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缺氧条件下白花丹醌对肝癌 HepG2 细胞增殖、凋亡与侵袭及 HIF-1α
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摘要：目的  研究白花丹醌在缺氧条件下对人肝癌细胞 HepG2 增殖、凋亡、侵袭和低氧诱导因子 1α(hypoxia induced factor 
1α，HIF-1α)及其下游基因表达的影响。方法  采用二氯化钴(CoCl2)化学诱导法建立 HepG2 细胞体外缺氧模型，经不同

浓度(2，4，8 μmol·L–1)白花丹醌处理 24 h 后，MTT、平板克隆形成试验观察 HepG2 细胞增殖水平变化；使用 Annexin V/PI
双染流式细胞术检测 HepG2 细胞凋亡情况；使用 Transwell 试验观察 HepG2 细胞侵袭能力的变化；使用 qRT-PCR 检测

HepG2 细胞内 HIF-1A mRNA 转录水平变化；使用 Western blotting 检测细胞内 HIF-1α 及其下游基因 c-Myc、VEGFA、MMP9
和 TWIST1 的蛋白表达水平。结果  当 CoCl2 处理浓度为 150 μmol·L–1 时，HepG2 细胞增殖水平未见显著变化，而 HIF-1α
蛋白表达水平显著升高(P<0.01)，提示体外缺氧模型建立成功。与常氧对照组相比，MTT、平板克隆形成试验结果显示不

同浓度白花丹醌作用 HepG2 细胞后，其增殖水平受到显著抑制(P<0.05 或 P<0.01)；Transwell 试验结果显示白花丹醌可显

著抑制 HepG2 细胞侵袭(P<0.05 或 P<0.01)；流式细胞术结果表明白花丹醌能显著诱导 HepG2 细胞凋亡(P<0.05 或 P<0.01)；
Western blotting 及 qRT-PCR 检测结果显示，白花丹醌能显著下调 HIF-1α 蛋白及 HIF-1A mRNA 表达水平(P<0.05 或

P<0.01)。Western blotting 检测结果显示 HIF-1α 及其下游基因 c-Myc、VEGFA、MMP9 和 TWIST1 的蛋白表达水平均显著

下调(P<0.05 或 P<0.01)。结论  CoCl2 体外模拟肝癌 HepG2 细胞缺氧的适宜浓度为 150 μmol·L–1；在缺氧条件下，白花

丹醌可显著抑制肝癌 HepG2 细胞的增殖与侵袭，同时诱导细胞凋亡，其作用机制可能与下调 HIF-1α 蛋白及其下游靶基

因蛋白表达有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effects of plumbagin on proliferation, apoptosis, invasion and expression of 
hypoxia induced factor 1α(HIF-1α) as well as its target genes in HepG2 cells under hypoxia condition. METHODS  Cobalt 
chloride(CoCl2) was used to induce a chemical hypoxia condition for HepG2 cells. Under this hypoxia condition, HepG2 cells 
were treated with plumbagin at 2, 4, 8 μmol·L–1 for 24 h respectively. The proliferation of HepG2 cells were measured by MTT 
and plate clone formation assay. The apoptotic of HepG2 cells were detected by flow cytometry to detect labeled Annexin V/PI. 
Transwell experiment was conducted to analyze the invasion ability of HepG2 cells after plumbagin treatment. qRT-PCR were 
used to detect the transcription level of its coding gene, HIF-1A. Western blotting analysis was further used to detect the protein 
expression level of HIF-1α and its downstream target genes such as c-Myc, VEGFA, MMP9 and TWIST1 in cells. RESULTS  
The concentration of CoCl2 were optimized to 150 μmol·L–1 without interference with cell proliferation and the expression level 
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of HIF-1α was significantly increased(P<0.01), indicating successfully establishment of the hypoxia model by CoCl2 treatment. 
Compared to the normoxia control group, MTT and plate clone formation assay results showed that proliferation of HepG2 cells 
was significantly inhibited by treatment with different concentration of plumbagin(P<0.05 or P<0.01). In addition, Transwell 
experiment result showed that the invasion ability of HepG2 cells was also decreased by plumbagin(P<0.05 or P<0.01). Flow 
cytometry results indicated that plumbagin could significantly induce the apoptosis of HepG2 cells(P<0.05 or P<0.01). The 
results of Western blotting and qRT-PCR showed that plumbagin could significantly down-regulate the expression levels of 
HIF-1α protein and HIF-1A mRNA(P<0.05 or P<0.01). Western blotting analysis results further showed that the protein expression 
levels of HIF-1α and its downstream genes c-Myc, VEGFA, MMP9 and TWIST1 were significantly down-regulated(P<0.05 or 
P<0.01). CONCLUSION  The optimal modeling concentration of CoCl2 is measured as 150 μmol·L–1. Under hypoxia 
conditions, plumbagin can also significantly inhibit the proliferation and invasion of HepG2 cells. The apoptosis-inducing ability 
of plumbagin is also strong under hypoxia condition, which may be related to the significantly down-regulated expression of 
HIF-1α and its target genes. 
KEYWORDS: plumbagin; hepatocellular carcinoma; apoptosis; tumor invasion; cobalt chloride; hypoxia induced factor 1α 
(HIF-1α); hypoxia 

 
肝癌是一种异质性强、致死率高的恶性肿瘤。

在我国，肝癌的危害更为严重，每年约有 38 万人

死于肝癌，占全球肝癌死亡病例的 51%[1]。大多数

肝癌患者确诊时已为晚期阶段；除此之外，肝癌易

发生侵袭和转移、术后易复发等特点往往导致患者

预后不佳。由于肿瘤细胞代谢水平高、增殖速度快，

因此包括肝癌在内的许多实体肿瘤组织通常会由

于血氧供应不足而形成缺氧微环境[2]。虽然越来越

多的研究指出瘤内缺氧微环境对于肿瘤的进程具

有关键作用，但是目前仍然没有有效的方法来抵抗

瘤 内 缺 氧 肿 瘤 细 胞 。 缺 氧 诱 导 因 子 -1(hypoxia- 
inducible factor-1，HIF-1)是一种具有转录活性的异

源二聚体核蛋白，由活性亚基 HIF-1α 和结构亚基

HIF-1β 构成。在常氧条件下，HIF-1α 翻译后随即

被细胞内泛素-蛋白酶水解复合体降解，而 HIF-1β
在胞浆内稳定表达。在缺氧微环境下，HIF-1α 由于

降解途径被抑制，因而与 β 亚基形成具有转录活性

的 HIF-1，随后转移到细胞核内激活众多靶基因的

转录，参与肝癌细胞增殖、血管生成、侵袭以及转

移等过程[3-5]，成为近年来抗肝癌治疗的靶点[6]。 
白 花 丹 醌 是 民 族 药 材 白 花 丹 (Plumbago 

zeylanica L.)的主要活性成分，具有多种药理活性，

包括抗菌消炎、抗凝、抗动脉粥样硬化、强心、

抗肝纤维化、抗肿瘤等作用[7]。近年来白花丹醌的

抗肿瘤活性受到了广泛的关注，研究指出白花丹

醌可对肝癌等十余种肿瘤细胞具有抑制增殖、促

凋亡以及抑制转移等作用[8]。笔者前期通过小鼠体

内外实验已证实白花丹醌对肝癌具有显著的抑制

作用，可抑制肝癌血管新生、促进细胞凋亡等[9-10]。

但白花丹醌在缺氧条件下对肝癌的抗肿瘤作用仍

需进一步的实验证实。本研究以人肝癌细胞株

HepG2 为研究对象，采用二氯化钴(CoCl2)模拟缺

氧微环境，建立肝癌细胞体外缺氧模型，观察白

花丹醌干预后各组细胞的增殖、凋亡与侵袭水平

以及 HIF-1α 蛋白及其下游靶基因的表达变化，进

一步明确白花丹醌抗肿瘤作用机制，为今后白花

丹醌的开发利用提供理论与实验依据。 
1  材料 
1.1  细胞及试剂 

人肝癌细胞 HepG2 由中国科学院典型培养物

保 藏 委 员 会 细 胞 库 提 供 ； 白 花 丹 醌 ( 批 号 ：

SLBS8515)、六水合氯化钴(CoCl2·6H2O，批号：

SLBV8359)均购自美国默克公司；高糖 DMEM 培

养液(美国 Gibco 公司，批号：8121145)；胎牛血

清(fetal bovine serum，FBS，以色列 Biological 
Industries 公司，批号：1818356)；噻唑蓝(MTT)
试剂盒、二甲基亚砜(DMSO)均购自索莱宝公司； 
Annexin V/PI 细胞凋亡检测试剂盒(美国 BD 公

司，批号：8072965)；兔抗 HIF-1α、兔抗 β-actin
单克隆抗体(批号分别为 042018，092017)均购自美

国 CST 公 司 ； 兔 抗 VEGFA 抗 体 ( 批 号 ：

GR256989-1) 、 鼠 抗 TWIST 抗 体 ( 批 号 ：

GR3188766-7)购自美国 Abcam 公司；MMP9 抗体

(Gene Tex，批号：GTX100458-s)；兔抗 c-Myc 抗

体(博士德公司，批号：BOS1090BP09)；总 RNA
提取试剂 NucleoZOL(德国 MN 公司，批号：

1911001) ； 反 转 录 试 剂 GoScript™ Reverse 
Transcription Mix 和 qPCR 反应液 GoTaq® qPCR 
Master Mix 均为美国普洛麦格产品；qPCR 引物由

上海生工生物公司合成。 
1.2  仪器 

Forma 370 型 CO2 细胞培养箱、MultiscanMK3
酶标仪(美国 Thermo)；IX51 倒置荧光显微镜(日本

Olympus)；5804R 型高速离心机(德国 Eppendof)； 
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CytoFLEX 流 式 细 胞 仪 ( 美 国 Beckman) ；

Mini-PROTEAN 蛋 白 垂 直 电 泳 系 统 、 Transblot 
Turbo 蛋 白 转 印 系 统 均 购 自 美 国 Bio-Rad ；

Amersham Imager 600 多功能成像仪(美国 GE)； 
Transwell 小室购自美国康宁公司。 
2  方法 
2.1  CoCl2 工作浓度的筛选 

取对数生长期的 HepG2 细胞以每孔 5 000 个

接种于 96 孔培养板中。设置空白组、对照组(含
10% FBS 的 DMEM 完全培养液)、实验组(含不同

浓度 CoCl2 的完全培养液)，每组设 5 个复孔。待

细胞贴壁后分别更换含 50，100，150，200，

250 μmol·L–1 CoCl2 的完全培养液，继续培养 24，

48 h 。 培 养 至 指 定 时 间 后 ， 每 孔 加 入 10 μL 
MTT(5 mg·mL−1)，37 ℃孵育 4 h，小心吸弃上清，

每孔加入 150 μL DMSO，微型混合器上水平震荡

10 min 后于酶标仪上测定 490 nm 处的 OD 值。将

HepG2 细胞传代接种于 12 孔板，待细胞生长至单

层之后，使用 CoCl2 分别作用 HepG2 细胞 24 h，

Western blotting 检测细胞内 HIF-1α 蛋白表达水平。 
2.2  分组与给药 

将 HepG2 细胞以每孔 4×105 的密度接种于 6 孔

板中，待细胞贴壁后分为 5 组：常氧对照组、缺氧

模型组及白花丹醌组(2，4，8 μmol·L–1)。常氧对照

组不加任何药物常规培养；缺氧模型组加入含

150 μmol·L−1 CoCl2 的完全培养液；白花丹醌处理组

在加入 150 μmol·L–1 CoCl2 的同时分别加入 2，4，

8 μmol·L–1 的白花丹醌，给药后继续培养 24 h。 
2.3  MTT 检测缺氧条件下 HepG2 细胞增殖情况 

将 HepG2 细胞按照每孔 2.5×103 个接种于 96
孔板，每孔 200 μL。按“2.2”项下方法设置分组，

干预 24 h 后，每孔加入 10 μL MTT，培养箱孵育

4 h 后吸弃上清，每孔加入 150 μL DMSO，震荡

10 min 后于酶标仪上测定 490 nm 处的 OD 值。 
2.4  平板克隆试验缺氧条件下 HepG2 细胞克隆形

成能力 
将 HepG2 细胞计数后接种于 6 孔板内，每孔

接种细胞 1 000 个。待细胞贴壁后，分别加入含

150 μmol·L–1 CoCl2 和 不 同 浓 度 (2 ， 4 ， 8 ，

16 μmol·L–1)白花丹醌的完全培养液继续培养 1 周

左右，当培养板出现肉眼可见的克隆时终止培养。

弃上清，4%多聚甲醛室温固定 30 min，结晶紫染

色 1 h，显微镜下取不同视野统计细胞克隆数。 

2.5  流式细胞术检测缺氧条件下 HepG2 细胞凋亡

水平 
将 HepG2 细胞接种至 6 孔板，按“2.2”项下

分组方法加药干预 24 h 后，使用无 EDTA 胰酶消化、

离心收集细胞制成单细胞悬液，PBS 离心洗涤细胞

2 次后使用 Annexin-V/PI 染料联合标记，避光孵育

15 min，使用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。 
2.6  Transwell 检测 

取缺氧条件下经不同浓度白花丹醌(2，4，

8 μmol·L–1)处理 24 h 的 HepG2 细胞，经 PBS 洗涤

2 次后，使用无血清 DMEM 饥饿处理 12 h。胰酶

消化收集处理后的细胞，制成单细胞悬液，按照

每孔 5 万个细胞接种于 Transwell 上室，下室加入

600 μL 完全培养液继续培养 24 h。取出小室，擦

除未迁移的细胞，4%多聚甲醛固定 10 min，PBS
洗涤 2 次后晾干，结晶紫染色并置于光学显微镜

下观察、计数。 
2.7  Western blotting 检测 

HepG2 细胞经缺氧及白花丹醌处理后，弃培

养液，使用 RIPA 裂解液提取细胞内总蛋白。BCA
法测定总蛋白浓度，加入 SDS-PAGE 上样缓冲液，

经沸水浴 10 min 之后，使用 10% PAGE 胶电泳分

离 目 的 蛋 白 ； 半 干 法 将 分 离 后 的 蛋 白 转 印 至

PVDF 膜上，5%脱脂奶粉室温封闭 1 h，分别加

入 HIF-1α、VEGFA、MMP9、c-Myc、TWIST 以

及 β-actin 抗体(1∶1 000 稀释)，4 ℃孵育过夜。

TBST 洗膜 3 次(每次 5 min)，加入辣根过氧化酶

(HRP)标记二抗，室温下孵育 1 h，经 TBST 缓冲

液洗涤 3 次后采用电化学发光法显影，拍照保存

结果。使用 Image J 软件测定各条带灰度值，以

β-actin 作为内参，分析比较目的蛋白的相对表达

水平变化。 
2.8  qRT-PCR 检测 

根据 Genbank 数据库各目的基因参考序列，

针对 HIF-1A、ACTB 基因序列设计 qPCR 引物。其

中 HIF-1A 上游引物序列为 5′-GTCTGAGGGGA 
CAGGAGGAT-3′；下游引物序列为 5′-CTCCTC 
AGGTGGCTTGTCAG-3′；内参 ACTB 上游引物序

列为 5′-GGATTCCTATGTGGGCGACG-3′；下游引

物序列为 5′-GCGTACAGGGATAGCACAGC-3′。
使用 Trizol 法提取细胞内总 RNA，经逆转录反应

合成第一链 cDNAs，以其为模板进行 qPCR 反应。

参照 PCR 试剂盒说明书，分别加入 10 μL GoTaqR 
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qPCR Master Mix(2×)，上、下游引物(10 μmol·L–1)
各 1 μL，cDNA 模板 2 μL，6 μL ddH2O，构成 20 μL 
PCR 反应体系。qPCR 反应程序为 95 ℃预变性

2 min；95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 1 min，共 40 个

循环。反应结束后分析计算各组 Ct 值，以 ACTB
作为内参，以缺氧模型组作为比较组，使用 2–ΔΔCt 

法进行组间比较分析。 
2.9  统计学分析 

实验数据采用 SPSS 17.0 统计软件进行分析，

组间比较采用单因素方差分析，计量资料数据符

合正态分布采用 x s± 表示，不同组之间通过单因

素方差分析，然后两两对比分析，以 P<0.05 为差

异有统计学意义。 
3  结果 
3.1  CoCl2 工作浓度的筛选 

MTT 检 测 结 果 显 示 ， 当 CoCl2 浓 度 ≥ 

200 μmol·L–1 时，HepG2 细胞增殖受到显著抑制

(P<0.05)；而当 CoCl2 浓度≤150 μmol·L–1 时，与

CoCl2 浓度为 0 μmol·L–1 相比差异无统计学意义。

Western blotting 结果显示，随着 CoCl2 作用浓度的

增加，HIF-1α 蛋白的表达水平逐渐升高，提示缺

氧环境模拟成功。与 CoCl2 浓度为 0 μmol·L–1 相比，

150 μmol·L–1 CoCl2 作用 24，48 h 后，HIF-1α 蛋白

均表达显著增加(P<0.01)。综合以上结果，确定缺

氧环境 CoCl2 作用浓度为 150 μmol·L–1，作用时间

为 24 h。结果见图 1。 
3.2  缺氧条件下白花丹醌对肝癌细胞增殖的影响 

参照“3.1”项下结果建立缺氧模型，分别

使用不同剂量白花丹醌处理 HepG2 细胞 24，

48 h。MTT 检测结果发现，在缺氧条件下，白花

丹 醌 显 著 抑 制 HepG2 细 胞 增 殖 (P<0.05 或

P<0.01)。平板克隆试验结果表明，缺氧条件下

白花丹醌可显著抑制 HepG2 细胞的克隆形成能

力，且随着作用浓度的增加，其抑制效果更为显

著(P<0.05 或 P<0.01)。当作用浓度≥8 μmol·L–1

时，HepG2 细胞无克隆形成能力，结果见图 2。 
 

 
 

图 1  氯化钴对 HepG2 细胞增殖及 HIF-1α 表达的影响 
A–MTT 检测结果(n=5)；B–Western blotting 检测 HIF-1α 的结果；C–HIF-1α 灰度值统计学分析( x s± ，n=3)；与 0 μmol·L–1 CoCl2 比较，1)P<0.05，
2)P<0.01。 
Fig. 1  Effects of CoCl2 treatment on HepG2 cell proliferation and expression of HIF-1α  
A–MTT results(n=5); B–Western blotting analysis of HIF-1α expression; C–Gray value statistical analysis of HIF-1α ( x s± , n=3); compared with 
0 μmol·L–1 CoCl2, 1)P<0.05, 2)P<0.01.  
 

 

图 2  白花丹醌在缺氧条件下对 HepG2 细胞增殖的影响( sx ± ，n=6) 
A–MTT 检测结果；B–平板克隆形成试验；C–HepG2 细胞克隆形成能力统计学分析；与缺氧模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effects of plumbagin on proliferation of HepG2 cells under hypoxia condition( sx ± , n=6) 
A–MTT results; B–colony formation results; C–statistical analysis of clonal formation ability of HepG2 cells; compared with hypoxia model group, 
1)P<0.05, 2)P<0.01.  
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3.3  缺氧条件下白花丹醌对 HepG2 细胞凋亡的影响 
流式细胞检测结果显示，常氧对照组与缺氧

模型组相比，差异无统计学意义；当白花丹醌作

用浓度分别为 4，8 μmol·L–1 时，HepG2 细胞凋亡

率显著升高(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 3。 
3.4  缺氧条件下白花丹醌对 HepG2 细胞转移能力

的影响 
Transwell 试验结果发现，与缺氧模型组相比，

白花丹醌作用后，穿过 Transwell 小室的细胞数减

少(P<0.05 或 P<0.01)，提示白花丹醌可显著抑制

肝癌细胞侵袭，结果见图 4。 
3.5  缺氧条件下白花丹醌对 HepG2 细胞 HIF-1A 
mRNA 及蛋白表达的影响 

Western blotting 结果显示，常氧对照组未见

HIF-1α 明显表达；缺氧模型组 HIF-1α 表达明显升

高；而随着白花丹醌浓度的增加，HIF-1α 蛋白表

达水平下调，8 μmol·L–1 处理组 为显著(P<0.01)。
结果见图 5。 

与常氧对照组相比较，qRT-PCR 检测结果显

示缺氧条件下 HIF-1A mRNA 转录水平未见显著

升高。而当白花丹醌处理后，细胞内 HIF-1A 的转

录水平显著下降，且作用浓度越大，其抑制效果 
越显著(P<0.05 或 P<0.01)。结果见图 5。 
3.6  缺氧条件下白花丹醌对 HIF-1α 下游靶基因

表达的影响 
Western blotting 检测结果显示，缺氧条件下

HIF-1α 的下游靶基因如 c-Myc、MMP9、TWIST 和

VEGFA 的 蛋 白 表 达 水 平 显 著 高 于 常 氧 对 照 组

(P<0.05)。在白花丹醌处理后，以上 HIF-1α 靶蛋白

在缺氧条件下的表达水平显著下调，结果见图 6。 

 
 

图 3  白花丹醌在缺氧条件下诱导 HepG2 细胞凋亡检测(n=3) 
A–常氧对照组；B–缺氧模型组；C–2 μmol·L–1 白花丹醌组；D–4 μmol·L–1 白花丹醌组；E–8 μmol·L–1 白花丹醌组；F–细胞凋亡率统计分析图；与

缺氧模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 3  Effect of plumbagin on apoptosis of HepG2 cells under hypoxia condition(n=3) 
A–normoxia control group; B–hypoxia model group; C–2 μmol·L–1 plumbagin group; D–4 μmol·L–1 plumbagin group; E–8 μmol·L–1 plumbagin group; 
F–statistical analysis chart of apoptosis rate; compared with hypoxia model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

 
图 4  白花丹醌在缺氧条件下对 HepG2 细胞侵袭的影响( sx ± ，n=3) 
与缺氧模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 4  Effect of plumbagin on the invasionability of HepG2 cells under hypoxia condition( sx ± , n=3) 
Compared with hypoxia model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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图 5  缺氧条件下白花丹醌对 HepG2 细胞 HIF-1A 基因转录及蛋白表达的影响(n=3) 
A−HIF-1α Western blotting 检测；B−HIF-1α 灰度值分析；C−HIF-1A mRNA qRT-PCR 检测结果；与缺氧模型组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig .5  Effect of plumbagin on expression of HIF-1A mRNA transcription and HIF-1α expression in HepG2 cells under hypoxia 
condition (n=3) 
A–HIF-1α Western blotting analysis; B–gray value statistical of HIF-1α; C–HIF-1A mRNA qRT-PCR detection result; compared with hypoxia model 
group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
 

 
 

图 6  缺氧条件下白花丹醌对 HIF-1α下游靶基因表达的

影响(n=3) 
与常氧对照组比较，1)P<0.01；与缺氧模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01。 
Fig. 6  Effect of plumbagin on expression of HIF-1α target 
genes under hypoxia condition(n=3) 
Compared with nomoxia control group, 1)P<0.01; compared with hypoxia 
model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01. 
 

4  讨论 
缺氧微环境是多数实体瘤内普遍存在的现象，

对肿瘤细胞本身、肿瘤免疫、代谢以及干细胞特性

等具有重要影响，也是促进肿瘤细胞转移的重要因

素之一[11]。为了适应外部缺氧环境，肿瘤细胞可通

过缺氧诱导因子激活其下游一系列适应性基因以

保证细胞存活和维持其高水平增殖[12]。由于 HIF-1

的活性亚基 HIF-1α 在常氧条件下被泛素-蛋白酶系

统降解，因而无法与 HIF-1β 形成具有转录活性的

HIF-1。而在缺氧条件下，肿瘤细胞的生物学行为

会发生改变，具有更强的侵袭、转移能力，这与

HIF-1α 有着密切关系[13]。由此可知，建立体外缺氧模

型对于研究肿瘤细胞 HIF-1α 的生物学意义以及筛选

有效的抗肿瘤药物是十分必要的[14]。常用的体外模拟

缺氧方法有化学缺氧法和物理缺氧法。虽然以控制细

胞培养箱内氧浓度为原理的物理缺氧法是建立缺氧

模型的 佳方法，然而由于需要使用昂贵的仪器设

备而限制了其应用。而以 CoCl2 为代表的化学诱导法

不需要其他特殊设备，可在常氧条件下维持细胞内

HIF-1α、HIF-2α 蛋白稳定性，避免其被降解，因而该

方法也得到了广泛的认可[15]。已有报道指出不同类型

的肿瘤细胞对 CoCl2 的敏感性和耐受性不同[16]，因此

需要对 CoCl2 的使用条件进行筛选确定。本实验以人

肝癌细胞株 HepG2 为研究对象，实验结果显示当

CoCl2 作用浓度≤150 μmol·L–1 时，HepG2 细胞增殖活

性没有受到明显影响；同时细胞内 HIF-1α 的蛋白表达

水平显著高于常氧对照组，提示化学缺氧法建立成功。 
缺氧微环境对肿瘤细胞具有筛选作用，使其

恶性程度进一步提高，对于诱导肝癌细胞耐药、

血管生成等方面具有重要意义[17]。因此，缺氧微

环境是多种实体瘤化疗失败的主要因素[18]。在常

氧条件下，本课题组前期研究结果显示白花丹醌

可诱导肝癌细胞凋亡与自噬、抑制肝癌侵袭与转

移和血管生成[9,19-20]。缺氧条件下，本研究结果显

示白花丹醌可显著抑制肝癌细胞增殖、侵袭以及

诱导细胞凋亡，提示白花丹醌亦能保持良好的抗

肝癌活性。HIF-1α 对于肝癌的侵袭与转移具有关

键意义，研究指出 HIF-1α 在被 siRNA 干扰表达之

后，细胞的侵袭与转移能力显著下降[21]。在白花

丹醌处理后，HepG2 细胞内 HIF-1α 蛋白表达水平
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显著下调，提示其缺氧条件下的抗肝癌活性可能

与下调 HIF-1α 有关。 
HIF-1α 作为缺氧条件下的关键转录调控因

子，可靶向调控多个下游基因表达，参与肿瘤存

活、代谢、侵袭、血管生成以及上皮间质转化等

多个过程 [6,12]。缺氧环境下，肿瘤细胞内激活的

HIF-1α-c-Myc 信号轴可持续抑制 DNA 修复基因的

转录，造成细胞内 DNA 损伤、基因的不稳定性和

肿瘤恶性程度进一步提高[22]。临床样本检测发现，

肝癌组织内 HIF-1α、Survivin 以及 VEGF 的表达量

显著高于癌旁组织，并且与患者肝癌分期、肿瘤分

化程度以及肝外转移水平显著相关[23]。TWIST 是

肿瘤转移过程中的关键转录调控因子，已有研究指

出 HIF-1α 可以直接结合于 TWIST 基因近端启动子

附近的缺氧反应元件，从而调控其转录表达[24]。在

缺氧条件下，HIF-1α 可反式激活基质金属蛋白酶 9
转录启动子，从而促进其转录和肿瘤侵袭[25]。因此，

进一步考察以上 HIF-1α 下游基因的表达水平变化。

研究结果显示，HepG2 细胞内如 c-Myc、VEGFA、

TWIST、MMP9 等下游靶蛋白均有不同程度的表达

下调，提示白花丹醌对肝癌细胞的抑制作用，与

HIF-1α 及其下游靶基因的表达下调具有一定的关系。 
综上所述，本研究利用 CoCl2 化学缺氧法成功

地建立了体外 HepG2 细胞缺氧模型，并证实了白

花丹醌在缺氧条件下对 HepG2 细胞的抑增殖、促

凋亡和抗侵袭等抗肿瘤活性。随后进一步探讨发

现 HIF-1α 及其下游效应基因的表达水平变化，为

白花丹醌的临床应用提供一定的科学参考。 
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