1 
mg/L链霉素的RPMI 1640培养基中, 置于37℃, 
50 mL/L CO2, 200 mL/L O2的培养箱, 取对数生

长期细胞, 随机分为常氧对照组(NC组)、低氧

对照组(HC组)和低氧槐耳组(HH组). NC组继

续常氧培养48 h, 其余2组低氧(37℃, 940 mL/L 
N2、50 mL/L CO2、10 mL/L O2)培养48 h, 其中

HC组低氧不给药, HH组为RPMI 1640含终浓度

1 g/L槐耳清膏(通过前期预实验证实1 g/L为最

佳药效浓度).  
1.2.2 半定量RT-PCR方法检测VEGF mRNA
和 H I F - 1α  m R N A :  收集培养细胞 ,  采用

T R I z o l两步法提取各组S W480细胞内的总

R N A, 测定A 260/A 280计算总R N A纯度和浓度. 
每组取1 µg总RNA, 按试剂盒说明合成cDNA
第1链, 以此cDNA为模板进行PCR反应. PCR
反应条件如下: 94℃预变性3 m i n, 94℃变性

30 s, 53℃/49℃/55.5℃(VEGF/HIF-1α/β-actin)
退火40 s, 72℃延伸40 s, 共35个循环. 72℃延

伸7 min, 4℃冷却. 取PCR产物进行琼脂糖电

泳. Gene Snap凝胶成像系统照相并进行灰度

值分析, 以条带吸光度(A )值代表其目的片段

的表达量, 以内参照β-ac t in的量校正, 取二者

A值之比进行分析. 每组实验重复3次. RT-PCR
中所引用引物见表1.  
1.2.3 Western blot检测各组细胞内VEGF, HIF-lα
蛋白的表达: 取各组细胞, 按试剂盒说明提取蛋

白并用BCA法蛋白定量. 各组上样蛋白经SDS-
PAGE电泳分离后, 湿转至PVDF膜上. 50 g/L脱
脂奶粉37℃封闭2 h. 分别加入鼠抗人VEGF一抗

(1∶200稀释), 兔抗人HIF-lα一抗(1∶200稀释)
和兔抗人β-actin一抗(1∶1000稀释), 4℃孵育过

夜. TBST洗3次, 加入辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔IgG或羊抗鼠IgG二抗(1∶2000稀释), 37℃
孵育2 h. TBST洗3次, 增强化学发光剂(ECL)显
色. Gene Snap凝胶成像系统照相. 用β-actin为内

对照,以阳性条带与内对照β-actin A值比作为阳

性条带的相对表达值. 每组实验重复3次. 
统计学处理 采用SPSS 13.0统计软件进行数

据分析. 所有数据以mean±SD表示, 数据比较采

用两独立样本t检验, Spearman相关分析, P <0.05
有统计学差异. 

2  结果

2.1 VEGF及HIF-1α mRNA表达水平 HC组和HH
组VEGF及HIF-1α mRNA表达水平均显著高于

NC组(P <0.05). 但HH组与HC组比较两者无统计

学差异(P >0.05, 表2, 图1). 
2.2 VEGF及HIF-1α蛋白表达水平 HC组VEGF及

■相关报道
有关研究发现槐
耳清膏通过下调
患 者 血 清 V E G F
的表达, 降低原发
性肝癌的转移复
发率. 体外研究发
现槐耳清膏能明
显 抑 制 V E G F 诱
导的人脐静脉内
皮细胞(HUVEC)
增殖和分化成血
管能力. 

■研发前沿
抑制新生血管生
成是当今抗肿瘤
治疗的重要策略
之一 .   寻找并研
发安全、高效的
抗肿瘤新生血管
药物是肿瘤防治
研究领域亟待解
决的关键问题. 
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HIF-1α蛋白表达水平较NC组显著增加(P <0.05). 
HH组VEGF和HIF-1α蛋白表达水平明显低于

HC组(P <0.05), 且低于NC组水平, 但无统计学差

异(P >0.05, 表2, 图2). 
2.3 相关性分析 HH组中VEGF mRNA与HIF-1α 
mRNA表达呈正相关(r  = 0.943, P = 0.000); HH组

中VEGF与HIF-1α蛋白表达呈正相关(r = 0.919, 
P  = 0.000). 

3  讨论

缺氧是恶性肿瘤发生发展过程中的普遍现象. 当
实体肿瘤处于生长旺盛时期, 局部的氧供无法满

足肿瘤细胞存活和生长需要, 微环境就会缺氧. 
缺氧能激活多种血管生成相关因子表达[3-4], 此
时新生血管的生成有利于肿瘤细胞的生存并增

强其浸润和转移能力, 而新生血管形成和血管

通透性增加被认为是血管内皮细胞生长因子相

关疾病主要发病因素[5]. 因此对缺氧的适应和

新生血管的形成是恶性肿瘤发展过程的关键步

骤. VEGF可以通过诱导内皮细胞分裂、增殖、

迁移 ,  促进新生血管的生成和肿瘤细胞的浸

润转移, 是目前所知的作用最强的促进VEGF. 
VEGF表达上调, 能使结肠癌组织血管的生成

增加, 为肿瘤的生长提供更多的营养物质, 有
利于肿瘤细胞的生长与转移[6]. 另有研究显示: 
VEGF反义核苷酸够通过降低VEGF基因的表

达, 抑制人大肠癌HT-29细胞的体外增殖, 并对

其具有一定的凋亡诱导作用[7]. HIF-1是缺氧条

件下广泛存在于哺乳动物和人体内的一种异源

二聚体转录因子, 主要由HIF-1α和HIF-1β两个

亚单位组成, 其中HIF-1α是唯一的氧调节亚单

位, 决定HIF-1的活性[8-9]. 实体肿瘤中HIF-1α可
以参与调节适应缺氧环境的多种基因转录, 包
括VEGF、SDF-1、CXCR4[10]. 缺氧条件下HIF
在多个层面调节VEGF表达, 包括增加VEGF 
mRNA稳定性和增强VEGF的活性[11]. 研究显示

抑制HIF-1α表达可以抑制血管生成相关基因

表达[12]. 
槐耳清膏是槐耳菌质发酵后的热水提取物, 

含有多种有机成分和10余种矿物质元素, 主要

活性成分为多糖蛋白(PS-T). 有研究发现槐耳通

过下调患者血清VEGF的表达, 可降低原发性肝

癌的转移复发率[13]. 体外研究槐耳清膏对VEGF
诱导的人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein 

表  1  RT-PCR中所用引物

     
引物		  序列	                大小(bp)  温度(℃)

VEGF	 CTTGCCTTGCTGCTCTAC	   150	 53

	 GATGTCCACCAGGGTCTC		

HIF-1α	 AGTGTACCCTAACTAGCC	   159	 49

                CACAAATCAGCACCAAGC		

β-actin    GTGGGGCGCCCCAGGCACCA   508	 55.5

                CTCCTTAATGTCACGCACGAT		

表  2  VEGF及HIF-1α mRNA和蛋白表达 (mean±SD)

     
分组	         mRNA			  蛋白

	 VEGF	 HIF-1α	        VEGF	            HIF-1α

NC组   1.19±0.03   1.21±0.05   0.38±0.02   0.31±0.03

HC组   4.54±0.02a  5.58±0.05a  0.66±0.03a  0.58±0.04a

HH组   4.71±0.07a  5.68±0.07a  0.37±0.03c  0.30±0.05c

aP<0.05 vs  NC组; cP<0.05 vs  HC组.

bp
2000 
1000 
750 

500 

250 

100

M            1           2             3

β-actin

VEGF

A

图  1  RT-PCR检测SW480细胞VEGF及HIF-α mRNA的表达. 
A: VEGF; B: HIF-α; M: DNA Marker; 1: 常氧对照组; 2: 低

氧对照组; 3: 低氧槐耳组.

bp
2000 
1000 
750 

500 

250 

100 

M            1           2             3

β-actin

HIF-1α

B

■应用要点
研究槐耳清膏抑
制结肠癌血管生
成可能的作用靶
分 子 ,  为 寻 找 新
的抗癌治疗靶点
和研发、筛选新
型临床抗肠癌药
提供一定的理论
依据. 

■创新盘点
目前国内外关于
槐耳清膏对缺氧
结 肠 癌 细 胞 内
VEGF和HIF-1α
基因表达影响的
报道并不多见. 本
研究观察人结肠
癌细胞SW480在
缺氧环境中VEGF
和HIF-1α表达的
变化, 发现槐耳清
膏能通过下调结
肠癌细胞中VEGF
和HIF-1α蛋白的
表达抑制肿瘤新
生血管生成. 

图  2  Western blot检测VEGF及HIF-1α蛋白表达. 1: 常氧对

照组; 2: 低氧对照组; 3: 低氧槐耳组.

1              2             3 
kDa
42 

120 

43 

VEGF 

HIF-1α

β-actin
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endothelial cell, HUVEC)增殖和分化成血管能力

的影响, 发现槐耳明显抑制VEGF诱导的内皮细

胞增殖[14]. 有关槐耳清膏具体通过何种途径调节

VEGF从而发挥抑制新生血管的作用, 国内外文

献尚未有报道. 本实验研究槐耳清膏抑癌作用

是否与其影响血管生成相关基因VEGF及HIF-
1α的表达有关. 

本实验选用人结肠癌SW480细胞, 体外实

验结果表明: 缺氧状态下, 细胞内VEGF及HIF-
1α mRNA较常氧状态下显著高表达, 进而导致

相应蛋白高表达. 表明肿瘤细胞在氧供不足的

情况下, 通过上述基因促进新生血管形成, 适
应缺氧环境并满足自身生存需要. 予以槐耳清

膏作用后, 与血管生成相关蛋白: VEGF及HIF-
1α表达均显著下降, 提示槐耳清膏抗结肠癌的

作用可能与其抑制肿瘤细胞V E G F和H I F-1α
的表达有关, 即可能通过抑制VEGF和HIF-1α
蛋白的表达, 抑制肿瘤细胞的生长; 降低新生

血管的生成等环节, 发挥抗癌功效. 值得注意

的是, 本文的实验结果证明: 虽然槐耳清膏可

引起肿瘤细胞V E G F和H I F-1α蛋白的表达降

低, 但用药后VEGF及HIF-1α mRNA表达却无

显著降低. 其原因我们认为可能是: (1)槐耳清

膏并非在基因水平上调节H I F-1α的表达, 很
可能通过抑制HIF-1α的合成或增强HIF-1α的
清除系统, 如: 脯氨酸羟化酶活性等途径, 使肿

瘤细胞的HIF-1α减少. (2)同样槐耳清膏也可

影响VEGF的合成或清除环节而使肿瘤细胞的

VEGF表达减少.  
此外, 尽管一般认为, HIF-1可以通过调节其

靶基因VEGF基因[15], 而影响VEGF mRNA的表

达, 但HIF-1的靶基因多达200余种, 被HIF-1激活

的众多靶基因之间如何相互作用, 互相调节、

控制等是极为复杂和尚须解决的问题. 本研究

观察到: 槐耳清膏抑制了肿瘤细胞HIF-1的表达, 
同时也抑制了VEGF的表达, 且两者显著相关; 

但VEGF mRNA却无显著变化的原因, 是否与同

时被激活的其他靶基因之间的调节有关？以及

其意义如何等尚待今后深入探讨. 
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