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Abstract
AIM: To invest igate the impact o f RNA 
interference-mediated downregulation of 
hypoxia-inducible factor-1α (HIF-1α) on the 
biological behavior of esophageal squamous cell 
carcinoma TE13 cells.

METHODS: The plasmid harboring small inter-
fering RNA targeting HIF-1α was introduced 
into TE13 cells by liposome-mediated transfec-
tion. The expression of HIF-1α protein was mea-
sured by Western blot. The proliferation of TE13 
cells was determined by methyl thiazolyl tetra-
zolium (MTT) colorimetric assay. The migration 

of TE13 cells was evaluated by Transwell migra-
tion assay. Cell cycle analysis was performed by 
fluorescence-activated cell sorting (FACS).

RESULTS: HIF-1α expression was markedly 
downregulated in TE13/12 cell clone (trans-
fected with the plasmid harboring small inter-
fering RNA targeting HIF-1α). The expression 
of HIF-1α protein in TE13/12 cells could not be 
detected by Western blot. The proliferation of 
TE13/12 cells decreased significantly compared 
with untransfected TE13 cells (P < 0.05). Tran-
swell migration assay showed that less TE13/12 
cells could move through the artificial basement 
membrane when compared with untransfected 
TE13 cells (18.2 ± 3.7 vs 103.8 ± 8.5, P < 0.05). The 
cell cycle of TE13/12 cells was changed. Com-
pared with untransfected TE13 cells, the percent-
age of TE13/12 cells in G2/M phase decreased 
significantly (5.99% ± 1.19% vs 20.47% ± 4.30%, P 
< 0.05), whereas the percentage of TE13/12 cells 
in S phase increased remarkably (64.67% ± 1.98% 
vs 48.53% ± 3.89%, P < 0.05).

CONCLUSION: RNA interference-mediated 
downregulation of HIF-1α can attenuate the 
proliferation and migration of TE13 cells. Block-
ade of the HIF-1α pathway may provide a new 
approach to the treatment of human esophagus 
squamous cell carcinoma.
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摘要
目的: 探讨H I F-1α沉默后对食管癌细胞株
TE13的生物学行为的影响. 

方法: 应用倒置荧光显微镜观察HIF-1α的干
扰质粒转染食管癌细胞TE13后绿色荧光蛋白

®

■背景资料
实体肿瘤微环境
存在缺氧与代谢
紊乱 ,  而缺氧诱
导因子-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, 其α亚基
HIF-1α是主要的
氧调节亚基和功
能亚基 .  目前已
发现人类多数肿
瘤中存在HIF-1α
的过表达.

■同行评议者
吕宾, 教授, 浙江
中医学院附属医
院 (浙江省中医
院、浙江省东方
医院)消化科
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的表达; 采用Western blot方法检测HIF-1α蛋
白的表达; 四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测转染
前后细胞增殖能力的变化; Transwell方法检测
干扰前后细胞迁移能力的变化; 流式细胞术
检测干扰前后细胞周期的变化. 

结果: TE13/12单克隆干扰效果好, Western 
blot结果显示无HIF-1α表达. HIF-1α被干扰后, 
细胞增殖能力明显减弱(P <0.05), 运动迁移能
力显著下降, 与未转染的细胞相比穿过人工基
底膜的细胞数明显减少(18.2±3.7 vs  103.8±
8.5, P <0.05). 与未转染组相比, TE13/12的细胞
周期发生变化, G2/M期细胞明显减少(5.99%
±1.19% vs  20.47%±4.30%, P <0.05), S期增加
(64.67%±1.98% vs  48.53%±3.89%, P <0.05).

结论: RNA干扰可引起TE13中HIF-1α的沉默, 
而HIF-1α表达下调后食管癌细胞株TE13的增
殖与迁移能力均减弱. 推测阻断HIF-1α通路
有可能成为治疗人食管鳞癌的新靶点.

关键词: 食管鳞癌; 缺氧诱导因子-1α; RNA干扰
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0  引言

缺氧诱导因子-1(hypoxia inducible factor-1, 
HIF-1)是广泛存在于哺乳动物体内的一种核转

录因子, 由HIF-1α和HIF-1β 2个亚基组成. 其中

HIF-1α是主要的氧调节亚基和功能亚基. 常氧

下HIF-1α的脯氨酸残基被羟化并通过E3泛素化

-蛋白酶体途径迅速降解. 缺氧时细胞通过多个

通路感受到, 脯氨酸羟化酶(prolyl hydroxylase, 
PHDs)失活, 泛素-蛋白酶体对HIF-1α的降解受

阻, 致使HIF-1α大量积聚并转移至细胞核中, 与
HIF-1β聚合形成稳定的HIF-1, 其与靶基因的缺

氧反应元件(hypoxia-response element, HRE)结合, 
形成转录起始复合物, 启动靶基因转录[1-2]. 已发

现大多数肿瘤中存在HIF-1α的过表达[3-4], 并且

与肿瘤的复发转移相关. 本研究通过建立食管

癌细胞TE13的稳定HIF-1α干扰株, 探讨HIF-1α
下调后对TE-13的生物学行为的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管鳞癌细胞株TE13(中科院上海

细胞所), pGCsi-HIF-1α和阴性对照环形质粒

(上海吉凯公司)为携带绿色荧光蛋白(GFP)报

道基因, 并不干扰任何内源基因的短发状RNA
载体. FBS和DMEM(Hyclone), LipofectamineTM 

2000(Invitrogen), 克隆环(Sigma), 鼠抗人HIF-
1α mAb(Chemicon), 鼠抗人的Tubulin-α mAb 
(Sigma).
1.2 方法 
1.2.1 细胞转染: 转染前1 d取对数生长期的TE13
细胞约2.0×105个接种于35 mm培养皿, 培养于

不含抗生素的DMEM培养液, 次日观察细胞长

至约90%聚合开始转染. 取pGCsi-HIF-1α质粒4 
µg和LipofectamineTM 2000 10 µL分别稀释于250 
µL不含抗生素的DMEM培养液, 5 min内混匀, 
室温孵育20 min后加入培养皿. 6 h后更换新鲜

的含100 mL/L胎牛血清DMEM培养液, 其后每

2-3 d更换培养液. TE13细胞转染后24 h按l∶12
的比例传代, 48 h后开始用含400 mg/L G418(筛
选浓度在转染前制杀伤曲线后获得)的选择性培

养液进行筛选, 约4 wk后挑取克隆在400 mg/L 
G418培养液中继续传代, 扩大培养. 同步转染阴

性对照质粒. 倒置荧光显微镜结合Western鉴定

干扰效果.
1.2.2 Western blot: 细胞聚合后弃去培养液, 予
冷PBS洗细胞2次, 加蛋白裂解液制备总蛋白, 超
声破碎后4℃, 12 000 r/min, 离心10 min, 取上

清. 采用BCA法定量蛋白浓度. 取总蛋白40 µg于
100℃加热变性5 min后上样, 行40 mA稳流SDS-
PAGE电泳, 100 V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, 5 min×
3, 加入适当浓度一抗(HIF-1α 1∶500, Tubulin-α  
1∶4000)4℃孵育过夜. 次日TBST漂洗5 min×3
后再加HRP标记的二抗(羊抗鼠1∶5000)室温孵

育1 h, TBST漂洗5 min×3. ECL化学发光法显影.
1.2.3 MTT法检测转染前后TE13的增殖: 将不同

细胞株按2000/孔接种于96孔板, 与MTT(5 g/L)反
应, 连续7 d, 最后1 d每孔加200 μL DMSO, 摇床

振荡15 min溶解后, 在酶联免疫检测仪选择波长

490 nm测量各孔的吸光度值(A). 每个时间点设3
复孔. 根据A绘制干扰前后细胞的增殖趋势图.
1.2.4 Transwel l实验检测转染前后TE13的迁
移能力: 采用孔径8 μm的24孔Transwel l小室

(corning). 用明胶均匀涂在小室下面晾干后, 上
室加1×105个细胞, 总体积为200 μL. 下室加500 
μL含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养液. 24 h
后甲醇固定, HE染色. 400倍光镜下随机取5个视

野拍照, 计算穿膜细胞数.
1.2.5 流式细胞术检测干扰前后细胞周期的变

■研发前沿
关于HIF-1α的生
物学研究在近几
年已经获得了显
著的进步, 但其在
肿瘤中的作用机
制及通路方面的
研究仍相对不足. 
成为该领域的研
究热点问题之一.

■相关报道
Takahashi et al在
肝癌中研究提示
RNA干扰HIF-1α
后抑制了肝癌细
胞的增殖 .  Kang 
et  a l在胰腺癌的
研 究 中 也 得 出
与本文相似的结
果. 这些研究提示
HIF-1α很可能在
肿瘤的发生、增
殖过程中发挥了
重要的作用.
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化: 各组细胞同步培养收集后, 用700 mL/L乙醇

固定, 碘化丙啶避光染色30 min后上机检测.
统计学处理 采用SPSS11.0统计软件处理数

据. 计量资料, 用mean±SD表示. 2组数据比较采

用成组t检验, P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 单克隆TE13/12的绿色荧光蛋白表达 在所挑

出的单克隆中, TE13/12细胞株在倒置荧光显微

镜下发出绿色荧光, 证实质粒已转入细胞基因

组并稳定表达(图1).
2.2 Western blot检测干扰效果 TE13/12单克隆无

HIF-1α的表达, 而转染阴性对照质粒的细胞株

HIF-1α的表达与未转染的细胞无明显差异(图2).
2.3 MTT法检测细胞增殖的变化 根据连续7 d A
值绘制的生长趋势图提示干扰组明显低于未转

染组(P <0.05), 而阴性对照组与未转染组无明显

差异(图3).
2.4 Transwell实验结果 HIF-1α沉默后, TE13/12
的迁移能力明显下降 ,  穿过人工膜的细胞数

明显少与未转染组(18.2±3.7 vs  103.8±8.5, 
P <0.05), 而阴性对照组和未转染组穿膜细胞数

无统计学差异(96.8±9.4 vs  103.8±8.5, P >0.05, 
图4).
2.5 细胞周期 干扰组细胞G2/M期细胞明显少

于未转染组(5.99%±1.19% vs  20.47%±4.30%, 
P <0.05), 细胞被阻滞于S期(64.67%±1.98% vs  
48.53%±3.89%, P <0.05), 而G0/G1期细胞比例变

化无统计学意义(28.61%±3.04% vs  31.00%±

0.41%, P >0.05, 图5).

3  讨论

HIF-1α作为一种核转录因子, 能通过对缺氧诱

导基因如血管内皮生长因子(vascular endothelial 
growth factor, VEGF)、血红素氧合酶-1、糖酵

解酶等表达的调节, 维持机体对缺氧的适应能

力. 其功能涉及代谢适应、红细胞生成、血管

发生和细胞生长、分化、凋亡等多个方面[5]. 目
前研究认为HIF-1α与肿瘤患者预后及对治疗的

反应密切相关[6-8]. 关于HIF-1α的生物学研究在

过去几年中已经获得了显著的进步, 但其在血

管生成和肿瘤中的作用机制及通路方面的研究

仍相对不足[9].
RNA干扰是20世纪90年代发现的一种生物

学现象, 广泛的存在于各种生物体内, 是一种古

老而且分布极为广泛的保护自身遗传物质完整

的机制[10]. 其机制为外源性基因随机整合到宿

主基因组并利用宿主细胞进行转录时, 宿主细

胞常产生一些双链RNA(dsRNA), 随后dsRNA被

切割酶Dicer剪切为21-23 bp的小干扰RNA(small 
interfering RNA, siRNA). siRNA再与酶蛋白结

合形成RNA诱导的沉默复合体(RNA-induced 
silencing complex, RISC), RISC根据碱基互补配

对原则与靶向mRNA结合, 最终导致目标mRNA

A B 图  1  倒置荧光显
微镜下观察稳转细
胞的绿色荧光蛋白
的表达(×400). A: 
光镜下观; B: 同视

野荧光镜下观.

1             2             3

HIF-1α

Tubulin

120 kDa

55 kDa

图  2  Western blot检测转染后HIF-1α的表达. 1: 未转染组; 
2: 阴性对照组TE13; 3: 干扰组TE13/12.

图  3  HIF-1α沉默前后细胞增殖能力的变化. aP<0.05 vs  未
转染组.
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■创新盘点
HIF-1α的相关研
究虽然较多, 但在
食管鳞癌中通过
RNA干扰技术研
究其功能的报道
尚少. 本文在高度
恶性食管癌细胞
株TE13中的研究
结果为证实HIF-
1α的生物学作用
的普遍性提供了
一定的依据.
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降解, 从而导致基因沉默[11]. 由于RNAi对目的基

因的表达有高效和特异性的抑制作用, 目前在

基因的基础研究中占据着不可替代的地位, 并
且在某些病毒感染、肿瘤的临床治疗上也显示

出了巨大的潜力[12]. 在前期实验中我们设计合成

了3个不同序列的针对HIF-1α的干扰质粒pGCsi-
HIF1、pGCsi-HIF2和pGCsi-HIF3, 并筛选出干

扰效率较高的pGCsi-HIF3[13]. 本实验中我们应用

pGCsi-HIF3干扰质粒稳定转染食管癌细胞TE13, 
单克隆扩大培养后, 倒置荧光显微镜下观察, 可
见TE13/12克隆有较强的绿色荧光蛋白表达, 提
示质粒已整合到基因组中并稳定表达. Western 
blot结果显示, TE13/12克隆无HIF-1α的表达, 进
一步在蛋白水平证明了干扰的效果.

HIF-1α在肿瘤细胞的生长、分化、增殖及

转移过程中发挥着重要作用. 由于肿瘤细胞的

恶性增殖, 巨大的细胞团对能量的需求急剧增

加的同时形成了局部缺氧的微环境. 于是HIF-
1α降解减少, 转位进入胞核与β亚基结合形成

HIF-1, 启动其下游靶基因的表达, 从而促进血管

发生、糖酵解及代谢适应等[14]. 我们在实验中

发现, HIF-1α被干扰后, 细胞增殖速度明显减慢, 
流式细胞术检测细胞周期提示TE13被干扰后, 
细胞被阻滞于S期, 而进入分裂期的细胞明显减

少, 这也部分解释了MTT的结果. 关于HIF-1α促

进肿瘤细胞增殖的机制, 有研究认为是HIF-1α
刺激了MXI1表达后, 增加了C-MYC降解, 从而

降低了肿瘤细胞的氧耗所致[15]. 另外, 我们还发

现在TE13中HIF-1α被干扰后, 细胞的迁移能力

显著下降, 提示HIF-1α在食管癌的转移过程中

有重要作用.
我们的实验结果显示, 食管癌细胞株TE13

经针对HIF-1α的干扰质粒转染, 用G418筛选后

再单克隆化, 经Western鉴定的细胞株能稳定的

抑制HIF-1α的表达. 其后的功能实验进一步提

示HIF-1α沉默后TE-13的增殖、迁移能力显著

下降以及细胞周期发生改变. 这些结果提示HIF-
1α在食管癌的发生、进展及转移过程中起着重

要作用, 有可能成为一个潜在的肿瘤治疗靶点.
目前已有较多的HIF-1α抑制剂问世, 比如

相关信号通路(PI3K/Akt/mTOR, MAPK及Hsp90
系统等)的抑制剂[16], 但其中大部分并非特异性

的抑制HIF-1α的表达. 由于缺乏特异性使其作

用机制无法确切的评价, 这也限制了其在临床

的应用. 因此, 特异性的HIF-1α抑制剂的研制成

为现代抗肿瘤研究领域的热点. 这类药物的研

制成功必定会为肿瘤的治疗带来巨大的进展.
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■同行评价
本文采用RNA干
扰技术, 沉默HIF-
1α ,  研究食管癌
细胞株TE13的生
物学特征的变化. 
设计合理, 方法先
进, 结果可信, 有
较好的学术价值.
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《世界华人消化杂志》外文字符标准

本刊讯 本刊论文出现的外文字符应注意大小写、正斜体与上下角标. 静脉注射iv, 肌肉注射im, 腹腔注射ip, 皮

下注射sc, 脑室注射icv, 动脉注射ia, 口服po , 灌胃ig. s(秒)不能写成S, kg不能写成Kg, mL不能写成ML, lcpm(应

写为1/min)÷E%(仪器效率)÷60 = Bq, pH不能写PH或PH, H pylori不能写成HP, T1/2不能写成tl/2或T , V max

不能Vmax, µ不写为英文u. 需排斜体的外文字, 用斜体表示. 如生物学中拉丁学名的属名与种名, 包括亚属、

亚种、变种. 如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H pylori ), Ilex pubescens  Hook, et  Arn.var.glaber Chang(命名者

勿划横线); 常数K ; 一些统计学符号(如样本数n , 均数mean, 标准差SD, F检验, t检验和概率P , 相关系数r ); 化学

名中标明取代位的元素、旋光性和构型符号(如N , O , P , S , d , l )如n -(normal, 正), N -(nitrogen, 氮), o -(ortho, 邻), 

O -(oxygen, 氧, 习惯不译), d -(dextro, 右旋), p -(para, 对), 例如n -butyl acetate(醋酸正丁酯), N -methylacetanilide(N-

甲基乙酰苯胺), o -cresol(邻甲酚), 3-O -methyl-adrenaline(3-O-甲基肾上腺素), d -amphetamine(右旋苯丙胺), 

l -dopa(左旋多巴), p -aminosalicylic acid(对氨基水杨酸). 拉丁字及缩写in vitro , in vivo , in situ ; Ibid, et al , po , vs ; 

用外文字母代表的物理量, 如m (质量), V (体积), F (力), p (压力), W (功), v (速度), Q (热量), E (电场强度), S(面

积), t (时间), z (酶活性, kat), t (摄氏温度, ℃), D (吸收剂量, Gy), A (放射性活度, Bq), ρ(密度, 体积质量, g/L), c (浓

度, mol/L), j(体积分数, mL/L), w (质量分数, mg/g), b (质量摩尔浓度, mol/g), l (长度), b (宽度), h (高度), d (厚度), 

R (半径), D (直径), T max, C max, V d, T 1/2 CI等. 基因符号通常用小写斜体, 如ras , c-myc ; 基因产物用大写正体, 如P16

蛋白. (科学编辑: 李军亮 2009-09-28)
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