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缺氧诱导因子一1Q对缺氧所致血管平滑肌细胞 

收缩反应的调控作用 

张瑗 刘良明 明佳 杨光明 陈玮 

【摘要】 目的 探讨缺 氧诱导 因子一la(HIF—la)对缺 氧所致血管平滑肌细胞 (VSMC)收缩反应的调控 

作用及其相关机制。方法 实验分为正常组、缺氧组和给药组(寡霉素，Oligomycin)。建立 Transwell内皮细 

胞和平滑肌细胞双室联合共培养模型，分别于缺氧后不同时间点(0、0．5、1、2、3、4和6 h)测定Transwell各下 

腔荧光渗透率以反映VSMC对去甲肾上腺素(NE)的收缩反应性；同时利用半定量逆转录一聚合酶链反应 

(RT—PCR)分析 HIF—la及其可能相关下游分子如内皮型一氧化氮合酶(eNOS)、诱生型一氧化氮合酶 

(iNOs)、环氧化酶一2(c0x一2)、血红素氧化酶一1(HO一1)的mRNA表达变化规律。结果 缺氧后VsMc对 

NE的收缩反应性变化表现为双相变化 ：早期代偿性增高，于 0．5 h达高峰，为正常组的 1．53倍(尸<0．01)； 

至缺氧晚期则呈进行性降低，其 6 h收缩性较正常组降低 3O (尸<O．05)。寡霉素处理可完全抑制早期反应 

性的升高趋势，其 0．5 h收缩变化为缺氧组同时间点的 38．3％，但可不同程度地提高晚期反应性，其 6 h收 

缩变化较缺氧组同时间点增加 1 2．8 (尸<O．05)。常氧状态下，联合培养内皮细胞和平滑肌细胞可稳定表达 

HIF一1a及其相关分子，缺氧后 HIF—la mRNA表达显著增加，于 4～6 h达到峰值，为正常组的 1．62倍 

(尸<O．01)。iNOS、COX一2及 HO一1的 mRNA表达亦呈递增并表现为先后激活顺序、分别于 2、3和 4 h达 

峰值，为正常组 的 3．23、2．26和 2．86倍 (尸均<0．01)；给药组则表现为各分子的表达维持在正常范围 

(尸均>O．05)。结论 缺氧应激 可引起 VSMC对 NE收缩反 应性 双相变化 ：即早期代偿 性增 高 ，晚期进行性 

下降；阻断HIF一1a可明显削弱该双相变化的幅度。HIF一1a可能通过对 eNOS、iNOS、COX一2及 HO一1的 

选择性作用 ，在缺氧后 VSMC收缩反应性的双相变化中发挥重要作用 。 
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[Abstract] Objective To observe the regulatory role and mechanism of hypoxia inducible factor—la 

(HlF—la)in the contractile changes of vascular smooth muscle cell(VSMC)induced by hypoxia．Methods 

Cells were divided int~~three groups：normal，hypoxia and oligomycin treated groups．VSMC and vascular 

endothelia1 cel1(VEC)were co—cultrued in Transwel1 models with the hypoxic time of 0，0．5，1，2，3，4 

and 6 hours respectively．The contractile response of VSMC to noradrenalin were determined by measuring 

the fluorescent infiltraton rate in the 1ower chamber．The mRNA expression of HIF—la。endothelia1一nitric 

oxide synthase (eNOS)，inducible—nitric oxide synthase (iNOS)，hameoxygenase一 1 (HO 一 1)and 

cyc1ooxygenase一2 (C()X 一 2) were determined by reverse transcription — polymerase chain reaction 

(RT —PCR)．Results VSM C contraction was increased at the early stage of hypoxia with the 1．53一fold 

increase at 0．5 hour as compared to the normal group (尸< O．01)，and decreased gradually at the prolonged 

period of hypoxia with the drop of 30 at 6 hours as compared to the normal group (尸< O．05)．Oligomycin 

treatment significantly inhibited the increase of VSMC contraction at early stage，while improved it at 1ate 

hypoxic period with the 6 hours increase of 12．8％ (尸<0．05)．HlF一1a，iNOS，C0X一2 and HO一1 mRNA 

exhibited a time—dependent increase following hypoxia，and peaked at 6，2，3 and 4 hours respectively，they 

were increased 1．62，3．23，2．26 and 2．86一folds as compared with norma1 group (al1尸< 0．01)．iNOS， 

COX 一 2 and H0 — 1 mRNA expression were fluctuated in the normal range following oligomycin 

administration (all尸> 0．05)．Conclusion Hypoxia can elicit a biphasic changes of VSMC contraction，and 

HIF —l a seems to play an important role in the regulation of VSMC contraction induced by hypoxia by 

regulating eNOS，iNOS，COX一2 and HO 一1 expression． 
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缺血、缺氧是各型休克最终的病理生理变化，该 

变化可伴随严重创伤、脓毒症所引起的再灌注损伤 

以及肠道菌群移位、内毒素释放等对机体的“多重打 

击”等损伤过程，导致机体在失代偿期出现不可逆转 

的组织脏器损伤 。已有的研究显示，血管低反应性参 

与了休克后病理生理过程并发挥重要作用 。。而血 

管低反应性的发生与肾上腺素能受体失敏、血管平 

滑肌细胞 (VSMC)钾、钙通道功能失常及细胞膜超 

极化有关。’本实验室前期研究也发现，Rho激酶可 

通过调节肌球蛋白轻链磷酸酶 (MLCP)的活性和肌 

球 蛋白轻链(MLC20)磷 酸化水平以及钙敏感性的 

变化，参与了休克后的血管反应性调节旺 j。此外，本 

实验室还发现，休克后缺氧诱导因子一la(HIF—la) 

可作为一种内源性效应分子参与对血管低反应性的 

调控 。本研究于体外联合培养血管 内皮细胞 

(VEc)和VSMC，模拟休克对在体血管反应性造成 

的缺血 、缺氧性病理生理变化，于细胞水平分析缺氧 

对 VSMC收缩反应的作用，探讨 HIF一1a调节血管 

反应性和 VSMC收缩反应变化的相关途径和机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂及材料：Dulbecco改良Eagle培养基 

(DMEM)／F12培养液、胎牛血清(美国 Hyclone公 

司)；RNA Later保存液(荷兰 Qiagen公司)；RNA 

抽提试剂 Tripure(美 国 Roche公司)；逆转录一聚合 

酶链反应(RT—PCR)试剂盒(大连宝生物工程有限 

公司)；Transwell培养小室 (美国 Coming公司)；寡 

霉素和荧光素标记 的牛血清白蛋 白(美 国 Sigma公 

司)；其他试剂为国产分析纯。 

1．2 VEC和 VSMC细胞原代培养：取正常大鼠主 

动脉，置于 D—Hanks溶液中清洗血液，剥离动脉外 

膜组织后 ，翻转血管暴露内膜 ，结扎两端。将血管浸 

泡于质量分数为 0．25 oA的胰酶溶液(37 C，15 min) 

和 2O 的胎牛血清 DMEM 培养液终止消化，分离 

VEC。继续翻转血管，将 中层平滑肌切成表面积为 

1 mm×1 mm小块，加入 2O 胎 牛血清的 DMEM／ 

F12培养液 ，置于 37 C、二氧化碳 (C() )培养箱 中 

原代培养 VSMC。鉴定方法 ：VSMC和 VEC分别采 

用抗平滑肌 a一肌动蛋 白(a—actin)和Ⅷ因子相关抗 

原抗体免疫细胞化学染色鉴定。 

1．3 细胞分组与处理：将 VEC、VSMC细胞传代至 

5～8代后等比例混合培养，实验分正常组 (N组 )、 

缺氧组和给药组。缺氧组和给药组又分为缺氧后 

0、0．5、1、2、3、4和6 h 7个亚组。缺氧方式：体积分 

数为 95 的氮气(N。)+5 CO ，流速 10 L／rain。按 

照文献 方法 ，给药组细胞于实验前更换为含寡霉 

素的培养液 (2 t~g／L)孵育 12 h。细胞活性检测采用 

苔盼蓝法，要求光镜下存活率>95 。 

1．4 检测指标 

1．4．1 VSMC收缩反应性测定 ：按照文献 方法 ， 

将 VEC、VSMC以 10 的数量接种于 Transwell上 

室 ，上、下腔培养液分别为 200 l和 600 l，混合培 

养 48 h后予以缺氧处理。缺氧后向上室依次加入 

5 l异硫氰酸荧光素标记的牛血清白蛋白(4 g／L) 

和 2．5肛l去甲肾上腺素(NE)溶液(5×10 tool／L) 

后，分别 在 0～120 min内每 隔 15 min从 下室 取 

1O0 l培养液至 96孔板内，在 485／528 nm波长下 

用酶标仪测定荧光渗透率，以O～120 rain内的累积 

荧光渗透率反映 VSMC对 NE的收缩反应变化。 

1．4．2 半定量 RT—PCR检测 HIF一1a、内皮型一 

氧化氮合酶(eN0s)、诱生型一氧化氮合酶(iN0s)、 

血红素氧化酶一1(H0—1)、环氧化酶一2(COX一2) 

的mRNA表达变化：联合培养VEC、VSMC，使其 

密 度达 (0．5～1．0)×10 后予 以缺氧处理 (方式 同 

前)。采用 Tripure提取细胞总 RNA，紫外分光光度 

计测定 RNA纯度及浓度，波长 260／280 nm处的吸 

光度( )值为 1．8～2．0时可用于实验。逆转录前 

RNA统一定量为 1．0 g。各指标引物设计及 PCR 

反应条件见表 1。同时扩增 B—actin作为内参照，保 

证每次实验的相对可比性 。取 PCR产物 5 l，用质 

量分数为 1．5 的琼脂糖凝胶 电泳进行鉴定 ，以 目 

的条带与内参带的 值之比作为标准评价结果，所 

选择 DNA Marker为 1O0 bp或 150 bp。 

1．5 统计学处理：实验数据用均数±标准差(z± ) 

表示，采用 SPSSIO．0统计软件处理，组内自身对照 

和配对实验数据用 t检验 ，组间比较采用方差分析， 

P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 缺 氧后 VSMC收缩反应性 的时相变化规律 

(表 2)：VSMC收缩反应性在缺氧后呈现双相变化， 

即缺 氧早期 (0～1 h)的 VSMC收缩 反应性 增高 

(P均<O．01)，0．5 h达到峰值。为N组的 1．53倍。 

直至缺氧后期的VSMC收缩反应性呈进行性下降， 

缺氧 4 h时即低于正常水平，6 h仅为 N组的 7O 

(P<O．05)。给药组表现为早期反应性被完全抑制， 

缺氧后 1 h内反应性显著低于缺氧组(P<0．05或 

P<0．01)，0．5 h收缩变化为缺氧组同时间点的 

38．3 ，至缺氧 4～6 h VSMC的收缩反应性可有部 

分提高，其 6 h反应性较同期缺氧组增加 12．8 9／5。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中国危重病急救 医学 2007年 l1月第 l9卷第 u 期 Chin Cfit Care Med，November 2007，Vo[．19，No．11 

表 1 RT—PCR引物设计及反应条件 

Table 1 Primers and condition of RT ～PCR 
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组别 。 缺氧0 h 缺氧0．5 h 缺氧 1 h 缺氧 2 h 缺氧3 h 缺氧4 h 缺氧 6 h 

注 ：N组 为(18．38士2．28) ；与 N组 比较 ： PG0．05， PG0．01；与缺氧组 比较 ： G0．05，r>PGO．O1 

2．2 HIF 一1co、eN0S、iN0S、H0 —1、COX 一2和 

—

actin的 tuRNA表达变化规律(图 1～6)：随时间 

的延长，缺氧组 HIF—la、iNOS、HO一1、C0X一2的 

mRNA表达增高，分别于 4～6、2、3和 4 h达高峰 ， 

升高值分别为 N组的 1．62、3．23、2．26和 2．86倍 

(P均d0．01)；给药组各分子表达基本维持于正常 

范围内波动 ，与 N组比较差异无统计学意义。eNOS 

在缺氧组增幅微弱，其表达至 1 h为 N组的 1．14 

倍 ．给药组各时间点与 N组比较则无显著变化。 

M arker N 0 0．5 I ’ 1 4 

缺氧组熏 三 -． ．-I 
给药组 

注：图中数字为缺血时间 

图 l 缺 氧后 p—actin mRNA的表达 (207 bp) 

Figure 1 Expression of B—aetin mRNA after hypoxia(207 bp) 

M arker N 0 0．5 1 2 3 4 
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’ 缺氧时IN(h) 

注 与 N 比较 ： PG0．05， PG0．01； 

与缺氧组比较：z~pGo．05，。PG0．O1 

图 2 缺氧后 ItlF—lamRNA的表达(498 bp) 

Figure 2 Expression of H IF —la mRNA after hypoxia(498 bp) 
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图 3 缺氧后 eNOS mRNA的表达(230 bp) 

Figure 3 Expression of eNOS m RNA after hypoxia(230 bp) 
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注 与 N 比较 ；， GO．05， PG0．01； 

与缺氧组 比较 ：apG0．05， P<O．O1 

图 4 缺氧后 iNOS mRNA的表达(314 bp) 

Figure 4 Expression of iNOS mRNA after hypoxia(314 bp) 
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缺氧组 

给药组 

N O O．5 I 2 3 4 6 

缺氧时间(h) 

注 ：与 N 比较 ： PG0．05， PG0．01； 

’ 与缺氧组比较：一PG0．01 

图 5 缺氧后 HO一1 mRNA的表达 (258 bp) 

Figure 5 Expression of HO 一1 mRNA after hypoxia(258 bp) 

Marker N 0 0．5 1 2 3 4 6 
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给药组 
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注 ：与 N比较 ： PG0．05， PG0．01； 

与缺氧组比较： P<O．05， PG0．01 

图 6 缺氧后 COX一2 mRNA的表达 (400 bp) 

Figure 6 Expression of COX一2 mRNA after hypoxia(400 bp) 

3 讨 论 

HIF—la调节细胞对低氧适应性反应的功能涉 

及能量代谢、细胞增殖、血管形成、重塑与收缩等诸 

多方面。在常氧状态下HIF—la在胞浆内被迅速降 

解，其代谢主要通过脯氨酸羟化酶(PHD)使位于其 

蛋白羧基末端402位和 564位的脯氨酸残端羟基化 

而实现。缺氧应激可抑制 PHD的作用，使HIF—la 

蛋白在胞浆中得以稳定并积累活化，转移到核内与 

HIF—lp形成异源二聚体，结合相应的靶序列调节 

基因表达。与HIF—la相结合的DNA靶位点存在 

5LRCGTG一3 的识别序列，而现已发现的iN0s、 

HO一1、促红细胞生成素(EPO)、血管内皮生长因子 

(VEGF)等启动子均含有该片段卵 ，这是HIF—la对 

下游分子进行调控的分子结构基础。寡霉素为大环 

内酯类药物衍生物，可特异性提高 PHD活性，加速 

胞内HIF一1a的降解。 

本实验采用 Transwell模型为胶原包被的微孔 

聚四氟乙烯膜培养皿，以此为载体联合培养 VEC 

和 VSMC，可较好地模拟体内组织结构关系。血管 

壁内VEC和VsMc之间的信号转导可以通过两种 

方式进行：①细胞间的体液信息联系：某些由VEC 

合成和释放的细胞因子如内皮依赖性舒张因子，可 

通过 VsMc上相应受体对VsMc产生形态和功能 

影响。②细胞间缝隙连接：VEC和VSMC间存在丰 

富的血管肌一内皮缝隙连接，主要为Cx37、Cx40和 

Cx43等连接蛋白，这种连接允许内皮细胞与内皮细 

胞、平滑肌细胞与平滑肌细胞、内皮细胞与平滑肌细 

胞间形成缝隙连接进行信息传递。在血管张力的调 

控和VsMc的超极化中起重要作用。 

本实验结果显示：伴随着 HIF一1a转录水平的 

逐渐增高，缺氧应激可引起 VSMC对 NE收缩反应 

性发生变化，即早期(0～1 h)呈代偿性增高，晚期 

(3～6 h)呈进行性下降；阻断 HIF一1a表达可明显 

削 弱该 双相变 化幅度 。缺氧 后 iNOS、HO一1和 

cOX一2的mRNA表达在失血性休克(Hs)后依次 

激活并达峰值，在阻断 HIF一1a表达后其转录水平 

亦受明显抑制，提示 iNOs、HO一1和 cOX一2是 

HIF一1a的下游效应分子。HIF一1a参与缺氧后 

VsMc收缩反应性双相变化的形成机制可能是通 

过影响具有血管舒缩功能调节作用分子的基因表达 

来实现 ，缺氧应激初期 ，HIF一1a及 iNOS、H0—1、 

cOx一25平轻度表达可通过预适应性作用以利于 

VsMc收缩反应性的代偿性增强，为正相关因素； 

至缺氧后期，两者转化为负相关的关系，即HIF一1a 

过度激活、表达并蓄积，使下游分子 iNOS、HO一1、 

cOX一2表达失调和作用过度，造成不可逆转的 

VSMC收缩反应损害。本实验在单纯缺氧状态下 ， 

eNOS于阻断 HIF—la前后并未出现显著性的表达 

变化，提示在整体条件下引起的 eNOS表达增高可 

能通过缺氧应激以外的其他信号途径，故eNOS在 

HIF—la系统分子中的作用尚需探讨。 

VsMc是血管舒缩功能的基本单位，其对 NE 

的收缩变化是血管对各种缩血管物质反应性的基 

础。本系列实验前期的整体动物实验发现已经阐明： 

HIF—la调控休克后血管反应性的双相变化机制为 

HIF ～1a对 eNOS／iNOS～NO、HO 一1一CO、 

COX一2一PGI通路的选择性调控作用 。本实验在 

细胞水平进一步验证了这一结果。 
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1 6例d,JL暴发性心肌炎的诊治体会 

王虹 于宪一 刘春峰 杨军 郑涛 

【关键词1 心肌炎，暴发性； 病死率； 影响因素 

暴发性心肌炎因其临床症状不典 

型，病情会急剧变化，病死率极高。分析 

我 院 1998年 1月一2OO6年 12月救治的 

16例患儿临床特点，总结如下。 

1 资料与方法 

1．1 对象 ：16例 中男 7例 ，女 9例 ；年 

龄 22个月 ～ 14岁 ，平 均 (7．85±4．03) 

岁 。心肌炎诊断符合文献 (1]标准。发病 

时间 3 h--14 d；均有急性心功能不全或 

心源性休克，部分有阿斯综合征发作史。 

1．2 监测指标：入院当日立即采用免疫 

抑制法 测定肌 酸激 酶 (CK)及 其 同工酶 

(CK—MB)，用免 疫发光 法测定 肌钙 蛋 

白I以及肝功能和心肌酶谱。用心脏超 

声仪测定心脏结构及功能，用多参数监 

护仪监测 24 h心电、血压及氧饱和度等 

生命指标。 

1．3 治疗方法：营养心肌清除氧自由基， 

使用糖皮质激素。伴泵衰竭的心源性休 

克者，扩容液体量减半，同时加血管活性 

剂。发 病 初 期 每 日 复 查 1次 CK、 

CK—MB、天冬氨酸转氨酶(AST)、丙氨 

酸 转氨 酶(AI T)、肌钙蛋 白 I以及心 电 

图，每周复查 1次心脏超声。 

基金项 目：辽宁省沈阳市科技局资金资 

助项目(1063230—3—00) 

作者单位：110004 辽宁沈阳，中国医科 

大学盛京医院 

作者简介：王虹(1964一)，女(汉族)，辽 

宁省人，博士，副教授(Email：wanghong一64 

sina．corn)。 

1．4 统计学方法：两组率的比较用 x 

检验 ，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 症状和体征变化特点：1 6例患儿 

死亡 8例 ，其 中死于急性肺 出血 4例 ，心 

搏、呼吸骤停 4例。在临床症状和体征 

中，死亡组休克、呼吸急促和肺部呼吸音 

粗的发生率明显高于存活组外，其余指 

标两组相差不 明显 。说 明一旦 出现肺水 

肿和心源性休克，病死率极高。 

2．2 实验室检查特点：12例血象升高 

者中有 2例以淋巴细胞为主，而血象总 

数正常的 2例则 以分叶核 为主 。9例贫 

血者中轻度 8例，中度 1例；仅血培养阳 

性者有血小板降低。死亡组与存活组间 

血常规 、心肌 酶及病原 学检测 结果 没有 

明显差 异。 

2．3 心电图、x线胸片、心脏超声特点： 

死亡组 中仅 3例行心脏超声检查，2例 

行 肝胆 B超检查 。房室传 导阻滞 (AVB) 

6例中仅 1例死亡，室内传导阻滞 9例 

中5例合并持续性肢体导联低电压者均 

死亡。8例好转患儿出院时仍有心电图 

改变，其中心肌缺血 5例，肢体导联低电 

压 2例 ，传导阻滞 5例(有重叠)。8例拍 

摄 x线胸片者中有 3例肺纹理增强，其 

中 1例右肺不张伴有胆囊壁水肿以及肝 

脏 回声增强者 2周后复查正常 。死亡组 

心肌缺血、室内传导阻滞、心腔扩大、心 

律失常和房室传导阻滞发生率均明显高 

· 经 验 交 流 · 

于存活组，但差异无统计学意义。 

3 讨 论 

dxJL暴发性心肌炎不以胸闷、心悸 、 

气短为主要症状 。没有先天性心 脏病史 

的患儿输液时一旦出现烦躁，均应注意 

暴发性心肌炎的可能。 

从实验室检查看，常规心肌酶谱均 

无异常，心电图轻微改变，肌钙蛋白I和 

AST有所升高，但差异无统计学意义。 

从心电图看，肢体导联低电压一直 

不恢复，且伴有心室内传导阻滞者病死 

率极高，而单纯 AVB者预后相对较好。 

从心脏超声看，左室大者几乎有二尖瓣 

反流 ，而心房也增 大者 预后较差 。 

从治疗看，由于暴发性心肌炎急性 

期几乎都有泵衰竭，国外有报道在此期 

间行体外 循环辅助 治疗存 活率可达 

5O ，但我国尚未开展此疗法，所以治 

疗时限制静脉入液量 以及控制输液速度 

十分重要 ，以免引起肺水肿导致死亡 。 
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