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　 　 【摘要】 　 目的　 应用免疫印记实验( Western
 

blot)评价急性高原缺氧诱导肺损伤模型组织和细胞的内

参蛋白变化及选择。 方法　 本文应用 C57BL / 6J 小鼠置于低压低氧大舱模拟 6000
 

m 海拔进行缺氧 8
 

h、24
 

h
和 72

 

h 建立高原肺损伤模型,苏木素-伊红(HE)染色明确高原肺损伤模型的成功建立;Western
 

blot 检测内参

蛋白粘着斑蛋白(vinculin)、α 微管蛋白(α-tubulin)、真核翻译起始因子 5(eukaryotic
 

translation
 

initiation
 

factor
 

5,EIF5)、β 肌动蛋白(β-actin)、甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde
 

3-phosphate
 

dehydrogenase,GAPDH)的

表达,并应用考马斯亮蓝染色检测总蛋白的表达。 体外实验应用支气管上皮细胞( bronchial
 

epithelial
 

cell,
BEAS-2B)和内皮细胞(human

 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVECs)进行缺氧诱导损伤模型的建立,TUNEL
染色明确细胞损伤模型的成功建立;Western

 

blot 检测不同内参蛋白表达,并应用考马斯亮蓝染色检测总蛋白

的表达。 结果　 在成功建立急性高原缺氧 8
 

h、24
 

h 和 72
 

h 模型的基础上,总蛋白表达量一致,内参蛋白

vinculin、α-tubulin、EIF5 和 β-actin 表达量一致,GAPDH 表达量在低压低氧 8
 

h、24
 

h 和 72
 

h 组较常氧组升高,
其中低压低氧 72

 

h 组表达量较常氧组显著升高。 在成功建立 BEAS-2B 和 HUVECS 缺氧 8
 

h、24
 

h 和 48
 

h 的

基础上,总蛋白表达量一致,BEAS-2B 内参蛋白 β-actin 和 GAPDH 和常氧组表达量一致,在缺氧 24
 

h 组

vinculin、α-tubulin、EIF5 较常氧组表达明显下降;HUVCES 内参蛋白 vinculin 和 α-tubulin 和常氧组表达量一

致,在缺氧 8
 

h
 

后 EIF5、β-actin 和 GAPDH 较常氧组表达明显下降,缺氧 48
 

h 后表达增高。 结论　 急性高原缺

氧诱导肺组织损伤,进行 Western
 

blot 时内参蛋白 vinculin、α-tubulin、EIF5 和 β-actin 的表达稳定,可作为内参

选择;体外应用肺组织最主要的 BEAS-2B 和 HUVECS 等细胞诱导缺氧损伤模型,Western
 

blot 检测内参蛋白

vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH 的表达量在缺氧后皆有所变化,选择总蛋白作为内参更为合适。
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective 　 The
 

pathophysiological
 

process
 

of
 

acute
 

high-altitude
 

hypoxia-induced
 

lung
 

injury
 

affects
 

protein
 

expression
 

levels,
 

which
 

are
 

mainly
 

evaluated
 

by
 

Western
 

blot.
 

No
 

systematic
 

study
 

has
 

investigated
 

changes
 

in
 

internal
 

control
 

proteins
 

as
 

calibration
 

loading
 

amounts.
 

Methods　 Lung
 

injury
 

at
 

an
 

altitude
 

of
 

6000
 

m
 

was
 

induced
 

in
 

a
 

low-pressure,
 

low-oxygen
 

chamber
 

for
 

8,
 

24,
 

and
 

72
 

h
 

using
 

C57BL / 6J
 

mice.
 

Establishment
 

of
 

the
 

model
 

was
 

confirmed
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining.
 

Expression
 

levels
 

of
 

various
 

internal
 

control
 

proteins,
 

including
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

eukaryotic
 

translation
 

initiation
 

factor
 

5
 

( EIF5),
 

β-actin,
 

and
 

glyceraldehyde
 

3-
phosphate

 

dehydrogenase
 

(GAPDH)
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,
 

and
 

total
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Coomassie
 

blue
 

staining.
 

Furthermore,the
 

lung
 

injury
 

model
 

in
 

vitro
 

was
 

establised
 

by
 

using,Bronchial
 

epithelial
 

cell
(BZAS-2B)

 

andhunman
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECS)
 

confirmed
 

by
 

TUNEL
 

staining. Expression
 

levels
 

of
 

internal
 

control
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot,
 

and
 

total
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Coomassie
 

Blue
 

staining.
 

Results　 Acute
 

8,
 

24,
 

and
 

72
 

h
 

hypoxic
 

models
 

were
 

successfully
 

established
 

in
 

lung
 

tissue,
 

demonstrating
 

consistent
 

total
 

protein
 

expression
 

and
 

stable
 

levels
 

of
 

the
 

internal
 

reference
 

proteins
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

and
 

β-actin.
 

GAPDH
 

expression
 

was
 

elevated
 

in
 

the
 

HH8
 

h,
 

HH24
 

h,
 

and
 

HH72
 

h
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

normoxia
(Nor)

 

group,
 

but
 

only
 

the
 

increase
 

at
 

HH72
 

h
 

groups
 

was
 

significant.
 

Similarly,
 

8,
 

24,
 

and
 

48
 

h
 

hypoxic
 

models
 

were
 

successfully
 

established
 

in
 

BEAS-2B
 

cells
 

and
 

HUVECs,
 

with
 

consistent
 

total
 

protein
 

expression.
 

In
 

BEAS-2B
 

cells,
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

internal
 

reference
 

proteins
 

β-actin
 

and
 

GAPDH
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

normoxic
 

control(NC)group,
 

while
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

and
 

EIF5
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

reduced
 

under
 

hypoxic
 

conditions
 

for
 

up
 

to
 

24
 

h.
 

In
 

HUVECs,
 

vinculin
 

and
 

α-tubulin
 

expression
 

levels
 

were
 

also
 

consistent
 

with
 

the
 

NC
 

group,
 

while
 

EIF5,
 

β-actin,
 

and
 

GAPDH
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

reduced
 

at
 

8
 

h
 

and
 

increased
 

at
 

48
 

h.
 

Conclusions　 Acute
 

hypoxia
 

induces
 

lung
 

tissue
 

injury,
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

internal
 

reference
 

proteins
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

and
 

β-actin
 

are
 

stable,
 

making
 

them
 

suitable
 

internal
 

references
 

for
 

Western
 

blot.
 

Additionally,
 

Western
 

blot
 

detected
 

differential
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

internal
 

reference
 

proteins
 

vinculin,
 

α-
tubulin,

 

EIF5,
 

β-actin,
 

and
 

GAPDH
 

in
 

BEAS-2B
 

cells
 

and
 

HUVECs,
 

as
 

the
 

most
 

important
 

in
 

vitro
 

lung
 

tissue
 

models
 

of
 

hypoxia-induced
 

injury.
【Keywords】　 high-altitude

 

hypoxia;
 

lung
 

injury;
 

internal
 

control
 

protein;
 

total
 

protein
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　 　 急性高原环境下由于氧分压降低引发低压

缺氧,肺作为氧气 / 二氧化碳交换的关键器官,其
功能状态直接影响着机体的氧合能力。 急性高

原肺损伤主要有肺血管收缩、肺水肿和炎症反应

的形成等表现,不仅加剧了缺氧状态,还可能引

发严重的呼吸功能障碍甚至危及生命[1-2] 。 因

此,研究急性高原缺氧诱导的肺损伤对于了解高

原环境对人体呼吸系统的影响、开发新的预防及

治疗策略具有至关重要的意义。
研究急性高原肺损伤通常应用小鼠、大鼠和
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高原鼠兔等建立动物模型,同时也可用支气管上

皮细胞[3] 、肺泡上皮细胞[4] 、人脐静脉内皮细

胞[5]和肺成纤维细胞等细胞模型。 在研究急性

高原诱导的肺损伤及其相关分子机制时,研究蛋

白质水平的表达变化至关重要,如缺氧诱导因子

(hypoxia
 

inducible
 

factor,
 

HIF) [6] 、核因子(红细

胞衍生 2) 相关因子 2 ( nuclear
 

factor-erythroid
 

2
 

related
 

factor
 

2,Nrf2)调控的抗氧化因子血红素加

氧酶 1(heme
 

oxygenase-1,
 

HO-1)
 [7] 、凋亡相关蛋

白(如 Bax、Bcl-2) [8] 、炎症介质
 [2]等在缺氧肺损

伤中的蛋白表达改变参与其机制的调控和药物

靶点的开发。 目前检测蛋白质表达的方法有蛋

白免疫印迹(Western
 

blot)、免疫组织化学与免疫

荧光、酶联免疫吸附试验( ELISA)、流式细胞术

(FCM ) 及质谱分析 ( mass
 

spectrometry ) 等[9] 。
Western

 

blot 因其且操作简单、实验费用较低、可
重复性强等特点,使其在蛋白质丰度、翻译后变

化及蛋白质相互作用等方面有广泛的应用,并用

于分析复杂蛋白质样品中的特定靶蛋白[10] 。
在 Western

 

blot 实验中,内参蛋白作为实验中

上样量的参照标准,也通常用于归一化以校正不

均匀的样品上样量,但其表达水平可能因细胞类

型和处理而异[10] 。 目前常用的内参蛋白有粘着

斑蛋白( vinculin)、α 微管蛋白( α-tubulin)、真核

翻译起始因子 5 ( eukaryotic
 

translation
 

initiation
 

factor
 

5,EIF5)、β 肌动蛋白(β-actin)、甘油醛-3-
磷 酸 脱 氢 酶 ( glyceraldehyde

 

3-phosphate
 

dehydrogenase,GAPDH) 等。 ZHAO 等[11] 在高原

肺损伤研究中选用 GAPDH 作为内参蛋白,CAI
等[12]在高原肺损伤研究中选用 GAPDH 作为内

参蛋白,在 PMVEC 缺氧研究中 α-tubulin 作为内

参蛋白。 越来越多的研究表明内参蛋白可能在

动物和实验模型中差异表达[13] 。 目前在高原缺

氧环境下由于细胞代谢和信号转导途径的改变,
传统内参蛋白 GAPDH 的表达增高 3 ~ 4 倍[14] 。
然而,目前仍无对急性高原肺损伤中内参蛋白选

择的系统研究,因此,本文通过 Western
 

blot 检测

不同内参蛋白在急性高原缺氧诱导肺损伤、不同

肺细胞缺氧损伤模型中的表达变化,并以总蛋白

进行系统校正,以明确在急性高原缺氧诱导肺损

伤中内参蛋白选择,为更多的急性高原肺损伤的

机制研究和药物开发提供蛋白表达研究的基础。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

1. 1. 1　 实验动物

选取 32 只 8 周龄 SPF 级 C57BL / 6J 雄性小

鼠,体质量 20~ 25
 

g,购自北京维通利华实验动物

技术有限公司[ SCXK(京) 2021-0006]。 小鼠饲

养期间,恒温在 ( 23 ± 2)℃ ,相对湿度为 40% ~
60%,明暗交替时间 12

 

h / 12
 

h,每笼(塑料小鼠

笼,长×宽×高:403
 

mm×165
 

mm×175
 

mm)饲养 3
只小鼠,自由采食和饮水,所有器材、垫料、饲料

等均在使用前进行高压灭菌处理,饲养于西安交

通大学动物中心 SPF 级屏障[ SYXK(陕) 2023 -
004]。 所有实验操作符合动物福利、动物实验伦

理要求及 3R 原则,并通过西安交通大学生物医

学伦理委员会审查批准后施行 ( XJTUAE2024-
1931)。
1. 1. 2　 细胞

BEAS-2A 细胞购自武汉赛奥斯生物科技有

限公司,编号 CL-016h;HUVES 细胞由西安交通

大学心血管研究中心实验室保存。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 牛血清白蛋白 ( MP
 

Biomedicals, FC0077);
M199 ( Gibco, 31100019 ); DMEM ( Gibco,
2090482);TUNEL(碧云天,C1090);脱脂奶粉(美

国 BD 公司,232100);1×PBS(Servicebio,G0002);
RIPA 裂 解 液 ( Servicebio, G2002 ); 20 × TBST
(Coolaber, SL13271);青霉素 ( VWR

 

LIFESCIEN
 

CE,113-98-4);链霉素(Sigma-Aldrich,V900929);
考马斯亮蓝 G250(沃凯生物,D10828);BCA 蛋白

质测定试剂盒( Thermo
 

Pierce,23225);多聚甲醛

( Coolaber, SL18301-500 mL ); 伊 红 染 液

(Servicebio, G1005-2);苏木素染液 ( Servicebio,
G1005-1); anti-vinculin

 

rabbit
 

pAb ( Servicebio,
GB111328-100); EIF5

 

抗体 ( C-14 ) ( Santa
 

Cruz
 

Biotechnology,sc-282); β-actin ( C4 ) ( Santa
 

Cruz
 

Biotechnology,sc-47778);Anti-GAPDH
 

mouse
 

mAb
( Servicebio, GB12002-100 ); α-tubulin

 

( DM1A )
mouse

 

mAb
 

( Cell
 

Signaling,3873T);增强型 ECL
化学发光试剂盒( Vazyme,E411-04);0. 5 mmol / L

 

Tris
 

HCl
 

pH = 6. 8( Proandy,10157-2);1. 5 mol / L
 

Tris
 

HCl
 

pH = 8. 8 ( Proandy,10152-2);30%
 

Acr-
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Bis(Proandy,10149-2)。
石蜡切片机(Thermo

 

Fisher
 

Scientific,美国);
全自动数字切片扫描仪(Pannoramic,匈牙利);荧
光显微镜(ZERSS,德国);低压低氧高原舱(中航

风 雷, 中 国 ); 生 物 安 全 柜 ( Thermo
 

Fisher
 

Scientific,美国)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 小鼠急性高原缺氧模型建立

所有实验小鼠采用随机数字表法,将小鼠分

组为 常 氧 ( normoxia, Nor ) 组、 低 压 低 氧 8
 

h
(hyperoxic-hypoxic

 

8 h,HH8
 

h)组、低压低氧 24
 

h
(hyperoxic-hypoxic

 

24 h,HH24
 

h) 组和低压低氧

72
 

h( hyperoxic-hypoxic
 

72
 

h,HH72
 

h) 组,每组 8
只。 将常氧组的 8 只小鼠放在海拔 400

 

m 的西安

交通大学 SPF 级动物实验室饲养,将低压低氧各

组的 24 只小鼠放在青海大学高原医学中心低压

低氧舱内饲养,模拟海拔为 6000
 

m。 小鼠组织标

本采集在海拔 4000
 

m 低压低氧舱内进行,避免进

一步复氧对蛋白表达的影响,步骤如下:称重后

用 1%戊巴比妥钠,按照 5
 

μL / g 小鼠体质量的剂

量,进行腹腔注射麻醉,打开胸腔后剪开左心耳,
用 4

 

℃预冷的 1×PBS 灌注右心室,将右肺取出液

氮冻存用于 Western
 

blot,左肺置于 4%多聚甲醛

中固定留作组织染色。
1. 3. 2　 BEAS-2B 和 HUVECs 进行缺氧损伤模型

的建立

BEAS-2B 和 HUVECs 复苏后,进行细胞传

代,待细胞融合度达到 80 ~ 90%,细胞置于 1%
 

O2、5%
 

CO2 的缺氧舱中,BEAS-2B 分为常氧对照

组( normoxic
 

control
 

group, NC
 

group)、缺氧 8
 

h
(hypoxic

 

8
 

h,H8
 

h)、缺氧 24
 

h(hypoxic
 

24
 

h,H24
 

h), HUVECS 分 为 常 氧 对 照 ( normoxic
 

control
 

group,NC)组、缺氧 8
 

h(hypoxic
 

8
 

h,H8
 

h)、缺氧

24
 

h( hypoxic
 

24
 

h,H24
 

h)和缺氧 48
 

h
 

( hypoxic
 

48
 

h,H48
 

h)组,缺氧培养后用 RIPA 裂解液进行

裂解,进行 Western
 

blot。
1. 3. 3　 苏木素-伊红(HE)染色

应用肺组织进行梯度脱水、包埋、切片、脱

蜡、二甲苯中脱蜡 5
 

min×2 次,无水乙醇 5
 

min×2
次,95%乙醇 2

 

min×2 次,70%乙醇 2
 

min,50%乙

醇 2
 

min,30%乙醇 2
 

min,蒸馏水 2
 

min。 苏木素

染色 3
 

min,蒸馏水漂洗洗去浮色,用流水冲洗 5
 

min,1% 盐酸酒精分化 5
 

s, 再次用流水冲洗

5
 

min。 30%乙醇 2
 

min,50%乙醇 2
 

min,70%乙醇

2
 

min,95%乙醇 2
 

min,伊红染色 3
 

min,无水乙醇

5
 

min×2 次,二甲苯 5
 

min×2 次,最后用中性树胶

封片。
1. 3. 4　 TUNEL 染色

BEAS-2B 和 HUVCES 缺氧结束,应用 1×PBS
洗涤细胞 1 次,4%多聚甲醛固定 30

 

min 后,1 ×
PBS 洗涤 1 次。 0. 3%

 

Triton
 

X-100 室温孵育 5
 

min 后,1×PBS 洗涤两次。 参照说明书配制适当

量的 TUNEL 检测液,用 TUNEL 检测液覆盖细胞

样本,37
 

℃避光孵育 90
 

min 后,
 

1×PBS 洗涤 1 次,
hoechst 室温孵育 10

 

min,用 1×PBS 洗涤 2 次,最后

应用荧光显微镜观察并拍照,Image
 

J
 

1. 64 g 软件

进行统计。
1. 3. 5　 Western

 

blot
 

在 RIPA 裂解液裂解肺组织,研磨仪 60
 

HZ
研磨 60

 

s,冰上静置 10
 

min。 在 4
 

℃ 以 12
 

000
 

r /
min 离心分离上清液 15

 

min,并使用 BSA 作为标

准的 BCA 蛋白质测定试剂盒检测总蛋白质浓度。
将蛋白样品与 5×上样缓冲液混合,金属浴 96

 

℃
中变性 10

 

min,后冷却并储存在-80
 

℃ 备用。 每

个样品上样 40
 

μg 用 10%
 

SDS-PAGE 凝胶分离,
并在电泳条件下(400

 

mA,1. 5
 

h)转移到 PVDF 膜

中。 其后用 1×TBST 洗至 PVDF 膜无色,在含有

5%脱脂奶粉中封闭膜 1
 

h。 4
 

℃ 过夜孵育一抗

viculin(1 ∶ 1000 稀释度)、α-tubulin(1 ∶ 1000 稀

释度)、EIF5(1 ∶ 2000 稀释度)、β-actin(1 ∶ 1000
稀释度)和 GAPDH(1 ∶ 500 稀释度)。 1×TBST 洗

膜
 

8
 

min,共 4 次,室温孵育过氧化物酶偶联兔抗

小鼠二抗( 1 ∶ 8000 稀释度)、羊抗兔二抗( 1 ∶
2000 稀释度) 1

 

h。 1×TBST 洗膜 8
 

min,共
 

4 次,
并进行发光及胶片扫描。
1. 3. 6　 考马斯亮蓝染色

每个样品上样 20
 

μg( Western
 

blot 对应上样

顺序)进行 SDS-PAGE 凝胶电泳,将凝胶置于考

马斯亮蓝溶液(0. 25%
 

G250,45%甲醇,10%冰乙

酸)中室温孵育 60
 

min,并在脱色溶液(8%冰乙

酸,25%甲醇)中脱色过夜,最后应用双蒸水洗涤,
并进行图像采集。
1. 4　 统计学方法

　 　 应用 Image
 

J
 

1. 64 g 软件对条带进行定量统
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计。 所有数据均以平均数±标准差( 􀭰x± s) 表示。
应用 GraphPad

 

Prism
 

8. 0 进行统计处理。 单因素

方差分析对低氧不同时间进行统计学评价,P<
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 急性高原缺氧诱导肺损伤模型的建立

　 　 HE 染色显示常氧组小鼠肺组织结构完整,
肺泡结构清晰、排列整齐,且大小正常,肺泡壁

间隔未有增厚,未见炎性细胞浸润。 低压低氧

损伤 8
 

h 后,不同时间组肺组织出现不同程度的

急性损伤,可观察到肺泡间隔增厚,肺泡腔变小

且排列紊乱、结构塌陷,同时可见大量炎性细胞

浸润,以低压低氧 24 ~ 72
 

h 损伤程度较为严重

(图 1) 。

图 1　 低压低氧诱导的损伤肺组织 HE 染色

Figure
 

1　 HE
 

staining
 

of
 

lung
 

tissue
 

induced
 

by
 

hypobaric-hypoxia

2. 2　 急性高原缺氧诱导损伤的肺组织中不同内

参蛋白 Western
 

blot 分析和总蛋白水平

　 　 小鼠于 6000
 

m 海拔的低压低氧舱 8
 

h、24
 

h
和 72

 

h,4000
 

m 海拔收集肺组织进行 Western
 

blot。 结果显示急性高原诱导损伤的肺组织中

vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin 和 GAPDH
 

的蛋

白表达水平(图 2)。 内参蛋白 vinculin、α-tubulin、
EIF5 和 β-actin 在不同气压低氧条件下表达水平

无统计学意义,在低压低氧 72
 

h 后肺组织中

GAPDH 的蛋白水平较常氧组显著升高 ( P <
0. 05)。 进一步,在 Western

 

blot 电泳时对应上样

并进行考马斯亮蓝总蛋白染色以校正上样量,结
果示不同急性高原缺氧诱导肺损伤模型的肺组

织中总蛋白表达一致。 并应用总蛋白对图 2 中各

内参蛋白表达量统计的校正。
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注:A:Western
 

blot 检测肺组织中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin 和 GAPDH 蛋白表达;B:vinculin 蛋白表达水平;C:α-tubulin 蛋白表

达水平;D:
 

EIF5 蛋白表达水平;E:总蛋白凝胶考马斯亮蓝染色图像;F:β-actin 蛋白表达水平;J:GAPDH 蛋白表达水平;H:凝胶考马

斯亮蓝染色总蛋白的定量分析。 与常氧组相比,
 ∗P<0. 05。

图 2　 低压低氧诱导的损伤肺组织中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH 蛋白表达和总蛋白水平

Note.
 

A,
 

Protein
 

expressions
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

and
 

GAPDH
 

in
 

mouse
 

lung
 

tissue
 

under
 

hypobaric-hypoxic
 

conditions
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

B,
 

Relative
 

level
 

of
 

vinculin
 

protein.
 

C,
 

Relative
 

level
 

of
 

α-tubulin
 

protein.
 

D,
 

Relative
 

level
 

of
 

EIF5
 

protein.
 

E,
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
  

blue
 

on
 

gel.
 

F,
 

Relative
 

level
 

of
 

GAPDH
 

protein.
 

J,
 

Relative
 

level
 

of
 

β-actin
 

protein.
 

H,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

brilliant
 

blue
 

on
 

gel.
 

Compared
 

with
 

Nor
 

group,
 ∗P<0. 05.

Figure
 

2　 Protein
 

expression
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH
 

and
 

total
 

protein
 

in
 

injury
 

lung
 

tissue
 

induced
 

by
 

hypobaric-hypoxia
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2. 3 　 BEAS-2B 和 HUVCES 细胞缺氧模型的

建立

　 　 HUVECs 用 1%
 

O2、5%
 

CO2 条件缺氧 12
 

h、

注:A:BEAS-2B 不同时间缺氧后的细胞凋亡 TUNEL 染色;B:HUVECS 不同时间缺氧后的细胞凋亡 TUNEL 染色;C:BEAS-2B 不同时间

缺氧后 TUNEL 阳性细胞率统计结果;D:
 

HUVECS 不同时间缺氧后 TUNEL 阳性细胞率统计结果。 与常氧对照组相比,
 ∗P<0. 05;与缺

氧 48
 

h 组相比,+P<0. 05,++P<0. 01,+++P<0. 001。
图 3　 缺氧诱导 BEAS-2B 和 HUVCES 细胞损伤模型的建立

Note.
 

A,
 

TUNEL
 

staining
 

of
 

BEAS-2B
 

cells
 

suffering
 

hypoixa
 

at
 

different
 

time
 

point.
 

B,
 

TUNEL
 

staining
 

of
 

HUVECS
 

suffering
 

hypoixa
 

at
 

different
 

time
 

point.
 

C,
 

TUNEL
 

positive
 

rate
 

of
 

BEAS-2B
 

cells
 

suffering
 

hypoixa
 

at
 

different
 

time
 

point.
 

D,
 

TUNEL
 

positive
 

rate
 

of
 

HUVECS
 

cells
 

suffering
 

hypoixa
 

at
 

different
 

time
 

point.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,∗P<0. 05.
 

Compared
 

with
 

H48
 

h
 

group,
 +P<0. 05,

 ++P<0. 01,
 +++P<0. 001.

Figure
 

3　 Establishment
 

of
 

a
 

hypoxia-induced
 

damage
 

model
 

in
 

BEAS-2B
 

and
 

HUVCES

24
 

h 和 48
 

h,BEAS-2B 应用 1%
 

O2、5%
 

CO2 条件

缺氧 12
 

h、24
 

h 诱导细胞损伤模型,(HUVCES 单

独缺氧),应用 TUNEL 染色检测细胞凋亡,结果

显示低氧条件下 BEAS-2B 和 HUVCES 凋亡细胞

显著增加(P< 0. 05),提示缺氧损伤 BEAS-2B 和

HUVCES 细胞模型的成功建立(图 3)。
2. 4　 缺氧诱导损伤 BEAS-2B 和 HUVCES 细胞

模型中不同内参蛋白Western
 

blot 分析和总蛋白

水平

　 　 通过 Western
 

blot 检测缺氧诱导损伤 BEAS-
2B 和 HUVCES 细胞模型中 vinculin、 α-tubulin、
EIF5、β-actin 和 GAPDH 的蛋白表达水平(图 4)。
BEAS-2B 缺氧模型内参蛋白 β-actin 和 GAPDH
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注:A:Western
 

blot 检测缺氧诱导 BEAS-2B 细胞中蛋白表达;B ~ D:vinculin、α-tubulin、EIF5 的蛋白表达统计结果;E:总蛋白凝胶考马
斯亮蓝染色图像;F~ G:β-actin 和 GAPDH 的蛋白表达统计结果;H:凝胶考马斯亮蓝染色总蛋白的定量分析;I:Western

 

blot 检测缺氧
诱导 HUVECS 中蛋白表达;J~ L:vinculin、α-tubulin、EIF5 的蛋白表达统计结果;M:总蛋白凝胶考马斯亮蓝染色图像;N ~ O:β-actin 和

GAPDH 的蛋白表达统计结果;P:凝胶考马斯亮蓝染色总蛋白的定量分析。 与常氧对照组相比,
 ∗P<0. 05,∗∗P<0. 01;与缺氧 8

 

h 组

相比,#P<0. 05,
 ##P<0. 01。

图 4　 缺氧诱导的损伤 BEAS-2B 和 HUVCES 中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH 蛋白表达和总蛋白水平
Note.

 

A,
 

Protein
 

expressions
 

in
 

BEAS-2B
 

under
 

hypoxic
 

conditions
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

B ~ D,
 

Relative
 

level
 

of
 

vinculin,
 

α-
tubulin,

 

and
 

EIF5.
 

E,
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

brilliant
 

blue
 

on
 

gel.
 

F~ G,
 

Relative
 

level
 

of
 

β-actin,
 

and
 

GAPDH.
 

H,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

brilliant
 

blue
 

on
 

gel.
 

I,
 

Protein
 

expressions
  

in
 

HUVCES
 

under
 

hypoxic
 

conditions
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

J ~ L,
 

Relative
 

level
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

and
 

EIF5.
 

M,
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

brilliant
 

blue
 

on
 

gel.
 

N~ O,
 

Relative
 

level
 

of
 

β-actin,
 

and
 

GAPDH.
 

P,
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
  

blue
 

on
 

gel.
 

Compared
 

with
 

NC
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

H8
 

h
 

group,
 #P<0. 05,

 ##P<0. 01.
Figure

 

4　 Protein
 

expression
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH
 

and
 

total
 

protein
 

in
 

injury
 

BEAS-2B
 

and
 

HUVCES
 

induced
 

by
 

hypoxia

在缺氧 24
 

h 内表达稳定; vinculin、 α-tubulin
 

和

EIF5 在缺氧 24
 

h 表达水平下降;应用总蛋白进行

上样量的校正,在 Western
 

blot 电泳时对应上样并

进行考马斯亮蓝染色,结果显示缺氧诱导 BEAS-
2B 损伤模型中总蛋白表达一致。 HUVCES 细胞

缺氧模型内参蛋白 vinculin、α-tubulin 和 β-actin
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在缺氧 48
 

h 内表达稳定;EIF5 和 GAPDH 在缺氧

8
 

h 表达水平下降;同时考马斯亮蓝染色,结果显

示缺氧诱导 HUVCES 损伤模型中总蛋白表达结

果一致。

3　 讨论

　 　 高原环境给人类带来极大的挑战,在急进高

原过程中机体面临缺氧,从而导致肺部组织受到

损伤,严重的急性高原缺氧诱导肺组织损伤可能

会危及生命[15] 。 因此,深入理解肺损伤在急性高

原病中的作用,对于预防和治疗该疾病具有重要

的临床意义。 本研究旨在确定由于暴露于低压

缺氧而诱导的肺损伤后蛋白内参表达的选择。
在研究高原肺损伤机制时,Western

 

blot 检测

蛋白表达水平变化最为常用的方法,内参蛋白的

选择显得尤为关键。 目前主要应用的内参蛋白

有 vinculin、 α-tubulin、 EIF5、 β-actin 和 GAPDH。
vinculin 是一种细胞骨架蛋白,它在细胞-细胞外

基质(extracellular
 

matrix,ECM)以及细胞-细胞之

间的黏附连接中发挥着关键作用[16] 。 α-tubulin
是微管蛋白家族的一员,它是构成细胞骨架微管

的主要成分之一[17] 。 EIF5 是蛋白质合成过程中

的一个关键因子。 它在翻译起始阶段发挥作用,
在细胞生物学研究中,EIF5 的表达水平通常是相

对稳定的[18] 。 β-actin 是肌动蛋白家族中的一员,
是细胞骨架中最丰富的蛋白质之一[19] 。 GAPDH
是一种在糖酵解途径中起关键作用的酶[20] 。

为了探讨不同高原缺氧时间对肺组织中内

参蛋白表达的影响,本研究参考既往对急性高原

缺氧研究中的缺氧时间点,选择小鼠在低压低氧

仓急性缺氧 8
 

h、24
 

h 和中长期缺氧 72
 

h[21] 。 本

研究发现在高原缺氧环境下,vinculin、α-tubulin、
EIF5 和 β-actin 在肺组织中稳定表达,而 GAPDH
表达增加。 由于 GAPDH 是一种经典的糖酵解

酶,在缺氧后 HIF-1 调节糖酵解相关的多种酶,导
致 GAPDH 表达升高[22] 。

在本研究中,还通过肺损伤相关研究常用体

外细胞 BEAS-2B 和 HUVECS 缺氧,对其内参蛋白

表达变化进行研究。 BEAS-2B 细胞在缺氧 48
 

h,
观察发现有大量的细胞死亡,所以缺氧时间只选

用缺氧至 24
 

h。 发现 BEAS-2B 在缺氧 24
 

h 后,其
vinculin、α-tubulin 和 EIF5 的表达水平下降,这可

能是由于缺氧诱导的细胞内信号转导途径的改

变,影响了这些蛋白质的合成、稳定性和功能。
缺氧通过 HIF-1,能够调控多种基因的表达,以适

应低氧环境[23] 。 HIF-1 的激活可能导致细胞骨架

重组和蛋白质合成途径的重新编程,从而影响

vinculin 和 α-tubulin 的表达,这两种蛋白质分别

是细胞黏附和细胞骨架稳定的关键成分[24] 。 同

时,EIF5 作为翻译起始因子,其表达的下降可能

反映了细胞在缺氧条件下减少蛋白质合成以节

省能量的策略[25] 。 本论文的中 BEAS-2B 细胞中

GAPDH 在缺氧 24
 

h,表达未上升。 在既往的研究

中,SAID 发现在体外研究的小鼠肝癌(Hep-1-6)、
人肝细胞癌细胞系( Hep-3-B、HepG2)、人肺腺癌

上皮细胞系 ( A-549)、 结肠癌细胞系 ( HT-29、
HCT-116)中未观察到缺氧诱导的对

 

GAPDH
 

表

达的调节作用[26] 。
本研究对 HUVECS 缺氧,发现在缺氧条件下

vinculin、α-tubulin 表达稳定,EIF5 和 GAPDH 表

达是一个时间依赖性的调控过程,这一过程与细

胞对缺氧环境的适应和恢复密切相关。 在缺氧

后的初期阶段,大约 8
 

h 后,研究显示 EIF5 和

GAPDH 的表达水平有所下降。 EIF5 作为真核翻

译起始因子,其表达的下调可能是细胞为了节省

能量和减少蛋白质合成而采取的一种适应性策

略[18] 。 随着时间的推移,到了缺氧后的 72
 

h,
EIF5 和 GAPDH 的表达水平恢复到了与对照组相

似的水平。 EIF5 的上升可能与细胞恢复蛋白质

合成能力有关,这是细胞从缺氧应激中恢复并重

建正常功能的重要步骤。 同样,GAPDH 作为糖

酵解途径中的关键酶,其表达的下降可能反映了

细胞在缺氧条件下对能量代谢的重新调整。
GAPDH 的增加则可能有助于恢复糖酵解途径的

活性,为细胞提供必要的能量和代谢中间产物,
以支持细胞的生存和功能恢复[27] 。 GRAVEN
等[22]研究表示 HIF-2α 调节内皮细胞中 GAPDH
的表达上升。

本研究实验结果证明考马斯亮蓝对总蛋白

进行染色相比内参蛋白更好地反映上样量。 总

蛋白没有因高原导致缺氧的改变而产生明显的

差异,总蛋白染色比内参蛋白更准确地表示实际

上样量[28] 。 因此,建议在急性高原诱导肺损伤的

研究中,在选用合适内参蛋白的同时,最好同时
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使用总蛋白来校准上样量。 GAPDH、EIF5 在高

原缺氧后表达变化的机制及其导致的病理生理

变化可作为未来的研究方向,同时作为管家蛋白

GADHP、EIF5 对下游的调控在高原缺氧中发挥

的作用也可深入研究。
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