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■背景资料
青海省胃癌发病
率 居 全 国 首 位 , 
多数患者就诊时
已到中晚期 ,  疗
效差 .  这可能与
高寒缺氧等因素
相关 .  缺氧诱导
因子-1α(hypoxia 
inducible factor-
1α, HIF-1α)是参
与调节肿瘤细胞
适应缺氧的核心
转录因子 ,  能通
过诱导参与多种
基因的转录调控, 
促进肿瘤血管生
成 ,  增加肿瘤细
胞的侵袭和转移, 
促 进 肿 瘤 的 生
长、浸润和转移.
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Abstract
AIM
To detect the expression of hypoxia inducible 
factor-1α (HIF-1α) in gastric malignant 
transformation in people from high altitude 
area of Qinghai, China.

METHODS
RT-PCR was used to detect the expression of 
HIF-1α  gene in 7 cell lines and 27 pairs of GC 
and matched tumor adjacent normal gastric 
mucosa tissues. Using tissue microarray 
including 57 normal gastric mucosa tissues, 37 
chronic atrophic gastritis tissues, 34 intestinal 
metaplasia tissues, and 146 gastric cancer (GC) 
tissues, immunohistochemistry (IHC) was 
performed to detect the level of HIF-1α protein 
expression. 
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■研发前沿
实质性肿瘤微环
境的缺氧是肿瘤
细胞增殖的结果
之一 ,  同时也是
肿瘤进一步恶化, 
并发生侵袭和转
移的因素 .  HIF-
1α是参与调节肿
瘤细胞适应缺氧
的核心转录因子, 
对HIF-1α表达的
检测 ,  将为临床
上开展胃癌分子
分型和个体化治
疗方案的选择以
及预后的判断提
供 参 考 的 依 据 , 
为解决肿瘤细胞
在缺氧条件下产
生的放化疗耐受
性问题提供依据. 
进一步可设想如
何通过HIF-1α参
与的信号通路, 使
其成为肿瘤基因
治疗新的切入点.

RESULTS
The expression of HIF-1α  at the mRNA 
level was different in GC cell lines. HIF-1α 
expression in AGS, SGC7901, and N87 cells 
was higher than that in MGC803, BGC823, 
PAMC82 and MKN45 cells. The level of HIF-
1α  expression was significantly higher in GC 
tissues (66.6%, 18/27) compared with normal 
gastric mucosa tissues (26.3%, 15/57; P < 0.001). 
IHC data showed that the positive rate of 
HIF-1α was 64.8% (24/37) in chronic atrophic 
gastritis tissues, 61.7% (21/34) in intestinal 
metaplasia tissues, and 56.8% (83/146) in GC 
tissues, all of which were significantly higher 
than that in normal tissues (26.3%, 15/57). 
Expression of HIF-1α was positively associated 
with age in GC (P < 0.05). Kaplan-Meier 
analysis showed that patients with a low level 
of HIF-1α had apparently better survival than 
those with a high level (P < 0.0001). HIF-1α 
protein (RR = 3.229, 95%CI: 2.024-5.151) was 
identified to be an independent risk factor for 
the outcome of GC patients. 

CONCLUSION
High HIF-1α expression is associated with 
gastric malignant transformation and poor 
prognosis in high altitude areas.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探讨缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1α, HIF-1α)在高原地区胃癌及癌前病
变患者中的表达与胃黏膜恶变过程中的临
床联系及预后评价.

方法
利用RT-PCR检测7株胃癌细胞系及其27对
胃癌和配癌旁正常组织中HIF-1α的表达; 进
一步利用组织微阵列和免疫组织化学染色
检测37例萎缩性胃炎, 34例胃黏膜肠化组织, 

146例胃癌和57例癌旁正常组织中HIF-1α的
表达情况. 

结果
RT-P C R检测显示 ,  H I F-1α在7株胃癌细
胞系存在差异表达 .  同时在胃癌组织的
表达水平66.6%(18/27)高于癌旁正常组
织14.8%(4/27)(P <0.001). 免疫组织化学
显示 ,  H I F-1α在癌旁正常组织中表达阳
性率为26.3%(15/57); 萎缩性胃炎组织为
64.8%(24/37); 肠化生组织为61.7%(21/34); 
胃癌组织为56.8%(83/146). 并且HIF-1α的
表达与年龄相关(P <0.05), 而与性别、胃
癌的分化程度、胃癌患者临床分期等无
关. Kaplan-Meier法和COX多因素回归分
析提示HIF-1α高表达是术后胃癌患者独立
的危险因素(P <0.001), RR = 3.229(95%CI: 
2.024-5.151). 

结论
HIF-1α表达在胃黏膜恶变过程中表达增加, 
并且与高原地区胃癌患者不良预后的密切
相关. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提要: 青海地区胃癌的发生率与死亡率均

较高, 研究证明高原环境肿瘤组织中存在的缺

氧状态是肿瘤预后不良的重要指标; 亦可能与

世居者生活饮食习惯相关. 缺氧诱导因子-1α 
(hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)是参与调

节肿瘤细胞适应缺氧的核心转录因子, 为明确

HIF-1α高原地区胃癌发生发展进程中的变化, 
本文在mRNA和蛋白水平分析了胃癌细胞系和

配对胃癌组织及胃黏膜癌前病变中的表达, 并
分析其与临床病理学特征及其预后的关系. 
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0  引言

青海省胃癌发病率居全国首位, 据统计, 青海

世居人群胃癌发病率高于移居人群. 按区域

胃癌的发病率在农村、牧区为第1位, 在城市
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■相关报道
G r i f f i t h s 等、
M i z o k a m i 等及
吴友亮等的研究
均较为系统的进
行了HIF-1α在胃
癌组织中表达的
检测和临床病理
学 数 据 的 分 析 , 
Shenberger等、
Kim等及Guleng
等 对 H I F - 1 α 在
各个肿瘤组织中
的表达和在肿瘤
发生发展过程中
的 机 制 做 了 较
为 系 统 的 研 究 , 
Wei等、Choi等
及Folkman等对
HIF-1α在肿瘤缺
氧的机制做了较
为详尽的综述.

为第2位[1]. 临床上多数患者就诊时, 已经发展

到中晚期, 治疗效果差[1,2]. 其中高海拔地区寒

冷、低压、低氧、太阳辐射等环境因素, 特殊

生活习惯, 都可能与青海地区胃癌发生及其进

展迅速、预后差相关[2,3]. 同时, 在恶性肿瘤中

肿瘤细胞失控性增殖, 局部组织血管生长滞后, 
会造成实质性肿瘤物理微环境严重缺氧. 在缺

氧条件下, 缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1α, HIF-1α)是缺氧诱导因子-1(hypoxia 
inducible factor-1, HIF-1)的关键亚基, 参与调

节肿瘤细胞适应缺氧的核心转录因子, 能通过

诱导参与多种基因的转录调控, 促进肿瘤血管

生成, 增加肿瘤细胞的侵袭和转移, 促进肿瘤

的生长、浸润和转移[4]. 最近发现许多类型的

肿瘤中HIF-1α高表达[5], 并和肿瘤生物学行为

密切相关[6,7]. 为了进一步明确HIF-1α在高原

地区胃癌发生发展进程中的变化, 本研究利用

RT-PCR和免疫组织化学染色, 在mRNA水平和

蛋白水平分析了胃癌细胞系和配对胃癌组织

及胃黏膜癌前病变中的表达, 并分析其与临床

病理学特征及其预后的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 
1.1.1 细胞系: 人胃癌细胞系BGC823、MGC 
803、SGC7901、PAMC82、AGS、N87、
MKN45由北京肿瘤防治研究所提供.
1.1.2 组织标本及临床病例资料: 用于提RNA
的27例胃癌组织标本来源于青海大学附属医

院胃肠外科和青海省人民医院, 为2014-01/ 
2015-12的手术切除标本. 其中男性16例, 女性

11例, 年龄42-73岁, 4例弥漫型癌, 23例溃疡型

癌, 14例高分化, 13例低分化, 新鲜癌组织与配

对癌旁形态学正常组织(距癌灶5 cm以上)在停

止血供30 min内放入液氮, -70 ℃保存. 肿瘤标

本确认无明显坏死, 所有标本均经病理证实. 用
于免疫组织化学染色的37例萎缩性胃炎组织, 
34例胃黏膜癌前病变组织来源于青海大学附

属医院腔镜检查中心及病理科. 胃癌组织芯片

标本共146例, 为2005-01/2012-12的组织蜡块标

本, 来源于青海大学附属医院病理科及陆军总

医院青海分区的病理科, 年龄29-82岁, 其中高

分化44例, 中低分化102例, Ⅰ、Ⅱ期肿瘤43例, 
Ⅲ、Ⅳ肿瘤103例, 36例胃体, 15例胃底, 46例胃

窦, 49例全胃, 53例有远处转移.

1.1.3 试剂来源:  胎牛血清购自H y c l o n e公
司;  D M E M培养基和R N A提取试剂盒购自

Invitrogen公司; RNeasy mini spin column试剂盒

购自Qiagen公司; cDNA合成试剂盒购自TaKaRa
公司; Oligo(dT)15购自上海博亚生物技术有限

公司; 基因引物由北京奥科生物公司合成; HIF-
1α(MAB5382)抗体购自CHEMICON公司; 通用

型鼠二步法(PV6001, Power VisionTM)试剂盒和

DAB显色试剂盒购自北京中杉生物技术公司.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 细胞培养均在含10%(v/v)胎牛

血清的DMEM培养基, 37 ℃、50 mL/L CO2条

件下培养, 隔48 h换液.
1.2.2 细胞总RNA提取: 细胞系去培养液收集

细胞后, TRIzol一步法提取贴壁细胞株总RNA. 
取TRIzol 1 mL裂解细胞, 0.2 mL氯仿液相分离

RNA, 取上清加1 mL异丙醇沉淀浓缩RNA, 沉
淀中加入2 mL 75%乙醇洗盐, RNA以DEPC水
溶解, 紫外定量, -20 ℃储存备用.
1.2.3 组织总RNA提取: 将组织标本利用液氮

冷冻法破碎研磨, TRIzol一步法提取组织块总

RNA, 通过异丙醇沉淀法浓缩RNA, 并进一步

采用RNeasy mini spin column试剂盒对总RNA
进行过柱, 最后用分光光度计定量, 电泳质检, 
-20 ℃储存备用.
1.2.4 RT-PCR: 以T7-Ol igo(dT)15为引物, 用
c D N A S y n t h e s i s K i t合成双链c D N A. 用
Oligo7.0软件设计目的基因引物, HIF-1α-up: 
CATCTCCATCTCCTACCCAC, HIF-1α-down: 
ACTGCTTGAAAAAGTGAACCA, 目的片段长

277 bp, PCR反应, 62 ℃退火, 循环28次. 内对照

β-actin和目的基因的扩增在同一反应中进行, 
采用灰度分析软件分析电泳条带, 去除本底, 用
目的基因与β-actin相对比值计算表达水平. 
1.2.5 组织芯片构建与免疫组织化学染色: 本
实验制备的石蜡块大小为26 mm×22 mm×

10 mm. HE染色后病理诊断, 标记蜡块取材部

位, 设计芯片作出草图; 在组织阵列操作仪上

用直径0.6 mm孔径细针在空白蜡块上穿出隧

道再从标本蜡块中根据预先确定的取材部位

穿取组织条, 将组织条精确填入空白蜡块的隧

道中. 重复以上步骤, 直至所有标本取完. 组织

条穿刺断面直径0.6 mm, 高度1 mm, 空白蜡块

中组织条间距1 mm. 将阵列蜡块置于39 ℃烤

箱中20 min, 取出后以洁净玻片将蜡块表面压
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■创新盘点
本文以青海高原
地 区 胃 癌 患 者
为研究对象 ,  在
mRNA水平和蛋
白水平 ,  从细胞
系 ,  正常癌旁组
织 ,  胃黏膜癌前
病变到肿瘤组织, 
系 统 地 分 析 了
HIF-1α的表达模
式 ,  并分析其与
临床病理学特征
及其预后的关系.

平, 室温下彻底冷却后常规切片, 厚度4 μm, 置
60 ℃烤箱中过夜, 取出后备用. 免疫组织化学染

色采用二步法(PV6001, Power VisionTM). 1∶50
稀释的鼠抗人一抗HIF-1α, 利用通用型鼠二步

法试剂盒和DAB显色试剂盒, 免疫组织化学染

色参照使用说明进行, 最后中性树胶封片. PBS
替代一抗为阴性对照. 由病理医生进行结果判

断, 在400倍镜下观察和计数, 阳性细胞比例≤

5%为阴性(-), 5%-25%为弱阳性(+), 25%-50%
为阳性(++), ≥75%为强阳性(+++).

统计学处理 利用SPSS15.0软件对数据进

行处理. 若总分析例数(n )>40, 且最小期望频数

>1, 使用Pearson检验进行统计; 若1<最小期盼

频数<5, n >40时使用连续校正χ2检验; 若n≤40, 
或最小期望频数<1, 则应用Fisher精确检验进

行统计. 应用Kaplan-Meier法分析蛋白阳性和

阴性表达的生存曲线, Cox多因素生存分析. 

2  结果

2.1 HIF-1α基因在七株胃癌细胞系中的差异表

达 RT-PCR扩增产物与所设计的大小完全一致, 
PCR凝胶电泳成像及灰度值扫描显示在mRNA
水平, HIF-1α在7株胃癌细胞系的表达存在差

异, 其中AGS、N87和SGC7901表达较高(图1). 
2.2 HIF-1α基因mRNA水平在胃癌和癌旁正

常组织中的差异表达 27例胃癌肿瘤组织和配

对癌旁正常组织进行HIF-1α基因的RT-PCR
检测, 凝胶电泳成像及灰度值扫描结果显示: 
HIF-1α基因在肿瘤组织中高表达, 阳性率为

66.6%(18/27), 在癌旁正常组织中表达程度低, 
阳性率为14.8%(4/27), 结果显示其在肿瘤组织

表达程度高于癌旁正常组织(P<0.01, 图2, 表1).
2.3 HIF-1α蛋白水平在胃癌和癌旁正常组织中

的差异表达及其与病理学特征的关系 免疫组

织化学结果显示, HIF-1α在胃癌组织细胞胞

核、胞浆均有表达, 但以细胞核表达为主, 呈
棕黄色灶性或散在分布. 在400倍镜下选择肿

瘤细胞密集区域, 观察5个视野, 计数500个细

胞中阳性细胞所占百分率(图3). HIF-1α在癌旁

正常组织中表达阳性率26.3%(15/57); 萎缩性

胃炎组织中表达阳性率为64.8%(24/37), 肠化

组织中的表达阳性率61.7%(21/34), 胃癌组织

中的表达为56.8%(83/146)(P <0.01, 表1). 并且

HIF-1α的表达与年龄相关, >60岁的患者HIF-
1α的表达较高(P <0.05), 而与性别、胃癌肿瘤

的部位、分化程度、胃癌患者临床分期、远

端转移等无关(表2).
2.4 生存率比较及多因素分析 我们收集到有随

访的胃癌组织共146例, 应用Kaplan-Meier法分

析HIF-1α阳性和阴性表达与预后的关系, 差别

-HIF-1α
-β-actin

MKN45
Marker

BGC823
MGC803

SGC7901
PAMC82

AGS N87

277 bp-
151 bp-

M        T     N     T      N      T     N      T      N      T     N       T      N      T     N
277 bp-
151 bp-

-HIF-1α
-β-actin

1             2              3             4              5               6              7

图  1  HIF-1α 基因在七株胃癌细胞系中的RT-PCR差异表达. β-肌动蛋白为内对照; Marker为标准参照物. HIF-1α: 缺氧

诱导因子-1α.

图  2  HIF-1α 基因在胃癌和癌旁正常组织中的表达水平. 1-7代表不同的病例, β-肌动蛋白为内对照; M: 标准参照物; T: 

肿瘤组织; N: 配对癌旁正常组织. HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α.

表  1  HIF-1α 基因mRNA水平和HIF-1α 蛋白在胃癌和癌旁组织中的差异表达 n (%)

     
组织类型

HIF-1α  mRNA水平表达 HIF-1α蛋白表达
P 值

n 高表达 低表达 n ++/+++ +/-

肿瘤组织 27 18(66.6)   9(33.4) 146 83(56.8) 63(43.2) <0.001

癌旁组织 27   4(14.8) 23(85.2)   57 15(26.3) 42(73.7)

HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α.
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■应用要点
对HIF-1α表达的
检测, 可进一步研
究高原地区胃癌
发生发展的分子
机制, 并将为临床
上开展胃癌分子
分型和个体化治
疗方案的选择以
及预后的判断提
供依据, 为解决肿
瘤细胞在缺氧条
件下产生的放化
疗耐受性问题提
供了依据. 进一步
可设想如何通过
HIF-1α参与的信
号通路, 使其成为
肿瘤基因治疗新
的切入点.

有统计学意义(P <0.001, 图4), 说明HIF-1α阳性

表达可能是胃癌患者预后不良的危险因素之

一. 进一步通过Cox多因素分析结果显示: HIF-
1α表达是胃癌患者术后生存的独立的危险因

素(P <0.001), 相对危险度为RR = 3.229(95%CI: 
2.024-5.151), 证明HIF-1α高表达是胃癌患者预

后的不良因素(表3). 

3  讨论

我们的研究显示, HIF-1α在正常组织中表达较

低, 阳性率为26.3%; 而在萎缩性胃炎组织, 肠化

组织和胃癌组织中的表达均较高, 即表达的上

调从胃黏膜炎性病变开始, 直至病变恶化一直

处于高水平. 可见, HIF-1α在胃黏膜病变的早期

已经发挥了作用. Griffiths等发现HIF-1α在正常

胃黏膜无表达, 而在胃癌组织中高表达, 并且侵

袭, 淋巴结转移, TNM分期有关. 认为与术后生

存期长短有关. Mizokami等[8]、Chen等[9]及吴友

亮等[10]也发现在胃癌组织中HIF-1α高表达, 且
和肿瘤大小, 浸润深度有关.

缺氧包括外环境缺氧与组织细胞微环境

缺氧[11]. 高原环境缺氧状态时, 胃是首先暴露

的消化器官, 在缺氧状态下, 迷走神经常常处

于兴奋状态, 迷走神经兴奋可促使胃泌素分泌

增加, 进而促进胃酸、胃蛋白酶的分泌增加, 
从而加重对胃肠黏膜的损害[11]. 同时, 高原缺

氧还可引起胃肠黏膜分泌型免疫球蛋白的分

泌减少, 黏膜特异性免疫屏障作用减弱, 并可

释放多种蛋白水解酶引起胃肠黏膜的损伤, 导
致胃黏膜屏障损伤甚至急慢性胃炎的发生[12]. 
青藏高原环境缺氧, 加上特殊的生活习惯, 造
成了胃黏膜炎性病变的危险因素之一[13], 而青

海地区胃癌的高发生率与死亡率, 与高海拔地

区高寒缺氧的环境因素有一定相关性, 以往的

研究[13]证明高原环境肿瘤组织中存在的缺氧状

态是肿瘤预后不良的重要指标; 亦可能与世居
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图  4  Kaplan-Meier法分析HIF-1α表达胃癌患者的生存
曲线. HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α.

图  3  HIF-1α蛋白在胃癌中表达变化免疫组织化学染色(棕色为阳性染色, ×400). A: 正常胃黏膜组织, HIF-1α表达阴

性; B: 萎缩性胃炎组织, 胞核阳性为主, HIF-1α表达阳性; C: 肠化组织, HIF-1α表达阳性, 胞核, 胞浆阳性; D: 胃癌组织, 

HIF-1α表达阳性, 胞核, 胞浆阳性. HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α.
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C D
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■名词解释
缺氧 :  包括外环
境缺氧与组织细
胞 微 环 境 缺 氧 , 
青藏高原环境缺
氧 ,  加上特殊的
生活习惯 ,  造成
了胃黏膜炎性病
变的危险因素之
一; 然而, 实质性
肿瘤微环境的缺
氧是肿瘤细胞增
殖 的 结 果 之 一 , 
同时也是肿瘤进
一步恶化 ,  并发
生侵袭和转移的
因素.

者嗜烟、嗜酒, 长年食用腌制酸及高盐食物相

关[1,2]. 尤其青海农牧区藏族居民常吃干硬食物

并以肉食为主, 饮食中新鲜蔬菜水果摄入较平

原地区明显偏少而增加了胃癌发生的风险[2].
然而, 实质性肿瘤微环境的缺氧是肿瘤细

胞增殖的结果之一[14,15], 同时也是肿瘤进一步

恶化, 并发生侵袭和转移的因素[16,17]. 我们收

集到有随访的胃癌组织共146例, 应用Kaplan-
Meier法分析HIF-1α表达阳性的患者生存期缩

短, 同时发现年龄>60岁的患者HIF-1α表达阳

性. 并且分析发现HIF-1α表达是胃癌患者预

后不良的危险因素之一. 研究证明, HIF-1α是

HIF-1的关键亚基, 在调节缺氧诱导的基因表

达中起着关键作用. 新生血管的生成在肿瘤恶

性增殖中扮演着重要的角色; 当肿瘤组织缺

血, 微环境严重缺氧, 在缺氧时HIF-1α的泛素

化作用受到抑制, 导致HIF-1α在细胞内的蓄

积, 并与HIF-1β亚基二聚体化, 形成HIF-1, 后
者可与其靶基因的低氧反应元件中的核心序

列5'-RCGTG-3'(R表示嘌呤)相结合, 促进其转

表  2  HIF-1α表达与胃癌临床病理参数的关系

     
因素 n

HIF-1α蛋白的表达
χ2值 P 值

高表达 低表达

年龄(岁) 4.160 0.041

  <60   58 27 31

  ≥60   88 56 32

性别 0.049 0.826

  男   78 45 33

  女   68 38 30

肿瘤部位 2.098 0.552

  胃体   36 20 16

  胃底   15 11   4

  胃窦   46 24 22

  全胃   49 28 21

分化程度 0.001 0.996

  高分化   44 25 19

  中低分化 102 58 44

临床分期 0.281 0.596

  Ⅰ、Ⅱ   43 23 20

  Ⅲ、Ⅳ 103 60 43

远处转移 0.994 0.319

  有   53 33 20

  无   93 50 43

HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α.

表  3  胃癌患者COX多因素回归分析

     
临床因素 B SE P 值 Exp(B)

   95%CI用于Exp(B)

下部 上部

HIF-1α   1.172 0.238 <0.001 3.229 2.024 5.151

远端转移 -0.366 0.235   0.120 0.694 0.438 1.099

TNM分期 -0.393 0.271   0.146 0.675 0.397 1.147

分化 -0.382 0.280   0.172 0.683 0.395 1.181

年龄   0.627 0.256   0.014 1.872 1.134 3.090

性别 -0.290 0.240   0.227 0.748 0.468 1.198

HIF-1α: 缺氧诱导因子-1α.
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录, 诱导(1)血管内皮生长因子[18-20]; (2)促红细

胞生成素[21,22]; (3)血红素氧合酶-1[23]和诱导型

一氧化氮合酶[24]; (4)葡萄糖载体蛋白-1和3-磷
酸甘油醛脱氢酶[25]; (5)胰岛素样生长因子-2[26]; 
(6)酪氨酸羟化酶及糖酵解酶类等基因的转录

调控[27], 从而加速肿瘤细胞对缺氧的适应过程, 
而增加供血、供氧、供能, 反过来促进肿瘤的

生长、浸润和转移[28-30]. 因此, 对HIF-1α表达

的检测, 将为临床上开展胃癌分子分型和个体

化治疗方案的选择以及预后的判断提供了参

考的依据, 为解决肿瘤细胞在缺氧条件下产生

的放化疗耐受性问题提供了依据. 进一步可设

想如何通过HIF-1α参与的信号通路, 使其成为

肿瘤基因治疗新的切入点. 
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