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摘 要

目的：在前期工作基础上，探讨 SR-B1 能否通过 HIF信号途径促进肾透明细胞癌的增殖并阐明其分

子机制。

方法：（1）结合课题组前期结果，SR-B1 在肾小管上皮细胞 HK-2 中低表达，肾透明癌细胞 786-0

中高表达，故应用 SR-B1 过表达质粒转染提高肾小管上皮细胞 HK-2 中 SR-B1 的表达，反向应用

SR-B1抑制剂BLT4抑制肾透明癌细胞 786-0中 SR-B1的表达后，检测、比较处理前后各组细胞 SR-B1

蛋白和 HIF-1a 蛋白的表达差异；（2）用免疫共沉淀实验（CO-IP）方法检测在肾透明细胞癌中，SR-B1

与 HIF 信号通路相关蛋白 HIF-1a 是否存在相互作用；（3）在 SR-B1 抑制剂 BLT4抑制 786-0 细胞

内 SR-B1表达后，应用 HIF-1a 过表达质粒转染提高 786-0细胞中 HIF-1a 的表达，CCK-8及Western

blot 法检测、比较是否可减少 BLT4 对细胞增殖以及 SR-B1 和 HIF-1a 的影响；（4）应用质粒转染

HK-2 细胞以提高 SR-B1 的表达后，加入 HIF1a 抑制剂 IDF-11774，CCK-8 法及Western blot法检测、

比较是否可以抵消或部分减少HK-2细胞中 SR-B1过表达后对细胞增殖以及 SR-B1和HIF-1a的表达

影响。

结果：（1）HK-2细胞过表达 SR-B1质粒后，HIF-1a和 SR-B1蛋白表达水平均较对照组升高，差异

具有统计学意义；SR-B1特异性抑制剂 BLT4处理 786-0细胞后，HIF-1a 和 SR-B1 的蛋白表达水平

均较未处理组降低，差异具有统计学意义；（2）在 786-0细胞中，SR-B1与 HIF 通路相关分子 HIF-1a

存在蛋白互作；（3）SR-B1 特异性抑制剂 BLT4 可以降低 786-0 细胞中 HIF-1a 和 SR-B1 的蛋白表

达水平，并抑制细胞的增殖；HIF-1a 过表达质粒可以有效的阻断 SR-B1 抑制剂 BLT4对 HIF-1a 蛋白

的抑制作用，并提升细胞的存活率，但其对 SR-B1的蛋白表达无影响，差异均具有统计学意义；（4）

SR-B1过表达质粒可以升高 HK-2细胞中 HIF-1a 和 SR-B1的蛋白表达水平，并提高细胞的存活率；

HIF-1a 特异性抑制剂 IDF-11774可以阻断 SR-B1过表达质粒对 HIF-1a 蛋白的升高作用，及对增殖的

影响，但 SR-B1的蛋白表达水平不受影响，差异均具有统计学意义。

结论：SR-B1 可以调控 HIF信号通路的关键分子 HIF-1a，促进肾透明癌细胞的增殖。

关键词：肾透明细胞癌； SR-B1； HIF-1a；HIF信号途径

论文类型：A（基础研究）
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Abstract
Objective: On the basis of previous studies, this study aimed to investigate whether the SR-B1 promoted

the development of renal clear cell carcinoma through HIF signaling pathway and elucidate its molecular

mechanism.

Methods: (1) Overexpression of SR-B1 gene in HK-2 cells, Western blot was used to detect the expression

of HIF-1a protein. 786-0 cells were treated with the inhibitor of SR-B1(BLT4).Western blot was used to

detect the expression of HIF-1a; (2)Immunoprecipitation assay(CO-IP) method was used to test the

proteininteractions between SR-B1 and HIF-1a in 786-0 cells; (3)786-0 cells were transfected with the

HIF-1a overexpression plasmid, after the expression of HIF-1a was increased, the cells were treated with

BLT4. CCK-8 experiment was used to detect the changes of proliferation; Western blot experiment was

used to detect and compare the expression of SR-B1 and HIF-1a protein; (4) The normal renal tubular

epithelial cells HK-2 were transfected with SR-B1 overexpression plasmid, then, the cells were treated with

IDF-11774. CCK-8 experiment was used to detect the changes of proliferation; Western Blot experiment

was used to detect and compare the expression of SR-B1 and HIF-1a protein.

Results: (1) SR-B1 overexpression plasmid increased the expression of HIF-1a protein in HK-2 cells;

SR-B1 inhibitor(BLT4) decreased the expression of HIF-1a protein in 786-0 cells. These differences were

statistically significant; (2) There are protein interactions between SR-B1 and HIF-1a protein in 786-0 cells;

(3) BLT4 can reduce the expression of SR-B1 and HIF-1a protein in 786-0 cells and inhibit the

proliferation of cells; HIF-1a overexpression plasmid blocked the effect of BLT4, increased the expression

of HIF-1a protein and cell viability.These differences were statistically significant;(4) SR-B1

overexpression plasmid increased the expression of SR-B1 and HIF-1a protein in HK-2 cells and increased

cell viability; HIF-1a inhibitor(IDF-11774) blocked the effect of SR-B1 overexpression plasmid and

decreased the expression of HIF-1a protein and cell viability. These differences were statistically

significant.

Conclusions: SR-B1 may promote the proliferation of clear cell renal cancer cells(ccRCC) through HIF

signaling pathway.

Key words: Renal clear cell carcinoma, SR-B1, HIF-1a, HIF signaling pathway

Type of thesis:A (Basic research)
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英文缩略语表

英文缩写 英文全名 中文译名

SR-B1 Scavenger receptor class B, type 1 B类 1型清道夫受体

CCRCC Clear Cell Renal Cell Carcinoma 肾透明细胞癌

HIF-1a Hypoxia inducible factor 1a 缺氧诱导因子 HIF-1a
IDF-11774 Hypoxia inducible factor 1a inhibitor,IDF11774 HIF-1a 抑制剂，IDF-11774
PBS phosphate-buffered saline 磷酸盐酸缓冲液

CO-IP co-immunoprecipitation 免疫共沉淀

OD Optical Density 光密度

DMSO Dimethyl sulfoxide 二甲基亚砜

RCC Renal Cell Carcinoma 肾癌

EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid 乙二胺四乙酸

β-actin Anti-beta Actin 肌动蛋白

TEMED Tetramethylethylenediamine 四甲基乙二胺

PMSF Phenylmethyl sulfonylfluoride 苯甲基酞磺氟化物

CoCl2 Cobalt Chloride 二氯化钴
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前 言

（Introduction）
肾透明细胞癌（ clear cell renal cell carcinoma， ccRCC）是最常见且死亡

率最高的肾细胞癌亚型 [1]，占肾细胞癌的 70% ~ 85% [2]，其特点是易转移、预

后差， 25%的患者在确诊时已为临床晚期阶段，且肾癌患者术后复发率高达

20% [3]，故迫切需要阐明其分子机制。

近年来，大量研究表明 ccRCC 存在胆固醇与脂质代谢异常[4, 5]以及缺氧诱导途径

HIF-VEGF通路的异常激活。其中，胆固醇代谢的异常主要表现为肾透明细胞癌内

总胆固醇(TC)和胆固醇酯 (CE)的含量显著高于正常肾脏组织 [6]，且胆固醇显著促

进肾透明细胞癌细胞的发生和发展[7]。在胆固醇代谢异常的机制方面，本课题组前期

研究及文献报道均发现，肾透明细胞癌中胆固醇的过度积累是 HDL 胆固醇摄入增加

的结果[5]，其对 HDL胆固醇酯的吸收依赖于 B型 1类清道夫受体（Scavenger receptor
class B type 1，SR-B1）在细胞表面的表达 [8]，而 SR-B1是 HDL胆固醇酯唯一的吸收

分子，其在肾透明细胞癌的脂质代谢里起着重要的影响。另一方面，肾透明细胞癌中缺

氧诱导途径即 HIF-VEGF 通路的异常活化被认为是肾透明细胞癌发病中经典的促癌

机制，HIF的激活可以引起下游 VEGF 的活化，并促进血管的生成 [9]。舒尼替尼

作为阻止 VEGF 与 VEGFR 结合的抑制剂 [10]，是已用于临床的转移性肾透明细

胞癌的靶向化疗药物 [11]。那么脂质代谢和 HIF-VEGF 之间是否可以相互调控，促进

肿瘤的发生发展，值得思考与研究。

课题组前期研究发现：（1）在肾透明细胞癌组织和细胞中，SR-B1 在均

较正常的组织和细胞显著高表达；沉默肾透明细胞癌细胞中的 SR-B1 基因后，不

仅存在细胞中 HDL 胆固醇脂的含量下降，而且明显抑制了细胞的增殖、迁移、

侵袭、凋亡等生物学行为，将 SR-B1 基因转入正常肾小管上皮细胞后，促进

HDL 胆固醇脂的吸收与细胞的增殖；（ 2）应用表达谱芯片发现：沉默 SR-B1 基

因后，多条重要的通路如 ERK/MAPK、HIF-VEGF等中的关键基因的表达均存在不同程

度的下调，提示 SR-B1 基因可能与多个信号通路共同作用，调控肾透明细胞癌

的发生发展；（3）ERK/MAPK信号通路关键分子 p-ERK、ERK在肾透明细胞癌中高

表达；沉默肾透明细胞癌细胞 786-0细胞内 SR-B1 基因后，ERK/MAPK信号通路中的

关键蛋白 p-ERK 和 ERK 在肾透明细胞癌的表达明显降低，CO-IP 实验 SR-B1 与

ERK/MAPK 信号通路中的 p-ERK、ERK 存在互作，证明 SR-B1 可能通过 ERK/MAPK
信号通路中的关键蛋白 p-ERK和 ERK相互作用，进而促进肾透明细胞癌的增殖；（4）
随后的液相质谱实验分析发现：SR-B1可能通过 HIF-VEGF 信号通路中的 Elongin C蛋

白以及 ERK影响 HIF通路。以上前期结果提示 SR-B1可以直接影响 HIF-VEGF信号通

路，或通过 ERK间接调控 HIF，值得研究证实。

通过查阅文献，我们了解到，一方面 HIF-1a和 HIF-2a是 HIF-VEGF信号通路的关
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键分子，延伸因子 Elongin C可与 p-VHL、Elongin B 和 Cullin-2形成一个具有活性的

复合物，常氧下介导 HIF-1a 和 HIF-2a 的降解[10]，且 HIF-1a 被证实在肾癌等肿瘤里过

表达[12]。在早期肾细胞癌中，HIF-1a 的水平因 VHL缺失而明显升高[13]，进而激活下游

癌症相关效应如促进血管生成、代谢适应和肿瘤进展的其他关键方面[9]，且高达 92%的

肾透明细胞癌患者有 VHL 的突变。而有文献报道 ERK/MAPK对 HIF-1α活化具有关键

作用[15]，在恶性肿瘤中，HIF-1a 的表达和活性可以通过 ERK/MAPK信号转导途径来调

节[9, 16, 17]。ERK/MAPK通路不仅参与 HIF-1a 蛋白合成的调控[18]、还参与其转录活性的

增强[19]以及在体内、体外的直接磷酸化[20]。不仅如此，ERK/MAPK通路的上调也可以

增加 HIF-1a的表达，从而增加 VEGF的转录活性并促进细胞增殖[21]。基于课题组前期

研究和相关文献报道，我们可以得出 SR-B1可以调控 HIF 信号通路，但 SR-B1是如何

调控 HIF 信号通路，值得深入探讨。而当前海内外均未见 SR-B1 在肾透明细胞癌中调

控 HIF信号通路的研究报道。

结合前期实验结果及文献，我们提出以下假说（图 1）：SR-B1能否通过直接影响

HIF，以及通过 ERK介导调控 HIF，从而影响肾透明细胞癌的进展。故本研究拟在前期

工作基础上，通过Western blot、质粒转染、CCK-8、免疫共沉淀（CO-IP）等方法，通

过正向与反向实验，检测、比较 SR-B1的表达是否影响 HIF 的表达，二者之间是否存

在蛋白互作，SR-B1对细胞的增殖作用是否可被 HIF 的表达影响。结合课题组其他同学

开展的 SR-B1是否通过 ERK/MAPK调控 HIF信号通路的实验结果，从而阐明 SR-B1
能否通过影响 HIF信号通路，参与肾透明细胞癌的进展。

图 1：SR-B1通过影响 HIF信号途径促进肾透明细胞癌进展的可能机制
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材 料 与 方 法

(Materials & Methods)
1. 材 料

1.1 细胞株、质粒

1.1.1研究对象

人正常肾小管上皮细胞和肾透明细胞癌细胞购自上海富衡。

1.1.2.质粒构建

携带荧光的过表达质粒和菌液均由吉凯公司制备。

1.2 主要试剂、耗材

1.2.1 常规处理细胞相关试剂和耗材

1. DMEM-F12培养基（GIBCO，美国）

2. 胎牛血清（GIBCO，美国）

3. 胰蛋白酶含 0.25%EDTA（Solarbio 公司，中国）

4. 培养瓶（25cm2、75cm2）（江苏海狸生物公司）

5. DMSO（Sigma公司）

6. 青链霉素（Solarbio 公司，中国）

7. PBS（上海生工公司）

8. 15ml、50ml离心管、2ml冻存管（Corning公司，美国）

9. EP管（500μl、1.5ml、2ml、5ml）（Corning公司，美国）

10. 6孔细胞培养板（Corning公司，美国）

1.2.2 细胞增殖实验相关试剂和耗材

1. 96孔板、6孔板（Costar 公司，美国）

2. 无酶 EP管（1.5ml、2ml）（Corning公司，美国）

3. CCK-8试剂盒（同仁公司，北京）

4. 枪头（Corning公司，美国）

1.2.3质粒提取和转染实验相关试剂和耗材

1. 无内毒素抽提质粒试剂盒（OMEGA公司，美国）

2. 胰蛋白胨（英国 Oxoid公司）

3. 酵母粉（英国 Oxoid公司）

4. 卡那青霉素（Solarbio 公司）

5. 氨苄青霉素（Solarbio 公司）

6. 固体 NaCl（上海生工公司）
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7. 无水乙醇、异丙醇（上海生工公司）

8. Lipofectamine 2000 试剂（Invitrogen公司，美国）

9. DMEM-F12培养基（GIBCO，美国）

10. 无酶 EP管（500μl、1.5ml、2ml）、离心管（50ml)（Corning公司，美国）

11. 无酶枪头（10μl、200ul、1ml）（Corning公司，美国）

12. 甘油（Solarbio 公司）

13. 250ml锥形瓶

1.2.4 Western blot 实验所需的试剂、耗材及 SDS-PAGE 凝胶的配制

1. 高效 RIPA裂解液（Solarbio公司，中国）

2. PMSF（Solarbio公司，中国）

3. 4 ×蛋白上样缓冲液（Solarbio公司，中国）

4. 5 ×蛋白上样缓冲液（Solarbio公司，中国）

5. 30%丙稀酰胺（Solarbio公司，中国）

6. Tris、Glycine、SDS（十二烷基硫酸钠）（Solarbio公司，中国）

7. TEMED溶液（Amresco，美国）

8. 固体 NaCl（上海生工公司）

9. 蛋白Marker（Thermo公司）

10. 奶粉（伊利）

11. 牛血清白蛋白 BSA（Solarbio公司，中国）

12. 厚滤纸（BIO-RAD公司，美国）

13. 曝光胶片（柯达公司）

14. PVDF 膜（Millipore公司，美国）

15. ECL化学发光试剂盒（Thermo公司）

16. Western blot主要抗体及浓度见表 1：

1.2.5 C0-IP实验所用耗材及 SDS-PAGE 凝胶的配制

1. 高效 RIPA裂解液（Solarbio公司，中国）

2. PMSF（Solarbio公司，中国）

3. 4×蛋白上样缓冲液（Solarbio公司，中国）

4. 30%丙稀酰胺（Solarbio公司，中国）

5. Tris、Glycine、SDS（十二烷基硫酸钠）（Solarbio公司，中国）

6. TEMED溶液（Amresco，美国）

7. 固体 NaCl（上海生工公司）

8. 蛋白Marker（Thermo公司）

9. 奶粉（伊利）

10. 牛血清白蛋白 BSA（Solarbio公司，中国）

https://detail.1688.com/offer/1165367770.html
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11. 厚滤纸（BIO-RAD公司，美国）

12. 曝光胶片（柯达公司）

13. PVDF 膜（Millipore公司，美国）

14. ECL化学发光试剂盒（Thermo公司）

15. Western blot主要抗体及浓度见表 1：
表 1 Western blot实验所用抗体

Table 1 Antibody detected in Western blot

名称 抗体来源类型 抗体稀释浓度 所购公司 货号

SR-B1 兔抗人（单抗） 1：1000 Abcam ab217318

HIF-1a 兔抗人（单抗） 1：800 Abcam ab51608

β-actin 鼠抗人（单抗） 1：1000 北京中杉 AF09

16.实验中用到的分离胶及浓缩胶见表 2（单位 ml）：

表 2 SDS-PAGE 凝胶的配制

Table 2 The preparation of SDS-PAGE gel

分组 10%分离胶（2块胶） 5%浓缩胶（2块胶）

ddH2O 4.6 3.8

30%丙烯酰胺 2.6 0.67

0.5M Tris（PH6.8） - -

1.5M Tris（PH8.8） 2.6 -

10%SDS 0.1 0.04

10%AP 0.1 0.01

TEMED 0.004 0.004

1.3 主要仪器设备

表 3 主要仪器设备

Table 3 Major instruments and equipments

仪器设备 公司

SW-CJ-1F型超净工作台

371型 CO2培养箱

上海博讯公司，中国

Thermo Fisher公司，美国

7500 Fast实时荧光定量 PCR仪 ABI公司，美国

https://detail.1688.com/offer/1165367770.html
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GEL-DOC2000凝胶成像仪 BIO-RAD公司，美国

微量台式离心机 Eppendorf

MilliQ水装置 Millipore公司，美国

AB204-E电子天平 MonoBloc公司

双开门冰箱, 4℃/- 20℃ 海尔公司，中国

CHK OLYMPUS显微镜 Olympus optical公司，日本

Biofuge Stratos台式冷冻离心机 Thermo公司，美国

电泳仪 BIO-RAD公司，美国

电转膜仪 BIO-RAD公司，美国

Cu-420型恒温水箱

海尔 BD/BC197SZG冷藏用柜

一恒科技有限公司，上海

海尔公司，中国

蒸汽高压灭菌锅 三洋电机公司，中国

xMark酶标仪 BIO-RAD公司，美国

-80℃冰箱 NURAIR公司

高压蒸汽灭菌锅 SANYO公司，日本

Milli-Q Integral水纯化系统 Millipore公司，美国

2 方法

2.1 细胞复苏

1. 首先把水浴锅加热至 37℃，把所需的培养基进行加热，在超净台里放置实验所需基

本物品，紫外线消毒 30分钟。

2. 消毒完成后，打开自然灯，戴消好的无菌手套，75%酒精棉球擦超净台至少 3遍，

将实验所需培养基喷入超净台。

3. 15ml离心管中加入 3ml培养基，-80℃冰箱里取出细胞，在 37℃水浴锅中来回快速

晃动冻存管。快要完全融化时，移入超净台，把液体移入到已加好 3ml培养基的 15ml
离心管中，进行离心。

4. 提前配好培养基，800rpm，高速离心 4min，倒去上清，枪头吸出残余液体，吸入

1ml培养基悬浮细胞，放入瓶中培养。

5. 在培养瓶上写清楚细胞名称及代数，瓶底写培养瓶第一次使用日期，放入培养箱中

培养，第二天可观察细胞状态，进行换液。

2.2 细胞传代

1. 观察培养瓶的细胞，当细胞状态较好，密度达到百分之九十以上时，便可进行传代。

2. 在超净台里移入实验所需的移液枪、枪盒、75cm2培养瓶、15ml离心管等试验耗材，
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酒精喷壶（75%酒精）备用。将胰酶、PBS、培养基预热。紫外线消毒 30min。
3. 消毒完成后，戴上无菌手套后先将超净台台面擦干净，酒精棉球擦拭水浴锅中的试

剂瓶，放入超净台中。

4. 取出细胞，在操作台内打开，并将其和培养瓶放在干净区域，移除废液，用 3mlPBS
洗 2次后倒出清洗液。

5. 培养瓶内加 1ml胰蛋白酶，静置 1min，镜下若见贴壁细胞形态变成圆形且透亮时，

向瓶中吸入 3ml有血清培养基。

6. 混合液吸入 15ml离心管里旋转离心，倒掉残余液体，添加含 10%胎牛血清的培养

基，吹匀之后，传入 75cm2的培养瓶中，进行生长。

2.3 HK-2 细胞转染

1. 先将 HK-2 细胞消化下来，铺进 6孔板中（每孔 20-30 万细胞），若第二天细胞密

度达到 70%-80%即可进行转染。

2. 分为过表达质粒组和阴性对照组。在EP管配制转染试剂，两组 2mlEP管分别放500ul
无血清 DMEM，每个 EP管内先加 7.3ul Lip2000，混匀放 5min。

3. 5min后混入 4.9ug过表达质粒和阴性质粒，均匀吹打，室温静置 30min，30min期
间将 6孔板里的含血清 DMEM换成不含血清的 DMEM原液，放进 37度恒温培养

箱，30min后取出 6孔板，将板内液体换成配置好的混合液。

4. 37度恒温培养箱生长，4-6h后将板中液体替换成有 10%血清的 DMEM。

5. 细胞转染 48小时后，在镜下查看细胞的荧光亮度并计算转染水平，也可提取 RNA
或蛋白备用。

2.4 786-0 细胞转染

1. 先将 786-0细胞消化下来，铺进 6孔板中（每孔 20-30万细胞），若第二天细胞密

度达到 70%-80%即可进行转染。

2. 分为过表达质粒组和阴性对照组。两组 2mlEP管中分别放 500ul无血清 1640原液，

每个 EP管内先加 7.3ul Lip2000，混匀放 5min。
3. 5min后混入 4.9ug过表达质粒和阴性质粒，均匀吹打，室温放置 30min，30min期

间将 6孔板里的培养基换成不含血清的 1640原液，放入 37度恒温培养箱，30min
后取出 6孔板，将板内液体换成配置好的混合液。

4. 37度恒温培养箱生长，4-6h后将板中的液体替换为含 10%胎牛血清的 1640，观察。

5. 细胞转染 48小时后，在镜下查看细胞的荧光亮度并计算转染水平，也可提取 RNA
或蛋白备用。

2.5细菌培养及无内毒素质粒的提取

2.5.1摇菌

1. 称取 0.25g酵母粉，0.5g蛋白胨，0.5gNaCl移入锥形瓶里，加入 50ml已高压的双蒸
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水并充分震荡，高压。

2. 压好的混合液冷却至 60度左右时，按卡那霉素/胺苄与混合液 1:1000的比例加入锥

形瓶，完全混匀后，封口，把锥形瓶放于 37℃摇菌床上，摇晃 12-14h。
3. 按时将摇好的菌液及时取出，将其中一部分菌液按甘油：菌液 200：800的配比移入

2mlEP管中，封口，贮存于-80℃冰箱内备用，其余菌液用于提取质粒。

2.5.2质粒提取

1. 准备工作：先将 N3 Buffer 放于冰盒上降温，水浴锅温度调至 42℃，离心机温度调

至 20℃。

2. 把菌液移入 50ml离心管，在 13000转条件下，高速离心 10min。离心完毕弃上清，

随后把 1500ul 的 Solution I/RNase A混合液吸进离心管，充分摇晃，致细菌充分漂

浮，然后把每组菌液分至 3个 2mlEP管中。

3. 向每个 EP管中加入 500ul Solution II，轻轻地混匀，为避免 DNA 断裂，静置 2min
左右。

4. 向每个 EP管中吸入 250ul N3 Buffer，充分混合，产生白色絮状物后即可停止，于常

温下，大于 12,000转条件下旋转离心 10min。
5. 完成后可看到 EP管上方的清亮液体，把上清液转移到另一个 EP管中，吸入十分之

一上清液体积的 ETR ，摇匀后置于冰块上 10min。
6. 冰浴结束后，置于 42℃干锅中 5min，室温下离心（12000转，3min）。离心完成后

可以看到 EP管中液体的分层，其中最下层可看到蓝色液体，转移上清液至新的 EP
管，避免吸到蓝色分层，加入 0.5倍体积的无水酒精，常温放置 1-2min。

7. 首先把 2ml收集管中装上 HiBind ，移入 700ul混合液至 HiBind中，10000转、1min
旋转，倒掉过滤液。重复此步，至混合液全部滤出。

8. 向柱中加 500ul HBC Buffer，离心（10000转、1min），弃滤液。于柱中加 700ul DNA
Wash Buffer，，离心（10000转、1min），弃滤液，然后再重复加 700ul DNAWash
Buffer离心一次。

9. 把 HiBind柱插入收集管，离心空柱子（10000转、3min）。

10. 把 HiBind柱放入新的 EP管中，向 HiBind柱子中加 100ul 洗脱液，离心（10000转、

2min），洗脱出 DNA，然后重复此步骤一次。检测提取的质粒的浓度。

2.6 CCK-8法检测细胞增殖实验

1. 6 孔板中转染过表达质粒和阴性质粒，24h 后将细胞处理下来，计数，均匀铺入 4
块 96孔板中，每孔铺入 3000个细胞。5h后取出第 1块 96孔板，关掉自然灯，每

孔中滴加 10ul CCK-8试剂。

2. 37℃培养箱反应 2h后取出，于 A450nm处测 OD值，即为 0h的 OD值。同样方法

测量 24h、48h、72h相应时间点的 OD值。

2.7模拟细胞缺氧环境实验
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1. 细胞复苏以后，移入 37℃培养箱中孵育 24h。
2. 24h后进行消化，计数，均匀铺入 6孔板中，每孔铺 2 -3×10^6个细胞。

3. 12h后去除培养基，用 PBS清洗 2遍。

4. 吸除 PBS，按照 2ml培养基和 6ulCoCl2的比例配制新的液移入 6孔板中。

5. 把 6孔板移入 37℃培养箱中反应 2h后，拿出 6孔板。

6. 提蛋白或 RNA进行后续实验。

2.8 Western blot方法步骤

2.8.1 提蛋白步骤

1. 准备好枪及枪头，高压好的 PBS等物品，首先取出准备提取蛋白的 6孔板，将培养

基吸除，每孔用 2ml高压的 PBS处理 2次，最后把干净的 6孔板放在冰盒上。

2. 按照 RIPA：PMSF为 100ul:1ul的比例在 1.5ml的 EP管里配置裂解液，并向冰盒上

的六孔板内每孔均匀加入 100-200ul 的裂解液，轻轻拍动孔板，使裂解液能够均匀

覆盖整个底面，冰盒上六孔板放置 30min左右；

3. 时间到后在冰盒上操作，用蓝色枪头或细胞刮刀将每个孔全部细胞刮下来，均匀用

力，然后把刮下的混合液吸入到 1.5ml无酶 EP管里。

4. 离心机提前降温至 4度，把细胞对称放入，12000rpm，20min后可以观察到 EP 管

上层有清亮透明液体，将液体吸入至另外一个 EP管内，同时在实验记录本上记录

吸取液体的总体积。

5. 打开电脑及测定蛋白浓度的软件，首先用无酶水将测量蛋白的探头清洗干净，校正

调零，用高压过的枪头吸取 1ul的蛋白液体轻轻放置探头上，测定浓度后将浓度值

记录到实验记录本上，每个样本测量 3次，测量完成后关闭软件及电脑；

6. 测量完成后通过计算将每组需要配平的裂解液补齐，浓度调为一致，并向每组滴加

上清 1/3体积的 4×loading buffer；
7. 将干锅温度调至 100 度，将处理好的蛋白放于干锅上煮 8分钟，时间到后将 EP管

内气体放出晾至室温后，即可保存并记录蛋白提取时间及浓度。

2.8.2 SDS-PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电泳

1. 先将干净的厚薄玻璃板取出，将厚薄板对齐，薄板放在厚板的有凹槽的一面，然后

用胶架固定，放在胶架上，然后向厚薄板中间的缝隙中加干净的双蒸水，计时

5-10min，不漏水即可使用，倒掉缝隙中的双蒸水并用滤纸擦干净，在干净的烧杯中

先配制分离胶，从一侧缝隙缓慢注入并继续加入双蒸水液封分离胶，计时 50min左
右，等分离胶与双蒸水之间出现明显的分割线后便可倒掉双蒸水并用滤纸擦干净，

然后再配制 5%浓缩胶注入板中，避免生气泡，静置 30-50分钟，等待凝固后便可取

下胶板，保鲜膜包裹记录日期平放冰箱保存。

2. 取出电泳设备，并将需要的蛋白从冰箱取出振荡仪震动融化。然后把提前制备的胶
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取出，并将胶固定于电泳夹上，配制新鲜的 1×电泳液并将其倒在胶板之间的槽内，

液体没过梳子上缘，然后将梳子缓慢拔出，孔内避免产生气泡，缓慢向各孔加入需

要的蛋白的适宜的上样量，将电泳槽周围注入电泳液，盖上盖子，打开电源并设置

好电压及时间即可开始电泳，注意将电泳仪放入装有水的盆子里，并将盆内放满冰

块。

2.8.3 转膜

1. 电泳完成之前便可剪膜，膜孔径一般为 0.22μm或 0.45μm，首先根据蛋白分子量的

大小取出相应的 PVDF膜，取出膜时注意不要碰到两层蓝膜中间的白膜，为避免浪

费，长度一般会多出一个上样孔的长度，宽度多为 1.5cm左右，也可根据需要裁剪，

裁剪完放入干净的皿中，裁剪滤纸时长宽均要比膜小 0.2cm，裁剪完可在膜上剪角

做标记。

2. 电泳快结束时首先向皿中倒入甲醇浸泡，时间大约 3-5min，然后再换成 1×电转液浸

泡 15min左右，备用。电泳完成后取下胶板，用切胶板从薄板一侧缓慢撬动，将厚

薄板分离，根据 marker选择目的蛋白并切胶，移入提前配好的 1×电转液中；

3. 首先将半干转转膜仪用湿润的滤纸擦一遍，然后先将浸泡的滤纸平铺在转膜仪中间，

其次是 PVDF膜，确保滤纸与 PVDF膜之间没有气泡，最后是滤纸。放好之后盖上

盖子并设定好电压及时间即可开始转膜。

2.8.4 免疫反应

1. 转膜完成之前要将封闭用的 BSA溶液或脱脂奶粉溶液配好，均用 TBST配制，放入

孵育盒中，每格 5ml，转膜完成后把 PVDF膜夹出并且放入孵育盒中，孵育盒放到

摇床上，转速 50左右，常温下封闭 2-4小时；

2. 封闭期间可进行一抗的配制，根据一抗的浓度用脱脂奶粉TBST溶液或者BSATBST
溶液进行配制，封闭完成后，把 PVDF 膜从盒中夹出并放到一抗溶液中，4℃冰箱

过夜，一般一抗孵育时间大于 12h；
3. 一抗孵育结束后将 PVDF膜取出并放入 1×TBST里，放到摇床上，转速 100左右，

每隔 5分钟换一次 1×TBST，共进行 6次，结束后把 PVDF膜移入提前配好的二抗

中，二抗浓度一般为 1:5000-1:20000，配制方法同一抗，常温下摇晃 2小时；

4. 时间到后，再次洗膜，方法同一抗，每 5分钟换一次 1×TBST，共需 30min。

2.8.5 曝光及拍照

1. 准备曝光的物品，进入暗室进行曝光，首先将各种物品摆放好，避光条件下将胶片

取出并剪好，可在胶片上做标记。取出发光试剂盒，在 EP管中两种液体按 1：1比
例配制，混合均匀。

2. 将皿中的膜取出，尽量将多余的 TBST溶液甩掉，并将膜放于曝光板上，膜有蛋白

的一面向上，用干净的枪头吸取发光试剂 180-200ul 均匀的滴在膜上，滴完用干净
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的保鲜膜把 PVDF膜及曝光板包裹在一起。于黑暗的地方观察是否出现荧光亮，荧

光出现后及时将剪好的胶片覆盖于膜上，用压片板压住；

3. 根据实际情况调整压片时间，曝光之后把胶片放入显影液中，几秒后用镊子取出观

看条带显示情况，若没显示，则继续，若成功，及时移入定影液中；

4. 将各种液体回收并收拾好物品，将定影的胶片用自来水冲洗干净，置于泡沫板上晾

干。待胶片晾干后进行拍照。

5. 将拍好的照片用 Gel-Pro analyzer 5软件进行灰度分析。

2.9 免疫共沉淀实验（CO-IP）

2.9.1 总蛋白提取

1. 选取 2ml的 EP管放入冰盒中，将 1000ml非变性裂解液，10ul PMSF加入到 EP管

中充分混匀，配置非变性裂解液，用于一个 75cm2的透气培养瓶。

2. 把细胞从瓶中处理下来，装入 1.5的无酶 EP管里，离心去上清，再用 1×PBS清洗

一遍，离心，向 EP管中加 1000ul预冷的非变性裂解液，吹打混合液，使两者完全

融合，放于冰盒上静置 20-30min。
3. 在 6℃温度下震裂细胞 2s/次 3-5次后，12000转，5 min，4℃离心。

4. 吸取 1.5-2ul蛋白液测浓度。

5. 吸取 36ul蛋白液，吸取 1/3蛋白体积的 4×上样缓冲液，100℃，8min煮熟蛋白，冷

却后放入-20/-80℃冰箱保存，作为总蛋白（input）用。

6. 将剩下的蛋白液分入两份等体积的 EP管中，IgG管 1000ul，目的 1000ul。

2.9.2 抗体与蛋白结合

1. 加 SR-B1抗体 7ul在对应的 EP管中，加 IgG抗体 5ul在对应的 EP管中，EP管完

整固定于旋转摇床上，温和旋转震荡孵育 12-16h，50 rpm，4℃。（因抗体浓度不同，

体积不同，以等质量的抗体做为标准）。

2. 珠子的洗涤与重悬。

3. 量取 beads：将 200ul枪头的尖端用剪刀减掉一小部分以避免损伤 beads，将装有

Protein A agarose beads和 Protein G agarose beads混悬液的试剂瓶静置，用无尖端枪

头深入试剂瓶底部 beads层分别取 50ul 的 Protein A agarose beads和 Protein G
agarose beads共计 100ul加入同一个 1.5ml的 EP管中，做两个相同体积的 EP管，

分别标记目的、IgG 管，此步骤最好是在前一天做好，是珠子静置一晚，可使珠子

充分沉淀，避免浪费漂浮的珠子。

4. 洗涤和离心：在上述装有 protein A/G agarose beads的 EP管里滴加 1ml提前预冷的

非变性组织/细胞裂解液，重复 2-3次,最后一次用 1×PBS洗涤，离心，4℃，14000rpm，

30s，弃掉上清，留取下层沉淀物。

2.9.3 Protein A/G agarose beads捕获抗体/抗原抗体复合物
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1. 将 1000ul抗原抗体反应体系用移液器加入到装磁珠的 100ul 的 beads混悬液中。

2. 将 EP管放置于旋转摇床中，4℃温和旋转震荡孵育 8-12h。
3. 将 4℃旋转后的 EP管，离心（3000 rpm，30s，4℃），弃上清（可以留少量目的上

清，以检测是否有 SR-B1没有拉下来的蛋白），留沉淀。

4. EP管加入 100ul 变性裂解液（预冷）重悬并洗涤珠子，温和震荡孵育 10min，离心

（13000 rpm，30 s，4° C），留上清，洗珠子，留下次用。

5. 测上清液蛋白浓度：吸取 1.5-2ul上清液，测定蛋白浓度。测过浓度之后加入 4×上
样缓冲液（含 DTT）33ul，煮沸 8min，100℃，-80℃保存备用。待样品恢复到室温

时，-80℃保存备用。

6. Protein A/G Beads回收：将步骤 2中的下层物质回收，加入 1ml非变性裂解液，充

分混匀，离心（4℃，14000rpm，30s），弃上清，重复洗涤 3-4次，离心完成后，

倒掉上清，吸取非变性裂解液 50ul，4℃保存备用。

2.9.4 Western blot方法步骤（与前边的步骤类同）

3 统计学分析

Gel-Pro analyzer 6.0软件测量和分析，HK-2细胞转染 SR-B1过表达质粒加入 HIF-1a
抑制剂 IDF-11774后 SR-B1和 HIF-1a蛋白表达的灰度值，分析抑制剂 BLT4抑制 SR-B1
后 SR-B1和 HIF-1a表达的灰度值，分析抑制剂 BLT4抑制 SR-B1后转染 HIF-1a 过表达

质粒后 SR-B1和 HIF-1a 表达的灰度值（均数+标准差进行描述）；SPSS 22.0完成统计

学分析，P<0.05（双侧）为差异具有统计学意义。
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结 果

（Results）

1.过表达 SR-B1及 SR-B1抑制剂 BLT4处理细胞后，检测、比较处理前后

SR-B1和 HIF-1a蛋白的表达情况

1.1 确定 SR-B1过表达质粒的最佳浓度

本实验通过设置 SR-B1过表达质粒与 Lip2000的不同比例，确定 SR-B1过表达质

粒转染的最佳浓度。设置 1个对照组和 5个实验组，这 6组为对照组（空质粒组），实

验组（SR-B1过表达质粒与 Lip2000的比例）分别为 0.75:1，1:1，1.5:1，2:1，1:2（即

0.5:1）。状态良好的 HK-2细胞以每孔 2.5×10^6 的量种植于 6孔板中，设置两个 6孔
板，其中 1块板转染 24小时后将细胞消化下来按照分组计数，以每孔 3000个细胞、每

组设置 5个复孔，均匀铺于 96孔板中，48h后滴入 CCK-8，孵育 2h后，检测细胞的吸

光度，CCK-8实验结果显示：与对照组相比，从 0.5：1组开始，随着转染浓度逐渐提

高，HK-2细胞的增殖也逐渐升高，在 1：1组达到高峰（P＜0.05）（表 4，图 2）。剩

下的一个 6孔板转染 48h后提蛋白，进行Western blot实验，Western blot 实验结果显示：

从 0.5：1转染组开始，随着转染比例的增加，SR-B1 过表达质粒对 SR-B1蛋白的升高

作用逐渐增加，在 1：1组达到高峰（P＜0.05）（表 5，图 2）。通过 CCK-8法及Western
blot实验结果，最终确定过表达质粒最佳转染浓度比为 0.5：1，0.75：1和 1：1组。

表 4 HK-2中不同处理组细胞的存活率（%）（均数±标准差）

Table 4 Cell survival rate of different group of HK-2 cells(Mean± SD)

细胞 组别 转染比例 存活率 P

对照组 1.0000±0.02088

HK-2 实验组① 0.5：1 1.3326±0.03273 <0.001

实验组② 0.75：1 1.6968±0.06341 <0.001

实验组③ 1：1 1.8465±0.02396 <0.001

实验组④ 1.5：1 1.4733±0.02271 <0.001

实验组⑤ 2：1 1.0963±0.00490 <0.001

表 5 SR-B1过表达质粒不同转染浓度（0.5:1，0.75:1，1:1，1.5:1，2:1）处理正常肾小管上皮细胞（HK-2）
与未处理的 HK-2 细胞中，SR-B1蛋白表达的灰度值比较（均数±标准差）

Table 5 Comparison of value of the expression of SR-B1 in HK-2 cells (control ) between HK-2 cells
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(0.5:1，0.75:1，1:1，1.5:1，2:1) with different concentration

细胞 组别 转染比例 SR-B1 灰度值

照组 1.0000±0.04818

HK-2 实验组① 0.5：1 1.2750±0.8846

实验组② 0.75：1 1.5939±0.09762

实验组③ 1：1 1.8152±0.08293

实验组④ 1.5：1 1.6485±0.07677

实验组⑤ 2：1 1.3556±0.08446

图2：应用CCK-8及Western blot实验检测HK-2细胞转染不同浓度的SR-B1后，SR-B1蛋白的相对表达

量。A：HK-2细胞中SR-B1不同转染条件下SR-B1蛋白条带表达情况；B：HK-2细胞，SR-B1蛋白灰

度值分析柱状图； C：HK-2细胞中SR-B1质粒不同浓度下，细胞的增殖水平。

注：*表示与对照组比较，P＜0.05。

1.2 应用 SR-B1过表达质粒处理 HK-2细胞后，检测、比较处理前后 HIF-1a蛋白的差异

前期实验已经成功确定SR-B1过表达质粒最佳浓度，实验设置1个对照组和3个实验

组，这4个组分别为对照组（空质粒组），实验组分别为0.5:1，0.75:1，1:1。把长势良

好的HK-2细胞以每孔2.5×10^6 的量均匀移入6孔板中，SR-B1过表达质粒转染48h后停

止培养，进行Western blot实验，Western blot实验表明，与空质粒组相比，随着SR-B1过
表达质粒比例的升高，HIF-1a蛋白的水平也逐步增强（图3，表6），差异具有统计学意

义（P<0.05）。
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表 6 在正常肾小管上皮细胞（HK-2）中，SR-B1不同转染条件下，HIF-1a 表达的灰度值比较

Table 6 Comparison of gray value of the expression of HIF-1a between HK-2 cells with different

concentration of SR-B1

分组 对照组 0.5：1组 0.75：1组 1：1组

HIF-1a 0.25±0.03798 0.5974±0.02450 0.9010±0.04328 1.2538±0.10320

图3：应用Western blot技术比较不同浓度SR-B1转染HK-2细胞后，HIF-1a蛋白的水平。A：HK-2细胞

中HIF-1a蛋白条带表达情况；B：HK-2细胞，HIF-1a蛋白灰度值分析柱状图。

注：*表示与对照组（HK-2）比较，P＜0.05。

1.2 应用 BLT4处理肾透明癌细胞 786-0后，检测、比较处理前后 SR-B1蛋白和 HIF-1a
蛋白的表达情况

根据本课题组前期的实验结果，挑选SR-B1高表达的786-0细胞，利用梯度浓度

（0umol/l、25umol/l、50umol/l、60umol/l）的SR-B1的特异性抑制剂BLT4抑制786-0细胞

后，利用Western blot实验方法检测SR-B1、HIF-1a的蛋白表达情况。结果如表7和图4所
示：SR-B1和HIF信号通路的关键分子HIF-1a随着BLT4的浓度梯度的增高，呈显著的降

低趋势，差异具有统计学意义（P＜0.05）。

表 7 不同浓度梯度的BLT4抑制剂（0umol/l、25umol/l、50umol/l、60umol/l）抑制肾透明细胞癌（786-0）

细胞后，SR-B1和 HIF-1a表达的灰度值比较（均数±标准差）

Table 7 Comparison of gray value of the expression of SR-B1 and HIF-1a in 786-0 cells（0umol/l 、

25umol/l、50umol/l、60 umol/l）with different concentration inhibitors of SR-B1(BLT4)

分组 0uM 25uM 50uM 60uM

SR-B1 4.6782±0.13176 2.7125±0.13587 1.5585±0.18152 1.2349±0.11910

HIF-1a 3.7993±0.02984 1.9393±0.25081 0.8830±0.15635 0.1120±0.01752
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图 4： 利用梯度浓度（0umol/l、25umol/l、50umol/l、60umol/l）SR-B1特异性抑制剂 BLT4抑制 786-0

后，检测 SR-B1 和 HIF-1a蛋白的表达情况。A：786-0细胞，梯度浓度药物处理下 SR-B1和 HIF-1a

蛋白条带表达情况；B：786-0细胞，SR-B1和 HIF-1a蛋白灰度值分析柱状图。

备注： *表示与对照组（0umol/l）比较，P＜0.05。

2. 免疫共沉淀（CO-IP）验证SR-B1在786-0细胞中与HIF信号通路中关键分

子HIF-1a分子之间的蛋白互作情况

2.1 SRB1与 HIF-1a之间存在蛋白互作

缺氧处理肾透明癌细胞 786-0，应用免疫共沉淀（CO-IP）实验方法及Western blot
方法对各组细胞进行检测、比较细胞中 HIF-1a和 SR-B1蛋白的表达情况。实验结果如

图 5所示：在肾透明癌细胞 786-0中，SR-B1可直接将 HIF-1a拉下来，表明两者存在直

接的蛋白互作，提示 SR-B1通过 HIF 信号通路的 HIF-1a调节肾透明细胞癌的发展。

图 5 利用免疫共沉淀原理检测 SR-B1蛋白与 HIF信号通路关键分子 HIF-1a 蛋白的结合情况。采取

SR-B1特异性抗体沉淀物全细胞（786-0细胞）裂解液，免疫印迹实验（Western-blot）检测免疫沉淀

物中的 HIF-1a蛋白。

2.2 HIF-1a与 SR-B1之间存在蛋白互作

file:///F:/%E6%9C%89%E9%81%93%E8%AF%8D%E5%85%B8/Dict/8.5.1.0/resultui/html/index.html
file:///F:/%E6%9C%89%E9%81%93%E8%AF%8D%E5%85%B8/Dict/8.5.1.0/resultui/html/index.html
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缺氧处理肾透明癌细胞 786-0，应用免疫共沉淀（CO-IP）实验方法及Western blot
方法对各组细胞进行检测、比较细胞中 HIF-1a和 SR-B1蛋白的表达情况。实验结果如

图 6所示：在肾透明癌细胞 786-0中，HIF-1a可直接将 SR-B1拉下来，表明两者存在直

接的蛋白互作。

图 6 利用免疫共沉淀原理检测HIF信号通路关键分子HIF-1a与 SR-B1蛋白的结合情况。采取HIF-1a

特异性抗体沉淀物全细胞（786-0细胞）裂解液，Western blot实验检测沉淀物中的 SR-B1蛋白。

3. 应用BLT4处理786-0细胞后，转染HIF-1a过表达质粒，检测、比较处理前

后SR-B1、HIF-1a蛋白的变化及细胞的增殖情况

3.1 HIF-1a基因过表达质粒的设计与合成

为了有效的过表达肾透明癌细胞786-0中HIF-1a基因，首先选取GV657载体（图7A），
并配制50µl酶切体系。置于37℃反应3h或过夜。针对HIF-1a基因片段的获取进行对应引

物的设计（表8），并通过PCR 扩增目的基因片段，检测PCR 扩增结果（图7B和C），

从而合成并构建了过表达质粒。随后公司通过重组质粒构建及测序实验证实了插入的过

表达基因编码序列正确。质粒的构建及过表达序列验证由上海吉凯公司操作完成。

表 8 HIF-1a 基因片段的获取引物设计

Table 8 Design of primers for obtaining HIF-1a gene fragments

ID 序列信息

HIF1A(56185-1)-P1 CACACTGGACTAGTGGATCCCGCCACCATGGAGGGCGCCGGCGGCGCGAAC

HIF1A(56185-1)-P2 AGTCACTTAAGCTTGGTACGTTAACTTGATCCAAAGCTCTGAGTAATTC

file:///F:/%E6%9C%89%E9%81%93%E8%AF%8D%E5%85%B8/Dict/8.5.1.0/resultui/html/index.html
file:///F:/%E6%9C%89%E9%81%93%E8%AF%8D%E5%85%B8/Dict/8.5.1.0/resultui/html/index.html
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图 7：质粒相关信息及验证结果。A：质粒构建载体图谱及载体信息；B: XhoI / KpnI 酶切电泳图（2

为载体酶切产物）C: PCR扩增电泳图

3.2 过表达 HIF-1a基因后可增强 786-0细胞的增殖能力并提高 HIF-1a蛋白的表达水平，

但对 SR-B1蛋白的表达没有影响

本实验涉及为3组，分别为对照组、空质粒组、过表达质粒组。把状态良好的786-0
细胞以每孔2.5×10^6 的量转移至6孔板中，设置两个6孔板，其中1块板转染24小时后将

细胞消化下来按照分组计数，以每孔3000个细胞、每组设置5个复孔，均匀铺于4个96孔
板中，首先在5h贴壁后的第一个96孔板中加入CCK-8试剂，孵育2h后，检测450nm处的

吸光度，即为0h的值，此后在24h、48h、72h均重复以上步骤。比较每组的吸光度，并

计算细胞的存活率水平，CCK-8实验结果（图8，表9）显示：与对照组及阴性质粒组比

较，过表达组显著提高了细胞的增殖率并且在48h时达到最大值，差异具有统计学意义

（P<0.05）。剩下的一个6孔板转染HIF-1a过表达质粒，48h后提取蛋白，完成Western blot
实验，Western blot 实验表明：在肾透明细胞癌细胞786-0中，过表达质粒组的HIF-1a蛋
白的表达水平较对照组明显升高（表10），差异具有统计学意义（P<0.05）。但HIF-1a
过表达质粒对SR-B1蛋白的表达没有任何影响（图8）。

表 9 786-0细胞中每组细胞的存活率（均数±标准差）

Table 9 The survival rate of each group of 7860 cells(Mean± SD)

细胞 组别 0h 24h 48h 72h

空白对照 0.0723±0.00666 0.1787±0.00503 0.5427±0.01155 0.5073±0.00289

786-0 阴性质粒 0.0727±0.01079 0.2090±0.00173 0.5923±0.02902 0.5463±0.019557

过表达质粒 0.0730±0.0656 0.3820±0.00693 1.3330±0.05071 1.3273±0.00961
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表 10不同处理组 HIF-1a和 SR-B1蛋白水平的灰度值比较（均数±标准差）

Table 10 Gray value comparison of HIF-1a gene and SR-B1 gene expression among different groups

(Mean± SD)

组别 空白对照 阴性质粒 过表达质粒

HIF-1a 0.6963±0.08007 1.0708±0.05169 1.6669±0.19345

SR-B1 0.7188±0.08940 0.7137±0.03514 0.7274±0.05212

图 8：用 HIF-1a过表达质粒转染 786-0细胞后，细胞存活率及 HIF-1a 蛋白表达情况。A：用 HIF-1a

过表达质粒处理 786-0细胞后，0、24、48、72h细胞增殖能力的比较；B：786-0细胞，不同转染条

件下，HIF-1a 和 SR-B1 蛋白条带表达情况；C：786-0 细胞，HIF-1a 和 SR-B1蛋白灰度值分析柱状

图。D：786-0细胞，HIF-1a蛋白灰度值分析柱状图。

备注： *表示与对照组比较，P＜0.05。

3.3应用梯度浓度 BLT4抑制肾透明癌细胞（786-0）后转染 HIF-1a过表达质粒，检测

SR-B1和 HIF-1a蛋白的表达及细胞增殖情况。

本实验根据 SR-B1 的特异性抑制剂 BLT4 浓度分为 4 组，即 0umol/l 组、25umol/l
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组、50umol/l组、60umol/l组。将成熟的 786-0细胞以每孔 2.5×10^6 的量移入 6孔板

中，设置两个 6孔板，其中 1块板转染 HIF-1a过表达质粒，12小时后将细胞消化下来

按照分组计数，以每孔 3000个细胞、每组设置 5个复孔，均匀铺于 96孔板中，37℃培

养箱中静置观察 24h 后，向 96孔板中加入 CCK-8，继续培养 2h后，检测 450nm处的

吸光度，并计算各组细胞的存活率，另一块板转染 HIF-1a空质粒，其余步骤同上。CCK-8
实验结果（图 9，表 11）显示：与空质粒组相比，过表达质粒组极大地提高了细胞的存

活率，并且阻断了 BLT4抑制细胞增殖生长的作用，差异具有统计学意义（P<0.05）。

按照上述分组处理 786-0细胞后，提蛋白，进行Western blot实验，Western blot 实验结

果显示：在肾透明癌细胞 786-0中，转染 HIF-1a过表达质粒可以阻断 SR-B1抑制剂 BLT4
对 SR-B1和 HIF-1a蛋白水平的降低作用（图 9，表 12），差异具有统计学意义（P<0.05）。

表 11 786-0细胞中不同处理组的增殖情况（均数±标准差）

Table11 Proliferation of different group of 786-0 cells(Mean± SD)

组别 0uM 25uM 50uM 60uM

阴性质粒 1.0000±0.04649 0.7890±0.05668 0.4721±0.04935 0.3246±0.03050

阳性质粒 1.0000±0.03030 0.8816±0.00454 0.6658±0.01965 0.5582±0.02560

表 12不同组间 HIF-1a和 SR-B1蛋白水平的灰度值比较（均数±标准差）

Table 12 Gray value comparison of HIF-1a gene and SR-B1 gene expression among different groups

(Mean± SD)

组别 0uM 25uM 50uM 60uM

HIF-1a+阴性质粒 0.8796±0.09498 0.3605±0.02233 0.1669±0.02618 0.0064±0.00126

HIF-1a+阳性质粒 2.9193±0.07476 1.3010±0.07064 0.5958±0.08885 0.0364±0.00214

SR-B1+阴性质粒 0.3568±0.03177 0.2272±0.02545 0.0520±0.00528 0.0096±0.00226

SR-B1+阳性质粒 1.2386±0.03256 0.9319±0.05770 0.7992±0.03992 0.0455±0.00694
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图 9：用过表达质粒转染 786-0细胞与不同浓度 BLT4联用后，HIF-1a 和 SRB1 蛋白的表达情况的比

较及细胞的增殖情况。A：786-0细胞过表达 HIF-1a阴性质粒后加入 SR-B1抑制剂 BLT4后，SR-B1

和 HIF-1a 蛋白条带表达情况；B：786-0细胞过表达 HIF-1a 阳性质粒后加入 SR-B1抑制剂 BLT4后，

SR-B1和 HIF-1a 蛋白条带表达情况；C：用阳性质粒与阴性质粒转染 786-0细胞并与不同浓度 BLT4

联用后，细胞增殖能力的比较；D：用 HIF-1a 阳性质粒转染 786-0 细胞与不同浓度 BLT4联用后，

HIF-1a 蛋白灰度值分析柱状图；E：用 HIF-1a 阳性质粒转染 786-0 细胞与不同浓度 BLT4 联用后，

SR-B1蛋白灰度值分析柱状图。

备注： *表示与对照组比较，P＜0.05。

4.过表达肾小管上皮细胞 HK-2 中 SR-B1 基因，梯度加入 HIF-1a 抑制剂

IDF-11774，检测细胞的增殖水平以及 SR-B1和 HIF-1a蛋白的表达水平。

4.1应用梯度浓度 IDF-11774抑制正常肾小管上皮细胞（HK-2）后，随着 IDF-11774的
浓度梯度的增高，HIF信号通路的关键分子 HIF-1a呈明显的降低趋势，SR-B1蛋白的表

达不受影响。

根据文献报道及前期实验，设置 HIF-1a 特异性抑制剂 IDF-11774 四个梯度浓度

（0umol/l、10umol/l、25umol/l、30umol/l）处理正常肾小管上皮细胞（HK-2），利用

Western blot实验技术比较 SR-B1和 HIF信号通路中关键分子 HIF-1a蛋白的表达情况。

结果如图 10和表 13所示：HIF-1a随着 IDF-11774的浓度梯度的增高，呈明显的降低趋
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势，且较未处理组（0umol/l）低表达，差异具有统计学意义，P＜0.05；SR-B1 随着

IDF-11774的浓度增高，表达未有明显差异。

表 13不同组间 HIF-1a和 SR-B1蛋白水平的灰度值比较（均数±标准差）

Table 13 Gray value comparison of HIF-1a gene and SR-B1 gene expression among different groups

(Mean± SD)

组别 0uM 15uM 25uM 30uM

HIF-1a 1.6942±0.05930 1.1775±0.12084 1.0142±0.11416 0.0663±0.00738

SR-B1 1.6874±0.15337 1.6874±0.15337 1.6875±0.05537 1.7022±0.04361

图 10：HK-2细胞梯度使用 HIF-1a 抑制剂 IDF-11774后，HIF-1a 和 SR-B1蛋白的相对表达情况。A：

HK-2 细胞，不同 HIF-1a 抑制剂 IDF-11774 浓度下 HIF-1a 和 SR-B1 蛋白条带表达情况；B：HK-2

细胞，不同 HIF-1a抑制剂 IDF-11774浓度下 HIF-1a 和 SR-B1蛋白灰度值分析柱状图。

备注： *表示与对照组比较，P＜0.05。

4.2应用梯度浓度 IDF-11774抑制正常肾小管上皮细胞（HK-2）后转染 SR-B1过表达质

粒，检测 SR-B1和 HIF-1a的表达水平及细胞增殖情况。

实验设置实验组和对照组，实验组将过表达质粒与 HIF-1a 抑制剂 IDF-11774进行组

合，过表达质粒转染比例分别为 0.5：1，0.75：1和 1：1组，HIF-1a抑制剂 IDF-11774
浓度分别为 15umol/L，25umol/L，30umol/L，最终设定实验组的组合方式为 0.5：1组
与 15umol/L组，0.75：1组与 25umol/L组，1：1组和 30umol/L组。对照组用阴性 SR-B1
质粒处理，具体操作步骤同上所述。通过 CCK-8法比较不同处理组细胞的存活率，通

过 Western blot方法比较 SR-B1 和 HIF 信号通路中关键分子 HIF-1a 蛋白的表达情况。

CCK-8结果（图 11C）显示：与对照组相比，过表达 SR-B1质粒后，能明显阻断 HIF-1a
抑制剂 IDF-11774的部分作用，提高细胞的存活率，差异均具有统计学意义。Western blot
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结果显示：过表达 SR-B1质粒后，能够抵消 HIF-1a抑制剂 IDF-11774的部分作用效果，

提高 HIF-1a蛋白的表达（图 11和表 14），差异均具有统计学意义。

表 14不同条件下 HIF-1a和 SR-B1蛋白水平的灰度值比较（均数±标准差）

Table 14 Gray value comparison of HIF-1a gene and SR-B1 gene expression among different groups

(Mean± SD)

组别 0uM 15uM 25uM 30uM

HIF-1a+阴性质粒 2.7349±0.38452 1.3509±0.12999 0.3011±0.03111 0.0336±0.00389

HIF-1a+阳性质粒 3.1973±0.25317 0.4464±0.02729 0.5348±0.02247 0.7600±0.04049

SR-B1+阴性质粒 0.8047±0.08870 0.8100±0.03229 0.8128±0.09973 0.5361±0.09749

SR-B1+阳性质粒 1.0942±0.09524 1.4179±0.04861 0.9667±0.03595 0.2370±0.45384

图 11：HK-2细胞梯度过表达 SR-B1后梯度加入 HIF-1a 抑制剂 IDF-11774，HIF-1a 和 SR-B1蛋白的

表达情况及细胞的增殖情况。A：HK-2 细胞过表达 SR-B1 阴性质粒后加入 HIF-1a 抑制剂 IDF-11774，

SR-B1 和 HIF-1a 蛋白条带表达情况；B：HK-2 细胞过表达 SR-B1 阳性质粒后加入 HIF-1a 抑制剂

IDF-11774，SR-B1 和 HIF-1a 蛋白条带表达情况；C：用阳性质粒转染 HK-2 细胞并与不同浓度

IDF-11774联用后与单独 IDF-11774处理，细胞增殖能力的比较；D：用 SR-B1质粒转染 HK-2细胞

与不同浓度 IDF-11774联用后，SR-B1 蛋白灰度值分析柱状图；E：用 SR-B1 质粒转染 HK-2 细胞与

不同浓度 IDF-11774联用后，HIF-1a蛋白灰度值分析柱状图。

备注： *表示与对照组比较，P＜0.05
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讨 论

（Discussions）

1. 肾透明细胞癌与脂质代谢

肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC）是泌尿系统最易见的恶性肿瘤，其罹患率正

以较高的水平逐年递增。在 2018年，共新增 400000例肾细胞癌患者，并导致 175000
人丧生[22]。17%的肾癌患者都将且会发生转移，仅有 12%的肾癌患者存活时间超过了 5
年[23]。肾透明细胞癌（clear cell renal cell carcinoma，ccRCC）是肾细胞癌最常见的亚型，

组织学特点为胞浆丰富、透亮，提示癌细胞内可能富含较多脂质及大量糖原。大量的研

究证据显示，肾细胞癌是一种与代谢相关的疾病[24]。目前，越来越多的文献及研究表明，

脂质代谢与肾透明细胞癌关系密切，很可能参与了肾透明细胞癌的发生发展，但脂质代

谢在肿瘤进展中的作用机制还不是很明确。大量临床数据表明，肾透明细胞癌组织内的

胆固醇含量明显高于正常肾组织，存在着胆固醇的积累。有实验研究发现，与正常肾脏

组织相比，ccRCC组织中总胆固醇和胆固醇酯(CE)的比例更高[25]。Sundelin等人的研究

证明了 ccRCC组织内积累了大量的脂质，并且以 CE形态为主[26]，以上结果表明胆固醇

代谢和 ccRCC之间有很强的联系。

B型 1类清道夫受体（Scavenger receptor class B type 1，SR-B1）是分子量为 82 kDa
的一种膜蛋白，它属于 CD36超家族，SR-B1和 CD36具有广泛的配体亲和力[27]。SR-B1
是目前报道唯一作用于 HDL胆固醇酯的选择性吸收分子[28]，肾透明细胞癌中胆固醇的

大量积累是由于 SR-B1的过表达从而导致 HDL胆固醇摄取增加的结果。SR-B1在脂质

代谢中起着关键作用，目前关于 SR-B1在肾透明细胞癌中影响脂质代谢异常的分子机制

值得深入探讨。

课题组前期主要研究 HDL胆固醇酯的吸收分子 SR-B1在肾透明细胞癌中的分子机

制，课题组前期利用免疫组织化学技术证明：SR-B1在肾透明细胞癌中较正常肾组织高

表达且与不良预后相关；利用 RT-PCR技术在 mRNA 水平上也验证了 SR-B1 基因的高

表达；在细胞水平，SR-B1 在 786-0、ACHN和 Caki-1细胞中较 HK-2 细胞高表达；沉

默 786-0细胞中的 SR-B1基因后，不仅细胞中的 HDL胆固醇酯含量下降，而且明显抑

制了细胞的增殖、侵袭等；过表达 HK-2 细胞的 SR-B1基因后，细胞内的 HDL胆固醇

酯含量升高，而且明显促进了细胞的增殖、侵袭等。以上结果显示 SR-B1在肾透明细胞

癌的发展过程中有着举足轻重的影响，肾透明细胞癌中 SR-B1基因高表达可能是通过改

变细胞内 HDL-C的含量来影响肾透明细胞癌细胞的发生发展的，SR-B1可能是通过影

响脂质代谢调控肾透明细胞癌的进展。
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2. 肾透明细胞癌与 HIF通路研究现状

HIF信号通路是由几种被称为缺氧诱导因子（Hypoxia-inducible factors，HIFs）的异

二聚体构成，分别是HIF-1、HIF-2和HIF-3，并且大多数低氧效应均由他们介导[29]。缺

氧诱导因子由a亚基和β亚基构成，目前关于缺氧诱导因子1a（Hypoxia-inducible factor 1a，
HIF-1a）和缺氧诱导因子2a（Hypoxia-inducible factor 2a，HIF-2a）的研究报道越来越多。

在缺氧条件下，HIF-1a和HIF-2a作为HIF-a的子单元与HIF-β结合，调节目标基因的转录。

在结构上，它们有48%相同的DNA结合区域，但又有其独特的生物学效应。HIF在常氧

条件下5 min内即可失活，而在缺氧条件下，HIF的稳定性和转录活性明显增加，从而诱

导其下游效应分子的表达[30]。在缺氧的环境下，HIF-1a作为主要的转录因子之一，其活

性显著增强，并且调控缺氧应答基因的水平。当缺氧时，HIF-1a蛋白表达增强并快速调

节下游相关分子的活性水平。

众所周知，肾透明细胞癌中伴随着VHL的缺失，越来越多的文献也报道了这一点[31]。

在常氧条件下，HIF-1a的快速降解是由VHL与E3泛素连接酶协同介导的[32]。先天性VHL
突变的患者，VHL基因突变失活引起HIF-1a异常调节和活化，奠定了肾细胞癌发生发展

的基础[33]。HIF-1a对肿瘤环境缺氧的感应，促进靶基因的转录，引起肿瘤的侵袭、代谢

改变、血管生成和转移潜能[34,35]。有文献报道，HIF-1a在肾癌和肝癌等多种肿瘤中高表

达，并且促进肿瘤的转移[36,37]，通过HIF-1a的低氧反应是实体瘤生长的重要积极因素[38]，

HIF-1a是成纤维细胞H- ras转化后的肿瘤生长中起着正调节剂的作用[38]。而肾透明细胞

癌的进展与HIF途径密切相关，因此，本研究的重点集中于HIF-1a与肾透明细胞癌之间

的关系。我们推测，HIF信号通路影响肾透明细胞癌进展的分子机制：1.VHL的基因突

变；2.HIF-1a的累积。但目前关于HIF-2a的研究报道越来越多，有文献报道，HIF-2a在
肾透明细胞癌中高表达[39]，并且HIF-2a的抑制剂已经用于临床治疗 [40]，但HIF-1a和
HIF-2a在肾透明细胞癌中的表达情况和主导作用仍然存在很大争议，且没有确定的答

案，有文献表明，HIF1和HIF2下游低氧基因表达的激活被认为是ccRCC发展的主要驱动

力[41]，也有人报道ccRCC的启动需要HIF-1的初始表达，而HIF-2的表达促进了疾病的进

展[42]。而本实验研究在786-0，Caki-1和ACHN细胞及HK-2细胞中，利用Western blot实验

方法检测HIF-1a蛋白的表达情况，发现HIF-1a在Caki-1中较正常肾小管上皮细胞HK-2高
表达，但在786-0和ACHN细胞中较HK-2细胞低表达，差异具有统计学意义。这一结果

表明HIF-1a并不是在所有肾癌细胞株中高表达，与现阶段存在的争议相呼应，但HIF-1a
对肾透明细胞癌的发展过程也发挥着作用，HIF-1a和HIF-2a在肾透明细胞癌的作用机制

仍需继续研究探讨。

3.SR-B1与 HIF信号通路之间相关性研究现状

HIF 信号通路中的延伸因子 B（ElonginB）和延伸因子 C（ElonginC）是一类具有

延伸作用的因子，参与转录延伸，并与细胞功能有关[43]。VHL蛋白（pVHL）与 ElonginB/C
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形成稳定的复合物（VHL-BC-Cul-2），调控 HIF-1a，抑制肿瘤的生长；而 VHL突变通

常破坏 VHL与 Elongin B和 ElonginC之间的相互作用，并使 VHL-Elongin B / C-Cullin-2
E3连接酶失活，激活 HIF-1a的活性，从而促进肿瘤的生长[44,45]。

已有文献表明，HIF-1a在肾透明细胞癌中高表达，本课题组前期实验已经证明与正

常肾组织相比，SR-B1在肾透明细胞癌中高表达。HIF-1a主要参与缺氧诱导因子信号通

路，SR-B1主要参与脂质代谢，而在肾透明细胞癌中，既有着脂质代谢的异常，又存在

缺氧诱导因子的过度激活，那么 SR-B1与 HIF-1a之间的关系值得我们探讨。课题组前

期通过表达谱芯片发现：沉默肾透明细胞癌中的 SR-B1基因后，多条重要癌症相关通路

如 ERK/MAPK、HIF-VEGF、Hedgehog（Hh）等中的关键基因表达均存在不同程度的

下调，提示 SR-B1可能与多条通路同时作用调控肾透明细胞癌的发展。Hedgehog 通路

的相关研究已经由课题组其他成员完成，且证明了 SR-B1通过调控 Hedgehog信号通路

影响肾透明细胞癌的发生发展，SR-B1与 ERK/MAPK和 HIF-VEGF信号通路在肾癌发

生发展中的关系目前正在研究探索中。课题组成员通过液相质谱及 Co-IP 实验发现，

SR-B1可以将 HIF 信号通路中的 ElonginC蛋白拉下，证明 SR-B1与 ElonginC蛋白之间

有相互作用的关系，提示 SR-B1可能是直接通过 HIF信号通路中 ElonginC影响 HIF-1a，
进而调控肾透明细胞癌的生长。质谱还发现 SR-B1 与 ERK/MAPK 信号通路中 ERK、
p-ERK存在相互作用，且课题组其他成员已经证明 SR-B1 和 ERK、p-ERK在肾透明细

胞癌中较正常肾组织高表达，沉默 SR-B1后 ERK、p-ERK的表达降低，以上结果显示，

SR-B1可调控 ERK/MAPK，促进肾透明细胞癌的增殖与进展。

本研究首先通过Western blot实验确定了 SR-B1和HIF-1a在肾透明细胞癌中较正常

肾小管上皮细胞高表达，SR-B1在 HK-2细胞中表达较低，差异具有统计学意义。当应

用梯度浓度 SR-B1的特异性抑制剂 BLT4处理 786-0后，Western blot实验结果表明随着

BLT4剂量升高，HIF-1a蛋白的水平逐渐降低；当用 SR-B1过表达质粒转染 HK-2细胞

后，通过Western blot实验检测发现随着 SR-B1过表达质粒转染浓度的升高，SR-B1和
HIF-1a 的蛋白水平均逐渐升高。以上结果均提示，SR-B1 可能在 HIF-1a 的上游，可以

调控并影响 HIF-1a的表达。接着应用免疫共沉淀技术（CO-IP）证实了在 786-0细胞中，

SR-B1和 HIF 信号通路关键分子 HIF-1a之间存在蛋白互作。随后应用 SR-B1特异性抑

制剂 BLT4 处理 786-0 细胞，降低 SR-B1 的表达后，转染 HIF-1a 过表达质粒，CCK-8
实验发现 HIF-1a过表达质粒可以提高细胞的增殖，而 BLT4可以阻断 HIF-1a 过表达质

粒对细胞增殖水平的提升作用，降低细胞的存活率，差异具有统计学意义；Western blot
实验显示 HIF-1a过表达质粒可以阻断 BLT4对 HIF-1a的抑制作用，提高 HIF-1a 蛋白的

表达，但 HIF-1a过表达质粒对 SR-B1蛋白的表达没有影响，差异均具有统计学意义。

另一方面，过表达肾小管上皮细胞 HK-2 中 SR-B1 基因，梯度加入 HIF-1a 抑制剂

IDF-11774。CCK-8实验发现 IDF-11774可以抑制细胞的增殖，而 SR-B1过表达质粒可

以阻断 HIF-1a 抑制剂对细胞增殖的抑制作用，大幅度增强细胞的增殖能力，差异具有

统计学意义；Western blot实验检测发现 SR-B1过表达质粒可以阻断 IDF-11774对HIF-1a
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蛋白的抑制作用，提高 HIF-1a蛋白的表达，但 HIF-1a抑制剂 IDF-11774对 SR-B1蛋白

的表达没有影响，差异均具有统计学意义。以上结果均证明，SR-B1可以通过调控 HIF
途径中的 HIF-1a，影响肾透明细胞癌的增殖。

课题组其他成员通过研究 SR-B1是否通过 ERK/MAPK调控 HIF，从而促进肾透明

细胞癌的增殖，间接证明 SR-B1 调控 HIF 影响肾透明细胞癌的进展。其结果显示在肾

透明细胞癌细胞 786-0和肾小管上皮细胞HK-2中 SR-B1与 ERK、p-ERK存在蛋白互作，

HIF-1a与 ERK、p-ERK存在蛋白互作。SR-B1过表达质粒可以升高肾小管上皮细胞 HK-2
中 ERK、p-ERK、HIF-1a蛋白和 mRNA水平，增加细胞的增殖、迁移和侵袭；ERK抑

制剂可以有效的阻断 SR-B1过表达质粒对 HIF-1a蛋白和 mRNA水平的升高作用，以及

阻断对细胞的增殖、迁移和侵袭的影响。SR-B1 沉默质粒可以降低肾透明细胞癌细胞

786-0中 ERK、p-ERK、HIF-1a的蛋白水平，ERK激动剂（EGF）可以有效的阻断 SR-B1
沉默质粒对 ERK、p-ERK、HIF-1a蛋白的降低作用，并提高细胞的增殖、迁移和侵袭。

结合以上所有实验结果，我们可以得到：1.SR-B1通过直接调控 HIF 途径的 HIF-1a，影

响肾透明细胞癌的增殖；2.SR-B1通过 ERK/MAPK间接调控 HIF 通路促进肾透明细胞

癌增殖。

本实验研究的特色在于：1.将 SR-B1高表达的 786-0细胞用 SR-B1抑制剂 BLT4处
理后，再过表达 HIF-1a质粒；2.在 SR-B1低表达的 HK-2细胞中过表达 SR-B1，再加入

HIF-1a抑制剂 IDF-11774。从正反两个方面进行探讨研究，所得结果更全面，也更具说

服力。

4.不足与展望

本研究探讨了 SR-B1 是否调控 HIF 途径直接促进肾透明癌细胞的增殖，结果显示

SRB1可以直接调控 HIF途径促进肾透明细胞癌的增殖。但是本研究仍然存在一些不足：

1.在 HK-2细胞中过表达 SR-B1后联用 HIF-1a抑制剂 IDF-11774实验中，我们的设计思

路是低浓度 SR-B1质粒与低浓度 IDF-11774组合（双低），高浓度之间梯度组合（双高），

但由于抑制剂本身对细胞有较大的致死率，而质粒本身也对细胞有毒性，所以两者联合

后，对细胞的杀伤特别大，导致实验结果不完美，与设计初衷稍有偏差；2.目前关于HIF-1a
和 HIF-2a在肾癌中的作用争议较大，而本研究重点在 HIF-1a上，后期需要进行 HIF-2a
的相关实验 3.由于时间有限，HIF-VEGF 通路中的 VEGF还未在蛋白及 mRNA 水平上

进行验证，目前仅有细胞增殖的情况。后期将完善相关实验，深入阐明 SR-B1 基因调

控 HIF途径并影响肾透明细胞癌生物学功能的分子机制。
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结 论

（Conclusions）

SR-B1可调控 HIF 信号通路的关键分子 HIF-1a，促进肾透明癌细胞的增殖。
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文 献 综 述

(Review)

HIF信号通路的研究进展

摘要：缺氧在许多恶性肿瘤中起着重要的作用，其促进肿瘤的发生发展。低氧水平引起

的影响主要是依靠缺氧诱导因子(hypoxia inducible factors，HIFs)协调的，HIFs调控许多

参与癌症进展基因的表达。缺氧诱导因子(HIF)信号通路主要由几种异二聚体构成，分别

为 HIF-1、HIF-2和 HIF-3，目前，关于 HIF-1a和 HIF-2a的研究报道较多。其中肾透明

细胞癌与 HIF信号通路的相关研究越来越多，大多数研究集中在 VHL-HIF-VEGF信号

通路，且大部分肾癌患者存在 VHL突变，证明该通路可能参与了肾透明细胞癌的发生

发展。此外，HIF信号通路也与其他肿瘤的进展关系密切，并与其他信号途径共同影响

肿瘤的进展。本文撰写综述一篇，描述 HIF信号通路，为深入研究做准备。

一、HIF信号通路的基本构成

1、HIFs家族

HIF信号通路是由几种被称为缺氧诱导因子（HIFs）的异二聚体构成的，他们分别

是 HIF-1、HIF-2和 HIF-3，大多数低氧效应均由他们介导[1]。三种不同的 HIFs均有 HIF-a
子单元，哺乳动物基因组编码的三个 a亚基（HIF-1a、HIF-2a和 HIF-3a）和三个β亚基

（Arnt1、Arnt2和 Arnt3）是已经确定的[2]，HIF-1a和 HIF-2a在氨基酸序列水平有 48%
同源性[3]，HIF-1a在急性缺氧反应中起关键作用，而 HIF-2a则影响慢性缺氧反应。HIF-1a
和 HIF-2a都有 N -末端反激活域（N-TAD）和 C -末端反激活域（C-TAD），而 HIF-3a
缺少 C -末端反激活域（C-TAD），HIF-1a和 HIF-2a这两个亚型控制着共同基因组的表

达[4]。有文献报道，HIF-3a蛋白的功能为转录激活,可以激活一个对缺氧反应独特的转录

程序[5]。

2、HIFs蛋白

HIF-1最早是在 1992年由 Semenza GL发现的[6]，HIF-1是一种由 a亚基(HIF-1a)和
β亚基(HIF-1β)组成的异质二聚体[7,8]。HIF-1a蛋白质是由信使 RNA进行翻译和通过羟化

酶进行修饰，在氧气充足的情况下，脯氨酸残基羟化和 HIF-1a的泛素化修饰是依赖其

脯氨酸羟基化 E3连接酶和 VHL。另一方面，HIF-1a激活转录的能力也是由天冬酰胺残

留的羟基化所修饰[9,10,11]。羟化 HIF-1a作为转录因子是不活跃的。作为酶反应的底物，

分子氧是缺乏的，由于脯氨酸残基的羟基化和天冬酰胺的残留，蛋白质破坏减少，从而

HIF-1a积累在细胞中[12,13]。VHL基因与 HIF信号通路有很大的联系，有文献报道，VHL
基因突变可绕过泛素化检查点，使缺氧条件下的 HIFs稳定[14]。HIF-2是一种转录因子，

主要作用于肾脏间质中产生环氧乙烷的细胞[15,16]，HIF-2a是目前研究报道较多的 HIF-2。
文献报道，缺氧能够稳定 HIF-2a[17]。HIF-1a和 HIF-2a有不同的表达谱和不同的目标，

例如 HIF-1a表达是无处不在的，而 HIF-2a表达于更狭小的细胞，如肝细胞和内皮细胞
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[18]。目前，关于 HIF-3的研究还比较少，值得后续深入研究。

二、HIF与肿瘤的关系

在实性肿瘤中，肿瘤的发生发展速度非常快，但肿瘤内血管生成较缓慢，且肿瘤内

血管极其脆弱，极易发生闭塞和返流[19,20]。近年来，肿瘤的远处转移与 HIFs 的关系逐

渐被阐明[21]，大量的文献报道证实 HIFs在肿瘤的发生发展中发挥着关键作用。

有文献报道，HIFs在肺癌的发生发展中起关键作用，且 HIF-1a和 HIF-2a在 NSCLC
中的预后作用是有争议的，HIF-1a的高表达可能预示着不良预后[22]。也有报道指出，

HIF-2a在 NSCLC的高表达是预后不良的一个标志，而不是 HIF-1a[23]。Méndez-Blanco[24]

等人的文章报道，肝癌的发生发展于缺氧诱导因子（HIF）有着密切关系，临床数据表

明，HIF-1a和 HIF-2a在肝癌中的高表达，且 HIF-1a和 HIF-2a的高水平是肝癌患者不

良预后的可靠指标，目前针对 HIFs 抑制剂的研究已经展开，将会很快用于临床。HIF-1a
被报道在乳腺癌中高表达，HIF-1a的高表达与较差的总体生存率相关，肿瘤的恶性程度

越高，HIF-1a的表达水平就越高[25]。在胃癌中也发现了缺氧诱导因子（HIF）的异常，

HIF-1a主要通过增殖，凋亡，血管生成，以及 EMT影响胃癌的发生发展[26]。

三．HIF与肾透明细胞癌的关系

HIF信号通路虽然参与多个肿瘤的发生发展，但它与肾透明细胞癌关系似乎更密切。

在肾透明细胞癌中，HIF途径是最重要且被研究最多的，其中，HIF-VEGF-VHL首当其

冲。VHL是一种重要的肿瘤抑制因子，在大多数的肾癌透明细胞癌（Clear cell carcinoma
of renal cancer, ccRCC）中缺失[27]。肾透明细胞癌是最易见且死亡率最高的肾细胞癌亚

型[28]，占肾细胞癌的 70% ~ 85%[29]，也是发生于肾实质最常见的恶性肿瘤，且高达 92%
的肾透明细胞癌患者都有 VHL的缺失[30,31]。VHL是 ccRCC中的一种肿瘤抑制因子，它

通过与伸长素 B和 C形成复合物（称“VBC”）来调节其底物，后者是 E3泛素连接酶复

合物的关键成分，对 VHL的功能至关重要[32,33,34,35]。众所周知，E3连接酶是由缺氧诱

导因子 a（HIFa,包括 HIF-1a和 HIF-2a）引起泛素化和降解,这对肾癌的表型转换有重大

帮助[36,37]。因此，VHL的丧失导致 HIFa的积累并易位到细胞核,随后激活诱导目标基因

的转录，从而参与重要的致癌途径，包括血管生成（如血管内皮生长因子（VEGF））、

糖酵解和葡萄糖转运（如 I型葡萄糖转运蛋白（GLUT1））、红细胞的生成（典型代表

是促红细胞生成素（EPO））[38,39]。VHL基因产物 pVHL是一种多功能蛋白，它在细胞

内自由穿梭[40]。VHL的失活，导致肿瘤由于血管内皮生长因子（VEGF）的过度激活，

造成高度血管化。VEGF和EPO是缺氧诱导的mRNA的产物，受HIF转录因子的调控[41]。

在实体肿瘤当中，肾透明细胞癌的 VEGF水平最高，是由于 HIF2的下调和 pVHL的丢

失。舒尼替尼作为阻止 VEGF与 VEGFR结合的抑制剂[42]，是转移性肾透明细胞癌的一

线化疗药物[43]，目前，HIF-2a的抑制剂 PT-2385以及与其十分相似的复合物 PT-2399已
经用于临床治疗[44,45]。越来越多的临床实验陆续展开，也极大的帮助了肾透明细胞癌患

者，在未来，肾透明细胞癌患者的患病率将会下降，生存环境将会大幅改变。

目前，对于 HIF-1a和 HIF-2a在机体中的作用机制研究较多，但并未研究透彻，对
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于 HIF-1a和 HIF-2a在肿瘤的作用还有着很大的争议。有文献报道，HIF-1a是一个致癌

基因，在肾透明细胞癌中高表达[46]；而 HIF-2a的激活会引起炎症反应，HIF-2a的破坏

则会导致细胞凋亡和炎症减少[47]。而另外一篇文章对 HIF-2a的报道则相反，他们认为

HIF-2a是一个致癌因子，它在肾癌中高表达，并且参与脂质的储存，促进肿瘤的生长[48]。

针对目前的研究现状，我们可能无法对 HIF-1a和 HIF-2a进行明确的定义，未来的研究

将会为我们一层层揭开 HIF-1a和 HIF-2a的神秘面纱。

四、HIF与其他通路的关系

EMT
EMT（epithelial to mesenchymal transition，EMT）是肿瘤侵袭的重要过程，其调控

机制取决于肿瘤的类型和其亚型，许多驱动 EMT的途径都被 HIFs影响和调控。通常来

说，EMT主要由Wnt，TGF-β（ transforming growth factor β），Sonic Hedgehog （SHH）
等调节[49]。TGF-β是一个 EMT的诱导物，而缺氧诱导因子 HIF-1a调节 TGF-β1通路，

Notch是另一种可被缺氧诱导因子调控的 EMT信号通路。

PI3k/Akt/mTOR
PI3k/Akt/mTOR信号同路与 HIF信号通路之间关系也很密切。众所周知，

PI3K/AKT/mTOR信号级联的激活可上调 HIF-1a 的 mRNA转录和 HIF-1a的蛋白翻译
[50]，这意味着多种生长因子、癌基因激活、抑癌基因突变（如 PTEN）可通过

PI3K/AKT/mTOR激活 HIF-1a[51]。糖原合成激酶 3β(GSK3B)可以使 HIF-1a磷酸化,从而

导致 HIF-1a蛋白的降解，但 PI3K/AKT信号可以使 GSK3B失活，从而使 HIF-1a蛋白

稳定[52]。Hong等人确定 HIF-2a通过 PI3k / Akt途径增加β-catenin的表达，且与 HIF-1a
相比，HIF-2a在肺癌细胞有较高的 pAkt1 表达水平[53]。Wnt /β-catenin信号级联是一个

经典的致癌途径[54]，而 PI3k/Akt通路的上调对于缺氧介导的Wnt信号级联的激活至关

重要[53]。并且，参与 HIF通路的关键分子是 HIF-2a而不是 HIF-1a。
NF-kB
NF-kB是一个无处不在的转录因子参与很多生理和病理过程，癌症过程就是其中之

一。1994年，Koong等人首次报道了缺氧能够激活 NF-kB [55]，目前，HIF与 NF-kB之

间更广泛的关系也已经被报道[56]，并强调缺氧在通路中的作用。NF-kB子单元以一个不

活跃的形式位于细胞质中，保证快速反应后的激活刺激[56]。Liu[57]等人的研究报道

了 HIF-1a/EPO轴可以调控 NF-kB信号通路，且文章提出了一个以前从未引起注意的

CPC1，它在 NF-kB与 HIF-1a/EPO信号轴之间起着重要作用。也有报道称，在缺血性脑

卒中存在 NF-kB p65/HIF-1a信号通路的异常，他们的研究结果证实了甘氨酸在神经保护

中的作用是通过抑制 NF-kB p65 / HIF-1a信号并促进抗炎[58]，NF-kB也调节免疫反应和

免疫细胞功能等的多个方面[58]，NF-kB的激活主要通过两条主要的通路，一条是经典途

径，一条是非经典途径[59]。在最近的一项体外研究实验中，NF-kB通路的抑制剂

BAY11-7082，在缺氧的环境下，抑制肿瘤细胞的分化以及肿瘤的上皮间叶转化[60]，最

终他们得出，NF-kB信号通路与 HIF信号通路关系密切，并且参与了肿瘤的上皮-间叶
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转换。NF-kB的活性主要由 NF-kB的抑制剂 NF-kB激酶（IKKs），主要是 IKKβ调控，

在缺氧水平下，HIF介导 NF-kB在中性粒细胞中的活性[61]。并且，缺氧本身能够刺激

NF-kB的活性，在缺氧环境下，NF-kB有助于提高 HIF-1a信使 RNA的转录。

Hypoxia/VHL与 Lactate-NDRG3-Raf-ERK
Hypoxia/VHL与 Lactate-NDRG3-Raf-ERK轴是目前正逐步展开研究的一条通路。

Lee等人通过 Flag介导的 EglN1免疫沉淀和质谱分析鉴定得出 NDRG3是 EglN1/VHL
的底物，在常氧条件下，NDRG3通过 EglN1-VHL信号通路被逐步泛素化和降解，NDRG3
在缺氧条件下通过与乳酸结合逐步积累，并进一步与 c-Raf相互作用，进而激活Raf -ERK
通路，从而促进缺氧细胞生长和血管生成。NDRG3一旦与乳酸结合，即使在细胞恢复

氧供时也非常稳定，这表明在长时间缺氧条件下，乳酸- NDRG3 -Raf -ERK轴诱导的反

应有助于维持肿瘤的进展，靶向联合 HIF和 NDRG3可能是一种非常有效的癌症治疗方

法[62,63]。

Hypoxia/VHL-AKT-mTOR
PI3K/AKT/mTOR信号通路是一条调节细胞生长成熟的信号通路，AKT在 Thr308

和 Ser473位点的磷酸化增加了其激酶活性，从而刺激其下游 mTORC1的激活，进而增

加了细胞生长和增殖以及各种合成代谢和生物合成途径的活性[64]。Hypoxia/VHL可以调

控 PI3K/AKT/mTOR，Polytarchou等人报道了在缺氧条件下，AKT信号通路被激活，通

过诱导 miR-21促进肿瘤对缺氧的抵抗能力[65]。Guo等人的报道显示，在缺氧环境下，

AKT被激活可以促进肿瘤的发生。Hypoxia/VHL与 AKT信号通路的联系涉及很多步骤，

包括 microRNA调节、亚细胞的间隔变化和翻译后修饰（羟化）。Zhang等人在超过 10000
例人类癌症中发现了 PI3K/AKT/mTOR的泛癌蛋白基因组图谱，强有力的支持了 VHL
突变与 AKT/mTOR高度活跃密切相关的观点[66]。

MDM2和 TP53
鼠双微基因同系物（Mouse double minute 2 homolog，MDM2）E3泛素连接酶促进

HIF-1a蛋白降解，而不受氧条件的影响，MDM2与 p53等抑癌因子协同下调 HIF-1a蛋
白表达。MDM2被认为是 p53蛋白的 E3泛素连接酶[67]。在常氧环境下，HIF可与 p53
结合，通过MDM2泛素化和蛋白酶体降解进行泛素化。有研究报道，在常氧状态下，

RUNX1突变体可以通过破坏MDM2/p53轴来稳定 HIF-1a蛋白[68]。

RACK1和 HSP90
热休克蛋白 90 (HSP90)与 HIF-1a蛋白的基本螺旋环 (basic helix‐loop‐helix，

bHLH)‐PER‐ARNT‐SIM （PAS）域结合，调节 HIF-1a的活性[69]。活化的 C激酶 1受体

(receptor for activated C kinase 1，RACK1)与 HSP90竞争结合到 bHLH‐PAS域。有报道

称，HSP90抑制剂破坏了 HSP90与 HIF-1a之间的相互作用的关系，使 RACK1与 HIF-1a
蛋白结合，从而导致 E3泛素连接酶复合物的聚集和 HIF的降解[70]。在这个过程中，

RACK1的磷酸化和它的二聚作用是 Elongin‐C所必需的，Elongin‐C是 HIF-1a降解的

E3泛素连接酶复合物的主要成分。有趣的是，钙调神经磷酸酶，可以促进 RACK1的去
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磷酸化和 HIF-1a的稳定[71]，目前钙调神经磷酸酶的抑制剂（环孢素 A和 FK506）也已

经广泛用于临床免疫治疗，并诱导 HIF-1a的降解。

USP20和 UCHL1
HIF-1a的去泛素化也会导致 HIF-1a蛋白的稳定，泛素特异性肽酶 20 （ubiquitin

specific peptidase 20，USP20，也称为 VDU2）被报道可特异性地去泛素化并稳定 HIF-1a
蛋白[72]。泛素 C -末端水解酶‐L1 （ubiquitin C‐terminal hydrolase‐L1，UCHL1）也是一

个被广泛研究的去泛素化酶，其与多种癌症的关系已被大量研究报道[73]。最近，UCHL1
被认为是 HIF-1a信号激活的一种新的调节因子，UCHL1可阻断 VHL介导的 HIF-1a泛
素化。值得注意的是，UCHL1在肺癌中的表达情况与 HIF-1a的表达水平及预后不良呈

正相关[74]。

总结

缺氧诱导因子 HIF参与了多种肿瘤的进展，其在肿瘤中的作用机制值得深入探讨和

阐明，当前，关于 HIF信号通路的研究报道越来越多，且缺氧诱导因子还于 2019年获

得了诺贝尔奖，由此可见 HIF信号通路的重要性，这也为未来对 HIF通路的研究以及其

致癌机制的探讨做好了铺垫。尽管目前的研究越来越多，但是 HIF-1a和 HIF-2a的具体

作用还未阐明，且存在着很多争议，有专家认为，HIF-1a是一种致癌因子，在癌症中高

表达，HIF-2a是一种抑癌因子，在癌症里低表达；也有报道指出，HIF-2a是癌症发生发

展中的关键分子，起着调控肿瘤生长的作用，HIF-1a则在肿瘤发生发展中的作用不大；

还有研究指出，HIF-1a主要在癌症的早期发挥作用，而 HIF-2a则调控着肿瘤的晚期发

展。HIF途径在肾癌的进展过程中起着重要作用，目前研究报道最多的便是 HIF-VEGF，
且关于 VEGF的抑制剂已经用于临床的诊治，为肾癌患者的放疗与化疗带来了很大的帮

助。HIF信号通路在其他癌症中的分子作用机制报道并不多，而 HIF虽然与很多分子与

信号通路都互相影响，但 HIF与其他通路共同调控肾癌进展的研究报道还很欠缺。本文

总结了目前关于 HIF信号通路方面的研究现状，希望可以为下一步研究提供帮助，尽早

发现并阐明 HIF通路的机理。
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