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【摘要】 目的 探讨缺氧诱导因子抑制剂 YC-1 对口腔鳞癌 ( OSCC) 中葡萄糖转运蛋白-1 ( Glut1 )、血管内皮生长因子
( VEGF)基因的调控作用。方法 ( 1)应用免疫组织化学法检测 60 例 OSCC患者和 12 例癌旁正常组织中的缺氧诱导因子-1α
( HIF-1α)、Glut1、VEGF的表达。( 2) 人舌癌 Tca8113 细胞在体外进行培养，将其分成缺氧组、常氧组。将浓度为 0、10、100
μmmol /L的 HIF-1α抑制剂 YC-1 分别加入二组后，通过 ＲT-PCＲ技术检测 OSCC细胞中 HIF-1α、Glut1、VEGF mＲNA的转录水
平。结果 免疫组化发现: OSCC 癌中 HIF-1α、Glut1、VEGF 的阳性表达明显多于正常组织，其中 HIF-1α 的阳性表达与 Glut1
的阳性表达、VEGF的阳性表达均呈正相关。ＲT-PCＲ结果表明，加入 YC-1 后，HIF-1α的表达在缺氧组和常氧组中均降低，差
异有统计学意义( P ＜ 0. 05)。HIF-1α的表达在缺氧组随着 YC-1 浓度不同无剂量依从性，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05)。在
YC-1 作用下，缺氧组和对照组 Glut1、VEGF在人舌癌 Tca8113 细胞中的表达均显著( P ＜ 0. 05) 降低，缺氧组内 Glut1、VEGF的
表达随着 YC-1 浓度增加有剂量依从性( P ＜ 0. 05)。结论 HIF-1α、Glut1、VEGF高表达于 OSCC组织中。YC-1 显著抑制人舌
癌 Tca8113 细胞 HIF-1α、Glut1、VEGF分子的表达; YC-1 可能通过下调 HIF-1α、Glut1、VEGF的表达来抑制 OSCC的生长。
【关键词】 YC-1;低氧诱导因子-1α;口腔鳞癌
【中图分类号】 Ｒ739． 8 【文献标志码】 A 【文章编号】 1001-9510( 2018) 06-0450-05
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【Abstract】 Objective To study the function and mechanism of YC-1 on activity of Glut1 and VEGF genes in Oral squamous cell
carcinoma．Methods ( 1) HIF-1α，Glut1 and VEGF proteins were detected by immunohistochemical methods in 60 cases of oral squa-
mous cell carcinoma and 12 cases of normal tissue adjacent to tumor． ( 2) Human tongue squamous cancer cell line Tca8113 were in-
cubated under hypoxic or normoxia conditions and were divided into the hypoxia group and the normoxic group． Different concentrations
of YC-1 ( 0，10，and 100 μmol /L) were added to both groups． ＲT-PCＲ was used to detect the HIF-1α，Glut1 and VEGF mＲNA． Ｒe-
sults The positive expression rate of HIF-1α，Glut1 and VEGF in OSCC was higher than that in normal tissue． Positive correlation was
found between HIF-1α and Glut1，VEGF expression ( P ＜ 0. 05) ． ＲT-PCＲ results showed that after the adding of YC-1，the expression
of HIF-1α in both groups decreased，with statistical significant difference ( P ＜ 0. 05) ． With different YC-1 concentration，the expression
of HIF-1α in the hypoxia group had no dose dependence，with no statistical significant difference ( P ＞ 0. 05) ． Glut1 and VEGF molecu-
lar expressions in human tongue squamous cancer cell line Tca8113 decreased significantly in different YC-1 concentrations ( P ＜
0. 05) ． The expressions of Glut1 and VEGF had dose dependence in the hypoxia group with the increase of YC-1 concentrations ( P ＜
0. 05) ． Conclusion The expression levels of HIF-1α，Glut1 and VEGF in oral squamous cell carcinoma are higher than those in the
normal tissues． YC-1 inhibits HIF-1α，Glut1 and VEGF expressions in Tongue squamous cancer cell line Tca8113． YC-1 inhibits the
growth of OSCC possibly through down-regulating the expressions of HIF-1α，Glut1 and VEGF．
【Keywords】 YC-1，HIF-1α，oral squamous cell carcinoma

口腔鳞状细胞癌( Oral squamous cell carcinoma，
OSCC，口腔鳞癌) 是口腔颌面部最常见的恶性肿瘤，
好发于舌部、牙龈、颊部等，其发病率高，侵袭性强，
术后易复发，并且容易发生淋巴结转移及远处转移，

预后不良，严重影响着人类的口颌系统功能及生命

安全。
肿瘤生长过程中普遍存在着缺氧现象。肿瘤细

胞缺氧可出现无氧糖酵解的增强、相关蛋白的表达
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增加等一系列适应性和代偿性改变。研究发现，缺
氧诱导因子-1α( Hypoxia inducible factor1α，HIF-1α)
在许多动物及人体组织肿瘤细胞中的表达较高，其

在肿瘤的生长、转移、血管形成、细胞凋亡及耐药等
多方面具有调控作用［1-3］。位于 HIF 的下游基因之
一的葡萄糖转运蛋白-1 ( Glucose1，Glut1 ) 参与调节
组织缺氧时的能量代谢。血管内皮生长因子 ( vas-
cular endothelial growth factor，VEGF) 参与调控肿瘤
血管的发生发展。
本研究探讨在 OSCC 中 HIF-1α、Glut1、、VEGF

的表达及其之间的关系，研究缺氧诱导因子抑制剂

3-( 5’-羟甲基-2’-呋喃基) -1-甲苯［3-( 5’-hydroxym-
ethyl-2’-furyl) -1-benzylindazole，YC-1］对 OSCC细胞
中 HIF-1α、Glut1、VEGFmＲNA 表达的作用效果，探
讨缺氧参与 OSCC 发生发展的调节机制，为 OSCC
靶向治疗提供新的实验基础和理论依据。
1 材料与方法
1． 1 采用免疫组织化学( IHC) 方法检测手术切除
的 OSCC 组织中 HIF-1α、Glut1、VEGF、CD34 的表
达。

1． 1． 1 材料及试剂 HIF-1α多克隆抗体( 兔抗人)
( 武汉博士德生物公司) ，Glut-l 多克隆抗体 ( 兔抗
人) ( 武汉博士德生物公司) ，VEGF 单克隆抗体( 鼠
抗人) ( 武汉博士德生物公司 ) ，CD34 单克隆抗体
( 鼠抗人) ( 武汉博士德生物公司) 。
收集 2008 至 2018 年滨州医学院附属医院病理

科保存石蜡标本，各标本的患者术前均未行抗肿瘤

治疗，其中 60 例为 OSCC 组织，12 例为癌旁正常口
腔组织，分 OSCC组、癌旁正常组织组。
1． 1． 2 实验方法 利用切片机将石蜡标本制成厚
度为 4 μm 的切片，于恒温 ( 60℃ ) 烤箱中烤片 20
min，脱蜡脱水后进行免疫组织化学法染色试验。采
用 CD34 抗体标记血管内皮细胞。
1． 1． 3 观察结果指标 染色后在高倍显微镜下观
察平均分布在 5 个视野内的 1 000 个细胞，依照
Zhong等［4］的报道，HIF-1α 阳性表达于细胞质或细
胞核，依照 Cooper等［5］的报道，Glut-l阳性表达于细
胞质或细胞核( 表 1) 。作为血管内皮细胞特异标志
物之一的 CD34 被染成棕色，分布在血管最高区域。
本研究中采用积分光密度值进行分析。

表 1 细胞染色分级标准

阴性( － ) 弱阳性( + ) 中度阳性( + + ) 强阳性( + + + )

HIF-1α 没有染色或 ＜ 1%的细胞染色 细胞数染色 1% ～10% 细胞数染色 11% ～50% 细胞数染色 ＞ 50%

Glut-l 无着色或细胞数染色 ＜ 1% 细胞数染色 ＜ 10% 11% ～50%的细胞染色 ＞ 50%的细胞染色

VEGF 无着色或细胞数染色 ＜ 10% 11% ～25%的细胞染色 26% ～50%的细胞染色 ＞ 50%的细胞染色

1． 1． 4 统计学分析 用 SPSS21． 0 软件包进行分
析，所有数据均以均数 ±标准差( x ± s) 表示，t 检验
确定组间组内数据是否有差异，以 P≤0. 05 为差异
有统计学意义。
1． 2 以人舌鳞癌 Tca8113 细胞为研究对象，用 ＲT-
PCＲ方法检测应用不同浓度的 YC-1 后，HIF-1α、
Glut1、VEGF的 mＲNA 在 Tca8113 细胞中的表达水
平。
1． 2． 1 材料 人舌癌 Tca8113 细胞( 中科院上海细
胞所) ;胎牛血清( 美国 Sigma 公司) ; YC-1 ( 瑞士 A-
lexis biochemicals公司) ; Taq DNA聚合酶( 美国 Pro-
mega公司) GAPDH 多克隆抗体 ( 兔抗人) ( 上海博
雅生物技术有限公司) ; Trizol 试剂 ( 美国 Invitrogen
公司) ;氯化钴 ( CoCl2 ) ( 北京中杉金桥有限公司公
司) ; MMLV 逆转录酶试剂 ( 美国 Promega 公司 ) 。
HIF-1α、VEGF、Glut1 引物序列由上海生工公司合成
( 表 2) 。

表 2 引物序列

引物名称 引物序列 片段长度 /bp
HIF-1α
上游 5'-GATGTAATGCTCCCCTCAC － 3'
下游 5'-GCTGGAATACTGTAACTGTGC － 3' 514

VEGF
上游 5’-GAGGGCAGAATCATCACGAAG －3'
下游 5'-AGGGAACGCTCCAGGACTTAT － 3' 402

Glut1
上游 5’－ TCATCGTGGCTGAACTCTTCAG －3’
下游 5’－ TCACACTTGGGAATCAGCCCC － 3' 231

1． 2． 2 实验分组和方法 在缺氧( 1% O2 ) 和常氧

( 20%O2 ) 培养箱中培养人舌鳞癌 Tca8113 细胞 48
h后，缺氧组加入 300 μmmol /L 的 CoCl2 以加重缺
氧微环境。
将浓度为 0、10、100 μmmol /L 的缺氧诱导因子

抑制剂 YC-1 分别加入缺氧组、常氧组中。共分为 6
组，即: 常氧对照组、常氧-YC-1-10 组、常氧-YC-1-
100 组; 缺氧对照组、缺氧-YC-1-10 组、缺氧-YC-1-
100 组。
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培养 24 h后按照 Trizol试剂盒说明提取各组细
胞总 mＲNA，逆转录成 cDNA，进行实时定量 PCＲ反
应，读吸光值，以 HIF-1α、Glut1、VEGF与 GAPDH的
灰度比值作为 HIF-1α、Glut1、VEGF mＲNA 的相对
表达量，实验重复 3 次。
1． 2． 3 采用 SPSS21. 0 软件包进行统计分析，单因
素方差分析( One-Way ANOVA) 确定各组数据是否
有差异，以 P≤0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2． 1 HIF-1α、Glut1、VEGF、CD34 在 OSCC 中的表
达 HIF-1α、Glut1、VEGF、CD34 在 OSCC 组织中的
表达明显增高( P ＜ 0． 01，与癌旁正常口腔组织组比
较) ( 图 1、2、3、4，表 3) 。HIF-1α 的表达与 Glut1 的
表达呈正相关( r = 0. 975，P = 0. 001 ) ，HIF-1α 的表
达与 VEGF的表达呈正相关( r = 0. 979，P = 0. 001) ，
HIF-1α的表达与 CD34 的表达呈正相关( r = 0. 976，
P = 0. 001) 。

图 1 OSCC中 HIF-1α的阳性表达( IHC，× 200) 图 2 OSCC中 Glutl的阳性表达( IHC，× 200)

图 3 OSCC中 VEGF的阳性表达( IHC，× 200) 图 4 OSCC中 CD34 的阳性表达( IHC，× 200)
表 3 HIF-1α、Glut1、VEGF、CD34 的平均光密度值( P ＜ 0. 01)

HIF-1α Glut1 VEGF CD34
OSCC组 1． 46 ± 0． 064 1． 10 ± 0． 117 1． 14 ± 0． 105 1． 07 ± 0． 104
癌旁组织组 0． 10 ± 0． 061 0． 19 ± 0． 035 0． 20 ± 0． 041 0． 13 ± 0． 064
t值 26． 674 12． 130 6． 496 13． 398
P值 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00

2． 2 Tca8113 细胞经不同浓度的 YC-1 作用后，其
HIF-1α、Glut1、VEGFmＲNA的表达模式。
2． 2． 1 HIF-1αmＲNA 的表达水平 YC-1 浓度为 0
时，常氧组 HIF-1αmＲNA 的表达明显降低 ( P ＜
0. 05，与缺氧组相比较 ) ，* 表示差异有统计学意
义。YC-1 浓度为 10、100 μmmol /L 时，各组 HIF-
1αmＲNA 表达均降低，F 值为 3339191. 922 ( P ＜
0. 05) ，差异有统计学意义。缺氧-YC-1-10 组与缺

氧-YC-1-100 组比较，P 值为 0. 155，差异无统计学
意义，表示 HIF-1αmＲNA 的表达随着 YC-1 浓度不
同无剂量依从性( 图 5) 。
2． 2． 2 Glut1、VEGF mＲNA 表达水平 YC-1 浓度
为 10 、100 μmmol /L 时，缺 氧 组、常 氧 组 中
Glut1mＲNA的表达均明显降低 ( P ＜ 0. 05 ) ，F 值为
1 625 564. 971，差异有统计学意义，VEGF mＲNA 表
达均显著降低( P ＜ 0. 05) ，F值为 2 862 988. 650，差
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异有统计学意义。实验表明在缺氧组内 Glut1、
VEGF mＲNA的表达随着 YC-1 浓度的增高而显著
降低，且存在有剂量依从性 ( P ＜ 0. 05 ) ( 图 5 ) 。
HIF-1αmＲNA与 Glut1mＲNA表达的降低趋势一致，

呈正相关 ( r = 0. 947，P ＜ 0. 05 ) ，HIF-1αmＲNA 与
VEGF mＲNA 的表达同样呈正相关( r = 0. 979，P ＜
0. 05) 。

注: * 表示差异有统计学意义，#表示差异无统计学意义。

图 5 不同浓度 YC-1 处理 HIF-1α、Glut1、VEGF的 mＲNA的表达比值

3 讨论
肿瘤缺氧表现在以下方面: 一是通过诱导细胞

基因表达、改变能量代谢等方式使肿瘤细胞适应缺
氧环境;二是促进新生血管的增多，从而使血供增

多，渗透性增强，肿瘤细胞的外渗率增加，表现为转

移及侵袭能力增强。
缺氧环境下 HIF-1α 介导肿瘤缺氧活性并调节

基因的转录表达。HIF-1α 参与超过 100 种适应缺
氧环境相关的基因 ( VEGF、Glut1、转铁蛋白、内皮
素-1、iNOS等) 的转录，在肿瘤细胞增殖、凋亡、能量
代谢方面起作用，同时还调节肿瘤的血管发生、肿瘤
侵袭等。HIF-1α 蛋白在细胞核及胞浆内的表达随
着细胞的氧浓度降低而表达增加，二者呈负相关，表

明 HIF-1α 的表达有氧依赖性。因而，通过抑制
HIF-1α和下游基因的表达达到抑制肿瘤细胞的增
生的目的。Duffy 等［6］发现，在缺氧条件下 HIF-1α
参与调节启动了 VEGF 的信号传导途径，并发挥重
要作用。HIF-1α 在 VEGF 的 mＲNA 稳定性中起促
进作用，增强了 VEGF的阳性表达，增加了血管的数
目，并增多其通透性和血管外纤维性凝胶，肿瘤细胞

的血供丰富，生长加快。缺氧组织中 HIF-1α能升高
与糖及能量代谢有关的包括 Glut1 在内的靶基因的
表达，促使糖酵解酶的产生，促进糖酵解和糖吸收，

调节能量代谢，利于肿瘤细胞在缺氧环境的适应及

生长。本研究发现，在 OSCC 组织中 HIF-1α、Glut1、

VEGF、CD34 的表达明显高于癌旁正常组织，提示缺
氧上调了 OSCC 组织中 HIF-1α、Glut1、VEGF、CD34
的表达，同时 HIF-1α 的表达与 Glut1、VEGF、CD34
的表达呈正相关。组织缺氧，血管生成增加，葡萄糖
转运和糖降解增加，加强了组织细胞对缺血、缺氧的
耐受性，从而使肿瘤得以生长。
学者发现，由人工合成的低氧诱导因子抑制剂

YC-1 具有很好的抗血管新生活性及肿瘤治疗活性，
能抗血管内血栓形成，激活鸟昔酸环化酶，舒张动

脉，阻断细胞缺氧信号通路，抑制 HIF-1α、Glut1、
VEGF的表达，抑制肿瘤血管生成，降低肿瘤血管密
度，抑制肿瘤细胞增殖，从而发挥抗肿瘤的作用［7-9］。
有研究表明，YC-1 抑制转录因子的活性与抑制 HIF-
1α的效应可能相关，具体机制仍有待于进一步研
究。许静等［10］发现，YC-1 在缺氧环境下可调控生
物钟基因和蛋白的表达，减弱了细胞增殖和克隆能

力。本研究中，缺氧条件下，HIF-1α、Glut1、VEGF为
强表达，明显高于 YC-1 作用于 HIF-1α、Glut1、VEGF
mＲNA 的表达，呈抑制趋势，且 HIF-1αmＲNA 与
Glut1mＲNA、VEGF mＲNA表达的降低趋势一致，呈
正相关。进一步证实 YC-1 抑制 HIF-1α 的转录活
性而降低 HIF-1 所介导的部分靶基因包括 Glut1、
VEGFm ＲNA的表达水平［11］，抑制 OSCC 血管生成
和转移。杨宝明等［12］发现，YC-1 在肝细胞中能够
抑制 HIF-1α 蛋白表达量，但不影响 HIF-1αmＲNA
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的表达量，这表明，YC-1 是在蛋白质的水平对 HIF-
1α蛋白发挥抑制作用;因而猜测，HIF-1α 蛋白的表
达量减少，下调了 HIF-1α 二聚体的形成，使得 HIF-
1α蛋白从胞核到胞浆的转移减少。而在 OSCC 中
YC-1 对 HIF-1α蛋白水平的下调作用尚需进一步研
究。
综上，本研究提示可通过抑制 HIF-1α，寻求治

疗 OSCC的新靶点。OSCC 肿瘤细胞发生发展的通
路、机制较为复杂，尤其在缺氧环境中，肿瘤细胞的
生物学行为受多种因素、经多种途径的影响。因此，
可从抑制多种分子以及多种异常信号通路方面着

手，通过靶向药物或者联合的治疗方法成为 OSCC
的新的治疗方向。
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质量，有了安全感才能有自尊和自信［6］。因此家长
在与孩子的相处过程中应充分尊重孩子，能与孩子

进行良好的沟通，对其行为进行正确的引导。父母
的关爱和情感交流会提高儿童的安全感和信任感，

改善他们的社会心理功能，从而提高他们的生命质

量。
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