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[摘要] 摇 低氧是肿瘤发生侵袭转移必经的过程之一,它促进了肿瘤致癌基因的表达,从而使肿瘤细胞发生远处

转移. 低氧环境对于调节肿瘤的 EMT 过程具有重要作用,刺激肿瘤的恶化和转移,也可促进血管激活因子的表

达从而促进肿瘤血管的形成. CCNE2 作为调节细胞周期的关键基因,在肿瘤发生和转移过程中的作用已经得到

广泛研究,在多种癌细胞中都发现 CCNE2 蛋白是高表达的. 为此在 MCF鄄7 细胞中通过一系列的实验证明了

CCNE2 是一个新的低氧靶基因,并证明了低氧通过刺激 HIF鄄2琢 促进了 CCNE2 的表达.
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Study on Hypoxia Induced the Expression of CCNE2 by HIF鄄2琢
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Abstract:Hypoxia is one of the process of tumorigenesis and tumor metastasis,it promotes the expression of tumors which
promotes tumor cells distant metastasis. Hypoxia plays an important role in EMT process, which stimulates the
degradation and metastasis of tumor,moreover,it promotes the expression of vascular activator to induce the formation of
tumor blood vessels. As a key regulating in cell cycle genes,the role of CCNE2 in tumorigenesis and metastasis has been
extensively studied,CCNE2 is found to express more than normal cells in various cancer cells. For these,a series of ex鄄
periments are done to demonstrate CCNE2 is a new target to hypoxia and hypoxia induces the expression of CCNE2 by
HIF鄄2琢.
Key words:hypoxia,MCF鄄7,HIF鄄2琢,CCNE2

CCNE2 作为调控细胞周期的关键因子,一直是肿瘤相关研究的热点. 在正常细胞中,细胞增殖主要受

细胞周期蛋白、细胞周期蛋白依赖性激酶以及细胞周期蛋白依赖性激酶抑制物系统调控. 绝大多数肿瘤细

胞都存在若干改变的细胞周期调控基因[1] . 在小鼠模型中已经被证明 CCNE2 调控系统的紊乱会导致肿瘤

的发生[2],Chetty[3]等指出在胃癌中 CCNE2 是高表达的,在乳腺癌中也得出了类似的结果[4] .
低氧是肿瘤组织中普遍存在的现象,能够导致肿瘤的恶性转化[5,6] . 肿瘤组织低氧程度,随着肿瘤发

展不断加重,并被认为是估断子宫颈癌等肿瘤预后的一个独立指标[7] . 低氧诱导因子是一种在低氧状态

下才发挥活性的特异性转录因子并能激活许多下游的靶基因,可以促进肿瘤细胞的迁移[8] . 它是迄今发

现的组织细胞在低氧状态下诱生的最直接最重要的调控因子,包括 3 种亚型 HIF鄄1、HIF鄄2 和 HIF鄄3,分别

由 琢 和 茁 2 个亚基组成异二聚体.
本实验利用双荧光素酶报告基因、siRNA、Q鄄PCR、Western blot 等手段证明 CCNE2 也是低氧的靶基

因,在调节肿瘤转移和发生过程中发挥着重要的作用;还证明低氧促进 CCNE2 的表达由 HIF鄄2琢 介导,而
不是 HIF鄄1琢. 低氧促进 HIF鄄2琢 的表达,从而介导 CCNE2 的高表达.
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1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

1. 1. 1摇 试剂

pGL3鄄Basic 载体,质粒 pRL鄄TK 为本实验室保存;高糖 DMEM 培养基和胎牛血清购自 Gibico 生物公

司;Trizol 和脂质体 2000 购自 Invitrogen 公司;HIF鄄1琢 siRNA,HIF鄄2琢 siRNA 合成于 Sigma 公司;HIF鄄1琢,
HIF鄄2琢,CCNE2 抗体购自 CST 公司;反转录试剂盒和 SYBR Green 购自 Takara 公司;双荧光素酶报告基因

检测试剂盒购自 Promega 公司.
1. 1. 2摇 细胞

乳腺癌细胞系 MCF鄄7 为本实验室保存. 在 5% CO2,37 益细胞培养箱中培养,培养基为含有 10%胎牛

血清、100 U / mL 链霉素和 100 U / mL 青霉素的高糖 DMEM.
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 低氧培养细胞和细胞转染

接种细胞 24 h 后将细胞置于低氧培养箱中培养,氧气浓度为 1% ,低氧培养时间为 0 h、4 h、2 h、24 h、
48 h. 细胞转染质粒和 siRNA 的浓度和方法都严格按照脂质体 2 000 的操作说明书进行.
1. 2. 2摇 CCNE2 启动子质粒构建

利用 TFSEARCH、JASPAR 等软件分析 CCNE2 基因启动子潜在的与低氧有关的转录因子结合位点,
结果表明转录起始位点上游的 1 214 bp 至下游的 627 bp 有多种 HIF 家族的结合位点,包括 HIF鄄1琢、HIF鄄
2琢、HIF鄄2茁. 为此,构建不同长度的报告基因从而来确定促进 CCNE2 启动子活性的转录因子. CCNE2鄄p4
(596)构建时缺失了转录起始位点,不具备转录活性,作为阴性对照.

利用 primer 5. 0 设计引物,在上游引物 5忆端添加 Kpn玉酶切位点,在下游引物 5忆端添加 Hind 芋结合位

点,引物序列如下:
上游引物

CCNE2鄄pF1(1842):5忆鄄CGGGGTACCGACGATGTGCAGTTTTGGGGTGC鄄3忆,
CCNE2鄄pF2(1599):5忆鄄CGGGGTACCATCTTTCTTCCCACCCGGCCAG鄄3忆,
CCNE2鄄pF3(1116):5忆鄄CGGGGTACCCAGCTCTTCAGCCAACGCTTTGCTC鄄3忆,
CCNE2鄄pF4(569):5忆鄄CGGGGTACCCGAGCGGTAGCTGGTCTGGCGGTGA鄄3忆;
下游引物

CCNE2鄄pR:5忆鄄CCCAAGCTTGGGGTTGTGGAGGCGAAATGCT鄄3忆.
PCR 产物经过纯化后用 Kpn玉,Hind 芋双酶切 2 h,割胶回收后,用 T4 DNA 连接酶将片段与 pGL3鄄

Basic 载体连接,16 益过夜,然后转化、挑取克隆、提质粒,最后送去测序.
1. 2. 3摇 荧光素酶活性检测

弃去培养液,PBS 洗细胞 2 ~ 3 次,完全吸净 PBS,使用双荧光素酶报告基因检测试剂盒进行细胞裂解

及荧光素酶活性检测实验. 每孔中加入 100 滋L 1伊PLB,室温静置 30 min. 吸取上清于专用 96 孔板中,选择

检测区域,每孔加入 20 滋L 细胞裂解液以及 100 滋L 1伊Luciferase Assay Buffer 进行检测,得出萤火虫荧光素

酶活性,再加入 100 滋L Stop&Glo Buffer,检测得到海肾荧光素酶活性. 各孔细胞的转染效率用海肾荧光素

酶活性校正,所得数值为萤火虫荧光素酶活性与海肾荧光素酶活性的比值.
1. 2. 4摇 RNA 提取以及 Q鄄PCR 分析

弃去培养基,1伊PBS 洗 3 次,每孔加入 500 滋L Trizol,室温静置 15 min,使贴壁细胞充分裂解. 转移

Trizol 裂解液至 1. 5 mL 进口 EP 管中,然后加入 0. 1 mL 氯仿,Vortex 15 s 充分混匀后室温静置 5 min.
4 益,12 000 r / min 离心 10 min,EP 管内溶液分层. 转移上层水相至另一 EP 管,加入等体积异丙醇,轻轻上

下颠倒混匀,室温静置 10 min,4 益,12 000 r / min 离心 10 min,EP 管底可见少量白色胶状沉淀物,即 RNA
沉淀. 弃去上清液,向 EP 管中加 1 mL 75% 乙醇(用 0. 1% DEPC 处理过的水配制),轻轻颠倒数次清洗

RNA 沉淀,随后 4 益 7 500 r / min 离心 5 min,再次沉淀 RNA. 弃去上清液,并将 EP 管置于超净工作台中吹

干管内残余的乙醇(不宜太干,以防影响 RNA 溶解),最后加入 30 滋L DEPC 水溶解 RNA. 经测定合格的
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RNA 可立即进行反转录实验或放置于-80 益冰箱中保存. 经反转录得到的 cDNA 进行 Q鄄PCR 分析. 反转

录和 Q鄄PCR 的步骤都严格按照 Takara 公司说明书进行.
1. 2. 5摇 蛋白提取以及 Western blot 分析

弃去培养基,1伊PBS 洗 3 次,每孔加入 200 滋L RIPA 裂解液(50 mmol / L Tris鄄HCl pH=7. 5,150 mmol / L
NaCl,1% NP-40,0. 5% sodium deoxycholate,0. 1% SDS,10伊cocktail,100伊PMSF)置于冰上裂解 30 min,
12 000 r / min 离心 10 min,取上清加入 5伊Sample Buffer 混匀,95 益煮样 10 min,10% SDS PAGE 电泳,转移

蛋白至 PVDF 膜上,5%脱脂牛奶封闭 90 min,4 益孵育一抗过夜,37 益孵育辣根过氧化物酶标记的二抗

2 h,最后以 ECL 显色法进行显色.
1. 2. 6摇 统计学分析

实验重复 3 次,数据采用 Origin 8. 0 软件统计和做图,组间差异采用 t-检验和 q-检验进行比较.

图 1摇 1%浓度的氧气处理 MCF鄄7 细胞 24 h 可以促进 CCNE2 启动子活性

Fig. 1摇 1% oxygen concentration promotes the activity of CCNE2 promoter in MCF鄄7 cells
摇 摇 A:4 个 CCNE2 启动子的片段大小(1 842 bp、1 599 bp、1 116 bp、596 bp)和缺失片段的位置;B:验证 CCNE2 启动子活性. 结果

证明除了丧失启动子活性的 CCNE2(596)外,其他2 个报告基因启动子活性都是正常的;C:低氧促进 CCNE2(1 842 bp、1 599 bp)
启动子活性. 设置不同的低氧时间,结果发现低氧 24 h,启动子活性最佳;D:低氧促进 CCNE2(1 116 bp)的活性却不能启动缺失

启动子活性的 CCNE2(569) .
A:The sizes and missing fragments of four different plasmids(1 842 bp,1 599 bp,1 116 bp,596 bp) . B:Verify the activity of CCNE2

promoter. The result shows that except CCNE2(596),the activity of other two reporters is normal. C:Hypoxia promotes the activity of
CCNE2(1 842 bp,1 599 bp),the result shows that the activity of promoter is the strongest when treated with hypoxia 24 h. D:Hypoxia
24 h promotes the activity of CCNE2(1 116 bp)but not the CCNE2(596 bp)because of lossing the activity of promoter.

2摇 结果

2. 1摇 低氧促进 CCNE2 启动子的活性

生物信息学分析 CCNE2 启动子上游的 1 214 bp 至下游的 627 bp 有多个与低氧有关的转入因子结合

位点,图 1A 表示了 4 个不同长短的报告基因的大小以及缺失片段的位置. 将构建好的启动子和 PGL3鄄
Basic 转染入 MCF鄄7 细胞,转染 48 h 后检测荧光素酶活性,图 1B 显示 PGL3鄄CCNE2(1 842)启动子的活性

较 PGL3鄄Basic 上调了将近 27 倍;PGL3鄄CCNE2(1 116)启动子的活性较 PGL3鄄Basic 上调了将近 50 倍;由
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于缺失转入起始位点 PGL3鄄CCNE2(596)启动子的活性较 PGL3鄄Basic 而言只上调了将近 4 倍,所以数据是

可信的. 将 CCNE2(1 842)和 CCNE2(1 599)2 个启动子和 PRL鄄TK 共转入 MCF鄄7,细胞转染 24 h 后低氧处

理 0 h、4 h、12 h、24 h. 图 1C 显示,与低氧处理 0 h 相比,处理 4 h 组启动子活性无明显变化,但是低氧处理

12 h 后,启动子活性明显上升,而 24 h 后达到最高峰. 图 1C 的结果说明 2 个大小不同的启动子对于低氧

都具有敏感性,并未达到我们想要的效果. 于是再次用相同的方法转染 CCNE2(1 116)和 CCNE2(569),低
氧 24h. 图 1D 显示,CCNE2(1 116)仍具有低氧敏感性,CCNE2(569)不具备启动子活性,所以不具备低氧

敏感性,说明实验数据的可信度.
2. 2摇 低氧促进 CCNE2 mRNA 和蛋白的表达

研究表明低氧能够诱导低氧诱导因子 HIF鄄1琢,HIF鄄2琢 的表达(图 2A,2B) . 低氧处理 MCF鄄7 细胞 0 h、
12 h、24 h、48 h 后,提取 RNA 和蛋白,做定量分析检测. 以低氧处理 0 h 为对照(设为 1),图 2C 显示低氧 12 h
和 24 h,CCNE2 mRNA 的表达量持续上升,直至处理48 h 后 CCNE2 mRNA 的表达才开始下调,但是和对照组

相比还是上调的. 低氧处理之后 CCNE2 的蛋白表达和 mRNA 表达的趋势是一致的(图 2D) .

图 2摇 1%浓度的氧气处理 MCF鄄7 细胞 24 h 后 CCNE2 mRNA 和蛋白表达上升

Fig. 2摇 1% concentration of oxygen promotes the expression of CCNE2 mRNA and protein
摇 摇 A:低氧诱导 HIF鄄1琢 mRNA 表达. B:低氧诱导 HIF鄄2琢 mRNA 表达. C:低氧诱导 CCNE2 mRNA 的表达. D:低氧诱导

HIF鄄1琢,HIF鄄2琢,CCNE2 蛋白的表达.
A:Hypoxia induces the expression of HIF鄄1琢 mRNA. B:Hypoxia induces the expression of HIF鄄2琢 mRNA. C:Hypoxia

promotes the expression of CCNE2 mRNA. D:Hypoxia promotes the expression of HIF鄄1琢,HIF鄄2琢,CCNE2 protein.

2. 3摇 干扰 HIF鄄2琢后,低氧不能诱导 CCNE2 的表达

利用小片段的 siRNA 干扰低氧诱导因子,然后提取 RNA 和蛋白,做定量检测分析. 接种 MCF鄄7 细胞

于六孔板 24 h 后分别转染 NC,HIF鄄1琢 siRNA,HIF鄄2琢 siRNA,以及 HIF鄄1琢 siRNA、HIF鄄2琢 siRNA 共转,然
后分别低氧 0 h、24 h. Q鄄PCR 和 Western blot 都表明,干扰 HIF鄄2琢 之后,低氧不能有效地促进 CCNE2 的表

达,而干扰 HIF鄄1琢 对于低氧促进 CCNE2 的表达没有影响(图 3A,3B) .
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图 3摇 干扰 HIF鄄2琢后,1%的氧气浓度低氧 24 h 后不能有效地诱导 CCNE2 的表达

Fig. 3摇 1% concentration of oxygen can not induce the expression of CCNE2 effectively after interference of HIF鄄2琢
摇 摇 A:Q鄄PCR 检测 HIF鄄1琢 的干扰效率,结果表明干扰率达到将近 40% . B:Q鄄PCR 检测 HIF鄄2琢 的干扰效率,结果表明干扰率达到将近 70% .
C:Q鄄PCR 分析HIF鄄1琢 和HIF鄄2琢 干扰之后 CCNE2 mRNA 的表达. 干扰HIF鄄2琢 后低氧24 h CCNE2 的mRNA 的表达下降了,而干扰HIF鄄1琢 却

没有影响. D:Western blotting 分析 HIF鄄1琢 和 HIF鄄2琢 干扰之后 CCNE2 mRNA 的表达. 干扰 HIF鄄2琢 后低氧 24 h CCNE2 的蛋白水平下降了,而
干扰 HIF鄄1琢 却没有影响.

A:Detecting interference efficiency of HIF鄄1琢 by Q鄄PCR,the result shows the efficiency is about 40% . B:Detecting interference efficiency of
HIF鄄2琢 by Q鄄PCR,the result shows the efficiency is about 70% . C:Analysis of the CCNE2 mRNA expression by Q鄄PCR after the interference of
HIF鄄1琢 and HIF鄄2琢. The expression of CCNE2 mRNA decreased with hypoxia 24 h but not HIF鄄1琢. D:Analyse of the CCNE2 protein expression by
Western blotting after the interference of HIF鄄1琢 and HIF鄄2琢. The expression of CCNE2 expression decreased after hypoxia 24 h but not HIF鄄1琢.

3摇 讨论

低氧能够通过调节一些周期蛋白的转录表达从而调控一些细胞周期分子机制的变化[9,10],CCNE2 作

为一个细胞周期蛋白对调控细胞周期发挥着不可或缺的作用. 低氧能够促进肿瘤转移以及肿瘤血管的形

成,而大多数肿瘤细胞都会涉及调控细胞周期机制的变化[11],CCNE2 作为 cyclin E 成员可以和 CDK 组成

复合物从而调控细胞 G1 / S 期的转换[12] . 这些文献和资料似乎证明了低氧和 CCNE2 有关,但是现在并未

有任何一篇文献报道 CCNE2 和低氧的关系.
为此,我们的研究着重于低氧诱导 CCNE2 的表达. 通过报告基因验证了 1%的氧气浓度,低氧24 h 能

够诱导 CCNE2 启动子的活性,但是并未通过片段缺失的方法找到与 CCNE2 结合并且与低氧有关的转录

因子. 我们又从核酸和蛋白水平着手,同样,1%的氧气,低氧 24 h 后能够促进 CCNE2 mRNA 和蛋白的表

达. 随后在 RNA 水平上发现,干扰 HIF鄄2琢 之后,低氧不能诱导 CCNE2 mRNA,而干扰 HIF鄄1琢 却没有影

响,蛋白水平也有类似的结果. 从这些结果中我们不难发现,低氧能够通过诱导 HIF鄄2琢 的表达从而介导

CCNE2 的表达.
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