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急性高原低氧诱导心肌损伤小鼠模型免疫印迹
实验内参蛋白的选择

张小玉1,2 ,张依曼1,2 ,刘佳2 ,来宝长2 ,乌仁塔娜3 ,田红燕1 ,殷倩1,2∗

(1.
 

西安交通大学第一附属医院周围血管科,西安　 710061;2.
 

西安交通大学心血管

研究中心,西安　 710061;3.
 

青海大学医学院高原医学研究中心,青海大学高原

医学应用重点实验室,西宁　 810001)

　 　 【摘要】 　 目的　 急性高原低氧通过调控蛋白表达诱导心肌细胞损伤,常用 Western
 

Blot 检测蛋白变化,
但内参蛋白的选择及其变化尚无系统研究。 方法　 本文主要应用低压低氧大舱模拟 6000

 

m 海拔低氧 24 和

72
 

h,苏木素-伊红( HE) 染色确定心肌损伤模型的成功建立;Western
 

Blot 检测不同内参蛋白 vinculin、α-
tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、cyclophilin

 

B 和 cofilin 表达,同时应用丽春红 S 染色和考马斯亮蓝染色检测总蛋

白的表达;进一步体外应用成年小鼠心肌细胞(AMCMs)建立低氧 12 和 24
 

h 损伤模型,TUNEL 染色确定细胞

损伤模型的建立,Western
 

Blot 检测上述不同内参蛋白表达,同时应用丽春红 S 染色和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低压低氧 24 和 72
 

h 模型的基础上,总蛋白表达量一致;内参蛋白

vinculin、EIF5、β-actin、cyclophilin
 

B 和 cofilin 表达量一致;α-tubulin 在低压低氧 24
 

h 组和平原对照组表达一

致,低压低氧 72
 

h 组较平原对照组明显下降;而 GAPDH 在低压低氧 24
 

h 组和低压低氧 72
 

h 组表达较平原对

照组明显上升。 在成功建立低氧 12 和 24
 

h 诱导 AMCMs 损伤的基础上,总蛋白表达量一致,内参蛋白 EIF5
和 β-actin 表达量一致,vinculin、α-tubulin、GAPDH、cyclophilin

 

B 和 cofilin 在低氧 12
 

h 组和低氧 24
 

h 组较常氧

对照组表达升高。 结论　 急性高原低压低氧和体外低氧诱导心肌细胞损伤模型进行 Western
 

Blot 时,EIF5 和

β-actin 可作为合适的内参蛋白选择,选择总蛋白作为内参更客观。
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【Abstract】 　 Objective 　 The
 

myocardial
 

injury
 

was
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia
 

through
 

regulating
 

the
 

expression
 

of
 

various
 

proteins.
 

The
 

expression
 

of
 

proteins
 

was
 

mainly
 

detected
 

by
 

western
 

blot,
 

but
 

the
 

selection
 

of
 

internal
 

reference
 

proteins
 

and
 

their
 

variations
 

have
 

not
 

been
 

systematically
 

studied.
 

Methods　 Myocardial
 

injury
 

was
 

induced
 

in
 

a
 

low-pressure,
 

low-oxygen
 

chamber
 

simulating
 

an
 

altitude
 

of
 

6000
 

m,
 

for
 

24
 

and
 

72
 

h.
 

Establishment
 

of
 

the
 

myocardial
 

injury
 

model
 

was
 

confirmed
 

by
 

hematoxylin
 

eosin(HE)
 

staining.
 

Expression
 

levels
 

of
 

internal
 

control
 

proteins,
 

including
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

eukaryotic
 

translation
 

initiation
 

factor-5
 

(EIF5),
 

β-actin,
 

glyceraldehyde-3-
phosphate

 

dehydrogenase
 

( GAPDH),
 

cyclophilin
 

B,
 

and
 

cofilin,
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot
 

and
 

total
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Ponceau
 

S
 

and
 

Coomassie
 

Blue
 

staining.
 

An
 

adult
 

mouse
 

cardiomyocytes
 

(AMCMs)
 

injury
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

hypoxia
 

for
 

12
 

and
 

24
 

h
 

and
 

confirmed
 

by
 

terminal
 

deoxynucleotidyl
 

transferase
 

dUTP
 

nick
 

end
 

labeling(TUNEL
 

staining).
 

Internal
 

control
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot,
 

as
 

in
 

the
 

in
 

vivo
 

model,
 

and
 

total
 

protein
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

Ponceau
 

S
 

and
 

Coomassie
 

Blue
 

staining.
 

Results　 A
 

myocardial
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia
 

for
 

24
 

and
 

72
 

h,
 

the
 

total
 

protein
 

expression
 

levels
 

remained
 

consistent.
 

The
 

expression
 

of
 

internal
 

control
 

proteins
 

including
 

vinculin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

cyclophilin
 

B,
 

and
 

cofilin
 

was
 

consistent
 

between
 

the
 

control
 

and
 

model
 

groups.
 

Expression
 

levels
 

of
 

α-tubulin
 

were
 

similar
 

in
 

the
 

plain
 

control
 

and
 

24
 

h
 

hypobaric
 

hypoxia
 

group,
 

but
 

were
 

significantly
 

lower
 

in
 

the
 

72
 

h
 

hypobaric
 

hypoxia
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

plain
 

control
 

group.
 

GAPDH
 

expression
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

24
 

and
 

72
 

h
 

hypobaric
 

hypoxia
 

groups
 

than
 

in
 

the
 

plain
 

control
 

group.
 

An
 

AMCM
 

injury
 

model
 

was
 

established
 

by
 

hypoxia
 

for
 

12
 

and
 

24
 

h.
 

Total
 

protein
 

levels
 

and
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

internal
 

control
 

proteins
 

EIF5
 

and
 

β-actin
 

were
 

consistent,
 

but
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B,
 

and
 

cofilin
 

expression
 

levels
 

were
 

higher
 

in
 

both
 

hypoxia
 

groups
 

compared
 

with
 

the
 

normoxic
 

control
 

group.
 

Conclusions　 EIF5
 

and
 

β-actin
 

may
 

be
 

the
 

suitable
 

loading
 

control
 

proteins
 

for
 

studies
 

of
 

hypobaric
 

hypoxia-
induced

 

myocardial
 

injury
 

using
 

Western
 

Blot.
 

Total
 

protein
 

is
 

also
 

a
 

good
 

choice
 

for
 

hypobaric
 

hypoxia
 

studies.
【Keywords】　 hypobaric

 

hypoxia;
 

myocardial
 

injury;
 

Western
 

Blot;
 

loading
 

control
 

proteins
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　 　 急性高原低氧是指人体在短时间内进入高

海拔地区,由于大气中氧气分压降低,导致机体

组织细胞供氧不足的病理生理现象[1] 。 这种低

氧 状 态 对 成 年 小 鼠 心 肌 细 胞 ( adult
 

mouse
 

cardiomyocytes,AMCMs)的损伤尤为关键,因为心

肌细胞对氧气的依赖性极高,任何程度的低氧都

可能导致心肌细胞功能障碍,甚至引发心肌梗死

等严重心血管事件[2] 。 因此,研究急性高原低氧

对心肌细胞的损伤对于理解高原病的病理生理

机制、开发预防和治疗策略具有至关重要的意义。
蛋白表达层面的研究对于低氧后心肌细胞

损伤的机制与药物探索具有重要的意义,如低氧

诱导因子(hypoxia-inducible
 

factor,HIF) [3-4] 、凋亡

相关 蛋 白 ( 如 Bax、 Bcl-2 ) [4] 、 炎 症 介 质 ( 如

TNF-α、IL-6) [5]在低氧心肌损伤进程中发挥重要

作用。 检测蛋白表达的方法有 Western
 

Blot
 [6] 、

酶联免疫吸附测定( enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,ELISA) [7] 、免疫荧光染色[8] 、质谱分析[9] 、
单分子荧光[10] 、原位杂交和免疫组化[11] 等。 在

这些检测方法中,Western
 

Blot 因其成本低、高灵

敏度和特异性而被广泛应用。 该技术通过电泳

分离蛋白质,将蛋白转印到 NC 膜或 PVDF 膜上,
使用特异性抗体检测目标蛋白的存在和表达水

平[12] 。 Western
 

Blot 的关键步骤之一是选择合适

的内参蛋白,以校正样本间上样量的差异,确保

实验结果的准确性[13] 。 常用的内参包括黏着斑
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蛋白(vinculin)、微管蛋白( tubulin)、真核翻译起

始因子 5( eukaryotic
 

translation
 

initiation
 

factor
 

5,
 

EIF5)、肌动蛋白( actin)和甘油醛-3-磷酸脱氢酶

( glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,
 

GAPDH)、亲环蛋白 B(cyclophilin
 

B)和丝切蛋白

(cofilin)等,选择合适的内参蛋白对于标准化目

的蛋白的表达水平具有重要意义[14] 。
内参蛋白的选择需要考虑不同条件下内参

蛋白的稳定性和可靠性[15] 。 低氧对内参蛋白的

表达具有一定的影响,已有研究表明在内皮细

胞、肝癌细胞或结肠癌细胞中由于低氧会导致

GAPDH 的表达量增高[16] 。 而目前针对急性低氧

条件下内参蛋白的选择尚未有系统明确的研究。
因此,本研究通过 Western

 

Blot 方法检测急性高

原不同低氧条件下损伤的心肌细胞中不同内参

蛋白的表达水平,并以总蛋白进行系统校正,以
明确不同低氧条件下损伤心肌细胞的内参蛋白

选择,为更多的急性高原心肌损伤的机制研究和

药物开发提供蛋白表达研究的基础。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

选取 18 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%,光照明暗交替时间 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 级屏障环境 【 SYXK
(陕)2023-004】。 所有实验操作符合动物福利和

动物实验伦理要求,并通过西安交通大学生物医

学伦理委员会审查批准( XJTUAE2024-1931) 后

施行。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

AMCMs 分离所需耗材和试剂参考团队已发

表文章[17] ,1
  

×
  

PBS( Servicebio,G0002),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), cyclophilin
 

B
 

polyclonal
 

antibody ( Proteintech, 11607-1-AP ),
cofilin

 

polyclonal
 

antibody ( Proteintech, 10960-1-
AP),PIPA 裂解液( Servicebio,G2002),脱脂奶粉

( 美 国 BD 公 司, 232100 ), 20
  

×
  

TBST
 

buffer
(Coolaber,SL13271)增强型 ECL 化学发光检测试

剂盒 ( Vazyme, E411-04 ), 丽 春 红 S ( Solarbio,
P8330),考马斯亮蓝 G250(沃凯生物,D10828),
BCA 蛋白质测定试剂盒( Thermo

 

Pierce,USA),
0. 5

 

mol / L
 

Tris
 

HCl
 

pH
  

=
  

6. 8(Proandy,10157-2),
1. 5

 

mol / L
 

Tris
 

HCl
 

pH
  

=
  

8. 8(Proandy,10152-2),
30%

 

Acr-Bis(Proandy,10149-2)。
低压低氧高原舱(中航风雷,中国),生物安

全柜(Thermo
 

Fisher
 

Scientific,美国),共聚焦显微

镜( NIKON,日本),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)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 小鼠急性高原低氧模型建立

将 18 只实验小鼠适应性饲养 3
 

d 后,随机分

为 3 组,分别为平原对照组、低压低氧 24
 

h 组和

低压低氧 72
 

h 组,每组 6 只。 将平原对照组的 6
只小鼠放在海拔 400

 

m 的西安交通大学清洁级动

物实验室饲养,将低压低氧组的 12 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。 小鼠组织样本采集在海拔 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,腹腔注射进行麻

醉,开胸后剪开右心耳,应用 4
 

℃ 预冷的 1
  

×
  

PBS
灌注左心室,待肝血液冲洗后变为白色时,收集

心脏组织,心底部置于 4%多聚甲醛固定,留作组

织染色用,心尖部置于液氮冻存,用于 Western
 

Blot。
1. 2. 2　 AMCMs 分离及低氧模型的建立

采用非 Langendorff 方法分离 AMCMs,将小鼠

麻醉后,开胸,暴露心脏,沿脊柱剪断降主动脉和
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下腔静脉。 EDTA 灌注快速注入右心室。 以止血

钳夹住主动脉,将心脏剪下,放在 EDTA 缓冲液

中。 之后依次从左心室灌注 EDTA 灌注液、混合

酶消化液到一定程度,将组织撕碎,轻吹分离消

化好的细胞,加入终止液终止消化。 通过过滤、
沉降、梯度复钙、沉降后,以适当密度种于包被层

粘连蛋白的培养皿中[16] 。 分离好的 AMCMs 置于

1%
 

O2、5%
 

CO2 的低氧舱中,分别低氧 12 和 24
 

h
后应用 RIPA 裂解液进行裂解,进行 Western

 

Blot。
1. 2. 3　 苏木素-伊红(HE)染色

应用心脏组织切片依次进行: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,进而用流水冲洗

5
 

min,1%盐酸酒精分化 5
 

s,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,最后中性树胶封片。
1. 2. 4　 TUNEL 染色

低氧后的 AMCMs,应用 1
  

×
  

PBS 洗涤细胞 1
次,4%多聚甲醛固定 30

 

min,1
  

×
  

PBS 洗涤 1 次。
0. 3%

 

Triton
 

X-100 室温孵育 5
 

min,1
  

×
  

PBS 洗涤

两次。 参照说明书配制适当量的 TUNEL 检测液,
应用 50

 

μL
 

TUNEL 检测液覆盖细胞样本,37
 

℃避

光孵育 90
 

min,用 1
  

×
  

PBS 洗涤 2 次。 抗荧光淬

灭封片液(含 hochest)封片,应用荧光显微镜进行

观察。
1. 2. 5　 Western

 

Blot
 

在放射免疫沉淀测定法 RIPA 裂解缓冲液中

裂解心脏组织,研磨仪 60
 

Hz 研磨 60
 

s,冰上放置

10
 

min。 通过在 4
 

℃下以 12
 

000
 

r / min 离心分离

上清液 15
 

min,并使用牛血清白蛋白作为标准的

BCA 蛋白质测定试剂盒检测总蛋白质浓度。 将

蛋白质样品与 5
  

×
 

上样缓冲液混合,于金属浴

96
 

℃中变性 10
 

min,然后冷却并储存在-80
 

℃ 进

行进一步研究。 每个样品上样 50
 

μg 用 10%
 

SDS-PAGE 凝胶分离,在电泳条件下 ( 400
 

mA,
1. 5

 

h)转移到 NC 膜中。 在丽春红染液中染色

3
 

min 并进行图像采集。 其后用 1
  

×
  

TBST 洗至无

色,在含有 5%脱脂奶粉中封闭膜 1
 

h。 4
 

℃ 过夜

孵育一抗 vinculin(1 ∶1000 稀释度)、α-tubulin(1
 

∶

2000 稀释度)、 EIF5 (1 ∶5000 稀释度)、 β-actin
(1 ∶1000 稀释度) 和 GAPDH ( 1 ∶ 1000 稀释度)。
其后 1

  

×
  

TBST 摇床洗膜 8
 

min,共 4 次,室温孵育

辣根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
摇床洗膜 8

 

min,共 4 次,并进行发光及胶片扫描。
1. 2. 6　 考马斯亮蓝染色

与 Western
 

Blot 对应相同上样量及上样顺序

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. 3　 统计学分析

应用 Image
 

J
 

1. 54 g 对条带灰度值和荧光阳

性信号进行定量统计,Western
 

Blot 灰度值归一化

处理。 所有数据均以平均值
 

±
 

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 表示具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 急性高原低氧诱导心肌损伤模型的建立

本部分主要明确 6000
 

m 海拔诱导 24 和 72
 

h
可成功建立小鼠心肌细胞损伤模型,应用 HE 染

色观察心肌细胞形态、炎症浸润等指标。 HE 染

色显示低倍镜下和高倍镜下平原对照组小鼠心

脏组织结构未见明显异常,心肌细胞染色清楚,
细胞核致密,心肌纤维排列整齐;低压低氧 24

 

h
组和低压低氧 72

 

h 组低倍镜下可见小鼠心肌间

质血管明显充血,横纹不清;高倍镜下可见部分

心肌肿胀,胞浆成颗粒样变性,偶见炎性细胞浸

润。 为进一步验证急性高原低氧诱导心肌损伤

模型建立成功,本研究使用 TUNEL 对小鼠心脏组

织进行染色,TUNEL 染色显色低压低氧 24
 

h 组和

低压低氧 72
 

h 组 40 倍镜下可见明显阳性信号,
见图 1。
2. 2　 不同内参的 Western

 

Blot 分析

通过 Western
 

Blot 检测心脏组织中 vinculin、
α-tubulin、EIF5、β-actin 和 GAPDH 的蛋白表达水

平( 图 2A )。 内参蛋白 vinculin、 EIF5、 β-actin、
cyclophilin

 

B 和 cofilin 在不同条件下表达水平无
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注:A:低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织 HE 染色;蓝色箭头:心肌细胞肿胀;黑色箭头:炎性细胞浸润;黄色箭头:心肌间质

血管充血;B:低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织 TUNEL 染色及统计结果;与平原对照组相比,∗ P
  

<
  

0. 05,∗∗∗ P
  

<
  

0. 001。
(下图同)

图 1　 低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织 HE 和 TUNEL 染色

Note.
 

A.
 

HE
 

staining
 

of
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

with
 

injury
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia.
 

Blue
 

arrows.
 

Swelling
 

of
 

cardiomyocytes.
 

Black
 

arrows.
 

Infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells.
 

Yellow
 

arrows.
 

Vasodilation
 

of
 

myocardial
 

interstitial
 

vessels.
 

B.
 

TUNEL
 

staining
 

and
 

statistical
 

results
 

of
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

with
 

injury
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia.
 

Compared
 

with
 

the
 

plain
 

control
 

group,
 ∗P

  

<
  

0. 05,
 ∗∗∗P

  

<
  

0. 001.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

1　 HE
 

and
 

TUNEL
 

staining
 

of
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

with
 

injury
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia

显著性差异 ( 图 2B、 图 2D ~ 图 2E、 图 2G
 

~
 

图 2H),在高原低氧模型中不同低氧时间心脏组
织中 α-tubulin 和 GAPDH 的蛋白水平各不相同。
α-tulubin 在低压低氧 24

 

h 组和平原对照表达一
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注:A:Western
 

Blot 检测小鼠心脏组织中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、cyclophilin
 

B 和 cofilin 蛋白表达;1 和 2 为同

组两个样本;B:vinculin 蛋白的相对表达水平;C:α-tubulin 蛋白的相对表达水平;D:EIF5 蛋白的相对表达水平;E:β-actin 蛋

白的相对表达水平;F:GAPDH 蛋白的相对表达水平;G:cyclophilin
 

B 蛋白的相对表达水平;H:cofilin 蛋白的相对表达水平。

图 2　 Western
 

Blot 检测低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、
GAPDH、cyclophilin

 

B 和 cofilin 蛋白表达

Note.
 

A.
 

Protein
 

expressions
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
 

and
 

cofilin
 

in
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

under
 

hypobaric
 

hypoxic
 

conditions
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

Samples
 

1
 

and
 

2
 

are
 

biological
 

replicates
 

from
 

the
 

same
 

experimental
 

group.
 

B.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

vinculin
 

protein.
 

C.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

α-tubulin
 

protein.
 

D.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

EIF5
 

protein.
 

E.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

β-actin
 

protein.
 

F.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

GAPDH
 

protein.
 

G.
  

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cyclophilin
 

B
 

protein.
 

H.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cofilin
 

protein.
 

Figure
 

2　 Western
 

Blot
 

test
 

protein
 

expression
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
and

 

cofilin
 

in
 

injury
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia

致,低压低氧 72
 

h 较平原对照的蛋白水平下降

(图 2C)。 相反,GAPDH 在低压低氧 24 和 72
 

h
蛋白水平增加(图 2F)。
2. 3　 急性高原低氧诱导心肌损伤模型心脏组织

中的总蛋白水平

进一步,应用总蛋白进行上样量的校正,首
先在 Western

 

Blot 转膜结束后,应用丽春红对 NC
膜染色(图 3A),统计结果显示总蛋白水平一致

(图 3B)。 并同时在 Western
 

Blot 电泳时对应跑

胶并进行考马斯亮蓝染色(图 3C),结果显示不

同急性高原低氧诱导心肌损伤模型的心脏组织

中总蛋白表达一致(图 3D)。
2. 4　 AMCMs 细胞分离和低氧模型的建立

心肌细胞是心脏组织低氧损伤最易累及的

细胞,凋亡是心肌细胞低氧诱导损伤的主要死亡

模式,本部分在团队建立 AMCMs 分离方法的基

础上,进一步探究低氧诱导 AMCMs 损伤的不同

内参选择。 首先应用 TUNEL 染色确定心肌细胞

低氧损伤模型建立,应用 1%
 

O2、5%
 

CO2 条件低

氧 12 和 24
 

h,TUNEL 染色结果(图 4)显示低氧
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注:A:NC 膜丽春红 S 染色总蛋白图像;B:丽春红染色总蛋白的定量分析;C:总蛋白凝胶考马斯亮蓝染色图像;D:凝
胶考马斯亮蓝染色总蛋白的定量分析。

图 3　 低压低氧诱导的损伤小鼠心脏组织中总蛋白水平

Note.
 

A.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

B.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

C.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.
 

D.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.

Figure
 

3　 Total
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

injury
 

mouse
 

heart
 

tissue
 

induced
 

by
 

hypobaric
 

hypoxia

注:A:分离培养的 AMCMs 细胞经 TUNEL 染色观察凋亡数目,Hoechst 染色确定细胞总数;B:低氧 12
 

h 和低氧 24
 

h 组与常

氧对照组 TUNEL 阳性细胞比率;与常氧对照组相比,#P
  

<
  

0. 05,##P
  

<
  

0. 01。 (下图同)

图 4　 低氧诱导 AMCMs 损伤模型的建立

Note.
 

A.
 

Number
 

of
 

apoptosis
 

cells
 

of
 

isolated
 

and
 

cultured
 

AMCMs
 

was
 

observer
 

by
 

TUNEL
 

staining,
 

and
 

the
 

total
 

number
 

of
 

cells
 

was
 

determined
 

by
 

Hoechst.
 

B.
 

Ratio
 

of
 

TUNEL-positive
 

cells
 

in
 

the
 

hypoxia
 

12
 

h
 

and
 

hypoxia
 

24
 

h
 

groups
 

compared
 

to
 

the
 

normoxia
 

control
 

group.
 

Compared
 

with
 

the
 

normoxic
 

control
 

group,
 #P

  

<
  

0. 05,
 ##P

  

<
  

0. 01.
 

(The
 

same
 

in
 

the
 

following
 

figures)

Figure
 

4　 Establishment
 

of
 

a
 

hypoxia-induced
 

damage
 

model
 

in
 

AMCMs
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12h 和 24
 

h 条件下 AMCMs 凋亡细胞比例显著增

加,提示低氧损伤心肌细胞模型的成功建立。

注:A:Western
 

Blot 检测低氧诱导的损伤 AMCMs 中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、cyclophilin
 

B 和 cofilin 蛋白表

达;B:vinculin 蛋白的相对表达水平;C:α-tubulin 蛋白的相对表达水平;D:EIF5 蛋白的相对表达水平;E:β-actin 蛋白的相对

表达水平;F:GAPDH 蛋白的相对表达水平;G:cyclophilin
 

B 蛋白的相对表达水平;H:cofilin 蛋白的相对表达水平;与常氧对

照组相比,
 ###P

  

<
  

0. 001。

图 5　 Western
 

Blot 检测低氧诱导的损伤 AMCMs 中 vinculin、α-tubulin、EIF5、β-actin、GAPDH、
cyclophilin

 

B 和 cofilin 蛋白表达

Note.
 

A.
 

Protein
 

expressions
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
 

and
 

cofilin
 

in
 

AMCMs
 

under
 

hypoxic
 

induce
 

conditions
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot.
 

B.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

vinculin
 

protein.
 

C.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

α-
tubulin

 

protein.
 

D.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

EIF5
 

protein.
 

E.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

β-actin
 

protein.
 

F.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

GAPDH
 

protein.
 

G.
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cyclophilin
 

B
 

protein.
 

H:
 

Relative
 

expression
 

level
 

of
 

cofilin
 

protein.
 

Compared
 

with
 

the
 

normoxic
 

control
 

group,
  ###P

  

<
  

0. 001.
 

Figure
 

5　 Protein
 

expression
 

of
 

vinculin,
 

α-tubulin,
 

EIF5,
 

β-actin,
 

GAPDH,
 

cyclophilin
 

B
 

and
 

cofilin
 

in
 

injury
 

AMCMs
 

induced
 

by
 

hypoxia

2. 5　 不同内参蛋白的 Western
 

Blot 分析

通过 Western
 

Blot 检测损伤 AMCMs 中不同

内 参 蛋 白 vinculin、 α-tubulin、 EIF5、 β-actin 和

GAPDH 的蛋白表达变化(图 5A),结果显示内参

蛋白 EIF5 和 β-actin 在不同条件下表达水平无显

著性差异性(图 5D,图 5E);在不同低氧时间可诱

导 α-tubulin、 vinculin、 GAPDH、 cyclophilin
 

B 和

cofilin 的蛋白水平变化,低氧 12 和 24
 

h 可诱导

vinculin、GAPDH、cyclophilin
 

B 和 cofilin 蛋白水平

上升(图 5B,图 5F
  

~
  

图 5H),而低氧 12
 

h 可诱导

196



中国实验动物学报 2025 年 5 月第 33 卷第 5 期　 Acta
 

Lab
 

Anim
 

Sci
 

Sin,May
 

2025,Vol.
 

33,
 

No.
 

5

α-tubulin 蛋白水平上升(图 5C)。
2. 6　 AMCMs 细胞低氧模型中的总蛋白水平

与组织样本一致,在 Western
 

Blot 转膜后应

用丽春红对 NC 膜进行染色结果显示总蛋白水平

一致(图 6A,图 6C)。 同时,Western
 

Blot 电泳时

对应跑胶,并应用考马斯亮蓝对凝胶进行染色,
结果显示 AMCMs 细胞低氧模型中总蛋白水平一

致(图 6B,图 6D)。

注:A:NC 膜丽春红 S 染色总蛋白图像;B:NC 膜丽春红染色总蛋白的定量分析;C:总蛋白凝胶考马斯亮蓝染色图像;D:凝胶考马

斯亮蓝染色总蛋白的定量分析。

图 6　 低氧诱导的损伤 AMCMs 中总蛋白表达水平

Note.
 

A.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

B.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Ponceau
 

S
 

on
 

nitrocellulose
 

membrane.
 

C.
 

Image
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.
 

D.
 

Quantitative
 

analysis
 

of
 

total
 

proteins
 

stained
 

with
 

Coomassie
 

Brilliant
 

Blue
 

on
 

gel.

Figure
 

6　 Total
 

protein
 

expression
 

level
 

in
 

injury
 

AMCMs
 

induced
 

by
 

hypoxia

3　 讨论

高原低氧是一种常见于高海拔地区的病理

生理现象,长期处于高原低氧环境下,人体将面

临一系列健康问题,包括低氧引起的心肺负荷增

加、脑部损伤、免疫功能下降等[18] 。 因此,研究高

原低氧的危害不仅有助于揭示高原环境下的生

理变化和适应机制,还有助于制定相应的预防和

保健措施,保护高原地区居民的身体健康[19] 。 低

氧诱导的损害主要是由 HIFs 协调,在低氧条件

下,HIF-1α 与 cAMP 反应元件结合蛋白( cAMP-
response

 

element
 

binding
 

protein,CREB)及 p300 等

共激活因子相互作用, 共同调节靶基因的表

达[20] 。 这些基因参与细胞代谢、细胞生长 / 死亡、
细胞增殖、糖酵解和免疫反应等多个过程。 总体

来说,低氧导致蛋白质合成、能量代谢和线粒体

呼吸等发生变化[21] 。 蛋白作为细胞的基本功能

单位,其表达水平的变化可以反映出细胞对高原

低氧的适应能力和损伤程度[22] 。 通过蛋白表达

研究,可以深入了解高原低氧环境下细胞信号传

导、代谢途径等方面的变化,为探讨高原低氧机

制提供重要线索[23] 。 在蛋白表达研究中,内参蛋

白至关重要,主要是作为上样量标准化和校正的

参考。
选择合适的内参对于确保研究结果的准确

性和可靠性至关重要,有助于避免实验误差和扭

曲结果的风险,从而确保研究结论的科学性[24] 。
目前应用的内参主要包括 vinculin、 α-tubulin、
EIF5、β-actin 和 GAPDH。 Vinculin 是一种重要的

肌动蛋白丝(F-actin)结合蛋白,积极参与细胞-基
质和细胞-细胞粘附[25] ;Tubulin 分为 α、β、γ、δ、ε
等多种 tubulin,其中 α-tubulin 和 β-tubulin 可以形

成异源二聚体, 是形成微管的最主要的两种

tubulin[26] ;EIF5 蛋白是 43S 前起始复合物( 43S
 

PIC) 的关键成员[27] ;肌动蛋白( actin) 是细胞的

一种重要骨架蛋白,在不同物种之间高度保守;
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GAPDH 是一种重要的糖酵解酶,可催化 3-磷酸

甘油醛生成 1,3-二磷酸甘油酸。 这 5 个基因通常

被用作 Western
 

Blot 的内参蛋白。 在高原低氧条

件下,不同内参的表达水平可能会受到影响,进
而影响心肌细胞功能和代谢。 这种变化主要来

源于高原低氧环境对细胞内代谢通路和信号传

导的影响,导致内参表达水平发生变化。 本研究

主要探讨此 5 种常用内参在低氧诱导心肌损伤中

的变化,旨在为高原低氧心肌细胞的后续研究以

及其他相关研究提供内参选择的依据和参考。
已有研究显示,某些常用内参蛋白( vinculin、

actin 或 tubulin)在低氧等刺激条件下,其表达水

平或稳定性可能发生变化,如 MISRA 等
 [28] 发现

在 A431 细胞低氧未引起 vinculin 或 paxillin 的表

达改变;LEMLER 等
 [29]发现在新生犊牛中损伤的

右心室心肌,与对照组相比,vinculin 的总含量变

化不大,微管蛋白含量增加。 而在高原低氧中目

前无系统研究损伤心肌的内参蛋白的变化,本研

究发现在急性高原低氧 72
 

h 心脏组织中 vinculin
的含量未发生变化,而在 AMCMs 低氧 12

 

h 后

vinculin 的表达水平升高。 心脏组织和 AMCMs
低氧损伤 vinculin 的表达趋势不同,AMCMs 为了

适应低氧环境而增强细胞粘附和细胞骨架重组,
已有研究发现低氧条件下新生大鼠心肌细胞骨

架 vinculin 发生变化,且 92
 

kDa 胶原酶增加,伴随

92
 

kDa 胶原酶释放的细胞骨架变化可能代表了

心肌细胞的一种防御机制[30] 。 而在心脏组织中

有其他的细胞,如成纤维细胞、内皮细胞可以参

与低氧损伤机制的调控, 可能导致出现组织

vinculin 和心肌细胞体外低氧 vinculin 变化不一

致。 WANG 等[15] 报道称在缺血性心脏组织中,
actin 和 tubulin 发生显著变化。 本研究发现在急

性高原低氧 72
 

h 心脏组织中 α-tubulin 的表达水

平下降;而 AMCMs 低氧 24
 

h 相比低氧 12
 

h 中

α-tubulin 表达下降,而与常氧对照无统计学意

义。 AMCMs 低氧 12
 

h 可能由代偿机制来应对这

种应激。 YIN 等
 [31] 在研究中发现低氧会通过增

加泛素-蛋白酶活性来减少 γ-tubulin 的水平。
ZHANG 等

 [32]也发现 β-tubulin 在低氧 / 复氧后的

mRNA 和蛋白表达水平下降。 这也证明了心脏组

织在急性低氧条件下损伤会诱导 α-tubulin 的减

少。 GRAVEN 等[33] 研究发现低氧调节内皮细胞

中 GAPDH 表达上调。 本研究发现在急性高原低

氧 72
 

h 心脏组织中 GAPDH 和 AMCMs 低氧 24
 

h
的表达水平均增加。 由于 GAPDH 是一种经典的

糖酵解酶,在低氧后 HIF-1 调节糖酵解相关的多

种酶,导致 GAPDH 表达升高[21] 。 EIF5 和 β-actin
的表达水平在高原低氧和 AMCMs 低氧中均表达

稳定。 本研究提示,急性高原低氧诱导心脏组织

损伤和低氧诱导 AMCMs 损伤进行 Western
 

Blot
检测时可选择 EIF5 和 β-actin 作为内参。

本研究还通过丽春红 S 对 NC 膜染色和使用

考马斯亮蓝染凝胶,发现总蛋白的含量在低氧条

件下是稳定表达的。 因此,使用总蛋白分析提供

了一种蛋白质含量的测量方法,该测量避免了使

用单个内参蛋白由于低氧导致表达水平的改变,
而总蛋白在比较来自不同模型时保持不变。 因

此,本研究结果建议研究急性高原低氧诱导心脏

损伤时可选择 EIF5 和 β-actin 作为内参蛋白,同
时样本量充足条件下也可将总蛋白作为上样量

校正标准。
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