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Abstract
AIM: To investigate the expression of apoptosis inhibi-
tory protein 2 (IAP-2) in pancreatic cancer cell PC-3 
under severe hypoxia, and to explore its relation with 
hypoxia inducible factor 1(HIF-1).

METHODS: PC-3 cells were cultured under different 
condi t ions as fo l lows: normoxia; 20  mL/L O2, 
50  mL/L CO2, and 930  mL/L N2 for 4 h (hypoxia); 
950  mL/L N2 and 50  mL/L CO2  for 1, 3, and 5 h, 
respectively (severe hypoxia); reoxygenation after 
1 h of severe hypoxia; normoxia with colalt chloride 
(300 µmol/L). Immunocytochemistry was used to 
qualitatively evaluate the expression of IAP-2 protein. 
After extraction of cytoplasmic and nuclear proteins, 
Western blot was used to quantitatively determine the 
expression of IAP-2 protein, which was compared with 
the expression of HIF-1 protein. Then the expression 
of IAP-2 mRNA was detected by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). 

RESULTS: IAP-2 protein was positively expressed in 

the cytoplasm of PC-3 cells. There was no significant 
difference between the expression levels of IAP-2 
protein under normoxia and hypoxia. The expression 
of IAP-2 protein was markedly increased (t  = 3.300, 
P <0.05) 1 h after severe hypoxia and remained 
high at 3 or 5 h. There was no significant difference 
among different time points (P  <0.05). Reoxygenation 
led to basal expression of IAP-2 protein and mRNA. 
HIF-1 expression was undetectable in normoxic PC-3 
cells, but it was induced by hypoxia. Under severe 
hypoxia, HIF-1 was modestly expressed, but IAP-2 
was abundantly expressed. After reoxygenation, the 
expression of HIF-1 disappeared, and IAP-2 returned 
to the basal level. Colalt chloride activated HIF-1 
but not IAP-2. One hour after severe hypoxia, the 
expression of IAP-2 mRNA was evidently higher than 
that under normoxia (t = 6.900, P  <0.05) and remained 
high at 3, 5 h. There was no significant different among 
different time points (P  >0.05).

CONCLUSION: Severe hypoxia induces the up-
regulation of IAP-2 in PC-3 cells through HIF-1-
independent pathways.
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摘要
目的：研究极度低氧下人胰腺癌细胞株PC-3中IAP-2

表达的变化，初步探讨其与HIF-1的相关机制.

方法：PC-3细胞株分组孵育：常氧组，体积分数为

20 mL/LO2/50 mL/LCO2/930 mL/LN2低氧组4 h，

950 mL/LN2/50 mL/LCO2极度低氧组1、3、5 h，

950 mL/LN2/50 mL/LCO2低氧3 h后复氧，另取一组

加入300 μmol/L氯化钴常氧孵育. 用细胞免疫化学定

性检测IAP-2蛋白表达；蛋白裂解液提取胞质胞核蛋

白，用Western blot检测IAP-2蛋白水平变化，同时

对比HIF-1蛋白表达；用RT-PCR检测IAP-2基因

水平改变.

World Chin J Digestol  2005 September 15;13(17):2098-2102
世界华人消化杂志 ISSN 1009-3079 CN 14-1260/R

2005年版权归世界胃肠病学杂志社



     赵秋, 等. 低氧对胰腺癌细胞株PC-3中IAP-2表达的影响机制                                                                                            2099

结果：免疫细胞化学检测IAP-2蛋白在PC-3细胞中

呈阳性表达，定位于胞质. Western blot显示常氧、

低氧4  h可检测到IAP-2蛋白,表达无差异，极度低氧

1 h IAP-2蛋白表达明显增加(t  = 3.300, P<0.05), 3、

5 h IAP-2持续高表达，各时间段无显著性差异，复

氧后恢复基线水平. 实验还显示了HIF-1和IAP-2蛋白

的表达差异：常氧组HIF-1未表达，低氧4 h可诱发, 

IAP-2保持基线水平；极度低氧HIF-1无变化，IAP-2

表达明显增高；复氧后HIF-1不表达，IAP-2恢复基

线表达；加入氯化钴后HIF-1恢复表达，IAP-2保持

基线，初步表明IAP-2蛋白表达上调有独立于HIF-1

的作用机制. RT-PCR检测表明，极度低氧1、3、5 

h后IAP-2mRNA表达明显高于常氧组(t  = 6.900, 

P <0.05),各时间组无显著差异，复氧后恢复基线水

平. 该结果与上述IAP-2蛋白表达上调一致,初步表明

IAP-2上调发生在转录水平.

结论：极度低氧下IAP-2在人胰腺癌细胞株PC-3表达
上调，并具有独立于HIF-1的抗凋亡机制.

关键词:  低氧；胰腺癌；凋亡抑制蛋白2； 缺氧诱导因子1
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0  引言

在肿瘤形成和组织缺血中缺氧是普遍存在的，缺氧

的程度决定了细胞是走向凋亡或是适应缺氧存活下

来,长期的缺氧形成细胞对缺氧诱导的凋亡抵抗性,这

些产生抗性的瘤体具有更强的侵袭性，同时降低了

对放疗化疗的反应. 现国外正着手研究于不同缺氧

环境表达的各种调节因子对细胞凋亡、抗凋亡及增

殖的影响及相互关系，目前缺氧诱导因子1(hypoxia 

inducible factor 1,HIF-1)研究较多, 结论显示

HIF-1在缺氧时可起到诱导凋亡或抗凋亡的作用[1-4].

在大鼠肾近曲小管（RPTC）研究中发现，极度低

氧(近乎无氧)可诱发凋亡抑制蛋白2（apoptosis 

inhibitory protein 2,IAP-2）表达上调并表现出抗

凋亡性，其机制可能是IAP-2协同其他因子阻止Bak

转位以保持线粒体完整性，通过抑制caspase活化

发挥抗凋亡作用，具体机制不清[5]；在人实体瘤中, 

IAP-2表达的变化和对凋亡的影响及机制探讨尚未报

道. 我们选用人胰腺癌细胞株PC-3作为研究对象，于

极度低氧下观察IAP-2表达的变化，同时观察HIF-1的

表达，以探讨缺氧时IAP-2的表达与HIF-1之间有无相

关性，为进一步研究实体瘤抗凋亡性提供新的思路及

临床治疗提供可靠实验依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人胰腺癌细胞株P C-3由本研究所提供，

D M E M高糖培养基、胎牛血清购自H y C l o n e公司，

Oxyrase购自Oxyrase公司，六孔板、免疫组化试剂

盒购自Santa Cruz公司，兔抗人IAP-2多克隆抗体

购自美国Proteintech公司，羊抗人HIF-1mAb购自

Novus公司,羊抗兔IgG购自三鹰科技公司，羊抗小鼠

Ig G(H+L)购自凌飞公司，IA P-2引物合成自生工生

物工程公司, PCR试剂盒购自TaKaRa公司，HEPES, 

NP40, EDTA, PMSF等蛋白裂解试剂,核酸裂解试剂购

自Sigma公司, DTT, 丙烯酰胺, TMEMD, SDS, NC膜

等Western blot试剂购自Ameresco公司，ECL发光试

剂购自Pierce公司.PC-3细胞株分组孵育[6,7]:常氧组, 

20 m L/L  O2/50 m L/L  C O2/930 m L/L  N2低氧组4 h, 

950 mL/L N2/50 mL/L CO2极度低氧组1 h,3 h,5 h, 

950 mL/L N2/50 mL/L CO2低氧3 h后复氧,另取一组

加入300 μmol/L氯化钴常氧孵育.常氧培养时，细胞

株采用含100 m L/L胎牛血清的DMEM高糖培养基，常

规培养于50 mL/L CO2/950 mL/L空气、37℃孵箱中,

待其2-3 d贴壁生长至70-80%融合时，用胰蛋白酶消

化传代.低氧培养时,将细胞株提前转入20 m L/

L  O 2/ 50 m L/L  C O2/930 m L/L  N2，37℃低氧培养

箱.极度低氧培养时，先用PBS清洗细胞，然后转入含

950 mL/L N2/50 mL/L CO2的厌氧板,于Krebs-Ringer

碳酸氢盐缓冲液中培养,该缓冲液提前经950 m L/

L N2/50 mL/L CO2处理并按1︰10体积比(Oxyrase:缓

冲液)加入Oxyrase以除去残余O2，复氧时，细胞再转

移到50 mL/L CO2/950 mL/L空气孵箱. 

1.2 方法 将经消毒的20 mm盖玻片置于直径90 mm培养

皿中，按2×107/L细胞接种，3 d左右转入950 m L/

L N2/50 mL/L  CO2缺氧环境培养3 h，以常氧培养作

为对照,行免疫细胞化学检测.P B S清洗，冰丙酮固

定,用TritonX-100孵育，30 mL/L H2O2孵育，血清

封闭,再加一抗IAP-2于37℃作用1 h，二抗37℃作用

0.5 h,D A B显色，苏木素复染，树胶封片,光镜下观

察.

1.2.1  Westeron blot检测IAP-2, HIF-1蛋白 收集各组

细胞，冰PBS清洗2次，加Buffer A(含HEPES-KOH, 

KCl, EDTA, NP40, PMSF, Aprotinin)冰育30 min, 

1300 r/m i n离心5 m i n，上清作为胞质蛋白，沉淀

加Buffer B(含HEPES-KOH，KCl, EDTA, MgCl2, 甘

油，PMSF, Aprotinin)冰育30 min，15000 g离心

30 m i n，上清作为核蛋白,用考马斯亮蓝法检测蛋

白浓度,其余低温保存[8].取各组蛋白高温变性，100 

g/L聚丙烯酰胺电泳分离约1 h，100 EV、低温2 h转

至NC膜，室温封闭1 h，各组分别加入一抗IA P-2, 
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H I F-1，4℃孵育过夜，漂洗，加二抗，室温孵育1 

h，漂洗，用ECL试剂显示蛋白条带，以β-actin作

为内对照.采用Image-Pro Plus 5.1图象分析软件测

定Westeron blot条带净灰度值，并与内参照的测定

结果比较，计算其比值，比较各组差异以及IAP-2, 

HIF-1之间的关系.

1.2.2 RT-PCR 检测IAP-2 mRNA 取常氧、极度

低氧及复氧组细胞提取总RN A：P B S清洗2遍，加入

Trizol 1 mL溶液裂解.按Trizol试剂盒说明书提取

总RNA，用分光光度仪测定RNA的浓度和纯度.cDN A

的合成：反应体系中加入提取的RNA1μL,25 m m o l/
L MgCl2 2 μL,10×逆转录缓冲液1 μL,10 mmol/L
脱氧核苷三磷酸(dNTP)1 μL,4×107 U/L RNA酶抑制

剂0.25 μL,5×106U/L鸟类成髓细胞瘤病毒(AM V)逆

转录酶0.5 μL,0.5 g/L寡聚脱氧核苷酸(Oligo Dt-

Adaptor Primer）0.5 μL,双脱氢水3.75 μL;42℃ 

30 min,99℃ 5 min,5℃ 5 min.低温保存.PCR检测: 

IAP-2基因PCR引物序列为,上游:5′TCTTCATCGAGGAC

TAACCCCTAC3′,下游:5′GCATCATCCTTTGGTTCCCAGT 

3′.反应条件:94℃变性2 mi n,94℃ 30 s,55℃ 30 

s,72℃ 1 min,循环29次.以β-actin为内对照检测

转录效率，RT-P C R产物用15 g/L琼脂糖凝胶电泳, 

GoldView显色，IAP-2基因及β-actin PCR产物长度

分别为200 bp,600 bp.利用Image-Pro Plus 5.1图象

分析软件测定RT-PCR条带净灰度值，并与内参照的测

定结果比较，计算其比值.   

        统计学处理  数据以平均值±标准差(mean±SD)表

示，采用SPSS11.5软件进行统计学处理，多组间均

数比较用方差分析，两组均数间比较用t检验,以

P<0.05为差异具有显著性.

2  结果

2.1 IAP-2蛋白的表达 IAP-2蛋白在PC-3细胞中呈阳性

表达，显棕黄色，定位于胞质，常氧低氧表达无显著

差异(图1).蛋白免疫印迹显示各组灰度值/β-actin

值分别为:常氧组(0.94±0.02)﹑20 m L/L  O2 4 h组

(0.92±0.03)之间IA P-2蛋白表达均无显著性差异

(t = 1.124,P >0.05)，950 m L/L  N2/50 m L/L  C O2

作用1 h  I A P-2表达量开始增加(1.02±0.01)，与

常氧组差异有显著性意义(t = 3.300,P <0.05)，

3 h(1.01±0.03),5 h(1.01±0.02)IAP-2持续表达,

各时间段之间无显著性差异(F = 1.194,P >0.05),复

氧后(0.93±0.02)恢复低表达，与常氧组无显著性

差异(t = 2.018,P>0.05).胞核均无表达.可见IAP-2

于极度低氧表达增高，翻译后转至胞质通过一定机

制发挥抗凋亡作用(图2).对比PC-3细胞中HI F-1表

达,常氧组HIF-1无表达，IAP-2可表达；低氧组4 h

后胞核可显示HIF-1条带，IAP-2保持基线水平；转

入极度低氧I A P-2表达明显增高, H I F-1表达

(0.98±0.02)与低氧组(0.98±0.03)无显著性差异

(t = 1.372,P >0.05)；复氧后IAP-2恢复基线表达, 

HIF-1不表达;加入氯化钴4 h后HIF-1表达(0.97±0.02),

与低氧组无差异(t = 0.399,P>0.05), IAP-2保持基

线，初步表明IAP-2的表达上调有独立于HIF-1的作用

机制(图3).  

2.2 IAP-2 mRNA的水平  RT-PCR检测显示，对比常

氧组(0.79±0.01)，极度低氧1 h(0.87±0.02)IAP-2 mRNA

表达明显增加,两者具有显著性差异(t = 6.900, 

P<0.01)，3 h(0.86±0.01),5 h(0.88±0.01)持续表

达,各时间段无显著性差异(F = 1.068,P>0.05),复氧

图 2  PC-3细胞中IAP-2蛋白水平. A：IPA-2；B：β-actin；1-6: 常

氧；20  mL/L  O2  4 h；950  mL/L  N2  1 h，3 h，5 h；950  mL/

L  N2作用3 h后复氧

A

B

1            2            3            4            5            6           

图 1  低氧下IAP-2在PC-3中阳性表达.

图 3 PC-3细胞中IAP-2，HIF-1蛋白水平比较. A:IAP-2, H IF-1；B:

β-actin；1-4:常氧；20  m L/L   O2  4 h；氯化钴4 h；950  m L/

L  N2  3 h IAP-2蛋白  5-8:常氧；20  mL/L  O2   4 h；氯化钴 4 h; 

950  mL/L  N2   3 h HIF-1蛋白.

         1         2         3         4         5         6         7         8

A

B
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(0.80±0.02)恢复表达，与常氧组无差异(t = 0.286, 

P >0.05).该结果与上述IAP-2蛋白表达一致，初步表

明IAP-2上调发生于转录水平(图4). 

3  讨论

在实体瘤中缺氧是普遍存在的，长期的缺氧形成细

胞对缺氧诱导的凋亡抵抗性，这些产生抗性的瘤体

可能表现出更强的侵袭性，同时降低了对放疗化疗

的反应[9,11].低氧下表达的各种凋亡调节因子在诱发凋

亡、对抗凋亡及促进增殖中保持着精细的平衡，理解

各种因子的作用机制及相关性对治疗实体瘤会产生

新的突破[12,14].HIF-1可发挥凋亡或抗凋亡作用[15,19].

目前涉及低氧细胞凋亡或抗凋亡的相关因子及机制

仍未完全阐明，对这些机制的探讨将更有助于实体瘤

的治疗[20,22].严格的缺氧（接近无氧）环境能诱发

IAP-2表达上调，IAP家族(inhibitor of apoptosis 

family of proteins,IAPs)通过抑制caspase，参与

TNFR介导的信号转导，与NF-κB相互作用发挥抗细胞

凋亡作用[23,25].目前研究表明低氧诱导IAP-2对细胞色

素C刺激的caspase活化产生抑制作用，将IAP-2自胞

质清除可恢复caspase活性[6,7]. 

   但目前该研究仅限于大鼠，尚未用于人类实验. 

我们首次选用人胰腺癌细胞株PC-3作为研究对象,探

讨实体瘤中IAP-2的表达变化及相关机制，以加深对

肿瘤细胞相关生长调节因子的认识，为新型药物开发

及临床治疗提供实验依据.本研究显示，IAP-2表达

于PC-3胞质，极度低氧环境表达较多，IAP-2在缺氧

1 h后表达增加，3-5 h未见减弱，mRNA和蛋白表达

具有时间和数量的一致性，初步显示IAP-2因子改变

发生在转录水平.HIF-1蛋白常氧未见表达，20 mL/L

低氧4 h后可显示条带，极度低氧环境条带未加深；

IAP-2于常氧和20 mL/L低氧表达适量，极度低氧明显

增高；加入氯化钴后4 h HIF-1可显示条带，IAP-2无

变化，上述结果表明HIF-1可因物理因素(低氧)或化

学因素(加入氯化钴，去铁敏等)表达，缺氧的程度对

HIF-1无明显影响，IAP-2仅在极度缺氧表达上调，初

步表明HIF-1这种介导多种基因缺氧反应的转录因子

与IAP-2的表达无关，IAP-2上调及抗凋亡另有不同于

HIF-1的独立作用机制.结合对RTPC的研究成果及对人

IAP-2的抗凋亡研究机制[23,26]，初步表明IAP-2在人肿

瘤细胞株于极度低氧下表达增加、以独立于HIF-1的

机制发挥抗凋亡作用. 

   通常，在近乎无氧的条件下，许多在适度低氧下

表达的转录因子可能无法参与IAP-2的调节，但目前

研究表明，IAP-2并非在无氧下获得的唯一具有凋亡

抗性的因子，IAP-2协同其他因子阻止Bax转位并保持

线粒体的完整性，可在组织缺血和肿瘤形成中维持细

胞存活[27,29]，故下一步的研究应着眼于极度低氧诱导

IAP-2上调的作用机理及IAP-2基因启动子元件和信号

传导通路，以及与其他因子的关联性，并继续探寻其

他低氧调节因子[26,30]，以期加深对肿瘤细胞凋亡抗性

的认识，并为进一步开展临床实验和开发新型临床抗

癌药物提供可靠的理论依据和治疗靶点. 
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