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缺氧对肠上皮细胞缺氧诱导因子 1 

活化影响的实验研究 

李牧 王裴 刘琛 陈传莉 王凤君 

【摘要】 目的 了解缺氧对肠上皮细胞缺氧诱导因子 1 (HIF一1 OL)活化的影响。 方法 将肠 

上皮细胞分为常氧处理(正常对照)、缺氧(设缺氧 1、2、6、12、24 h)及缺氧 +寡霉素处理(分别用浓度 

为5、10、20、40 t~g／mL寡霉素处理 1 h，再缺氧 6 h)。采用蛋白质印迹法检测 HIF一1d蛋白表达，免疫 

荧光法观察 HIF一1 OL向细胞核转位的情况。 结果 与正常对照(0．08±0．07)相比较，缺氧 1 h肠上 

皮 细胞 HIF一1n蛋 白表 达 (0．52±0．30)即显 著升 高 (P <0．05)，6 h达 峰值 (2．37±1．08，P < 

0．05)，同时 HIF一1d向细胞核转位也明显增加。寡霉素呈剂量依赖性地抑制缺氧引起的肠上皮细胞 

HIF一1q蛋白表达增加，用5、l0、20及 40 I~g／mL寡霉素处理的缺氧肠上皮细胞 HIF一1仅蛋白表达量分 

别为 1．62±0．96、1．48±0．56、1．08±0．36及0．58±0．11，均较单纯缺氧6 h(2．67±1．38)显著降低 

(P<0．05)，HIF一1d向细胞核转位也被抑制。 结论 呼吸链抑制剂寡霉素可抑制缺氧肠上皮细胞 

HIF-1 ot活化，线粒体呼吸链可能在其发生机制中具有重要作用。 
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of hypoxia on HIF-1 activation in intestinal epithelial 
cells． Methods Intestinal epithelial cells were randomly divided into normal control group，hypoxia group 

and hypoxia plus oligomycin group(oligomycin group)．In hypoxia group，the cells were exposed to hypoxia 

for 1，2，6，12 and 24 h．In oligomycin group，the cells were treated with oligomycin in concentration of 5， 

1O．20 and 40 txg／mL for 1 h prior to 6-hour hypoxic exposure． HIF一1ct protein expression was assayed by 

western blot method． Nuclear translocation of HIF一1 d was detected by immunofluorescence analysis． Re— 

suits Compared with that in control group(0．08±0．07)，HIF一1d protein expression in hypoxia group in— 

creased significantly at 1 h(0．52±0．30，P <0．05)，and reached the peak value(2．37±1．08，P < 

0．05)at 6 h．Nuclear translocation of HIF一1 ot was also induced by hypoxia．HIF一1 d protein expression in 

oligomycin group in the concentration of 5，10，20 and 40 ~g／mL of oligomycin was 1．62±0．96，1．48 ± 

0．56．1．08±0．36 and 0．58±0．1 1 respectively。which was significantly lower than that only after exposure 

to hypoxia for 6 h(2．67±1．38，P <0．05)．The nuclear translocation of HIF一1 0【induced by hypoxia was 

also obviously inhibited by oligomycin pretreatment． Conclusion Oligomycin，a specific inhibitor of re— 

spiratory chain，inhibits HIF一1 ot activation，which suggests that mitochondria respiratory chain may play an 

important role in aforementioned process． 
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缺氧诱导因子 1(HIF．1)通过调控与缺氧反应相 

关的靶基因转录，在机体缺氧反应中起重要作用。 

严重烧伤后早期缺血缺氧时 HIF一1仅mRNA及蛋白 

水平升高 ，并对缺血缺氧时细胞能量代谢及葡萄糖 
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转运具有重要调控作用 。本 文 旨在 了解缺氧对 

肠上皮细胞 HIF一1仅蛋 白表达及 其细胞核转位 的影 

响，探讨缺氧肠上皮细胞 HIF一1ot活化的发生机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料来源 

人肠上皮细胞株 HT29由第三军医大学复合伤 

研究所赠送，缺氧培养箱购 自美 国 Billups—Rothen— 

berg公司 ，DMEM培养基及胰蛋 白酶分别购 自美 国 

Gibco和 BBI公 司，寡霉素购 自美 国 ALEXIS公 司， 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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抗人 HIF．1et抗体购 自美国 Upstate公司，得克萨斯 

红标记二抗由美国 Calbiochem公司提供，Slowfade 

试剂盒购 自美国 Molecular Probes公司，鼠尾胶原、 

4 ，6一二脒基一2-苯基吲哚 (DAPI)及抗 B肌动蛋 白抗 

体为美国 Sigma公司产品，辣根过氧化物酶(HRP) 

标记二抗为美国 Southern Biotech公司产 品，增强型 

化学发光检测试剂盒购 自美 国 Pierce公司，蛋 白测 

定试剂 盒 、小 型 垂 直 电泳 仪、电转 仪 及 ChemiDoc 

XRS型凝胶 图像分 析系统购 自美 国 Bio—Rad公 司， 

聚偏二氟乙烯 (PVDF)膜购 自美国 MILIPORE公司。 

蛋白质印迹相关试剂甘氨酸、丙烯酰胺、甲叉双丙烯 

酰胺、过硫酸铵、四甲基乙二胺、Tris购 自上海生工 

生物工程技术服务有限公司。TCS SPS型激光共 聚 

焦显微镜购 自德 国 Leica公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 、分组与处理 细胞采用 DMEM 

培养液常规培养，以3．5×10 个／孔接种至 6孑L板， 

或接种于置有盖玻片(以 1 g／L鼠尾胶原预先包被) 

的 12孔板。细胞分别进行常氧处理(正常对照 )、缺 

氧处理(缺氧时间分别为 1、2、6、12及 24 h)以及缺 

氧6 h+寡霉素处理(缺氧前 1 h分别加入浓度为5、 

1O、20及 40 Ixg／mL的寡霉素，再缺氧 6 h)。缺氧时 

将细胞置于 37 cI=培养箱中，持续通入含体积分数 

1％0 、5％CO 及 94％N：混合气体(重庆朝 阳气体 

厂 )培养。 

1．2．2 肠上皮细胞 HIF．1et蛋白表达的检测 采 

用本室常规 蛋 白质 印迹 法 ，以冷磷 酸盐 缓 冲液 

(PBS)漂洗细胞，加入上样缓冲液裂解细胞并超声 

破碎 ，12 000×g离心 5 min。用蛋 白测定试剂盒测 

定上清液蛋白含量后，进行75 g／L聚丙烯酰胺凝胶 

电泳并转移至 PVDF膜。以50 g／L脱脂奶粉室温封 

闭 1 h，加入抗人 HIF．1et抗体(抗体稀释度 1：1000) 

或 B肌动蛋白抗体(抗体稀释度 1：5000)，4℃孵育 

过夜。三羟 甲基氨基 甲烷缓 冲液 (TBST)洗膜 4次 

后加入 HRP标记二抗 (抗体稀释度 1：5000)，室温 

孵育 1 h。TBST洗膜 4次 ，加入化学发光液 ，采用图 

像分析系统采集发光信号，经 Quantity One软件行 

密度分析，以HIF．1Ot与内参照 B肌动蛋白吸光度比 

值作为目的蛋白的表达量。 

1．2．3 肠上皮细胞 HIF．1et核转位 的检测 根据 

上述研究结果 ，选择引起缺氧肠上皮细胞 HIF一1et蛋 

白表达最低的40~g／mL寡霉素进行此项实验。采 

用免疫荧光法，用预冷 PBS(含 1 mmol／L CaC1，)漂 

洗生长于盖玻片 的细胞 ，10 g／L多聚 甲醛 固定 30 

min，PBS漂洗 5 min，加入 含 50 mmol／L NH C1的 

PBS，室温孵育 15 min。PBS漂洗后加入含 25 g／L 

牛血清白蛋白(BSA)、1 g／L Triton X一100的 PBS，室 

温孵育 15 min。加入抗人 HIF一1仪抗体 50 L(抗体 

稀释度 1：200)，4℃孵育过夜。PBS漂洗 3 min并重 

复 4次 ，加入 50 L含 DAPI(稀释度 1：2000)的得克 

萨斯红标记二抗(抗体稀释度 1：50)，室温孵育 1 h。 

PBS漂洗3 train重复4次，在洁净载玻片上滴加适量 

Slowfade液 ，将盖玻片有细胞面向下浸在 Slowfade液 

中，封片。用激光共聚焦显微镜观察照相。 

1．3 统计学处理 

所有数据 以x±s表示 ，采用 SPSS 13．0统计软 

件 ，多组 问 比较采用 one—way ANOVA分析 ，两两 比 

较采用 t检验。相关分析采用线性 回归分析。 

2 结 果 

2．1 缺氧引起肠上皮细胞 HIF．1et蛋白表达增加 

正常对照的肠上皮细胞 HIF一1et蛋 白水平极低 

(0．08±0．07)。缺氧 1 h表达立 即增加 (0．52± 

0．30)，明显高于正常对照(P <0．05)；缺氧 6 h达 

高峰(2．37±1．08，P <0．05)。随后 HIF一1仅蛋 白表 

达虽有所降低，但缺氧 24 h(1．71 4-0．52)仍 明显高 

于正常对照(P <0．05)。见图 1。 

1 2 3 4 5 6 

mH a
； 

蛋白 — —-一 一 — ———— —-_黪 

图 1 缺氧引起肠 上皮细胞缺氧诱 导因子 1 0【(HIF一1 ) 

蛋 白表达增加 。1．正常对照(常氧处理 )；2．缺氧 1 h：3． 

缺氧 2 h；4．缺氧6 h；5．缺氧 12 h；6．缺氧24 h 

2．2 寡霉素抑制缺氧肠上皮细胞 HIF一1 蛋白表达 

缺氧 6 h肠上皮细胞 HIF一1 o【蛋白表达 (2．67± 

1．38)增加 ，明显高于正常对照 (0．03±0．03，P < 

0．05，图 2)。用 5、10、20及 40 txg／mL寡霉素处理 1 

h后再缺氧 6 h，肠上皮细胞 HIF．1et蛋 白表达分别 

为 1．62±0．96、1．48±0．56、1．08 4-0．36及 0．58 4- 

0．11，均显著低于单纯缺氧6 h(P<0．05)。寡霉素 

浓度与HIF．1et蛋白水平呈显著负相关(r= 一0．89， 

P<0．01)，随着寡霉素浓度的增加，HIF-1仅蛋白水 

平逐渐降低。见图 3。 

2．3 寡霉素抑制缺氧肠上皮细胞 HIF一1 核转位 

正常肠上皮细胞核仅见极弱的 HIF一1et蛋白表 

达 ，即 HIF．1 ol较少发生核转 位；缺氧 6 h肠上皮细 

胞核 HIF．1et蛋白表达明显增加 ，即缺氧明显引起肠 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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图 2 寡 霉 素 抑 制 缺 氧 肠 上 皮 细 胞 缺 氧 诱 导 因 子 1 “

( H I F 一 1 o 【) 蛋 白表 达 。 1 ． 正 常 对 照 ( 常 氧 处 理 ) ；2 ． 缺 氧 6 h ；

3 ． 缺 氧 6 h + 5 Ix g ／~T l L 寡 霉 素 处 理 ；4 ． 缺 氧 6 h + 10 tx g ／m L 寡

霉 素 处 理 ；5 ． 缺 氧 6 h + 2 0 tx g ／m L 寡 霉 素 处 理 ；6 ． 缺 氧 6 h +

4 0 ¨g／m L 寡 霉 素 处 理

寡霉 素浓度 ( g g ／m L )

图 3 寡 霉 素 与 缺 氧 肠 上 皮 细 胞 缺 氧 诱 导 因 子 】a ( H I b

蛋 白表 达 的 量 效 关 系

上 皮 细 胞 H I F 一 1 d 向 细 胞 核 转 位 。 以

4 0 ~ g ／m L 寡 霉 素 处 理 后 再 缺 氧 6 h 的

肠 上 皮 细 胞 ， 细 胞 核 H I F 一 1 Q 蛋 白 表 达

较 单 纯 缺 氧 6 h 时 明 显 减 少 ， 即 寡 霉 素

能 明 显 抑 制 缺 氧 后 肠 上 皮 细 胞 H I F — I d

向 细 胞 核 转 位 。 见 陶 4 。

3 讨 论

机 体 对 缺 氧 的 适 应 性 反 应 涉 及 多

种 分 子 机 制 ， 许 多 调 节 因 子 参 与 缺 氧 病

理 生 理 过 程 的 调 节 ，
H I F 一 1 在 其 中 居 关

键 地 位 ， 是 维 持 细 胞 内 和 全 身 氧 稳 态 的

重 要 转 录 因 子 。 H I F — l 南 H I F 一 1 仅 及

H I F 一 1 p 2 个 亚 基 构 成 ， 前 者 的 表 达 受

氧 浓 度 调 控 而 后 者 不 受 影 响 。 因 此 ，

H I F 一 1 o 【 亚 基 的 表 达 和 活 性 ， 决 定 了

H I F 一 1 的 生 物 学 活 性 。 缺 氧 时 ， 细 胞

H I F 一 1 仪 蛋 白 稳 定 性 增 加 ， 转 位 进 入 细

胞 核 ， 与 H I F 一 1 p 形 成 二 聚 体 ， 结 合 在 靶

基 因 调 控 序 列 的 缺 氧 反 应 元 件 上 ， 诱 导

靶 基 因 的 表 达 ， 这 些 靶 基 因 的 表 达 产

物 介 导 了 机 体 对 缺 氧 的 一 系 列 反 应 ，

如 糖 酵 解 增 强 、 红 细 胞 生 成 及 血 管 生

成 等
㈦

。

本研 究 结 果 表 明 ， 缺 氧 除 引 起 肠 上 皮 细 胞 H I F ． 1 d

蛋 白水 平 明 显 升 高 外 ， 还 诱 导 H I P — l Ⅸ 进 入 细 胞 核 ，

导 致 肠 上 皮 细 胞 H I F — l 活 化 。 这 与 既 往 研 究 的 结

论
。。川

是 一 致 的 ， 即 缺 氧 可 使 细 胞 H I F 。 1 d 发 生 明 显

活 化 。

缺 氧 引 起 H I F — l d 活 化 的 分 子 机 制 极 其 复 杂 ， 线

粒 体 存 H 『F — l Q 活 化 调 控 中 可 能 具 有 重 要 作 用
¨ “

。

有 研 究 表 明 ， 线 粒 体 呼 吸 链 的 电 子 传 递 是 细 胞 缺 氧

时 H I F 一 1 仅 积 聚 所 必 需 的
。“ ”

， 但 也 有 研 究 持 相 反 观

点
” 。

。 缺 氧 肠 上 皮 细 胞 H I F — I 仪 的 活 化 是 否 与 线 粒

体 呼 吸 链 有 关 ， 目前 尚 不 清 楚 。 为 此 ， 在 观 察 到 缺 氧

诱 导 肠 上 皮 细 胞 H I F 一 1 d 蛋 白水 平 增 加 的 基 础 上 ， 笔

者 又 采 用 线 粒 体 呼 吸 链 抑 制 剂 寡 霉 素 来 探 讨 缺 氧 引

起 肠 上 皮 细 胞 H I F — l d 活 化 机 制 。 结 果 显 示 ， 寡 霉 素

不 仅 呈 剂 量 依 赖 性 地 抑 制 缺 氧 肠 上 皮 细 胞 H I F 一 1 d

蛋 白水 平 升 高 ， 还 明 显 抑 制 它 向 细 胞 核 转 位 。 这 些

结 果 表 明 ， 采 用 寡 霉 素 阻 断 线 粒 体 呼 吸 链 能 抑 制 缺

。 1 氧 引 起 的 肠 上 皮 细 胞 H I F 一 1 d 活 化 。 提 示 线 粒 体 呼

吸 链 在 缺 氧 肠 上 皮 细 胞 H I F — l 仅 活 化 中 可 能 具 有 重

图 4 寡 霉 素 抑 制 缺 氧 肠 上 皮 细 胞 缺 氧诱 导 因 子 l d ( H I F 一 1 “ ) 的 核 转 位 现 象 。 4
，

， 6 - 二

脒 基 ^ 2 。 苯 基 吲 哚 ( D A P I ) 标 汜 细 胞 核 ( 蓝 色 荧 光 ) ， 得 克 萨 斯 红 标 记 H 1F ． 1 d ( 红 色 荧

光 ) ， 标 尺 为 】0 Ix m
。

a ． 正 常 对 照 细 胞 核 无 H I F 一 1 d 表 达 ；b 正 常 对 照 细 胞 核 ；c ． a 、 b 双

色 荧 光 叠 加 ；d ． 缺 氧 6 h 细 胞 核 H I F — l d 表 达 阳 性 增 强 ； e ． 缺 氧 6 h 细 胞 核 ；f ． d
、 e 双 色

荧 光 叠 加 ；g ． 4 0 I~ g ／m L 寡 霉 素 处 理 后 缺 氧 6 h 细 胞 核 H I F — l q 表 达 减 弱 ；h 4 0 ¨ g ／m L 寡

霉 素 处 理 后 缺 氧 6 h 细 胞 核 ；i ． g 、
h 双 色 荧 光 叠 加

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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要作用。 

寡霉素是一种 大环 内酯类药物衍生物 ，它抑制 

HIF．1Ot活化 的分子机制可能与其抑制线粒体腺苷 

三磷酸合成酶活性有关 。腺苷三磷酸合成酶是一 

种膜蛋白复合体，由疏水性 F0及亲水性 Fl两部分 

组成。F0区主要构成质子通道 ，由 3～4个亚基组 

成，其中 1个亚基为寡霉素敏感蛋 白(OSCP)。有研 

究表明，寡霉素阻断 OSCP的作用能明显抑制缺氧 

细胞 HIF一1 活化 及 HIF一1靶基 因血管 内皮 生长因 

子的表达 。 目前的研究认为 ，寡霉素可能通过特 

异性结合 于线粒体 FOF1一腺 苷三磷 酸合成酶 的 

OSCP，阻断电子传递 ，从而抑制缺氧细胞 HIF一1 活 

化 ，详细的分子机制尚待进一步研究。 
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第四届黎鳌烧伤医学基金奖励评选结果 

消  息 · 

为鼓励我国青年医务工作者对烧伤医学专业作出突出贡献，经黎鳌烧伤医学基金委员会批准，于 2007年5月开始本次 

“黎鳌烧伤医学基金”奖励的申报和评审工作。这次评审得到了烧伤学术界各单位和同仁的热情关注和大力支持，目前评审 

工作已圆满完成，现将评审结果公布如下。 

一

等奖获得者 ： 

黄跃生 重庆第三军医大学西南医院全军烧伤研究所 

夏照帆 上海第二军 医大学长海 医院全军烧伤研究所 

二等奖获得者 ： 

彭毅志 重庆第 三军医大学西南医院全军烧伤研究所 

郭光华 南昌大学第一附属医院烧伤研究所 

三等奖获得 者 ： 

胡大海 西安第 四军 医大学西 京医院全军烧伤 中心 

刘 毅 兰州军区兰州总医院烧伤整形科 

石富胜 大同北京军区第三二二医院烧伤整形科 

黎鳌烧伤医学基金委员会是在黎鳌院士倡议下，由第三军医大学具体承办、经中国科协批准，旨在奖励我国55岁以下为 

烧伤医学事业作出贡献的中青年专家。 

“黎鳌烧伤医学基金”每4年评选一次，至今已经评选过 4届 ，先后有 2O人获奖。希望更多的有志青年能获此殊荣 ，使祖 

国的烧伤医学持续发展，更好地服务于社会。 

黎鳌烧伤 医学基金委员会 

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?


