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摘要： 目的 探讨间歇性缺氧（Intermittent hypoxia，IH）对 S180实体瘤生长的影响及其可能机制。方法 2018年 3—5月，在

新疆医科大学动物房购买的 8周龄清洁级昆明鼠为研究对象，将 16只接种 S180实体瘤的小鼠采用随机数字表法分成 2组：常

氧组（Room air，RA）和 IH组，每组8只，IH暴露两周后处死小鼠，取肿瘤组织称重量，TUNEL法检测肿瘤凋亡情况，蛋白质印迹

法（Western blotting）检测丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（serine/threonine kinase，Akt）、p-Akt、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian
target of rapamycin，mTOR）及 p-mTOR在RA组和 IH组肿瘤组织中的蛋白表达情况。结果 IH组肿瘤组织重量明显高于RA
组（P<0.05），IH组肿瘤组织凋亡小体数为（81.18±8.92）个，低于RA组肿瘤组织凋亡小体数（129.75±20.20 P<0.05），IH组肿瘤

组织中Akt、mTOR 的蛋白表达与RA组差异无统计学意义，IH组肿瘤组织中 p-Akt、p-mTOR 的蛋白表达水平明显增加（P<

0.05）。结论 IH可促进小鼠 S180实体瘤的生长，其机制可能同上调Akt/mTOR通路促进 S180实体瘤的生长并抑制肿瘤组织

的凋亡有关。本研究将为睡眠呼吸暂停综合征（Obstructive sleep apnea，OSA）合并肿瘤的治疗提供新的思路。
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Abstract: Objective To investigate the effects of intermittent hypoxia (IH) on the growth of S180 solid tumor and its possible mech‐
anism.Methods Eight-week-old clean-grade Kunming mice purchased in the Animal Room of Xinjiang Medical University From
March to May 2018 were selected as the research objects. Sixteen mice inoculated with S180 solid tumor were randomly assigned into 2
groups using a random number table: Room air (RA) group and IH group, 8 mice in each group. The mice were sacrificed after two
weeks of IH exposure, tumor tissues were weighed, and the tumor apoptosis was detected by TUNEL staining, and the expressions of
serine/threonine kinase (Akt), p-Akt, mammalian target of rapamycin (mTOR) and p-mTOR in tumor tissues of RA group and IH group
were detected by Western blotting.Results The tumor weights of IH group were significantly heavier than those of RA group (P<0.05).
The number of apoptotic bodies in tumor tissues of IH group was (81.18±8.92), which was lower than that in RA group [(129.75 ±
20.20), P<0.05). The protein expressions of Akt and mTOR in tumor tissues of IH group were not significantly different from those of
RA group. The protein expression levels of p-Akt and p-mTOR in tumor tissues of IH group increased significantly (P<0.05) compared
with RA group.Conclusion IH promotes the growth of S180 solid tumors in mice. The mechanism may be related to the up-regulation
of Akt/mTOR pathway and the inhibition of the apoptosis of tumor tissues. This study will provide new ideas for the treatment of tumors
combined with obstructive sleep apnea.
Key words: Hypoxia; Intermittent hypoxia (IH); Tumor; Threonine kinase/mammalian target of rapamycin (Akt/mTOR signal‐
ing pathway); Apoptosis; Western blotting; Mice

睡眠呼吸暂停综合征（Obstructive sleep apnea，
OSA）是一种以睡眠中反复发生的上呼吸道完全或部

分塌陷而造成的通气中断为特征的睡眠障碍性疾病。

可导致多个脏器的损害，包括心血管系统损害［1］，代谢

功能损害［2］及大脑认知功能障碍［3］，可严重影响患者的

生活质量和寿命［4］。其中间歇性缺氧（Intermittent hy‐
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poxia，IH）是OSA的主要标志和特征。

将动物暴露于 IH是一种常见的OSA动物实验

模型，有研究表明 IH可促进肿瘤的生长和转移。Akt
／mTOR（蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白）信

号通路作为肿瘤领域的研究热点，被证明在多种肿

瘤中异常激活，调控肿瘤细胞的存活、增殖及迁移。

研究发现Akt／mTOR信号通路的活化可为细胞的生

长、蛋白质的合成提供有利条件，进而为细胞的抗凋

亡提供途径［5-6］。Akt/mTOR信号通路和凋亡是否在

OSA合并肿瘤的发生和进展中发挥调控作用，目前

国内外均没有报道。 2018年3—5月，选用在新疆医

科大学动物房购买的 8周龄清洁级昆明鼠制备

IHS180实体瘤模型，探讨Akt／mTOR信号通路及凋

亡在OSA合并肿瘤发病机制中的作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物 8周龄的昆明小鼠（雄性）16只，体

质量（21±2）g，购自新疆医科大学实验动物中心［许

可证号 SCXK（新）2018-0001）］。实验期间，室温在

22 ℃左右，照明时间为 9：00-21：00，小鼠自由饮水

和喂食，本研究符合一般动物实验伦理学原则。

1.2 实验仪器及试剂 S180实体瘤（赠送），胎牛血

清（10091-148），美国 Gibco，0.25％胰酶（J112861）、

双抗（SV30010）、DMEM高糖（SH30022.0）购置于美

国Hyclone，TUNEL试剂盒（MK1028）购于博士德生

物，BCA蛋白定量试剂盒（UB276927）、RIPA裂解液

（TK274910）购置于美国 Thermo，蛋白激酶B（Akt、#
4865）、磷酸化Akt（p-Akt、#4060）、哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白（mTOR、#2983）、磷酸化mTOR（p-mTOR、#
5536）兔来源的单克隆抗体购置于美国CST公司。

1.3 实验方法

1.3.1 细胞培养及处理 将 S180实体瘤放于含

10%胎牛血清及 DMEM高糖的完全培养基中，置于

37 ℃ 5%二氧化碳培养箱中培养，根据细胞生长情

况进行传代，离心去上清，加入完全培养液吹打，使

细胞悬浮于完全培养液中，并进行细胞计数，调整

浓度为 1×107/mL，取 3只正常的小鼠，每只鼠腹腔打

0.2 mL的细胞悬液，制备恶性腹水瘤小鼠模型。10
d后，选取生长良好的 S180荷瘤小鼠（腹水型）无菌

条件下抽取腹水，以完全培养液 1∶1稀释成瘤细胞

悬液，制成 1×106/mL的细胞悬液备用，每只小鼠接

种0.2 mL（细胞数2×105个）。

1.3.2 动物模型的建立 肿瘤接种：用75%乙醇消毒

小鼠腋下，细胞悬液在使用前用枪混匀，然后用1 mL无
菌注射器吸取0. 2 mL的悬液，并将其接种于小鼠左前

肢腋下部皮下，形成圆形小皮丘，注射完停10 s，出针。

缺氧的暴露：把接种 S180实体瘤的小鼠采用随

机数字表法随机分为RA组和 IH组。IH按照本课

题组以往的造模方式进行，小鼠放到缺氧箱中，IH
循环由 30 s氮气和 30 s氧气组成，每个 IH循环是 1
min，氧的最低浓度为（7±1）%，IH暴露时间为 9：00~
21：00，连续 2周［7］。RA组小鼠在普通鼠笼进行饲

养，IH组和RA组小鼠在同一房间，实验期间，所有

小鼠自由饮水和进食。IH暴露两周后，小鼠称体质

量，用 4%水合氯醛麻醉，取肿瘤组织称重，一半组

织液氮速冻，保存于−80 ℃备用；另一半组织浸泡在

4%甲醛里面，用于石蜡切片。

1.3.3 肿瘤组织细胞凋亡检测 4%甲醛固定后，

肿瘤组织常规脱水、透明、浸蜡、包埋、切片；取石蜡

切片，按照 TUNEL检测试剂盒说明书进行凋亡检

测，每组随机选择5个视野，计数凋亡小体，取均数。

1.3.4 Western blotting检测蛋白表达 取适量肿瘤

组织，加入已配好的含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的RI‐
PA裂解液，充分混匀，剪碎，超声。冰上裂解30 min，
裂解完成后，在4 ℃，12 000 r/min条件下离心20 min，
收集上清，BCA法测定蛋白浓度。配胶，依次进行电

泳和转膜，随后用1%的 BSA进行封闭1 h，一抗孵育，

4 ℃过夜（Akt、p-Akt的抗体稀释比为1∶1 000，mTOR、
p-mTOR及β-actin抗体稀释比为1∶2 000），TBST洗3
次，每次 5 min。二抗孵育 1 h后，TBST洗 3次，采用

ECL法显色，将条带置于成像仪中，拍照并保存。蛋

白条带灰度值用 Image J计算、分析。

1.4 统计学方法 用 SPSS 21.0软件进行统计分

析，如果满足正态分布，则计数资料用 x̄ ± s表示，两

组间采用独立样本 t检验进行比较，如不满足正态

分布，数据用M（P25，P75）表示，用Mann-Whitney U检

验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 肿瘤组织质量占比情况 小鼠瘤质量RA组和

IH组小鼠肿瘤组织的质量分别为 0.22（0.15，2.30）
和 2.76（1.93，4.14），IH组肿瘤组织质量高于RA组

（Z=−2.143，P<0.05）。RA组和 IH组肿瘤组织质量

占小鼠体质量的比例分别为 2.46%和 8.87%，IH组

肿瘤组织质量占小鼠体质量的百分比高于RA组，

两组相比差异有统计学意义（Z=−2.429，P<0.05）。

2.2 肿瘤组织细胞凋亡情况 RA组肿瘤组织切片中

相应凋亡小体个数为（129.75±20.20）个，IH组肿瘤组织

切片中凋亡小体个数为（81.18±8.92）个；IH组肿瘤组织

切片中凋亡小体个数低于RA组（t=2.424，P<0.05）。
2.3 Western blotting检测Akt、p-Akt在 IH和RA
肿瘤组织中的表达 RA组和 IH组肿瘤组织中Akt
的相对表达量分别为（0.79±0.03）、（0.80±0.03），两

组表达量差异无统计学意义（t=−0.128，P>0.05）。

IH组肿瘤组织中 p-AKT的相对表达量（0.62±0.02）
高于RA组（0.50±0.04）（t=−2.604，P<0.05）。见图1。
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2.4 mTOR、p-mTOR在 IH组和RA组肿瘤组织中

的表达 RA组和 IH组肿瘤组织中mTOR的相对表

达量分别为（0.64±0.04）、（0.62±0.06），两组差异无

统计学意义（t=0.243，P>0.05）。IH组中 p-mTOR的

相对表达量（0.35±0.02）高于RA组（0.26±0.03）（t=−
2.711，P<0.05）。见图2。

3 讨论

近几年的研究发现OSA模式的间歇性缺氧可以

促进肿瘤的生长和转移。2012年西班牙学者 Al‐
mendros［8］发现暴露在间歇性环境 2周的小鼠与正常

组比较其黑色素实体瘤的体积、质量均增加。

Huang［9］也发现暴露在间歇性环境5周的小鼠与正常

组比较其肿瘤的体积、质量均增加。动物实验证明

OSA模式间歇低氧不仅与肿瘤发生有关，且与肿瘤

的生长有关。本研究发现间歇性缺氧环境暴露 2周
后，IH组 S180肿瘤的质量明显高于RA组（P<0.05），

IH组 S180肿瘤质量占小鼠体质量的百分比高于RA
组（P<0.05），说明间歇性缺氧可促进实体瘤的生长。

肿瘤在生长过程中存在着细胞增殖与凋亡的

失衡，细胞凋亡受到抑制会使细胞死亡率下降，将

导致细胞数目不断增加，表现出生长的优势。因

此，我们检测了肿瘤组织中的细胞凋亡情况，结果

发现 IH组 S180肿瘤组织切片中相应凋亡小体个数

低于RA组（P<0.05）。说明 IH所致的肿瘤细胞生长

加速与 IH条件下细胞的凋亡减少有关。

mTOR信号通路与凋亡、炎症和自噬等多种肿

瘤的发病机制有关。研究表明，胰腺癌、白血病、膀

胱癌等肿瘤可通过抑制mTOR活化促进细胞凋亡进

程［10-11］。我们的研究发现 IH组 S180肿瘤组织切片

中凋亡小体个数低于RA组（P<0.05）。说明在本实

验条件下，磷酸化mTOR的激活可能抑制了细胞的

凋亡进程，从而促进了肿瘤组织的生长。

mTOR可被PI3K/Akt途径激活。活化的磷脂酰

肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K）可

在 3-磷酸肌醇依赖蛋白激酶 1（3-phosphoinositide-
dependent protein kinase1，PDK1）的协同下磷酸化

Akt使其被激活。活化的Akt磷酸化结节性脑硬化

复合物-2（Tuberous sclerosis complex-2，TSC2），而被

磷酸化的 TSC2将从负向调控脑内Ras同系物（Ras
homolog enriched in brain，Rheb）的结节性脑硬化复

合物-1（Tuberous sclerosis complex-1，TSC1）/TSC2复
合物中解聚，使Rheb活性增强，正向调控mTOR的

活性。磷酸化Akt的增加，mTOR也增加，因此，Akt
与mTOR可构成Akt/mTOR通路，Akt由 480个氨基

酸残基组成，具有可催化及可调节活性区域，该区

域可使 Akt 磷酸化成 p-Akt 而发挥各种生理功

能［12-14］。mTOR是Akt的下游底物，活化的Akt可直

接激活mTOR而发挥调控细胞的周期、生长增殖等

作用。大量研究表明，多种实体瘤组织中均有Akt、
mTOR蛋白的异常表达［15-16］。有研究表明［17-18］Akt、
mTOR磷酸化水平增加可使肿瘤细胞凋亡减少，在

我们的研究中，p-mTOR上调的同时Akt的磷酸化被

激活，说明Akt/mTOR通路被激活，导致肿瘤细胞凋

亡减少，这可能是肿瘤细胞凋亡减少的原因。

Akt／mTOR信号通路不仅与肿瘤的凋亡有关，

还可能与肿瘤的预后关系密切，张刚等［19］发现宫颈

癌、肺癌和胃癌的发生发展及预后变差与Akt／mTOR
信号通路的激活关系密切。我们的结果表明 IH暴露

后，S180实体瘤肿瘤组织Akt/mTOR通路上调，提示

IH可能是OSA导致实体瘤预后变差的原因之一。

综上所述，IH可促进肿瘤的生长，导致缺氧小

鼠肿瘤重量增加，其机制可能同Akt-mTOR通路在

肿瘤组织中的激活，减少肿瘤组织凋亡小体的数

量，抑制了肿瘤细胞凋亡有关。
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摘要： 目的 探讨超声造影（CEUS）表现与肝硬化背景下肝细胞癌（HCC）组织病理、分化程度及预后的关系。方法 选择

2014年 1月至 2017年 1月在恩施州中心医院行根治性切除术的 174例肝硬化背景下HCC病人为研究对象。收集病人的一般

临床资料及微血管浸润（MVI）、微血管密度（MVD）及增殖细胞核抗原（Ki-67）等病理资料。记录肝CEUS动脉期、门脉期、延迟

期等增强特征。分析CEUS特征与MVI、MVD、Ki-67、肿瘤分化程度及预后的关系。结果 Ki-67阳性组HCC病人肿瘤低/中分

化的发生率 90.1%（91/101）较Ki-67阴性组 74.0%（54/73）显著升高（P<0.05）。动脉期不均匀增强、门脉期低增强、延迟期低增

强的HCC病人Ki-67阳性发生率［69.7%（76/109）比 38.5%（25/65）、67.5%（79/117）比 38.6%（22/57）、69.7%（53/76）比 49.0%（48/
98）］及肿瘤低/中分化发生率［90.2%（101/112）比 71.0%（44/62）、89.1%（98/110）比 73.4%（47/64）、88.7%（102/115）比 72.9%（43/
59）］显著升高（P<0.05）。延迟期低增强的HCC病人MVI阳性发生率［80.2%（65/81）比 65.6%（61/93）］显著升高（P<0.05）。不

同MVD的HCC病人间CEUS特征差异无统计学意义（P>0.05）。动脉期不均匀增强的HCC病人早期复发的发生率［37.7%（40/
106）比 27.9%（19/68）］显著升高（P<0.05）。结论 CEUS特征与肝硬化背景下HCC病人组织病理、分化程度等显著相关，并可

能有助于预测病人术后的复发情况。
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