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低氧条件下沉默HIF-1α与TNF-α、IL-6的相关性

研究及人真皮微血管内皮细胞生物学行为的变化
罗  鸿  桂福强  刘  洪*  张  矛  赵  渝

(重庆医科大学附属第一医院血管外科, 重庆 400016)

摘要      该文探讨了低氧条件下沉默缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)与
肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素-6(interleukin-6, IL-6)的相关性及人真皮微

血管内皮细胞生物学行为的变化。采用三气培养箱培养人真皮微血管内皮细胞, 根据时间和氧浓

度分组, 确定最适培养时间及缺氧浓度。同时, 构建靶向HIF-1α的腺病毒并感染人真皮微血管内

皮细胞, 分为对照组、空载组和沉默组。应用RT-PCR和Western blot检测HIF-1α、TNF-α和IL-6的 
mRNA和蛋白质水平。Transwell检测细胞迁移能力, 流式细胞技术观察细胞凋亡及细胞周期变化。

结果显示, 缺氧条件下, HIF-1α、TNF-α和IL-6的表达随缺氧时间延长而增加, 随氧浓度降低而增

加。与对照组相比, 沉默组的细胞迁移能力(P<0.01)及周期(P<0.01)均明显抑制, 细胞凋亡明显增

加(P<0.01)。与对照组相比, 沉默组TNF-α和IL-6的mRNA和蛋白质水平均减少(P<0.01)。由此可见, 
缺氧条件下, HIF-1α、TNF-α和IL-6的表达呈时间依赖性和氧浓度递减依赖性。人真皮微血管内皮

细胞HIF-1α的表达与炎性因子TNF-α、IL-6具有明显的正相关。沉默HIF-1α后, 能明显抑制细胞增

殖, 抑制细胞迁移, 促进细胞凋亡。
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The Relationship among HIF-1α, TNF-α and IL-6 and the Change of the 
Biological Behavior of Human Dermal Microvascular 

Endothelial Cells after Silencing HIF-1α Gene under Hypoxia

Luo Hong, Gui Fuqiang, Liu Hong*, Zhang Mao, Zhao Yu
(Department of Vascular Surgery, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract       This work is aimed to study the relationship among hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α), tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) and observe the change of the biological behavior of human dermal 
microvascular endothelial cells (HDMECs) after silencing HIF-1α gene under hypoxia. A three-gas incubator was used 
to cultured the HDMECs, which were grouped by the time and oxygen concentration to determine the optimum culture 
time and hypoxia concentration. Meanwhile, adenovirus targeting HIF-1α was constructed and infected HDMECs. 
The HDMECs were divided into control group,  non-HIF-1α-siRNA group and HIF-1α-siRNA group. RT-PCR and 
Western blot were then used to detect the mRNA and protein levels of HIF-1α, TNF-α and IL-6, respectively. The 
cell migration ability was detected by Transwell, and apoptosis and cycle changes were observed by flowcytometry. 



罗    鸿等: 低氧条件下沉默HIF-1α与TNF-α、IL-6的相关性研究及人真皮微血管内皮细胞生物学行为的变化 63

Under hypoxia, the gene expressions of HIF-1α, TNF-α and IL-6 increased with the increase of hypoxia time, and 
increased with the decrease of oxygen concentration. Compared with the control group, the cell migration ability 
(P<0.01) and the cycle (P<0.01) of the HIF-1α-siRNA group were significantly inhibited, and the apoptosis was 
significantly increased (P<0.01). Compared with the control group, the mRNA and protein levels of TNF-α and IL-6 
genes in HIF-1α-siRNA group were decreased (P<0.01). So, under hypoxia, the gene expressions of HIF-1α, TNF-α 
and IL-6 were in time dependent and oxygen concentration decreasing dependent manner. The expression of HIF-1α in 
HDMECs was positively related to inflammatory factors TNF-α and IL-6. Silencing HIF-1α can obviously inhibit cell 
proliferation, inhibit cell migration and promote apoptosis.

Keywords       hypoxia inducible factor; human dermal microvascular endothelial cells; venous ulcer; 
biological behavior; inflammatory factors

下肢静脉溃疡是一种常见的下肢慢性疾病, 欧
美国家发病率为1.0%~2.0%[1], 我国为0.4%~1.3%[2], 
并随着年龄的增加而增高[3], 年龄大于65岁人群中

发病率高达5.0%[4]。慢性静脉溃疡的具体发生机制非

常复杂, 至今尚未完全阐明, 但研究证实, 慢性静脉功

能不全导致静脉高压是溃疡发生的病理生理基础[5]。

在下肢静脉溃疡中, 静脉高压引起皮肤微循环改变、

组织缺氧、炎性因子释放(如白介素类、肿瘤坏死

因子等), 从而导致静脉溃疡的形成[6]。

临床上, 通过经皮氧分压测量发现溃疡周围组

织氧分压低于正常组织, 提示溃疡周围存在缺氧现

象[7]。在缺氧环境中 , 缺氧诱导因子 -1α(hypoxia indu-
cible factor-1α, HIF-1α)发挥着重要调控作用 , 在细胞代

谢[8-9]和炎症反应[10]等方面都起着重要的调控作用。

人真皮微血管内皮细胞(human dermal micro-
vascular endothelial cells, HDMECs)是衬附于皮肤

微血管内壁的一种细胞[11], 参与构成组织与血液之

间的屏障[12], 是皮肤微循环功能障碍影响的第一靶

细胞。HDMECs通过释放炎性细胞因子和趋化因

子, 在炎症形成中扮演着关键的角色[13]。肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)作为一个炎

性细胞因子, 作用于毛细血管内皮细胞后, 能导致白

细胞募集、血栓形成及组织硬化等炎性反应。白介

素-6(interleukin-6, IL-6)有许多炎性免疫功能, 在静

脉溃疡的炎性反应形成中也发挥着重要作用。

目前, HIF-1α在下肢静脉溃疡中的研究报道甚

少。因此, 我们通过模拟低氧环境培养人真皮微血

管内皮细胞, 用腺病毒沉默HIF-1α基因, 检测细胞中

HIF-1α、TNF-α、IL-6等基因的表达变化, 以探讨缺

氧条件下HIF-1α与TNF-α、IL-6的相互关系; 同时, 
观察沉默HIF-1α后人真皮微血管内皮细胞生物学行

为的变化, 进而探讨静脉性溃疡发生的可能机制。

1   材料与方法 
1.1   主要试剂及仪器

HDMECs购自北京北纳创联生物技术研究院; 
三气培养箱、CO2培养箱均购自美国Thermo公司; 
Trizol、逆转录试剂盒购自日本TaKaRa公司; PCR引
物购自生工生物工程(上海)股份有限公司; BCA蛋

白质浓度测定试剂盒、SDS-PAGE凝胶配制胶试剂

盒购自上海碧云天生物技术有限公司; 兔抗人HIF-
1α抗体、兔抗人IL-6、兔抗人TNF-α抗体购自沈阳

万类生物科技有限公司; 山羊抗兔二抗购自武汉博

士德生物工程有限公司; 腺病毒购自武汉维诺赛生

物科技有限公司。

1.2   细胞株

细胞培养基由10%新生小牛血清和RPMI 1640
组成, 37 °C条件下置于含有21% O2及5% CO2的培养

箱中培养。

1.3   腺病毒感染

细胞传代计数接种培养板, 当细胞汇合度达

80%~90%时换液, 加入腺病毒, 培养2~3 d, 在荧光显

微镜下观察带有绿色荧光蛋白标记的细胞情况。

1.4   沉默HIF-1α对细胞迁移性的影响

利用Transwell实验检测人真皮微血管内皮细

胞对照组、空载组及沉默组的细胞迁移能力。收

集各组对数期细胞制备悬液, 24孔板中置入小室, 小
室内加入200 μL无血清培养基, 小室外加入600 μL
有血清培养基, 接种细胞于小室中, 每孔细胞计数约

2×104个。置入三气培养箱低氧(1% O2、5% CO2、

94% N2)培养24 h, 于倒置显微镜下观察细胞形态及

迁移状况并采集图像。
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1.5   沉默HIF-1α对细胞凋亡的影响

培养人真皮微血管内皮细胞, 待细胞进入对数

期时, 将对照组、空载组和沉默组同时置入三气培

养箱培养24 h(1% O2、5% CO2、94% N2), PBS清洗

2~3次, 加入1 mL胰蛋白酶消化1 min, 再加入培养

基中和, 然后1 000 r/min离心5 min,  最后加入1 mL 
PBS重悬, 保存在1.5 mL EP管中, 进行细胞凋亡检

测, 记录检测结果。

1.6   沉默HIF-1α对细胞周期的影响

培养人真皮微血管内皮细胞, 待细胞进入对数

期时, 将对照组、空载组和沉默组同时置入三气培

养箱培养24 h(1% O2、5% CO2、94% N2), PBS清洗

2~3次, 加入1 mL胰蛋白酶消化1 min, 再加入培养基

中和, 然后放入低温(4 °C)离心机中1 000 r/min离心

5 min, 最后加入1 mL预冷的75%乙醇重悬并震荡, 保
存在1.5 mL EP管中, 进行细胞周期检测, 记录检测结

果。

1.7   RT-PCR检测

培养人真皮微血管内皮细胞, 待细胞进入对数

期时, 将对照组、空载组和沉默组同时置入三气培

养箱中培养48 h(1% O2、5% CO2、94% N2)。常规使

用Trizol提取总RNA, 以日本TaKaRa公司的Premier作
为引物进行逆转录反应。以生工生物工程(上海)股
份有限公司设计的引物进行扩增反应。引物设计如

下。HIF-1α上游引物 : 5′-TGC AAC ATG GAA GGT 
ATT GC-3′, 下游引物 : 5′-TTC ACA AAT CAG CAC 
CAA GC-3′; TNF-α上游引物: 5′-AAC CTC CTC TCT 
GCC ATC AA-3′, 下游引物 : 5′-CTG AGT CGG TCA 
CCC TTC TC-3′; IL-6上游引物 : 5′-CAC ACA GAC 
AGC CAC TCA CC-3′, 下游引物: 5′-AGT GCC TCT 
TTG CTG CTT TC-3′; GAPDH上游引物: 5′-AAT TGA 
ATG AGG AGC AGG TCG A-3′, 下游引物: 5′-CCT 
GTC CTT CTT CGC CTC GTA-3′。PCR反应条件为: 
95 °C 30 s; 95 °C 5 s; 60 °C 30 s(39个循环); 95 °C15 s; 
60 °C 30 s; 95 °C 15 s。
1.8   Western blot分析

培养人真皮微血管内皮细胞, 待细胞进入对

数期时, 将对照组、空载组和沉默组同时置入三气

培养箱中培养48 h(1% O2、5% CO2、94% N2)。提

取各组细胞总蛋白, 经变性、电泳、转膜后, 5%脱

脂牛奶封闭, 分别加入兔抗人HIF-1α(1500׃)、TNF-
α(1500׃)、IL-6(1000 1׃)、β-actin(1000 2׃)抗体, 4 °C

过夜孵育, TBST清洗3次, 每次10 min, 加入山羊抗

兔二抗(1000 3׃), 室温孵育2 h, TBST清洗3次, 每次

10 min, ECL发光液显影, 观察结果, 采用Fusion-Capt
软件进行目的条带灰度值分析。

1.9   统计学分析

均采用SPSS 20.0进行分析。两组间的比较采

用成组的t检验。实验定量资料均以均数±标准差

(x
_
±s)表示, 其他数据采用单因素方差分析进行统计

学分析, 以P<0.05作为显著性指标, 所有实验至少重

复3次。

2   结果
2.1   不同缺氧时间对HIF-1α及IL-6、TNF-α基因

表达的影响

培养人真皮微血管内皮细胞, 分为0 h组、12 h
组、24 h组和48 h组, 待细胞进入生长对数期时, 分
别置于三气培养箱中培养0、12、24、48 h(5% O2、

5% CO2、90% N2)。提取各组总蛋白及RNA, 进行

Western blot及RT-PCR检测。随着缺氧时间增加, 
HIF-1α、IL-6、TNF-α蛋白质水平不断增加, 缺氧48 h时, 
HIF-1α、IL-6、TNF-α的蛋白质水平达到最高, 各
组间相比, 均具有显著差异(P<0.01), 具有时间依赖

性(图1)。同时, 随着缺氧时间增加, HIF-1α、IL-6、
TNF-α的mRNA水平不断增加, 缺氧48 h时, HIF-1α、
IL-6、TNF-α的mRNA水平达到最高, 各组间相比, 
均具有显著差异(P<0.01), 具有时间依赖性(图2)。
2.2   不同氧浓度对HIF-1α及IL-6、TNF-α基因表

达的影响

培养人真皮微血管内皮细胞, 分为常氧组、5% 
O2组和1% O2组, 待细胞进入生长对数期时, 置于三

气培养箱中培养24 h。提取各组总蛋白及RNA, 进
行Western blot及RT-PCR检测。随着氧浓度的下降, 
HIF-1α、IL-6、TNF-α的蛋白质水平不断增加, 当氧

浓度下降到1%时, HIF-1α、IL-6、TNF-α蛋白质水平

达到最高, 各组间相比均具有显著差异(P<0.01), 具
有氧浓度递减依赖性(图3)。同时, 随着氧浓度的下降, 
HIF-1α、IL-6、TNF-α的mRNA水平不断增加, 当氧

浓度下降到1%时, HIF-1α、IL-6、TNF-α的mRNA水

平达到最高, 各组间相比均具有显著差异(P<0.01), 
具有氧浓度递减依赖性(图4)。
2.3   沉默HIF-1α对细胞迁移性的影响

计数人真皮微血管内皮细胞迁移数目可以发
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 **P<0.01.
图2   不同缺氧时间下HIF-1α、TNF-α、IL-6 mRNA的表达情况

Fig.2   The mRNA expressions of HIF-1α, TNF-α and IL-6 in different hypoxia time
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图1   不同缺氧时间下HIF-1α及TNF-α、IL-6的蛋白质水平

Fig.1   The protein levels of HIF-1α, TNF-α and IL-6 in different hypoxia time
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空载组(0.24±0.01)相比, 凋亡率无明显差异(P=0.58), 
不具有统计学意义。与对照组及空载组相比, 沉
默组(0.32±0.01)凋亡率明显上升, 具有显著差异性

(P<0.01, 图6)。 
2.5   沉默HIF-1α对细胞周期的影响

将人真皮微血管内皮细胞进行空载病毒及HIF-
1α-siRNA腺病毒感染后, 置于三气培养箱低氧培养

24 h, 并将未感染病毒的人真皮微血管内皮细胞置

于三气培养箱低氧培养24 h作为对照组, 用流式细

胞术检测细胞周期结果。对照组与空载组相比, S期

现, 对照组(88.33±3.51)和空载组(86.67 ±2.56)细胞迁

移数无明显差异(P=0.67), 而沉默组(62.33±4.51)细
胞迁移数较对照组及空载组明显减少, 差异具有显

著性(P<0.01, 图5)。
2.4   沉默HIF-1α对细胞凋亡的影响

将人真皮微血管内皮细胞进行空载病毒及HIF-
1α-siRNA腺病毒感染后, 置于三气培养箱低氧培养

24 h, 并将未感染病毒的人真皮微血管内皮细胞置

于三气培养箱低氧培养24 h作为阴性对照组, 用流

式细胞术检测细胞凋亡结果。对照组(0.23±0.01)与
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**P<0.01.
图3   不同氧浓度下HIF-1α及TNF-α、IL-6的蛋白质水平

Fig.3   The protein levels of HIF-1α, TNF-α, IL-6 at different oxygen concentrations
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图4   不同氧浓度下HIF-1α、TNF-α、IL-6 mRNA的表达情况

Fig.4   The mRNA expressions of HIF-1α, TNF-α and IL-6 at different oxygen concentrations
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各组细胞中HIF-1α、TNF-α、IL-6的蛋白质水平情况, 
用凝胶图像分析以分析电泳结果。对照组和空载组

HIF-1α(P=0.86)、TNF-α(P=0.73)、IL-6(P=0.54)蛋
白质水平均无明显差异。沉默HIF-1α后, HIF-1α蛋
白质水平明显降低(P<0.01), 同时, TNF-α、IL-6的
蛋白质水平也明显降低, 具有显著差异性(P<0.01), 
说明HIF-1α与TNF-α和IL-6成正相关(图8)。
2.7   沉默HIF-1α与TNF-α、IL-6 mRNA水平的相

关性

将人真皮微血管内皮细胞进行空载病毒及HIF-
1α-siRNA腺病毒感染后, 置于三气培养箱低氧培养

(P=0.11)、G2期(P=0.50)均无明显差异, 不具有统计

学意义。沉默组与对照组及空载组相比, S期明显减

少, G2期明显增多, 具有统计学意义(P<0.01)。此结

果说明, 沉默组细胞周期明显受到阻滞(图7)。
2.6   沉默HIF-1α与TNF-α、IL-6蛋白质水平的相

关性

将人真皮微血管内皮细胞进行空载病毒及HIF-
1α-siRNA腺病毒感染后, 置于三气培养箱低氧培养

48 h, 同时, 将未感染病毒的人真皮微血管内皮细胞

置于三气培养箱低氧培养48 h作为对照组。提取各

组细胞的总蛋白, 以β-actin为内参, Western blot检测
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A: 对照组; B: 空载组; C: 沉默组; D: 流式细胞凋亡结果统计分析图, **P<0.01。
A: control group; B: non-HIF-1α-siRNA group; C: HIF-1α-siRNA group; D: the statistical analysis of the results of apoptosis chart, **P<0.01.

图6   缺氧条件下对照组、空载组及沉默组HDMECs凋亡情况

Fig.6   The apoptosis of HDMECs in control group, non-HIF-1α-siRNA group and HIF-1α-siRNA group 
under hypoxia condition
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图7   缺氧条件下对照组、空载组及沉默组HDMECs周期情况

Fig.7   The cell cycle of HDMECs in control group, non-HIF-1α-siRNA group and HIF-1α-siRNA group 
under hypoxia condition
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图5   缺氧条件下对照组、空载组及沉默组HDMECs迁移情况

Fig.5   The migration of HDMECs in control group, non-HIF-1α-siRNA group and HIF-1α-siRNA group 
under hypoxia condition
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48 h, 同时, 将未感染病毒的人真皮微血管内皮细胞

置于三气培养箱低氧培养48 h作为对照组。提取各

组细胞的RNA, 以GAPDH为内参, RT-PCR检测各组

细胞中HIF-1α、TNF-α、IL-6 mRNA水平情况。低

氧环境中, 对照组和空载组HIF-1α(P=0.50)、TNF-
α(P=0.31)、IL-6(P=0.62)mRNA水平均无明显差异。沉

默HIF-1α后, HIF-1α的mRNA水平明显降低(P<0.01), 
同时, TNF-α、IL-6的mRNA水平也明显降低, 差异

具有显著性(P<0.01)。因此, 在缺氧环境中, TNF-α、
IL-6 mRNA水平与HIF-1α mRNA水平成正相关(图9)。

3   讨论
下肢静脉溃疡是一种常见的慢性下肢疾病。因

**P<0.01.
图8   沉默HIF-1α后HIF-1α、TNF-α、IL-6蛋白的表达情况

Fig.8   The protein expressions of HIF-1α, TNF-α, IL-6 after silencing HIF-1α gene

**
**

**

**

**

**

TNF-α

HIF-1α

IL
-6

TNF-α

IL-6

β-actin

β-actin

HIF-1α

1.5

1.0

0.5

   0

1.5

1.0

0.5

   0

Co
nt

ro
l

No
n-

HI
F-

1α
-si

RN
A

HI
F-

1α
-si

RN
A

Co
nt

ro
l

No
n-

HI
F-

1α
-si

RN
A

HI
F-

1α
-si

RN
A

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 o
f p

ro
te

in
R

el
at

iv
e 

ex
pr

es
si

on
 o

f p
ro

te
in

Control
Non-HIF-1α-siRNA
HIF-1α-siRNA

Control
Non-HIF-1α-siRNA
HIF-1α-siRNA

**P<0.01.
图9   沉默HIF-1α后HIF-1α、TNF-α、IL-6 mRNA的表达情况

Fig.9   The mRNA expressions of HIF-1α, TNF-α, IL-6 after silencing HIF-1α gene
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其发病率高、易复发的特征加重了医疗卫生支出的

负担[14-15]。下肢静脉溃疡发病机制十分复杂, 目前尚

未完全阐明。研究证实, 静脉高压导致的炎性改变

参与到静脉溃疡的形成中[4]。同时临床研究发现, 皮
肤组织缺氧也参与了静脉溃疡的发生发展过程[7]。

HIF-1α是HIF-1的一个重要亚基, 主要由氧浓

度调节表达, 是维持细胞内和全身氧稳态的重要转

录因子。低氧环境中, HIF-1α具有重要的调节功能, 
参与细胞代谢、细胞凋亡及炎症反应。静脉溃疡

中, 静脉瓣膜功能障碍及血液反流形成静脉高压, 导
致静脉血流瘀滞, 形成缺氧微环境, 从而导致内皮

细胞的损伤, 释放系列炎性细胞因子及趋化因子(如
TNF-α和IL-6等), 形成炎性微环境。
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TNF-α和IL-6细胞因子处于炎症瀑布效应的中

心位置, 在炎性环境中, 表达释放增加。TNF-α作为

诱导细胞反应中的最初因子, 能在细胞核亚细胞水

平上激发一系列级联反应或瀑布效应, 诱导多种炎

症因子、黏附因子、NO及氧自由基上调, 从而损害

组织[16]。此外, TNF-α能作用于微血管内皮细胞增加

毛细血管通透性并导致局部缺血和血栓形成[16-17], 从
而加重组织的损害。IL-6作为前炎症反应因子, 它
不仅对血管内皮细胞及炎症细胞具有直接的激活和

毒性作用, 而且具有催化和放大炎症反应和毒性的

作用, 造成组织细胞损害[16]。

同时, 在炎性微环境中, 当活化信号(如TNF-α、氧

化剂等)暴露时, 将促使核转录因子-Kappa B(nuclear 

factor-Kappa B, NF-κB)活化进入核内, 结合至基因启

动子反应元件, 激活炎症基因的转录, 诱导细胞因子、

黏附分子及血管活性调节因子上调, 进一步使得下游

细胞因子(如TNF-α、 IL-6等)表达增加。本研究通过

腺病毒沉默HIF-1α研究在缺氧环境中TNF-α、IL-6的
表达变化, 发现沉默组TNF-α、IL-6的表达较对照组

明显减弱, 而空载组和对照组无明显差异, 这提示, 
TNF-α、IL-6与HIF-1α的表达成正相关的关系。其

机制可能是, HIF-1α可以通过调节缺氧反应元件激

活IkB激酶, 从而使IkB蛋白质磷酸化释放NF-κB, 使
其转入细胞核并激活下游基因(如TNF-α、IL-6等)
的表达。因此, 抑制HIF-1α的表达可能会通过抑制

NF-κB途径从而减少TNF-α、IL-6等的表达。我们

将对此假设作进一步的研究。

现有研究证实, HIF-1α在轻中度缺氧时具有抗

凋亡作用[18]。一方面可以通过HIF-1α激活其下游

基因, 增加血管生成、调节糖酵解等方式减少细胞

凋亡; 另一方面可以通过上调抗凋亡因子Bcl-2等因

子的作用, 抑制细胞的凋亡。本文通过腺病毒沉默

HIF-1α观察在缺氧环境中细胞生物学行为的变化, 
发现沉默组较对照组细胞迁移性减弱、凋亡增加、

周期阻滞, 而空载组与对照组无明显差异。这说明, 
HIF-1α具有促进细胞增殖和抗凋亡的作用。这也与

程艳香等[19]在低氧诱导因子1α对子宫颈癌细胞生物

学行为的影响中的研究结果相一致。

综上所述, 静脉溃疡的发病机制十分复杂, HIF-
1α的调节及炎性因子的产生参与到了静脉溃疡的形

成中。HIF-1α和炎性因子可能存在协同作用。抑制

HIF-1α可对炎性反应起到一定程度的抑制作用, 有利

于促进静脉溃疡愈合。但抑制HIF-1α的同时也会促

进细胞凋亡、抑制新生血管的形成, 又不利于静脉溃

疡的愈合。因此, HIF-1α在静脉溃疡的发病机制还需

进一步探讨, 这将为静脉溃疡的治疗提供新依据。
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