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缺氧上调成纤维细胞葡萄糖转运蛋白１的表达
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　　［摘要］　目的　探讨成纤维细胞缺氧后葡萄糖转运蛋白１（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１，ＧＬＵＴ１）表达特点
与规律。方法　分离培养大鼠肺成纤维细胞，将细胞分成４组（ｎ＝３）：常氧组［普通培养箱（５％ＣＯ２，
２１％Ｏ２，３７℃）］及缺氧１２、２４、４８ｈ组［置缺氧培养箱（１％Ｏ２，５％ＣＯ２，９４％Ｎ２，３７℃）中培养１２、２４、
４８ｈ］。取各组细胞进行免疫荧光和免疫印迹分析蛋白水平的表达变化，ＲＴＰＣＲ分析细胞 ＧＬＵＴ１
ｍＲＮＡ水平的变化，ＧＯＤＰＡＰ测定培养上清葡萄糖含量。结果　免疫印迹检测结果显示，缺氧１２、２４、
４８ｈ组ＧＬＵＴ１的蛋白表达均显著高于常氧组（Ｐ＜０．０５），缺氧４８ｈ组ＧＬＵＴ１表达显著高于缺氧１２、
２４ｈ组（Ｐ＜０．０５），缺氧２４ｈ组与缺氧１２ｈ组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；免疫组化结果与免疫印
迹结果相一致，缺氧１２、２４、４８ｈ组ＧＬＵＴ１蛋白表达水平均高于常氧组；ＲＴＰＣＲ及琼脂糖凝胶电泳结
果显示，ＧＬＵＴ１ｍＲＮＡ表达水平随缺氧时间逐渐升高，缺氧１２ｈ组与常氧组相比差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），缺氧２４、４８ｈ组均显著高于常氧组（Ｐ＜０．０５），缺氧４８ｈ组显著高于缺氧２４ｈ组（Ｐ＜
００５）；缺氧１２、２４、４８ｈ组上清中葡萄糖含量均较常氧组显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　 缺氧上调大鼠
肺成纤维细胞ＧＬＵＴ１的表达，有利于细胞在缺氧状态下对葡萄糖的摄取。
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　　缺氧性肺动脉高压（ｈｙｐｏｘｉｃｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎ
ｓｉｏｎ，ＨＰＨ）是一种以肺血管重塑为主要病理变化的疾
病，其发病机制尚未完全明了［１－３］。目前认为，肺血管

收缩和重塑是缺氧性肺动脉高压形成的主要病理生理

基础［４］。在此过程中，肺动脉外膜出现大量的纤维增

生，肺动脉成纤维细胞发挥了重要作用［５－６］。葡萄糖

经糖酵解产生 ＡＴＰ是哺乳动物细胞缺氧时的主要能
量来源，其经载体跨膜转运进入细胞内是许多细胞糖

代谢的限速步骤，葡萄糖转运蛋白家族参与了其跨膜

转运这一过程。葡萄糖转运蛋白１（ｇｌｕｃｏｓｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
１，ＧＬＵＴ１）是葡萄糖转运蛋白家族中最具代表性的成
员之一，是组织细胞进行跨膜转运葡萄糖的重要载

体［７－９］，其广泛分布于间质组织、红细胞、血脑屏障、胎

盘的基底膜和内皮细胞等［１０］。在缺氧条件下，成纤维

细胞是否通过 ＧＬＵＴ１上调促进葡萄糖转运尚不清
楚。本研究拟通过检测 ＧＬＵＴ１的表达，探讨缺氧性
肺动脉高压形成过程中早期成纤维细胞葡萄糖摄取的

特点，为缺氧性肺动脉高压形成的机制提供新的依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＧＬＵＴ１抗体（Ａｂｃａｍ公司）；辣根过氧化物酶标
记山羊抗小鼠ＩｇＧ＋ＩｇＭ、辣根过氧化物酶标记山羊抗
兔ＩｇＧ＋ＩｇＭ、Ｃｙ３标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（中杉
金桥生物有限公司）；ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ总 ＲＮＡ提取试剂盒
（天根生化科技有限公司）；ｃＤＮＡ合成及荧光定量产
品（宝生物工程有限公司）；ＤＭＥＭ高糖培养基、胰蛋
白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ公司）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司）；二甲基
亚砜（Ｓｉｇｍａ公司）；其余常规试剂为国产分析纯。超
净工作台（苏州净化设备厂）；ＣＯ２培养箱（ＮＵＡＩＲ公
司）；低氧培养箱（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ科技公司）；ＰＣＲ仪
（ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　方法
１．２．１　大鼠肺成纤维细胞的分离培养　　采用组织

块培养法分离培养肺成纤维细胞，取正常 ＳＤ大鼠肺
组织，置于含有１０×１０４Ｕ／Ｌ的氨苄青霉素和１００ｍｇ／Ｌ
硫酸链霉素的ＰＢＳ中，反复漂洗３～５次，移至培养皿
中去除脂肪和结缔组织，用眼科剪剪成１ｍｍ３左右组
织块，用眼科镊将组织块在培养皿上均匀摆置，每小块

间距５ｍｍ左右，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ、１００Ｕ／ｍＬ
青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素配制成 ＤＭＥＭ完全培养
基，每３天换液１次，形成细胞系后，取第３代细胞用
于实验。

１．２．２　细胞缺氧　　细胞以５×１０５／ｍＬ的密度传代
培养，常规培养２ｄ后细胞约占培养瓶底部８％，将细
胞分为常氧组和缺氧组（１２、２４、４８ｈ），常氧组细胞置
常规培养箱内（５％ ＣＯ２）培养，缺氧各组细胞置缺氧
培养箱内培养（１％ Ｏ２，５％ ＣＯ２，９４％ Ｎ２），在接种细
胞后，依次将４８、２４、１２ｈ组放入低氧培养箱中培养，
未放入前均放于常氧培养箱中，常氧组则在常氧培养

箱中培养４８ｈ后统一取出测定各指标。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　细胞经Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ裂
解液裂解后提取总蛋白，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ测定蛋白浓度，变
性后取４０μｇ经１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ，转移到 ＰＶＤＦ膜上，
５％脱脂奶粉室温封闭１ｈ，用小鼠抗大鼠 ＧＬＵＴ１单
抗４℃孵育过夜，洗膜后加入辣根过氧化物标记的山
羊抗小鼠二抗，室温孵育１ｈ，ＥＣＬ显影，用凝胶成像分
析系统进行扫描并记录光密度强度。缺氧诱导因子
１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）在常氧条件
下很快会被降解，在缺氧条件能够稳定表达，以其作为

急慢性缺氧的标志物。实验结束后，将各条带与同一

膜上常氧组第一泳道上的条带进行比较形成相对灰

度，以相对灰度值进行统计学分析。

１．２．４　ＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ水平　　使用 ＲＮＡｓｉｍｐｌｅ总
ＲＮＡ提取试剂盒提取细胞总ＲＮＡ，然后用逆转录试剂
盒将 ｍＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反
应条件：９５℃、３０ｓ，９５℃、５ｓ，６０℃、２５ｓ，７２℃、２５ｓ，
７２℃、３ｍｉｎ，４０个循环，通过Ｃｔ值计算缺氧组ＧＬＵＴ１
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基因相对于常氧组的变化倍数。采用１．５％的琼脂糖
凝胶电泳检测各组 ＧＬＵＴ１ｍＲＮＡ的表达。ＧＬＵＴ１：
上游引物５′ＣＧＴＣＣＡＴＴＣＴＣＣＧＴＴＴＣＡ３′，下游引物５′
ＧＣＧＧＴＧＧＴＴＣＣＡＴＧＴＴＴＧ３′，２０８ｂｐ；βａｃｔｉｎ：上游引
物 ５′ＧＴＧＧＧＣＣＧＣＣＣＴＡＧＧＣＡＣＣＡ３′，下游引物 ５′
ＣＧＧＴＴＧＧＣＣＴＴＡＧＧＧＴＴＣＡＧＡＧＧＧ３′，２４５ｂｐ。
１．２．５　免疫组织化学　　将大鼠皮肤成纤维细胞培
养于玻片上，４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗
５ｍｉｎ×３次，５％山羊血清室温封闭１ｈ，加入小鼠抗
大鼠 ＧＬＵＴ１抗体 ４℃孵育过夜，ＰＢＳ漂洗 ５ｍｉｎ×
３次，加入山羊抗小鼠 ＩｇＧ，室温孵育１ｈ后 ＰＢＳ漂洗
５ｍｉｎ×３次，ＤＡＢ显色，苏木精复染，中性树脂封片，
显微镜下观察并拍照。

１．２．６　细胞培养上清中葡萄糖含量测定　　细胞经
低糖培养基培养后，进行缺氧处理，按照南京建成葡萄

糖测定试剂盒（葡萄糖氧化酶过氧化物酶法，ＧＯＤ
ＰＡＰ法）测定细胞培养上清葡萄糖含量。
１．３　统计学方法
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１６．０统计软
件进行单因素方差分析，组间比较采用非配对样本

ｔ检验。

２　结果

２．１　缺氧对肺成纤维细胞形态的影响
　　常氧与缺氧条件下培养的肺成纤维细胞在形态上
有明显差别。光学显微镜下，常氧组细胞呈长梭形、放

射状生长（图１Ａ），缺氧组细胞体积较大，个别细胞由
梭形变为圆形、三角形，且生长速度受到影响，缺氧

２４ｈ组和缺氧４８ｈ组尤为显著（图１Ｂ～Ｄ）。
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Ａ：常氧组；Ｂ：缺氧１２ｈ组；Ｃ：缺氧２４ｈ组；Ｄ：缺氧４８ｈ组
图１　缺氧对培养大鼠肺成纤维细胞形态的影响　（ＬＭ ×１００）

２．２　肺成纤维细胞缺氧后 ＧＬＵＴ１的蛋白表达量
升高

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示（图２），ＧＬＵＴ１的蛋
白表达随着缺氧时间的延长逐渐增加，缺氧１２、２４ｈ
和４８ｈ组与常氧组相比较，差异均具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），缺氧２４ｈ组与缺氧１２ｈ组差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５），缺氧４８ｈ组与缺氧１２ｈ组、缺氧２４ｈ
组相比较，ＧＬＵＴ１表达显著升高（Ｐ＜０．０５）。免疫组
织化学同样检测到ＧＬＵＴ１表达具有时间依赖性升高
趋势（图３）。
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１：常氧组；２：缺氧１２ｈ组；３：缺氧２４ｈ组；４：缺氧４８ｈ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００５，与常氧组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺氧１２、２４ｈ组比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧对肺成纤维细胞ＧＬＵＴ１蛋白

表达的影响
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Ａ：常氧组；Ｂ：缺氧１２ｈ组；Ｃ：缺氧２４ｈ组；Ｄ：缺氧４８ｈ组
图３　免疫组织化学检测缺氧对肺成纤维细胞ＧＬＵＴ１蛋白

表达的影响　（ＳＰ×４００）
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２．３　肺成纤维细胞缺氧后 ＧＬＵＴ１ｍＲＮＡ表达水平
升高

　　通过 ＲＴＰＣＲ及琼脂糖凝胶电泳结果显示，
ＧＬＵＴ１ｍＲＮＡ表达水平随缺氧时间推移逐渐升高，缺
氧１２ｈ组与常氧组相比，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５），缺氧２４、４８ｈ组均显著高于常氧组（Ｐ＜０．０５），
缺氧４８ｈ组显著高于缺氧２４ｈ组（Ｐ＜０．０５），见表１、
图４。

表１　荧光定量ＰＣＲ检测缺氧对肺成纤维细胞
ＧＬＵＴ１ｍＲＮＡ表达的影响

缺氧时间

（ｈ）

ＧＬＵＴ１

Ｃｔ
βａｃｔｉｎ

Ｃｔ
△Ｃｔ △△Ｃｔ ２－△△Ｃｔ

０ １７．４１８８２１２．４５４２６４．９６４５６３ ０ １

１２ １６．０１６３４１２．４５５４２３．５６０９２３ －１．４０３６４２．６４５６８３

２４ １６．８９２５８１４．２２０４２２．６７２１５７ －２．２９２４１４．８９８７２６

４８ １６．１８０２２１４．５５３６３１．６２６５９３ －３．３３７９７１０．１１１８１
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１：常氧组；２：缺氧１２ｈ组；３：缺氧２４ｈ组；４：缺氧４８ｈ组

Ａ：ＲＴＰＣＲ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与

常氧组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与缺氧１２ｈ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，

与缺氧２４ｈ组比较

图４　ＲＴＰＣＲ检测缺氧对肺成纤维细胞ＧＬＵＴ１ｍＲＮＡ

表达的影响

２．５　肺成纤维细胞缺氧后细胞培养上清中葡萄糖含
量降低

　　各组加入 ＤＭＥＭ低糖培养基（葡萄糖糖浓度
５．５ｍｍｏｌ／Ｌ），经常氧或缺氧处理后，检测细胞培养上
清葡萄糖含量发现，缺氧 １２ｈ（０．９４ｍｍｏｌ／Ｌ）、２４ｈ
（０３４ｍｍｏｌ／Ｌ）和 ４８ｈ（０．８４ｍｍｏｌ／Ｌ）组较常氧组
（１６３ｍｍｏｌ／Ｌ）上清中葡萄糖含量显著降低，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　葡萄糖的优先利用可以在产生相同分子数 ＡＴＰ
时节约用氧，在缺氧习服过程中，围绕“氧／ＡＴＰ”这一
矛盾，机体进行复杂而有序的代谢调整，以适应缺氧环

境［１１－１２］。本实验结果发现，缺氧１２、２４、４８ｈ后，大鼠
肺成纤维细胞培养上清中葡萄糖含量较常氧组显著降

低（Ｐ＜０．０５），因葡萄糖上清含量是在离体下检测的，
虽不足以反映成纤维细胞在体时葡萄糖摄取的情况，

但是这一指标的变化间接反映了成纤维细胞葡萄糖摄

取的能力。这一能力的增强对于缓解“氧／ＡＴＰ”矛盾，
增强成纤维细胞耐缺氧能力具有重要意义。虽然４８ｈ
显著高于２４ｈ组上清含量，但这可能与细胞的凋亡或
增殖有关（在缺氧４８ｈ后，细胞在形态上和数量上都
发生明显变化，图１）。
　　葡萄糖跨膜转运的过程十分复杂，ＧＬＵＴ１是葡萄
糖转运蛋白家族中最具代表性的成员之一，是组织细

胞进行跨膜转运葡萄糖的重要载体［１３］。本研究结果

显示，当大鼠肺成纤维细胞缺氧１２ｈ后，ＧＬＵＴ１蛋白
表达水平上调，缺氧４８ｈ表达上调更为显著，与免疫
组化结果一致。本实验进一步明确了，缺氧时ＧＬＵＴ１
ｍＲＮＡ的水平随缺氧时间的延长持续升高。Ｂｒｕｃｋｎｅｒ
等［１４］研究也发现，脑组织缺氧 ２０ｍｉｎ即可检测到
ＧＬＵＴ１ｍＲＮＡ水平的升高。但缺氧组 ＧＬＵＴ１蛋白
水平的变化先于其ｍＲＮＡ水平，提示这可能与成纤维
细胞葡萄糖转运的储备能力有关。

　　肺血管外膜成纤维细胞增殖和细胞外基质成分堆
积是慢性缺氧性肺动脉高压和血管重塑的重要血管病

变。有研究证实，缺氧诱导的肺血管重塑需要募集单

核／巨噬细胞［５］，纤维细胞［１５］等血液中循环的间质祖

细胞，而成纤维细胞［１６］、成肌纤维母细胞［１７］等均来源

于间质祖细胞。这些细胞产生大量的细胞外基质沉积

于血管周围，肺动脉外膜和中膜增厚，动脉管腔直径缩

小，肺组织的生物活性和功能表型都发生适应性改变，

是造成不可逆性肺血管重塑和持续性肺动脉高压的关

键。ＧＬＵＴ１蛋白在成纤维细胞中调控葡萄糖的转运，
是能量供给的“关卡”，缺氧条件下，这些细胞的功能

发挥依赖于细胞能量的供给，ＧＬＵＴ１表达增加导致细
胞对葡萄糖的消耗增多，有利于成纤维细胞在缺氧条

件下对葡萄糖的利用，从而使得成纤维细胞仍能进行

胶原等细胞外基质的合成。本研究发现，在缺氧条件

下，肺成纤细胞中 ＧＬＵＴ１的蛋白和 ｍＲＮＡ水平均表
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达升高，培养上清中葡萄糖含量降低。这对于维持成

纤维细胞缺氧条件下的能量代谢尤为重要，而成纤维

细胞在缺氧肺动脉高压的形成中发挥重要作用。

ＧＬＵＴ１是 ＨＩＦ１α下游的靶基因，受到 ＨＩＦ１α的调
控，但其具体的机制还不明确，有待进一步实验证明。
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