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绝大多数实体肿瘤中存在低氧微环境#氧分压为
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)低氧微环境与

肿瘤的恶性进展*放化疗的耐受性及预后不良密切相关'
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本实验观察低氧下
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细胞分泌的基质金属蛋白酶
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讨低氧与肿瘤恶性转化的关系)
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由泸州医学院附属医院中

心实验室提供%细胞核蛋白"细胞质蛋白抽提试剂盒$百泰克公

司&%兔抗人
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多克隆抗体$
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细胞培养
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以含
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胎牛血清的
8Y6\.$)0%

培养液培

养
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细胞)分为对照组和低氧组)对照组置于普通常氧

下的
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2R VM
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培养箱内培养%低氧条件参照文献'
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在前期的研究中发现持续灌注低流量$
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#培养液氧

分压$
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&恒定于
1%CC Q
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$参照体内肿瘤的氧分压水平&)

将低氧培养装置置于
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恒温水浴箱内#真空泵抽尽前者的

空气#从入气口灌入含
0&/R M
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和
2R VM
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的混

合气体 $
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气流量至
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#以维持低氧状态#低氧组
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细胞置

于该低氧装置内培养)
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提取细胞核蛋白及
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分析
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分别低氧培养
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和
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#对照组常氧下培养相应时间#各时相点设
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个复孔#实验重复
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次)收集细胞后用
YW3

液漂洗)依照细

胞核蛋白"细胞质蛋白抽提试剂盒说明书提取细胞核蛋白#加

入添加了苯甲基磺酰氟的
V58 9

#漩涡震荡
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#冰浴
$2

C#,
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V58W

#漩涡震荡
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#冰浴
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#
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离心
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#弃上清)对于沉淀#加入添加了苯甲基磺酰氟的
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)蛋白样品加入上样缓冲液煮沸
2C#,

#离

心*上样$

1%

"

=

"道&#行
$%R

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶

电泳$

343.Y9]5

&分离#再转移至聚偏氟乙烯$

Yk4J

&膜)

2R

脱脂奶粉封闭
$@

后#加入
$e1%%

稀释的兔抗人
_J.

(

W

"

L

)2

多克隆抗体#

0U

过夜#用
&

.>E<#,

作内参照)

7W37

洗膜#再加

入
$e$%%%

稀释的辣根酶标记山羊抗兔
\

=

]

#

'-U$@

#洗膜#

滴加
5VO

发光试剂#

W#".8>!

图像处理系统
Q#+;,+#<#:#<

I

模式

监测其曝光显影#并测定蛋白条带相对灰度#相对灰度积分值

0-$1

重庆医学
1%$2

年
)

月第
00

卷第
$)

期

"

基金项目'四川省卫生厅科研项目$

$%%1)$

&)

!

作者简介!杨庆强$

$(-0T

&#副教授#博士#主要从事胃肠肿瘤研究)



代表蛋白的表达量)
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明胶酶谱分析
!

Q7.1(

细胞以
$X$%

)

"孔*含
$%RJW3

的
8Y6\.$)0%
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8Y6\.$)0%

)分别

低氧培养
%

*

)

*

$1
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和
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#对照组常氧下培养相应时间#各

时相点设
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个复孔#实验重复
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次)收集各时段点上清液#按
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考马斯亮蓝
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冰醋酸#

1%R

甲醇

的染色缓冲液和
$%R

冰醋酸#

1%R

甲醇的脱色缓冲液处理#直

至凝胶显现出蛋白负染条带)对负染条带用
W#".8>!

的图像

处理系统进行扫描分析#负染条带的大小*亮度代表
66Y.1

"
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的活性)
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!

统计学处理
!

采用
393(&%

软件进行统计分析#计量资

料用
EP>

表示#行方差分析或
5

检验#以
B

%

%&%2

为差异有统

计学意义)

@
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结
!!

果
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低氧下细胞核内
_J.

(

W

蛋白的表达
!

各时相点设
/

个

复孔#实验重复
'

次)

b;+<;A,BD"<

显示!在常氧下的对照组#

Q7.1(

细胞核内的
_J.

(

W

"

L

)2

表达呈低水平)在低氧组#低

氧最初
)@

#

Q7.1(

细胞核内的
_J.

(

W

表达无显著变化#低氧

$1@

后逐渐升高#

10@

达到顶峰)低氧各时段组$除
)@

组

外&#

_J.

(

W

蛋白的表达均显著高于对照组)低氧可诱导细胞

核内
_J.

(

W

"

L

)2

的表达#见图
$

)
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图%

W

!

b;+<;A,BD"<

分析图%

>
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%
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#与对照组

比较%

B

!

B

%
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#与
%

*
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比较%
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B

%

%&%$

#与
$1@

比较)

图
$

!!

低氧及对照组胞核内
_J.

(

W

)

L
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蛋白表达水平

@&@
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低氧下
66Y.1

"

(

的活性
!

各时相点设
/

个复孔#实验

重复
'

次)

66Y.1

及其前体溶解明胶后呈现分子量为
))

"

-1

X$%

' 的负染条带#

66Y.(

则呈现
(1X$%

' 的负染条带#

Q7.

1(

细胞分泌的
66Y

活性以
66Y.1

及其前体为主)明胶酶

谱分析可检测出
Q7.1(

细胞在常氧下可分泌一定活性的

66Y.1

及其前体和
66Y.(

#低氧最初
)@

#

66Y.1

"

(

活性无

显著变化)低氧
$1@

#

Q7.1(

细胞分泌的
66Y.1

"

(

活性逐渐

上调#

10@

达顶峰)低氧各时段组$除
)@

组外&#

66Y.1

"

(

活

性均显著高于对照组$

B

%

%&%$

&#见图
1

)由此可见#低氧可诱

导
Q7.1(

细胞分泌的高活性的
66Y+

)
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分别为常氧下
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*

$1

*

10
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0/@
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为
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#
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*

-

*

/
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分别为低氧下
)

*

$1

*
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*

0/@

%
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!明胶酶谱分析

图%

>

!

B

%
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#与对照组比较%

B

!

B

%

%&%$

#与
%

*

)@

比较%

E

!

B

%

%&%$

#

与
$1@

比较)

图
1

!!

明胶酶谱分析
66Y.1

)

(

活性

A

!

讨
!!

论

!!

在人和小鼠的肿瘤组织中#距离血管
2%

#

12%CC

处即可

观察到低氧细胞'

2

(

)肿瘤细胞更倾向于糖酵解#即使在氧气充

足的情况下依然会进行糖酵解#这一过程被称为
b>ABFA

=

;GG;E<

'

)

(

)糖酵解过程产生的乳酸会使肿瘤细胞处于酸性微环

境#这一现象在肿瘤低氧区表现得更为明显#实验表明#低氧肿

瘤细胞内
L

Q

值约为
-&%2

#而正常值为
-&'%

)因此#低氧是实

体肿瘤物理外环境的典型特征)

细胞外间质的微环境对实体肿瘤的恶性表型起着重要的

调控作用)癌细胞对低氧的耐受以及演进主要依赖缺氧诱导

因子$

@

IL

"N#>.#,!FE#BD;G>E<"A

#

Q\J

&来进行调节)此外#生物

体内还存在非
Q\J

信号转导通路#从而形成了细胞对低氧应

答的特异性和多样性)

本研究用低氧环境培养
Q7.1(

细胞并提取细胞核蛋白#

以
b;+<;A,BD"<

分析细胞核
_J.

(

W

的表达水平#发现在低氧

$1@

后#细胞核中的
_J.

(

W

开始升高#低氧
10@

#细胞核中的

_J.

(

W

已显著增加#并达到顶峰)正常情况下
_J.

(

W

以同二

聚体或异二聚体存在#并和抑制性蛋白
\

(

W

呈非共价结合而不

能发生核转位)

\

(

W

蛋白泛素化和磷酸化后可激活
_J.

(

W

蛋

白#但其活化过程受严格调控)一旦
\

(

W

被磷酸化#

\

(

W

被含
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期



VFDD

$

VFDD#,

蛋白的一种&的多聚泛素连接酶泛素化#进而通过

蛋白酶体途径降解#

_J.

(

W

与
\

(

W

分离#暴露出核定位信号#激

活
_J.

(

W

#游离的
_J.

(

W

二聚体进入细胞核#在大量激活子的

作用下#

_J.

(

W

复合体与同源
4_9

序列结合产生基因表达的

效应'

-

(

)本研究表明!在低氧诱导下#

Q7.1(

细胞质中的
_J.

(

W

可能经某些因素的作用#从细胞质向细胞核转位#具有转化

活性*位于细胞核的
_J.

(

W

进一步上调其下游基因)

低氧条件会诱导癌细胞分泌许多
66Y+

和血纤维蛋白溶

酶原抑制因子
$

$

Y9\.$

&等破坏细胞外基质的分子'

/.(

(

#从而向

基底层扩散*浸润)

在肿瘤的浸润*转移中#

66Y.1

"

(

所起的作用主要取决于

其活性)本实验的明胶酶谱分析显示!低氧最初
)@

#

66Y.1

"

(

活性无显著变化)低氧
$1@

#

Q7.1

"

(

细胞分泌的
66Y.1

"

(

活性逐渐上调#

10@

达顶峰)低氧各时段组$除
)@

组外&#

66Y.1

"

(

活性均显著高于对照组)高活性的
66Y.1

"

(

降解

)

型胶原#为
Q7.1(

细胞浸润*转移提供通道)

66Y+

因为缺

乏缺氧反应元件$

Q85

&不受缺氧诱导因子的调控#这与尿激

酶型胞浆素原活化物$

FY9

&有所不同)鉴于此#低氧时可能存

在另外一条非
Q\J.$

*

的途径调控肿瘤细胞的侵袭能力)当

整合素受体
*

$

&

'

被激活后#可活化
_J.

(

W

#并使其转位至细胞

核内与
66Y.(

启动子结合#上调
66Y.(

的表达%

_J.

(

W

还可

上调
67$.66Y

的表达#使
66Y.1

的活性进一步增强'

$%.$$

(

)

O#

等'

$1

(也报道#在低氧条件下#通过
_J.

(

W

"

Q\J.$

*

途径可上

调
66Y.1

"

(

的表达)

低氧几乎影响整个肿瘤细胞的功能以及改变大多数信号

转导途径的活性#这些信号途径并不是孤立存在的)肿瘤细胞

在适应低氧并演进过程中#需要多条信号通路的协调#如
Q\J.

$

与
_J.

(

W

协同作用!一方面#

Q\J.$

可以激活
_J.

(

W

%另一方

面#低氧激活
_J.

(

W

#

_J.

(

W

转入核内又能与
Q\J.$

*

启动子

区域
.$(-

"

$//

结合#上调
Q\J.$>C8_9

和蛋白水平'

$'

(

)此

外
Q\J.$

的激活还需要
_J.

(

W

和低氧后翻译后调节机制的共

同调节'

$0

(

#如此形成肿瘤细胞低氧应答的组织特异性和多样

性)本实验发现!在低氧的诱导下胞核中
_J.

(

W

和
66Y.1

"

(

的活性明显上调#且上调趋势同步)因此推测!不同与
Q\J.\

#

_J.

(

W

可能是低氧下的另一重要调控途径#可通过上调
66Y.

1

"

(

的活性使肿瘤细胞的侵袭性增加)
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