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基因芯片技术在肿瘤缺氧微环境研究中的应用进展
刘　俊*，赵　宁

(上海交通大学附属第一人民医院普外科，上海200080)

摘　要：缺氧微环境是实体肿瘤的特征之一，也是影响实体肿瘤发生、发展、侵袭、转移及耐药的

重要因素，但其影响肿瘤的具体机制尚未完全明确。根据检测的 m R N A 数量，基因芯片分为传统的表

达谱芯片和功能分类芯片。随着技术的发展，基因芯片技术因能对成千上万种基因的表达情况同时进行

定量检测，在生命科学研究包括缺氧微环境对肿瘤作用的研究中越来越多地得到应用。选择性应用这些

基因芯片除了能证明缺氧微环境与肿瘤发生发展有关外，同时还能筛选肿瘤缺氧微环境调节的未知靶基

因及缺氧微环境重要调节因子的未知下游靶基因，还能为研究缺氧微环境影响肿瘤的分子机制提供有用

的线索。基因芯片技术正成为该领域非常重要的研究工具之一。
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The advances in the research on tumor hypoxia
environment using DNA chip technique
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Abstract: Hypoxia environment is one of the characteristics of solid tumor, which affects the tumorigenesis,

development, invasion, metastasis and chemo-resistance. But the mechanisms how the hypoxia environment

affect tumor biological behavior are not yet fully clear. According to the number of mRNA detected, DNA chip

technique can be classified to conventional expression profile chip and functional classification chip. DNA chip

technique, which can simultaneously detect the expressions of thousands of genes, has been increasingly

applied in life science research including the effect of hypoxia environment on tumor behaviors. With application

of these gene chips, besides the association of hypoxic micro-environment with tumorigenesis, and tumor

development was verified, the unknown target genes of hypoxic micro-environment and its important regulatory

factors can be screened out, and useful clues to study the molecular mechanisms of the impact of hypoxia

microenvironment on tumors are be  provided. DNA chip technique is becoming one of the essential tools in this

field.
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缺氧微环境是常见生理过程，也是实体肿瘤微

环境中重要的特征之一，在肿瘤的发生、发展中起

重要作用[1]。存在显著缺氧微环境的肿瘤往往表现

出更强的侵袭能力和对传统放化疗的耐受性。肿瘤

细胞在缺氧下生存的分子机制尚未完全明确，对这

种机制的进一步理解有利于开发新的抗癌药物。传

统的研究由于技术的限制往往在感兴趣的一个或数

个基因上进行研究。随着基因芯片技术的发展，越

来越多关于肿瘤缺氧微环境的研究应用基因芯片技

 · 技术与应用 ·



303第3期 刘　俊，等：基因芯片技术在肿瘤缺氧微环境研究中的应用进展

术[2]，故对基因芯片技术在肿瘤缺氧微环境研究中

的应用作一综述。

1　缺氧微环境与肿瘤

缺氧微环境，特别是缺氧微环境最关键的调节

因子——缺氧诱导因子(hypoxia-inducible factor-1α,
HIF-1α)[3]与实体肿瘤的关系被广泛研究。肿瘤的快

速生长、肿瘤新生血管的功能异常以及大多数肿瘤

的乏血管表现提示肿瘤内部存在缺氧微环境，如Le

等[4]和Koong等[5]分别对非小细胞性肺癌和胰腺癌使

用Eppendorf 极谱电极活体穿刺检测发现，肿瘤组

织内部的氧浓度明显低于正常组织中的氧浓度。

Hong等[6]发现结肠癌组织中缺氧标志物CA9等明显

高表达。这些研究均证明了实体肿瘤中存在明显的

缺氧微环境，并伴有HIF-1α的高表达。进一步的

研究发现缺氧微环境在肿瘤的发生、发展、侵袭、

转移和耐药中起重要作用[7-10]，如Lam等[11]研究发现

缺氧可导致非小细胞性肺癌对吉西他滨化疗产生耐

受。

2　基因芯片技术的概述

基因芯片技术[12]是采用cDNA 或寡核苷酸片段

作探针固定在芯片上，再将待测样品与对照样品的

mRNA 以两种不同的荧光分子(Cy3 和 Cy5)进行标

记，然后同时与芯片进行杂交，通过分析两种样品

与探针杂交的荧光强度的比值，来检测基因表达水

平的变化，即基因芯片检测的是样品的 mRNA 的变

化。根据制作方法不同，基因芯片可分为原位合成

芯片和显微打印芯片。根据探针的不同，可分为寡

核苷酸芯片、cD N A 芯片和 R N A 芯片等。一般寡

核苷酸芯片多为原位合成芯片，而其他芯片多为显

微打印芯片。根据检测 m R N A 的数量，分为表达

谱芯片和功能分类芯片。表达谱芯片对已知的整个

基因组表达进行检测，而功能分类芯片对感兴趣的

特定生物学通路上的几百个或更少的基因的表达进

行检测。功能分类芯片由于针对性比较强，避免了

表达谱芯片中无关基因的干扰，其准确性更高，因

此在肿瘤缺氧微环境研究中有应用增多的趋势。值

得一提的是最新发展的PCR功能分类芯片[13]，把实

时定量PCR技术与基因芯片技术结合，能在同一张

芯片上对上百个基因的 mRNA 表达水平准确定量检

测。基因芯片尚可分为预制芯片和定制芯片。目前

商品化的芯片都是预制芯片，而定制芯片多为研究

人员自行设计的。例如选择与4种代谢过程(药物耐

受、药物代谢、细胞应激和细胞毒理)相关的 263

个基因放在同一张芯片上，用于对药物的毒理效应

进行筛选的SuperArray“毒理和药物耐受基因芯

片”为预制的功能分类的寡核苷酸芯片。基因芯片

技术可对不同来源的细胞内的mRNA 水平进行大规

模平行检测和分析，具有高效、高通量和平行化等

特点，克服了先前，如O’Rourke等[14]和 Park等[15]

在研究缺氧与肿瘤时应用的差异显示PCR方法的假

阳性率高、重复性差及对高拷贝基因有偏向性的缺

点，因此目前在基因表达分析与基因功能研究等领

域包括肿瘤的缺氧微环境的应用研究报道较多。

3　缺氧微环境的制备及基因芯片研究标本的获取

目前常用的微环境缺氧模型主要有以下三类：

(1)持续充气缺氧模型。Büchler等[16]利用三气培养

箱的调节功能调节氧浓度低于 5%，达到培养环境

低氧，其局限性在于很难将氧浓度降低到 1 % 以

下，构建近乎完全缺氧的模型；有学者将预混的

5% CO2 和 95% N2 持续充入缺氧盒中，达到近乎无

氧状态的状态。 (2)产气缺氧模型。利用技术相对

成熟的厌氧菌培养检测设备(厌氧盒或产气袋等)模

拟无氧环境进行缺氧培养，氧浓度可达 1% 以下，

是目前缺氧微环境模型中最常用的一种，主要的优

点是便利性。 (3)化学法缺氧模型。原理是利用

CoCl2 或去铁乙胺诱导细胞中HIF-1α的高表达[17]，

但其实质只是诱导HIF高表达，并非真正模拟了缺

氧微环境。一般缺氧培养8 h、12 h、16 h、24 h

或 48 h 后收集培养细胞的总RNA 进行基因芯片检

测。使用的细胞有乳腺癌、结肠癌、前列腺癌、

肺癌和胰腺癌等各种肿瘤的细胞株进行常氧和缺氧

下培养，分析缺氧微环境对肿瘤细胞的影响。也有

使用某些缺氧重要调节因子[18]，如 HIF-1α基因高

表达或敲除的肿瘤细胞，分析这些因子在肿瘤缺氧

微环境中的作用。

4　基因芯片技术在肿瘤缺氧微环境研究中的具

体应用

4.1　筛选缺氧微环境调节的未知靶基因

Bando等[19]应用表达谱芯片检测乳腺癌细胞株

MCF-7 和 MDA-MB-231 在缺氧下基因表达情况，分

析显示在12 625个基因中有26个基因在两个细胞株

中缺氧情况下高表达，其中有 6 个是新鉴定的基

因。这为研究缺氧微环境对肿瘤的作用以及研究新

的治疗靶点提供了线索。Seta等[20]应用基因芯片技
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术证明了MKP-1 受缺氧调节。Koong 等[21]应用功能

分类基因芯片技术检测在缺氧下鳞癌细胞系FaDu 细

胞588个与侵袭有关的基因的表达，用已知受缺氧

调节的 VEGF mRNA 水平作基准，发现 IGFBP-3、

LRP、 BIK等9个与侵袭相关的基因受缺氧调节，进

而结合其他技术分析发现受缺氧调节的PAI-1 在头

颈部肿瘤患者的血浆水平与肿瘤的缺氧程度相关。

Thomas等[22]应用人类表达谱芯片检测前列腺癌细胞

株PC-3 在缺氧下的表达，结果发现，在缺氧的多

核糖体中104 个 mRNA 数量增加2 倍以上，这些增

加的 mRNA 基因多为糖代谢及糖酵解有关的基因，

如血红素氧合酶 1、磷酸激酶和乳酸脱氢酶 A 等。

同时分析发现56 个多核糖体mRNA在缺氧下明显减

少，并与缺氧下转录活性抑制有关，其中 1 1 个

mRNA 为编码核糖体的基因。该研究应用基因芯片

技术得到缺氧受抑制基因的转录活性与编码核糖体

的基因对缺氧敏感有关。

4.2　筛选缺氧微环境重要调节因子的未知下游靶基因

基因芯片技术结合应用过表达或RNAi干扰沉默

缺氧微环境重要调节因子的表达，筛选下游靶基因

是基因芯片技术应用最广泛的领域，如Sar等[23]应

用表达谱芯片检测缺氧对多个肿瘤和非肿瘤细胞基

因表达的影响，结果发现组氨酸脱甲基酶 JMJD1A

基因在缺氧下所有的细胞中上调且为HIF-1α依赖

性；又如Comerford 等[24]利用Lockhart等[25]的缺氧

诱导的MDR1基因可能受HIF-1α调节的基因芯片筛

选结果，利用 PT -P C R 等技术证明了缺氧可通过

HIF-1α上调MDR1 基因的表达，而且上调的MDR1/

p-Gp与缺氧介导的Doxorubicin耐药有关。

4.3　证明缺氧微环境与肿瘤的发生发展有关及提供

研究其分子机制的线索

基因芯片技术可通过对结果的簇分析以及对已

知功能基因的分析，证明缺氧微环境与肿瘤的发生

发展有关，并能进一步为其分子机制提供线索。

Abramovitch等[18]应用表达谱芯片分析过表达CREB

和亲本细胞鼠原发性肝癌细胞株BNLIMEA.7R.1 在

缺氧和常氧下的基因表达，结果发现77个缺氧调节

基因是CREB 下游靶基因，应用簇分析技术发现与

CREB 有关的已知功能的37 个基因与肿瘤细胞的生

长促进、凋亡抑制和血管生成增加有关。另外发现

筛选出的一些 C R E B 调节的基因与肿瘤的进展有

关，如内皮素1、Cyr61、P62 和肾上腺髓质素等。

应用基因芯片技术除了筛选出CREB 靶基因外，初

步证明缺氧调控的CREB与肿瘤的发生发展有关，结

合其他实验技术，证明了 CREB 是除缺氧诱导因子

(HIF)以外的缺氧微环境影响肿瘤发生发展的重要的

调节因子。Koike 等[26]研究发现3个结肠癌细胞株

的唾液酸化的路易斯寡糖在缺氧下显著增多，而具

有唾液酸化的路易斯寡糖或类似结构的分子是介导

肿瘤与内皮细胞黏附的选择素的配体。随后应用碳

水化合物合成和代谢及黏附分子相关的功能分类基

因芯片分析缺氧下相应基因的表达，结果发现与合

成选择素碳水化合物配体相关的岩藻糖基转移酶Ⅶ

(FUT7)、唾液酸转移酶ST3GAL-1(ST3O)和 UDP-

半乳糖转运子-1(UGT1)基因表达在缺氧下明显升

高。同时意外发现，增强肿瘤细胞与纤维连接蛋白

黏附的黏附分子多配体聚糖-4(SDC4)和整合素 α5
(ITGA5)的表达在缺氧下也明显升高。基因芯片研

究发现，缺氧微环境能通过增强选择素- 整合素介

导的途径增强肿瘤细胞与血管内皮细胞的黏附能

力，提示缺氧微环境可能通过上述途径促进肿瘤细

胞的转移。Kulshreshtha等[27]应用ArrayExpress公司

的microRNA功能分类芯片检测了4个细胞株(结肠癌

HT29、HCT116 和乳腺癌 MCF-7、MDA-MB231)在

缺氧下的基因表达，筛选出23 个成熟的microRNA

在缺氧时表达增加，并命名为缺氧调节的microRNA

(hypoxia-regulated microRNA, HRM)，随后用定量

RT-PCR 验证了基因芯片的部分结果。结合其他实

验技术，发现缺氧可诱导很多 micr oR NA 表达增

加，这些HRMs 可以抑制Caspase 的激活，并与缺

氧诱导的细胞周期的阻滞有关，同时发现这些

HRMs 在很多肿瘤中过表达，因此认为 HRMs 是缺

氧微环境对肿瘤发生发展影响的重要机制。

5　小结与展望

综上所述，基因芯片技术在缺氧微环境对肿瘤

影响的研究中具有筛选缺氧及重要缺氧调节因子，

调节的未知基因的优势，能通过对结果的簇分析和

个别基因的分析证明缺氧微环境与肿瘤的发生发

展、侵袭、转移及耐药有关，并能初步提供可能

的相关分子机制，为进一步的确定性研究提供线

索。目前基因芯片技术在肿瘤缺氧微环境研究的应

用有增多的趋势，但基因芯片技术尚存在表达谱芯

片准确性不够高，功能分类芯片多为已知基因以及

芯片结果仍需要定量RT-PCR 验证的缺点，有待进

一步的改进。随着对肿瘤缺氧微环境研究的深入，
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与其他，如定量RT-PCR、RNAi 技术的更加有效的

结合及制作、分析技术的发展，基因芯片技术将在

肿瘤缺氧微环境研究中发挥更大的作用。
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