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三白脂素－８抑制缺氧诱导因子－１α对肾癌细胞解偶联功能的影响＊
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　　［摘要］　目的　观察三白脂素－８（Ｍａｎ　Ａ）抑制缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ－１α）后对肾癌细胞的生长是否有抑制

作用，此作用是否与线粒体解偶联功能相关。方法　构建高表达 ＨＩＦ－１α的肾癌细胞模型，使用不同浓度 Ｍａｎ
Ａ干预转染后的肾癌细胞（转染组）和单纯肾癌细胞（非转染组）。ＭＴＴ法检测细胞增殖；ＲＴ－ＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ
法检测细胞内 ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２的表达；荧光分光光度计检测细胞内ＡＴＰ水平；提取细胞线粒体，分光光度计检

测细胞线粒体ｍＰＴＰ、ΔΨｍ的变化情况。结果　Ｍａｎ　Ａ干预细胞后，细胞内ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２的表达，ＡＴＰ水平

在高剂量组显著下降（Ｐ＜０．０５）。Ｍａｎ　Ａ抑制了肾癌细胞的增殖，且在中、高剂量出现显著下降（Ｐ＜０．０５）。
Ｍａｎ　Ａ可提高肾癌细胞线粒体ｍＰＴＰ开放程度，并导致转染组所有剂量组，非转染组中高剂量组ΔΨｍ降低

（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｍａｎ　Ａ可显著抑制肾癌细胞增殖，并影响其线粒体解偶联功能。
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　　缺氧诱 导 因 子１α（ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ｆａｃｔｏｒ　１ａｌ－
ｐｈａ，ＨＩＦ－１α）是恶性肿瘤细胞在抗乏氧环境下保持增

殖的重要基因［１］，目前，通过抑制 ＨＩＦ－１α达到抑制恶

性肿瘤生长的研究正成为研究热点［２］。而在 ＨＩＦ－１α
的有 效 抑 制 剂 中，三 白 脂 素－８（ｍａｎａｓｓａｎｔｉｎ　Ａ，Ｍａｎ
Ａ）是一种由三白草提纯而来植物制剂，对 ＨＩＦ－１α的

特异性抑制作用很强［３］，而对正常细胞的毒性作用很

小［４］。Ｍａｎ　Ａ可影响线粒体呼吸传递链，抑制细胞线

粒体复合物 的 功 能，并 降 低 ＡＴＰ的 产 量［３］。线 粒 体

内膜上的线 粒 体 解 偶 联 蛋 白２（ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ２，

ＵＣＰ２），通过对线粒体膜通透性转运孔（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉ－
ａｌ　ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ　ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ　ｐｏｒｅ，ｍＰＴＰ）的稳定调节，
使线 粒 体 产 能 电 势（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ｍｅｍｂｒａｎｅ　ｐｏｔｅｎ－
ｔｉａｌΔΨｍ）达 到 动 态 平 衡 平 衡，以 此 调 节 ＡＴＰ的 生

成［５］，并与恶性肿瘤的增殖关系密切［６］。鉴于 Ｍａｎ　Ａ
和ＵＣＰ２对细胞产能存在可能的相关性，因此本研究
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将 Ｍａｎ　Ａ和ＵＣＰ２一并引入研究，观察 Ｍａｎ　Ａ对肾

癌细胞的抑制 作 用 并 与 ＵＣＰ２的 解 偶 联 功 能 是 否 存

在联系，并探讨其机制。
１　材料与方法

１．１　主要材料　肾癌细胞株（ＧＲＣ－１）购于上海弗雷

堡生 物 公 司，Ｍａｎ　Ａ由 武 警 后 勤 学 院 刘 英 福 博 士 惠

赠，ＲＰＭＩ１６４０购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公 司，ＭＴＴ购 于Ｓｉｇｍａ
公司，总 ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒 购 于 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公 司，
ＥＬＩＳＡ试 剂 盒 购 于 Ｒ＆Ｄ公 司，Ｇ４１８购 于Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司，ＤＨ５α菌种为贵州医科大学干细胞实验室提供

相关的 限 制 性 内 切 酶、脂 质 体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
转染试剂、质粒抽提试剂盒均购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法

１．２．１　细胞培养　２５ｃｍ２ 培养瓶中将肾癌细胞株置

入，使用含１０％胎 牛 血 清、１％青 霉 素、链 霉 素 的ＲＰ－
ＭＩ１６４０培养液，培 养 瓶 外 部 环 境 为５％ＣＯ２、３７℃。
换液频率为每２～３天１次，或消化传代每２～３天１
次，当细胞培养生长为对数期时进行后继试验。

１．２．２　质粒构建及其鉴定

１．２．２．１　ＨＩＦ－１α／ｐｃＤＮＡ３．０载 体 的 构 建　氯 化 钙

法制备ＤＨ５α大肠杆菌感受态细胞，保存于－７０℃低

温冰箱。ＨＩＦ－１α基因的ＣＤＳ区序列（ＮＭ－００１５３０）于
ＮＣＢＩ获得，引物设计使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件。上游５′－
ＡＡＡ　ＡＡＴ　ＣＴＡ　ＧＡＡ　ＴＧＧ　ＡＧＧ　ＧＣＧ　ＣＣＧ　ＧＣＧ
ＧＣＧ　ＣＧＡ　ＡＣＧ－３′，下 游 为５′－ＣＣＣ　ＣＣＧ　ＧＡＴ　ＣＣＴ
ＣＡＧ　ＴＴＡ　ＡＣＴ　ＴＧＡ　ＴＣＣ　ＡＡＡ　ＧＣＴ　ＣＴＧ－３′，引

物合成自大连宝生物公司。ＰＣＲ扩增及反应条件：预

变性９４℃、３ｍｉｎ，变性９４℃、３０ｓ，退火５３℃、３０ｓ，
延伸７２℃、１ｍｉｎ，全程共３５个循环。载体及目的基

因分别经ＢａｍＨ１和 ＨｉｎｄⅢ进行双酶切，将载体与酶

切基因按３∶１的摩尔比进行过夜连接，外 界 环 境 为

１６℃，设立质粒阳性和阴性对照。取４μＬ将连接产

物接种于１００μＬ的ＤＨ５α感受态细胞中。挑取单菌

落扩增并抽提质粒，使用限制性 内 切 酶ＢｇｌⅡ进 行 单

酶切鉴定，将重组质粒命名为 ＨＩＦ－１α／ｐｃＤＮＡ３．０。
１．２．２．２　鉴定重组质粒序列　使用３７３０ＸＬ型ＤＮＡ
自动测序仪测序，由大连宝生物公司进行。
１．２．３　质粒转染　肾癌（ＧＲＣ－１）细胞的转染由脂质

体介导：细胞株于２５ｃｍ２ 培养瓶中培养，汇合度达到

９０％后使用胰酶消化，于２４孔培养板接种，加入无双

抗ＲＰＭＩ１６４０及１０％胎 牛 血 清，４８ｈ后 细 胞 密 度 约

８０％～９０％。Ａ液（于１４７μＬ无双抗、无血清的ＲＰ－
ＭＩ１６４０培养液中加入３μＬ质 粒，静 置５ｍｉｎ）、Ｂ液

（于１４４μＬ无双抗、无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液中加

入６μＬ　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００，静 置５ｍｉｎ），Ｃ液（Ａ

液和Ｂ液混合为Ｃ液）。将Ｃ液移入培养板，密度为

每孔１００μＬ，加入无双抗、无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养

液，密度为每孔４００μＬ。培养６ｈ后换含１０％胎牛双

抗、血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，２４ｈ后按１∶１０给予

传代，２４ｈ后加入含Ｇ４１８的维持液进行筛选，每３～
５天换液１次。
１．２．４　细胞分组与干预　对 ＨＩＦ－１α／ｐｃＤＮＡ３．０、空

载体质粒 使 用 脂 质 体ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转 染，对

照 组 为 肾 癌（ＧＲＣ－１）细 胞，转 染 效 率 提 示 转 染 成 功

后，构建高表达 ＨＩＦ－１α基因的转染组肾癌细胞，未行

基因干预的 ＧＲＣ－１细 胞 定 义 为 非 转 染 组，实 验 组 及

对照组分 别 使 用 密 度 为０、０．１、０．２、０．４μｍｏｌ／Ｌ的

Ｍａｎ　Ａ溶液进行干预并依次命名为对照 组 及 低、中、
高剂量组。
１．２．５　检测实验设计指标

１．２．５．１　半 定 量ＰＣＲ检 测 ＧＲＣ－１细 胞 内 ＵＣＰ２、

ＨＩＦ－１α的基因表达　待２５ｃｍ２ 培养瓶细胞汇合度达

到９０％后行分 组 处 理，提 取 ＧＲＣ－１细 胞 总ＲＮＡ，检

测ＲＮＡ的完整 性 与 浓 度，逆 转 录 及 合 成ｃＤＮＡ。引

物序 列 如 下 所 示：β－ａｃｔｉｎ（正 向５′－ＣＣＣ　ＴＧＧ　ＡＣＴ
ＴＣＧ　ＡＧＣ　ＡＡＧ　ＡＧＡ　Ｔ－３′，反向５′－ＧＴＴ　ＴＴＣ　ＴＧＣ
ＧＣＡ　ＡＧＴ　ＴＡＧ　Ｇ－３′），ＵＣＰ２（正 向５′－ＧＡＣ　ＣＴＡ
ＴＧＡ　ＣＣＴ　ＣＡＴ　ＣＡＡ　ＧＧ－３′，反向５－ＧＴＴ　ＴＴＣ　ＴＧＣ
ＧＣＡ　ＡＧＴ　ＴＡＧ　Ｇ－３′），ＨＩＦ－１α（正 向５′－ＴＣＣ　ＡＧＣ
ＡＧＡ　ＣＴＣ　ＡＡＡ　ＴＡＣ　ＡＡＧ　ＡＡＣ－３′，反 向５′－ＧＴＡ
ＴＧＴ　ＧＧＧ　ＴＡＧ　ＧＡＧ　ＡＴＧ　ＧＡＧ　ＡＴＧ－３′），反应条

件为：预变性９４℃、３ｍｉｎ，变性９４℃ 、３０ｓ，退火５３
℃ 、３０ｓ，延伸７２℃、１ｍｉｎ，进行３５个循环，终止反

应条件为７２℃、５ｍｉｎ；于２％琼 脂 糖 凝 胶 中 对ＰＣＲ
产物进行电泳，经Ｉｍａｇｅ　Ｊ软件行条带分析，将检测基

因与β－ａｃｔｉｎ的光密度比值代表所检测基因的半定量

表达。
１．２．５．２　ＥＬＩＳＡ检测 ＵＣＰ２、ＨＩＦ－１α的蛋白表达　
使用 细 胞 裂 解 液 及ＰＭＳＦ裂 解 细 胞，离 心 半 径８．５
ｃｍ、１２　０００ｒ／ｍｉｎ对细胞离心５ｍｉｎ，取上清液按每孔

５０μＬ滴加，分别将相应孔板设空白孔、标准孔及待测

样品 孔，上 述 检 测 严 格 按 照 试 剂 盒 说 明 书 的 提 示

操作。
１．２．５．３　细 胞 增 殖 活 性 的 检 测　将 细 胞 接 种 于９６
孔板，密度约１０４个／孔，均 设６个 复 孔，分 组 处 理２４
ｈ后吸弃原有培养基，加５μｇ／Ｌ的 ＭＴＴ　２０μＬ及无

血清培养基８０μＬ，孵育４ｈ（环境为３７℃）后吸弃培

养孔内液体，加入二甲亚砜１５０μＬ后低速震荡（震荡

时 间 为 １０ ｍｉｎ），酶 标 仪 （４９０ｎｍ）检 测 其 吸 光

度（Ａ）值。
１．２．５．４　细 胞 内 ＡＴＰ水 平 的 检 测　分 组 处 理 细 胞

并消化离心 后，加 入５２０μＬ无 血 清 培 养 基，再 加 入

５２０μＬ　２％的三 氯 醋 酸 后 冰 浴、离 心，时 间 为５ｍｉｎ。
取３００μＬ上清液、３００μＬ　ＮＡＤＨ液、１０μＬ磷酸甘油

醛脱氢酶一磷 酸 甘 油 激 酶 进 行 混 合，检 测 ＮＡＤＨ 下

降的Ａ值，根据标准曲线计算ＡＴＰ的值。
１．２．５．５　线粒体提取及鉴定　实验步骤均于冰面上

进行，２５ｃｍ２ 细 胞 培 养 瓶 中 培 养 细 胞 汇 合 度 约８０％
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后分组处理，消化离心，裂解，离心半径９．３ｃｍ、４　０００
ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ。取上清液，离心半径８．９
ｃｍ、１０　０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ后弃上清液，收
集所得沉淀。将沉淀均匀涂抹于载玻片，加詹纳斯绿

Ｂ染液（０．０２％），浸染１０ｍｉｎ，用１０×４０倍的高倍镜

观察，重复３次。

１．２．５．６　ｍＰＴＰ开放程度的检测　使用上述方法制

备线粒体悬液。将３ｍＬ测定介质Ｐ分别加入分组后

的线粒体悬液，摇匀。对照组加入的测定介质Ｐ为４
ｍＬ，分 光 光 度 计（７５２Ｎ 型）于５４０ｎｍ 测 定 Ａ 值，

ｍＰＴＰ开放程度与Ａ值呈负相关。

１．２．５．７　ΔΨｍ的 检 测　制 备 及 分 组 线 粒 体 悬 液 同

上。将６．６μＬ　Ｒｈ１２３加 入 线 粒 体 悬 液 中，避 光 孵 育

３０ｍｉｎ（３７℃水浴箱），荧光分光光度计检测其（激发

光：４８０ｎｍ，发射光：５２５ｎｍ）荧光强度，ΔΨｍ的大小

与荧光强度呈负相关。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１９．０进行分析，计量资

料采用ｘ±ｓ描述，两组间比较使用ｔ检验，采用单因

素方差分析对多个不同处理组的计量资料进行比较，
使用ＬＳＤ检验进行两两比较，检验水准α＝０．０５，以

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　对 ＨＩＦ－１α重组质粒的鉴定结果　３７３０ＸＬＤＮＡ
测序仪对送检标本进行测序后符合Ｇｅｎｅｂａｎｋ上的序

列，见图１。

图１　　ＨＩＦ－α／ｐｃＤＮＡ３．０质粒的部分测序结果

２．２　评价ＧＲＣ－１细胞质粒转染的效率　转染组、非

转染组 的 ＨＩＦ－１α半 定 量 表 达 分 别 为０．７１±０．０９、

０．４２±０．０３。转 染 组 较 之 非 转 染 组 显 著 增 高（Ｐ＜
０．０１），证明高表达 ＨＩＦ－１α的肾癌细胞已成功 构 建，
见图２。

２．３　各实验指标的检测结果

２．３．１　ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２的 基 因 表 达 结 果　转 染 组 较

之非 转 染 组，ＨＩＦ－１α基 因 的 表 达 量 显 著 增 高（Ｐ＜
０．０５）。转染组细胞ＵＣＰ２基因的表达量虽低于非转

染组，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见图３。

图２　　ＨＩＦ－１α的ＰＣＲ电泳图

图３　　ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２基因的表达结果

２．３．２　Ｍａｎ　Ａ 干 预 各 组 细 胞 后 检 测 ＨＩＦ－１α和

ＵＣＰ２基因表达　非 转 染 组 和 转 染 组 细 胞 较 之 对 照

组，ＨＩＦ－１α基因在各组细胞的表达随着 Ｍａｎ　Ａ剂量

的增加而下降，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而

ＵＣＰ２基因的亦随着 Ｍａｎ　Ａ剂量的增加而逐渐下降，
非转染组可在高剂量组出现显著下降（Ｐ＜０．０５）。转

染组在中、高剂量组均出现了显著下降（Ｐ＜０．０５），见
表１和图４。

　　Ａ：非转染组 ＨＩＦ－１α；Ｂ：转 染 组 ＨＩＦ－１α；Ｃ：非 转 染 组 ＵＣＰ２；Ｄ：转

染组ＵＣＰ２

图４　　Ｍａｎ　Ａ干预后 ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２的基因表达

表１　　Ｍａｎ　Ａ对各组肾癌细胞内 ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２基因表达的影响（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 非转染组 ＨＩＦ－１α基因 转染组 ＨＩＦ－１α基因 非转染组ＵＣＰ２基因 转染组ＵＣＰ２基因

对照组 ６　 ０．４１±０．０５　 ０．７５±０．１１　 ０．５５±０．０７　 ０．５２±０．０６

低剂量组 ６　 ０．３２±０．０４ａ ０．６３±０．０２ａ ０．５３±０．０４　 ０．５１±０．０９

中剂量组 ６　 ０．２４±０．０１ａｂ　 ０．４９±０．０８ａｂ　 ０．５１±０．０３　 ０．４４±０．０２ａ

高剂量组 ６　 ０．１６±０．０７ａｂｃ　 ０．３７±０．０６ａｂｃ　 ０．４３±０．１１ａ ０．４１±０．０１ａ

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与低剂量比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与中剂量组比较
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表２　　Ｍａｎ　Ａ对各组肾癌细胞内 ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２蛋白表达的影响（ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ｎ 非转染组 ＨＩＦ－１α蛋白 转染组 ＨＩＦ－１α蛋白 非转染组ＵＣＰ２蛋白 转染组ＵＣＰ２蛋白

对照组 ６　 ８．３±１．２　 １５．１±０．９　 １０．９±０．７　 １１．４±０．５

低剂量组 ６　 ７．８±１．１　 １１．７±１．２ａ ９．８±０．３　 １０．７±０．４

中剂量组 ６　 ６．４±０．２ａｂ　 ９．２±０．４ａｂ　 ９．３±０．３　 １０．１±０．６

高剂量组 ６　 ４．１±０．３ａｂｃ　 ７．２±１．１ａｂｃ　 ８．４±０．６ａ ９．３±０．３ａ

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与低剂量比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与中剂量组比较

２．３．３　Ｍａｎ　Ａ干预细胞后 ＨＩＦ－１α、ＵＣＰ２的蛋白表

达水平　非转染组和转染组细胞较之对照组，ＨＩＦ－１α
的蛋白表达量 随 Ｍａｎ　Ａ剂 量 的 增 加 而 下 降，非 转 染

组除低剂量组 外，其 余 各 组 ＨＩＦ－１α蛋 白 表 达 量 差 异

均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；与对照组相比，非转染组

和转染组 细 胞 各 剂 量 组 ＵＣＰ２蛋 白 的 表 达 量，随 着

Ｍａｎ　Ａ剂量的增加而逐渐下降，但均仅在高剂量组出

现明显差异（Ｐ＜０．０５），见表２。

２．３．４　Ｍａｎ　Ａ干预各组细胞后检测细胞内ＡＴＰ水

平　非转染组和转染组细胞较之对照组，细胞内ＡＴＰ
水平随着 Ｍａｎ　Ａ剂 量 的 增 加 而 下 降，在 高 剂 量 组 出

现明显差异（Ｐ＜０．０５），见表３。
表３　　Ｍａｎ　Ａ对各组细胞内ＡＴＰ水平的

　　　影响（ｘ±ｓ，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别 ｎ 非转染组 转染组

对照组 ６　 ０．０７７±０．００６　 ０．０８４±０．００５

低剂量组 ６　 ０．０７４±０．００２　 ０．０８１±０．００２

中剂量组 ６　 ０．０７１±０．００３　 ０．０７８±０．００２

高剂量组 ６　 ０．０６３±０．００２ａ ０．０７２±０．００４ａ

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３．５　Ｍａｎ　Ａ干预各组细胞后检测细胞增殖活性　
各实验组较之对照组，其Ａ值均增高，且随着 Ｍａｎ　Ａ
剂量的增加而 逐 渐 下 降，两 组 细 胞 在 中、高 剂 量 组 均

出现 显 著 下 降，差 异 有 统 计 学 意 义（Ｐ＜０．０５），见

表４。
表４　　Ｍａｎ　Ａ对各组肾癌细胞增殖活性的影响（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 非转染组Ａ值 转染组Ａ值

对照组 ６　 ０．２３１±０．０１９　 ０．３０６±０．０２８

低剂量组 ６　 ０．２２７±０．０１５　 ０．２９７±０．０１６

中剂量组 ６　 ０．１９４±０．０２１　 ０．２６３±０．０２４

高剂量组 ６　 ０．１８２±０．０１１ａ ０．２２９±０．０１３ａ

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．３．６　线粒体在镜下的形态学鉴定　根据染色（詹

纳斯绿Ｂ）结果显示：细胞中提取的线粒体在外形上呈

圆形、椭圆形和杆状，见图５。

２．３．７　Ｍａｎ　Ａ干 预 各 组 细 胞 后 ｍＰＴＰ的 变 化 情 况

　与各自的对 照 组 相 比，两 组 细 胞 随 着 Ｍａｎ　Ａ给 药

浓度的逐渐增加吸光度逐渐降低。非转染组的中、高

剂量组，转染组３个实验组差异均有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。Ａ值在各转染组中显著高于相同剂量非转染

组（Ｐ＜０．０５）。

图５　　线粒体的镜下染色（×４００）

表５　　细胞行 Ｍａｎ　Ａ干预后ｍＰＴＰ的变化（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 非转染组Ａ值 转染组Ａ值

对照组 ６　 ０．０９７±０．０２４　 ０．２５３±０．０２９

低剂量组 ６　 ０．０９２±０．０１６　 ０．１９４±０．０３３ａ

中剂量组 ６　 ０．０７５±０．０２８ａｂ　 ０．１４１±０．０４６ａｂ

高剂量组 ６　 ０．０６３±０．０３１ａｂ　 ０．０９３±０．０２７ａｂｃ

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与 对 照 组 比 较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 低 剂 量 比 较；ｃ：Ｐ＜

０．０５，与中剂量组比较

２．３．８　ΔΨｍ在 Ｍａｎ　Ａ干预细胞后的变化　各实验

组随着 Ｍａｎ　Ａ给药浓度的增加，其荧光强度亦增强，
与对照组比较，中、高剂量组差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），见表６。

表６　　细胞行 Ｍａｎ　Ａ干预后ΔΨｍ的变化（ｘ±ｓ）

组别 ｎ 非转染组荧光度 转染组荧光度

对照组 ６　 ６９．３１±０．５１　 ３７．１５±０．４２

低剂量组 ６　 ７３．４７±０．５６　 ３４．８７±０．２１ａ

中剂量组 ６　 ８６．５９±０．１４ａｂ　 ２８．４５±０．２２ａｂ

高剂量组 ６　 ９８．１６±０．６７ａｂｃ　 ２１．７２±０．５８ａｂｃ

　　ａ：Ｐ＜０．０５，与 对 照 组 比 较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与 低 剂 量 比 较；ｃ：Ｐ＜

０．０５，与中剂量组比较

３　讨　　论

　　恶性肿瘤 的 能 量 代 谢、细 胞 增 殖、凋 亡 等 在 很 大

程 度 上 依 赖 ＨＩＦ－１α来 维 持［７］。机 体 低 氧 状 态 时，

ＨＩＦ－１α生成增 加，以 维 持 细 胞 的 氧 自 稳 和 能 量 代 谢
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平衡［８］。ＨＩＦ－１α是公认的肿瘤适应低氧环境重要调

节剂［９］，缺氧环境可促使 ＨＩＦ－１α在细胞中稳定表达，
促 进 肿 瘤 发 生 转 移 等 恶 性 倾 向，产 生 放 化 疗 抗 药

性［１０］。目前，国 内 外 针 对 有 效 抑 制 ＨＩＦ－１α的 功 能，
达到抑制肿瘤生长的研究逐渐成为热点［２］，但尚未针

对肾癌细 胞 进 行 过 相 关 研 究。因 此，本 实 验 将 ＨＩＦ－
１α的植物抑制剂 Ｍａｎ　Ａ引入了肾癌细胞的研究中。

Ｍａｎ　Ａ于１９８３年首次被报道从三白草中提取出

的一种双新木脂体，在亚洲国家作为传统中药运用于

治疗水肿、黄疸、淋病等多种疾病［１２］。多 项 研 究 均 证

实 Ｍａｎ　Ａ对 ＨＩＦ－１α有强烈的抑制作用［３］，有研究报

道发现 Ｍａｎ　Ａ可 影 响 线 粒 体 呼 吸 传 递 链（ＥＴＣ），抑

制细胞线 粒 体 复 合 物 的 功 能，并 降 低 ＡＴＰ产 量［５］。
线粒体解偶联蛋白２（ＵＣＰ２）是线粒体内膜上的一种

质子转运蛋白，介 导 跨 线 粒 体 内 膜 的 质 子 流，使 呼 吸

链与ＡＴＰ产 生 解 偶 联［１３］，是 线 粒 体 呼 吸 功 能、ＡＴＰ
生成的关键调节蛋白。基于 Ｍａｎ　Ａ、ＵＣＰ２均对线粒

体内外膜电 势、ＡＴＰ生 成 等 有 生 理 作 用 具 有 功 能 上

的交叉点，故本 实 验 将 ＵＣＰ２作 为 Ｍａｎ　Ａ干 预 肾 癌

细胞后的观察 指 标，判 断 ＵＣＰ２是 否 在 Ｍａｎ　Ａ干 预

肾癌细胞后出现改变，以资推断 Ｍａｎ　Ａ抑制 ＨＩＦ－１α
后，ＵＣＰ２是否参与其作用机制。

实验结果提 示，成 功 构 建 高 表 达 ＨＩＦ－１α的 肾 癌

细胞株中ＵＣＰ２的基因表达量出现了上升趋势，但未

出现显著差异，提 示 ＨＩＦ－１α的 表 达 增 高 和 ＵＣＰ２无

明显关系；当实验中给予 Ｍａｎ　Ａ进行干预后，ＨＩＦ－１α
的基 因 及 蛋 白 表 达 量 均 出 现 显 著 下 降，符 合 Ｍａｎ　Ａ
作为 ＨＩＦ－１α阻断剂的理论前提。ＵＣＰ２的基因及蛋

白表达量出现 下 降 趋 势，特 别 是 在 高 剂 量 Ｍａｎ　Ａ干

预后出现了显 著 下 降，这 可 能 与 Ｍａｎ　Ａ影 响 了 线 粒

体膜电势，并 降 低 ＡＴＰ的 生 成，负 反 馈 于 ＵＣＰ２造

成，亦可能是 Ｍａｎ　Ａ直接作用于 ＵＣＰ２，降低其基因

及蛋白的表 达。但 此 项 结 果 尚 需 对 ＵＣＰ２的 基 因 进

行调控并完 善 其 他 指 标 后 才 能 明 确 判 定。在 检 测 细

胞ＡＴＰ产量时发现，随着 Ｍａｎ　Ａ干预剂量的不断增

加，两组细胞的ＡＴＰ水平逐渐减少，在高剂量组可出

现显著下降，符 合 以 往 研 究 对 Ｍａｎ　Ａ生 理 功 能 的 描

述。为了探讨 Ｍａｎ　Ａ对 肾 癌 细 胞 ＡＴＰ产 量 影 响 的

具体机制，本研究检测了线粒体解偶联功能相关指标

ｍＰＴＰ及 ΔΨｍ。实 验 结 果 提 示，Ｍａｎ　Ａ 可 提 高

ｍＰＴＰ开放程度，并导致ΔΨｍ的降低，并因此降低了

线粒体内外 膜 电 势，造 成 ＡＴＰ产 量 的 减 少。这 一 现

象与ＵＣＰ２表达 降 低 的 结 果 是 符 合 的。线 粒 体 解 偶

联功能的改变可能是 Ｍａｎ　Ａ抑制了 ＵＣＰ２的表达造

成，亦有可能是 Ｍａｎ　Ａ直接作用于线粒体后导致，且

并不能判断是否因 Ｍａｎ　Ａ抑制了 ＨＩＦ－１α后带来 的

产能影响。需进一步实验明确。

ＨＩＦ－１α有 利 于 肾 癌 细 胞 在 低 氧 环 境 下 的 生

存［１４］，而找到抑制 ＨＩＦ－１α的药物对于肿瘤的生长势

必能产生负向调节的作用。Ｍａｎ　Ａ属三白 草 属 提 取

的植物制剂，目前有较多的萃取及合成 方 法［１５］，长 期

运用于其他疾病的治疗，未见不良反应的报道。结合

以往研究以及本实验的结果证实，Ｍａｎ　Ａ可有效抑制

ＨＩＦ－１α及肾癌 细 胞 的 生 长 和 产 能，其 具 体 作 用 机 制

与线 粒 体 解 偶 联 功 能 关 系 密 切，但 其 具 体 作 用 与

ＵＣＰ２的关系尚需进一步研究证实，这也为本课题组

下一步的实验提出了方向和要求。
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水平，说明组织蛋白酶Ｓ可能是ＣⅡ量减少的主要因

素。但细胞培养 上 清 中ＣⅡ量 减 少 是 由 于 分 泌 减 少

还是分泌后 被 破 坏 需 深 一 步 研 究。随 后 收 集 各 组 软

骨细胞，裂解提取ＲＮＡ后进行ＣⅡ的ＲＴ－ＰＣＲ检测，
发现各组间ＲＴ－ＰＣＲ水平相似，说明ＣⅡ在转录水平

上未发生变化，因此认为ＣⅡ主要是在合成后受到破

坏。当然，本研究中还存在不足，即未对组织蛋白酶Ｓ
的活性进行检测，不能反映组织蛋白酶Ｓ在病变中的

功能变化，这将是下一步研究的重点。
从本研究上看，巨噬细胞和肥大细胞均对软骨细

胞分泌ＣⅡ的影响较大，他们可能是影响软骨功能的

主要细胞类型，而在抑制了组织蛋白酶Ｓ功能后，ＣⅡ
的分泌量恢复正常，说明组织蛋白酶Ｓ很有可能是Ｃ
Ⅱ破坏的主要因素，因此针对组织蛋白酶Ｓ的特异性

治疗有可能是未来研究的方向。
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