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摘 要：【目的】通过建立肝癌细胞体外缺氧模型分析右美托咪定对缺氧诱导肝癌细胞作用效应的影响及其初步机制

的探讨。【方法】人肝癌细胞株MHCC97H、SMCC7721分别使用化学（二氯化钴）及物理（1% O2）这两种方法来建立缺氧状态

下的肝癌细胞体外模型，均培养在含有或者没有 100 μmol/L 的右美托咪定的培养基中。将以上处理的细胞进行细胞增殖

实验、单克隆形成实验、小管形成实验来检测右美托咪定对缺氧条件培养的肝癌细胞的增殖能力及血管生成能力的影响，

并同时使用western blot检测α2A、HIF-1a及VEGF蛋白的表达情况。【结果】化学方法诱导的肝癌细胞缺氧可以加快肝癌细

胞株MHCC97H、SMCC7721的增殖速度（二氯化钴组 vs. 对照组，MHCC97H和 SMCC7721增殖效应分别为：第 3天，142.2%和

133.8 %；第 4天，134.7 %和 131.0 %；第 5天，133.5 %和 136.2 %，均P < 0.05），也诱导肝癌细胞的血管生成能力加强。而右

美托咪定可抑制缺氧引起的肝癌细胞的增殖效应（联合组 vs. 二氯化钴组，MHCC97H和 SMCC7721增殖效应分别为：第 3
天，55.7% vs 60.7%；第 4天，46.9% vs 58.1%；第 5天，46.4% vs 57.0%，均P < 0.05），减弱肝癌细胞的血管生成能力。而使用

物理方法建立的肝癌细胞体外缺氧模型同样得到一致的结果。另外Western blot结果发现右美托咪定可以下调缺氧诱导的

肝癌细胞株MHCC97H、SMCC7721的α2A、HIF-1a及 VEGF等蛋白的表达。【结论】缺氧可以加快肝癌细胞株MHCC97H、

SMCC7721的增殖，同时诱导血管生成能力加强，右美托咪定则可能通过激活α2A肾上腺受体，下调HIF-1a及VEGF蛋白的

表达来抑制缺氧诱导的肝癌细胞的作用效应。
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Abstract：【Objective】This study was conducted to examine the effects of dexmedetomidine on the proliferation and angiogenesis
of MHCC97H and SMCC7721 human hepatocellular carcinoma（HCC）cell lines cultured in hypoxia condition in vitro，and investigated
the possible mechanism involved.【Methods】MHCC97H and SMCC7721 human HCC cell lines under hypoxia culture condition were
treated with presence or absence of dexmedetomidine（100 μmol/L）. Cell viability，colony formation，vasculogenic mimicry（VM）
formation were assessed. The effects of dexmedetomidine on α-2A adrenergic receptor（α2A），hypoxia induced factor -1a（HIF-
1a），and vascular endothelial growth factor（VEGF）protein expression were evaluated with Western blot analysis.【Results】Cell
proliferation assay and colony formation assay indicated that hypoxia obviously promoted the proliferation of MHCC97H and
SMCC7721 cells（CoCl2 group vs corresponding control group，the proliferation rate of MHCC97H and SMCC7721：Day 3，142.2%
and 133.8 %；Day 4，134.7 % and 131.0 %；Day 5，133.5 % and 136.2 %；all P < 0.05），and VM formation assay suggested that
hypoxia increased angiogenesis of MHCC97H and SMCC7721 cells. Whereas dexmedetomidine significantly inhibited the proliferation
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原发性肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，
HCC）是恶性度最高的恶性肿瘤之一，也是世界上

第三大常见肿瘤相关性死亡的肿瘤［1］。跟其他实

体肿瘤一样，肝癌在发生发展过程中出现组织缺

氧的现象。肿瘤缺氧微环境可能是通过调节缺氧

诱导因子 1a（hoypoxia induced factor-1 a，HIF-1a）
促进肿瘤细胞的增殖转移能力以及血管生成能

力，从而影响肿瘤的进展［2］。近年来，围手术期相

关因素以及手术麻醉方式对肿瘤患者预后的影

响越来越受到关注［3-4］。研究发现全身麻醉药物

可能是通过免疫调节［5-6］或者调节HIF-1a和胰岛

素样生长因子（insulin-like growth factor，IGF）来

影响肿瘤细胞的增殖转移能力［7-8］。右美托咪定

（dexmedetomidine，Dex）是一个高选择性的α2肾

上腺素受体激动药物，可以产生镇痛、镇静、抗焦

虑以及抗交感的作用，在临床上被广泛应用于

ICU患者以及手术患者的镇痛镇静中［9］。近年来

有研究发现右美托咪可以促进乳腺癌细胞 4T1
的小鼠脂肪垫成瘤模型的增殖转移能力，而且细

胞实验也证实了这一点［10］。而右美托咪定在肝

癌中的作用尚未见报道。因此本研究是通过建

立肝癌细胞体外缺氧模型分析右美托咪定对缺

氧诱导肝癌细胞作用效应的影响及其初步机制

的探讨。

1 材料与方法

1.1 细胞系及其培养条件

人肝癌细胞株MHCC97H、SMCC7721，均来自

中山大学肿瘤防治中心肝胆外科。细胞系培养于

在含有 10%胎牛血清（Gibco）、100 U/mL青霉素和

100 mg/mL链霉素的DMEM（高糖）培养基（Gibco）
中。正常氧培养是置于湿度 85%、CO2体积分数为

5%的 37 ℃恒温培养箱中连续传代培养。而缺氧

培养的气体条件是 84.9% N2，5% CO2，9.1 % H2和

1% O2。

1.2 试 剂

右美托咪定（Cat. NO：S2090），购自 Selleck公

司；二氯化钴（Cat. NO：C8661），购自 Sigma-Al⁃
drich 公司；细胞增殖 -毒性检测试剂盒（Cell
Counting Kit-8，CCK-8，Cat. NO：CK04），购自同仁

化工研究所；兔抗人多克隆抗体α2A adrenergic
receptor（Cat. NO：NBP1-19562，抗体稀释浓度 1∶
500），购自 Novus 公司；小鼠单克隆抗体 HIF-1a
（Cat. NO：ab16066，抗体稀释浓度 1∶1 000），购

于 Abcom 公司；兔多克隆抗体 VEGF（Cat. NO：
ab46154，抗体稀释浓度 1∶1 000），购于Abcom公

司；兔抗人抗体 beta-tublin（Cat. NO：5346，抗体稀

释浓度 1∶1 000）购自 Cell Signaling Technology 公

司；Matrigel Basement Membrane Matrix Growth Fac⁃
tor（Cat. NO：356231），购于Corning公司。

1.3 药物处理

使用两种方法来建立缺氧状态下的肝癌细胞

模型：第一种是化学方法，即使用 100 μmol/L浓度

的二氯化钴处理肝癌细胞 48 h，二氯化钴（CoCl2）
是一种缺氧模拟试剂，被广泛运用细胞增殖分化

以及多种缺氧反应的研究中［11］；第二种是物理方

法，即将肝癌细胞放置于仅含 1%氧气的密闭培养

装置中培养 48 h。上述的两种方法建立的缺氧状

态下的肝癌细胞模型均培养在含有或者没有

100 μmol/L 的右美托咪定的培养基中。并用这些

细胞进行细胞增殖实验、单克隆形成实验、小管形

成实验以及 Western blot。
1.4 细胞增殖实验

用细胞增殖-毒性检测试剂盒CCK-8按照说

明书方法进行细胞增殖实验。在化学方法诱导的

体外缺氧模型中，将肝癌细胞按 6 000个细胞/孔
的密度均匀地种植在 96孔板中，分别培养在含有

（Dex+CoCl2 group vs CoCl2 group，the proliferation rate of MHCC97H and SMCC7721：Day 3，55.7% vs 60.7%；Day 4，46.9% vs
58.1%；Day 5，46.4% vs 57.0%，all P < 0.05）and angiogenesis of MHCC97H，SMCC7721 cells induced by hypoxia. Dexmedetomidine
may exert these functions by activating α-2A adrenergic receptor，causing an decrease in HIF-1a and VEGF protein，while hypoxia
activated HIF-1a and VEGF protein to promote the growth and angiogenesis of cells.【Conclusion】The findings provide evidence that
hypoxia could promote the proliferation and angiogenesis of MHCC97H and SMCC7721 cells，while dexmedetomidine might inhibit
these effects by down-regulating HIF-1a and VEGF protein expression through activating α-2A adrenergic receptor.

Key words：human hepatocellular carcinoma cell；dexmedetomidine；hypoxia；proliferation；angiogenesis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（2）：229-236］
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或者没有右美托咪定的培养基中。在物理方法

诱导的体外缺氧模型中，用含有或者没有右美

托咪定的培养基培养在低氧装置 48 h后取出种

植在 96 孔板中，加入不含有药物的培养基进行

培养。连续 5 d取同一个时间进行检测，检测时

每孔加入 CCK8 10 μL，使用酶标仪检测 450 nm
波长处的吸光度（D450nm）。每个实验至少重复 3
次。增殖率计为该组 D450nm 均值 /该组第 1 天

D450nm 均值×100%；组间增殖率的比较则为增殖

效应。增殖效应 <100%则为抑制增殖；反之则

为促进增殖。

1.5 单克隆形成实验

细胞处理及分组如 1.4，将肝癌细胞按 200个

细胞/孔的密度种植在 6孔板进行培养。14 d后吸

走培养基，用甲醇固定 15 min 后，使用 0.5%结

晶紫进行染色 30 min。然后记录每个孔的克隆

数量。

1.6 小管形成实验

除去 ibidi血管生成载玻片无菌包装，每孔加

入 10 μL Matrigel，将血管生成载玻片放入 37 ℃培

养箱凝胶 30 min。按 2 × 104/孔密度将肝癌细胞种

植于胶上，加入相应的培养基，孵育 24 h。采用研

究性倒置显微镜采集图像进行分析。

1.7 Western Blot

使用含有蛋白酶抑制剂 cocktail（Roche Boeh⁃
ringer Mannheim Diagnostics）的 RIPA 溶液提取细

胞蛋白，并用 BSA蛋白试剂盒（Thermo Scientific，
Rockford，IL，USA）进行细胞蛋白定量。配制10%
SDS-PAGE胶，各孔加入 25 μg蛋白样品，电泳后

蛋 白 转 移 至 PVDF 膜（Millipore，Bedford，MA，

USA）上，5%脱脂奶粉封闭 1 h。PBST洗涤 3次，

4 ℃ HIF1a 抗体（1∶1 000）、α2A 抗体（1∶500）、

VEGF抗体（1∶1 000）及 beta-tublin抗体（1∶1 000）
孵育过夜。室温下孵育酶标二抗 1 h，用ECL化学

发 光 试 剂（Pierce Biotechnology，Rockford，IL，
USA）显影曝光，图片经 ImageJ软件分析灰度值。

1.7 统计学方法

所有实验数据运用 SPSS 16.0软件（Chicago，
IL，USA）进行统计学分析。所有数据以均数±标
准差表示。独立样本 Student′s t 检验用来分析比

较两组连续性数据的差异；单因素方差分析

（ANOVA）用来分析不同处理组的差异。当 P <
0.05是被定义为有统计学意义。

2 结 果

2.1 右美托咪定对缺氧诱导肝癌细胞株增殖效

应的影响

在使用化学方法建立肝癌细胞体外缺氧模型

中，我们分为对照组，右美托咪定组（100 μmol/L），

二氯化钴组（100 μmol/L），和联合组（右美托咪定+
二氯化钴）。细胞增殖 CCK8实验数据使用单因

素 ANOVA统计学方法分析发现，第 3天、第 4天、

以及第5天的4组差异有统计学意义（P < 0.000 1）。
平板克隆实验结果同样使用单因素 ANOVA 统

计学方法分析得出与CCK8实验一致的结果（P <
0.000 1）。跟对照组比，二氯化钴组细胞增殖明显

增快（二氯化钴组 vs. 对照组 CCK8 实验结果，

MHCC97H和 SMCC7721增殖效应分别为：第3天，

142.2%和133.8 %；第4天，134.7 %和131.0 %；第5
天，133.5 %和 136.2 %，均 P < 0.05），单用右美托

咪定则可以抑制细胞增殖，结果有统计学意

义。而二氯化钴组与联合组比较的结果发现，

联合使用右美托咪定+二氯化钴不仅可以扭转

化学缺氧诱导的肝癌细胞增殖效应，还有抑制

细胞增殖的作用（CCK8 实验结果：MHCC97H 和

SMCC7721 增殖效应分别为：第 3 天，55.7% vs
60.7%；第 4天，46.9% vs 58.1%；第 5天，46.4% vs
57.0%，均P < 0.05；平板克隆实验结果：MHCC97H
和 SMCC7721均 P < 0.05；图 1）。

在使用物理方法建立肝癌细胞体外缺氧模型

中，我们分为对照组，右美托咪定组（100 μmol/
L）。结果使用 t检验统计学方法分析发现，使用

右美托咪定可以抑制缺氧对照组的细胞增殖效应

（P < 0.05；图 2）。

2.2 右美托咪定对缺氧诱导肝癌细胞株血管生

成能力的影响

为了研究右美托咪定对缺氧诱导肝癌细胞株

血管生成能力的影响，我们首先分别通过使用化

学和物理这两种方法建立肝癌细胞株MHCC97H
和 SMCC7721体外缺氧模型，然后联合使用右美

托咪定后，将细胞种植在matrigel胶上进行成管实

验。使用二氯化钴（100 μmol/L）诱导的缺氧细胞

形成拟血管样小管能力比对照组细胞强，而使用

右美托咪定组（100 μmol/L）或者联合组，则没有

形成小管样结构。在低氧条件培养的细胞中，无

陈泳花，等. 右美托咪定对缺氧诱导人肝癌细胞增殖和血管生成的影响 231



中山大学学报（医学科学版） 第38卷

右美托咪定（100 μmol/L）处理过的细胞形成的拟

血管样结构明显比使用右美托咪定（100 μmol/L）
处理过的细胞形成的多（图 3）。

2.3 右美托咪定对缺氧诱导肝癌细胞株α2A，
HIF-1a及VEGF等蛋白表达的影响

在使用化学方法建立肝癌细胞体外缺氧模型

中，数据使用单因素ANOVA统计学方法分析组间

差异（P < 0.000 1）。如图 4所示，与对照组相比，

二氯化钴组（100 μmol/L）的α2A蛋白明显下调，

HIF-1a及VEGF蛋白表达明显增多，右美托咪定

组（100 μmol/L）则上调α2A蛋白，HIF-1a及VEGF
蛋白表达明显下降，结果有统计学意义。而在右

美托咪定联合二氯化钴组中，α2A蛋白表达增加，

HIF-1a及VEGF蛋白表达下降（与二氯化钴组比

较：两个细胞株 P < 0.05）。在使用物理方法建立肝

癌细胞体外缺氧模型中，数据使用 t 检验统计学

方法分析组间差异。结果发现，右美托咪定处理

组可以上调α2A蛋白的表达，下调缺氧引起肝癌

细胞HIF-1a及VEGF等蛋白的表达（P < 0.05）。

3 讨 论

麻醉以及围手术期的相关因素被认为是影响

术后肿瘤患者预后的一个重要因素［12-13］。近年来

的回顾性分析发现麻醉药物的选择可能影响术后

癌症患者的预后［14-15］。右美托咪定是一个高度选

择激活α2肾上腺素受体的静脉麻醉药。近年来，

α2肾上腺素受体及其激动剂和肿瘤预后复发、细

胞增殖分化的研究屡有报道。Shkurnikov等［16］在

乳腺癌基因芯片分析发现高α2A基因表达提示乳

（A，C）MHCC97H cell.（B，D）SMCC7721 cell.（A，B）Cells were exposed to culture medium alone（Con），Dex（100 μmol/L），CoCl2（100
μmol/L），or the combination of Dex and CoCl2 for 5 d. Treatment with Dex in the presence or absence of CoCl2 resulted in significant reductions in
cell viability，whereas treatment with CoCl2 increased cell proliferation significantly.（C，D）The colony formation assay was scored after 14 d. Statis⁃
tical analyses showing that treatment with Dex in the presence or absence of CoCl2 inhibited cell growth. Statistical differences were determined using
a one-way ANOVA. These results are expressed as the mean ± SD of three independent experiments. 1）P < 0.05 different with the corresponding con⁃
trol group；2）P < 0.05 different with the corresponding CoCl2 group.

图 1 单用右美托咪定或者联合使用二氯化钴对人肝癌细胞株 MHCC97H 和 SMCC7721 细胞增殖的影响

Fig.1 Effect of dexmedetomidine（Dex）treatment in the presence or absence of CoCl2 on cell growth of human
MHCC97H and SMCC7721 cell lines
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（A，C）MHCC97H cell.（B，D）SMCC7721 cell. Cells were treated with the presence or absence of Dex（100 μmol/L）in hypoxia condition
（1% O2）for 48 h.（A，B）Treatment with Dex inhibited cell viability with a significant inhibition rate.（C，D）The colony formation assay was
scored after 14 d. Statistical analyses showing that treatment with Dex resulted in significant inhibition in cell proliferation. Data are expressed as the
mean ± SD of three independent experiments. Statistical differences were determined using a Student t test. 1）P < 0.05 between treatment group and
the corresponding control group.

图 2 右美托咪定对低氧条件培养的人肝癌细胞株MHCC97H 和 SMCC7721细胞增殖的影响

Fig.2 Effect of dexmedetomidine（Dex）treatment on cell growth of human MHCC97H and SMCC7721 cell lines under
hypoxia culture condition
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腺癌患者高复发率。相关研究发现使用激动剂激

活α2肾上腺素受体可以促进乳腺癌细胞的增殖转

移能力［10］，但在胆管癌中却得出相反的结果［17］。

上述结果提示作为α2肾上腺素受体的激动剂右

美托咪定可以影响肿瘤的生长，但在不同肿瘤类型

中的作用不一。目前右美托咪定对肝癌的作用的研

究未见报道，因此，本次的研究目的是通过建立肝

癌细胞体外缺氧模型分析右美托咪定对缺氧诱导

肝癌细胞作用效应的影响及其初步机制的探讨。

肝细胞癌的发生、发展、转移和复发涉及多种

因素，而细胞缺氧常发生在肝细胞癌发生发展

中。肿瘤缺氧微环境影响实体肿瘤发生发展、侵

袭转移以及治疗效果。研究发现，肿瘤缺氧微环境

可以诱导多个蛋白质生物学上的改变从而引起肿

瘤细胞代谢的改变，而多种缺氧诱导基因则由

HIF-1来调控，参与血管的生成、肿瘤的侵袭和对

放化疗治疗的抵抗［18-19］。在本研究的肝癌细胞体

外缺氧模型中，发现缺氧可以促进两株肝癌细胞

的增殖，而联合右美托咪定却可以扭转缺氧对肿

瘤细胞的增殖作用，甚至可以达到抑制效果。在

肿瘤血管形成方面，缺氧可以使肿瘤细胞更加容

易形成血管，而联合使用右美托咪定，这种现象却

被抑制了。以上的实验结果提示了右美托咪定可

以抑制缺氧诱导肝癌细胞的增殖和血管生成。

HIF-1a是缺氧环境下的一个重要的转录因

子，可以通过激活转录程序来促进肿瘤的增殖转

移能力，抑制其凋亡以及促进血管的生成。研究

发现HIF-1a可以通过调控细胞周期蛋白 A和 D
来促进细胞的增殖以及加快细胞周期［20］。更有研

究报道在大鼠肝癌移植模型中，经过 20周的肝癌

肿瘤的形成，大鼠体内的HIF-1a和内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）显著升

高，这个提示了HIF-1a可能通过促进血管生成来

参与肝癌的发生发展［21］。结合本次的实验结果发

陈泳花，等. 右美托咪定对缺氧诱导人肝癌细胞增殖和血管生成的影响 233
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（A，C）MHCC97H cell.（B，D）SMCC7721 cell. Matrigel 3D culture was utilized as a well-established in vitro model for investigating VM
formation.（A，B）CoCl2 demonstrated the strongest ability to form VM compared to the other groups. Treatment with Dex in the presence or absence
of CoCl2 showing unable to form VM.（C，D）The Dex group showed more pipe-like structures than the control group when cells were exposed to
hypoxia. The arrowheads indicate vasculogenic-like networks（objective magnification，× 100）.

图 3 不同处理条件下两种肝癌细胞株MHCC97H和SMCC7721的拟血管形成能力

Fig.3 Effect of different treatments on vasculogenic mimicry（VM）formation in Matrigel of MHCC97H and SMCC7721
cell lines

现，缺氧状态下，肝癌细胞的α2A 表达下降而

HIF-1a和VEGF表达增加，而联合使用右美托咪

定后，α2A 表达增加，而 HIF-1a 和 VEGF 明显下

调。因此我们大胆的猜测，右美托咪定可以激活

α2A肾上腺素受体，通过下调HIF-1a和VEGF蛋

白的表达来抑制缺氧微环境引起的肝癌细胞的生

长以及血管生成。

综上所述，右美托咪定可以抑制肝癌细胞株

MHCC97H、SMCC7721的增殖，且在肝癌细胞缺氧

模型实验中发现右美托咪定可以通过下调HIF-
1a的蛋白表达来抑制缺氧诱导肝癌细胞的增殖

以及血管生成。在今后的工作中，我们将继续研

究右美托咪定、α2肾上腺素受体和肝癌的关系以

及其进一步的作用机制，并且建立肝癌移植瘤动

物模型探索右美托咪定在体内是否具有抑制肝癌

的生长和转移的作用。
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Fig.4 Expression profile of HIF-1a protein in MHCC97H and SMCC7721 cell lines with different treatments
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