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用亚硫酸钠制造新的肺动脉平滑肌细胞化学缺氧模型
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(1温州医科大学附属第一医院麻醉科, 温州 325000; 2温州医科大学病理生理学教研室, 温州 325000)

摘要      该文应用1.5, 2.0, 3.0 g/L亚硫酸钠制造新的肺动脉平滑肌细胞化学缺氧模型, 并与三气

培养箱制造的物理缺氧模型进行对比, 采用hematoxylin-eosin staining(HE染色)、Cell Counting Kit-8 
(CCK-8)来观察亚硫酸钠对细胞的影响, 检测细胞体内的活性氧和缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible 
factor-1α, HIF-1α)的基因及蛋白表达量来判断模型的缺氧程度。细胞体内活性氧和HIF-1α的检测结

果提示, 亚硫酸钠所制造的缺氧模型的缺氧程度随其浓度的升高而升高, 虽然2.0 g/L和3.0 g/L亚硫

酸钠组对细胞有一定程度的毒性作用, 但是1.5 g/L亚硫酸钠组对细胞的损害程度与物理缺氧组相比

无明显差异。该研究表明, 1.5 g/L亚硫酸钠所制造的肺动脉平滑肌细胞化学缺氧模型较符合肺动脉

平滑肌细胞缺氧模型的要求。
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Abstract       Different concentrations of sodium sulfite of 1.5, 2.0, 3.0 g/L were used to make a new chemi-
cal hypoxia model of pulmonary artery smooth muscle cells (PASMCs). Hematoxylin-eosin (HE) staining and Cell 
Counting Kit-8 (CCK-8) were performed to observe the effect of sodium sulfite on the PASMCs. To define the 
anoxic extent of new hypoxia model, the changes of reactive oxygen species and the expression of HIF-1α were 
detected. The content of ROS tested by fluorescence microscope and the expressions of HIF-1α tested by RT-PCR 
and Western blot indicated that the levels of hypoxia were dependent on the concentration of the sodium sulfite. 
Although there were some damages to the PASMCs in the hypoxia model induced by 2.0 g/L and 3.0 g/L, but the 
model induced by 1.5 g/L of sodium sulfite was similar to the model induced by three gas incubator. So the concen-
tration of sodium sulfite with 1.5 g/L was the best to induce a hypoxia model.

Keywords        hypoxia model; sodium sulfite; pulmonary artery smooth muscle cells

细胞缺氧是多种缺血缺氧性疾病发病的关键

环节, 建立细胞缺氧模型来模拟疾病关键环节是从

细胞和分子水平研究该类疾病的重要方法。肺动

脉平滑肌细胞(pulmonary artery smooth muscle cells, 
PASMCs)是肺脏急、慢性缺氧时的一种重要的效应

细胞[1]。PASMCs的增殖和凋亡失衡引起肺血管阻
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力增加是肺血管重塑最基本的病理基础, 其与缺氧

性肺血管收缩的共同作用是导致肺动脉高压的主要

病理生理变化。

到目前为止, 主要建立了物理性和化学性缺氧

模型。物理性缺氧模型是向细胞培养液中持续通入

氮气或无氧气体从而降低氧分压, 早期有液面封闭

模型[2-3], 后来有自制简易密封舱[4-5], 到现在主要是

国际上公认的三气培养箱。三气培养箱控制精确, 
可以设定不同的缺氧程度, 但其价格昂贵, 气体平衡

时间长, 无法在缺氧期间进行实验操作。而化学性缺

氧模型是在细胞培养基中加入化学物质, 造成细胞

用氧障碍或使培养液内的氧气耗尽。普遍使用的化

学物质有氯化钴和硫代硫酸钠。这种方法简单易行、

经济便捷、重复性高。然而, 硫代硫酸钠的自燃及放

热和钴离子的重金属毒性, 限制了它们的使用。

亚硫酸钠(sodium sulfite, SS)是一个新的化学除

氧剂。颜月娥等[6]报道, 亚硫酸钠具备清除氧的能力, 
具有物美价廉、来源方便、无毒及与氧反应速度较

快等优点而被广泛应用于工业实践中。在食品行业

中, 亚硫酸钠是被广泛使用的防腐剂, 因为它具有引

发厌氧条件的能力, 可以有效地抑制好氧微生物的

生长[7]。Jiang等[8]报道, 亚硫酸钠可以成功地引发低

氧, 缺氧的程度可以通过可溶性亚硫酸钠的浓度控

制, 并且亚硫酸钠和水的反应不自燃, 也不产生二氧

化硫。

本文采用亚硫酸钠去除细胞培养液中的氧来

建立体外培养肺动脉平滑肌细胞缺氧模型, 观察其

细胞形态及功能的改变, 初步探讨其可能的机制, 为
肺动脉平滑肌细胞缺氧损伤的研究提供新方法。

1   材料与方法
1.1   实验动物

健康SPF级雄性Sprague-Dawley(SD)大鼠(200 
~250 g)由温州医科大学实验动物房提供。

1.2   试剂

亚硫酸钠购自浙江中星化工试剂有限公司; 
Dulbecco′s Modified Eagle Medium(DMEM)培养基、

澳洲胎牛血清、青霉素–链霉素溶液和胰酶均购自

美国Gibco公司; α-SM actin鼠单克隆抗体购自英国

Abcam公司; 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
(DCFH-DA)粉末购自Sigma公司; HIF-1α抗体购自

Novous公司; PCR引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。 
1.3   实验方法

1.3.1   大鼠PASMCs的分离和培养      SPF级雄性SD
大鼠经10%水合氯醛麻醉后剖胸, 取出心肺组织, 显
微镜下分离肺动脉, 加入I型胶原酶消化, 再加入含

20%胎牛血清的培养基后吹打混匀接种于培养瓶中, 
将培养瓶放入普通培养箱中培养3~7 d, 于倒置显微

镜下观察细胞生长情况。待原代细胞生长至汇合状

态、铺满瓶壁的80%以上时, 进行传代。实验用第

4~6代细胞。

1.3.2   肺动脉平滑肌细胞的鉴定      将细胞消化后, 
接种于有盖玻片的6孔板中, 培养1~2 d后, 4%多聚甲

醛固定10~15 min, 3% H2O2孵育10 min以阻断内源

性过氧化物酶, 滴加一抗α-SM actin(稀释度1:100), 
4 °C过夜, 最终滴加二抗, 在室温条件下孵育时间约

60 min, DAPI染细胞核, 在荧光显微镜下观察细胞并

拍摄图片。

1.3.3   分组      取状态良好的对数生长期细胞消化、

接种, 待细胞生长至70%~80%时, 用没有添加血清

的DMEM同步24 h后, 用随机排列表法将细胞分为5
组: (1)正常对照组(normal control group): 在常氧条

件(37 °C、21% O2、5% CO2)下培养24 h; (2)物理缺氧

组(three gas incubator group): 在三气培养箱(37 °C、3% 
O2、5% CO2、92% N2)下培养24 h; (3)低浓度亚硫酸

钠缺氧组(1.5 g/L SS组): 在常氧条件下培养24 h, 培
养液中加入1.5 g/L亚硫酸钠; (4)中浓度亚硫酸钠缺

氧组(2.0 g/L SS组): 在常氧条件下培养24 h, 培养液

中加入2.0 g/L亚硫酸钠; (5)高浓度亚硫酸钠缺氧组

(3.0 g/L SS组): 在常氧条件下培养24 h, 培养液中加

入3.0 g/L亚硫酸钠。

1.3.4   HE染色法观察细胞形态      按上述步骤将细

胞接种于有盖玻片的6孔板, 按照分组条件分别培养

24 h, 用PBS漂洗3次后按照HE染色试剂盒步骤染色, 
将盖玻片滴入中性树脂后盖在载玻片上, 在倒置显

微镜下观察结果并拍摄照片。

1.3.5   CCK-8法检测细胞活性      将细胞接种于96
孔培养板, 密度约为1×103/孔, 培养1~2 d, 分组与干

预方式同前, 24 h后每孔加入100 μL DMEM+10 μL 
CCK-8试剂, 避光继续培养1 h, 用酶标仪测定450 nm
波长处各孔吸光度。

1.3.6   荧光显微镜检测细胞活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)      将细胞接种于铺有盖玻片的6孔板, 
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分组与干预方式同前, 后加入稀释好的DCFH-DA 
1 mL, 终浓度为10 μmol/L, 在37 °C培养箱孵育45 min
后用PBS清洗3次, 用荧光显微镜观察并拍摄图片, 
用Image-Pro Plus 6.0软件分析, 得出平均荧光强度。

1.3.7   RT-PCR检测HIF-1α基因的表达      按上述

实验分组进行处理后提取RNA, 将RNA逆转录为

cDNA后, 进行PCR处理。HIF-1α(670 bp)的引物为: 
上游引物: 5′-CAG CAG CAA CAG CAC TAC CCA 
TA-3′, 下游引物: 5′-TTG TCC TTG ACG CAG ATA 
CCA TA-3′, 内参为β-actin(201 bp)。
1.3.8   Western blot检测HIF-1α蛋白表达水平      按
上述实验分组条件处理后收集细胞, 用预冷的细胞

裂解液裂解30 min, 4 °C、12 000 ×g离心20 min, 吸
取上清液, 采用BCA法测蛋白浓度。取相当于50 μg
蛋白的样品, 采用5%的浓缩胶、8%的分离胶电泳, 
300 mA 2 h转膜至PVDF膜上, 5%的脱脂牛奶封闭2 h, 
I抗(目的蛋白HIF-1α浓度1:300, 内参蛋白β-actin浓
度1:5 000) 4 °C孵育过夜, TBST洗膜, II抗(目的蛋白

和内参蛋白都为1:50 000)室温孵育1 h, 洗膜后曝光, 
对条带灰度值进行定量分析。

1.4   统计学方法

采用SPSS 15.0统计软件分析。所有数据进行

正态性检验, 计量资料用均数±标准差(x
_
±s)表示。多

组样本均数比较用方差检验, 两两比较用LSD检验, 
P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   肺动脉平滑肌细胞的培养及鉴定

从倒置相差显微镜中我们可以看到, 消化下来

的细胞经20%牛胎血清培养基培养2~3 d后, 单个的

细胞贴壁并且逐渐有细胞从未消化完全的组织块中

爬出, 细胞贴壁生长, 呈长梭形, 8~10 d后细胞逐渐

融合, 呈现典型的“峰–谷”状生长特点(图1)。α-SM 
actin免疫荧光染色显示, 细胞质中有较多与细胞纵

轴相平行的丝状绿色荧光, 即为平滑肌细胞特有的

肌动蛋白, 而且超过95%的细胞呈阳性, 说明本实验

所用的细胞为肺动脉平滑肌细胞(图2)。
2.2   各组细胞活性的变化

各组细胞CCK-8实验的吸光度值大小可间

接反映细胞活性, 正常对照组细胞的吸光度值为

0.69±0.01, 与物理缺氧组(0.78±0.01)相比有显著差异

(图3, P<0.05)。而用亚硫酸钠制造缺氧模型的3个组

分别与物理缺氧组对比后发现, 1.5 g/L SS组的吸光

度值为0.77±0.01, 与物理缺氧组无统计学意义(图3);
而2.0g/L SS组的吸光度值为0.65±0.01, 3.0 g/L SS组

图1  相差倒置显微镜下的原代的肺动脉平滑肌细胞

Fig.1  Primary PASMCs observed with inverted phase
contrast microscope

50 μm

图2  免疫荧光染色法鉴定肺动脉平滑肌细胞

Fig.2  Identification of PASMCs with 
immunofluorescence staining
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图3  CCK-8法检测肺动脉平滑肌细胞细胞活力

Fig.3  PASMCs viability among different groups by CCK-8 assay
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为0.24±0.01, 与物理缺氧组比较均有显著差异(图3, 
P<0.05), 且随着亚硫酸钠浓度的提高, 数值逐渐变

小。1.5 g/L SS组的细胞活力和细胞增殖情况均与物

理缺氧组无明显差异, 但是随着亚硫酸钠浓度的增

加, 细胞活力逐渐下降。

2.3   各组HE染色结果的比较

与正常对照组比, 物理缺氧组和1.5 g/L SS组的

细胞形态无显著改变。2.0 g/L SS组的细胞开始出现

凋亡的细胞, 3.0 g/L SS组的凋亡细胞明显比2.0 g/L 
SS组要多(图4)。
2.4   各组细胞活性氧的变化

正常对照组细胞体内的活性氧含量比物理缺氧

组低(图5, P<0.05), 符合大多数学者的研究。1.5 g/L 
SS组和2.0 g/L SS组的平均荧光强度与物理缺氧组

Normal control Three gas incubator

1.5 g/L SS 2.0 g/L SS 3.0 g/L SS

50 μm 50 μm

50 μm 50 μm 50 μm

图4  HE染色法观察细胞的形态

Fig.4  The morphology of PASMCs by HE staining 
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图5  荧光显微镜检测细胞体内活性氧含量

Fig.5  The content of ROS in PASMCs test by 
fluorescence microscope
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图6  RT-PCR检测HIF-1α mRNA表达量

Fig.6  The content of HIF-1α mRNA tested by RT-PCR
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相比也有显著差异(图5, P<0.05), 且随着浓度的升高

而递增, 提示1.5 g/L SS组和2.0 g/L SS组的缺氧程度

比物理缺氧组要高, 而且随着亚硫酸钠浓度的增高

而增高; 但是3.0 g/L SS组的平均荧光强度比2.0 g/L 
SS组的要低(图5, P<0.05)。
2.5   各组HIF-1α基因表达量的变化

与物理缺氧组相比, 正常对照组的HIF-1α 
mRNA含量明显降低(图6, P<0.05)。物理缺氧组符

合HIF-1α的低氧表现。1.5 g/L SS组与物理缺氧组相

比, HIF-1α的mRNA含量略微有所上升(图6, P<0.05), 
2.0 g/L SS组和3.0 g/L SS组与物理缺氧组相比, 表达量

显著上升(图6, P<0.05), 而且可以看出呈剂量依赖性, 
提示亚硫酸钠组的缺氧程度优于物理缺氧组, 而且

随着亚硫酸钠浓度的增加, 缺氧程度升高。

2.6   各组HIF-1α蛋白含量的变化

与物理缺氧组相比, 正常对照组的HIF-1α蛋白

表达量较少(图7, P<0.05)。物理缺氧组符合低氧下

HIF-1α蛋白的表达。1.5 g/L SS组与物理缺氧组相比, 
蛋白表达量小幅度上升(图7, P<0.05), 2.0 g/L SS组
和3.0 g/L SS组与物理缺氧组相比, 蛋白表达量明显

增加(图7, P<0.05), 而且呈浓度依赖性, 提示亚硫酸

钠组的缺氧程度优于物理缺氧组, 而且随着亚硫酸

钠浓度的增加, 缺氧程度升高。

3   讨论
众所周知, 当氧分压(PO2)低于60 mmHg时, 就

可以引起组织缺氧。姚海霞等[9]的研究显示, 1.5 g
亚硫酸钠可以使0.5 L Krebs-Henseleit液(KH液)中的

PO2降到40 mmHg以下, 符合低氧培养肺动脉的要

求, 所以本研究选取1.5, 2.0, 3.0 g/L三个浓度的亚硫

酸钠制造肺动脉平滑肌细胞缺氧模型。

为了明确亚硫酸钠所制造缺氧模型的效果, 我
们针对细胞毒性作用和缺氧效果方面与物理性缺氧

模型进行了对比。首先, 我们用HE染色法和CCK-8
法来观察亚硫酸钠对细胞的毒性作用。从HE染色

的结果可见, 随着亚硫酸钠浓度的增加, 其对细胞逐

渐出现毒性作用, 并随浓度增高毒性作用增强。我

们用CCK-8法验证了以上结果。物理缺氧组的细胞

活力比正常组要高(图3), 与缺氧可直接刺激PASMCs
引起增殖[10]这一总所周知的结论符合。1.5 g/L SS组
的细胞活力和物理缺氧组无明显差异, 但浓度继续

增高后, 细胞的活力开始下降, 并随着亚硫酸钠浓

度的增高, 细胞活力逐渐下降。对于这个现象, 我们

考虑主要可能是由于我们所用的细胞培养液是厂家

批量生产的, 里面所含物质及浓度按照最适宜细胞

生长的范围配制的, 随着亚硫酸钠浓度的增加, 培养

液中的钠离子浓度升高, 当其超过了细胞能承受的

范围后, 会使得细胞脱水萎缩, 对细胞产生一定的伤

害, 甚至使细胞产生凋亡, 大部分细胞出现一定程度

的萎缩, 但是不是很明显, 细胞凋亡较少, 而3.0 g/L 
SS组图中的细胞萎缩程度严重, 细胞凋亡比例增加

(图4)。
其次, 我们通过检测细胞内的活性氧和HIF-1α

的基因及蛋白水平对亚硫酸钠制造缺氧模型的低

氧程度进行了评估。活性氧主要来自线粒体系统

和NADPH氧化酶系统, 它主要包括超氧阴离子、氢

氧根、过氧化氢、烷氧基等。活性氧在缺氧导致的

PASMCs内质网应激中也扮演着重要的角色, 内质
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A: 不同处理条件下HIF-1α蛋白表达量; B: 不同处理条件下HIF-1α蛋白表达趋势。*P<0.05, 与物理缺氧组相比。n=3。
A: the content of HIF-1α protein under different conditions; B: the tendency of HIF-1α protein under different conditions. *P<0.05 compared with three 
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图7  Western blot检测HIF-1α蛋白含量

Fig.7  The content of HIF-1α protein tested by Western blot
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网应激导致一系列的下游反应参与了肺动脉高压的

发生、发展[11]。Tuttle等[12]的研究显示, 细胞内活性

氧的含量与氧浓度有关, 氧浓度越低, 活性氧的含量

越高。我们的研究发现, 物理缺氧组细胞内活性氧

的含量高于正常组, 而1.5 g/L SS组细胞内活性氧的

含量高于物理缺氧组, 并随着亚硫酸钠浓度的增高

而增加, 结合Tuttle等[12]的研究结果, 提示亚硫酸钠

所制造的缺氧模型在缺氧程度上优于物理低氧组, 
而其缺氧程度可以随着亚硫酸钠浓度的增加而增

加。对于物理缺氧组细胞内活性氧下降的现象, 我
们考虑可能是由于在3.0 g/L SS组中, 细胞凋亡数量

较多, 而活性氧只在活细胞中表达, 凋亡细胞中不显

示, 所以其比2.0 g/L SS组的活性氧含量要低。

缺氧诱导因子-1(HIF-1)是一个普遍存在于人和

哺乳动物细胞内的缺氧应答因子, 是诱导与缺氧应

激有关的基因表达最有效的转录因子。HIF-1最初

是在20世纪90年代被发现的, Semenza等[13]在研究缺

氧诱导的促红细胞生成素(erythropoietin, EPO)基因

表达时, 在肝细胞核中提取出了这种蛋白质。HIF-1
是DNA结合蛋白, 它主要是由对氧敏感的α亚基

(HIF-1α)和在核内稳定表达的β亚基(HIF-1β)组成的

异二聚体转录因子。HIF-1α可以调控100多种涉及

低氧应激下细胞适应与存活的靶基因的表达, 从而

在低氧应答反应中起核心作用, 因而它被认为是一

种氧感受器。本实验检测了HIF-1α的基因和蛋白表

达量, 从结果中可以看出, 物理缺氧组比正常组表达

量要高, 符合了HIF-1α对缺氧的应答; 三个浓度的亚

硫酸钠组的表达量比物理缺氧组要高, 并随着亚硫

酸钠浓度的升高而升高, 提示亚硫酸钠组的缺氧程

度要优于物理缺氧组, 并随着浓度的增加而增加, 和
我们前面检测的活性氧得出的结论基本一致。

综上所述, 本研究发现, 1.5 g/L SS组无论是在

对肺动脉平滑肌细胞的毒性程度上还是缺氧程度上

都比较符合费动脉平滑肌细胞缺氧模型的要求, 而
2.0 g/L和3.0 g/L SS组虽然在缺氧程度上优于物理缺

氧模型和1.5 g/L亚硫酸钠缺氧模型, 但是由于其对

细胞有毒性作用, 可能不合适用于肺动脉平滑肌细

胞缺氧模型的制造。
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