
国际麻醉学与复苏杂志 圆园员9 年 9 月第 40 卷第 9 期 陨灶贼 允 粤灶藻泽贼澡 砸藻泽怎泽，September 圆园员9，灾燥造援 40，晕燥援9

·论著·

低氧预处理对氧糖剥夺人脑微血管内皮细胞线粒体
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【摘要】 目的 通过观察低氧预处理对氧糖剥夺人脑微血管内皮细胞 （human brain microvascular endothelial cell,
HBMVEC）低氧诱导因子蛳1琢（hypoxia蛳inducible factor蛳1琢, HIF蛳1琢）和线粒体琥珀酸脱氢酶复合体亚基 2（succinate dehydrogenase
complex iron sulfur subunit B, SDHB）表达水平以及线粒体 ATP 合成的影响，评价低氧预处理对氧糖剥夺 HBMVEC 的保护作

用。 方法 离体培养 HBMVEC，采用随机数字表法将 HBMVEC 分为 5 组（每组 6 孔）：正常对照组（A 组）、氧糖剥夺组（B
组）、氧糖剥夺垣低氧预处理组（C 组）、氧糖剥夺垣低氧预处理垣二甲基草酰甘氨酸（dimethyloxalylglycine, DMOG）组（D 组）和氧糖

剥夺垣低氧预处理垣2蛳ME 组（E 组）。给予低氧预处理及 HIF蛳1琢 抑制剂和稳定剂后，对 HBMVEC 进行氧糖剥夺，使用 Annexin V
检测细胞凋亡和坏死；用 ATP 检测试剂盒测定细胞内 ATP 含量；采用 Western blot 法测定 HIF蛳1琢、SDHB 蛋白表达。 结果

与 A 组比较，B 组、C 组、D 组和 E 组 HIF蛳1琢 表达水平明显升高，ATP 含量明显减少，细胞凋亡率明显升高（P<0.05），B 组、C 组

和 E 组 SDHB 表达水平明显降低（P<0.05）；与 B 组比较，C 组和 D 组 HIF蛳1琢 和 SDHB 表达水平明显升高，ATP 含量明显增加，

细胞凋亡率明显降低（P<0.05）。 结论 低氧预处理可通过调节 HIF蛳1琢 表达改善氧糖剥夺所致的 HBMVEC 线粒体呼吸链复

合体域的损伤，发挥对氧糖剥夺 HBMVEC 模型的保护作用。
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【粤遭泽贼则葬糟贼】 Objective The objective of this research is to investigate the protective effects of hypoxia pretreatment on
oxygen蛳glucose deprivation human brain microvascular endothelial cell (HBMVEC) via detecting mitochondrial function and hypoxia蛳
inducible factor蛳1琢 (HIF蛳1琢) and succinate dehydrogenase complex iron sulfur subunit B (SDHB) expression in oxygen蛳glucose
deprivation HBMVEC. Methods Cultured HBMVEC were randomly divided into 5 groups: sham group (group A), oxygen蛳glucose
deprivation group (group B), oxygen蛳glucose deprivation+hypoxia pretreatment group (group C), oxygen蛳glucose deprivation+hypoxia
pretreatment+dimethyloxalylglycine (DMOG)(group D) and oxygen蛳glucose deprivation+hypoxia pretreatment+2蛳ME (group E). Then,
cell apoptosis was detected by Annexin V kit. ATP content was analyzed by ATP assay kit. The level of HIF蛳1琢 and SDHB expression
were determined by Western blot. Results Compared with group A, the expression of HIF蛳1琢 was up蛳regulated, ATP content was
significantly decreased and cell apoptosis was increased in group B, group C, group D and group E (P<0.05), the expression of SDHB
was significantly down蛳regulated in group B, group C and group E (P<0.05). Compared with group B, the expression of HIF蛳1琢 and
SDHB was up蛳regulated, ATP content was significantly increased and cell apoptosis was decreased in group C and group D (P<0.05).
Conclusions Hypoxia pretreatment can protect mitochondrial respiration function in oxygen 蛳glucose deprivation HBMVEC via
promoting HIF蛳1琢 and SDHB expression.
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急性缺血性脑卒中是最常见的卒中类型，约占

全部脑卒中的 60%~80%，近年研究显示我国住院

急性脑梗死患者发病后 1 个月时病死率为 3.3%~
5.2%，3 个月时病死率为 9.0%~9.6%，死亡/残疾率

为 34.5%~37.1%，1 年病死率为 11.4%~15.4%，死亡/
残疾率为 33.4%~44.6%，是老龄患者致死、致残的重

要原因［1］。血脑屏障是维持中枢神经系统稳态的重

要结构，在卒中患者中，普遍存在血脑屏障通透性

增加的问题，屏障功能的破坏可进一步加重脑水肿

等不良影响［2］。人脑微血管内皮细胞（human brain
microvascular endothelial cell, HBMVEC）是血脑屏

障的重要组成部分，在卒中病理过程中具有重要作

用，本实验利用 HBMVEC 氧糖剥夺建立急性缺血

性脑卒中体外模型［3］，研究低氧预处理对急性缺血

性脑卒中的保护作用。线粒体是细胞的能量站，是

ATP 合成的主要场所，为细胞的蛋白合成、物质转

运等提供能量，是细胞内重要的细胞器。线粒体

ATP 合成需要呼吸链复合体的参与，包括呼吸链复

合体玉、域、芋、郁、吁，线粒体呼吸链复合体活性下

降、ATP 生成减少，在糖尿病及缺血性疾病的发病

机制中起着重要作用［4蛳5］。线粒体琥珀酸脱氢酶复合

体 亚 基 2 （succinate dehydrogenase complex iron
sulfur subunit B, SDHB）是线粒体呼吸链复合体域
的重要组分，是线粒体三羧酸循环的关键酶，本研

究拟评价氧糖剥夺对 HBMVEC 中 SDHB 表达及

ATP 合成的影响，并探讨低氧预处理能否通过低氧

诱导因子蛳1琢（hypoxia蛳inducible factor蛳1琢, HIF蛳1琢）
影响 SDHB 表达，发挥对氧糖剥夺 HBMVEC 的保

护作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

HBMVEC（生产批号：#1000，Sciencell 公司，美

国）复苏后培养于含 10豫胎牛血清的 DMEM 培养基

（生产批号：11995蛳065，GIBCO 公司，美国），置于

37毅C 、5豫CO2 培养箱中贴壁培养，待细胞 80豫融合

时，用 0.25豫胰蛋白酶 （生产批号：25200蛳056，
GIBCO 公司，美国）消化传代培养。

1.2 分组及处理

采用随机数字表法将 HBMVEC 分为 5 组（每组

6 孔）：正常对照组（A 组）、氧糖剥夺组（B 组）、氧糖

剥夺垣低氧预处理组（C 组）、氧糖剥夺垣低氧预处

理 垣 二 甲 基 草 酰 甘 氨 酸（dimethyloxalylglycine,
DMOG）组（D 组）和氧糖剥夺垣低氧预处理垣2蛳ME 组

（E 组）。A 组不做任何处理，仅在提取蛋白前 24 h
更换培养基为无血清 DMEM；B 组提取蛋白前 24 h
更换无糖 DMEM，使用含 5豫CO2 和 95%N2 的气体继

续处理 4 h 后更换正常 DMEM，并置于普通培养箱

中继续培养 20 h；C 组细胞使用含 5%O2、5豫CO2 和

90%N2 的低氧混合气体预处理 24 h［6］，预处理结束

后处理同 B 组，行氧糖剥夺；D 组和 E 组分别于低氧

预处理前 30 min于培养基中加入 1 mmol/L DMOG
和 10 滋mol/L 2蛳ME［7蛳8］，后续处理同 C 组。

1.3 细胞凋亡测定

细胞密度调至合适密度（2伊105 个/ml），接种于

共聚焦小皿，每孔 1 ml，每组 6 孔进行处理，处理结

束后使用 Annexin V蛳FITC 试剂盒 （生产批号：

RCFK302，上海吉凯基因化学技术有限公司）按照

试剂盒说明书进行染色，用激光共聚焦显微镜

（Nikon 公司，日本）进行观察，细胞膜呈绿色荧光阳

性的为凋亡细胞，计算阳性凋亡细胞所占比例。

1.4 ATP 含量测定

细胞密度调至合适密度（2伊106 个/ml），接种于

6 孔板，分组及处理方式同上，处理结束后测定细胞

内 ATP 含量，测定方法依据 ATP 含量测定试剂盒

（生产批号：ab83355，Abcam 公司，英国）说明书，使

用酶标仪测定，ATP 含量计算结果表示为 滋mol/g。
1.5 Western blot 测定 HIF蛳1琢 和 SDHB 蛋白水

平

将细胞密度调至合适密度（2伊106 个/ml），接种

于 6 孔板，每孔 2 ml，每组 6 孔，分组及处理方式同

上，处理结束后，弃上清，PBS 洗板，提取细胞蛋白，

使用 BCA 蛋白定量后加入上样缓冲液，煮沸变性。

各组取等量总蛋白，经 10%SDS蛳PAGE 电泳分离，转

膜，封闭，洗膜后分别加入目的蛋白一抗兔单抗

HIF蛳1琢 （稀释度 1∶1 000，生产批号：ab51608，
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Abcam 公司，英国）、鼠单抗 SDHB（稀释度 1∶1 000，
生产批号：ab14714，Abcam 公司，英国）和鼠单抗

茁蛳tublin（稀释度 1∶1 000，生产批号：EM1701蛳59，
杭州安华生物技术有限公司），4 益孵育过夜，洗膜，

HIF蛳1琢 目的条带加入羊抗兔二抗，SDHB 和 茁蛳tublin
加入羊抗鼠二抗（稀释度 1∶10 000，生产批号：

ZB蛳2305，北京中杉金桥生物有限公司），室温孵育 2
h，洗膜，暗室内加显色底物显色曝光，扫描成像。采

用 Image J 图像分析软件测定条带灰度值，以目的

条带灰度值与 茁蛳tublin 灰度值的比值反映目的蛋白

的表达水平。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 21.0 统计学软件进行数据分析。正

态分布的计量资料以均数依标准差（x依s）表示，组间

比较采用单因素方差分析（One way蛳ANOVA），多组

间两两比较采用 LSD蛳t 方法进行检验。P<0.05 为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 细胞凋亡水平和 ATP 含量

与 A 组比较，B 组、C 组、D 组和 E 组细胞凋亡

率明显升高（P<0.05）；与 B 组比较，C 组、D 组细胞

凋亡率明显降低（P<0.05）；与 C 组比较，E 组细胞凋

亡率明显升高（P<0.05，表 1、图 1）。
与 A 组比较，B 组、C 组、D 组和 E 组 ATP 含量

明显减少（P<0.05）；与 B 组比较，C 组、D 组 ATP 含

量明显增加（P<0.05）；与 C 组比较，D 组 ATP 含量

明显升高，E 组 ATP 含量明显减少（P<0.05，表 1）。
表 1 各组细胞凋亡水平和ATP 含量比较（x依s）

注：与 A 组比较，aP<0.05；与 B 组比较，bP<0.05；与 C 组比较，cP<
0.05；A 组：正常对照组；B 组：氧糖剥夺组；C 组：氧糖剥夺+低氧预处

理组；D 组：氧糖剥夺+低氧预处理+DMOG 组；E 组：氧糖剥夺+低氧

预处理+2蛳ME 组；DMOG：二甲基草酰甘氨酸

2.2 HIF蛳1琢 和 SDHB 蛋白水平

与 A 组比较，B 组、C 组、D 组和 E 组 HIF蛳1琢 蛋

白水平明显升高（P<0.05）；与 B 组比较，C 组、D 组

HIF蛳1琢 蛋白水平明显升高（P<0.05）；与 C 组比较，D

组 HIF蛳1琢 蛋白水平明显升高，E 组 HIF蛳1琢 蛋白水

平明显降低（P<0.05，表 2，图 2）。
与 A 组比较，B 组、C 组、E 组 SDHB 蛋白水平

明显降低（P<0.05）；与 B 组比较，C 组、D 组 SDHB
蛋白水平明显升高（P<0.05）；与 C 组比较，D 组

SDHB 蛋白水平明显升高，E 组 SDHB 蛋白水平明

显降低（P<0.05，表 2，图 2）。

组别 孔数（孔） 细胞凋亡率（%） ATP 含量（滋mol/g）
A 组 6 3.2依1.9 1.52依0.12
B 组 6 36.0依8.3a 0.56依0.09a

C 组 6 23.5依10.0ab 0.99依0.15ab

D 组 6 12.8依4.4ab 1.27依0.10abc

E 组 6 44.2依8.7ac 0.63依0.10ac

注：与 A 组比较，aP<0.05；与 B 组比较，bP<0.05；与 C 组比较，cP<
0.05；DMOG：二甲基草酰甘氨酸

图 1 各组细胞凋亡水平比较 A：A 组（正常对照组）细胞凋亡染色；

B：B 组（氧糖剥夺组）细胞凋亡染色；C：C 组（氧糖剥夺+低氧预处理

组）细胞凋亡染色；D：D 组（氧糖剥夺+低氧预处理+DMOG 组）细胞

凋亡染色；E：E 组（氧糖剥夺+低氧预处理+2蛳ME 组）细胞凋亡染色；

F：细胞凋亡率统计图
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表 2 各组 HIF蛳1琢 和 SDHB 蛋白蛋白水平比较（%，x依s）

注：与 A 组比较，aP<0.05；与 B 组比较，bP<0.05；与 C 组比较，cP<
0.05；A 组：正常对照组；B 组：氧糖剥夺组；C 组：氧糖剥夺+低氧预处

理组；D 组：氧糖剥夺+低氧预处理+DMOG组；E组：氧糖剥夺+低氧预

处理+2蛳ME组；DMOG：二甲基草酰甘氨酸；HIF蛳1琢：低氧诱导因子蛳1琢；
SDHB：线粒体琥珀酸脱氢酶复合体亚基 2

注：与 A 组比较，aP<0.05；与 B 组比较，bP<0.05；与 C 组比较，cP<
0.05；A 组：正常对照组；B 组：氧糖剥夺组；C 组：氧糖剥夺+低氧预处

理组；D 组：氧糖剥夺+低氧预处理+DMOG 组；E 组：氧糖剥夺+低氧

预处理+2蛳ME 组；DMOG：二甲基草酰甘氨酸；HIF蛳1琢：低氧诱导因子蛳
1琢；SDHB：线粒体琥珀酸脱氢酶复合体亚基 2
图 2 各组 HIF蛳1琢 和 SDHB 蛋白水平比较 A：Western blot 结果；B：
HIF蛳1琢 蛋白水平比较；C：SDHB 蛋白水平比较

3 讨 论

氧糖剥夺可模拟卒中状态下组织缺血/缺氧的

状态，被广泛用来制作离体卒中模型［9］。在已发表

的众多研究中，采用无糖 DMEM 和 5豫CO2、95%N2
处理是制作氧糖剥夺细胞模型的经典方式。有研究

显示氧糖剥夺 4 h 即可对 HBMVEC 造成明显的损

伤［10］，而氧糖剥夺恢复供氧供糖后 24 h 是细胞损

伤表现比较明显的阶段［11］。因此，本研究采用氧糖剥

夺 4 h 后恢复氧糖供应，并在恢复供氧供糖后 24 h
进行线粒体功能和细胞凋亡实验，评价低氧预处理

对氧糖剥夺 HBMVEC 的保护作用。

线粒体是细胞内 ATP 合成的主要场所，线粒体

ATP 合成需要呼吸链复合体的参与，包括 NADH蛳Q
氧化还原酶（也称为复合物玉）、琥珀酸蛳Q 氧化还原

酶（也称为复合物域）、UQ蛳细胞色素 C 氧化还原酶

（复合物芋）、细胞色素 C 氧化酶（也称为复合物郁）

和 ATPase（ATP 合成酶复合物吁），通过一系列的氧

化还原过程最终形成 ATP。线粒体呼吸链酶缺陷会

造成严重的疾病（如雷氏病，甚至肿瘤）［12蛳13］。有文献

显示，缺血/缺氧可导致心肌线粒体呼吸链复合体活

性降低［5］，本研究也发现，在给予 HBMVEC 氧糖剥

夺处理后，该细胞 ATP 合成明显减少，且细胞凋亡

显著增加，我们推测在氧糖剥夺模型中，可能存在

线粒体呼吸链复合物酶表达的下降。

琥珀酸脱氢酶为线粒体复合物域的主要酶，存

在于所有有氧呼吸细胞，与线粒体膜牢固结合，是三

羧酸循环中唯一与内膜结合的酶，是脱氢酶中最重

要的酶。SDHB 为线粒体复合物域的一个重要亚基，

在维持复合物域的活性中具有不可替代的作用［14］。
本研究结果发现在氧糖剥夺模型中，SDHB 表达水

平明显降低，同时细胞 ATP 合成能力下降，证明

SDHB 表达减少所致的复合物域活性下降是氧糖剥

夺模型中细胞 ATP 合成减少的重要原因。

有研究指出，利用 Ndufs4 基因敲除小鼠（复合

物玉功能缺陷）模拟雷氏病，发现长时间低氧处理可

延长雷氏病小鼠的寿命［12］。更有研究发现，低氧预处

理在多种线粒体相关的疾病模型中具有保护作用，

并且这一保护作用与 HIF蛳1琢 密切相关 ［15］。HIF蛳1琢
是具有转录活性的核蛋白，具有相当广泛的靶基因

谱，其中包括与缺氧适应、炎症发展及肿瘤生长等

相关的近 100 种靶基因［16］，当 HIF蛳1琢 激活时，可与

靶基因结合，促进靶基因的转录。基于此我们提出假

组别 孔数（孔） HIF蛳1琢 SDHB
A 组 6 21.4依4.0 100.4依6.5
B 组 6 57.8依8.0a 49.4依1.6a

C 组 6 74.1依2.9ab 77.4依3.0ab

D 组 6 105.7依6.5abc 102.7依5.1bc

E 组 6 52.0依6.0ac 36.0依12.2ac
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说，HIF蛳1琢 可能作用于 SDHB 基因，促进 SDHB 蛋

白的合成。本研究结果发现，低氧预处理 24 h 可以

促进 HIF蛳1琢 表达，在 HIF蛳1琢 表达增加的同时，

SDHB 的表达也显著增加，HBMVEC 的 ATP 合成也

增加，细胞凋亡减少；在低氧预处理的基础上给予

HIF蛳1琢 稳定剂 DMOG 可进一步促进 HIF蛳1琢 表达［7］，
也进一步促进 SDHB 的表达，促进 ATP 合成，减少

细胞凋亡；当给予 HIF蛳1琢 抑制剂 2蛳ME 时，低氧预

处理对 HIF蛳1琢、SDHB 及 ATP 合成的促进作用均

被抑制［8］。
综上所述，低氧预处理能通过上调 HIF蛳1琢 表

达来促进 SDHB 蛋白合成，减轻氧糖剥夺所致的线

粒体复合物域损伤，发挥对氧糖剥夺 HBMVEC 的

保护作用。
利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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