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低氧诱导因子１α调控蛋白酶激活受体１在低氧诱导
心肌细胞凋亡中的作用及机制

孟庆雯 １，王晓茜 ２，朱厚玲 １，张园园 １△

（１．海南医学院第一附属医院心血管内科，海南 海口 ５７０１００； ２．海南医学院第一附属医院老年病科，海南 海口 ５７０１００）
摘要：目的 探讨低氧条件下低氧诱导因子 １α牗ＨＩＦ－１α牘调控蛋白酶激活受体 １牗ＰＡＲ１牘在低氧诱导心肌细胞凋亡中的作用及机制。
方法 将大鼠心肌细胞系 Ｈ９ｃ２细胞培养在 ９５％Ｏ２及 ５％ＣＯ２环境中作为常氧组，培养在１％Ｏ２、９４％Ｎ２、５％ＣＯ２环境中作为低氧组，
并作不同时间梯度；采用四氮唑比色（ＭＴＴ牘法和原位末端转移酶标记牗ＴＵＮＥＬ牘试剂盒法分别检测常氧组和低氧组中 Ｈ９ｃ２细胞活性和
细胞凋亡情况；采用实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）和蛋白质印迹（ＷＢ）法分别从 ｍＲＮＡ和蛋白水平上检测 ＨＩＦ－１α和
ＰＡＲ１的表达。通过细胞转染 ｓｉＮＣ与 ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ质粒 ２４ｈ处理 Ｈ９ｃ２细胞，采用 ＭＴＴ法和 ＴＵＮ试剂盒检测细胞活性和细胞凋亡情
况；通过 ｑＲＴ－ＰＣＲ和 ＷＢ法检测常氧组（Ａ组），常氧 ＋ＮＣｓｉＲＮＡ组（Ｂ组），低氧＋ＮＣｓｉＲＮＡ组（Ｃ组）和低氧＋ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ组（Ｄ组）
Ｈ９ｃ２细胞中 Ｂｃｌ－２与 Ｂａｘ的表达；在细胞转染 ＨＩＦ－１αｓｉＲＮＡ后再低氧处理 Ｈ９ｃ２细胞，采用 ＲＮＡ印迹（ＮＢ）法和 ＷＢ法检测 ＰＡＲ１
蛋白表达水平。结果 与 Ａ组比较，在低氧环境下，Ｈ９ｃ２细胞活性降低并发生凋亡，ＨＩＦ－１α和 ＰＡＲ１稳定高表达；与直接低氧处理组
比较，在 Ｈ９ｃ２细胞中敲除 ＰＡＲ１后再低氧处理细胞，可明显缓解因低氧诱导的心肌细胞凋亡，提高 Ｈ９ｃ２细胞活力，在 Ｈ９ｃ２细胞中敲
除 ＰＡＲ１后会使 Ｂｃｌ－２表达上调、Ｂａｘ表达下调；细胞转染 ＨＩＦ－１αｓｉＲＮＡ后再低氧处理 Ｈ９ｃ２细胞时，ＰＡＲ１的表达下降，表明 ＰＡＲ１
受 ＨＩＦ－１α的正调控。结论 低氧条件下诱导Ｈ９ｃ２心肌细胞的凋亡可能与低氧诱导因子 ＨＩＦ－１α正调控 ＰＡＲ１的表达有关，在 Ｈ９ｃ２
细胞中敲除ＰＡＲ１对处于低氧环境下心肌细胞的凋亡有阻断作用，可能源于上调 Ｂｃｌ－２的表达及降低Ｂａｘ的表达。
关键词：低氧；低氧诱导因子１α；蛋白酶激活受体１；Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ；细胞凋亡；作用机制
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ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

低氧或缺氧在许多生物学或病理学过程中有至关

重要的作用，特别是与缺氧与心肌缺血疾病相关，初期

会引起细胞保护性反应，但最终会导致心肌细胞凋亡，

严重影响其心脏功能犤１犦。细胞暴露于低氧浓度下会引发

低氧反应，其生长和生存能力降低，主要由低氧诱导因

子 １（ＨＩＦ－１）协调 犤２犦。低氧诱导因子由 ３种 α亚基
（ＨＩＦ－１α，ＨＩＦ－２α，ＨＩＦ－３α）和１个β亚基犤（ＨＩＦ－１β，
又称芳基碳氢化合物核转运蛋白（ＡＲＮＴ）犦构成的异质
二聚体犤３犦。缺氧条件下，ＨＩＦ－１α与靶基因结构上的低
氧反应元件（ＨＲＥ５′－ＲＣＧＴＧ－３′）结合，被活化的
ＨＩＦ－１α在靶基因转录起始部位形成一个转录起始复
合物，从而调节靶基因的转录犤４犦。近年来，有研究表明，

ＨＩＦ－１α在低氧条件下有诱导细胞凋亡的功能犤５犦。如何

减少心肌细胞凋亡已成为保护心肌细胞的一大研究热

点，尽管已被证实 ＨＩＦ－１α在低氧条件下心肌细胞中
表达被上调犤５－６犦，但尚未报道 ＨＩＦ－１α与 ＰＡＲ１在低氧
条件下心肌细胞中的相互作用。

蛋白酶激活受体（ＰＡＲｓ）是单个７跨膜Ｇ蛋白偶联
受体的一个亚家族，包括 ＰＡＲ１，ＰＡＲ２，ＰＡＲ３，ＰＡＲ４犤７犦。
其中 ＰＡＲ１已被报道在多种细胞中有改变细胞形态和
抑制细胞凋亡的作用，如胃癌细胞犤８犦、乳腺癌细胞犤９犦、结

肠癌细胞犤１０犦、食道癌细胞犤１１犦、脐静脉内皮细胞犤１２犦、肺动

脉内皮细胞犤１３犦等。有文献报道，ＰＡＲ１和 ＨＩＦ－１α的表
达强度在化学治疗（简称化疗）前后的乳腺癌组织中呈

正相关 犤１４犦。本研究中探讨了低氧条件下 ＨＩＦ－１α和
ＰＡＲ１在Ｈ９ｃ２细胞中的表达，ＨＩＦ－１α和ＰＡＲ１的潜在关
系，以及在低氧诱导心肌细胞凋亡中的作用和机制，为心

肌缺血的预防及治疗提供了可能的靶点。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试剂与细胞
仪器：细胞培养箱；低温冰箱，均购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ公司；垂直电泳系统，蛋白转移系统，ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ

ＸＲＳ＋型凝胶成像分析系统，均购自美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ公
司；普通 ＰＣＲ仪９６ｗｅｌｌ，荧光实时定量 ＰＣＲ仪，均购自
美国 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；倒置荧光显微镜，普通光
学显微镜，均购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ；Ｍ２００ＰＲＯ型酶标仪购
自奥地利ＴｅｃａｎＩｎｆｉｎｉｔｅ公司。

试剂：ＤＭＥＭ培养基（批号为１２８０００１７），胎牛血清
（批号为 １６０００－０４４），均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；引物由
上海生物工程有限责任公司合成；质粒小抽试剂盒（批

号为Ｄ０００３），ＢＣＡ试剂盒（批号为Ｐ００１１），均购自Ｂｅｙ
ｏｔｉｍｅ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，
批号为 Ｌ３０００－０１５）；Ｔｒｉｚｏｌ试剂，ＲＩＰＡ裂解液，ＩＰ
Ｂｕｆｆｅｒ裂解液，均购自 ＴｈｅｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑＴＭⅡ试剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司，批

号为ＲＲ４２０Ａ）；四氮唑（ＭＴＴ，Ｓｏｌａｒｂａｏ，批号为Ｍ８１８０）；
原位末端转移酶标记（ＴＵＮＥＬ）试剂盒（上海 Ｒｏｃｈｅ公
司，批号为 １１６８４８１７９１０）；兔抗 ＨＩＦ－１α抗体（批号为
３６１６９），兔抗Ｂｃｌ－２抗体（批号为３４９８），兔抗Ｂａｘ抗体
（批号为５０２３），兔抗β－ａｃｔｉｎ抗体（批号为８４５７），均购
自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；兔抗 ＰＡＲ１抗体
（美国Ａｂｃａｍ公司，批号为ａｂ３２６１１）。

细胞：大鼠心肌细胞系Ｈ９ｃ２（中国科学院上海细胞
生物学研究所）。

１．２ 方法
１．２．１ 细胞培养

用含１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养Ｈ９ｃ２细胞，
置３７℃、９５％Ｏ２、５％ＣＯ２细胞培养箱中培养，４８ｈ全换
液１次，保证细胞正常生长所需营养，待细胞密度长至
９０％，使用０．２５％胰酶消化进行传代。选取对数生长期
的细胞进行试验，将细胞分为常氧组和低氧组。常氧组

将细胞置３７℃、９５％Ｏ２、５％ＣＯ２培养箱中培养，低氧组
将细胞置３７℃、１％Ｏ２、９４％Ｎ２、５％ＣＯ２培养箱中培养。
１．２．２ 质粒构建

选择 ＰＳＵＰＥＲ作为载体，对公司合成的引物进
行１０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心５～１０ｍｉｎ，按管壁上标注的体
积加入 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ水，混匀，４℃保存待用，或直接进行
ＰＣＲ，扩增出目的片段，制备１％琼脂糖凝胶，将目的片
段点样并跑胶，跑胶结束后在紫外灯下进行切胶，采用

ＤＮＡ纯化回收试剂盒进行胶回收，对胶回收产物进行
跑胶验证，再进行酶切、酶联、转化、质粒抽提，初步得到

ＨＩＦ－１αｓｉＲＮＡ和 ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ质粒，再对质粒进行酶
切验证，对ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶，验证质粒是否构
建成功。

１．２．３ 细胞转染

转染前，对细胞进行全换液，待细胞密度长至６０％
时进行转染。转染时取３个灭菌的ＥＰ管，分别加入５００μＬ
无血清的 ＤＭＥＭ，再加入质粒和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００，
混匀，室温静置５ｍｉｎ，将含有ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００的无
血清 ＤＭＥＭ均分于已加质粒的 ＥＰ管中，混匀，室温静
置 ２０ｍｉｎ，将 ＥＰ管中的混合液加入 Ｈ９ｃ２心肌细胞
培养皿，在３７℃、９５％Ｏ２、５％ＣＯ２培养箱中培养６ｈ，更
换新的培养液继续培养，２４ｈ后再对细胞进行低氧
（３７℃、１％Ｏ２、９４％Ｎ２、５％ＣＯ２）处理。
１．２．４ 蛋白质印迹（ＷＢ）法检测 ＨＩＦ－１α和 ＰＡＲ１的
蛋白表达

待各处理组细胞长至对数生长期，用ＩＰＢｕｆｆｅｒ裂解
液（含０．５％ＮＰ４０并加入蛋白酶抑制剂）在４℃摇床裂
解细胞 ３０ｍｉｎ，１４０００ｒ／ｍｉｎ，牗４℃牘离心 １５ｍｉｎ，取上
清液，按 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白质定量，加入 ４ｓａｍｐｌｅ
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表１ 引物序列

Ｂｕｆｆｅｒ混合，沸水浴 １０ｍｉｎ，制备 ８％的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ胶
进行点样电泳（分离胶８０Ｖ、２０ｍｉｎ，浓缩胶１００Ｖ，１ｈ），转
膜（１００Ｖ、１５０ｍｉｎ），用 ５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，
用１ＴＢＳＴ洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ，一抗包括兔抗 β－ａｃｔｉｎ
抗体（１∶２０００），兔抗 ＨＩＦ－１α抗体（１∶２０００），兔抗
ＰＡＲ１抗体（１∶２０００），兔抗 Ｂｃｌ－２抗体（１∶２０００），兔
抗 Ｂａｘ抗体（１∶２０００），于 ４℃摇床孵育过夜，次日用
１ＴＢＳＴ洗 ３次，每次 １０ｍｉｎ，室温孵育二抗山羊抗兔
ＩｇＧ抗体（１∶１０００）１ｈ，再用１ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ，
显影曝光。用 Ｉｍａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ图像分析系统对蛋白条
带进行分析。

１．２．５ ＲＮＡ提取和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）
法检测ＨＩＦ－１α和ＰＡＲ１的ｍＲＮＡ表达

采用ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ。用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００型
超微量分光光度计测量样品总 ＲＮＡ浓度，并将每个配
对的样品调节至相同浓度。采用ｃＤＮＡ逆转录试剂盒将
总ＲＮＡ反转录成ｃＤＮＡ。使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑＴＭ试
剂盒进行ＲＴ－ＰＣＲ。ＧＡＰＤＨ作为ＨＩＦ－１α，ＰＡＲ１，Ｂｃｌ－２，
Ｂａｘ的内部参考。使用ＦＴＣ－３０００ｐ型实时ＰＣＲ系统完成
实验后，采用２－△△ Ｃｔ法分析数据。引物见表１。

１．２．６ ＲＮＡ印迹（ＮＢ）法检测 ＨＩＦ－１α和 ＰＡＲ１的
ＲＮＡ水平

制备１％的琼脂糖凝胶，将提取的总ＲＮＡ进行点样
并电泳（１２０Ｖ、２０ｍｉｎ），分离得到的ＲＮＡ胶进行转膜，转
移到硝酸纤维素膜上，进行１５ｈ转膜，结束后，将膜放在
６×ＳＳＣ中浸泡５ｍｉｎ，以去除膜上残留凝胶。将凝胶置紫
外灯下，观察胶块上有无残留的 ＲＮＡ，膜置８０℃，真空
干烤 １～２ｈ。烤干后的膜用塑料袋密封，４℃保存备用，
进行探针标记和杂交，４２℃杂交１６ｈ后，洗膜，显影。
１．２．７ ＴＵＮＥＬ法检测心肌细胞凋亡

分别取出常氧组、低氧组、ＮＣ组和 ＰＡＲ１组的
Ｈ９ｃ２心肌细胞爬片，用预冷的４％多聚甲醛（ＰＦＡ）在４℃
冰箱中固定 ３０ｍｉｎ，用 １×ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）洗 １０ｍｉｎ，加

入含有 ０．２％ Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ－１００的磷酸缓冲液（ＰＢＳ），冰
上孵育 ２ｍｉｎ，增加细胞通透性，再加入荧光素 ＦＩＴＣ标
记的核苷酸和脱氧核苷酸末端转移酶（ＴＤＴ）混合液，
３７℃避光孵育 ６０ｍｉｎ，１×ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，用抗荧光淬灭封片剂封片，待封片剂干透后将
载玻片置４℃冰箱保存，次日在荧光显微镜下观察。

细胞凋亡指数＝凋亡细胞核百分比／细胞核总数
１．２．８ ＭＴＴ法检测细胞活力

待Ｈ９ｃ２心肌细胞长至对数生长期，用０．２５％胰酶
消化细胞，收集于离心管，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用新
的培养液重悬细胞，接种至９６孔板，接种密度为１×１０５，
每孔 １００μＬ，待细胞贴壁培养 ６ｈ后进行后续实验处
理，每组做 ６个复孔，待处理结束后，每孔加入 １０μＬ
ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），培养 ４ｈ，吸走培养液，每孔再
加入１５０μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），放置摇床振荡１０ｍｉｎ，
使结晶充分溶解，采用酶联免疫检测仪上光密度（ＯＤ）
于 ４９０ｎｍ波长处检测每孔的吸光度，吸光度最好在
０～０．７范围内。

细胞存活率（％）＝（ＯＤ试验组 ／ＯＤ对照组）×１００％
１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ１９．０统计学软件分析。至少取３次独立
实验结果，以均数±标准差（Ｘ±ｓ）表示，两组间比较采
用 ＬＳＤ法，多组间比较采用单向方差分析。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２ 结果

２．１ 低氧条件下对Ｈ９ｃ２细胞活力及凋亡的影响
对 Ｈ９ｃ２细胞进行常氧和低氧时间梯度（２，６，１２，

２４ｈ）处理，通过形态观察发现，与常氧组相比，低氧各
组细胞形态缩小、变形，详见图１Ａ；ＴＵＮＥＬ染色结果显
示，与常氧组相比，低氧各组 Ｈ９ｃ２细胞凋亡随时间梯
度逐渐增加，详见图 １Ｂ和图１Ｃ；ＭＴＴ分析结果显示，
与常氧组相比，低氧各组 Ｈ９ｃ２细胞的活力更差，详见
图 １Ｄ。可见，低氧降低了 Ｈ９ｃ２细胞的活力，并诱导了
Ｈ９ｃ２细胞的凋亡。
２．２ ＨＩＦ－１α和 ＰＡＲ１在低氧条件下 Ｈ９ｃ２细胞中
的表达情况

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，低氧条件下 Ｈ９ｃ２细胞中
ＨＩＦ－１α和ＰＡＲ１的表达上调，随着低氧时间梯度处理
有上升趋势，详见图２Ａ。ＷＢ结果与ｑＲＴ－ＰＣＲ检测结
果一致，详见图 ２Ｂ及图 ２Ｃ。可见，低氧诱导 ＨＩＦ－１α
和ＰＡＲ１的表达。
２．３ 敲除 ＰＡＲ１对低氧条件下 Ｈ９ｃ２细胞活力及细
胞凋亡的影响

构建ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ质粒，将ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝
胶电泳，初步验证质粒构建成功，详见图３Ａ。将构建好
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的质粒进行细胞转染，将Ｈ９ｃ２细胞分为４组，分别为常氧
组（Ａ组）、常氧＋ｓｉＮＣ组（Ｂ组）、低氧＋ｓｉＮＣ组（Ｃ组）
和低氧＋ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ组（Ｄ组）。ＷＢ结果显示，与 Ｃ组
比较，Ｄ组的ＰＲＡ１显著降低，表明细胞转染成功，详见
图３Ｂ和图３Ｃ。通过形态观察发现，在 Ｈ９ｃ２细胞中敲
除 ＰＡＲ１后再低氧处理 Ｈ９ｃ２细胞，相比于直接低氧处
理 Ｈ９ｃ２细胞，Ｈ９ｃ２细胞体积明显增大，详见图 ３Ｄ。
ＴＵＮＥＬ染色结果显示，在Ｈ９ｃ２细胞中敲除 ＰＡＲ１后再
低氧处理Ｈ９ｃ２细胞比直接低氧处理Ｈ９ｃ２细胞可明显
缓解由低氧引起的Ｈ９ｃ２细胞凋亡，详见图３Ｅ和图３Ｆ。

ＭＴＴ结果显示，在 Ｈ９ｃ２细胞中敲除 ＰＡＲ１后再低氧处
理 Ｈ９ｃ２细胞，比直接低氧处理 Ｈ９ｃ２细胞可明显提高
Ｈ９ｃ２细胞的活力，详见图３Ｇ。可见，在Ｈ９ｃ２细胞中敲除
ＰＡＲ１可改善由低氧引起的Ｈ９ｃ２细胞体积的缩小，增强
Ｈ９ｃ２细胞活力，并抑制Ｈ９ｃ２细胞的凋亡。
２．４ 敲除ＰＡＲ１对低氧条件下Ｈ９ｃ２细胞中ＨＩＦ－１α
及Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ表达的影响

低氧条件下会诱导Ｈ９ｃ２细胞凋亡，而Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ
信号通道已被报道可抑制细胞凋亡。为探讨低氧条件下

ＰＡＲ１表达对 Ｈ９ｃ２细胞的作用机制，将 ｓｉＮＣ和 ＰＡＲ１

低氧牗ｈ牘 ０ ２ ６ １２ ２４

Ａ

Ｃ Ｄ

１００

８０

６０

４０

２０

０

ＴＵＮＥＬ阳性细胞的百分数 ／％

０ ２ ６ １２ ２４
ｔ／ｈ牗低氧牘

细胞活力 ／％

０ ２ ６ １２ ２４
ｔ／ｈ牗低氧牘

Ａ．细胞形态 Ｂ，Ｃ．Ｈ９ｃ２细胞凋亡情况 Ｄ．Ｈ９ｃ２细胞活力情况
注：与０ｈ相比，Ｐ＜０．０１。

图１ 低氧条件下 Ｈ９ｃ２细胞活力及生存变化情况

１５０
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５０

０

低氧牗ｈ牘 ０ ２ ６ １２ ２４
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注：与０ｈ相比，Ｐ＜０．０５，△Ｐ＜０．０１。

图２ 低氧条件下 Ｈ９ｃ２细胞中 ＨＩＦ－１α和 ＰＡＲ１的表达情况

Ｂ

Ａ Ｂ Ｃ
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Ａ．ＰＣＲ产物凝胶电泳 Ｂ，Ｃ．ＷＢ分析细胞转染成功 Ｄ．Ｈ９ｃ２细胞形态 Ｅ，Ｆ．Ｈ９ｃ２细胞凋亡情况 Ｇ．Ｈ９ｃ２细胞活力情况
注：与Ｂ组比较，□Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１；与Ｃ组比较，△Ｐ＜０．０５，＃Ｐ＜０．０１。
图３ 敲除ＰＡＲ１对低氧条件下 Ｈ９ｃ２细胞形态、细胞凋亡及活力的影响

Ａ

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ ｓｉＮＣＰＣＲ产物ｓｉｐＡＲ１ＰＣＲ产物
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ＣＢ
Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组

Ｄ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组

Ｅ
阳性细胞的百分数 ／％

５０
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０

Ｆ

细胞活力 ／％
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Ｇ

１５０
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５０

０
Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｄ组



＃



△

ｓｉＲＮＡ质粒转染至Ｈ９ｃ２细胞２４ｈ后，对细胞进行低氧
处理 ６ｈ。通过 ＷＢ法和 ｑＲＴ－ＰＣＲ法检测 Ｂｃｌ－２和
Ｂａｘ的表达。ＷＢ结果显示，Ｂｃｌ－２在低氧时表达下降，
敲除 ＰＡＲ１后再低氧处理 Ｈ９ｃ２细胞，相比于低氧时增
加了 Ｂｃｌ－２的表达。而 Ｂａｘ在低氧时表达增加，敲除
ＰＡＲ１后再低氧处理 Ｈ９ｃ２细胞，相比于低氧时又降低
了Ｂａｘ的表达，详见图４Ａ。ｑＲＴ－ＰＣＲ结果与ＷＢ结果
一致，与常氧组相比，低氧组Ｂｃｌ－２表达下降，Ｂａｘ表达
下降上升；与 Ｃ组相比，Ｄ组 Ｂｃｌ－２表达被上调，详见

图 ４Ｂ。Ｂａｘ表达下降被下调，详见图 ４Ｃ。结果表明，在
低氧条件下，Ｈ９ｃ２细胞中敲除ＰＡＲ１可通过调控Ｂｃｌ－
２／Ｂａｘ的表达比例来抑制细胞的凋亡。
２．５ 抑制 ＨＩＦ－１α的表达对低氧条件下引起的
ＰＡＲ１上调的影响

将ｓｉＮＣ和ＨＩＦ－１αｓｉＲＮＡ转染至Ｈ９ｃ２细胞中２４ｈ
后再低氧处理细胞６ｈ，通过ＮＢ法和ＷＢ法检测ＨＩＦ－１α
和 ＰＡＲ１在 Ｈ９ｃ２心肌细胞中的表达。结果见图 ５Ａ和
图５Ｂ，与Ｃ组相比，低氧＋ＨＩＦ－１αｓｉＲＮＡ组（Ｅ组）明

组别 组别
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Ａ．ＷＢ法 Ｂ，Ｃ．ｑＲＴ－ＰＣＲ法
注：与 Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１；与Ｃ组比较，△Ｐ＜０．０１。
图４ 敲除ＰＡＲ１对 ＨＩＦ－１α，Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ表达的影响
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图５ 敲除ＨＩＦ－１α限制缺氧引起的 ＰＡＲ１的上调
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ＨＩＦ－１α

ＰＡＲ１

Ａｃｔｉｎ

Ａ

Ａ组 Ｂ组 Ｃ组 Ｅ组

ＨＩＦ－１α

ＰＡＲ１

Ａｃｔｉｎ

Ｂ

组别 组别

显限制了由缺氧引起的ＰＡＲ１的上调，表明低氧条件下
ＰＡＲ１的表达受ＨＩＦ－１α的正调控。

３ 讨论

缺氧常被用来解释心脏功能的改变，特别是在心肌

缺血的患者中，缺氧是一种常见现象犤１５犦。多数研究表

明，缺氧导致心肌缺血的致病机制非常复杂，如在轻度

或中度缺氧时，大脑的能量供应几乎未受到损害，严重

缺氧时会产生细胞毒性，引起细胞凋亡或死亡犤１６犦。细胞

凋亡主要是由于外源性死亡受体途径或线粒体途径介

导发生犤１７犦。因此，深入了解细胞凋亡在缺氧条件下的调

控机制，可为心肌缺血的治疗提供更具体的方法。

ＨＩＦ－１α是缺氧条件下参与血管生成、糖酵解代谢
和细胞增殖 ／存活过程中调控多个基因转录的关键蛋
白犤１８犦，是一种氧依赖性被细胞内泛素蛋白酶降解的蛋白

质犤１９犦。其只在缺氧条件下稳定表达，ＨＩＦ－１α积累和ＨＩＦ－１β
形成二聚体，二聚体激活启动子区中含有缺氧反应元件

（ＨＲＥｓ）的下游基因犤２０犦。ＨＩＦ－１α在常氧时不表达，在低
氧条件下高表达，且 ＨＩＦ－１α表达的上调可促进细胞
的凋亡犤２１－２２犦。本研究结果显示，ＨＩＦ－１α在低氧条件下

Ｈ９ｃ２细胞中高表达，且可诱导 Ｈ９ｃ２细胞的凋亡，与文
献犤２３犦报道一致。进一步在低氧条件下Ｈ９ｃ２细胞中转
染 ＨＩＦ－１αｓｉＲＮＡ，ＷＢ和 ＮＢ检测结果显示，ＨＩＦ－１α
可正调控ＰＡＲ１的表达，表明ＰＡＲ１可能是ＨＩＦ－１α的
下游。

ＰＡＲ１是一种Ｇ蛋白偶联的跨膜受体，为高亲和力
凝血酶受体犤７，２４犦，几乎在所有类型的血管壁细胞中表

达，包括内皮细胞、平滑肌细胞、血小板和巨噬细胞，

并参与了内皮细胞的凋亡 犤２５犦。本研究中通过 ＷＢ和
ＲＴ－ＰＣＲ法检测了 ＰＡＲ１在低氧条件下 Ｈ９ｃ２细胞
中的蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平，结果显示，ＰＡＲ１在低
氧条件下高表达。同时，当在 Ｈ９ｃ２细胞中敲除 ＰＡＲ１
后再低氧处理细胞，发现敲除 ＰＡＲ１可促进 Ｈ９ｃ２细
胞活力和抑制细胞凋亡，并上调 Ｂｃｌ－２的表达和下
调 Ｂａｘ的表达。Ｂｃｌ－２基因家族是通过调节细胞的生
存或死亡来维持组织的发育及稳态的，是一种新的原

癌基因，即细胞凋亡的调节因子犤２６犦，其他主要通过抑

制各种凋亡小体来延长细胞的存活犤２７犦。Ｂａｘ是一种加
速细胞死亡的同源蛋白，与 Ｂｃｌ－２活性相反 犤２８犦。但

Ｂｃｌ－２与 Ｂａｘ可相互作用，在体内形成异二聚体，Ｂａｘ
过表达会抑制 Ｂｃｌ－２的活性，引起细胞凋亡，两者表
达的比例发生变化会直接影响细胞的生存与凋亡犤２９犦，

故 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ信号通路是调节抗氧途径细胞凋亡的
变阻器犤３０犦。本研究结果显示，Ｈ９ｃ２细胞中敲除 ＰＡＲ１
可影响 Ｂｃｌ－２与 Ｂａｘ表达的比例，进而诱导 Ｈ９ｃ２细
胞的凋亡。

综上所述，低氧条件下，ＨＩＦ－１α通过正调控ＰＡＲ１
的表达，进而改变 Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ的表达比例，诱导 Ｈ９ｃ２
细胞凋亡。本研究结果为低氧条件下细胞凋亡引起的心

肌缺血提供了可能的治疗靶点。
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ｔｈｅｆｉｒｓｔｒｅｃｕｒｒｅｎｔＰＡＲ１ｄｅｌｅｔｉｏｎｉｎＬéｒｉ－Ｗｅｉｌｌｄｙｓｃｈｏｎｄｒｏｓｔｅｏ

ｓｉｓａｎｄｉｄｉｏｐａｔｈｉｃｓｈｏｒｔｓｔａｔｕｒｅｒｅｖｅａｌｓｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆａｎｏｖｅｌ
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犤１７犦ＥＬＭＯＲＥＳＡ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ：ＡＲｅｖｉｅｗｏｆＰｒｏｇｒａｍｍｅｄＣｅｌｌＤｅａｔｈ犤Ｊ犦．
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