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KGF联合 HIF-1琢对 BECN1敲除 IEC-6细胞缺氧的保护作用及机制 *
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摘要 目的：探讨 KGF联合 HIF-1琢对 BECN1敲除后的 IEC-6细胞在缺氧应激状态下的保护作用及相关机制。方法：构建敲除

BECN1基因的稳定细胞系 IEC-6B-细胞，分为空白对照组（BC）、阴性对照组（NC）、HIF-1琢组、KGF联合 HIF-1琢组（KH）。观察细
胞形态学改变。检测细胞存活率、ATP含量、细胞周期和细胞凋亡率。检测自噬相关基因表达水平和凋亡、自噬相关蛋白的表达。

结果：低氧处理 24 h后，各组细胞可见梭形、星形及其它异常形态变化；NC组细胞胞质内可见大量大小不一的吞噬溶酶体泡；其

他各组细胞呈现细胞早期凋亡形态变化，BC组和 KH组细胞胞质中可见自噬泡。与 BC组相比较，各敲除组细胞存活率均显著降

低（P<0.01），其中 KH组细胞存活率高于 NC组、KGF组及 HIF-1琢组（P<0.05）。BC组细胞内 ATP含量均显著高于其他各组

（P<0.05）。与 BC组和 KH组比较，其他三组细胞 G0/G1期百分比显著增加，细胞凋亡率均显著增加（P<0.05）。与 BC组相比较，

其余各组细胞自噬基因 BECN1、SQSTM1及 LC3基因 mRNA表达均显著降低（P<0.05）；Beclin 1蛋白及 LC3 II/LC3 I的比值均

显著降低（P<0.05），且 p62蛋白表达显著增加（P<0.05）。KH组的 Bax/Bcl-2的比值、Caspase3蛋白表达低于 NC组（P<0.05）。结
论：KGF联合 HIF-1琢能促进细胞增殖、增强细胞能量代谢、减少 G0/G1期阻滞细胞率、抑制细胞凋亡作用，对低氧应激的 IEC-6B-

细胞具有保护作用。
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Protective Effect and Mechanism of KGF Combined with HIF-1琢
on Hypoxia in BECN1 Knockout IEC-6 Cells*

To investigate the protective effect and mechanism of KGF combined with HIF-1琢 on IEC-6 cells knocked

out by BECN1 under hypoxia stress. The stable BECN1 knockout cell line IEC-6B-cells were constructed and divided into

blank control group (BC), negative control group (NC) and HIF-1 琢 Group, KGF joint HIF-1 琢 Group (KH). Observed the changes of

cell morphology in each group. Cell survival rate, ATP content, cell cycle and apoptosis rate, autophagy related gene expression, apopto-

sis and autophagy related protein expression were detected in each group. After 24 hours of hypoxia treatment, spindle, star and

other abnormal morphological changes were observed in cells of each group. Electron microscopy showed that a large number of lysoso-

mal vesicles with different sizes were found in the cytoplasm of NC cells. Other groups of cells showed morphological changes of early

apoptosis, and autophagic vesicles were found in the cytoplasm of cells in BC group and KH group. Compared with BC group, the cell

survival rate of each knockout group was significantly lower (P<0.01), and the cell survival rate of KH group was higher than NC group,

KGF group and HIF-1琢 group (P<0.05). The content of ATP in BC group was significantly higher than that in other groups (P<0.05).
Compared with BC group and KH group, the percentage of G0/G1 phase and apoptosis rate of other three groups were significantly in-

creased (P<0.05). There was no significant difference between KH group and BC group (P>0.05). Compared with BC group, the expres-

sion of BECN1, SQSTM1 and LC3 genes in NC group, KGF group, HIF-1琢 group and KH group decreased significantly (P<0.05). Com-
pared with BC group, the expression of Beclin1 protein and LC3 II/LC3 I in NC group, KGF group, HIF-1 琢 group and KH group de-

creased significantly(P<0.05), and the expression of p62 protein increased significantly(P<0.05). The ratio of Bax/Bcl-2 and the expres-
sion of Caspase3 protein in KH group were lower than those in NC group (P<0.05). KGF combined with HIF-1琢 can protect

IEC-6B- cells from hypoxia stress by promoting cell proliferation, enhancing cell energy metabolism, reducing cell arrest rate in G0/G1

phase and inhibiting apoptosis.
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前言

胃肠低氧应激损伤主要是指机体长期或突然处于低氧环

境中时，引起胃肠道粘膜缺氧缺血而导致胃肠道消化吸收功能

的紊乱或丧失，主要临床表现为食欲不振、恶心、呕吐、腹痛、腹

胀，便秘腹泻交替出现等。长期或频繁的胃肠道应激不仅会引

起营养不良、贫血、自身免疫性疾病及消化道肿瘤等疾病[1,2]。胃

肠道低氧应激反应引起的 "瀑布效应 "是低氧地区消化系统

疾病发病率高，生活质量较差及寿命较短的重要原因[3]。本课题

组前期将携带角质细胞生长因子（Keratinocyte Growth Factor，

KGF）和缺氧诱导因子 1琢（Hypoxia Inducible Factor 1琢，HIF-1
琢）双基因的质粒转入减毒沙门菌 Ty21a 后制成基因制剂

Ty21a-pIRES-HIF-KGF（TPKH），可促进肠道 IEC-6 细胞低氧

状态下的细胞增殖；在动物实验中，TPKH利用减毒沙门菌对

肠粘膜的特噬性而特异性地作用于肠道并持续表达活性蛋白

KGF和 HIF-1琢对胃肠道低氧应激性损伤作用具有保护，并取
得了良好的治疗效果[4,5]。

自噬（autophagy）作为细胞进化中的一种保守机制，主要通

过特征性的双层膜结构 -----自噬小体吞噬、清除并降解受损或

长寿的细胞器，释放 ATP、氨基酸等小分子从而维持应激状态

下细胞的自稳[6]。正常状态下，细胞内自噬蛋白 Beclin1与抑凋

亡蛋白 Bcl-2/Bcl-XL相互结合形成复合物，而在缺氧应激状态

下，高水平的自噬可诱导该复合物的解离，促进分离的

Bcl-2/Bcl-XL进一步发挥其抗凋亡作用[7]，缺氧诱导的自噬不

仅是细胞应激状态下的一种自我保护的机制，过度的细胞自噬

还可引起正常细胞的损害[8]。

因此，本研究中利用 CRISPR/Cas9技术敲除自噬蛋白 Be-

clin1的基因 BECN1，慢病毒转染 IEC-6细胞抑制细胞自噬，构

建 BECN1敲除 IEC-6细胞（IEC-6B-细胞），探讨 KGF联合

HIF-1琢对细胞缺氧的保护作用及相关机制。

1 材料和方法

1.1 细胞株及慢病毒来源

大鼠小肠隐窝上皮细胞（IEC-6）购自中国科学院典型培养

物保藏委员会昆明细 胞库 （KCB200720YJ）。慢病毒

Lv-Cas9-Puro、Lv-EGFP及 Lv-BECN1-EGFP 购自上海吉凯基

因有限公司。

1.2 主要试剂及仪器

胎牛血清（FBS）为日本 PAN公司产品，DMEM培养基（高

糖）、100× 胰蛋白酶为美国 Gibco公司产品，嘌呤霉素为索莱

宝公司产品，重组 KGF活性蛋白为美国 PEPROTECH公司产

品，重组 HIF-1琢活性蛋白为英国 Millpore公司产品，Annexin

V-FITC 7-AAD、Annexin V-FITC PI 检测试剂盒为美国 BD

Pharmingen 公司产品，Beclin1 多克隆抗体、LC3B 多克隆抗

体、SQSTM1多克隆抗体、Bax单克隆抗体、Bcl-2多克隆抗体

为美国 Abcam公司产品，Cleaved Caspase-3 多克隆抗体为美

国 Cell Signaling Technology 公司产品，CCK8 试剂盒为日本

DOJINDO公司产品，ATP含量测试盒为南京建成生物工程研

究所产品，引物合成及荧光定量 PCR相关试剂为中国大连

Takara公司产品。CO2细胞培养箱为德国 menmert公司产品，

三气培养箱为美国 Thermo SCIENTIFIC公司产品，定量荧光

PCR仪为美国 ABI公司产品，流式细胞分析仪为美国 BD公司

产品，全波长多功能酶标仪为瑞士 Tecan集团公司产品，全自

动化学发光成像分析仪为美国 UVP公司产品。

1.3 BECN1敲除 IEC-6细胞系的构建及实验分组

IEC-6细胞以 2× 104个 /孔接种于 6 孔板中，培养 24 h

后，细胞计数后按照MOI=10加入 LV-Cas9-Puro慢病毒，24 h

后更换 DMEM 高糖完全培养基，48 h 后加入终浓度为 2

滋g/mL 的嘌呤霉素筛选 1 周。再按照上述方法转染

LV-Becn1-EGFP慢病毒，1 滋g/mL嘌呤霉素 +DMEM高糖完全

培养基稳定筛选培养。以正常 IEC-6 细胞为空白对照，

Lv-EGFP病毒转染为阴性对照，Western Blot检测细胞 BECN1

蛋白敲除效果。将敲除 BECN1蛋白的 IEC-6细胞稳定细胞系

命名为 IEC-6B-细胞。

实验分组：空白对照组（Blank control group，BC组），为转

染 Lv-EGFP病毒的 IEC-6 细胞；阴性对照组（Negative control

group，NC组），为 IEC-6B-细胞；KGF组，含 0.5 ng/mLKGF的

DMEM培养基培养的 IEC-6B-细胞；HIF-1琢 组，含 30 ng/mL

HIF-1琢 的 DMEM 培养基培养的 IEC-6B- 细胞；KGF 联合

HIF-1琢组（KH组），含 0.5 ng/mLKGF和 30 ng/mL HIF-1琢的
DMEM培养基培养的 IEC-6B-细胞。各组细胞接种于 75 cm2

细胞瓶中，培养至生长面积约 60%时置于三气培养箱中 5 %氧

浓度培养 24 h，然后进行后续实验。

1.4 细胞形态学观察

各组细胞低氧处理 24 h后，光学显微镜下观察各组细胞

形态变化。胰酶消化，离心收集细胞。预冷 PBS缓冲液洗涤 2

遍，最后 1 mL新鲜配制 3%戊二醛溶液充分重悬，进行细胞固

定，后送至兰州大学电镜中心，电镜下观察细胞超微结构。

1.5 CCK-8法检测细胞存活率

各组细胞以 4× 104个 /孔接种于 96孔板中培养，每组重

复 4次，并以无细胞的培养基为调零。缺氧培养 24 h后，按照

每孔加入 10 滋L CCK-8试剂，混匀后避光培养 3 h，全波长多功

能酶标仪检测各孔 450 nm的 OD值，并按照下列公式计算各

组细胞存活率，细胞存活率 =（OD值实验组 - OD值调零）/（OD

值对照组 - OD值调零）× 100%。

1.6 分光光度法检测细胞 ATP含量

胰酶消化并收集各组细胞至 5 mL EP管，每管加 2 mL预

冷 PBS缓冲液吹打混匀，超声细胞破碎仪低温充分破碎，4℃，

12000 rpm离心 10 min，取上清，取 10 滋L进行蛋白定量，按照
ATP含量测试盒说明书方法测定各组细胞 ATP含量。

1.7 流式细胞分析仪检测细胞周期和细胞凋亡

细胞周期检测：各组细胞胰酶消化并用预冷 PBS缓冲液
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洗涤细胞两次，-20℃预冷 75 %无水乙醇 2 mL重悬细胞，轻弹

管壁混匀，-20℃过夜固定细胞。固定后的细胞离心，预冷 PBS

缓冲液洗涤两次，50 滋L预冷 PBS重悬后加入 300 滋L的 PI染

液，4℃避光孵育 30 min，200目筛网过滤后流式细胞仪上机检

测。细胞凋亡检测：胰酶消化并收集细胞，预冷 PBS缓冲液洗

涤两次，200 滋L 的 1× Budding Buffer 重悬，加入 5 滋L 的
FITC-Annexin V 室温避光孵育 15 min。最后加入 5 滋L 的
7-AAD 避光孵育 5 min 后上机检测，同时设阴性对照组和

FITC-Annexin V、7-AAD的单阳对照。

1.8 实时荧光定量 PCR法检测自噬相关基因 mRNA表达水平

各组细胞预冷 PBS缓冲液洗涤两次，加入 RNAiso Plus 1

mL，冰上反应 5分钟，氯仿 /异丙醇法回收细胞核酸沉淀，DE-

PC水配置的 75 %乙醇溶液洗涤 1遍，室温干燥 1-2 min后，取

25 滋L DEPC水溶解沉淀后，测定各样本在 260 nm、280 nm和

320 nm处 OD值，计算各组 RNA纯度和浓度。按照 Takara公

司反转录试剂盒说明书配置反转录反应体系，按照 35℃反应

15 min，85℃反应 5 s，4℃条件进行反转录。实时荧光定量 PCR

检测自噬相关基因 BECN1（NC_051345.1）、LC3（NC_051345.

1）、SQSTM1（NC_051345.1）及内参基因茁-actin（NM_031144.

2），GeneBank查找目的基因 cDNA全序列，在跨两个外显子序

列中，选取 60-150bp、GC 含量臆60％的序列作为靶序列，

BLAST 工具（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/）检

查靶序列的特异性。以 cDNA靶序列上下游 18到 24个核苷为

模板设计引物。引物中 GC含量控制在 30-80%，上下游引物之

间的 TM相差小于 2℃。利用 oligo6工具验证引物自身的特性，

避免发夹结构、引物自身二聚体、错配和引物间二聚体的形成。

各基因引物设计见表 1，由宝生物工程(大连)有限公司合成。

Target gene Primers

BECN1
F：5'-AGCTCTGAAGGCAACAACAGCAACA-3'

R：5'-GCTCCATGCAGGTAGCAGGAA-3'

LC3
F：5'-AGCTCTGAAGGCAACAGCAGCAACA-3'

R：5'-GCTCCATGCAGGTAGCAGGAA-3'

SQSTM1
F：5'-TGTGGTGGGAACTCGCTATAAGT-3'

R：5'-AAAGGGGTTGGGAAAGAAAGATGAG-3'

茁-actin
F：5'-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3'

R：5'-ACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-3'

表 1 实时荧光定量 PCR检测目的基因上下游引物序列

Table 1 Primer sequence of target gene detected by real-time fluorescent quantitative PCR

实时荧光定量 PCR反应体系（20 滋L）：SYBR Premix Ex

TaqII (2× )，12.5 滋L；上下游引物各 1 滋L；cDNA模板 2 滋L；
dH2O，8.5 滋L。实时荧光定量 PCR仪上机检测：95℃，预变性

30 s。PCR反应 95℃，5 s；60℃，30 s共 40个循环。溶解阶段

95℃，15s；60℃，60 s；95℃，15s。

1.9 Western blot法检测凋亡及自噬相关蛋白表达

消化回收各组细胞，预冷 PBS缓冲液洗涤两次，加入

100 滋L的 RIPA细胞裂解液，冰浴 30 min，BCA法蛋白定量。

按照总蛋白 50 滋g/孔上样，SDS-PAGE凝胶电泳，再将蛋白电
转至 PVDF膜上。将 PVDF膜置于 5%的脱脂奶粉中 4℃封闭

过夜。TBST缓冲液洗涤，加入稀释后的目的蛋白一抗室温摇床

上孵育 2 h，TBST缓冲液洗涤，加入与一抗来源对应的稀释后

二抗，室温摇床上孵育 2 h。TBST缓冲液洗涤，吸去膜上残留缓

冲液后滴加 ECL超敏化学发光液显色，化学发光自动成像系

统拍照并半定量分析。

1.10 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行数据统计学分析，计量资料均采

用均数± 标准差（x± s）表示。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（方差齐性）或 Games-Howell检

验（方差不齐），P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 IEC-6B-细胞系的构建及 Beclin1蛋白敲除效率检测

镜下可见，IEC-6细胞呈单层贴壁紧密生长，细胞形态多为

椭圆形、圆形，胞质清晰；慢病毒转染后的 IEC-6-EGFP和

IEC-6B-细胞形态未见明显异常，但细胞稀疏，荧光下可见强绿

色荧光蛋白表达，如图 1 所示。Western Blot 进一步检测，

IEC-6B- 细胞 中未见 Beclin1 蛋白 表达 ，IEC-6 细胞 和

IEC-6-EGFP细胞 Beclin1蛋白表达阳性，如图 2所示。由此说

明成功构建了 Beclin1蛋白敲除的 IEC-6B-细胞系。

2.2 缺氧处理后各组细胞形态学改变

低氧处理 24 h后，各组细胞状态均较差，镜下可见梭形、

星形及其它异常形态变化。其中，NC组细胞异形性较为明显，

细胞细长突起，呈长梭形，细胞稀疏，较多细胞悬浮；BC组和

KH组细胞形态变化较小，荧光下观察结果与可见光一致，如图

3所示。透射电镜观察各组细胞超微结构，低氧处理 24 h后，

NC组细胞核内染色质固缩聚集，不规则分散，胞质内可见大量

大小不一的吞噬溶酶体泡；其他各组细胞胞质疏松，胞核皱缩

不规则，核内染色质分散边缘聚集，呈现细胞早期凋亡形态变

化，其中 BC组和 KH组细胞状态相对较好，胞质中可见较多

大小不一、呈椭圆形或圆形双层膜结构的自噬泡，如图 4箭头

所示。
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图 1 慢病毒转染 IEC-6细胞后的细胞形态（100×）

Fig.1 Morphology of IEC-6 cells transfected with lentivirus (100× )

图 2 慢病毒转染 IEC-6细胞后 Beclin1蛋白的表达

Fig.2 Expression of Beclin1 protein in IEC-6 cells transfected with

lentivirus

2.3 各组细胞缺氧处理后的细胞存活率

低氧处理 24 h后 BC组、NC组、KGF组、HIF-1琢组及 KH

组细胞存活率分别为（105.54± 4.96）%、（31.21± 3.62）%、

（39.54± 4.20）%、（43.89± 3.45）%和（53.67± 5.99）%，相比 BC

组，各敲除组细胞存活率均显著降低（**P<0.01），KH组细胞存
活率高于 NC组、KGF组及 HIF-1琢组（#P<0.05），如图 5所示。

2.4 各组细胞缺氧处理后的 ATP含量

低氧处理 24 h后 BC组、NC组、KGF组、HIF-1琢 组及KH

组细胞 ATP含量分别为（477.99± 48.9）滋mol/gprot、（310.51±
38.94）滋mol/gprot、（320.77± 53.84）滋mol/gprot、（356.20± 58.03）

滋mol/gprot和（367.66± 52.65）滋mol/gprot，与 BC组相比较，其

余组细胞内 ATP含量均明显降低（P<0.01或 P<0.05），NC组、
KGF组、HIF-1琢组及 KH组之间无显著差异，如图 6所示。

2.5 各组细胞缺氧处理后的细胞周期及细胞凋亡率

经过缺氧培养 24h，与 BC组和 KH组相比较，NC组、KGF

组及 HIF-1琢组细胞 G0/G1期百分比显著增加，同时 S期细胞

百分比显著降低，具有统计学意义（*P<0.05，#P<0.05），G2期细
胞百分比各组之间无统计学差异，如图 7所示。BC组，NC组、

KGF 组及 HIF-1琢 组及 KH 组细胞凋亡率分别为（30.42±

1.52）%、（45.04± 2.01）%、（39.73± 6.90）%、（37.81± 4.14）%和

（30.63± 2.14）%，相比于 BC 组和 KH 组，NC 组、KGF 组及

HIF-1琢组细胞凋亡率均显著增加（P<0.05），KH组与 BC组之

间细胞凋亡率无显著差异（P>0.05），如图 8所示。

2.6 各组细胞自噬相关基因的 mRNA表达

实时荧光定量 PCR检测，与 BC组相比较，NC 组、KGF

组、HIF-1琢组及 KH组细胞自噬基因 BECN1、SQSTM1及 LC3

的 mRNA表达均显著降低（P<0.05），其中 KH组细胞中 LC3

核酸水平明显高于 NC 组、KGF组、HIF-1琢 组，SQSTM1基因

高于 NC组，具有统计学差异（P<0.05），而 NC组、KGF组、

HIF-1琢组及 KH组细胞的 BECN1基因和 KGF组、HIF-1琢组
及 KH组细胞的 SQSTM1基因核酸表达水平无显著差异（P＞
0.05），如表 2和图 9所示。

2.7 各组细胞凋亡蛋白和自噬蛋白的表达

经缺氧培养后，与 BC组相比较，NC组、KGF组、HIF-1琢
组及 KH组细胞 Bax/Bcl-2的比值均显著增加（P<0.05），且 NC

组、KGF组及 KH组细胞在 Caspase3蛋白表达相比 BC组显

著增加（P<0.05），其 KH组与 NC组相比较 Bax/Bcl-2的比值、

Caspase3蛋白表达相比 NC组均降低，具有统计学差异（P<0.
05），如图 10所示。与 BC组相比较，NC组、KGF组、HIF-1琢组
及 KH组细胞 Beclin 1蛋白及 LC3 II/LC3 I的比值均显著降低

（P<0.05），且 p62蛋白表达显著增加（P<0.05），NC组、KGF组、
HIF-1琢 组及 KH 组之间 Beclin 1 蛋白、LC3 II/LC3 I 的比值、

p62蛋白表达无显著差异（P>0.05），如图 11所示。

3 讨论

胃肠道作为人体重要的吸收消化系统，不仅调节水盐电解

质平衡，营养物质的消化吸收，同时，肠道粘膜还是人体最大的

免疫器官，粘膜覆盖面积达 400 m2，其中寄生的大量微生物与

肠道粘膜功能的成熟、免疫系统功能、能量代谢及神经系统发

图 3 各组细胞缺氧处理 24 h后细胞形态变化（100×）

Fig.3 Morphological changes of cells in each group after hypoxia

treatment for 24 hours (100× )
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图 4 各组细胞缺氧处理 24 h后细胞超微结构观察。（8000×）

Fig. 4 Ultrastructural observation of cells in each group after hypoxia treatment for 24 hours. (8000× )

图 5 各组细胞缺氧处理后的细胞存活率。

Fig. 5 Cell survival rate in each group after hypoxia treatment.

Note: compared with BC group, **P<0.01. Compared with KH group,
#P<0.05, ##P<0.01.

图 6 各组细胞缺氧处理后的 ATP含量

Fig. 6 ATP content in each group after hypoxia treatment

Note: compared with BC group, *P<0.05, **P<0.01.

育等密切相关[9,10]。因此，维持胃肠粘膜结构及功能的完整性对

机体低氧应激环境下的正常生理功能意义重大。细胞自噬属于

细胞程序性死亡的一种，参与多种生理及病理过程，进化上相

对保守，主要在细胞质中进行的一种自我吞噬现象。正常情况

下自噬处于比较低的水平，但是对缺氧、饥饿等多种应激反应

高度敏感，激活后可以对胞内异常的蛋白质、细胞器降解，增加

细胞对外部应激环境的适应能力，是机体应激状态下的一种保

护性机制[11]。Unc-51样激酶 1（Unc-51-like kinase 1，ULK1）是

自噬启动的开关，有研究发现，无论是在急性还是慢性缺氧中，

细胞内均可检测到 ULK1的转录，证实了缺氧可诱导自噬发

生[12]。自噬一般可通过以下作用对机体缺氧应激损伤起到保护

作用：1、直接或降解受损线粒体间接清除 ROS，避免细胞的氧

化损伤[3]；2、清除其他氧化受损的细胞器或蛋白质维持细胞自

稳；3、自噬还可以通过氧化代谢产物释放 ATP，维持缺氧状态

下细胞的能量需求[14,15]。此外，正常生理条件下自噬蛋白 Beclin

1和凋亡蛋白 Bcl-2共同构成机体的环境营养感受因子，缺氧

时 Beclin 1蛋白的游离参与自噬小体的形成过程，同时游离的

Beclin 1蛋白还可与抑凋亡蛋白 Bcl-2/Bcl-XL，形成磷脂酰肌

醇 3激酶（phosphatidylinositol3-kinase，PI3K）复合体，从而抑制

细胞的凋亡[7]。因此，Beclin 1蛋白是自噬的重要蛋白分子之一，

本研究通过构建稳定敲除 Beclin 1 蛋白表达基因 BECN1 的

IEC-6细胞，抑制低氧应激状态下细胞的自噬水平，进一步观察

KGF联合 HIF-1琢对增殖、能量代谢、周期、凋亡等生物学效应
的影响。

LC3 II/LC3 I比值及 p62蛋白常作为自噬的重要标志物。

自噬形成时，胞浆型 LC3，（即 LC3 I）其 C'端会酶切掉一小段
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图 7 各组细胞缺氧处理后的细胞周期

Fig. 7 Cell cycle after hypoxia treatment in each group

Note: compared with BC group, *P<0.05.
Compared with KH group, #P<0.05.

图 8 各组细胞缺氧处理后的细胞凋亡率

Fig. 8 Apoptosis rate of cells in each group after hypoxia treatment

Note: compared with BC group, *P<0.05, **P<0.01.
Compared with KH group, #P<0.05, ##P<0.01.

Note: compared with BC group, *P<0.05, **P<0.01. Compared with KH group, #P<0.05.

多肽，暴露甘氨酸，进一步磷脂酰乙醇胺的修饰，转变为自噬体

膜型（即 LC3 II），由于 LC3 II的电荷变化，在 SDS-PAGE中迁

移速率更快，所以显得分子量比 LC3 I小，因此 LC3 II/ LC3 I

比值的大小可明确的反映细胞自噬水平[16]。p62蛋白是自噬小体

形成的前体底物，细胞自噬的发生必然伴随着 p62蛋白的减

少，是反应细胞自噬顺利进行的重要标志蛋白[17]。为了验证各

组细胞中 BECN1基因的敲除效果及其敲除后对细胞自噬水平

的抑制作用，本研究分别从基因水平和蛋白水平，检测了自噬

基因 BECN1、LC 3 和 SQSTM1 及自噬蛋白 Beclin-1、LC3 II/

LC3 I比值及 p62的相对表达量。检测结果显示与 BC组，其余

各组 IEC-6B-细胞自噬基因 BECN1、LC3和 SQSTM1核酸表

达量均显著降低，WB检测结果与 RT-PCR检测结果一致，充

分说明本研究中敲除基因 BECN1达到了抑制细胞自噬的目的。

低氧应激条件下，细胞内产生的大量过氧化物及受损粘膜

细胞释放的各种炎性因子可直接或通过激活细胞能量感受因

子 AMPK及 HIF等间接方式诱导细胞自噬发生，从而维持细

胞的能量需求，促进肠道粘膜上皮细胞的存活[18,19]。一方面，自

噬主要通过吞噬降解受损的细胞器释放 ATP，为低氧应激细胞

修复提供能量，抑制自噬直接减少了细胞的能量供应[15]；另一

方面，自噬可通过调控细胞的新陈代谢，诱导细胞静止化，降低

细胞能量的消耗，抑制自噬间接增大了细胞的能量需求[20]。此

外，细胞自噬还可抑制应激状态下上皮细胞中过氧化物如 ROS

等积累，从而避免了线粒体等能量供应细胞器的氧化损伤，因

此自噬是细胞应激状态下能量供应的重要环节[21]。本研究中低

氧环境下 IEC-6B-细胞组相对于 BC组均发生明显的细胞形

态学变化，细胞存活率及胞内 ATP含量均显著降低（P<0.05），
该结果可能与抑制细胞自噬反应，细胞的能量供应不足有关，

而能量的供应不足是引起细胞周期阻滞的重要原因。本研究

表 2 缺氧处理后各组细胞自噬基因 mRNA相对表达量（2-△ △ cT）

Table 2 Relative expression of autophagy gene mRNA in each group after hypoxia treatment (2-△ △ cT)

BC Group NC Group KGF Group HIF-1琢 Group KH Group

BENC1 1.04± 0.35 0.28± 0.03** 0.27± 0.01** 0.30± 0.01** 0.27± 0.03**

LC3 1.02± 0.23 0.55± 0.06*# 0.52± 0.02*# 0.52± 0.07*# 0.73± 0.03*

SQSTM1 1.01± 0.13 0.45± 0.01*# 0.48± 0.03* 0.51± 0.03* 0.59± 0.01*
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图 10 凋亡蛋白 Bax/Bcl-2和 Caspase3表达

Fig. 10 Expression of Bax / Bcl-2 and caspase 3

图 11 自噬蛋白 Beclin 1、LC3 II/LC3 I及 p62表达

Fig. 11 Expression of Beclin 1, LC3 II / LC3 I and p62

图 9 各组细胞缺氧处理后自噬基因 mRNA的相对表达量

Fig. 9 Relative expression of autophagy gene mRNA after hypoxia

treatment in each group

中，低氧应激状态下各敲除组细胞 G0/G1期阻滞程度均明显

增加，且伴 S期百分比显著降低。

KGF是由肠道粘膜皮下组织成纤维细胞以旁分泌方式释

放于肠道内的一种多功能活性蛋白，具有促进上皮细胞的增

殖、再生、分化迁移及 DNA修复等功能。局部高表达 KGF可明

显缓解大鼠溃疡性结肠炎，并可促进受损胃肠道上皮细胞的再

生及功能恢复[22]。HIF-1琢是机体在应对低氧应激反应过程中起
核心调控作用的一种转录因子，可作为上游转录调控因子调控

下游血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，

VEGF）、血管素（angiopoietin-1，Ang-1）、转化生长因子 茁（trans-
forming growth factor-茁，TGF-茁）、促红细胞生成素（Erythropoi-
etin，EPO）、自噬基因及能量代谢等基因的表达活性，通过激活

细胞抗凋亡通路、促进的细胞糖酵解反应、促进细胞代谢及修

复等作用，从而抵抗机体的低氧应激损伤[23-28]。本研究中发现，

KGF联合 HIF-1琢对低氧应激状态下的 IEC-6B-细胞具有一定

的保护作用，相对于 NC组及单独应用的 KGF组、HIF-1琢组，
其细胞状态、细胞存活率和细胞周期均有明显改善（P<0.05）。

在哺乳动物中 Bcl-2基因及其相关蛋白可抑制钙离子跨

膜流动、减少氧自由基产生和脂质过氧化物的形成，在细胞凋

亡过程中起重要调控作用。Bax基因是 Bcl-2家族中的促凋亡

成员，与 Bcl-2形成异源二聚体，发挥调节细胞凋亡作用。在异

源二聚体中，Bax/Bcl-2 的比值决定着细胞凋亡的走向，

Bax/Bcl-2比值上调，促进细胞凋亡；反之，则抑制细胞凋亡[29]。

本研究结果发现，低氧应激下 IEC-6B-细胞中 Bax/Bcl-2 和

Casepase3蛋白表达均显著增加，提示抑制细胞自噬可上调凋
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亡蛋白 Bax/Bcl-2比值和 Casepase3依赖途径增加细胞在低氧

应激环境下的凋亡水平，但 KH组细胞流式仪检测细胞凋亡率

与 BC组无明显差异，提示了 KGF联合 HIF-1琢确实对低氧应
激 IEC-6B-细胞可能存在其他途径的保护作用。

本研究存在的不足之处：1、本研究预实验发现，IEC-6细胞

对氧浓度极度敏感，5%的氧浓度 24 h即发生形态学上明显改

变，随着继续培养细胞存活率显著降低，大量细胞死亡，无法进

行后期实验。因此本研究只选择了 5%的氧浓度 24 h这一个时

间节点，只检测了早晚期发生凋亡细胞，而凋亡蛋白 Bax、Bcl-2

或 Casepase3可在凋亡全过程中持续表达存在，并且凋亡后期

及坏死阶段的细胞未能检测。2、未能探讨敲除 BECN1基因后

对 IEC-6细胞缺氧应激的影响，从而确定自噬对 IEC-6细胞在

缺氧条件下细胞代谢、细胞周期、细胞凋亡等方面的生理功能。

综上所述，结果表明 KGF联合 HIF-1琢在低氧应激 IEC-6B-细

胞中，具有促进细胞增殖、增强细胞能量代谢、减少 G0/G1期

阻滞细胞率、抑制细胞凋亡作用，从而在细胞自噬受到抑制时

对低氧应激状态下的 IEC-6细胞发挥保护作用。为下一步 KGF

联合 HIF-1琢用于高原缺氧引发的胃肠道疾病的治疗，及自噬与
胃肠道疾病的相关作用及机制研究提供研究方向与实验基础。
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