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高效稳定表达人缺氧诱导因子抑制因子肠上皮细胞株的建立

王+ 裴，戚华兵，陈传莉，刘依凌，赵+ 云，王凤君+ + （第三军医大学西南医院全军烧伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重
点实验室，重庆 %""",’）

+ + 摘+ 要：目的+ 通过转染含有人 -./全长 0123 的质粒 40123,5 !#6$#/78#3#-./，建立 -./ 高效表达的肠上皮细胞
株。方法+ 对 40123,5 !#6$#/78#3#-./ 进行扩增、提取，用脂质体 974:;<0=>?7@< &""" 将 40123,5 !#6$#/78#3#-./ 转入
A>0:#&细胞，经 B%!’ 筛选并逐步传代，CD#EAC和 F<8=<G@ HI:=法检测阳性细胞克隆 -./ ?C23和蛋白表达。结果+ 转染
40123,5 !#6$#/78#3#-./后 A>0:#& 细胞 -./ ?C23是普通 A>0:#& 细胞的 !5 (’ 倍，而 -./蛋白含量是普通 A>0:#& 细胞的
!5 )" 倍。结论+ 成功建立了高效、稳定表达人 -./基因的肠上皮细胞株。

+ + 缺 氧 诱 导 因 子（ JK4:L7>#7@MN07HI< ;>0=:G#!!，
/.-#!!）通过调控与缺氧反应相关的靶基因转录而在
缺氧反应中起重要作用。研究表明，烧伤后 /.-#!!
?C23及蛋白表达升高，并对烧伤后细胞能量代谢及
葡萄糖转运具有调控作用［! O ,］。近来研究表明，/.-#!
抑制因子（ ;>0=:G 7@J7H7=7@P /.-#!，-./）在 /.-#!! 转录
活性的调控中具有重要作用。为此，我们成功建立了

高表达 -./的肠上皮细胞株，旨在为深入研究 /.-#!!
的作用及其调控机制搭建技术平台。

!" 材料与方法

!5 !+ 材料
+ + 人肠上皮细胞株 A>0:#& 由上海细胞所提供；含人 -./全长
0123的质粒 40123,5 !#6$#/78# 3#-./ 由美国得克萨斯西南
医学中心 QGN70R博士惠赠。-./抗体由 2:SN8 Q7:I:P70>I8生产；
"#>0=7@抗体购自 T7P?> 公司；U4=7#VWV、974:;<0=>?7@< &"""、DG#
7X:I、DJ<G?:T0G74=CD#EAC TK8=<?购自 .@S7=G:P<@公司。

!5 &+ 方法
!5 &5 !+ 质粒扩增与提取+ + 将 40123,5 !#6$#/78#3#-./ 质粒
转染大肠杆菌 1/$!，提取质粒。
!5 &5 &+ -./基因转染+ + 待培养皿中 A>0:#& 细胞生长至 )"Y
Z’"Y融合时，用 U4=7#VWV 培养基漂洗后，加入 123、974:#
;<0=>?7@< &"""及 U4=7#VWV。培养 ’ Z !& J 后弃 U4=7#VWV，改
用含 !"Y小牛血清的 1VWV培养液培养。
!5 &5 ,+ 阳性克隆的筛选 + + 转染 &% J 后将细胞传代再培养
&% J，改用含 B%!’（$"" #P [ ?I）的 1VWV 培养液培养，直到阳
性克隆形成。
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!5 &5 %+ 阳性克隆的鉴定
!5 &5 %5 !+ CD#EAC方法+ + 用 DG7X:I提取总 C23，C23的逆转
录、EAC 反应按 DJ<G?:T0G74= CD#EAC TK8=<? 试剂盒使用说明
进行。引物及扩增条件为：$ B3E1/（ B<@Q>@R 登录号：
QA"’,$!!）引物上游为 $\#DA33ABB3DDDBBDABDABD3DDB#
,\，下游为 $\#DBB33B3DBBDB3DBBB3DD#,\。扩增 条 件：
(% ]，$ ?7@；(% ] %$ 8，$" ] ," 8，)& ] %$ 8，,$ 个循环；)& ]
!" ?7@。EAC产物片段为 &!! H4。%-./（B<@Q>@R登录号：2V
^"!)("&）引物：上游为 $\#A3BDDBABA3BDD3D3BADDA#,\，下
游为 $\#BAA3DADDADDADA3DA3D3B#,\。扩增条件：(% ]，
$ ?7@；(% ] %$ 8，$& ] ," 8，)& ] %$ 8，,$ 个循环；)& ] !"
?7@。EAC产物片段为 &,* H4。将 EAC 产物行琼脂糖凝胶电
泳，AJ<?71:0 _CT图像仪扫描，‘N>@=7=K U@< 软件分析密度，以
目的基因密度与内参 B3E1/密度的比值作为目的基因表达的
相对含量。

!5 &5 %5 &+ F<8=<G@ HI:=方法+ + 冷 EQT漂洗细胞后加入上样缓
冲液裂解细胞，!& """ a ! 离心 $ ?7@，取上清行 )5 $Y T1T#
E3BW电泳并转移至 E61- 膜。$Y 脱脂奶粉封闭 ! J，加入
-./抗体（!b ! """）或 "#>0=7@ 抗体（!b $ """），% ]孵育过夜。
洗膜后加入 /CE标记二抗（!b $ """），室温孵育 ! J。洗膜后加
入发光液，AJ<?71:0 _CT 图像仪采集信号，‘N>@=7=K U@< 软件
分析密度，以目的蛋白密度与内参 "#>0=7@ 密度的比值作为目
的蛋白表达的相对含量。

!5 ,+ 统计学分析
+ + 数据均以 !" c #表示，组间比较采用 $检验。

#" 结果

&5 !+ 转染 -./对肠上皮细胞 -./ ?C23表达的影响
+ + CD#EAC可在普通 A>0:#& 细胞检测到 -./ ?C23（图 !），
表明正常肠上皮细胞即有 -./表达。但在转染 -./基因的 A>#
0:#& 细胞，-./ ?C23 明显高于未转染 -./ 基因的 A>0:#& 细
胞。转染 -./基因与否对内参 B3E/1 ?C23的表达无明显影
响。相对定量分析结果显示，转染 -./ 基因后 A>0:#& 细胞的
-./ ?C23含量为（"5 %** c "5 !"$），而未转染 -./ 基因的 A>#
0:#& 细胞的 -./ ?C23含量为（"5 &,$ c "5 !*(），前者为后者的
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$# !% 倍。二者比较，差异显著（! & ’( ’)），提示稳定转染 *+,
-./0后，肠上皮细胞 *+, -./0表达显著增加。
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$：1/0标准；2、3：未转染 *+,的 456782 细胞；9、)：稳定转染 *+,的

456782 细胞

图 !" 转染 #$%前后 &’()*+ 细胞 #$% ,-./表达的变化

2# 2" 转染 *+,基因对肠上皮细胞 *+,蛋白表达的影响
" " 普通 456782 细胞也有 *+,蛋白表达（图 2），但在转染 *+,
基因的 456782 细胞，*+,蛋白表达明显高于未转染 *+,基因的
456782 细胞。转染 *+, 基因前后，内参 !856:;< 蛋白表达无明
显变化。相对定量分析结果显示，转染 *+,基因的 456782 细胞
的 *+, 蛋白含量为（’# $’’ = ’# ’9!），是未转染 *+,基因的 458
6782 细胞（’# ’)! = ’# ’$’）的 $# >’ 倍，二者比较，差异显著（! &
’( ’)）。提示稳定转染 *+,基因后，肠上皮细胞 *+, 蛋白表达
显著增加。
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$：未转染 *+,的 456782 细胞；2：稳定转染 *+,的 456782 细胞

图 +" 转染 #$%前后 &’()*+ 细胞 #$%蛋白表达的变化

0" 讨论

" " 机体对缺氧的适应性反应涉及到一系列分子机
制，诸多调节因子参与这一适应性反应过程的调节，其

中 ,+*8$ 居于关键地位，被认为是缺氧适应性反应中
最重要的核转录调控因子。,+*8$ 是一个由 ,+*8$#
亚基和 ,+*8$! 亚基组成的异二聚体，,+*8$# 亚基的
表达受氧浓度调节，而 ,+*8$! 亚基则持续表达，不受
氧浓度的影响。,+*8$#亚基的表达和转录活性，决定
了 ,+*8$ 的生物学活性。缺氧时细胞中广泛表达的
,+*8$#蛋白稳定性增加，转位入核，与 ,+*8$! 形成二
聚体，结合在靶基因调控序列的缺氧反应元件上，诱导

了大量基因的表达，这些基因的表达产物参与调控缺

氧适应性反应的诸多环节如红细胞生成、糖酵解增加、

血管生成等［3］。

" " 目前普遍认为，*+,在 ,+*8$#转录活性的调控中
具有非常重要的作用［)，?］。常氧条件下，*+,通过至少

两种不同的机制抑制了 ,+*8$#的转录活性，一是通过
募聚组蛋白脱乙酰酶抑制了染色质重构，二是通过羟

化 ,+*8$# 48末端转录激活结构域中的天冬酰氨残基
（0@<%’9），阻止了 ,+*8$# 与共激活因子 4AB C D9’’、
D$?’ C E.48$ 等蛋白的结合。这种翻译后修饰提供了
一种后备机制，使常氧下未被降解的 ,+*8$#蛋白都被
灭活，从而不能发挥 48末端转录激活结构域活性。低
氧状态下，*+, 活性受到抑制，羟化被终止，*+, 脱离
,+*8$#，使 48末端转录激活结构域可以聚集 D9’’ C
4AB 等共激活因子，从而增强 48末端转录激活结构域
转录活性。

" " 为了深入研究严重烧伤缺血缺氧时 ,+*8$# 的作
用及 *+,对 ,+*8$# 转录活性的调控，我们采用脂质
体转染法将含有人 *+,全长 61/0序列的真核表达重
组质粒 D61/09# $8F)8,;@808*+, 转入 456782 肠黏膜
上皮细胞，并分别采用 .G8B4.及 HI@:IJ< KL7:方法对
阳性克隆细胞进行 *+, -./0及蛋白表达的鉴定。结
果表明，稳定转染人 *+, 基因的 456782 细胞的 *+,
-./0及蛋白表达均较未转染人 *+, 基因的普通 458
6782 细胞明显增加，分别为普通 456782 细胞的 $# !%
倍和 $# >’ 倍。提示，人 *+, 基因已在 456782 细胞高
效稳定表达，即成功建立了高效稳定表达人 *+, 的肠
上皮细胞株。为进一步研究烧伤后 *+, 对 ,+*8$# 转
录活性的调控并探索 ,+*8$# 在缺血缺氧反应中的作
用搭建了关键的技术平台。
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