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siRNA干扰胰岛素样生长因子 1受体表达对缺氧环境下肝癌HepG2细
胞周期及凋亡的影响
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[摘 要] 目的：探讨 siRNA技术干扰胰岛素样生长因子-1受体（insulin-like growth factors-1 receptors, IGF-1R）表达对缺氧环境

下肝癌HepG2细胞周期和凋亡的影响。方法：采用氯化钴处理制备实验所需的肝癌缺氧细胞模型。设计并合成3对 siRNA序列

和1对阴性对照序列，转染缺氧的肝癌HepG2细胞24 h后以荧光显微镜观察转染效果，采用WB法检测 IGF-1R蛋白表达筛选出干

扰效率最高的 siRNA序列。选用该序列再次转染缺氧肝癌细胞，以流式细胞术、MTT法检测细胞的周期、凋亡和增殖变化，以WB

法检测HepG2细胞中CDK1、CDK2和Caspase-3蛋白的表达。结果：成功建立缺氧HepG2细胞模型，siRNA转染缺氧HepG2细胞

后以 IGF-1R-siRNA-2转染效率最高且敲减 IGF-1R表达最明显（均P<0.01）。IGF-1R-siRNA-2转染的HepG2细胞的增殖被明显抑

制（P<0.05或P<0.01）、细胞周期被阻滞在G0/G1（P<0.05）、细胞凋亡率明显增加至（25.3±1.3）%（P<0.01），同时发现敲减 IGF-1R后

缺氧HepG2细胞中CDK1、CDK2蛋白表达明显降低而Caspase-3表达则明显增加（P<0.05或P<0.01）。结论：siRNA干扰 IGF-1R表

达通过调控细胞周期和凋亡相关蛋白而抑制缺氧环境中HepG2细胞的恶性生物学行为，IGF-1R可能是HCC潜在的治疗靶点。
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Effect of interfering IGF-1R by siRNA on cell cycle and apoptosis of hypoxic
hepatocellular carcinoma HepG2 cells
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[Abstract] Objective: To explore the effect of interfering insulin-like growth factors-1 receptors (IGF-1R) by small interfering RNA

(siRNA) on cell cycle and apoptosis of hypoxic hepatocellular carcinoma HepG2 cells. Methods: The hypoxic hepatocellular carcino‐

ma model was established via cobalt chloride treatment. Three siRNAs targeting IGF1R gene and one negative control siRNA were

designed and synthesized. They were transfected into hypoxic HepG2 cells, and 24 h later, the transfection efficiency was detected by

fluorescent microscopy. The protein expression of IFG-1R was detected with Western blotting (WB) to screen the siRNA with highest

transfection efficacy. The selected siRNA was used to transfect hypoxic HepG2 cells. The proliferation of hypoxic HepG2 cells was

determined by MTT assay. Cell cycle distribution and apoptosis were analyzed by Flow cytometry. WB was performed to detect the

protein expressions of CDK1, CDK2 and Caspase-3 in HepG2 cells. Results: The hypoxic hepatocellular carcinoma model was success‐

fully established. IGF-1R-siRNA-2 showed the most effective interference efficiency and the most significant knockdown of IGF-1R

(all P<0.01). The proliferation of HepG2 cells transfected with IGF-1R siRNA-2 was significantly suppressed (P<0.05 or P<0.01), the

cell cycle was blocked at G0/G1 phase (P<0.05), and the apoptosis rate was increased up to (25.3±1.3)% P<0.01). In the meanwhile,

the expressions of CDK1 and CDK2 were decreased and the expression of Caspase-3 was increased in hypoxic HepG2 cells after

IGF-1R knockdown (P<0.05). Conclusion: Interfering IGF-1R by siRNA inhibits the malignant biological behaviors of hypoxic

HepG2 cells via regulating cell cycle and apoptosis-related proteins. IGF-1R may be a potential target for the treatment of HCC.
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1R); apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2019, 27(3): 255-260. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.03.007]

·· 255



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(3)

肝细胞性肝癌（HCC）是我国常见的恶性肿瘤，

恶性程度高，预后差。全球每年新发现的肝癌患者

及死亡数中中国地区占比达一半以上[1-2]，我国肝癌

的病死率高居肿瘤相关病死率的第 3位[1,3]。HCC早

期多无明显症状，很多患者就诊时发现已处中晚期，

手术切除比例低，局部消融难以治疗。肝动脉化疗

栓塞（transarterial chemoembolization，TACE）虽是延

缓HCC进展及治疗HCC最有效的方法之一[4-6]，但是

TACE治疗往往因为动脉栓塞后造成HCC缺氧环境，

而缺氧环境致缺氧诱导因子 1α（hypoxia-inducible

factor-1α，HIF-1α）上调,进一步激活众多促血管生成

因子[7] ，促进血管生成，导致HCC进展、复发及转移。

缺氧微环境下过度激活众多生长因子及受体，其多

为信号转导途径成员，肿瘤的发生发展多与其过表

达密切相关[8]。上述众多生长因子中，胰岛素样生长

因子 -1 受体（insulin-like growth factor-1 receptor，

IGF-1R）因其介导 IGFs信号通路而备受关注，其具有

强大的抗凋亡作用，干扰细胞周期调节，促进细胞有

丝分裂[9]，并影响细胞转化表型，诱导血管内皮生长

因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）过表

达，在肝癌的形成和发展中起重要作用[10]，因此

IGF-1R可能成为肿瘤治疗的重要靶分子之一。本研

究通过 siRNA干扰 IGF-1R基因表达，探讨其对缺氧

环境下肝癌细胞周期及凋亡的影响。

1 材料与方法

1.1 主要材料

人肝癌HepG2细胞购自福州鼎国生物科技

公 司 。 DMEM 、胎 牛 血 清购自美国 Gibco 公司，

Lipofectamine 2000 转染试剂盒购自美国 Invitrogen

公司。

1.2 以氯化钴处理制备缺氧肝癌细胞模型

人肝癌HepG2细胞培养于含10%小牛血清的高

糖DMEM培养液中，于 37 ℃饱和湿度、5%CO2的培

养箱中培养，采用LIU等[11]介绍的缺氧肝癌培养方法

取对数生长期细胞制作肝癌缺氧模型。将HepG2细

胞配成单细胞悬浮液，接种在 6孔板中，每孔细胞数

约 1×106个，体积 2 ml，24～48 h 后观察细胞贴壁情

况，贴壁良好后吸尽培养基，加入配置好的浓度为

200 µmol/L氯化钴培养基2 ml，继续置入细胞恒温孵

育培养箱中12 h。

1.3 siRNA序列的设计与合成

siRNA片段的设计从美国GeneBank中搜索 IGF-

1R基因组标准核苷酸序列，根据 siRNA设计原则，在

起始密码子下游寻找出适合本实验的 IGF-1R mRNA

靶位点的 shRNA 寡核苷酸序列，采用设计软件

shRNAWizardTM 设计出针对靶序列的两条互补

DNA序列，并进行荧光标记。通过BLAST序列分析

证明，经所采用的序列与其他已知人类编码序列无

同源性。根据以上原则，由上海吉玛生物科技公司

设计及体外合成 3条 siRNA及 1条阴性对照 siRNA。

序列如下：IGF-1R-siRNA-1: F 为 5’-GAACCUUC‐

GUCUCAUCUUAdTdT-3’，R 为 5’-UAAGAUGAG

ACGAAGGUUCdTdT-3’；IGF-1R-siRNA-2: F 为 5’-

GGAAGAGUUCGAGACAGAAdTdT-3’，R为 5’-UU

CUGUCUCGAACUCUUCCdTdT-3’；IGF-1R-siRNA-

3: F 为 5’-GCUGUGUGUCUCUGAAAUUdTdT-3’，

R 为 5’-AAUUUCAGAGACACACAGCdTdT-3’，

NC:F 为 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’，R

为5’-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3’。

1.4 IGF-1R-siRNA转染肝癌细胞

转染的前一天，取对数生长期的缺氧肝癌细胞

传代于6孔板并继续培养24 h,等待细胞汇合达60%～

70%时严格按照脂质体Lipofectamine 2000试剂说明

书操作。分别用250 µl Opti-MEM培养基稀释siRNA-1、

siRNA-2、siRNA-3、NC干扰试剂各4 µg，各组再加入

常温保存5 min的250 µl Opti-MEM培养基和脂质体

10 µl的混合液，即制成转染复合物。转染复合物

并加入细胞中后分成4组：siRNA-1组、siRNA-2组、

siRNA-3 组和 NC 组（阴性对照组即转染阴性对照

siRNA），每组均设 3个复孔。为了检测 siRNA是否

转染导入人肝癌HepG2细胞，将各组部分转染 24 h

的HepG2细胞置激光共焦显微镜下观察并摄像。

48 h后收集各组细胞，采用WB法检测 IGF-1R蛋白

表达情况，以筛选最佳 siRNA。

1.5 流式细胞术检测 RNA 干扰 IGF-1R 对缺氧

HepG2肝癌细胞凋亡和细胞周期的影响

在明确最佳 siRNA后，再次采用最佳 siRNA转

染缺氧肝癌细胞，并设置阴性干扰组（NC）及空白对

照组（CON）,转染后48 h收集细胞。用胰酶消化并用

PBS洗涤。然后按照Annexin-FITC/PI双染试剂盒说

明要求依次加入 Annexin-FITC 结合液、Annexin-

FITC及碘化丙啶染色液，并室温（20 ℃～25℃）避光

孵育 30 min，1 h内上流式细胞仪检测细胞凋亡。同

时，采用-20 ℃预冷无水乙醇固定各组细胞（4 ℃固

定 24 h）。重悬细胞离心去上清后，依次按照试剂盒

要求加入 RNA 酶及碘化丙啶染色液 ，于室温

（20 ℃～25℃）避光孵育 30 min。1 h内上机流式细

胞仪检测细胞周期。

1.6 WB法检测细胞周期相关蛋白CDK1、CDK2和

Caspase-3的表达

分组同1.5，分别在转染后48 h收集细胞，溶于加

有蛋白酶抑制剂PMSF的细胞裂解酶中4 ℃裂解，离

心10 min后收集上清可得到细胞总蛋白提取物。安

装电泳模具，并依次配好分离胶及浓缩胶，加入加热

的蛋白样品及Marker进入样孔进行电泳。转膜1 h，

5%脱脂奶粉封闭PVDF膜。将膜放入培养皿中，加

入CDK1、CDK2、Caspase-3一抗室温反应 2 h，PBST

洗涤 3次。加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔相应

抗体二抗，室温反应1 h，PBST洗涤3次。ECL显色，

曝光并观察记录结果。实验中以 β-actin作为内参，

采用Quantity-0ne软件对条带灰度光密度值进行半

定量分析。

1.7 MTT法检测细胞增殖能力

分组同1.5，分别在转染后72 h收集细胞，将3组

细胞以每孔 1×103～1×104个接种于 96孔板中，每孔

200 µl，每组设3个复孔。分别于24、48、72和96 h加

入 MTT 试剂 20 µl，37 ℃继续孵育 4 h 后每孔加入

150 µl DMSO终止反应，在摇床上震荡 10 min，测定

490 nm波长的光密度（D）值，并绘制细胞生长曲线。

1.8 统计学处理

siRNA干扰转染、流式细胞术和WB检测、MTT

法实验均重复3次。应用SPSS 18.0软件进行统计学

分析，用Graphpad Prism 5.0软件绘制图片。正态分

布的计量数据以 x̄±s 表示，两样本均数间比较采用 t

检验，多个样本均数间比较先行方差齐性检验后再

行方差分析，以 P＜0.05或 P＜0.01表示差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 转染效果

荧光显微镜鉴定结果（图1）显示，IGF-1R-siRNA-

1、IGF-1R-siRNA-2、IGF-1R-siRNA-3 及其阴性对照

（NC）组的转染效率分别为（90±2.6）%、（91±2.3）%、

（89±2.7）%及（87±2.0）%，各组转染效率均达到 85%

以上，证实本实验转染成功。

图1 IGF-1RsiRNA转染缺氧肝癌HepG2细胞的观察效果(×200)

Fig.1 Observation of hypoxic HepG2 cells after IGF-1R-siRNA transfection (×200)

2.2 IGF-1R siRNA 转染明显抑制 HepG2 细胞中

IGF-1R蛋白的表达

WB法检测结果（图 2）显示，与NC组相比，转染

IGF-1R siRNA 的 3 组 IGF-1R 蛋白水平均明显下调

（0.38±0.047 、0.19±0.021 、0.59±0.093 vs 0.87±0.05，

P<0.05或 P<0.01），其中以转染 IGF-1R siRNA2组的

表达水平下调最明显。因此选择 IGF-1R siRNA2组

缺氧肝癌细胞进行后续实验。

2.3 敲减 IGF-1R表达显著抑制缺氧环境下HepG2

肝癌细胞的增殖

MTT法检测结果（图3）显示，转染72及96 h后，

IGF-1R siRNA-2转染组HepG2细胞的增殖能力明显

减弱（均P<0.01）。

2.4 敲减 IGF-1R 表达能使缺氧环境下的肝癌

HepG2细胞阻滞于G0/G1期

流式细术胞检测结果（图4）显示，IGF-1R-siRNA-2

组细胞G0/G1期占（60.03±1.2）%、G2/M期细胞占比

为（12.4±0.7）% ，CON 组细胞 G0/G1 期为（48.59±

2.1）%、G2/M 期为（11.5±2.8）% ，NC 组 G0/G1 期为

（48.37±1.2）% 、G2/M 期 为（11.7±2.2）% ，IGF-1R-

siRNA-2细胞明显阻滞于G0/G1期(P＜0.05)。

2.5 敲减 IGF-1R表达使HepG2细胞凋亡率显著增高

流式细胞术检测结果（图 5）显示，CON组和NC

组细胞凋亡率分别为（1.8±0.2）%和（3.5±0.3）%，而敲

减 IGF-1R组的细胞凋亡率明显高至（25.3±1.3）%（均

P＜0.01）。
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组细胞G0/G1期占（60.03±1.2）%、G2/M期细胞占比

为（12.4±0.7）% ，CON 组细胞 G0/G1 期为（48.59±

2.1）%、G2/M 期为（11.5±2.8）% ，NC 组 G0/G1 期为

（48.37±1.2）% 、G2/M 期 为（11.7±2.2）% ，IGF-1R-

siRNA-2细胞明显阻滞于G0/G1期(P＜0.05)。

2.5 敲减 IGF-1R表达使HepG2细胞凋亡率显著增高

流式细胞术检测结果（图 5）显示，CON组和NC

组细胞凋亡率分别为（1.8±0.2）%和（3.5±0.3）%，而敲

减 IGF-1R组的细胞凋亡率明显高至（25.3±1.3）%（均

P＜0.01）。
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*P<0.05，**P<0.01 vs NC group

1: IGF-1R siRNA-1 group; 2: IGF-1R siRNA-2 group;

3: IGF-1R siRNA-3 group; 4: NC group

图2 IGF-1R siRNAs转染缺氧HepG2细胞后

WB法检测 IGF-1R蛋白表达水平

Fig.2 Expression of IGF-1R protein in hypoxic HepG2 cells

after transfection was detected by WB

2.6 敲减 IGF-1R表达对缺氧下HepG2细胞CDK1、

CDK2、caspase-3蛋白表达的影响

为观察 IGF-1R siRNA对肝癌缺氧细胞周期及凋

亡相关蛋白的影响，进一步利用WB法检测各组转染

后 48 h CDK1、CDK2 及 caspase-3 蛋 白 的 表 达情

况。结果（图 6）显示，与NC及CON组相比，IGF-1R

siRNA-2 组 CDK1 蛋白水平明显下调（0.20±0.019 vs

0.71±0.032、0.69±0.052，均 P<0.01），CDK2 组蛋白水

平明显下调（0.18±0.021 vs 0.42±0.013、0.42±0.027，均

P<0.01），Caspase-3组蛋白水平明显上调（0.38±0.016

vs 0.18±0.031、0.19±0.023，均P<0.01）。

**P＜0.01 vs NC group or CON group

图3 MTT检测各组转染后缺氧肝癌

HepG2细胞增殖能力的变化

Fig.3 Change of the proliferation of hypoxic HepG2 cells in

each group after transfection was detected by MTT

图4 流式细胞术检测各组缺氧肝癌HepG2细胞周期的变化

Fig.4 Change of cell cycle of hypoxic HepG2 cells in each group was detected by flow cytometry

图5 流式细胞术检测各组缺氧下HepG2细胞凋亡情况

Fig.5 Apoptosis of hypoxic HepG2 cells in each group was detected by flow cytometry
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**P<0.01 vs NC or CON group

1: NC group; 2: CON group; 3: IGF-1R siRNA-2 group

图6 转染48 h后各组缺氧HepG2细胞CDK1、CDK2、Caspase-3蛋白表达情况

Fig.6 Protein expressions of CDK1, CDK2 and caspase-3 in hypoxic HepG2 cells in each groups 48h after transfection

3 讨 论

HCC的TACE治疗通过栓塞癌灶的主要血供动

脉造成癌灶局部的缺血及缺氧环境，达到坏死癌组

织的目的。这种方式可以明显延缓肝癌进展、提高

患者生存期。肿瘤在缺氧环境中会上调HIF-1α，进

一步激活众多促血管生成因子，加速新生肿瘤血管

形成，导致肿瘤复发或转移[7]。研究[12-14]认为，HCC发

生及发展往往依赖多种受体或多条信号传递通道，

影响HCC细胞增殖、细胞周期以及细胞凋亡，使之出

现不可逆的严重后果。因此，针对缺氧环境下的信

号通路研究已成为目前热点研究领域。IGF-1R在

恶性细胞的生长、增殖中具有决定作用，很大程度参

与调节恶性肿瘤细胞的增殖及代谢过程。IGF-1R使

加速增殖、促进有丝分裂主要是通过自身磷酸化后

激活下游的MAPK/ERK及PI3K通路，从而进一步加

快肝癌进展，因此肝癌比正常细胞更加依赖 IGF-1R

介导的 MAPK/ERK 及 PI3K 通路[15-16]。目前 IGF-1R

对缺氧细胞的增殖、凋亡、细胞周期的影响及其机制

的研究鲜有报道。本研究通过构建缺氧模型细胞，

利用RNA干扰技术，敲减 IGF-1R表达能明显抑制缺

氧HepG2细胞的增殖和诱导其凋亡，并使细胞阻滞

于G0/G1期。

细胞周期及凋亡是人体细胞活动不可或缺的组

成部分，且均受到多种基因或蛋白多层次的精细调

控，而紊乱的细胞周期正是肿瘤恶性扩增的关键步

骤[17]。CDK1、CDK2 是细胞周期依赖性蛋白激酶

（CDKs）的主要成员，作为细胞周期转运的不可或缺

的核心因子，在G1期向S期转换过程中起着重要促

进作用[18-19] 。细胞凋亡是一种自主的程序性死亡，

Caspase-3又是这一类蛋白酶中诱导凋亡的重要执行

蛋白[20-21]，在多种恶性肿瘤中存在高度表达[22]，其启动

激活代表着细胞凋亡程序已步入难以逆转的过程[23]。

为了探讨 IGF-1R影响缺氧肝癌细胞凋亡及细胞周期

的机制，本研究采用 WB 技术检测 CDK1、CDK2 和

Caspase-3的表达情况。发现缺氧HCC HepG2细胞

中的 CDK1、CDK2 相对表达水平显著下降，而 Cas‐

pase-3相对表达水平明显升高。MTT实验及细胞周

期实验结果提示，敲减 IGF-1R使肝癌细胞增殖明显

抑制并使肝癌细胞周期阻滞在G0/G1期，其机制可能

就是由于影响了CDK1、CDK2和Caspase-3蛋白的表

达所造成。

综上所述，IGF-1R在缺氧肝癌进展过程中发挥着

重要作用，敲减其表达可抑制缺氧HCC细胞增殖、促

进细胞凋亡，其作用机制可能与CDK1、CDK2表达下

调及Caspase-3表达升高有关。本实验只是在单一体

外细胞水平的研究，还需要进一步在动物实验及临

床试验论证。
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