
was tested by the cell cloning assay． Cell migration and invasion were measured by non-Matrigel transwell assay and
Matrigel transwell assay in vitro． Ｒesults Using qＲT-PCＲ analysis，we found ATB expression levels in U87 cell
line was significantly increased compared with HEB( P ＜ 0. 01 ) ． The expression of ATB was remarkable reduced
after U87 transfected with shＲNA-ATB plasmid( the experimental group) compared with U87 cells transfected with
shＲNA control( the control group) ． Cloning formation experiment indicated that colony-formation ability was de-
creased than that of control group( P ＜ 0. 01) ． MTT assay indicated that the number of viable cell was lower than
that of control group( P ＜ 0. 01) ． In addition，Transwell assay further verified that knockdown of ATB significantly
inhibited the migration and invasion ability of U87 cells( P ＜ 0. 01) ． Conclusion ATB knockdown inhibit glioma
cell proliferation，migration and invasion，which indicates that ATB may represent a potential therapeutic target for
the treatment of human glioma．
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HIF-1α基因转染人胃腺癌
SGC7901 细胞对裸鼠移植瘤的影响及机制

汪晓庆1，曹 威2，宋先兵1，潘献柱1，吴义春1，陈晓宇2

摘要 目的 探讨低氧诱导因子( HIF) -1α基因转染人胃腺
癌 SGC7901 对裸鼠移植瘤血管生成及 EphA2 表达的影响及
其可能机制。方法 采用 HIF-1α 基因重组质粒 pGCsi-
shHIF-1α，转染胃腺癌 SGC7901 细胞并接种裸鼠( SGC7901 /
shＲNA，实验组) ，建立裸鼠皮下人胃腺癌移植瘤模型，动态
观测裸鼠肿瘤体积和质量; 设 SGC7901 ( 未转染组) 、转染空
质粒的 SGC7901( SGC7901 /Neo，空载体组) 为对照。观察移
植瘤生长情况，8 周后，获取移植瘤模型瘤组织，称取湿重，

免疫组化 SP法检测移植瘤组织的微血管密度，Western blot

检测上皮细胞激酶 A2( EphA2) 表达。结果 与未转染组比
较，空载体组瘤体积、质量改变不明显，HIF-1α 转染的实验
组的瘤体积、质量明显降低; HIF-1α转染的实验组诱导血管
增生、形成血管生成拟态和 EphA2 蛋白表达较未转染组组、

空载体组明显降低( P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01 ) 。结论 HIF-1α 基
因转染可明显抑制裸鼠人胃腺癌移植瘤的生长，该作用可能
与其抑制肿瘤血管新生、形成血管拟态及 EphA2 蛋白表达
有关。

关键词 胃腺癌; 裸鼠; 低氧诱导因子 1α; 基因转染; 血管
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恶性肿瘤的失控性增生常引起肿瘤组织的微环
境低氧，刺激低氧诱导因子 ( hypoxia-inducible fac-
tor，HIF) -1α的表达增加，进而激活血管内皮生长因
子，促进血管新生和形成血管生成拟态( vasculogen-
ic mimicry，VM) ，从而引起肿瘤早期发生转移［1］。
研究［2 － 5］证实 HIF-1а参与恶性肿瘤发生发展过程。
上皮细胞激酶 A2 ( epithelial cell kinase，EphA2 ) 在
恶性肿瘤中呈高表达，抑制 EPHA2 的表达能够抑制
肿瘤血管生成，并阻止 VM 管道的形成［5］。胃腺癌
是消化道最常见的恶性肿瘤之一，目前有关胃腺癌
中血管新生及 VM 的形成机制尚不明确，该实验拟
将胃腺癌细胞 SGC7901 株通过稳定转染重组质粒
pGCsi-shHIF-1α，接种裸鼠，观测裸鼠皮下移植瘤生
长情况，探讨 HIF-1α 表达沉默对肿瘤血管新生及
EphA2 表达的影响，进一步筛选出 HIF-1α 作用于
血管新生及 VM 形成的可能靶基因。

1 材料与方法

1． 1 材料 人胃腺癌 SGC7901 细胞系由安徽医科
大学免疫学应松成博士提供，本研究室传代保存。
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ＲPMI 1640、胎牛血清购自美国 Gibco 公司; 转染空
质粒的胃腺癌细胞 SGC7901 ( SGC7901 /Neo) 、稳定
转染 shＲNA 干扰 HIF-1α 胃腺癌细胞 SGC7901 /
shＲNA由上海吉凯公司构建和鉴定;蛋白酶 K、DAB
Kit和兔抗 SP免疫组织化学试剂盒购自北京中杉金
桥试剂公司; 羊抗人 EphA2、CD34 购自美国 Sigma
公司; 6 周龄 BALB /c 裸鼠购自上海斯莱克实验动
物有限公司，置安徽省动物实验中心 SPF 条件饲
养。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养与转染 胃腺癌细胞 SGC7901 于
50 ml培养瓶中加入 5 ml 含 10%胎牛血清的 ＲPMI
1640 培养液中，置 5% CO2 的 37 ℃培养箱中常规
静置培养，2 d换液 1 次，长至培养瓶底面 80%时用
0. 25%胰酶消化传代 1 次。取对数生长期的
SGC7901 细胞，按 2. 0 × 105 个接种于含 10%胎牛血
清的 ＲPMI 1640 培养液的培养皿中，待细胞长至约
80%聚合时开始转染。取上述质粒 2 μg稀释于 125
μl的 ＲPMI 1640 培养液中，加 10 μl 脂质体 Lipo-
fectamineTM2000，室温孵育 20 min，培养于 37 ℃培养
箱，CO2 浓度为 5%。6 h后更换新鲜的含 10%胎牛
血清、100 ku /L 青霉素和 100 mg /L 链霉素的 ＲPMI
1640 培养液。阴性对照转染空质粒 SGC7901 /Neo。
含 G418( 400 μg /ml) 的选择性培养液进行筛选、扩
大培养鉴定。将转染重组质粒 pGCsi-shHIF-1α 和
阴性对照质粒的细胞命名为 SGC7901 /shＲNA 和
SGC7901 /Neo。
1． 2． 2 人胃腺癌 SGC7901 细胞裸鼠皮下移植瘤实
验 6 周龄 SPF 级 BALB /c 裸鼠 30 只，雌性，分 3
组，每组 10 只。培养 3 组细胞，SGC7901 细胞为未
转染组，转染空质粒的 SGC7901 细胞 ( SGC7901 /
Neo) 为空载体组，干扰胃腺癌 HIF-1α 基因的
SGC7901 细胞( SGC7901 /shＲNA) 为实验组，3 组处
对数生长期细胞1 500 r /min离心 5 min，收集，ＲPMI
1640 培养液( 无血清) 洗涤 2 次，ＲPMI 1640 重悬并
调整细胞浓度，按组皮下接种于 BALB /c-nu /nu 裸
鼠背部皮下，每只 0. 1 ml，细胞数约 5 × 106 个，构建
裸鼠移植瘤模型，常规饲养，每隔 5 d，肿瘤大小采用
游标卡尺测量，肿瘤体积( V /mm3 ) = ( 长径 ×短径
2) /2。动态连续观察 8 周，每周记录 1 次各组裸鼠
的生存情况和瘤体生长情况，2 个月后引颈法处死
裸鼠。瘤体冰 PBS 冲洗，滤纸吸干，电子称称取裸
鼠瘤体质量重，计算抑瘤率 ( % ) = ( 1 － 实验组瘤
重 /对照组瘤重) × 100%，绘制肿瘤生长曲线。取

部分肿瘤组织置 10%甲醛溶液固定，另部分移植留
瘤组织液氮中速冻后，保存于 － 80 ℃低温冰箱。
1． 2． 3 肿瘤微血管密度的检测 采用免疫组织化
学 SP法，步骤如下:人胃腺癌 SGC7901 细胞部分移
植瘤组织用 10%甲醛溶液常规固定，石蜡包埋、切
片、脱蜡，pH 6. 0 的柠檬酸缓冲液微波抗原修复，
3%过氧化氢孵育消除内源性过氧化物酶，滴加一抗
( 羊抗人 CD34，PBS 稀释 1 ∶ 150) 4 ℃过夜。次日，
滴加兔抗羊二抗; DAB 避光显色，镜下观察，苏木精
复染，自来水冲洗返蓝，中性树胶封固。以 PBS 代
替一抗做阴性对照。随机应用 × 20 倍物镜观察并
进行微血管计数，每个肿瘤组织随机记录 5 个区域
视野下的微血管数，采用南京大学捷达 801 病理图
象分析系统，随机选取 × 20 倍物镜下 6 个视野，观
察 3 组胃腺癌移植瘤中 CD34 阳性染色平均光密度
值。
1． 2． 4 Western blot 检测组织 EphA2 蛋白表达
－ 80 ℃低温冰箱冻存管中少量肿瘤组织，加入蛋白
裂解液，研磨至粉状，置离心管内室温溶解。300 ～
400 W 破碎功率下冷水中超声细胞破反复碎仪破
碎，12 000 r /min 离心 10 min，转移至 1. 5 ml 离心
管;采用 BCA 标准蛋白测定各待测样品的蛋白浓
度。取总蛋白 40 μg 上样，SDS-PAGE 电泳，加入羊
抗人 EphA2 一抗( 1 ∶ 1 000 ) 4 ℃孵育过夜，次日加
HＲP 标记的二抗室温孵育 1 h，ECL 化学发光法曝
光、显影。应用 TanonGis 软件对感光胶片条带进行
灰度值分析，以目的条带与内参照条带 β-actin 的比
值代表目的蛋白的相对表达水平。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用单因素方差
分析，采用独立样本 t 检验观察组间差异，P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 稳定转染 shＲNA 干扰 HIF-1α胃腺癌细胞裸
鼠移植瘤生长情况 皮下注射 SGC7901 ( 未转染组
组) 、转染空质粒的 SGC7901( SGC7901 /Neo，空载体
组) 、转染重组质粒 pGCsi-shHIF-1α 干扰 SGC7901
细胞( SGC7901 /shＲNA，实验组) ，3 周后，显示未转
染组、空载体组裸鼠均造模成功，实验组未见明显成
瘤;随着时间推移，未转染组、空载体组裸鼠瘤体增
加明显，实验组于 4 周后始见瘤体，且瘤体积明显小
于未转染组、空载体组，差异有统计学意义 ( F =
11. 37，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) ，未转染组与空载体空载
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体组间瘤体大小差异无统计学意义，提示 pGCsi-
shHIF-1α 抑制了 SGC7901 细胞肿瘤的生长。整个
实验的 8 周内裸鼠均无死亡病例。见图 1、2 和表
1。

图 1 shＲNA干扰 HIF-1α在 7 周时

对裸鼠模型裸鼠移植胃腺癌生长的作用
A:未转染组; B:空载体组; C:实验组

表 1 shＲNA 干扰 HIF-1α基因转染

对裸鼠胃腺癌肿瘤生长的影响( n = 10，珋x ± s)

项目 未转染组 空载体组 实验组
裸鼠质量( g) 27． 38 ± 1． 84 27． 19 ± 1． 76 25． 61 ± 1． 68*

肿瘤体积( mm3) 3 101． 26 ±216． 34 3 012． 35 ±203． 82 2 316． 27 ±182． 63＊＊

与未转染组比较: * P ＜0. 05，＊＊P ＜0. 01

2． 2 肿瘤微血管密度的检测 采用免疫组化 SP法
染色检测 3 组胃腺癌细胞裸鼠移植瘤中微血管密
度，结果表明，接种胃腺癌细胞 8 周后，未转染组和

空载体组均存在程度不等的血管增生现象。应用图
像分析系统显示，与未转染组和空载体组比较，转染
重组质粒 pGCsi-shHIF-1α 干扰 SGC7901 细胞的实
验组差异有统计学意义( F = 2. 635，P ＜ 0. 05) ，见图
3。

图 2 3 组裸鼠移植瘤在 8 周内的生长曲线

与实验组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 Western blot 检测组织 EphA2 蛋白表达情况
Western blot 实验结果显示，3 组胃腺癌移植瘤组

织中均有 EphA2 蛋白表达，相较于胃腺癌 SGC7901
移植瘤未转染组和转染空质粒的空载体组，干扰胃
腺癌 HIF-1α基因的表达减弱，见图 4A。由图像分
析可知，实验组EphA2蛋白表达显著弱于未转染

图 3 转染重组质粒 pGCsi-shHIF-1α对胃腺癌移植瘤微血管

密度的影响 CD34 免疫组化染色 × 400

A:未转染组; B: 空载体组; C: 实验组; D: 3 组肿瘤微血管

密度平均光密度值;与未转染组比较: * P ＜ 0. 05
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组、空载体组，差异有统计学意义 ( F = 5. 826，P ＜
0. 01) ，见图 4B。

图 4 Western blot法检测 EphA2 蛋白在移植瘤组织中的表达
A: Western blot检测结果; B:蛋白表达的半定量统计图; 与未转

染组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

在肿瘤发生过程中，由于其生长迅速而易造成
局部低氧，肿瘤细胞适应低氧环境所采取的策略之
一是形成多血管体系，模拟正常血管结构及血管通
道，即形成 VM，从而保证肿瘤的血氧供应［2 － 3］。卵
巢癌细胞在低氧培养条件下，肿瘤细胞 HIF-1α mＲ-
NA表达显著升高，且形态学上有呈血管内皮样转
变趋势;而 HIF-1α的抑制剂可抑制卵巢癌血管新生
和阻止卵巢癌细胞形成 VM，过表达 HIF-1α 会促进
内皮祖细胞的增生［3］。另有研究［4］证实，HIF-1α 可
特异性与低氧基因启动子或者增强子结合，参与调
控靶基因转录，促进肿瘤血管生成和形成 VM。本
课题组前期在临床病理工作中显示，中、低分化的胃
腺癌组织中存在由肿瘤细胞围成的 VM，与常见的
肿瘤中心区域坏死灶不同［5］。EphA2 是一种受体
蛋白酪氨酸激酶，能够调节细胞的增生、凋亡、迁移
及血管生成，高表达于恶性肿瘤中，抑制其表达可阻
止 VM管道的形成［6］。研究［7］表明，迅速增长的肿
瘤局部血供缺乏，导致微环境供氧不足，微环境低氧
刺激 HIF-1 表达，HIF-1 有 HIF-1α 和 HIF-1β 两种

形式，其中 HIF-1α 因子是目前较为成熟的细胞因
子，通过影响基因的转录和调控等过程使恶性肿瘤
细胞及组织适应低氧状态，目前已有学者证实，在直
肠癌［8］、非小细胞肺癌［9］、黑色素瘤［10］等恶性肿瘤
中，HIF-1α 亦存在过量表达。但目前 HIF-1α 与胃
腺癌肿瘤生长情况及血管生成和 VM形成研究尚较
少。为进一步研究 HIF-1α 与胃腺癌肿瘤的生长情
况及血管生成和 VM 形成的相关机制，本实验将胃
腺癌 SGC7901 细胞株分为未转染组、空载体组和实
验组，接种裸鼠，观测裸鼠皮下移植瘤生长情况，结
果表明，实验组干扰 SGC7901 细胞出瘤时间延迟，
生长速度减慢，移植瘤体积及质量明显降低;未转染
组和空载体组均存在程度不等的血管增生现象，而
实验组干扰 SGC7901 细胞的血管增生现象显著降
低，表明 HIF-1α可能通过参与胃腺癌肿瘤血管生成
及 VM的形成促进肿瘤生长，HIF-1α 表达沉默可抑
制裸鼠胃腺癌细胞移植瘤在体内的生长，以及血管
生成和 VM形成。

Eph系列蛋白是最大的酪氨酸蛋白激酶受体亚
族，参与胚胎发育、细胞生长和信号传递等重要的生
理过程，EphA2 是重要的该家族成员，可调节细胞增
殖、诱导组织血管生成和基质黏附等作用，其在肿瘤
生长和增殖过程中发挥重要作用，EphA2 在许多人
类肿瘤中有高表达和高活性，如在食管癌、恶性黑色
素瘤等恶性肿瘤中呈高表达［6］。也有研究［11］显示
EphA2 是肿瘤血管生成和 VM 形成的重要蛋白。
Western blot法检测 3 组肿瘤组织中 EphA2 的蛋白
表达，本研究显示胃腺癌 SGC7901 移植瘤未转染组
和空载体组 EphA2 都有较高水平的表达，而干扰胃
腺癌 HIF-1α基因的 EphA2 表达显著下调，推测 E-
phA2 可能是 HIF-1α参与血管生成和 VM 调控机制
中重要的下游靶点。目前关于 HIF-1α 影响 VM 形
成的分子机制目前尚不清楚，VE-cadherin /EphA2 /
PI3K /MMP 信号通路是 VM网络状结构形成的关键
通路，靶向 HIF-1α 能成为治疗胃腺癌一个重要手
段，值得深入研究。

综上所述，本研究在构建 HIF-1α的真核基因表
达重组质粒基础上，并建立稳定表达转染细胞株。
在此基础上，通过皮下注射建立胃腺癌细胞
SGC7901 裸鼠移植瘤模型，HIF-1α 沉默后，胃腺癌
裸鼠移植瘤生长显著受抑，血管形成降低，EphA2 表
达也下降，EphA2 基因在胃腺癌移植瘤的裸鼠中高
表达，肿瘤血管生成明显增加，推测 EphA2 可能是
参与 HIF-1α的 VM调控机制中的下游靶点。
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Effect and possible mechanism of HIF-1α gene transfection
of human gastric adenoma SGC7901 xenografts in nude mice

Wang Xiaoqing1，Cao Wei2，Song Xianbing1，et al
( 1Dept of Pathology，Anhui Medical College，Hefei 230601;

2Dept of Histology and Embryology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the effect of hypoxia inducing factor1 alpha( HIF-1α) gene transfection of human
gastric adenocarcinoma on nude mice transplantation tumor and its possible mechanism． Methods Set SGC7901
( untransfected group) ，empty plasmid transfection SGC7901 ( SGC7901 /Neo，blank load transfection group) for
comparison，gene recombinant plasmid pGCsi-shHIF-1α，transfection gastric carcinoma SGC7901 cells( SGC7901 /
shＲNA，experimental group) inoculated nude mice，to establishanude mice subcutaneous transplantation tumor of
gastric adenocarcinoma model，dynamic observation of nude mice tumor volume and body quality． After eightweeks，
to get tumor tissue transplantation tumor model，weigh wet weight，microvascular density of transplanted tumor tis-
sue was detected by immunohistochemical SP method，epithelial cell kinase A2 ( EphA2) expression was detected
by Western blot． Ｒesults Compared with untransfectedand blank load transfection group，HIF-1α gene transfection
in experimental group tumors had significantly lower in tumor volume，quality and vascular proliferation，EphA2
protein expression significantly lower than that in untransfected and blank load transfection group ( P ＜ 0. 05，P ＜
0. 01) ． Conclusion HIF-1α gene transfection can inhibit the growth of nude mouse transplantation tumor of gastric
adenocarcinoma significantly，which may relateits inhibiting tumor angiogenesis and EphA2 protein expression．
Key words gastric adenoma; nude mice; hypoxia-inducible factor 1α; gene transfection; angiogenesis
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