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文章亮点： 

1文章创新性地将低氧诱导因子 1α基因的 3个相关降解位点均进行了突变，这样不仅使得低氧诱导因子 1α

在常氧条件下可以表达，表达效率也相应增加。同时将突变后的低氧诱导因子 1α基因应用于脊髓损伤治疗目

前国内尚未见报道。 

2不足之处在于仅观察了低氧诱导因子 1α基因在体外对骨髓间充质干细胞的作用，并没有进行动物实验，后

期将进行后续实验完善该课题。  
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摘要 

背景：脊髓损伤后只有尽早地在损伤局部构建有效的血管网络，才能为各种细胞的分化提供营养支持和代谢

保证，加速损伤局部的愈合。 

目的：构建三点突变的低氧诱导因子 1α重组腺病毒表达载体，将其转染大鼠骨髓间充质干细胞后检测常氧条

件下对脊髓损伤促血管新生的作用。 

方法：利用 PCR方法定点突变人低氧诱导因子 1α 编码区的第 402，564和 803位氨基酸，将突变后低氧诱

导因子 1α 基因重组入腺病毒 pAdEasy-1 系统，包装病毒并测定滴度，同理包装未突变组和空病毒组；以 3

种病毒液连同空白组共分 4 组进行后续实验。将病毒液转染入大鼠骨髓间充质干细胞内，通过示踪因子增强

型绿色荧光蛋白观察病毒转染效率，通过 RT-PCR方法检测 4组细胞中低氧诱导因子 1α基因 mRNA表达情

况；进一步通过 Western blot方法检测 4组细胞中低氧诱导因子 1α基因及其下游成血管基因血管内皮细胞

生长因子的蛋白表达情况。 

结果与结论：编码区第 402，564 和 803 位氨基酸均定点突变为丙氨酸；3 种腺病毒重组体构建成功并包装

鉴定完毕。含突变基因病毒液组、含未突变基因病毒液组低氧诱导因子 1α mRNA 表达量明显高于空病毒液

组、空白组(P < 0.05)。含突变基因病毒液组细胞低氧诱导因子 1α蛋白及血管内皮细胞生长因子蛋白表达量

显著高于其他 3组(P < 0.05)。提示三点突变后低氧诱导因子 1α基因不仅能够在常氧条件下大量且高效表达，

还同时能够促进其下游血管内皮细胞生长因子基因的高效表达，为脊髓损伤疾病的血管新生治疗提供了一种

新的治疗方向。 
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In vitro transfection of triple-point mutants of hypoxia-inducible factor 1 alpha into bone 

marrow mesenchymal stem cells  
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Abstract 

BACKGROUND: The incidence of spinal cord injury is increasing year by year in China so that the construction of 

effective vascular network in local injury as soon as possible is the guarantee of metabolism and nutritional 

support to differentiation of all kinds of cells and healing of injury is also promoted by vascular network.  

OBJECTIVE: To study the effect of triple-point mutants of hypoxia-inducible factor 1α (HIF1α) to promote 

angiogenesis after spinal cord injury in normoxic condition.  

METHODS: Site-directed mutagenesis of 402, 564 and 803 amino acids in human HIF1α coding sequence area 

was completed by PCR, and the adenovirus pAdEasy-1 system was recombined with post-mutation HIF1α gene. 

Packaging viral and titration determination of experimental group was completed and the same was done to non 

mutation group and control virus group. The future experiment was continued with three virus groups and blank 

group (A group: including mutation HIF1α gene virus liquid; B group: including non mutation HIF1α gene virus 

liquid; C group: including control virus liquid; D group: blank group). Then, virus liquid was transferred into rat 
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bone marrow mesenchymal stem cells. We observed transfection efficiency of virus by enhanced green fluorescent 

protein and to detect mRNA and protein expression of HIF1α gene in all transfection cells. We also detected protein 

expression of vascular endothelial growth factor acting as downstream angiogenesis gene of HIF1α in four groups by 

Western blot.  

RESULTS AND CONCLUSION: Three adenoviral recombinants were successfully constructed and the packaging and 

identification were accomplished. The site-directed mutations of 402, 564 and 803 amino acids in coding sequence area 

were successful and all of them were changed to alanine. The level of HIF1α mRNA expression in both A group and B 

group were significantly higher than that in the C group and D group (P < 0.05). The expression levels of HIF1α and vascular 

endothelial growth factor proteins in A group was significantly higher than those in the other three groups (P < 0.05). These 

findings indicate that the HIF1α gene largely and effectively express in normoxic condition after triple-point mutation and the 

high-efficiency expression of vascular endothelial growth factor which is a downstream angiogenesis gene of HIF1α is 

promoted so that it is maybe a new therapeutic way of angiogenesis in the treatment of spinal cord injury. 

 

Subject headings: stem cells; mesenchymal stem cells; spinal cord injuries; genes; vascular endothelial growth factors 

Funding: the Funded Project of the Social Development Department of Liaoning Science and Technology Bureau, No. 
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0  引言  Introduction 

脊柱外伤、脊髓压迫或脊髓组织供血动脉损伤导致循

环血容量急剧减少等因素均可引起脊髓急性缺血，从而引

起高致瘫性的中枢神经系统创伤，即脊髓损伤，其发病率

在中国呈逐年增高的趋势
[1]
。如何改进脊髓损伤的治疗方

法，改善脊髓损伤的治疗效果成为了目前医学界亟待解决

的重大课题。目前对脊髓损伤的研究已深入到基因水平，

细胞移植联合基因治疗是前沿的治疗途径，技术关键是选

择有效的目的基因和载体细胞，这种治疗方式有望在治疗

脊髓损伤中取得进一步的突破
[2]
。 

只有尽早地在脊髓损伤局部构建有效的血管网络，才

能为各种细胞的分化提供营养支持和代谢保证，加速损伤

局部的愈合
[3]
。如血管内皮细胞生长因子、成纤维细胞生

长因子、表皮生长因子和血管生成素等，且这些生长因子

相互协调、相互补充，单个生长因子并不足以诱导成熟的

血管新生
[4-6]
。因此人们在探索多基因治疗的同时，正在寻

求能调控多基因表达的因子，以诱导生理功能完整的血管

新生，而由于低氧诱导因子1α在促血管新生中的作用日益

显著，使得近年来在缺血性研究中，被认为是最具有临床

应用前景的基因
[7-8]
。 

低氧诱导因子1可提高组织和细胞在缺血环境下的生

存能力
[9]
。作为促进血管内皮细胞生长因子等刺激血管形

成生长因子基因的上游基因，低氧诱导因子1可以启动和促

进血管内皮细胞生长因子等基因及其受体基因的表达，产生

内源性的血管内皮细胞生长因子和其受体。在促进血管再

生、形成稳定的血供系统、维持局部成血管微环境方面比任

何基因均有更广泛的生理作用
[10]
。但是低氧诱导因子1α仅能

在低氧条件下表达并积累，其编码区中氧依赖性降解结构域

中的第402，564位脯氨酸不能被羟化是细胞产生的低氧诱导

因子1α很快被降解(数分钟内)的主要原因
[11-12]
。另外Lando

等
[13]
报道认为低氧诱导因子1α的转录活性可以由其编码区

第803位天冬酰胺的作用而减低。这提示编码区第402，564

位脯氨酸和第803位天冬酰胺都是低氧诱导因子1α的重要结

构位点。因此，为了能够发挥低氧诱导因子1α在常氧条件下

的最强转录活性，文章将在突变脯氨酸402和564的同时，联

合突变编码区的第803位天冬酰胺为丙氨酸，并且为了更加

直观的研究低氧诱导因子1α的作用，构建了三点突变的低氧

诱导因子1α重组腺病毒表达载体，由于人的骨髓间充质干细

胞存在取材困难以及伦理学争论等问题，因此实验将其转染

大鼠骨髓间充质干细胞后检测其对促血管新生的作用，以期

为后续将其应用于脊髓损伤动物实验奠定基础。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：随机对照实验。 

时间及地点：于2012年10月至2013年10月在辽宁医

学院附属第一医院中心实验室完成。 

材料： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

转染骨髓间充质干细胞治疗脊髓损伤实验的主要试剂及仪器： 

试剂及仪器 来源 

含人低氧诱导因子 1α 基因供体质粒 美国 Clontech 公司 

腺病毒 pAdEasy-1 系统、病毒滴度检测试剂盒 美国 Stratagene 公司

DNA 连接试剂盒、凝胶回收试剂盒、质粒小提试剂

盒、pMD19-T Simple Vector、DNA/RNA Marker、

RT-PCR 试剂盒、限制性内切酶 

日本 TaKaRa 公司 

超纯质粒提取试剂盒 德国 QIAGEN 公司 

Lipofectamine 2000、OPTI-MEM、Trizol 试剂 美国 Invitrogen 公司 

兔抗人低氧诱导因子 1α、血管内皮细胞生长因子单

克隆抗体、二抗、β-actin 

美国 Santa Cruz 公司

DMEM 培养基、胰蛋白酶、胎牛血清 美国 Gibco 公司 

HEK293A 细胞、DH5α 感受态细胞 辽宁医学院附属第一

医院中心实验室 

CO2培养箱、深低温-80 ℃冰箱、液氮罐 美国 Thermo 公司 

倒置荧光显微镜 日本 Nikon 公司 
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实验动物：实验用SD大鼠，体质量(250±50) g，雌雄

不限，由辽宁医学院实验动物中心提供，动物许可证号：

SCXK(辽)2003-0007。实验动物操作过程遵循实验动物伦

理要求并获辽宁医学院实验动物伦理委员会批准。 

方法：  

引物序列：引物设计、合成，基因测序由日本TaKaRa

公司完成。其中低氧诱导因子1α基因定点突变区引物6条；

RT-PCR反应引物4条(表1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

低氧诱导因子1α基因定点突变：利用突变引物以含人

低氧诱导因子1α基因供体质粒为模版进行第1次PCR扩增

(反应条件：98 ℃、10 s，55 ℃、10 s，72 ℃、30 s，30

个循环；72 ℃、10 min，1个循环)。回收PCR产物作为模

版进行第2次PCR扩增(反应条件：98 ℃、10 s，55 ℃、

10 s，72 ℃、1 min，共30个循环；72 ℃、10 min，1个

循环)。回收约1 800 bp产物片段后利用Sal /Ⅰ PstⅠ进行双

酶切，经乙醇沉淀纯化后与pMD19-T Simple Vector连接，

连接产物转化DH5α后在LB固体培养基上划平板进行细菌

培养16 h，筛选阳性克隆进行低氧诱导因子1α突变基因测

序鉴定，完成三点突变体克隆(突变后低氧诱导因子1α基因

写作低氧诱导因子1α
mu

)。 

重组腺病毒载体的构建及包装：以突变克隆体和

pAdEasy-1中pShuttle载体为底物建立2个双酶切反应体

系，回收2.5 kb的低氧诱导因子1 α
mu
片段和8.9 kb的

pShuttle载体片段，连接重组后筛选阳性克隆进行测序鉴

定，构建成腺病毒穿梭重组体 (pShuttle-HIF1α
mu

- 

IRES-EGFP-1)；上述产物经PmeⅠ酶切后与pAdEasy-1

中BJ5183感受态细胞混合于电穿孔仪中以200 Ω，2.5 kV，

25 μF 为 条 件 电 击 1 次 ， 构 建 成 pAd-HIF1α
mu

- 

IRES-EGFP-1重组体；超纯提取该重组体后经PacⅠ酶切

提纯大片段，通过Lipofectamine 2000转染HEK293A细胞

7 d进行病毒包装，利用示踪因子增强型绿色荧光蛋白观察

转染效果，反复冻融3次获得Ad-HIF1α
mu

-IRES-EGFP-1病

毒液，检测病毒滴度后-80 ℃保存备用
[14]
。同理分别包装

阳性对照Ad-HIF1α-IRES-EGFP-1和阴性对照Ad-IRES- 

EGFP-1。 

大鼠骨髓间充质干细胞的体外分离培养及转染：用颈

椎脱臼法处死SD大鼠，体积分数75%乙醇浸泡。取出股骨

及肱骨，剪断骨两端显露骨髓，PBS清洗。吸取DMEM培养

基(含体积分数10%胎牛血清、100 U/mL青霉素、100 mg/L

链霉素)反复冲洗骨髓腔直至变白。充分吹打形成单细胞悬

液，1 000 r/min离心6 min，去上清，加培养液，吹打均匀

后分装到25 cm
2
培养瓶中，放入37 ℃、体积分数5%CO2

培养箱孵育，隔日换液。1周时可见细胞长满瓶底约90%。

PBS清洗3次，0.25%胰酶37 ℃消化1 min，吹打成单细胞

悬液后血球计数板计数调整浓度为1×10
8
 L

-1
，接种到新培养

瓶中传至第3代。将上述3种病毒液分别以最佳感染复     

数=100转染，72 h后在倒置荧光显微镜下观察转染效果
[15]
。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4组细胞均常规培养72 h。 

RT-PCR检测各组细胞中低氧诱导因子1α基因mRNA

表达：利用Trizol分别提取4组细胞的总RNA，紫外分光光

度计检测A260 nm/A280 nm，其比值均在1.8-2.0之间。配制反应

液后进行RT-PCR反应(反应条件：50 ℃、30 min，94 ℃、  

2 min，1个循环；94 ℃、30 s，60 ℃、30 s，72 ℃、1 min，

30个循环)。反应结束后取反应液5 μL直接进行10 g/L琼脂糖

凝胶电泳，凝胶成像系统分析各条带吸光度值，重复实验3

次，分别计算相对吸光度值。 

Western blot检测各组细胞中低氧诱导因子1α及血管

内皮细胞生长因子蛋白表达：通过细胞蛋白裂解液提取各

组细胞总蛋白，利用BCA试剂盒检测各组蛋白浓度；配制

5%浓缩胶与8%分离胶，60 V×30 min，150 V×1 h进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳，电泳结束后取下分离胶洗涤3次放入转

膜仪，以100 mA×30 min进行转膜，转膜后孵育一抗   

(1∶1 500)，4 ℃摇摆过夜，洗膜后继续孵育二抗及显影液，

室温避光孵育30 min，洗脱液洗涤3次终止显色反应，凝胶

成像系统分析膜上目的条带与内参照吸光度值。重复实验3

次，计算相对吸光度值。 

主要观察指标：各组细胞中低氧诱导因子1α及血管内

皮细胞生长因子的相对吸光度值。 

统计学分析：由惠春影采用SPSS 18.0 for Windows

软件包对所得结果进行统计学分析，计量资料用x
_

±s表示，

组间比较采用单因素方差分析，以P < 0.05为差异有显著

性意义。 

表 1  低氧诱导因子 1α 基因定点突变 PCR 引物序列 

Table 1  PCR primers of triple-point mutants of hypoxia-inducible 

factor 1α 

名称 序列(5′-3′) 

402-F1 GTG AAC CCA TTC CTC ACC CAT C 

402-R1 TCT CCA GCG GCT GCG GCC AGC AAA G 

564-F2 CTG GCC GCA GCC GCT GGA GAC AC 

564-R2 GGA TAT AGG CAG CTA ACA TCT CC 

803-F3 GAT GTT AGC TGC CTA TAT CCC AAT G 

803-R3 TTC ACC CTG CAG TAG GTT TCT GCT GCC 

TTG TAT AGG AGC AGC AAC TTC ACA ATC 

低氧诱导因子 1α-F GAA ACC ACC TAT GAC CTG C 

低氧诱导因子1α-R GTC GTG CTG AAT AAT ACC ACT C 

β-actin-F GGG ACC TGA CTG ACT ACC TC 

β-actin-R TCA TAC TCC TGC TTG CTG AT 

实验分组： 

组别 处理方法 

含突变基因病毒液组 将含突变低氧诱导因子1α基因病毒液转染大鼠骨

髓间充质干细胞(Ad-HIF1α
mu

-IRES-EGFP-1) 

含未突变基因病毒液组 将未突变低氧诱导因子1α基因病毒液转染大鼠骨

髓间充质干细胞(Ad-HIF1α-IRES-EGFP-1) 

空病毒液组 将 空 病 毒 液 转 染 大 鼠 骨 髓 间 充 质 干 细 胞

(Ad-IRES-EGFP-1) 
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2  结果  Results  

2.1  测序及腺病毒载体鉴定结果  通过基因测序显示低

氧诱导因子1α基因编码区第402位脯氨酸由CCA突变成

GCA(丙氨酸)，第564位脯氨酸由CCC突变成GCC(丙氨

酸)，第803位天冬酰胺由ATT突变成AGC丙氨酸(说明第

803位天冬酰胺测序的是反义链，所以天冬酰胺正义链应

为AAT，而丙氨酸正义链应为GCT)(图1A-F)。凝胶电泳成

像 显 示 Ad-HIF1α
mu

-IRES-EGFP-1 及 Ad-HIF1α-IRES- 

EGFP-1经PacⅠ酶切后均出现30 kb和3 kb两个条带，提

示重组腺病毒载体构建成功(图2)。 

2.2  腺病毒包装结果   经 3 种病毒重组体转染的

HEK293A 细胞在荧光显微镜下均观察到有大量绿色荧光

蛋白表达(图 3A-C)，同时在普通倒置显微镜下观察均出现

相似的细胞病变效应：细胞触角回收、肿胀变圆，一部分

细胞脱落，悬浮于视野中(图 3D-F)；病毒滴度检测结果依

次为 2.3×10
8
 pfu/mL，2.6×10

8
 pfu/mL和 1.8×10

8
 pfu/mL，

符合后续转染实验要求。 

2.3  病毒转染骨髓间充质干细胞表达结果  3种包装成功

的病毒液在高倍数荧光显微镜下均观察到较强绿色荧光蛋

白表达并且表达绿色荧光蛋白的大鼠骨髓间充质干细胞也

较多，转染效率较高；而未转染任何病毒液的骨髓间充质

干细胞在荧光显微镜下并未显现出任何荧光效应(图 4)。 

2.4  RT-PCR 结果  含突变基因病毒液组、含未突变基因

病毒液组细胞内低氧诱导因子 1α mRNA表达相对吸光度

值分别为 0.85±0.06，0.83±0.07，两组差异无显著性意义

(P > 0.05)；空病毒液组、空白组低氧诱导因子 1α mRNA

的表达量非常低，几乎可以忽略，差异也无显著性意义(P > 

0.05)；而含突变基因病毒液组、含未突变基因病毒液组细

胞内低氧诱导因子 1α mRNA表达量均明显高于空病毒液

组、空白组，差异有显著性意义(P < 0.05，图 5A)。 

2.5  Western blot结果  含突变基因病毒液组细胞低氧诱

导因子 1α 蛋白及血管内皮细胞生长因子蛋白表达相对吸

光度值分别为 0.79±0.08和 0.61±0.05，显著高于含未突变

基因病毒液组、空病毒液组、空白组(P < 0.05)；而含未突

变基因病毒液组、空病毒液组、空白组 3组差异均无显著

性意义(P > 0.05，图 5B，C)。结果显示，三点突变型低

氧诱导因子 1α不仅可以在常氧条件下高效表达，还能够促

进其下游基因血管内皮细胞生长因子的高效表达。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  低氧诱导因子 1α基因编码区第 402，564，803位氨基酸突变前后测序图 

Figure 1  The DNA sequence before and after the mutations of the 402, 564, and 803 amino acids in coding sequence area of 

hypoxia-inducible factor 1a gene 

图注：图 A 中第 402 位脯氨酸(CCA)突变为图 B 中丙氨酸(GCA)；图 C 中第 564 位脯氨酸(CCC)突变为图 D 中丙氨酸(GCC)；图 E 中第 803

位天冬酰胺(ATT)突变为图 F 中丙氨酸(AGC)。 

图 2  低氧诱导因子 1α腺病毒载体酶切电泳鉴定图 

Figure 2  Electrophoretic pattern of adenovirus vectors digested by

Pac I 

图注：1 泳道为 Marker；2 泳道为突变后低氧诱导因子 1α 腺病毒载

体(Ad-HIF1α
mu

-IRES-EGFP-1)经 PacⅠ酶切后电泳条带；3 泳道为未

突变低氧诱导因子 1α 腺病毒载体 (Ad-HIF1α-IRES-EGFP-1)经

PacⅠ酶切后电泳条带。凝胶电泳成像显示 Ad-HIF1α
mu

-IRES-

EGFP-1 及Ad-HIF1α-IRES-EGFP-1 经PacⅠ酶切后均出现 30 000 bp

和 3 000 bp 两个条带，提示重组腺病毒载体构建成功。 

1              2             3 

30 000 bp

3 000 bp 
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3  讨论  Discussion 

脊髓损伤后的血供再建是一个缓慢的过程，关键是尽

快在损伤局部构建有效的血管网来支撑修复过程，既要促

进新生毛细血管尽快再生，又要使之进一步增粗、加厚和

固定，即微血管化，形成包括有微动脉-毛细血管-微静脉

的微血管系统，这样才能使局部血供趋于稳定而获得修复

所需的充足的营养供给
[16]
。这是组织工程学在损伤区内血

管构筑研究方向的理想模式，血管构筑成功越早对脊髓损

伤后的愈合就越有利
[17]
。随着低氧诱导因子1α促血管新生

作用的发掘，该基因在组织工程领域内的应用前景逐渐被

看好。 

以往的研究多用血管内皮细胞生长因子、成纤维生长

因子或体外培养的血管内皮细胞植入局部促进血管生成，

然而血管内皮细胞生长因子可导致新生血管不成熟、血管

渗漏、组织水肿等。Thurston等
[18]
研究发现单纯的血管内

皮细胞生长因子基因治疗在转基因鼠皮肤出现了血管高通

透性，而以血管内皮细胞生长因子及血管生成素1两种基因

共转染治疗则不会出现上述现象。但Visconti等
[19]
用同样两

种基因共转染鼠心脏却发现血管内皮细胞生长因子的促血

管生成作用被阻断。实验观察还表明既使骨折区局部有血

管内皮细胞生长因子的稳定存在，也多只形成无功能、低

流量和不稳定的毛细血管，而这些毛细血管随着时间的推

移可以产生不同程度的退化，难以进化形成有意义的血管

网
[20-21]
，并且血管内皮细胞生长因子的使用还涉及到几个

严重的安全性问题，如可诱导非缺血靶组织的非特异性新

血管化或“附带”新血管化，不可控制的新血管化可能会导 

图 3  腺病毒载体转染 HEK293A细胞后绿色荧光分布及病毒包装图(×40) 

Figure 3  Green fluorescence distribution and virus packaging in adenovirus vector-transfected HEK293A cells (×40) 

图注：图 A-C 显示低氧诱导因子 1α 突变后病毒载体、未突变病毒载体及空病毒载体转染 HEK293A 细胞后在荧光显微镜下均观察到有大量绿

色荧光蛋白表达；D-F 显示以上 3 种病毒重组体转染 HEK293A 细胞进行包装时在普通倒置显微镜观察下均出现相似的细胞病变效应。 

 

图 4  转染病毒液骨髓间充质干细胞的绿色荧光分布图(×200) 

Figure 4  The expression of green fluorescence in bone marrow mesenchymal stem cells transfected with mutation HIF1α gene virus liquide

(×200) 

图注：图中 A-C 显示低氧诱导因子 1α 突变后病毒液、未突变病毒液及空病毒液分别转染骨髓间充质干细胞后均观察到较强绿色荧光蛋白表达；

图 D 显示未转染任何病毒液的骨髓间充质干细胞在荧光显微镜下并未显现出任何荧光效应。

A B C

D E F

 A B  C D 
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致处于静止状态的肿瘤细胞或组织的生长；体外培养自体

来源的血管内皮细胞，不仅存在操作繁琐，体外培养较难

的问题，而且在人类血管内皮细胞标本来源和取材就是一

个难于越过的鸿沟；而在应用成纤维生长因子治疗时可能

出现贫血、血小板减少症和肾脏毒性等
[22]
。由此也反映了

血管生长过程的复杂性，血管生长过程本身是受一系列生

长因子的调节，这些因子之间形成一个巨大的调控网络，

相互协调、相互补充，单个生长因子治疗并不足以诱导成

熟而又安全的的血管新生。因此人们在探索多基因治疗的

同时，正在寻求能调控多基因表达的因子，以诱导生理功

能完整的血管新生
[23]
。目前比较研究发现低氧诱导因子1

可能是个较为合适的候选基因。 

低氧诱导因子1属于碱性螺旋环螺旋/PAS蛋白家族，

主要以异源二聚体的形式存在，由Mr 120 000的α亚基(低

氧诱导因子1α)和Mr 91 000-94 000的β亚基(低氧诱导因

子1β)组成，存在于大部分哺乳动物与人体组织中。低氧

诱导因子1α和低氧诱导因子1β均有N-端的碱性螺旋环

螺旋/PAS结构，它是两个亚基聚合所必需的结构
[24-33]

，

其负责与低氧诱导因子1β，又称芳香烃受体核转运蛋白

结合形成异二聚体引起构象改变，这种特性是低氧诱导

因子1与DNA上顺式反应元件呈高亲和性结合所必需的。

目前，低氧诱导因子α有低氧诱导因子1α、低氧诱导因子

2α和低氧诱导因子3α三种亚型。低氧诱导因子1α和低氧

诱导因子2α的生物学作用可能更为重要和突出，两者均

为DNA结合蛋白，受缺氧诱导
[34-39]

。人低氧诱导因子1α 

cDNA序列全部为4 082 bp，编码区编码826个氨基酸，

基因定位于14q21-24。研究发现低氧诱导因子1α对于细

胞和组织抗低氧，提高其在缺血环境下的生存能力及促进

血管再生，微血管系统的形成方面有及其重要的意义
[40-47]
。

本实验在不改变低氧诱导因子1α其他氨基酸结构的基础

上仅将氧依赖性降解结构域中的3个关键氨基酸位点进

行定点突变为丙氨酸，最大程度的保留了组成低氧诱导

因子1α基因的氨基酸的功能，不仅使得低氧诱导因子1α

在常氧条件下能够不被降解而稳定表达，又增强了其转

录活性，提高了单位剂量内低氧诱导因子1α蛋白的表达

量。 

有报道表明，不含氧依赖性降解结构域的低氧诱导因

子1α基因转染细胞后在任何氧浓度下均可表达低氧诱导因

子1α活性蛋白；而体内实验表明能诱导新的成熟血管床生

成，并且该重组低氧诱导因子1α诱导的新生血管床稳定，

转基因鼠的皮肤不出现水肿、炎症和血管渗漏且没有曲折

和囊性血管形成，并在长达18个月观察期中未发现溃疡、

血管瘤或皮肤原发肿瘤发生
[48]
。但是，在通常情况下，大

片段的基因缺失(如氧依赖性降解结构域的缺失)可能引起

蛋白某些还没被发现的功能丧失，显然发生定点突变的低

氧诱导因子1α所表达的蛋白从结构上和正常低氧诱导因子

1α蛋白要接近得多，在改变蛋白的某些特性、如易降解和

易失活的同时，更有利于保留蛋白的生理功能
[49]
。另有报

道称，氧依赖性降解结构域中的第402或564位脯氨酸单

一突变也可以在任何氧浓度条件下表达该蛋白的活性，但

是，一个降解羟基化位点的保留或多或少会对该基因的常

氧表达起到一个抑制的作用，不如两者同时突变效果更加

完善
[13]
。因此，本文中的三点突变法可能是该基因重组的

较好选择。 

图 5  各组细胞低氧诱导因子 1α基因mRNA、蛋白及血管内皮细胞生长因子基因蛋白表达情况 

Figure 5  mRNA and protein expression of hypoxia-inducible factor 1α and vascular endothelial growth factor in different groups 

图注：图中 1，2，3，4 分别为含突变基因病毒液组、含未突变基因病毒液组、空病毒液组及空白组。图 A 为低氧诱导因子 1α 基因 mRNA 表

达的 RT-PCR 结果，结果显示含突变基因病毒液组、含未突变基因病毒液组细胞内低氧诱导因子 1α mRNA 表达量均明显高于空病毒液组、空

白组(P < 0.05)；图 B，C 分别为低氧诱导因子 1α 基因、血管内皮细胞生长因子蛋白表达的 Western blot 结果，结果显示含突变基因病毒液组

细胞低氧诱导因子 1α 蛋白及血管内皮细胞生长因子蛋白表达量显著高于其他 3 组(P < 0.05)。 
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通过对细胞内低氧诱导因子1α基因mRNA和蛋白的检

测发现，尽管含未突变基因病毒液组细胞中低氧诱导因子

1α mRNA表达明显增加，但是蛋白检测并无任何发现，这

提示了含未突变基因病毒液组尽管可能引起低氧诱导因子

1α蛋白表达的增加，但是增加的蛋白由于其正常结构中第

402，564位脯氨酸的存在，仍然被降解而不能在细胞内发

生蓄积，可以推测出野生型低氧诱导因子1α蛋白在常氧条

件下是完全降解的，因而不能发挥它的任何功能。而空病

毒液组、空白组由于未转染低氧诱导因子1α基因，所以并

未检测出mRNA与蛋白的表达。与含未突变基因病毒液组

不同的是，含突变基因病毒液组在用Western blot方法检测

时能在常氧条件下检测到细胞内含有高水平的低氧诱导因

子1α蛋白，说明这种突变的表达载体在常氧条件下在大鼠

骨髓间充质干细胞内能够高效表达并且蛋白能够在细胞内

蓄积，提示降解对低氧诱导因子1α表达的影响主要发生在

转录后的翻译水平，即蛋白水平；而突变后低氧诱导因子1α

在常氧条件下较之野生型更加稳定、表达量大而不被降解。

同样，对于低氧诱导因子1α的下游基因血管内皮细胞生长

因子来说，其蛋白的表达量在含突变基因病毒液组与另外3

组相比，同样有显著的提高，在这一点上也证明了突变后

的低氧诱导因子1α对于血管内皮细胞生长因子是有一个促

进作用的。 

综上，可以初步认为低氧诱导因子1α基因三点突变体

联合细胞移植很可能为脊髓损伤疾病的血管新生治疗提供

一个新的方向。 
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