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摘要 目的 探讨低氧诱导因子-1 ( HIF-1α) 对大鼠主动脉

内皮细胞通透性的影响及作用机制。方法 构建 HIF-1α 干

扰及过表达载体，应用 Lipofectamine 2000 转染原代大鼠主

动脉内皮细胞，浓度为 200 μg /ml 遗传霉素( G418) 筛选稳转

细胞株，实时荧光定量 PCＲ( ＲT-PCＲ) 和 Western blot 检测

HIF-1α、内皮素-1( ET-1) 、内皮素受体 A( ETA) 、内皮素受体

B( ETB) 和闭锁小带 ( ZO-1) 的表达; 应用 ET-1 信号通路抑

制剂 BQ123 及 BQ788 预处理 HIF-1α过表达细胞株 1 h，ＲT-
PCＲ 和 Western blot 检测 HIF-1α、ET-1、ETA、ETB 和 ZO-1 的

表达，细胞膜通透性实验检测单层内皮细胞膜通透系数变

化。结果 与转染短发夹 ＲNA － 阴性对照组( shＲNA-NC

组) 相比，转染 shＲNA-Ⅱ组 HIF-1α、ET-1、ETA、ETB mＲNA

和蛋白表达水平均显著降低( P ＜ 0. 01) ，ZO-1 的表达则明显

升高( P ＜ 0. 01 ) 。与转染 GV230 组比较，稳转 GV230 /HIF-
1α组 HIF-1α、ET-1、ETA、ETB mＲNA 和蛋白表达水平均显

著升高( P ＜ 0. 01) ，ZO-1 的表达则明显降低( P ＜ 0. 01 ) ; 同

时细胞膜通透性系数亦明显升高( P ＜ 0. 01) ; 应用 BQ123 和

BQ788 处理能够抑制 HIF-1α诱导的 ETA 和 ETB 表达、增强

ZO-1 的表达，同时细胞膜通透性系数明显降低( P ＜ 0. 01 ) 。

结论 HIF-1α可通过上调 ET-1 的表达进而增加大鼠主动

脉内皮细胞的通透性，HIF-1α /ET-1 信号轴在调控烧伤大鼠

血管通透性方面具有重要作用。
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烧伤早期组织缺血缺氧是血管通透性改变的重

要机制，大量的炎症因子及转录因子参与其中，而缺

氧诱导因子-1 ( hypoxia-inducible factor 1α，HIF-1α)

在烧伤休克早期血管通透性增加中占有重要位置;

此外烧伤早期血管通透性改变主要发生在微静脉和

毛细血管，微静脉由内皮细胞、周静脉、基底膜及少

量平滑肌组成，而内皮细胞在血管通透性改变中起

着重要作用，因此，研究血管通透性的变化及其调控

机制对烧伤休克的防治以及预防烧伤早期组织器官

损害均有重要意义。然而，烧伤后血管内皮细胞通

透性变化的作用机制及调控途径目前尚不清楚，该

实验以原代大鼠主动脉内皮细胞为研究对象，通过

探讨 HIF-1α /内皮素-1 ( endothelin-1，ET-1 ) 信号通

路的调控作用以期为进一步阐明烧伤早期血管通透

性改变的机制及烧伤的临床治疗提供新思路。

1 材料与方法

1． 1 材料 原代大鼠主动脉内皮细胞购自武汉原

生原代生物医药科技有限公司; ＲNA 提取试剂盒购

自购自天根生化科技( 北京) 有限公司; 反转录试剂

盒购自美国 Thermo Fish 公司; ＲT-PCＲ 试剂盒购自

大连 TakaＲa 公司; 细胞培养基购自美国 Hyclone 公

司; 胎牛血清购自美国 Gibco 公司; ＲIPA 细胞裂解

液、BCA 蛋白定量试剂盒购自杭州碧云天生物技术

研究所; 磷酸甘油醛脱氢酶( reduced glyceraldehyde-
phosphate dehydrogenase，GAPDH) 、HIF-1α、ET-1、内
皮素受体 A( endothelin receptor A，ETA) 、ETB 和闭

锁小带( zonula occludens，ZO-1) 抗体购自美国 Santa
Cruz 公司; PCＲ 引物购自美国 Invitrogen 公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 应用含 10% 胎牛血清、100 U /
ml 青霉素、100 g /ml 的链霉素、pH 7. 4 的 ＲPMI1640
的培养基于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养原代大鼠

主动脉内皮细胞，隔天换液，观察细胞生长状况，当

细胞汇合度约为 90%时，进行消化、传代、种板，按 1
× 105 /孔接种于 6 孔细胞培养板。继续培养细胞至

汇合 度 为 80% 时，将 培 养 基 更 换 为 无 血 清 ＲP-
MI1640 培养基，进行后续实验。
1． 2． 2 载体构建 HIF-1α 干扰、过表达及其阴性

对照组载体均由上海吉凯基因化学技术有限公司构
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表 1 HIF-1α干扰序列

编号 5' 茎 环 茎 3'
shＲNA-Ⅰ Ccgg aaCCAGTTGAATCTTCAGATA CTCGAG TATCTGAAGATTCAACTGGTT TTTTTg
shＲNA-Ⅱ Ccgg gaGCCTTAACCTATCTGTCAC CTCGAG GTGACAGATAGGTTAAGGCTC TTTTTg
shＲNA-Ⅲ Ccgg ctCCATTACCTGCCTCTGAAA CTCGAG TTTCAGAGGCAGGTAATGGAG TTTTTg

建，干扰载体分别标记为短发夹 ＲNA ( short hairpin
ＲNA，shＲNA-Ⅰ ) 、shＲNA-Ⅱ、shＲNA-Ⅲ和 短 发 夹

ＲNA 阴性对照组( short hairpin ＲNA negative control
group，shＲNA-NC) ，干扰序列见表 1。过表达载体标

记为 GV230 /HIF-1α 和 GV230。
1． 2． 3 细胞转染及稳转细胞株筛选 按 1 × 106 /
孔将细胞接种于 6 孔细胞培养板，继续培养细胞至

汇合度为 70% ～80%，使用 Lipofectamine 2000 并参

照其说明书分别将 HIF-1α 干扰及过表达载体转染

至原代大鼠主动脉内皮细胞，同时设置阴性对照组。
6 h 后更换为含 200 μg /ml 遗传霉素 G418 ( geneti-
cin，G418) 的细胞培养基筛选稳转细胞株。同时，抑

制剂组 BQ123 和 BQ788 先于 GV230 /HIF-1α 1 h 加

入细胞培养基。
1． 2． 4 ＲT-PCＲ 应用预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次，

参照细胞总 ＲNA 提取试剂盒说明书提取细胞总

ＲNA。以总 ＲNA 为模板，参照逆转录试剂盒说明书

合成 cDNA 第一链。以 cDNA 为模板，使用 ABI7500
ＲT-PCＲ 仪检测相关基因的表达。ＲT-PCＲ 反应程

序为: 95 ℃、5 s; 60 ℃、34 s，设置循环数为 40。以

β-actin 作为内参，采用 2 － ΔΔCt 法比较分析各基因表

达，PCＲ 引物序列见表 2。

表 2 ＲT-PCＲ 引物序列

基因名称 引物序列( 5'-3') 产物长度( bp)

β-actin F: CCCGCGAGTACAACCTTCTTG 71
Ｒ: GTCATCCATGGCGAACTGGTG

HIF-1α F: TCCATTTTCAGCTCAGGACACT 181
Ｒ: GGTAGGTTTCTGTAACTGGGTCT

ET-1 F: CGTTGCTCCTGCTCCTCC 163
Ｒ: GGTCTGTGGTCTTTGTGGG

ZO-1 F: TCCAGTCCCTTACCTTTCGC 202
Ｒ: CGGCAATGACACTCCTTCG

ETB F: GATGATGCCTAGCACGAACA 211
Ｒ: GACGCCACCCACTAAGACC

ETA F: ACTGGTGGCTCTTTGGATTC 137
Ｒ: ACGCTGCTTGAGGTGTTCG

1． 2． 5 Western blot 从 ＲIPA 细胞裂解物中提取

细胞的总蛋白。用 BCA 方法定量后，将样品以 50
μg /孔的剂量进行电泳和膜转化。转移完成后，5%
脱脂奶粉在室温下密封 1. 5 h，TBST 洗涤 3 min，每

种蛋白抗体根据抗体说明书操作，在 4 ℃下孵育过

夜，每次用 TBST 洗涤 3 次，每次 5 min。相应的次

级抗体在室温下孵育 1. 5 h，TBST 每次洗涤 3 次，每

次洗涤 10 min，ECL 发光、显影。Quantity One 灰度

分析软件检测各目的蛋白灰度值，以 β-actin 为内参

计算其相对表达量。
1． 2． 6 单层内皮细胞膜通透系数检测 将各组内

皮细胞按 1 × 105 /孔接种于 24 孔 Transwell 小室，37
℃、5% CO2培养 8 h 待其形成细胞单层。双层小室

的顶室加入 FITC-albumin，底室加入 D-Hank’s 液，

在 37 ℃、5% CO2 孵育 45 min 并抽吸双室的顶部和

底部腔室液体。在荧光分光光度计波长为 488 nm
下测 定 各 样 品 荧 光 强 度 ( optical density，OD ) 值

OD488 nm，计算单层内皮细胞膜通透系数。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 11. 0 软件进行统计

分析，每组实验均单独重复 3 次，结果以 珋x ± s 表示，

比较数据之间差异性采用 T 检验，P ＜ 0. 05 为差异

有统计学意义。

2 结果

2． 1 HIF-1α shＲNA 有效序列筛选 将 3 条 HIF-
1α shＲNA 分别转染原代大鼠主动脉内皮细胞，24 h
后 ＲT-PCＲ 和 Western blot 分别检测 HIF-1α 的表

达，同时设置 shＲNA-NC 组作为对照组。结果显示:

shＲNA-Ⅰ、shＲNA-Ⅱ 和 shＲNA-Ⅲ 的干扰效率分别

为( 67. 14 ± 7. 28) %、( 83. 55 ± 9. 16 ) % 和( 52. 84 ±
6. 48) %。shＲNA-Ⅰ、shＲNA-Ⅱ 和 shＲNA-Ⅲ组 分

别和 shＲNA-NC 比较( T = 22. 222，P ＜ 0. 001; T =
24. 449，P ＜ 0. 001; T = 15. 278，P ＜ 0. 001) ，shＲNA-
Ⅱ 的 干 扰 效 率 最 高，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜
0. 01) ，见图 1。
2． 2 HIF-1α低表达及过表达对细胞膜通透性相关

蛋白表达的影响 分别将 shＲNA-Ⅱ及 GV230 /HIF-
1α 转染原代大鼠主动脉内皮细胞，应用浓度为 200
μg /ml G418 筛选 4 周，构建稳转细胞株。应用 ＲT-
PCＲ 和 Western blot 分别检测 HIF-1α、ET-1、ETA、
ETB 和 ZO-1 mＲNA 和蛋白表达水平的变化。检测

结果显示: 与 shＲNA-NC 组相比，稳转 shＲNA-Ⅱ组

HIF-1α( T = 22. 73，P ＜ 0. 001 ) 、ET-1 ( T = 17. 99，
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图 1 转染不同 shＲNA 对 HIF-1α表达的影响

1: 转染 shＲNA-NC 组; 2: 转染 shＲNA-Ⅰ组; 3: 转染 shＲNA-Ⅱ组;

4: 转染 shＲNA-Ⅲ组; 与 shＲNA-NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

P ＜ 0. 001) 、ETA( T = 11. 27，P = 0. 004) 和 ETB( T =
23. 19，P = 0. 001 ) mＲNA 和蛋白表达均明显降低，

而 ZO-1( T = 12. 46，P = 0. 002 ) 则显著升高，差异有

统计 学 意 义 ( P ＜ 0. 01 ) ，见 图 2A、2B。与 转 染

GV230 组比较，稳转 GV230 /HIF-1α 组 HIF-1α( T =
13. 23，P = 0. 002 ) 、ET-1 ( T = 14. 86，P = 0. 001 ) 、
ETA( T = 14. 86，P = 0. 001 ) 和 ETB( T = 27. 29，P =

0. 001) mＲNA 和蛋白表达显著升高，而 ZO-1 ( T =
16. 17，P ＜ 0. 001 ) 则显著降低，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 01) ，见图 2C、2D。
2． 3 HIF-1α过表达对大鼠主动脉内皮细胞通透性

系数的影响 分别检测 GV230 组和 GV230 /HIF-1α
组样品的荧光强度值( OD488 nm) ，并将 GV230 组

细胞通透系数均一化为 100%，计算 GV230 /HIF-1α
组单 层 内 皮 细 胞 膜 通 透 性 系 数。结 果 显 示，与

GV230 组比，GV230 /HIF-1α( T = 6. 765，P ＜ 0. 001 )

组细胞通透性系数明显升高，差异有统计学意义( P
＜ 0. 01) ，见图 3。
2． 4 阻断 HIF-1α/ET-1 信号通路对相关蛋白表达

和细胞通透性的影响 联合应用浓度分别为 10
nmol /L 的 BQ123 和 1 nmol /L 的 BQ788 预处理稳转

GV230 /HIF-1α 大鼠主动脉内皮细胞 1 h，ＲT-PCＲ
和 Western blot 分别检测 HIF-1α、ET-1、ETA、ETB 和

ZO-1 mＲNA 和蛋白表达。同时，荧光分光光度计检

测各组荧光度值。结果显示，BQ123 和 BQ788 能够

抑制 HIF-1α 诱导的 ETA 和 ETB 表达、增强 ZO-1 的

表达，单层细胞膜通透性系数降低，差异有统计学意

义( P ＜ 0. 01) ，见图 4、5。

图 2 干扰及过表达 HIF-1α对细胞膜通透性相关基因表达的影响

A: HIF-1α 干扰后相关 mＲNA 表达; B: HIF-1α 干扰后相关蛋白质表达; C: HIF-1α 过表达后相关 mＲNA 表达; D: HIF-1α 过表达后相关蛋白

质表达; 1: 转染 shＲNA-NC 组; 2: 稳转 shＲNA-Ⅱ组; 3: 转染 GV230 组; 4: 稳转 GV230 /HIF-1α 组; 与 shＲNA-NC 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 GV230

组比较: ##P ＜ 0. 01
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图 3 HIF-1α过表达对内皮细胞通透性系数的影响

与 GV230 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 4 阻断 HIF-1α/ET-1 信号通路

对相关蛋白的 mＲNA 及蛋白质表达影响

A: 阻断 HIF-1α /ET-1 信号通路相关 mＲNA 表达; B: 阻断 HIF-

1α /ET-1 信号通路相关蛋白质表达; 1: GV230 /HIF-1α 组; 2: GV230 /

HIF-1α + BQ123 /BQ788 组; 与 GV230 /HIF-1α 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 5 阻断 HIF-1α/ET-1 信号通路对细胞膜通透性影响

与 GV230 /HIF-1α 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

细胞通透性改变是炎性反应、组织缺氧以及细

胞代谢障碍等多种疾病的重要病理过程。烧伤早期

血管通透性改变受多种因素调节，而内皮细胞损伤

占有重要地位［1］，内皮细胞在组织和血管中起生理

屏障作用［2 － 3］，这道屏障允许小分子物质通过，禁止

大分子物质通过; 而大分子物质通过细胞链接、细胞

上的窗孔和跨细胞途径跨越细胞通过内皮细胞屏障

到达组织中，大量血浆样液体及高分子物质从血管

内渗出血管外，引起血容量骤减造成休克发生和发

展。而机体缺氧更使血管通透性增加，这样反复形

成恶性循环［4］。烧伤早期血管活性物质及炎性介

质释放改变了血管结构，从而改变血管通透性［5］。
但是至目前为止，烧伤早期血管通透性改变发生的

具体机制仍不明确［6］，因而临床更无有效的预防治

疗手段来降低血管通透性。
HIF-1α 是一种异源二聚体转录因子并广泛分

布于人体内，它由 120 ku 的 HIF-1α 和 91 ～ 94 ku 的

HIF-1β 两个亚单位组成［7］。正常情况下，机体合成

的 HIF-1 蛋白很快失去活性，HIF-1 蛋白只有在机

体缺氧条件下才能具有活性。其中 α 亚基决定着

HIF-1 的调控活性，被激活的 HIF-1α 通过增加与下

游基因的缺氧反应元素结合，从而调控多种转录因

子的转录和翻译［8］。
ET-1 是内皮细胞分泌的血管活性肽，具有强烈

的缩血管作用，而烧伤早期由于机体缺氧 ET-1 高度

表达，研究［9］表明 ET-1 可以通过与其相应受体结

合而发挥各种生物活性，而 ET-1 启动子的某位点可

以结合 HIF-1，从而促进内皮细胞 ET-1 表达的激

活，ET-1 在炎症反应方面有重要作用，如刺激中性

粒细胞和巨噬细胞释放各种促炎因子，导致失控性

炎症反应，结果导致血管内皮细胞损伤加重［10］，通

透性增加，组织缺氧加重细胞损伤，形成恐性循环导

致多器官功能障碍综合征［11］。
研究［12 － 14］显示当大鼠缺血缺氧时，HIF-1α、ET-

1、ETA、ETB mＲNA 和蛋白表达水平均显著升高，提

示 HIF-1α 可能参与了主动脉内皮细胞通透性的调

控，但是其作用机制尚未阐明。
本研究结果显示 HIF-1α 能明显提高细胞膜通

透性系数，应用 ET-1 信号通路抑制剂预处理 HIF-
1α 过表达细胞株后细胞膜通透性系数则明显降低，

该结果进一步证明 HIF-1α 促进血管内皮细胞通透

性升高的可能性，同时说明，HIF-1α /ET-1 信号轴在

调控烧伤大鼠血管通透性方面具有重要作用。
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Effects and mechanism of HIF － 1α
on the permeability of rat endothelial cells

Jiang Zhiyong1，Hu Zijian2，Meng Chengying1，et al
( 1Dept of Burn，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2Dept of Clinical Medicine，First Clinical Medical College，Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects and mechanism of hypoxia-inducible factor 1α ( HIF-1α) on the
permeability of rat aortic endothelial cells． Methods Interference and overexpression vector of HIF-1α was trans-
fectant into rat aortic endothelial cells by Lipofectamine 2000 respectively． Ｒat aortic endothelial cells were cultured
at a concentration of 200 μg /ml G418． The expressions of HIF-1α，endothelin-1 ( ET-1 ) ，endothelin receptor A
( ETA) ，endothelin receptor B( ETB) and zonula occludens( ZO-1) were detected by Ｒeal-time PCＲ and Western
blot． The signal transduction inhibitor BQ123 and BQ788 was applied to discover the activity changes of HIF-1α /
ET-1 sigmal． Meanwhlie，the membrane permeability coefficient of the monolayer endothelial cells was examined．
Ｒesults Compared with the control group，the levels of HIF-1α and ET-1 in the scalded rats were significantly in-
creased ( P ＜ 0. 01，P ＜ 0. 01) ． Compared with the control group，the mＲNA and protein expression levels of HIF-
1α，ET-1，ETA and ETB were significantly decreased in the transfected HIF-1α interfered group ( P ＜ 0. 01 ) ，

while the expression of ZO-1 was obviously increased ( P ＜ 0. 01) ． The results of transfection of the HIF-1α overex-
pression vector group were reversed． At the same time，the cell membrane permeability coefficient was significantly
increased ( P ＜ 0. 01) ，and the cell membrane permeability coefficient was decreased after treatment with BQ123
and BQ788． It could inhibit the expression of ETA and ETB induced by HIF-1α and enhance the expression of ZO-
1，and the permeability coefficient of cell membrane was significantly decreased ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion HIF-1α
can increase the permeability of rat aortic endothelial cells by up-regulating the expression of ET-1，and the HIF-
1α /ET-1 signal axis plays an important role in regulating vascular permeability in burned rats．
Key words rat; endothelial cells; vascular permeability; HIF-1α
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