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RNAi沉默HIF-1α基因调控乏氧肺腺
癌A549细胞放射敏感性和自噬能力

邹燕梅　熊华　肖志平　于世英　袁响林

华中科技大学同济医学院附属同济医院肿瘤中心，湖北 武汉 430030

　　［摘要］　背景与目的：乏氧导致肿瘤细胞放射敏感性下降是引起肿瘤放疗抵抗、复发转移的根源。HIF-

1α基因在乏氧调控中起关键作用，但HIF-1α基因在乏氧肺腺癌放射敏感性中的作用及其与自噬的关系尚未阐

明。本研究建立利用RNAi沉默HIF-1α基因的乏氧肺腺癌A549细胞模型，以此探讨HIF-1α对乏氧细胞放射敏感

性和自噬的影响。方法：构建靶向抑制HIF-1α的shRNA表达质粒，转染乏氧A549细胞，筛选稳定表达的克隆细

胞，将其命名为A549/HIF-1α-shRNA，同时设阴性对照A549/Neg-shRNA。克隆形成实验检测细胞D0、SF2、SER

等值。Western-blot检测细胞照射前后HIF-1α、LC3、c-parp蛋白的表达。结果：乏氧A549细胞的SF2为0.62，

高于常氧A549细胞，SER为1.45；乏氧A549细胞照射后LC3Ⅱ增加，c-parp下调。乏氧A549细胞HIF-1α表达增

加；A549/HIF-1α-shRNA细胞HIF-1α表达降低；A549/HIF-1α-shRNA细胞的SF2为0.45，SER为0.72，低于A549/

Neg-shRNA细胞；A549/HIF-1α-shRNA 细胞照射后LC3Ⅱ降低，c-parp上调。结论：稳定转染及RNAi技术建立的

HIF-1α表达抑制克隆可以成为简单实用的细胞模型；shRNA抑制HIF-1α的表达可提高乏氧A549细胞的放射敏感

性，降低自噬活性。

　　［关键词］　乏氧；自噬；放射敏感性；HIF-1α；RNAi

　　DOI: 10.3969/j.issn.1007-3969.2013.06.003
　　中图分类号：R734.2　　文献标志码：A　　文章编号：1007-3639(2013)06-0413-07
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　　［Abstract］ Background and purpose: Hypoxia induced the decreased radiosensitivity of tumor cells, which 
was the cause of tumor radioresistance and relapse and metastasis. During the course, HIF-1a played the most important 
role in the regulation of hypoxia. However, it’s still unknown about the effect of HIF-1a on the radiosensitivity of 
hypoxia tumor cells and the relationship with autophagy. This study was to inhibit HIF-1α expression in hypoxic lung 
adenocarcinoma cell line A549 with RNA interference (RNAi), and explore its effect on hypoxic cell radiosensitivity 
and autophagy. Methods: Plasmids pHIF-1α-shRNA and Neg-shRNA (negative control) were constructed and 
transfected into hypoxic A549 cells, this positive clone was named A549/HIF-1α-shRNA. Clone formation array was 
applied to calculate the value of D0, SF2, SER. The expression of HIF-1α, LC3, c-parp was detected by Western blot. 
Results: The SF2 of hypoxic A549 cell was 0.62, which was higher than that of normoxic A549 cell, SER was 1.45.
The level of LC3Ⅱ increased significantly and the level of c-parp decreased after the radiation of hypoxic A549 cell. 
The level of HIF-1a increased in hypoxic A549 cells. The expression of HIF-1α in hypoxic A549 cells was suppressed 
markedly after transfection of HIF-1α-shRNA; this clone was named A549/HIF-1α-shRNA. The SF2 and SER were 
significantly lower in A549/HIF-1α-shRNA cells, 0.45 and 0.72 respectively. Under the hypoxic condition and after 
the inhibition of HIF-1α, the expression of LC3Ⅱ decreased significantly and the expression of c-parp increased. 
Conclusion: We successfully established a cell model that HIF-1α expression was suppressed almost completely by 
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RNAi. The inhibition of HIF-1α by shRNA may raise the radiosensitivity and decrease the autophagy of hypoxic A549 
cells in vitro.
  　［Key words］ Hypoxia;  Autophagy;  Radiosensitivity;  HIF-1α;  RNAi

　　由于肿瘤细胞增殖速度快，氧耗多，肿瘤

内血管结构和功能异常，肿瘤细胞血供和氧供

少，使大多数体积>l mm3的实体肿瘤都含有相

当数量的乏氧肿瘤细胞［1-2］。临床上很多肺

癌患者对放射治疗不敏感，其中很重要的原因

就是乏氧［3-4］。乏氧诱导肿瘤细胞对放疗抵 

抗［5］，HIF-1α在其中起着极为重要的调控作

用，抑制HIF-1α的表达可提高放射治疗的敏

感性［6］。近年研究发现放疗、乏氧等均可诱导

自噬的产生，通过自噬对细胞内物质的降解和

循环再利用，对放射线、低氧等应激做出适应

性反应；或通过隔离线粒体避免促凋亡因子扩

散到细胞质，帮助细胞逃逸凋亡［7-8］。前期研

究发现，乏氧诱导自噬与放疗抵抗相关。目前

关于HIF-1α的研究主要集中在乏氧和放射敏感

性方面，而在自噬方面则较少，为深入研究乏

氧、HIF-1α、放射敏感性与自噬的关系，拟

建立一个HIF-1α表达受抑制的细胞模型。RNA

干扰(RNA interference, RNAi) 是在小发夹RNA 

(small hairpin RNA, shRNA) 的介导下特异性降解

相应序列mRNA 的现象［9］。本实验利用RNAi 

技术构建靶向抑制HIF-1α mRNA的shRNA表达

载体，稳定转染乏氧人肺腺癌细胞株A549，获

得HIF-1α表达抑制的乏氧细胞模型，并对该细

胞的放射敏感性和自噬活性进行初步研究。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　细胞株

　　人肺腺癌细胞株A549购自中国典型培养

物保藏中心(CCTCC)，由华中科技大学同济医

学院附属同济医院肿瘤科实验室提供并传代 

保存。

1.1.2　主要试剂

　　胎牛血清、LipofectamineTM2000转染试剂

购自Gibco 公司；DMEM培养基购自Hyclone

公司；胰蛋白消化酶、二甲基亚砜购自Sigma
公司；BCA蛋白测定试剂盒、M-PERTM哺乳

动物蛋白提取液购自Pierce公司；HIF-1α小

鼠 抗 人 单 克 隆 抗 体 购 自 NeoMarke r s 公 司 ；

LC3、c-parp兔抗人单克隆抗体、小鼠抗人

actin单克隆抗体、羊抗鼠辣根过氧化物酶标记

二抗、ECL显色试剂盒购自Santa Cruz公司。

LipofectamineTM2000脂质体购自Invitrogen公

司；含有U6启动子的质粒pGenesil-1购自武汉晶

赛公司；限制性内切酶HandⅢ、BamHⅠ购自

Takara公司；G418购自Promega公司。

1.1.3　HIF-1α表达质粒

　　质粒载体pGenesil-1是转录靶向抑制HIF-

1α mRNA的表达质粒，是pEGFP-C1质粒经

Sal-I酶切插入人U6启动子改造而成。正反义

链由武汉晶赛生工合成(序列号 04112202)，

与pGenesi l-1经HandⅢ和BamHⅠ双酶切、

T4DNA连接酶作用后形成重组质粒HIF-1α-

shRNA。该重组质粒在细胞内表达绿色荧光

蛋白(green fluorescent protein, GFP)。正义链(下

划线部分为靶向抑制HIF-1α序列，19nt)：

5'-GATCCGUTGTGAGTTCGCATTCTTGAUTT

TCAAGACGATCAAGATGCGAACTCACATTT

TTTGTCGACA-3’；反义链：5'-GCACACT

CAAGCGTAAGAACTAAAGTTCTGCTAGTTCT

ACGCTTGAGTAAAAAACAGCTGTTCGA-3'。

阴性对照Neg-shRNA的靶序列为随机序列：

5'-AAGCTTCATAAGGCGCATAGC-3'，此序列

不与任何人类基因序列同源。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养

　 　 A 5 4 9 细 胞 置 于 含 1 0 % 灭 活 胎 牛 血 清

的 D M E M 培 养 基 中 。 常 氧 培 养 ： 3 7  ℃、

C O 2和 O 2体 积 分 数 为 5 % 和 2 0 % 的 饱 和 湿 度

条 件 下 培 养 。 乏 氧 培 养 ： 将 D Y- 2 型 培 养 箱

中 的 培 养 罐 用 7 5 % 酒 精 消 毒 后 ， 将 培 养 瓶
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放 入 培 养 罐 中 密 闭 ， 然 后 缓 慢 抽 成 真 空 ，

充 入 O 2体 积 分 数 为 l % 、 C O 2体 积 分 数 为 5 %
和N 2体 积 分 数 为 94%的 混 合 气 体 ， 约 在 1  h
内 平 衡 至 O 2体 积 分 数 为 l % 浓 度 。 将 乏 氧 起

始时间定为0，分别收集乏氧12、24、48  h 
细胞。

1.2.2　细胞照射

　　将对数生长期的A549细胞接种于6孔板，以

1×105个细胞/孔接种，常氧或乏氧培养，贴壁生

长至70%～80%融合后进行照射。照射采用直线

加速器Elekta 6 MV X线，单次吸收剂量4 Gy，

剂量率300 cGy/min，源皮距100 cm。

1.2.3　细胞转染和稳定筛选HIF-1α表达质粒

　 　 乏 氧 培 养 A 5 4 9 细 胞 ， 用 胰 蛋 白 消 化 酶

消化细胞，以3×105个细胞 /孔接种于6 cm培

养皿，加入胎牛血清和DMEM培养液4  mL
温育细胞24 h，贴壁生长至70%~80%后，用

LipofectamineTM2000 介导质粒转染，荧光镜下

观察转染效率。转染后48 h以1×105个细胞/孔
接种于6孔板，G418筛选阳性克隆。每2~3 d更

换1次培养液，培养10～12 d后，将G418浓度

改为400 μg/mL，继续乏氧培养至克隆肉眼可

见后，荧光镜下观察标记含GFP的克隆，挑出

克隆继续扩大培养。将转染了HIF-1α-shRNA/
pGenesil-1和pNeg-shRNA的乏氧A549细胞分

别命名为A549/HIF-1α-shRNA和A549/Neg-
shRNA。

1.2.4　克隆形成实验检测SF2等值

　　将A549、A549/HIF-1α-shRNA、A549/
Neg-shRNA细胞用胰蛋白消化酶消化成单细

胞悬液，计数，稀释，接种，加入DMEM培

养基4～5 mL，CO2体积分数为5%的培养箱，

于37 ℃静置培养。细胞贴壁后分别给予0、

2、4、6、8 Gy单次吸收剂量照射(直线加速器

Elekta 6 MV X线，剂量率300 cGy/min，源皮距

100 cm)；照射后于37 ℃常氧或乏氧条件下培养

12～14 d，移弃培养液，PBS漂洗，醋酸甲醇固

定，结晶紫液染色，低倍显微镜下计数大于或

等于50个细胞的克隆数；计算存活分数(SF)=照

射后细胞形成的克隆数/(接种细胞数×细胞种

植率)；根据单击多靶模型SF=1-(1-exp(-D0/D))N

拟合细胞存活曲线，计算D0、N、Dq及SF2；计

算放射增益比(SER): 乏氧条件下D0与常氧条件

下D0的比值。

1.2.5　蛋白质印迹法(Western blot)检测HIF-

1α、LC3、c-parp蛋白的表达

　　PBS将各种细胞洗2遍，M-PERTM哺乳动物

蛋白提取液提取蛋白，测定蛋白浓度。每孔加

50 μg总蛋白，10%SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，

用含50 g/L的脱脂奶粉的T-BST，37 ℃，封闭

1~2 h；加入一抗，4 ℃，温育过夜；T-BST漂

洗10 min，4次；辣根过氧化物酶标记二抗(羊

抗兔1∶2 000)，37 ℃，温育1 h；T-BST漂洗

10 min，4次；ECL显色试剂盒曝光底片，曝

光后底片上蛋白条带用Image pro-plus Kodak
软件分析量化吸光度，以actin蛋白的含量作为

参照，分别分析HIF-1α、LC3、c-parp蛋白的 

表达。

1.2.6　统计学处理

　　数据采用SPSS 13.0软件分析，两组间比较

采用t检验，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　乏氧A549 细胞放射敏感性的变化

　　线性二次方程拟合生存曲线显示常氧A549

和乏氧A549细胞受照射后的生存率(图1)。克隆

形成实验结果显示，乏氧A549细胞Dq、D0、

N、SF2值分别为1.34、1.81、2.95、0.62，而

常氧分别为0.61、1.25、2.04、0.43，SER值 

为1.45。

2.2　乏氧A549 细胞照射后凋亡和自噬的变化

　　Western blot结果显示，常氧下HIF-1a蛋白

低表达，乏氧下高表达。未接受照射的常氧或

乏氧A549细胞无c-parp蛋白的表达，接受照射

后有c-parp蛋白的表达，但乏氧A549细胞c-parp

蛋白的表达低于常氧A549细胞。常氧A549细胞

LC3Ⅱ蛋白表达很低，乏氧A549细胞LC3Ⅱ蛋白

表达增加，乏氧A549细胞接受照射后LC3Ⅱ蛋
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白表达进一步增加(图2)。

图 1　线性二次方程拟合生存曲线显示常氧(20%O2)A549和乏氧

(1%O2)A549细胞的生存率

Fig. 1    Survival fraction of normoxic and hypoxic A549 cells

图 2　常氧或乏氧A549细胞接受照射后HIF-1α、c-parp、LC3

的表达

Fig. 2    The expression of HIF-1α and c-parp and LC3 of 

normoxic and hypoxic A549 cells with radiation

  RT: Radiation.

2.3　乏氧A549细胞HIF-1α蛋白的表达

　　Western blot结果显示，在常氧下HIF-1α

蛋白低表达，乏氧12、24、48 h时间点HIF-1α

蛋白表达增加，差异均有统计学意义(P<0.05， 

图3)。

图 3　常氧或乏氧不同时间下A549细胞HIF-1α的表达

Fig. 3    The expression of HIF-1α of normoxic and hypoxic A549 

cells

2.4　转染HIF-1α-shRNA质粒的细胞筛选和

鉴定

　　选取乏氧24 h A549细胞进行质粒转染，结

果观察到了阳性克隆细胞上的绿色荧光蛋白的

表达，即A549/HIF-1α-shRNA细胞(图4)。对

A549/HIF-1α-shRNA细胞进行western blot检

测，结果与A549/Neg-shRNA相比，A549/HIF-

1α-shRNA细胞HIF-1α蛋白表达明显受抑制

(图5)。

2.5　shRNA抑制乏氧A549细胞HIF-1α表达对

放射敏感性的影响

　　拟合生存曲线显示，乏氧A549、A549/HIF-

1a-shRNA、A549/Neg-shRNA细胞受照射后的

生存率(图6)。A549/Neg-shRNA细胞的Dq、D0、

N、SF2值分别为1.21、1.68、2.77、0.59，与

A549细胞结果类似。A549/HIF-1α-shRNA的

Dq、D0、N、SF2值分别为0.67、1.31、2.05、

0.45，均低于阴性对照A549/Neg-shRNA细胞，

SER为0.72。

图 4　转染HIF-1α-shRNA质粒的A549细胞荧光表达

Fig.4 Fluorescence expression of A549 cells transfected with HIF-

1α-shRNA

(×200)
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  A: Under light microscope; B: Under fluorescence microscope.
2.6　抑制HIF-1α表达对乏氧A549细胞自噬和

凋亡的影响

　　Western blot结果显示，与阴性对照A549/

Neg-shRNA细胞相比，乏氧条件下HIF-1α的表

达被抑制后LC3Ⅱ蛋白的表达降低，c-parp蛋白

的表达上调(图7)。

图 6　乏氧A549、A549/HIF-1α-shRNA、A549/Neg-shRNA

细胞的生存率

Fig. 6    Survival fraction of hypoxic A549 and A549/HIF-1α-

shRNA and A549/Neg-shRNA

图 7　抑制HIF-1α表达后乏氧A549细胞LC3、c-parp蛋白表达

Fig. 7    The expression of LC3 and c-parp of hypoxic A549/HIF-

1α-shRNA

图 5　A549/HIF-1α-shRNA细胞中HIF-1α蛋白的表达

Fig. 5    The expression of HIF-1α of A549/HIF-1α-shRNA cells

3　讨　　论

　 　 乏 氧 是 导 致 肿 瘤 对 放 射 抵 抗 的 因 素 之 

一［10-11］。本研究通过克隆形成实验、拟合生存

曲线得出乏氧A549细胞照射后的生存率、SF2

值明显高于常氧A549细胞，从多个角度、多个

证据证实乏氧确实导致人肺腺癌A549细胞放射

敏感性下降。进一步研究发现在这个过程中，

乏氧调控蛋白HIF-1α表达上调，凋亡相关蛋

白c-parp表达降低，而自噬相关蛋白LC3表达上

调，由此推测乏氧导致放射敏感性下降的原因

可能与细胞逃逸凋亡和(或)诱导自噬相关。凋亡

作为I型程序性死亡其与放射敏感性的相关性已

经有许多学者进行了深入研究［12］ 。但自噬作

为Ⅱ型程序性死亡与放射敏感性、乏氧及HIF-

1α的复杂关系尚未得到清晰阐述。

　　研究发现乏氧可诱导自噬的产生，自噬在

肿瘤的乏氧区域表现明显［13-14］。自噬是一种防

御机制，在营养缺乏、损伤、放疗等应激情况

下，特别是缺氧条件下能够降解自身物质获得
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生存的能量，使细胞逃逸凋亡。研究显示，肿

瘤细胞的放疗抗性与自噬密切相关［15］。笔者

前期研究也发现，乏氧诱导自噬与放疗抵抗相

关［16］。自噬活性与LC3Ⅱ表达强度密切相关，

通过检测LC3Ⅱ蛋白的表达，可了解肿瘤细胞的

自噬活性［17-18］。本研究发现乏氧可以诱导LC3I

向LC3Ⅱ转变，尤其是乏氧A549细胞照射后表

现更为明显，说明乏氧可诱导自噬的产生，自

噬可能是乏氧导致放疗抵抗的重要机理之一。

　　在细胞乏氧调控网络中，HIF-1α是细胞乏

氧状态下调控基因表达的主要转录因子之一，

以其为核心，与其上下游基因及产物形成一

个复杂的调节网络，从而介导相应的生物学效

应。本研究还发现HIF-1α在常氧下基本上不表

达，一旦氧分压降低，其表达明显增加，提示

HIF-1α的表达与氧分压密切相关，这与文献报

道完全一致［19］。为进一步深入探讨其功能，

拟建立HIF-1α表达受抑制的乏氧细胞模型。本

研究采用的质粒pGenesil-1为转录靶向抑制HIF-

1α mRNA的表达质粒，为pEGFP-C1质粒经

Sal-I酶切插入人U6启动子改造而成。利用RNAi

及稳定转染技术筛选得到的阳性克隆A549/HIF-

1α-shRNA细胞，具有绿色荧光蛋白的表达，

经Western blot检测到乏氧诱导的HIF-1α蛋白表

达几乎完全被抑制，与预期结果一致。在成功

构建靶向抑制HIF-1α表达的乏氧细胞模型后，

采用克隆形成实验检测细胞的放射敏感性，结

果显示shRNA抑制HIF-1α表达可提高乏氧A549

细胞的放射敏感性，逆转细胞放射抵抗。这给

我们在临床研究中提供了一个思路，抑制HIF-

1α可能可以作为提高放疗疗效的另一靶点。

　　我们在前期的研究中发现乏氧条件下细胞

放射敏感性降低，细胞自噬活性增强，且均与

HIF-1a的表达相关［16］。文献报道，乏氧细胞

通过上调HIF-1，调控下游目的分子 BNIP3和

BNIP3L的表达，BNIP3通过与其他分子之间的

相互作用诱导自噬，保护自身免受乏氧造成的

损伤［20］；或乏氧细胞通过HIF-1α/AMPK通路

诱导自噬［21］ 。在本研究中，我们发现乏氧条

件下HIF-1α表达受抑制后 LC3Ⅱ蛋白的表达

明显降低，c-parp表达量增加。乏氧可能是通

过上调 HIF-1α，激活 HIF-1的转录活性，促

进LC3Ⅱ的表达，导致细胞自噬活性增强。而

HIF-1α 被抑制后，细胞可能出现程序性死亡

即凋亡，这与细胞放射敏感性增高相吻合。由

此我们认为抑制HIF-1的表达后，自噬的这种保

护作用下降，细胞凋亡增加，从而提高细胞的

放射敏感性。  

　　本研究运用RNAi技术成功构建了靶向抑制

HIF-1α表达的乏氧细胞模型，相对比较简便，

并可用于其他细胞模型进行相关研究。利用

shRNA抑制HIF-1α表达后提高乏氧A549细胞的

放射敏感性，降低自噬活性，说明自噬在乏氧

所致的放射抵抗中占有重要作用，并且HIF-1α

在其中起到关键介导作用，但具体机制还需要

深入研究。
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