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　　缺氧是临床常见下肢静脉性疾病如静脉曲张、静

脉血栓等形成与发展的重要原因之一［１］。低氧诱导因

子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒｓ１α，ＨＩＦ１α）是最早发现

的缺氧状态下特异性发挥作用的ＤＮＡ结合蛋白，当缺

氧发生时，ＨＩＦ１α多有特异性表达并引起一系列相关

分子改变，在疾病发生进展过程中广泛作用于细胞增

殖、细胞凋亡和细胞分化等过程［２５］。然而，缺氧状态下

内皮细胞中 ＨＩＦ１α表达与细胞凋亡和增殖关系的报道

较少。本研究观察缺氧对人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４

ＨＩＦ１α表达及细胞增殖与凋亡的影响，以期为临床靶向

性治疗下肢静脉性疾病提供新的实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料　ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养

液、胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＴＵＮＥＬ 试剂盒（瑞士

Ｒｏｃｈｅ公司）；荧光定量ＲＴＰＣＲ试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ

公司）；ＰＣＮＡ、Ｐ５３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＨＩＦ１α及ＧＡＰＤＨ抗体

（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；ＰＣＲ引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成。

１．２　细胞培养　人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４购自中

国科学院上海细胞研究所，用含１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养液常规培养于３７℃、５％ ＣＯ２的湿润恒

温培养箱中。

１．３　ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ转染和实验分组　ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ

序列根据文献［６］设计，序列为：５′ＡＣＡ ＣＧＣ ＡＡＡ

ＵＡＧＣＵＧＡＵＧＧＵＡＡＧＣＣＵＣ３′，无关对照ｓｉＲＮＡ

（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ，ＮＳｓｉＲＮＡ）序列为：５′

ＵＣＡＣＡＡＧＧＧＡＧＡＧＡＡ ＡＧＡＧＡＧＧＡＡＧＧＡ

３′。转染前２４ｈ将ＥＣＶ３０４细胞以４×１０５／ｍＬ密度接

种于６孔板中，用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００试剂将 ＨＩＦ

１αｓｉＲＮＡ或 ＮＳｓｉＲＮＡ（终浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ）转染

ＥＣＶ３０４细胞。传代２４ｈ后置于三气数字培养箱内，

用混合气（９４％Ｎ２５％ＣＯ２１％Ｏ２）置换法低氧培养２４

ｈ。实验分为正常氧对照组、低氧对照组、低氧＋ＮＳ

ｓｉＲＮＡ对照组、低氧＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ干扰组，采用蛋

白质印迹法检测沉默效果。

１．４　 ＭＴＴ 法检测细胞增殖率 　 对数生长期的

ＥＣＶ３０４细胞消化后，以５×１０４／ｍＬ密度接种于９６孔

板，并用培养液调整至每孔２００μＬ，每组设６个复孔。

各组细胞于实验结束前４ｈ加入 ＭＴＴ（浓度为５ｍｇ／

ｍＬ）２０μＬ，继续培养４ｈ，弃去培养液，每孔加入ＤＭＳＯ

１５０μＬ，室温振荡１５ｍｉｎ至蓝紫色结晶完全溶解，用酶

标仪于波长４９０ｎｍ 处测光密度（Ｄ）值。实验重复３
次。生长抑制率（％）＝（１－实验组 Ｄ 值／对照组 Ｄ
值）×１００％。

１．５　流式细胞术检测细胞凋亡率和细胞周期分
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布　各组ＥＣＶ３０４细胞消化后，４℃５００×ｇ离心５ｍｉｎ
收集细胞，沉淀加入１ｍＬ预冷的７０％乙醇，轻轻吹打

成单细胞悬液，４℃固定过夜。４℃ ５００×ｇ离心１０

ｍｉｎ，弃去上清，用ＰＢＳ清洗２次。然后用１ｍＬＰＩ染

液重悬细胞，４℃避光染色３０ｍｉｎ，上ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｒ

ＦＡＣｓｃａｎ流式细胞仪进行检测。实验重复３次。

１．６　ＴＵＮＥＬ检测细胞凋亡　各组细胞用冷的ＰＢＳ
洗涤３次，用新鲜配制的４％多聚甲醛室温固定４０

ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，３％ Ｈ２Ｏ２甲醇室温３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

涤３次，加入含０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的０．１％枸橼酸钠

溶液４℃冰箱冰上通透３ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，加入

ＴＵＮＥＬ反应混合物，３７℃湿盒内孵育９０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗

涤３次，加入ＰＯＤ转换液，３７℃湿盒３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤

３次，加入ＤＡＢ显色。之后脱水、透明、封固、镜检。随

机选取５个高倍视野，计算每１０００个细胞中的凋亡细

胞数。

１．７　ＲＮＡ提取及荧光实时定量ＲＴＰＣＲ　收集各组

细胞，采用 ＴＲＩｚｏｌ一步法提取 ＲＮＡ。各组取 ＲＮＡ１

μｇ，进行反转录反应并建立 ＰＣＲ 反应体系：２μＬ

ｃＤＮＡ作为ＰＣＲ反应的模板，２×ＵｌｔｒａＳＹＢＲＭｉｘｔｕｒｅ

１０μＬ，上、下游引物（浓度１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ；最后加无

ＤＮａｓｅＲＮａｓｅ水至总体积２０μＬ。ＰＣＲ反应参数为：

９５℃５ｍｉｎ预变性后，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ，进行４０个循环，于每个循环的延伸阶段

采集荧光信号。以 ＧＡＰＤＨ 为内参照基因，计算目的

基因表达的相对定量值（ＲＱ值）。所用引物序列如下：

ＰＣＮＡ上游引物５′ＧＴＧＧＡＧＡＡＣＴＴＧＧＡＡＡＴＧ

ＧＡＡＡＣ３′，下游引物５′ＴＴＧＡＡＧＡＧＡＧＴＧＧＡＧ

ＴＧＧＣＴ３′；Ｐ５３上游引物５′ＴＴＴＧＡＧＧＴＧＣＧＴ

ＧＴＴ ＴＧＴ Ｇ３′，下游引物５′ＣＣＣＴＴＴＣＴＴ ＧＣＧ

ＧＡＧＡＴＴＣ３′；Ｂａｘ上游引物５′ＧＡＴ ＧＣＧ ＴＣＣ

ＡＣＣＡＡＧ ＡＡＧＣ３′，下游引物５′ＡＡＧＴＣＣＡＡＴ

ＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＴ３′；Ｂｃｌ２上游引物５′ＴＧＴＧＴＧ

ＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡＣＣ３′，下游引物５′ＴＧＧＡＴＣ

ＣＡＧＧＴＧＴＧＣＡＧＧＴ３′；ＨＩＦ１α上游引物５′ＴＣＴ

ＧＧＧＴＴＧＡＡＡＣＴＣＡＡＧＣＡＡＣＴＧ３′，下游引物

５′ＣＡＡＣＣＧ ＧＴＴ ＴＡＡ ＧＧＡ ＣＡＣ ＡＴＴ ＣＴＧ３′；

ＧＡＰＤＨ上游引物５′ＴＧＡＡＣＧＧＧＡＡＧＣＴＣＡＣＴＧ

Ｇ３′，下游引物５′ＧＣＴ ＴＣＡ ＣＣＡ ＣＣＴ ＴＣＴ ＴＧＡ

ＴＧＴＣ３′。

１．８　蛋白质印迹检测增殖和凋亡相关分子的表

达　收集各组细胞，用冷的ＰＢＳ洗涤３次，于细胞裂解

液中重悬细胞，冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃７１０４×ｇ离心１０

ｍｉｎ，上清进行定量后，各组取等量的蛋白上样，经聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离后，电转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶

粉封闭，依次加入一抗和相应二抗，化学发光法进行显

色，对条带进行光密度积分扫描，ＧＡＰＤＨ作为内参照。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行数据分

析。实验数据以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用单因素方差

分析和Ｄｕｎｎｅｔｔ检验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ沉默效果的鉴定　正常氧对照组

ＥＣＶ３０４细胞几乎不表达 ＨＩＦ１α；低氧对照组ＥＣＶ３０４
细胞 ＨＩＦ１α表达上调（Ｐ＜０．０５）；低氧＋ＮＳｓｉＲＮＡ
对照组与低氧对照组 ＨＩＦ１α表达差异无统计学意义；

低氧＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ 干扰组 ＨＩＦ１α表达与低氧＋

ＮＳｓｉＲＮＡ对照组比较下调（Ｐ＜０．０５，图１），说明

ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ沉默效果较好。

２．２　ＨＩＦ１α对低氧状态下 ＥＣＶ３０４细胞增殖的影

响　ＭＴＴ检测结果如表１所示，低氧使ＥＣＶ３０４细胞

增殖抑制率增加（Ｐ＜０．０５），表明低氧可以抑制

ＥＣＶ３０４细胞增殖，而细胞转染了 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ 之

后，低氧对细胞的增殖抑制率下降（Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＨＩＦ１α对低氧状态下ＥＣＶ３０４细胞周期的影响

　ＥＣＶ３０４细胞经低氧处理后，处于Ｇ０／Ｇ１期的细胞数

增加（Ｐ＜０．０５），处于Ｓ期的细胞数减少（Ｐ＜０．０５），表

明低氧可以抑制ＥＣＶ３０４细胞从 Ｇ０／Ｇ１期进入Ｓ期。

而细胞转染了 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ后，低氧对细胞周期进程

的抑制作用减弱（Ｐ＜０．０５），见表１。

图１　ＨＩＦ１α特异性小干扰ＲＮＡ沉默效果的鉴定

１：正常氧对照组；２：低氧对照组；３：低氧＋ＮＳｓｉＲＮＡ对

照组；４：低氧＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ干扰组．Ｐ＜０．０５与正常

氧对照组比较；△Ｐ＜０．０５与低氧＋ＮＳｓｉＲＮＡ对照组比较．

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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表１　ＨＩＦ１α对低氧状态下ＥＣＶ３０４细胞增殖抑制率、细胞周期和细胞凋亡的影响

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

组别 细胞增殖
抑制率 （％）

细胞周期（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ
细胞

凋亡率（％）
ＴＵＮＥＬ
阳性细胞数

正常氧对照 ７．９６±０．６１ ６３．４±５．１ １９．１±４．２ １７．５±３．６ ２．２６±０．４８ ５５．４９±１１．１７
低氧对照 ３０．７４±２．５８ ７３．２±６．６ ９．７±２．５ １７．１±４．２ ２１．０５±３．４７ ２４８．３４±１８．１３

低氧＋ＮＳｓｉＲＮＡ对照 ２９．８６±２．８３ ７２．１±７．８ １０．５±２．２ １７．４±３．７ ２０．５６±３．５２ ２４６．７３±１７．９６

低氧＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ干扰 １０．２３±１．２５△ ６５．８±６．４△ １６．８±４．４△ １７．４±３．５ ４．５３±０．６２△ ６８．９２±８．０７△

　Ｐ＜０．０５与正常氧对照组比较；△Ｐ＜０．０５与低氧＋ＮＳｓｉＲＮＡ对照组比较

２．４　ＨＩＦ１α对低氧状态下 ＥＣＶ３０４细胞凋亡的影

响　流式细胞术检测结果表明，ＥＣＶ３０４细胞经低氧处

理后，细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０５），表明低氧可以促进

ＥＣＶ３０４细胞凋亡。而细胞转染了 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ后，

低氧对细胞凋亡的促进作用下降（Ｐ＜０．０５）。ＴＵＮＥＬ
染色检测细胞凋亡的结果与流式细胞术检测细胞凋亡

率的结果一致，见表１。

２．５　ＨＩＦ１α对低氧状态下ＥＣＶ３０４细胞增殖和凋亡

相关分子表达的影响　ＥＣＶ３０４细胞经低氧处理后，

ＰＣＮＡ 和 Ｂｃｌ２ 的 ｍＲＮＡ 和 蛋 白 表 达 水 平 下 降

（Ｐ＜０．０５），Ｐ５３和Ｂａｘ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平上

升（Ｐ＜０．０５）。而细胞转染了 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ后，ＰＣ

ＮＡ 和 Ｂｃｌ２ 的 ｍＲＮＡ 和 蛋 白 表 达 水 平 升 高

（Ｐ＜０．０５），Ｐ５３和Ｂａｘ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平降

低（Ｐ＜０．０５）。见图２。

图２　ＨＩＦ１α对低氧状态下ＥＣＶ３０４细胞增殖和凋亡相关分子表达的影响

１：正常氧对照组；２：低氧对照组；３：低氧＋ＮＳｓｉＲＮＡ对照组；４：低氧＋ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ干扰组．Ｐ＜０．０５与正常氧对照

组比较；△Ｐ＜０．０５与低氧＋ＮＳｓｉＲＮＡ对照组比较．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　下肢静脉疾病是外科常见疾病，此类疾病危害较

大，有致残、致死的风险，但有关此类疾病的病因及分

子发病机制研究还不充分。缺氧是导致血管疾病发病

的重要原因之一，大多血管疾病都存在缺氧状态［１］。

本研究应用ＲＮＡ干扰技术特异性沉默 ＨＩＦ１α，发现

沉默 ＨＩＦ１α不仅使低氧对细胞的增殖抑制作用减小，

而且使低氧对细胞周期的阻滞作用和凋亡促进作用减

弱。可见，ＨＩＦ１α在缺氧状态下ＥＣＶ３０４细胞增殖与

凋亡过程中发挥了重要作用。

　　增殖与凋亡由一系列相关分子共同调控，为进一

步探讨 ＨＩＦ１α在静脉疾病发病过程中的作用机制，我

们检测了几个有代表性的分子表达水平变化。ＰＣＮＡ

主要在Ｓ期表达，可有效反映细胞的增殖活力［７］。已

有研究表明，低氧能导致多种细胞 Ｐ５３表达明显改

变［８］，低氧对 Ｐ５３的富集与活化依赖于 ＨＩＦ１的表

达［９］。本研究也观察到，低氧２４ｈ细胞ＰＣＮＡ表达下

降，Ｐ５３表达上升，而转染了 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ之后，低氧

不能引起ＰＣＮＡ表达下降和 Ｐ５３表达上升，说明在

ＥＣＶ３０４细胞中，低氧状态下细胞增殖相关分子的表达

依赖于 ＨＩＦ１α。另外，我们对在细胞凋亡过程中发挥

重要作用的Ｂｃｌ２家族成员Ｂｃｌ２和Ｂａｘ［１０１１］的表达也

进行了检测，结果表明，低氧２４ｈ导致凋亡促进蛋白

Ｂａｘ表达升高，凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２表达下降。而在细

胞转染了 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ之后，大大削弱了低氧对Ｂｃｌ

２和Ｂａｘ表达的影响。

　　总之，本实验表明缺氧能抑制ＥＣＶ３０４细胞增殖、

促进细胞凋亡，这种作用依赖于缺氧对 ＨＩＦ１α的诱导

表达。本实验为以 ＨＩＦ１α为靶点的临床治疗提供了
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一定的理论依据。

４　利益冲突
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