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　　摘要：目的　探讨低氧诱导因子 －1α（ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ－1α�ＨＩＦ－1α）在兔缺血心肌的表达趋势。
方法　建立兔缺血心肌动物模型�于冠状动脉结扎前及术后第2、4、6、8、10、12周取各组动物缺血区心肌组织�采
用荧光定量逆转录－聚合酶链反应 （Ｑ－ＲＴ－ＰＣＲ）法测定心梗区ＨＩＦ－1αｍＲＮΑ的表达；应用免疫组化及Ｗｅｓｔ-
ｅｒｎＢｌｏｔ法测定ＨＩＦ－1α蛋白表达。结果　与非缺血组相比�兔心肌缺血早期 ＨＩＦ－1α表达水平显著增高 （Ｐ＜
0．01）�ＨＩＦ－1αｍＲＮＡ及蛋白分别于第2及第4周达到高峰�持续约2～4周后�于第8周再次升高�并随之开始
持续缓慢降低�但在缺血后第12周仍高于正常心肌表达量。结论　ＨＩＦ－1α的表达与心肌梗死区氧供关系密
切�在心肌缺血早期�高表达ＨＩＦ－1α参与了维持氧稳态及对低氧代谢的适应�在慢性缺氧期�随着 ＨＩＦ－1α调
控多种下游靶基因表达�增加组织氧供使其表达渐显著降低。
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　　低氧诱导因子 （ｈｙｐｏｘｉａ－ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ�ＨＩＦ）
是调节血管新生的重要细胞生长因子�参与多种缺
血缺氧性疾病的病理生理过程 ［1］。它主要通过与
一系列缺氧反应靶基因的特定结合位点－－－缺氧反
应元件 （ｈｙｐｏｘｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｅｌｅｍｅｎｔ�ＨＲＥ）结合�精确
地调控下游多种重要的调节血管新生基因的表达�
从而有效地改善缺血缺氧组织及器官的功能。

　　低氧状态下�ＨＩＦ－1α基因表达迅速上调�但在
长期的缺血心肌中ＨＩＦ－1α的表达及变化趋势�国
内外鲜见研究报道。本研究在动物整体水平�探讨
在较长期心肌梗死过程中�内源性ＨＩＦ－1α基因的
表达水平及变化趋势�旨在为深入研究ＨＩＦ在心肌
梗死病理生理中的作用�探讨其对下游基因的调控
作用提供实验依据 ［2］。
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1　材料和方法
1．1　实验材料和动物
1．1．1　实验动物　健康纯种中国大耳白兔�雌雄不
限�共42只�体重2～2．5（2．3±0．15）ｋｇ�由徐州医
学院实验动物中心提供。
1．1．2　实验材料　Ｑ－ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒 （上海基康
公司 ）�Ｔｒｉｚｏｌ裂解液 （北京鼎国生物公司 ）�ＫＯＤ
ＤＮΑ聚合酶及ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅ逆转录酶 （ＴｏｙｏｂｏＣｏｍ-
ｐａｎｙ�Ｊａｐａｎ）；ＨＩＦ－1α单克隆抗体 （小鼠抗兔�
ＣｈｅｍｉｃｏｎＣｏｍｐａｎｙ�ＵＳＳ）；ＳＰ免疫组化试剂盒及
ＤΑＢ显色试剂盒 （北京中山生物公司 ）。
1．2　实验方法
1．2．1　心肌缺血动物模型的制作　动物麻醉后�胸
部正中切口开胸�显露心脏。显露左冠状动脉的左
室降支。在其中上1／3交界处以6／0无损伤丝线缝
扎。结扎点下方及心尖部可见局部心肌颜色青紫�
确认局部心肌缺血后关胸。常规饲养�术后连续3
天肌内注射青霉素20万Ｕ预防感染。
1．2．2　实验分组　根据缺血时间差异�将动物模型
随机分为6组 （每组6只 ）。分别于缺血后第2、4、
6、8、10、12周再次开胸�快速取缺血标记区心肌组
织；对照组 （6只 ）取正常左心室心肌。获取的心肌
组织分别以液氮保存 （Ｑ－ＲＴ－ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
ｂｌｏｔ）及10％中性甲醛固定�待测。
1．2．3　ＨＩＦ－1α表达检测指标
1．2．3．1　心肌ＳＰ免疫组化染色　心肌组织常规石
蜡包埋、切片。甲醇 －Ｈ2Ｏ2封闭内源性过氧化物
酶�0．03％ ＴｒｉｔｏｎＸ－100处理切片10ｍｉｎ�ＰＢＳ冲
洗�加入小鼠抗兔ＨＩＦ－1α单克隆抗体 （1∶150）4℃
过夜；加羊抗小鼠ＩｇＧ－ＡＰ二抗�37℃、30ｍｉｎ�ＰＢＳ
冲洗3次；ＤＡＢ显色后�光镜下观察�出现棕黄色及
棕褐色颗粒为染色阳性。
1．2．3．2　Ｑ－ＲＴ－ＰＣＲ检测　内参为 β－ａｃｔｉｎ
（102ｂｐ）�采用试剂盒自带引物 （美国Ａ＆Ｂ及上海
基康公司 ）；ＨＩＦ1α（89ｂｐ）上游引物：5′－ＣＡＴＧＣＣ
ＣＣＡＧＡＴＴＣＡＡＧＡＴＣΑ－3′�下游引物：5′－ＴＧＧ-
ＴＡＧＧＣＴＣＡＧＧＴＧＡＡＣＴＣＴＧ－3′；荧光探针：5′
（ＦΑＭ）－ＦＣΑＧＣΑΑＧＴＣＣＴＴＣＴＧΑＴＧＧΑΑＧＣΑＣＣΑＰ－
（ＴΑＭＲΑ）ｐ－3′。ＰＣＲ实验方法参照试剂盒说明书进
行�采用Ａ＆Ｂ7300实时荧光定量ＰＣＲ仪进行检测。
1．2．3．3　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ检测　每组取100ｍｇ心肌
组织�Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白浓度。采用蛋白免疫印迹法：
将蛋白提取液加入1／3体积4×蛋白处理液�10％

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳；半干电转移法 （电转条件为3．0
ｍＡ／ｃｍ2转40ｍｉｎ）电转至孔径为0．45μｍ硝酸纤维
素膜。加入封闭液�室温封闭3ｈ。分别加入一抗 （小
鼠抗兔ＨＩＦ－1α单克隆抗体�1∶300）�4℃过夜；洗
膜�加入羊抗小鼠ＩｇＧ－ＡＰ�（1∶100）室温2ｈ�ＮＢＴ／
ＢＣＩＰ显色�将所得显色条带进行扫描、半定量分析。
1．3　统计学处理　计量资料以 ﹣ｘ±ｓ表示；应用
ＳｉｇｍａＰｌｏｔ软件对Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ条带进行灰度分析�
ＳＰＳＳ11．5统计软件进行数据统计。各组之间差异
的比较采用Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ方差分析�Ｐ＜0．05
为差异有统计学意义。
2　结　果
2．1　梗死区心肌组织 ＨＩＦ－1αｍＲＮΑ基因表达　
荧光实时定量 ＰＣＲ显示�各组均可见 ＨＩＦ－1α
ｍＲＮΑ表达�随缺血时间的延长�ＨＩＦ－1αｍＲＮΑ表
达呈先增加后减少趋势；缺血第2周�心肌 ＨＩＦ－
1αＲＮΑ表达均显著高于缺血4～12周 （Ｐ＜0．01）
（图1）。缺血前仅见微量表达�与其相比�缺血后2
周ＨＩＦ－1αｍＲＮＡ表达至峰值 （Ｐ＜0．01）；缺血4
～6周�ＨＩＦ－1αｍＲＮΑ表达依次降低�第8周其表
达略高于6周�形成第2峰值；第12周表达最低�但
仍然高于缺血前水平。与缺血前相比�缺血后各时
间点ＨＩＦ－1α蛋白表达均显著增加 （Ｐ＜0．05或Ｐ
＜0．01）。

图1　缺血心肌ＨＩＦ－1ｍＲＮＡ表达测定结果
　　与缺血前比较：∗Ｐ＜0．05�∗∗Ｐ＜0．01；与缺血第4
～12周比较：＃Ｐ＜0．01
2．2　梗死心肌免疫组化染色结果　免疫组化染色
测定显示�缺血前�心肌组织未见 ＨＩＦ－1α阳性细
胞；与之相比�缺血后第4周�心肌组织内可见较多
呈棕黄色染色阳性细胞 （图2）。
2．3　Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔ测定结果　梗死区心肌组织
ＨＩＦ－1α蛋白表达呈先增加后降低趋势。心肌缺血
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后ＨＩＦ－1α蛋白的表达明显增高�4周后表达最强�
形成第1峰�而后逐渐下降�至第8周形成表达第2
峰后再次下降�随后�ＨＩＦ－1α蛋白表达水平随缺血
时间延长而逐渐降低。在12周至最低水平�但仍然
高于缺血前水平 （Ｐ＜0．05）。统计分析显示�缺血后
各时间点ＨＩＦ－1α蛋白表达均显著高于缺血前水平
（Ｐ＜0．01）；缺血第4周�心肌ＨＩＦ－1α蛋白表达均
显著高于缺血2、6、8、10及12周 （Ｐ＜0．05）（图3）。

图2　梗死心肌免疫组化染色结果 （ＤＡＢ染色�×100）
　　Ａ．缺血第4周�心肌组织可见较多阳性细胞�胞质
染色较深；Ｂ．缺血前心肌组织未见典型阳性细胞

图3　缺血心肌ＨＩＦ－1蛋白表达测定结果
　　与缺血前比较：∗∗Ｐ＜0．01；与缺血第2周及第6～
12周比较：＃Ｐ＜0．05

3　讨　论
　　ＨＩＦ是一种ＤＮΑ结合蛋白�由α和β两个亚单
位组成的异源二聚体。在常氧条件下�ＨＩＦ－1α易
被泛素－蛋白水解酶复合体途径所降解；而在低氧
环境下�ＨＩＦ－1α基因表达迅速上调�ＨＩＦ－1α降解
过程被阻断�ＨＩＦ－1α蛋白降解的减缓可导致 ＨＩＦ
－1α的堆积。因此�ＨＩＦ－1α蛋白表达量的多少可
在一定程度上反映组织的氧供情况 ［3－4］。
　　ＨＩＦ－1α作为一种氧特异性依赖的转录因子�
在多种缺血缺氧性疾病过程中发挥了重要的调节作

用。Ｓｅｍｅｎｚａ等 ［5］发现�缺氧可诱导ＨＩＦ表达�后者
可与ＥＰＯ3′端增强子第一部分及ＨＲＥ特异性结合�
调控多种基因的低氧诱导表达�而当恢复常氧后�

ＨＩＦ的ＤＮΑ活性迅速丧失�蛋白迅速被分解。在生
理条件下�低氧是诱导产生ＨＩＦ－1α及维持其活性
的主要因素 ［6］。
　　本实验发现�在兔心肌缺血模型中�缺血心肌局
部ＨＩＦ－1α即迅速表达升高�ＨＩＦ－1αｍＲＮΑ及蛋
白分别在第2周及第4周达到高峰；随之其表达量
逐渐下降�持续约2～4周。在缺血第8周�ＨＩＦ－
1αｍＲＮΑ及蛋白表达再次升高�并随之开始持续缓
慢地降低�在第12周�ＨＩＦ－1α仍然显著高于缺血
前水平。可见�在心肌缺血缺氧急性期�为维持低氧
状态下的氧稳态�参与梗死心肌的应激与自我保护�
ＨＩＦ－1α大量快速地转录并持续表达；而后随着其
调控多种下游基因表达或提高细胞对低氧代谢的适

应及改善组织氧供�使其表达逐渐降低。Ｄｅｎｉｓｅ
等 ［7］认为�在亚急性及慢性缺血期�ＨＩＦ－1α的低水
平表达�与心梗区的细胞增殖、血管再生及微循环改
善等有关。
　　本实验结果显示�缺血第8周�ＨＩＦ－1αｍＲＮΑ
及蛋白表达高于第6周�形成较低的第2表达峰�可
能因为模型动物手术6周后�动物疼痛症状减轻�其
活动量加大、心肌耗氧量显著增多�而局部缺血心肌
的相对性缺氧导致再次上调ＨＩＦ的表达。
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