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氯化钴诱导低氧与气体低氧对大鼠原代肺动脉

平滑肌细胞增殖作用的比较研究
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摘要      该研究比较了氯化钴(cobalt chloride, CoCl2)诱导低氧与气体低氧对大鼠原代肺动

脉平滑肌细胞(pulmonary artery smooth muscle cells, PASMCs)增殖及氧化应激的影响。采用

不同剂量(25 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L、200 μmol/L、400 μmol/L) CoCl2诱导细胞或

将细胞置于低氧培养箱中 , 通过MTT、CCK-8和EdU检测比较CoCl2诱导低氧与气体低氧对大

鼠原代PASMCs增殖的影响 , 并通过Western blot、流式细胞术比较CoCl2诱导低氧与气体低氧

对低氧敏感蛋白低氧诱导因子 1α(hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)表达量和细胞内活性氧

(reactive oxygen species, ROS)含量的影响。结果显示, CoCl2或气体低氧刺激细胞24 h均可增

加 PASMCs增殖活力、HIF-1α蛋白表达量和ROS含量。气体低氧下 PASMCs增殖活力显著高

于低(25 μmol/L)、中(200 μmol/L)、高(400 μmol/L)剂量CoCl2组, 且HIF-1α蛋白表达、ROS含
量显著上调。中剂量CoCl2诱导的 PASMCs增殖活力、ROS含量显著高于低、高剂量组 ; 随着

CoCl2剂量增加 , HIF-1α蛋白表达量增加。结果表明 , CoCl2能一定程度诱导低氧 , 引起细胞内

氧化应激, 促进大鼠原代PASMCs增殖, 并呈一定的剂量、时间依赖性, 但其增殖效应不及气体

低氧。
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Abstract       The purpose of this study was to compare the effects of CoCl2 (cobalt chloride) and gas hypoxia 
on proliferation and oxidative stress of rat primary PASMCs (pulmonary artery smooth muscle cells). PASMCs were 
stimulated by different concentrations of CoCl2  (25 μmol/L, 50 μmol/L, 100 μmol/L, 200 μmol/L, 400 μmol/L), or 
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were placed in a hypoxic incubator. The effects of CoCl2 and gas hypoxia on the proliferation of PASMCs were com-
pared by MTT assay, CCK-8 assay, and EdU assay. Under CoCl2 or gas hypoxia, the expression of hypoxic sensitive 
protein HIF-1α (hypoxia inducible factor-1α) and intracellular ROS (reactive oxygen species) were detected by West-
ern blot and Flow cytometry. The results showed that the cell proliferation, expression of HIF-1α and ROS increased 
in PASMCs stimulated by CoCl2 or gas hypoxia for 24 h. Compared with low (25 μmol/L), medium (200 μmol/L), 
and high (400 μmol/L) concentrations of CoCl2 groups, the cell proliferation, the expression of HIF-1α protein, and 
intracellular ROS content were markedly augmented under gas hypoxia. Compared with low and high concentrations 
of CoCl2 groups, medium concentration group could significantly upregulate the cell proliferation and intracellular 
ROS content; CoCl2 could increase the protein expression of HIF-1α in a concentration-dependent manner. The results 
indicate that CoCl2 can induce hypoxia to a certain extent, facilitate intracellular oxidative stress, and promote the cell 
proliferation of primary PASMCs in a dose and time-dependent manner. Additionally, the proliferation effect of CoCl2 

is weaker than gas hypoxia. 
Keywords        cobalt chloride; hypoxia; pulmonary artery smooth muscle cells; proliferation

肺动脉高压 (pulmonary hypertension, PH)是一

种以肺血管阻力升高、肺血管重构为特征的临床

综合征 [1]。低氧性肺动脉高压 (hypoxic pulmonary 
hypertension, HPH)是PH中最常见的类型之一 , 低氧

是其直接诱导因素 [2]。低氧诱导细胞内缺氧诱导因

子(hypoxia inducible factors, HIFs)表达量增加, 引起

氧化应激 , 进而导致肺动脉平滑肌细胞 (pulmonary 
artery smooth muscle cells, PASMCs)增殖等病理性

改变[3-4]。因此, 可控的低氧环境是体外实验研究PH
分子机制的重要条件。

目前 , 低氧培养箱是细胞低氧培养的常见方法。

由于低氧培养箱价格昂贵、消耗氮气量大等因素 , 
国内外学者亦有采用化合物构建细胞所需的低氧条

件 , 其中 , 氯化钴 (cobalt chloride, CoCl2)是一种最为

常用的缺氧模拟物, 其被证实可诱导人PASMCs的增

殖, 但CoCl2并不能使空气中氧气减少, 且作用于不同

的研究对象所发挥的作用也有较大差异 [5-7]。本研究

拟用CoCl2和气体低氧刺激PASMCs, 以比较两种低

氧方式对PASMCs增殖和氧化应激效应的影响, 探讨

不同低氧方式存在效应差异的可能原因 , 为PH体外

实验低氧方式的选择提供一些思路和参考。

1   材料和方法
1.1   动物与试剂

SD雄性大鼠 , 体质量约为 120 g, 购自山东省

实验动物中心 (动物许可证号SCXK(鲁 ) 20190003); 
CoCl2·6H2O购自美国Sigma-Aldrich公司 ; MTT[3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium 

bromide]溶液购自合肥臻沃生物医药科技有限公司 ; 
CCK-8(Cell Counting Kit-8)试剂盒购自美国AbMole 
BioScience公司 ; 细胞增殖EdU分析试剂盒 (Cell Pro-
liferation EdU Image Kit)购自亚科因 (武汉 )生物技术

有限公司; DAPI染色液、青霉素–链霉素溶液(100×)、
活性氧检测试剂盒均购自碧云天生物技术有限公司; 
DME/F-12培养基购自美国Hyclone公司 ; 胎牛血清

(fetal bovine serum, FBS)购自美国Gibco公司; 二甲基

亚砜 (methyl sulfoxide, DMSO)购自上海润捷化学试

剂有限公司 ; 羊抗兔 IgG抗体、羊抗鼠 IgG抗体、内

参GAPDH均购自北京中杉金桥生物技术有限公司 ; 
HIF-1α抗体购自美国Proteintech公司。

1.2   PASMCs原代培养

无菌条件下剥离大鼠肺动脉并分离肺动脉中膜

平滑肌 , 组织块培养法培养PASMCs并进行鉴定。采

用含20% FBS、1%青霉素–链霉素的DME/F-12培养基

进行细胞培养。于细胞培养箱(37 °C、5% CO2、21% 
O2)中孵育细胞。第3~6代PASMCs用于细胞实验研究。

该研究已通过安徽中医药大学伦理委员会审核批准。

1.3   细胞增殖检测

1.3.1   MTT实验      PASMCs按2×105个/mL的密度接

种于96孔板 , 每组设6个复孔。待细胞生长至70%融

合时, 无血清同步化培养12 h, 用常氧细胞培养箱、低

氧细胞培养箱 (37 °C、5% CO2、3% O2)、不同剂量

CoCl2(25 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L、200 μmol/L、
400 μmol/L)处理4 h、6 h、12 h、24 h、48 h。依据

MTT溶液说明书, 向每孔加100 μL的5 mg/mL的MTT
溶液后继续孵育4 h, 每孔加150 μL DMSO, 室温水平
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缓慢振荡15 min, 酶标仪于490 nm波长处测各孔吸光

度(D)值。

1.3.2   CCK-8实验      PASMCs按2×105个/mL的密度接

种于96孔板, 每组设6个复孔, 观察细胞生长至70%融合

时 , 无血清同步化培养12 h, 利用常氧细胞培养箱、低

氧细胞培养箱、不同剂量CoCl2处理24 h。按照CCK-8
试剂盒说明书, 每孔加入10 μL的CCK-8溶液, 继续孵育

1 h, 用酶标仪于450 nm波长处测定各孔吸光度值。

1.3.3   EdU实验      将PASMCs按5×105个/mL密度

接种于 6孔板的无菌盖玻片上 ,  待细胞融合度为

50%时 , 利用常氧细胞培养箱 , 低氧细胞培养箱 , 
低(25 μmol/L)、中(200 μmol/L)、高(400 μmol/L)
剂量CoCl2处理24 h, 加入20 μmol/L的EdU培养液

37 °C孵育细胞 16 h; 依据EdU试剂盒说明书进行

细胞固定和透化; 按400 μL/孔标准加入DAPI进行

核染色, 荧光显微镜下摄片分析。

1.4   Western blot检测蛋白表达

PASMCs接种于25 cm2培养瓶中 , 利用常氧细胞

培养箱 , 低氧细胞培养箱 , 低、中、高剂量CoCl2处理

24 h后, 收集细胞, 加入RIPA细胞裂解液, 12 000 r/min
离心, 收集上清液即为总蛋白, 经蛋白变性、上样、电

泳、转膜、一抗(稀释比为1:2 000) 4 °C孵育、二抗(稀
释比为1:20 000)室温孵育后, 用ECL法检测HIF-1α的表

达。使用ImageJ分析蛋白灰度值, 并进行统计分析。

1.5   细胞内ROS含量检测

收集常氧细胞培养箱 , 低氧细胞培养箱 , 低、

中、高剂量 C o C l 2各组细胞并调整细胞浓度至

5×106个 /mL。转载探针 : 加入10 μmol/L的DCFH-
DA, 37 °C孵育20 min, 每隔5 min混匀一次; PBS清
洗细胞两次, 去除未进入细胞内的DCFH-DA; 流式

细胞仪检测ROS含量。

1.6   统计学分析

采用GraphPad Prism 8.0.2及SPSS 26.0软件进

行数据分析 , 计量资料采用均值±标准差 (x
_
±s), 多

组间比较采用单因素方差分析 , 组间两两比较采用

LSD-t检验, 以P<0.05表示差异有统计学意义。

2  结果
2.1   CoCl2、气体低氧对PASMCs增殖活力的影响

2.1.1   不同剂量CoCl2、气体低氧处理PASMCs不同

时间后的细胞活力存在差异      400 μmol/L CoCl2诱

导PASMCs 24 h(0.861±0.065)、48 h(0.797±0.047)
后的细胞活力 , 以及25 μmol/L CoCl2诱导PASMCs 
4 h(0.793±0.012)、6 h(0.799±0.010)后的细胞活力

均低于对照组 , 差异有统计学意义 (P<0.05, 图1A); 
25 μmol/L(1.113±0.076)、50 μmol/L(1.140±0.177)、

A: PASMCs在经25 μmol/L、50 μmol/L、100 μmol/L、200 μmol/L CoCl2处理24 h后增殖明显增强; B: 气体低氧诱导PASMCs 24 h具有最佳增殖

效应。*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与低氧组其他时间相比。

A: PASMCs proliferation is significantly enhanced after treatment with  25 μmol/L, 50 μmol/L, 100 μmol/L, 200 μmol/L concentrations of CoCl2 for 24 h; B: 
gas hypoxia induced PASMCs for 24 h has the best proliferation effect. *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with other times of hypoxia 
groups.

图1   不同剂量CoCl2、气体低氧诱导PASMCs 4 h、6 h、12 h、24 h、48 h后的细胞活力

Fig.1   The cell viability of PASMCs induced by different concentrations of CoCl2 or gas hypoxia for 4 h, 6 h, 12 h, 24 h, and 48 h
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100 μmol/L(1.313±0.098)、200 μmol/L(1.339±0.045) 
CoCl2诱导PASMCs 24 h后的细胞活力均高于对照

组, 且差异有统计学意义(P<0.05, 图1A); 气体低氧

诱导PASMCs 12 h(1.366±0.147)、24 h(1.727±0.048)
及 48 h(1.616±0.222)后的细胞活力均高于对照组 , 
且差异具有统计学意义 (P<0.05, 图 1B); 气体低氧

诱导PASMCs 24 h(1.727±0.048)后的细胞活力明显

高于其他时间组 , 差异具有统计学意义 (P<0.05, 图
1B)。这些说明24 h是CoCl2或气体低氧最佳的增殖

诱导时间。

2.1.2   不同剂量CoCl2、气体低氧诱导PASMCs 24 h后
的细胞活力存在差异      用气体低氧(1.757±0.222)、
100 μmol/L(1.248±0.182)和200 μmol/L(1.291±0.182) 
CoCl 2作用 PASMCs 24 h后的细胞活力高于对

照组 , 200 μmol/L组的细胞活力高于 25 μmol/L
组 (1.054±0.035)、50 μmol/L组 (1.133±0.106)、
100 μmol/L组 (1 .248±0.182)和 400 μmol/L组

(0.946±0.072), 低氧组的细胞活力高于 200 μmol/L
组 , 差异均具有统计学意义 (P<0.05, 图2)。说明相

较于其他剂量 , 200 μmol/L CoCl2诱导的PASMCs具
有最佳增殖效应; 相较于200 μmol/L剂量组, 气体低

氧具有更佳增殖效应。                                                                                          
2.1.3   不同剂量 CoCl2、气体低氧诱导 PASMCs 
24 h的增殖存在差异      气体低氧诱导 PASMCs 

24 h后的EdU相对阳性细胞数 (1.068±0.072)多于

不同剂量CoCl2组 , 中剂量CoCl2组的EdU相对阳

性细胞数 (0.989±0.019)多于低 (0.948±0.071)、高

(0.563±0.133)剂量CoCl2组 , 差异均具有统计学意

义(P<0.05, 图3)。这说明在诱导PASMCs增殖效应

上 , CoCl2不及气体低氧 , 低、高剂量CoCl2不及中

剂量CoCl2。

2.2   不同剂量CoCl2、气体低氧对PASMCs中
HIF-1α蛋白表达的影响

不同剂量CoCl2、低氧组HIF-1α蛋白表达量均高

于对照组 , 低氧组HIF-1α蛋白表达量 (0.661±0.092)高
于25 μmol/L(0.330±0.063)、200 μmol/L(0.422±0.035)、
400 μmol/L(0.526±0.091) CoCl2组 , 差异均具有统计学

意义 (P<0.05, 图4)。这说明不同剂量CoCl2、气体低

氧均能促进PASMCs中HIF-1α蛋白表达 , 且气体低氧

具有更强的促HIF-1α蛋白表达的效应。

2.3   不同剂量CoCl2、气体低氧对PASMCs中
ROS水平的影响

不同剂量CoCl2、气体低氧诱导PASMCs 24 h
后的ROS含量均高于对照组 , 低氧组ROS的含量

(116 520.300±1 150.994)高于不同剂量CoCl2组 , 
中剂量CoCl2组ROS含量 (29 816.67±1 414.302)高
于低剂量CoCl2组 (13 944.000±490.562)、高剂量

CoCl2组 (26 108.33±1 540.819), 差异均具有统计

气体低氧诱导PASMCs 24 h具有最佳增殖效应; *P<0.05, 与对照组相比, #P<0.05, 与CoCl2其他剂量组相比; &P<0.05, 与200 μmol/L CoCl2组相比。

Hypoxia induced PASMCs for 24 h has the best proliferation effect; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with other concentra-
tions of CoCl2 groups; &P<0.05 compared with 200 μmol/L CoCl2 group.

图2   不同剂量CoCl2、气体低氧诱导PASMCs 24 h后的细胞活力

Fig.2   The cell viability of PASMCs induced by different concentrations of CoCl2 or gas hypoxia for 24 h
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*P<0.05, 与对照组比; #P<0.05, 与不同剂量组相比; &P<0.05, 与CoCl2低、高剂量组相比。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with different concentrations of CoCl2 groups; &P<0.05 compared with low and high concen-
trations of CoCl2 groups.

图3   不同剂量CoCl2、气体低氧诱导PASMCs 24 h后的细胞增殖情况

Fig.3   The cell proliferation of PASMCs induced by different concentrations of CoCl2 or gas hypoxia for 24 h 
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图4   不同剂量CoCl2、气体低氧诱导PASMCs 24 h后的HIF-1α蛋白表达情况

Fig.4   The expression of HIF-1α protein in PASMCs induced by different concentrations of CoCl2 or gas hypoxia for 24 h
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学意义(P<0.05, 图5)。这提示不同剂量CoCl2、气

体低氧均能刺激PASMCs引起ROS水平升高 , 且低

氧诱导具有更强的促ROS表达效应 , 同时 , 在不同

剂量CoCl2的诱导中 , 中剂量CoCl2具有更强的促

ROS表达效应。

3   讨论
PASMCs增殖所导致的肺血管中膜增厚、重塑

是低氧性肺动脉高压重要的发病机制 [8]。在慢性阻

塞性肺疾病和低氧性肺动脉高压的体外实验中 , 低
氧最常见的处理方式为低氧细胞培养箱创造的缺氧

环境 , 然而受制于低氧培养箱的昂贵性、耗气量大

和开关箱门所致氧气水平的不可控性等因素 , 化学

缺氧模拟物被越来越多地应用 , CoCl2即是化学缺氧

最常用的化合物之一。从上世纪90年代科研人员进

行CoCl2的缺氧研究至今 [9], 在面对不同的研究对象

时 , CoCl2模拟的低氧是否与低氧培养箱创造的气体

低氧功效一致仍存在争议 [5]。有文献报道 , 两种低

氧方式在对肺动脉成纤维细胞的增殖、迁移和表型

转化的效应上存在差异 [7]。目前 , 两种低氧方式在

PASMCs增殖中的作用是否存在差异鲜有报道。因

此 , 确定诱导PASMCs增殖最佳的体外低氧方式十

分必要。

在本研究中 , CoCl2在诱导细胞增殖效应中呈现

出剂量和时间依赖性 , 这与文献报道基本一致 [10-11]。

低剂量 (25 μmol/L) CoCl2作用PASMCs 4 h、6 h后的

细胞增殖活力普遍降低 , 长时间 (24 h、48 h)高剂量

(400 μmol/L) CoCl2的增殖效应也呈现减弱趋势。说

明低剂量短时间、高剂量长时间的CoCl2诱导均不能

发挥很好的增殖效应 , 甚至会抑制增殖。我们认为

这可能是由于低剂量短时间CoCl2并不足以刺激细胞

生长 , 而高剂量长时间又会产生细胞毒性作用。据

文献报道 , 当CoCl2剂量达到200 μmol/L以上时 , 不同

的细胞类型会产生不同程度的药理毒性 [6,12]。本实验

观察到24 h是CoCl2模拟低氧和气体低氧最佳的增殖

诱导时间。在不同剂量CoCl2的诱导中 , 200 μmol/L
具有最佳的增殖效应 , 但是CoCl2并不能完全达到气

体低氧诱导产生的增殖效应。为此 , 我们进一步探

究了CoCl2和气体低氧产生差异性的可能原因 , 即分

别观察CoCl2和气体低氧对PASMCs中HIF-1α蛋白表

达、ROS含量的影响 , 结果发现不同组别中PASMCs
的HIF-1α蛋白表达、ROS含量变化与增殖效应变化

基本一致。 
HIFs家族主要包括HIF-1和HIF-2[5]。HIF-1是

与氧气调节密切相关的转录因子 , HIF-1的活性主

要受HIF-1α水平的影响[13]。常氧条件下, 脯氨酰羟

化酶 (prolyl hydroxylases, PHDs)能够维持O2浓度

并促进HIF降解 [14]。气体低氧可以直接使PHDs和
HIF抑制因子 (factor inhibiting HIF, FIH)失活 , 而
CoCl2通过使Co2+、Ni2+或Mn2+替代Fe2+, 间接阻断

PHDs的表达 [5,15]。两种途径最终都会使HIF-1α聚
集并移位至细胞核 , 与HIF-1β形成异源二聚体 [3], 

*P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与低氧组相比; &P<0.05, 与CoCl2低、高剂量组相比。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with hypoxia group; &P<0.05 compared with low and high concentrations of CoCl2 groups.
图5   不同剂量CoCl2、气体低氧诱导PASMCs 24 h后的细胞内ROS含量

Fig.5   The intracellular ROS content in PASMCs was induced by different concentrations of CoCl2 or gas hypoxia in 24 h
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刺激包括促红细胞生成素、血管内皮生长因子在

内的与缺氧反应元件相关的多个靶基因表达, 增加

红细胞生成量 , 促进细胞增殖 [16]。在本研究中 , 气
体低氧下HIF-1α蛋白表达量明显高于各剂量CoCl2

组 , 说明两种低氧方式在低氧效率上存在差异 , 气
体低氧相较于CoCl2能更加稳定地维持HIF-1α的蛋

白水平。两种低氧方式在HIF-1α蛋白表达上的差

异性影响了细胞增殖效应。但是不同剂量CoCl2诱

导的增殖效应的变化与HIF-1α蛋白表达变化并不

完全一致, 我们认为这可能跟HIF-1α引起的细胞凋

亡有关。有文献报道, HIF-1α的过表达会诱导低氧

引起的凋亡[17]。

此外 , 在低氧诱导的PASMCs过度增殖的分子

机制中 , ROS是重要的调节因子 [18-19]。低氧使生物

体内超氧化物、过氧化氢等ROS因子大量聚集 , 引
起氧化应激 , 而氧化应激参与包括PASMCs增殖在

内的诸多病理发展过程 [20]。此前也有研究报道 , 作
为第二信使的ROS, 在缺氧条件下激活与增殖相关

的信号通路 [如PI3K/AKT(phosphatidylionsitol-3-ki-
nases/protein kinase B)、MAPK/ERK/STAT3(mitogen 
activated protein kinase/extracellular signal-regulated 
kinase/signal transducers and activators of transcrip-
tion 3)等], 引起PASMCs收缩, 诱导增殖[21-22]。因此, 
细胞内氧化应激水平决定了 PASMCs的增殖效应 , 
与本研究结果相一致。

综上所述 , CoCl2可以在一定程度上诱导低氧 , 
促进PASMCs增殖 , 但其促增殖能力不及气体诱导

的低氧 , 这可能是由细胞内氧化应激水平的差异性

所导致的 , 然而其具体的作用机制仍有待进一步

探索。本研究提示在 PASMCs的低氧方式选择中 , 
CoCl2并不能完全替代气体低氧 , 同时 , CoCl2在增殖

效应中的作用呈现浓度、时间差异性 , 需根据实验

需求摸索合适的剂量和时间。
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