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缺氧诱导因子 1仪对缺氧条件下大鼠 

心肌细胞糖酵解的影响 
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【摘要】 目的 观察缺氧诱导因子 1a(HIF一1a)对缺氧状态下大鼠心肌细胞糖酵解的影响。 

方法 常规分离 、培养大鼠心肌细胞，分为单纯缺氧组：使用无糖培养基在低氧混合气体(体积分数 

94％N 、5％CO 、1％O )中培养；HIF一1a抑制组：先利用 RNA干扰技术构建 HIF一1a蛋白低表达的细 

胞模型，再作上述缺氧培养。两组细胞均设缺氧前(常规培养)及缺氧 1、3、6、12、24 h 6个时相点，采 

用生物化学方法检测细胞中糖酵解关键酶己糖激酶(HK)、磷酸果糖激酶(PFK)、乳酸脱氢酶(LDH) 

的活性以及培养上清液中乳酸(LA)的含量。 结果 (1)HK、PFK活性：与缺氧前比较，两组心肌 

细胞两酶活性均呈先升高后下降的变化趋势。单纯缺氧组两酶活性峰值分别为(159±13)、(298± 

44)U／g。HIF一1a抑制组两酶活性在缺氧 1、3、6 h时均明显低于单纯缺氧组(P<0．05或0．01)，其 

峰值分别为(133±55)、(188±55)U／g。(2)LDH活性、LA含量：与缺氧前(92±12)U／g比较，单纯 

缺 氧组细胞 LDH活性缺氧后显著升高 ，6 h时达 高峰 (2 568±125)U／g(P <0．01)，随后 逐渐 下降 ； 

各时相点培养上清液中 LA含量也成倍增加。HIF一1 抑制组细胞的 LDH活性于缺氧 3 h时达峰值 

(2 125±126)U／g，明显 高 于 缺氧 前 (P <0，01)；培养 上 清 液 中 LA含 量 亦 较 缺 氧前 增 高 (P < 

0．01)，但增幅较小。 结论 缺氧条件下大鼠心肌细胞中 HIF一1 高表达是细胞糖酵解持续增强的 

直接原因，此为心肌细胞应对缺氧环境的重要内源性保护机制。 
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【Abslract】 Objeetive To investigate the influence of hypoxia induction factor—l (HIF—l ot)on glyco— 
sis of rat myocardial cell under hypoxic condition． Methods The myocardial cells of the rats were routinely 

isolated and cultured．The cells were divided into single hypoxia(H)and HIF—l a inhibiting(I)groups， 

The cells in H group were cultured in glucose—free medium with mixed low—oxygen gas[1％ O2，94％N 2 and 

5％CO2(v／v)]．While the cells in I group were cultured with low—oxygen gas after the cell model of low ex— 

pression of HIF一1 a protein constructed by RNAi technique．The cells in both groups were all observed before 

hypoxia(routine culture)and at"the time points of l，3，6，l2 and 24 hours of hypoxia．The LA (1actate 

acid)content in the supernatant of the culture and the activity of the key enzymes in glycolysis such as hex— 

okinase(HK)，ph0 ph0f uct0kinase(PFK)and lactate dehydrogenase(LDH)of both groups of cells were 

determined at all the time points． Results (1)After hypoxia，the HK and PFK activities of the rat myo— 

cardial cells in H and I groups were obviously increased at the beginning and decreased thereafter when com— 

pared with that before hypoxia，While the activities of HK and PFK in H group at 1．3 and 6 hours after hy 

poxia were evidently higher than those in I group(P <0．05 or 0．01)，and the peak activity of them in H 

and I groups was 159 ±l3 U／g vs 133±55 U／g ，and 298±44 U／g vs l88±55 U／g
， respectively，(2) 

Compared with normal control(92±l 2 U／g)，the LDH activity of the cells in H group after hypoxia in— 

creased significantly，reaching the peak at 6 hours after hypoxia(2 568±l25 U／g，P <0．01)，and it de— 

creased thereafter，while that in I group peaked at 3 hours after hypoxia(2 l25 4-l26 U／g，P<0，01)．The 

LA content in the culture supernatant in H group increased significantly after hypoxia with the passage of 

time，while that in I group increased in smaller magnitude(P <0．0 1)， Conclusion High expression of 

HIF一1 ot in the rat myocardial cells after hypoxia could directly cause continuous enhancement 0f ce11 glycolv— 

sis。which was beneficial to the protection of myocardial cells under hypoxic condition
．  
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缺血缺氧是严重烧伤后最基本 的病理 生理改 

变⋯，导致心肌细胞功 能、组织氧 利用及能量代谢 

出现障碍 ，是引发“休克心”的重要因素 。缺氧后 

心肌细胞内糖酵解功能加 强，有效地改善了缺氧状 

态下的能量供应。缺氧诱导因子 1 (hypoxia induc— 

tion factor 1 ，HIF一1 )是维持细胞和全身氧稳态的 

重要调节 因子 ，也是缺氧研究 的重 点 ，它可能 

在严重烧伤后心肌细胞对缺血缺氧的反应中起关键 

作用 ，而其具体 的作用及其机制 尚未明了。笔者以 

往观察到，严重烫伤大鼠心肌组织 HIF一1 mRNA及 

其蛋白表达水平均显著增高 ；另有报道称 HIF一1 

能调控糖酵解关键酶基因的表达 ，故笔者推测缺 

氧后 HIF一1 表达量增加可能与糖酵解增强有关。 

本实验中笔者运用 RNA干扰 (RNA interference)技 

术 ，建立缺氧条件下 大鼠心 肌细胞 HIF．1 蛋白 

低表达模型 ，进而探讨缺氧对心肌细胞糖酵解的影 

响。 

材 料 与 方 法 

1．主要试剂与仪器 ：无糖及含糖 DMEM／F12培 

养基 、标准胎牛血清购 自美国 Hyclone公司 ；5．溴．2． 

尿嘧啶脱氧核苷 (BrdU)购 自美 国 Sigma公司；Line 

Silence RNA干扰试剂盒购 自美 国绿阳公司；还原 

型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (NADH)、6．磷酸葡萄糖 

脱氢酶 、醛缩酶 、磷酸甘油脱氢酶 、磷酸丙糖异构酶 、 

磷酸果糖 、磷酸烯醇式丙酮酸环己胺盐 、乙二胺四乙 

酸二钠(EDTA一2Na)均购 自美国 Sigma公司；D“葡 

萄糖 、丙酮酸钠 、腺 苷二磷 酸 (ADP)、腺 苷三磷 酸 

(ATP)、氧化型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD )购 

自美 国 Ameresco公 司 ；乳 酸 (LA)及乳 酸脱 氢 酶 

(LDH)试 剂 盒 为南 京 建 成 生 物 工 程 公 司 产 品。 

RIPA细胞裂解液 为 自行配制。DU27型紫外分光 

光度计为美 国 Beckman公司产品。 

2．心肌细胞原代分离 、培养 ：选用出生后 1～2 d 

的 SD大鼠(第三军医大学实验动物中心)48只，参 

照文献 [7]分离心肌细胞 ，接种 、培养于 24孑L培养 

板中。 

3．实验分组及 RNA干扰模型的构建：将心肌细 

胞分为单纯缺氧组 、HIF一1 0【抑制组。(1)单纯缺氧 

组细胞设缺氧前 (常规培养 )及缺氧 1、3、6、12、24 h 

6个时相点，每时相点 5孑L。缺氧条件为 ：改用无糖 

DMEM／F12培养基 ，置于 37℃ 、体积分数 94％N，、 

5％CO 、1％0 环境中培养 。(2)HIF．1 抑制组 

细胞先参照文献 [9]构建 RNA干扰模型 ：按 Line Si— 

lence‘ RNA干扰试剂盒说明书操作 ，通过筛选特异 

性有 效 降 解 HIF一1 mRNA 的双 链 RNA(double— 

stranded RNA，dsRNA)并将其 大量人工合成后 ，用 

于转染 HIF一1 抑制组心 肌细胞。随后筛选转染成 

功的细胞 ，同上设缺氧前及缺氧后各时相点并作相 

同处理。 

4．糖酵解关键酶活性 的检测：取缺氧前及各缺 

氧时相点的两组心肌细胞 ，常规消化。调整细胞 密 

度为 3×10。／ml，加入预冷的 RIPA细胞裂解液，重 

新悬浮细胞 。冰浴 15 min，4℃，13 200 g离心 30 

min。取上清 ，(1)参照杜传书等 的方法检测 己 

糖激酶(HK)的活性；(2)磷酸果糖激酶(PFK)活性 

的检测按 Kemerer等 的方法进行；(3)采用常规 

比色法 ，按试剂盒说明书测定 LDH的活性。 

5．LA含量的检测 ：收集各组细胞各时相点的培 

养上清液 ，以常规 比色法测定 。 

6．统计学处理 ：结果 以 x±S表示 ，采用 SPSS 

10．0统计软件包进行单因素方差分析。 

结 果 

1．心肌细胞 HK活性的变化 ：与缺氧前相 比。给 

予缺氧处理后 ，单纯缺氧组心肌细胞 内 HK活性立 

即显著升高 ，缺氧 1 h达高峰 (P <0．01)，3、6 h变 

化不大 ，12、24 h大幅下降但仍然高于缺氧前(P < 

0．05)。HIF一1 抑制组细胞 HK活性也于缺氧 1 h 

达高峰(P <0．01)，但增高幅度较低 ，此后逐渐下 

降，1、3、6、24 h均明显低 于单纯缺氧组 (P <0．05 

或 0．01)。见表 1。 

表 1 两组心肌细胞 HK活性 的变化 

(U／g，x± ) 

Tab 1 Changes in HK activity in rat myocadiocyte in the 

two groups before and afler hypoxia(U／g。x± ) 

注 ：与单纯缺氧组 比较 ，十P <0．05，#P <0．01；-q组 内缺氧前 比 

较 ，△ P <0．05，☆P <0．01 

2．心肌细胞 PFK活性的变化 ：缺氧 1、3 h，单纯 

缺氧组心肌细胞 PFK活性约为缺氧前的 3倍 (P < 

0．01)；缺氧 6～24 h逐渐下降。与之相 比，HIF．1 

抑制组 PFK活性在各缺氧时相点均较低，其 中缺氧 
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1～12 h时差异有统计学意义(P <0．01)。见表 2。 

表 2 两组心肌细胞 PFK活性 的变化 

(U／g，x±s) 

Tab 2 Changes in PFK activity in rat myocadiocyte in the 

two groups before and after hypoxia(U／g，x±s) 

注：与单纯缺 氧组 比较 ， Jp<0．O1；与 组 内缺 氧前 比较 ，#Jp < 

0．05．△ Jp <0．O1 

3．心肌细胞 LDH活性及细胞培养上清液 中 LA 

含量的变化 ；单纯缺氧组心肌细胞缺氧 1 h时 ，LDH 

活性 即显著高于缺氧前 ，缺氧 6 h时达到高峰 ，随后 

逐渐下降但仍显著高于缺氧前(P <0．o1)；其培养 

液中 LA的含量也随缺 氧时 间的延长而 大幅增 加 

(P <0．01)。HIF-1d抑制组心肌细胞 LDH活性在 

缺氧 3 h时达峰值 ，其后逐渐下降 ，12、24 h接近单 

纯缺氧组水平 (P >0．05)；与单纯缺氧组相 比，其 

培养液中 LA的含量增高幅度较小 ，缺氧 3～24 h时 

差异有统计学意义(P <0．05或 0．01)。见表 3、4。 

表 3 两组心肌细胞 LDH活性的变化 

(U／g，x±s) 
Tab 3 Changes in LDH activity in rat myocadiocyte in the 

two groups before and after hypoxia(U／g，x±s) 

注：与单纯缺氧组 比较， P <0．O1；与组内缺氧前 比较，#P < 
0．01 

表4 两组心肌细胞培养上清液中 LA含量的变化 

(p~mol／L，x±s) 
Tab 4 Changes in LA content in culture supernatant in the 

two groups before and after hypoxia(~mol／L，x±s) 

组别 —  

注：与单纯缺氧组 比较 ， Jp<0．05，#Jp<0．01；与组 内缺氧前 比 

较 ，△ Jp<0．01 

讨 论 

在氧供充分 的正常生理情况下 ，葡萄糖在多数 

细胞 内经有 氧氧化及 氧化磷 酸化 生成大 量 ATP。 

ATP通过 ATP／ADP易位酶的作用，由线粒体释放 

出，扩散进入利用能量 的部位 ，高能磷 酸键被 ATP 

酶水解 ，导致能量大量释放 ，同时生成 ADP、无机磷 

酸和 H 。当氧 和底物供 给充分时 ，ATP的水解产 

物 ADP、无机磷酸和 H 重新进人线粒体 ，生成 ATP 

和 CO，。当氧供受限时，细胞会利用葡萄糖供能，此 

时每消耗 1 mol氧所产生的ATP比利用其他底物产 

生的 ATP多 ，即缺氧细胞以葡萄糖作为底物可更有 

效地利用氧 。 。糖酵解 的 3个限速酶 HK、PFK、丙 

酮酸激酶(PK)所催化的不可逆反应，是糖酵解过程 

中的主要环节。HIF一1d下游靶基 因中有 一类 是糖 

酵解关键酶(如 HK、PFK、PK、LDH等 )基因。 

本研究结果显示，缺氧初期 ，单纯缺氧组心肌细 

胞 HK、PFK、LDH活性均增高 ，其培养上清液中糖酵 

解终产物 LA含量增加 ；且各指标 的变化与缺氧时 

间密切相关。这表 明缺氧可启动糖酵解 ，这种作用 

与对酶活性 的别构调节 以及 酶蛋 白含量 的增 加有 

关 ，提示烧伤后缺血缺氧引起 的糖代谢的重要改变 

之一即是糖酵解途径被激活 ，成为能量的主要来源。 

RNA干扰是一种在转 录水平上进行的特异性 

基因阻断技术 ，指 dsRNA分子在 mRNA水平上关 闭 

相应序列基因的表达或使其沉默的过程。笔者以往 

的研究表明，严 重烧伤后心 肌组织 、细胞 内 HIF．1d 

表达增强 。本研究 中，笔者应用 RNA干扰技术抑 

制大鼠心肌细胞表达 H1F-1 ，然后给予缺氧刺激 ， 

结果显示，HIF-1d抑制组心肌细胞糖酵解受到了一 

定程度的抑制。由此表明 HIF．1d在缺氧后糖酵解 

加强过程中起关键作用。其机制可能为：低氧分压 

使 HIF-1d降解减少，其蛋 白水平增加 ，活性增强，进 

入细胞核后活化，启动下游 HK、PFK、LDH、PK等糖 

酵解关键酶基因的表达，从而增加 了上述关键 酶的 

生物活性，使得糖酵解供能加强，细胞得以维持生 

存。这也是 HIF-1d调节缺氧心肌能量代谢的主要 

方式 ，可见 HIF-1d具有细胞保护作用。 

在严重缺氧条件下 ，细胞能量缺乏 ，可利用无氧 

酵解(糖酵解 )产生能量。但这是一种低效 的产能 

方式 ，仅能在有限的时间内维持细胞存活 ，其不利影 

响是酸性代谢产物(尤其是 LA)增多 ，导致酸中毒 ， 

进而损伤细胞结构和功能。加强糖酵解所能提供的 

能量是暂时的 、有限的，持续 、过度 的糖酵解会使 细 

胞严重受损甚至死亡。但在缺氧条件下，如果没有 

糖酵解参与能量供应 ，细胞将提前走 向死亡。所 以， 

在严重烧伤后心肌细胞因缺氧而出现能量供应障碍 

时 ，只有加强糖酵解快速供能 ，在赢得宝贵治疗时间 

的同时结合其他调理措施，如积极抗休克、改善心肌 

氧供、恢复血流灌注量、减少 LA堆积等，才能达到 
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保护心脏的 目的。 
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鼓式切皮机固定台架的制作 

吴学田 张林清 李晓巧 赵学芳 

在以往使 用 鼓式 切 皮机 (又 称 取皮 鼓 )制作 整 张异 体 

(种 )皮 时，操作 者 必须 左 手握 持 皮鼓 手柄 ，右 手 行取 皮 操 

作⋯ 。由于双手同时反向用 力 ，皮鼓 不易 固定 ，皮片 容易切 

破或切取厚度不均匀 ；操作时劳动强 度大，操 作者容易疲 劳 ， 

而且 比较 费时。为此 ，笔者针对以往制作 大张移植皮 过程 的 

不足 ，研制 出一种 将 取皮鼓 固定 住手 术 台上进 行取 皮 的 台 

架。经临床应用 ，切取异种皮 30例次 ，效果满意 ：现 介绍如 

下。 

制作方法 ：鼓式切皮机 固定台架 的基本结构 见图 1，其部 

件均采用不锈钢材料制作(图 2) 
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注：1．鼓式切皮机；：．支撑架；3．操作平台 4．底部 

支撑架：5，宽度调节装置：6．固定螺丝孔：7．固定式 

连接杆；8．可调节连接杆；9．手术台连接件；10．手术台 

图 l 鼓 式切皮机同定 台架基本结构示意图 

作者单位 ：26lO4l 潍坊 _fi人民医院烧 伤科 

· 技 术 与 方 法 · 

图 2 鼓式切皮机 固定 台架实物图 

操 作方法 ：存皮鼓 两个端 面的 4个 角处钻 直径 为 5 mm 

的连接孔 ，用螺丝将其 连接 固定 于支撑 架 的 端 ；操 作平台 

底 面彳f 4个 手术 台连接杆 ，其r}1右侧 的两 个连接杆可 以在一 

定 范围内水平 伸缩 ，可 以 Lj 同宽 度 的手术 台配套使 用 ，调 

整到合适 的宽度后以连接件固定 ，即可进行取 皮操 作。取皮 

鼓 和固定台架 可整体消毒，也 町拆卸后 单独消毒 。 

讨论 笔者研制 的鼓式切 皮机 定台架 ，从根本 上解决 

了手持式皮鼓 取皮 固定 好 的问题 其优 点有 ：(1)皮 鼓 固 

定町靠 ．不易割破皮片 ，且 切取皮片厚度均 匀，提 高 取皮质 

量 (2)减轻 了操 作者的 劳动强度 ，可以节约 l倍 以上 的手 

术时间 ，提高 ]二作效率 (3)适 用于皮 肤软组织 完全性 撕脱 

伤时的中厚皮切取 (4)制作成本低廉 ，文用性强 ： 
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