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Abstract
誗AIM: To silent hypoxia inducible factor- 1琢 (HIF- 1琢)
gene in malignant melanoma of the choroid cell by small
interference RNA ( siRNA) and investigate its effect on
the expression of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)
in the choroid cell line human uveal melanoma cell
(OCM-1) in hypoxia environment.
誗METHODS: OCM-1 cells cultured on culture flask were
divided into normal group and hypoxia group. Hypoxia
group were divided into five groups: simple hypoxic
group, and interference group, and negative control
group, and positive control group, and liposome group.
Normal group cells were cultured on DMEM culture flask
with 10% FBS, 100U/ mL penicillin, 100滋g/ mL streptomycin
as well as high concentration of glucose. The cells were
maintained at 37益 in a humidified 5% CO2 incubator.
Cells in good condition were selected for experiment. For
hypoxia group, chemical hypoxia inducer CoCl2 was
added into nutrient medium at the concentration of

100滋mol / L to simulate hypoxia microenvironment. We
designed and synthesised siRNA ( siRNA + negative
control+ positive control), the target sequences of the
HIF-1琢 to transfect hypoxic malignant melanoma of the
choroid cell. SiRNA including HIF - 1琢 siRNA, 茁 - actin
siRNA and negative control group synthesized in vitro
transfected hypoxic OCM - 1 cell through
Lipofectamine2000. The expression of HIF - 1琢, MMP - 2
gene and the protein were detected by RT - PCR and
Western blot.
誗 RESULTS: Compared with the normal group, the
expression of HIF-1琢 mRNA was not obviously changed
(P> 0. 05), but the expression of HIF - 1琢 protein and
MMP - 2 mRNA protein was significantly higher ( P <
0郾 05) . Compared with the other hypoxia groups,茁-actin
mRNA expression of positive control group decreased (P
< 0郾 05 ), which proved successful transfection. The
expression of HIF - 1琢 mRNA and the expression of its
protein and both MMP - 2 mRNA and its protein was
significantly lower ( P < 0. 05 ) . The negative control
group, liposome control group had no significant
difference in the detection of factors (P>0. 05) .
誗CONCLUSION: Hypoxia status may upregulate the
HIF-1琢 in OCM- 1 cells by increasing the expression of
protein. Hypoxia can also inactivate MMP-2, resulting in
upregulation of MMP - 2 RNA and the expression of its
protein. The expression of HIF - 1琢 and MMP - 2 mRNA
can be down - upregulated by transfecting OCM - 1 with
HIF-1琢 siRNA.
誗KEYWORDS:uveal melanoma cell; hypoxia; hypoxia-
inducible factor - 1 alpha; matrix metalloproteinases - 2;
small interference RNA
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摘要
目的:以小干扰 RNA 沉默人眼脉络膜黑色素瘤细胞中的
低氧诱导因子-1( hypoxia inducible factor -1,HIF-1)基
因,在缺氧状态下观察其对人眼脉络膜黑色素瘤(human
uveal melanoma cell,OCM-1)细胞中基质金属蛋白酶-2
(matrix metalloproteinase-2,MMP-2)基因表达的影响。
方法:将脉络膜黑色素瘤细胞分为正常组与缺氧组,其中
将缺氧组再分成单纯缺氧组、干扰组、脂质体对照组、阳
性对照组和阴性对照组;对正常组细胞用含有浓度为
10%的胎牛血清和 1% 的双抗(青-链霉素混合液)的
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DMEM 高糖培养基进行培养。 在缺氧组人眼 OCM-1 细
胞的培养瓶中加入 100滋mol / L CoCl2以构建肿瘤细胞内
部的缺氧微环境。 干扰组转染 HIF-1琢 siRNA,阴性对照
组转染无义 siRNA,阳性对照组转染 茁-actin siRNA,脂质
体对照组转染空脂质体。 RT-PCR 检测细胞中 HIF-1琢
和 MMP-2 mRNA 的表达,行 Western-blot 检测 HIF-1琢
和 MMP-2 蛋白的表达。
结果:与正常组相比,单纯缺氧组 HIF-1琢 蛋白的表达增
高(P<0. 05),而其 mRNA 表达量无明显变化(P>0. 05);
MMP-2 mRNA 及蛋白的表达升高(P<0. 05)。 缺氧培养
的各组之间相比,阳性对照组 茁-actin mRNA 表达下降(P
<0. 05),证实转染成功;干扰组 HIF-1琢mRNA 和 MMP-2
mRNA 和蛋白表达均下降(P<0. 05),阴性对照组、脂质
体对照组各检测因素均无明显差别(P>0. 05)。
结论:缺氧条件下可以提高人眼脉络膜黑色素瘤细胞中
HIF-1琢 蛋白的表达,而且 HIF-1琢 蛋白的表达水平可以
影响 MMP-2 的转录与翻译,从而可能进一步影响人眼
脉络膜瘤细胞的外周浸润和远处转移能力。
关键词:脉络膜黑色素瘤;缺氧;HIF-1琢;MMP-2;小干扰
RNA
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0 引言
摇 摇 脉络膜黑色素瘤是在成年人眼最多见的一类原发性
恶性肿瘤,迄今为止并没有发现有效的治疗途径[1]。 研
究表明,当瘤体直径超过 2mm 后,瘤体内需有新生血管
形成肿瘤才可以继续生长[2]。 低氧诱导因子-1(hypoxia
inducible factor-1,HIF-1)是组织在缺血和缺氧现象中产
生的一类转录因子,它参与多种肿瘤细胞的生长、浸润及
转移[3]。 研究发现 HIF -1 下游含有一百多类靶基因,
HIF-1 的靶基因产物对红细胞的产生、血管新生和细胞
增殖分化和凋亡、肿瘤细胞的浸润转移等方面发挥重要
作用[4]。 基质金属蛋白酶-2(matrix metalloproteinase-2,
MMP-2)作为 HIF-1 下游的靶基因,不仅可以特异性地
降解基底膜内的郁型胶原,还能降解其中的 V 型胶原以
及层黏连蛋白等大分子物质,在很大程度上增加了基底
膜对肿瘤细胞的通透性,所以 MMP-2 与肿瘤的侵袭转
移有密切关系[5,6]。 RNA 干扰技术是双链 RNA 引起的动
物或者植物中的有序列特异性转录后基因沉默过程,其
基本过程包括启动和效应两种程序[7]。 主要原理为特异
性的核酸酶将双链 RNA 切割,产生小干扰 RNA,后者与
RNA 酶结合形成 RNA 诱导沉默复合体(RISC),RISC 为
一种内源性核酸酶,它将与小干扰 RNA 结合的靶信使
RNA 内部的碱基切割,使之所携带的转录信息丧失,从
而使目的基因的表达被特异性的抑制和下调[8]。 本研究
模拟采用 RNA 干扰技术来抑制人眼脉络膜黑色素瘤细
胞中 HIF-1琢 基因的表达,初步探讨 HIF-1琢 及其下游靶
基因 MMP-2 在脉络膜黑色素瘤生物学行为中所发挥的
作用,为通过下调 HIF-1琢 及其下游靶基因 MMP-2 的表
达,从而间接抑制肿瘤组织内部新生血管形成、肿瘤细胞
的生长及转移,为使用 RNAi 技术特异性抑制 HIF-1琢 基
因的表达临床治疗脉络膜黑色素瘤提供科学依据。

1 材料和方法
1. 1 材料摇 siRNA 及实验引物的合成:在美国国立生物技
术信息中心数据库中检索 HIF-1琢 的序列全长,运用网
上设计工具筛选目标序列,设计合成 HIF-1琢 siRNA 干扰
靶序列:5蒺-CGTTGTGAGTGGTATTATT-3蒺,HIF-1琢 siRNA
干扰序列:正义链为:5蒺 - CGUUGUGAGUGGUAUUAUU
dTdT-3蒺,反义链为:5蒺-dTdTGCAACACUCACCAUAAUAA-3蒺;
本实验用到的干扰序列来自于广州锐博生物公司。 OCM-1
细胞株来源为上海拜力生物科技有限公司。 实验所用到
的引物序列的设计均是参考文献所得,实验引物序列生
成来自上海申能博彩生物科技有限公司(表 1)。
1. 2 方法
1. 2. 1 脉络膜黑色素瘤细胞培养 摇 OCM -1 细胞用含
10%胎牛血清的 DMEM 完全培养基,于 37益,体积分数
为 5%的 CO2培养箱中进行培养,隔天进行传代。
1. 2. 2 脉络膜黑色素瘤细胞的缺氧培养摇 将氯化钴浓度
为 100滋mol / L DMEM 完全培养基 5mL 加入到黑色素瘤
细胞的培养瓶中,缺氧条件下在培养箱中对人眼脉络膜
黑色素瘤细胞实行培养。
1. 2. 3 脉络膜黑色素瘤细胞的实验分组摇 将培养瓶中的
OCM-1 细胞分为六组,分别为 A 组:正常对照组,B 组:
单纯缺氧组,C 组:干扰组,D 组:阴性对照组,E 组:阳性
对照组,F 组:脂质体对照组。 其中 A 组细胞为在含有正
常氧分压情况下培养的细胞。 B 组细胞只对其在缺氧条
件下进行培养。 C 组人眼脉络膜黑色素瘤细胞设为干扰
组细胞,即在缺氧条件下对细胞进行培养后,用 HIF-1琢
小干扰 RNA 对其进行转染。 在缺氧条件下培养的 D 组
人眼脉络膜黑色素瘤细胞设置为阴性对照,对其用无意
义的小干扰 RNA 进行细胞转染。 在缺氧条件下培养的
E 组人眼脉络膜黑色素瘤细胞设置为阳性对照,对其用
茁-actin 的小干扰 RNA 进行细胞转染,若此组 茁-actin 的
表达下调,证实转染成功。 在缺氧条件下培养的 F 组人
眼脉络膜黑色素瘤细胞设置为脂质体对照,对其用空白
脂质体进行细胞转染。
1. 2. 4 小干扰 RNA 转染人眼脉络膜黑色素瘤细胞 摇 观
察六孔板中的各组人眼脉络膜黑色素瘤细胞,等到其融
合已达 85%左右,弃去每孔中的培养基,用 PBS 无菌溶
液对每孔细胞冲洗 2 遍后培养基更换为 2mL 不含血清、
双抗及氯化钴的 DMEM。 取 12 个小的 Ep 管,分别对其
进行标记为 A ~ F 组和 A1 ~ F1 组。 在 A ~ F 组 EP 管中
均加入 100滋L 不含双抗、不含血清的 DMEM 溶液,其中 C ~
E 组分别加入 75pmol HIF-1琢 siRNA、无义 siRNA、茁-actin
siRNA,混匀。 A1 ~ F1组 Ep 管中分别加入 100滋L 不含双
抗、不含血清的 H-DMEM 培养基,其中 C1 ~ F1组中加入
7. 5滋L 阳离子脂质体 Lipofectamine 2000,轻轻混匀,室温
孵育 5min。 在 5min 之内将 A ~ F 分别与对应的 A1 ~ F1
混合后轻轻混匀,在常温下孵育 20min。 将上述混合物相
对应加入 6 孔板的内的 A ~ F 孔内,置于培养箱中培养
24h 后,继续更换含 10% 胎牛血清的 DMEM 完全培养基
细胞培养 24h。
1.2. 5 RT-PCR测定人眼脉络膜黑色素瘤细胞内 HIF-1琢
和 MMP-2 mRNA 的表达 摇 提取各组 OCM-1 细胞总
RNA,参照两步法 RT-PCR 试剂盒( TaKaRa PrimeScript
RT-PCR kit)说明书建立逆转录反应体系。 PCR 反应条
件:95益预变性,时间 30s;95益变性 时间 15s;60益退火
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 1摇 HIF-1琢和 MMP-2 及内参的引物序列和扩增产物长度

基因 引物序列 扩增产物长度

HIF-1琢 上游引物:5蒺-TGCTGATTTGTGAACCCATT-3蒺
下游引物:5蒺-TCTGGCTCATATCCCATCAA-3蒺

142bp

MMP-2 上游引物:5蒺-CCAAGTCTGGAGCGATGTG-3蒺
下游引物:5蒺-GAGTCCGTCCTTACCGTCAA-3蒺

74bp

茁-actin 上游引物:5蒺-TCCATCATGAAGTGTGACGT-3蒺
下游引物:5蒺-TACTCCTGCTTGCTGATCCAC-3蒺

245bp

时间 30s;72益延伸 时间 45s;重复 40 个循环。 产物与内
参比较,采用 2-驻驻Ct相对定量的方式对结果进行计算。
1.2.6 Western-blot法检测脉络膜黑色素瘤细胞中 HIF-1琢
和 MMP-2 蛋白的表达摇 细胞进行转染 24h 之后,每孔加
入 150滋L 细胞裂解液,收集细胞,冰上裂解 60 ~ 90min,
4益,12000r / min 离心 15min,取上清,用 BCA 法测量蛋白
浓度。 加上样缓冲液进行 SDS-PAGE 电泳,转至 PVDF
膜。 室温下在水平摇床上封闭 2h,一抗(兔抗人 茁-actin 多
克隆抗体为 1颐2000;兔抗人 HIF-1琢、MMP-2 多克隆抗体
为 1 颐200)4益孵育过夜,二抗(HRP 标记的山羊抗兔 IgG
二抗 1颐4000)水平摇床上室温孵育 2h。 Quantity one 软件
进行灰度分析,目的蛋白条带灰度值与 茁-actin 条带灰度
值的比值即目的蛋白相对表达量。
摇 摇 统计学分析:本实验获得的数据用 SPSS 17. 0 软件进
行统计学分析,两独立样本定量资料比较采用 t 检验,多
组独立样本定量资料比较采取单因素方差分析,两两比较
采用 LSD-t 检验,以 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 脉络膜黑色素瘤细胞的形态学变化摇 人眼脉络膜黑
色素瘤细胞在含有正常氧分压的培养基中培养时,可以观
察到肿瘤细胞的生长方式为附壁式生长,多数人眼脉络膜
黑色素瘤细胞的形状是多边形和梭形;细胞质中胞浆含量
比较丰富,多数瘤细胞的细胞核为圆形和椭圆形。 缺氧培
养的人眼脉络膜黑色素瘤细胞增殖速度加快,细胞排列杂
乱,在转染后的人眼脉络膜黑色素瘤细胞与单纯缺氧组相
比在形态上无明显差异。
2. 2 人眼脉络膜黑色素瘤细胞中 HIF -1琢 和 MMP-2
mRNA表达的结果及分析摇 应用实时荧光定量 RT-PCR
方法测定各组细胞中 茁-actin Ct 值,各组间比较有统计学
差异(F=4. 886,P=0. 019)。 阳性对照组中 茁-actin 所得
Ct 值与其他各组相比,均明显升高,表明 茁-actin 的表达
下调,有显著统计学差异(P<0. 01),说明本实验对人眼脉
络膜黑色素瘤细胞实行转染以及进行 siRNA 干扰的操作
是成功的。
2. 2. 1 人眼脉络膜黑色素瘤细胞 HIF-1琢 mRNA 的表达

及分析摇 以 茁-actin 为内参,比较各组间 2-驻驻Ct相对定量的
结果大小,见图 1。 与正常对照组相比,单纯缺氧组中
HIF-1琢 mRNA 差异无统计学意义(P>0. 05);与单纯缺氧
组相比,转染 HIF-1琢 siRNA 后,HIF-1琢 mRNA 的表达显
著下降(P<0. 05);干扰组与阴性对照组、脂质体对照组相
比,HIF-1琢 mRNA 的表达均有统计学差异(P<0. 05)。
2. 2. 2 人眼脉络膜黑色素瘤细胞 MMP-2 mRNA 的表达
及分析摇 由图 2 可以得出,与正常对照组相比,单纯缺氧
组中 MMP - 2 mRNA 表达升高,具有统计学差异 ( P <
0郾 05);与单纯缺氧组相比,转染 HIF-1琢 siRNA 后,MMP-2

表 2摇 各组细胞 MMP-2 和 HIF-1琢蛋白相对表达量

(軃x依s,n=5)
组别 MMP-2 HIF-1琢
常氧组 0. 4071依0. 00739 0. 4809依0. 00440
单纯缺氧组 0. 5821依0. 00601 0. 6299依0. 00571
干扰组 0. 3682依0. 00451 0. 3389依0. 00341
阴性对照组 0. 5809依0. 00328 0. 6320依0. 00831
阳性对照组 0. 5831依0. 00467 0. 6281依0. 00940
脂质体对照组 0. 5799依0. 00582 0. 6370依0. 00370

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
F 4. 480 10. 215
P 0. 025 0. 001

mRNA 的表达明显降低,差异具有统计学意义(P<0郾 05);干
扰组与阴性对照组、脂质体对照组相比,MMP-2 mRNA 的
表达降低均有统计学差异(P<0. 05)。
2. 3 人眼脉络膜黑色素瘤细胞中 HIF-1琢和MMP-2 蛋白

表达结果 摇 对不同分组的人眼脉络膜黑色素瘤细胞中
HIF-1琢 和 MMP-2 蛋白的表达进行测量,结果见表 2。
2. 3. 1 人眼脉络膜黑色素瘤细胞中 HIF-1琢 蛋白表达结

果分析摇 在单纯缺氧组和正常对照组之间的比较发现,经
过缺氧培养的人眼脉络膜黑色素瘤细胞中 HIF-1琢 蛋白
表达明显升高,两组间差异具有统计学意义(P<0郾 05)。
干扰组和其他各组结果相比 HIF-1琢 蛋白表达显著降低,
差异均具有统计学意义(P<0. 05,图 3)。
2. 3. 2 脉络膜黑色素瘤细胞中 MMP-2 蛋白表达结果分

析摇 和正常对照组相比,经过缺氧培养的人眼脉络膜黑色
素瘤细胞中 MMP-2 的蛋白表达含量升高,两者差异具有
统计学意义 ( P < 0. 05)。 干扰组和其它各组结果相比
MMP-2 蛋白表达出现显著降低,差异均具有统计学意义
(P<0. 05,图 4)。
3 讨论

摇 摇 脉络膜黑色素瘤为青年人眼内常见的恶性肿瘤,发病
率较视网膜母细胞瘤稍低[9]。 其发病率为体内原发性黑
色素瘤的 5% ~ 6% [10],尽管其为眼科的常见病,脉络膜黑
色素瘤的发病原因以及它的发病机制仍不清楚。 近几十
年来,众多研究者们对脉络膜黑色素瘤细胞从多方面进行
了深入的研究[11]。
摇 摇 生物体内恶性肿瘤组织的发生发展和肿瘤细胞的外
周浸润以及远处转移的过程是由众多因素参与形成
的[12,13]。 肿瘤组织的失控性增长可以导致细胞与血液之
间供需失衡,当实体肿瘤组织生长达到一定范围,其内部
可以形成缺氧环境。 在缺氧环境下,恶性肿瘤组织内部会
产生一系列生理、生化改变以适应缺氧微环境。 参与这些
生理生化的反应过程大部分都是由 HIF-1 介导的。 在氧
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图 1摇 不同组别 HIF-1琢 mRNA的相对表达量。

图 2摇 不同组别 MMP-2 mRNA的相对表达量。

图 3摇 Western-blot结果显示各组细胞 HIF-1琢蛋白的表达。

图 4摇 Western-blot结果显示各组细胞 MMP-2 蛋白的表达。

浓度正常条件下,HIF - 1琢 可以依赖氧的存在发生降
解[14],在低氧环境中可以影响 HIF-1琢 的酶解,即可引起
其在细胞内过度表达。 目前世界上已经发现 60 余种与
HIF-1 有关的目的基因。 这些目的基因上含有可以与
HIF-1琢 结合的缺氧反应元件,两者结合后可以提高下游
目的基因的转录与翻译,而这些基因的表达产物和肿瘤细
胞的生物学行为密切相关。 MMP-2 基因作为 HIF-1 的
重要靶基因之一,主要参与肿瘤细胞外基质的酶解。 本实
验研究所得结果显示:与含有正常氧分压和氧浓度中培养
的人眼脉络膜黑色素瘤细胞相比,用氯化钴诱导的缺氧条
件下培养的人眼脉络膜黑色素瘤细胞中所测定的 HIF-1琢
基因在 mRNA 水平中表达含量未见有明显变化,在经过缺
乏正常氧分压条件下培养的瘤细胞中 HIF-1琢 的蛋白含量
增加。 对于在正常氧浓度下培养的人眼脉络膜黑色素瘤
细胞,MMP-2 转录后的产物信使 RNA 与其翻译后的蛋白
含量远较缺氧条件下培养的瘤细胞含量低。 根据以上研

究结果推测,在缺氧的条件下可以提高 HIF-1 的翻译以

及 MMP-2 的转录与翻译。 将小干扰 RNA 转染低氧状态

下培养的人脉络膜黑色素瘤细胞后,可以沉默 HIF-1琢,在
这种条件下研究结果显示沉默 HIF-1琢 后,MMP-2 的表达

无论是在转录水平还是在翻译水平都明显降低。 可以推

测 HIF-1琢 的表达水平可以影响 MMP-2 的表达,从而进

一步影响人眼脉络膜瘤细胞的外周浸润和远处转移能力。
摇 摇 肿瘤细胞在缺氧环境中由于多种基因的表达能力发

生变化,导致肿瘤组织内基因表达产物的含量发生不同程

度的改变,这些变化不仅可以抑制肿瘤细胞的凋亡,还可

以影响肿瘤的生物学行为以及对治疗的敏感性。 通过本

研究表明 HIF-1琢 在肿瘤组织中可以发挥重要作用,它可

能作为一种新的治疗手段来为人眼脉络膜黑色素细胞瘤

的治疗开辟新思路。
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