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RUNX1对氧糖剥夺诱导 PC12细胞凋亡的保护作用研究
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摘要目的：研究 RUNX1在 PC12细胞氧糖剥夺模型中的表达及其对 PC12细胞的保护作用，并探讨其相关机制。方法：体外培养

PC12细胞并构建氧糖剥夺模型，将细胞分为对照组、氧糖剥夺组、RUNX1 siRNA处理组、siRNA对照处理组(sicontrol)、pcDNA3.

1-RUNX1处理组(pcRUNX1)和 pcDNA3.1对照处理组(pcDNA 3.1)。qRT-PCR和 western blot检测 RUNX1、磷酸化 Akt(p-Akt)和

总 Akt(t-Akt)表达水平；MTT法检测细胞存活率；Annexin V-FITC/PI双染法检测细胞凋亡。结果：与对照组比较，RUNX1在 PC12

细胞氧糖剥夺模型中表达水平显著升高；沉默 RUNX1可下调 PC12细胞的存活率，促进细胞的凋亡，有效抑制 p-Akt蛋白表达，

而过表达 RUNX1显著提高细胞存活率，抑制细胞凋亡，并上调 p-Akt蛋白表达；此外，PI3K/Akt通路抑制剂 LY294002明显抑制

RUNX1过表达对细胞存活率的促进作用和对细胞凋亡的抑制作用。结论：RUNX1可通过 PI3K/Akt信号通路保护 OGD对 PC12

细胞的损伤作用。
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Protective Effects of RUNX1 on Oxygen-glucose Deprivation Induced
Apoptosis in PC12 Cells

To estimate the expression of RUNX1 in oxygen-glucose deprivation injured PC12 cells and investigate the

protective effect and mechanisms of RUNX1 on apoptosis induced by oxygen-glucose deprivation in PC12 cells. The

oxygen-glucose deprivation (OGD) model was built using PC12 cells, and cells were divided into control group, OGD group, RUNX1

siRNA group, control siRNA group, pcDNA3.1-RUNX1 group and pcDNA3.1 group. The expression of RUNX1, phosphorylated Akt

(p-Akt) and total Akt (t-Akt) were measured using qRT-PCR and western blot assay. Cell viability was estimated using MTT assay and

cell apoptosis was detected using Annexin V-FITC/PI assay. Compared with control, RUNX1 expression was significantly

higher in OGD model. Silence RUNX1 by RUNX1 siRNA remarkably inhibited cell viability, promoted apoptosis and down-regulated

p-Akt protein expression, while RUNX1 overexpression showed a contrary effect. Besides, LY2904002, the inhibitor of PI3K/Akt,

markedly impeded the the role of RUNX1 overexpression in promoting cell viability and inhibiting apoptosis. RUNX1

protected PC12 cells against oxygen-glucose deprivation injury through PI3K/Akt signaling pathway.
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前言

缺血性脑血管病是全世界导致死亡最常见和重要的原因

之一[1]。脑缺血会导致细胞能源需求氧气和营养物质(葡萄糖)

的剥夺，进而造成缺血性中风[2]。脑缺血 /再灌注引起的神经元

损伤是一个复杂的过程，主要与兴奋性中毒、氧化应激、细胞凋

亡、基因表达以及酶活性的表达等多种机制有关[3, 4]。尽管缺血

引起脑损伤的相关机制还不甚完善，但神经元凋亡被认为是缺

血引起的主要表现形式[5]。因此，对神经细胞凋亡机制的深入研

究对于脑缺血疾病的治疗具有十分重要的作用。

RUNX1 (Runt-related transcription factor 1, RUNX1)，又称为

AML1，是 RUNX转录因子蛋白家族的成员之一。研究发现

RUNX1在小鼠胚胎的中枢和周围神经系统中均可表达，并且

对神经系统的发展具有十分重要的作用[6-8]。本研究应用 PC12

细胞建立氧糖剥夺(OGD)体外模型模拟脑缺血再灌注过程，研

究在 OGD条件下 RUNX1的表达水平及其在氧糖剥夺模型中

的相关作用与潜在机制。

1 材料与方法

1.1 材料

PC12细胞株购自美国 ATCC公司；马血清、胎牛血清、

DMEM培养基购自美国 Gibco公司；青霉素 /链霉素、四甲基

偶氮唑蓝(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)、Annexin V-FITC/PI细胞

凋亡检测试剂盒购自美国 Sigma公司；RUNX1 siRNA购自美
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图 1 RUNX1在 PC12氧糖剥夺体外模型中的表达水平

Fig.1 The expression of RUNX1 in PC12 cells under OGD condition

A: mRNA expression level; B: protein expression level

Note: Data were expressed as ± SD, n=6. *P<0.05 vs. control

国 Santa Cruz(sc-37677)；pcDNA3.1-RUNX1；Trizol 总 RNA 提

取试剂盒购自美国 Invitrogen公司；TransScript First-Strand cD-

NA Synthesis SuperMix逆转录试剂盒、TransStarts Green qPCR

SuperMix PCR试剂盒购自中国 Transgen公司；RIPA 裂解液、

ECL化学发光试剂购自中国碧云天生物技术公司；RUNX1单

克隆抗体(ERR3099)、兔抗 p-Akt(ab8805)、兔抗 Akt(ab81283)单

克隆抗体以及辣根过氧化物标记的羊抗兔二抗(ab6727)购自美

国 abcam。

1.2 常用仪器

CO2培养箱(美国 Thermo)；酶标仪(美国 Bio Tek)；流式细

胞仪(美国 BD Bioscience)；PCR仪(美国 BIO-RAD)。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养(NGF) 鼠 PC12细胞(ATCC)用含 10 %马血

清、5 %胎牛血清和 1 %青霉素 /链霉素的 DMEM培养基在 5

% CO2，37℃的培养箱中进行培养。每两天进行一次传代，取第

二代对数生长期细胞进行 NGF(50 ng/mL)处理 8-10 d，以促使

PC12细胞的分化。

1.3.2 细胞分组与处理 将细胞分为对照组(control)：将 PC12

细胞在正常培养基中置于含 95 %空气和 5 % CO2的培养箱中

进行培养；氧糖剥夺组(OGD)：PC12细胞在无糖 DMEM培养

基中置于含 95 % N2和 5 % CO2的培养箱中进行培养；RUNX1

siRNA处理组 (siRUNX1组)：将转染 RUNX1 siRNA的 PC12

细胞置于无糖 DEME培养基于含 95 % N2和 5 % CO2的培养

箱中进行培养；siRNA对照处理组(sicontrol组)：将转染非特异

性 siRNA的 PC12细胞置于无糖 DEME培养基于含 95 % N2

和 5 % CO2 的 培 养 箱 中 进 行 培 养 ；pcDNA3.1-RUNX1

(pcRUNX1)处理组：将转染 pcDNA3.1-RUNX1的 PC12细胞置

于无糖 DEME培养基于含 95 % N2和 5 % CO2的培养箱中进

行培养；pcDNA3.1对照处理组(pcDNA 3.1)：将转染 pcDNA3.1

空载体的 PC12细胞置于无糖 DEME培养基于含 95 % N2和 5

% CO2的培养箱中进行培养。

1.3.3 氧糖剥夺模型的制备 氧糖剥夺模型的制备参照 Qi et

al.[9]的方法。将 PC12细胞培养于无糖 DMEM培养基，并置于

含 95 % N2和 5 % CO2的 37℃培养箱中，4 h后，将细胞培养

基换为正常培养基并转移至含 95 %空气和 5 % CO2的 37℃

培养箱中培养 24 h。

1.3.4 siRNA和质粒转染 参照 Lipofectamine 2000转染试剂

盒说明书将 RUNX1 siRNA 和非特异性 siRNA [10] 以及 pcD-

NA3.1-RUNX1和 pcDNA3.1空载体[11]转染至 PC12细胞，以未

转染细胞为对照组。将转染细胞培养 24 h后，收集细胞，测定

RUNX1表达水平。

1.3.5 qRT-PCR法测定 RUNX1 mRNA表达 用 Trizol试剂

提取总 RNA，并采用逆转录试剂盒将提取的总 RNA逆转录为

cDNA。随后参照 TransStarts Green qPCR SuperMix试剂盒进行

PCR反应。PCR反应体系为 20 L，反应条件为：94℃预热 10

min；94℃ 30 s，54℃ 30 s，72℃ 30 s共 40个循环。

1.3.6 MTT法检测细胞存活率 细胞存活率的检测采用MTT

法进行。将 PC12细胞以 6× 103个 /孔的密度接种于 96孔培

养板中。进行 1.3.3 细胞培养后，每孔加入 20 L MTT (5

mg/mL)并继续培养 4 h。弃培养基并加入 150 L DMSO混合均

匀。在酶标仪上读取 490 nm处的吸光值。

1.3.7 流式细胞仪检测细胞凋亡 细胞凋亡的检测采用 An-

nexin V-FITC/PI双染法进行。收集细胞，并将细胞与 FITC标记

的 Annexin V和 PI染色液共孵育，于 FACS流式细胞仪上对

细胞凋亡进行检测。

1.3.8 Western blot测定 RUNX1、p-Akt和 t-Akt蛋白表达 将

细胞溶解于 RIPA裂解液中提取总蛋白。将提取的蛋白经 10 %

聚丙烯酰氨(SDS-PAGE)凝胶电泳电泳分离后转至消化纤维素

膜，经脱脂奶粉封闭 2 h后，将膜与兔抗 RUNX1单克隆抗体、

兔抗 p-Akt以及兔抗 Akt单克隆抗体以及辣根过氧化物标记

的羊抗兔二抗进行孵育。随后，采用增强化学发光法(ECL)对条

带进行显色，Kodak数字成像系统和 Carestream分子成像软件

对条带进行扫描和灰度值分析。以茁-actin为内参。
1.3.9 统计学方法 SPSS 18.0统计学软件对数据进行计算分

析，结果以均值± SD 表示。各组间差异比较采用单因素

ANOVA进行，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 RUNX1在氧糖剥夺 PC12细胞中表达上调

qRT-PCR 结果显示，在氧糖剥夺 PC12 细胞模型中，

RUNX1 mRNA显著高于对照组 (P<0.05，图 1A)。进一步对

RUNX1 蛋白检测的结果也发现，OGD 使 PC12 细胞 RUNX1

蛋白表达水平显著上调(P<0.05，图 1B)。
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2.2 RUNX1促进氧糖剥夺 PC12细胞的存活

为进一步研究上调的 RUNX1在氧糖剥夺 PC12细胞的作

用，我们分别用 RUNX1 siRNA 和 pcDNA3.1 RUNX1 转染

PC12 细胞，使 RUNX1 沉默或过表达 (P<0.05，图 2A)，并对

PC12细胞的存活进行了检测。结果发现，RUNX1 siRNA显著

促进了 OGD诱导的 PC12细胞损伤，而 pcDNA3.1 RUNX1对

OGD导致的 PC12细胞损伤具有显著的抑制作用 (P<0.05，图

2B)。

图 2 RUNX1对 PC12细胞存活率的影响

Fig.2 Effect of RUNX1 on cell viability of PC12 cell

A: Transfection sfficiency of RUNX1 siRNA and pcDNA 3.1 RUNX1; B: Cell viability

Note: Data were expressed as ± SD, n=6. *P<0.05 vs. control; #P<0.05 vs. OGD

2.3 RUNX1抑制氧糖剥夺 PC12细胞的凋亡

经 Annexin V TIFC 双染法对细胞凋亡的检测发现，

RUNX1 siRNA转染 OGD处理的 PC12细胞 48 h后，凋亡的细

胞数目明显增多，而 pcDNA3 RUNX1转染显著抑制了 OGD

诱导的 PC12细胞凋亡((P<0.05，图 3)。

图 3 RUNX1对氧糖剥夺诱导的 PC12细胞凋亡的影响

Fig.3 Effect of RUNX1 on cell apoptosis induced by OGD in PC12 cell

Note: Data were expressed as ± SD, n=6. *P<0.05 vs. control; #P<0.05 vs. OGD

2.4 RUNX1 通过 PI3K/Akt 信号通路保护 OGD 损伤的 PC12

细胞

为进一步探讨 RUNX1对 OGD处理 PC12细胞的相关保

护机制，我们对 PI3K/Akt信号通路进行了分析。结果发现，

RUNX1 siRNA显著抑制 p-Akt蛋白的表达水平，且对总 Akt

蛋白水平无显著影响，而 pcDNA3 RUNX1对 p-Akt蛋白的表

达水平具有显著的上调作用(P<0.05，图 4A)。

因此，我们推测 PI3K/Akt信号通路可能在 RUNX1调节
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图 4 RUNX1对 PC12细胞 PI3K/Akt信号通路的影响

Fig.4 Effect of RUNX1 on PI3K/Akt signaling pathway in PC12 cell

A: Protein expression of p-Aktand Akt; B: Cell viability; C: Cell apoptosis

Note: Data were expressed as ± SD, n=6.*P<0.05 vs. control; #P<0.05 vs. OGD; $ P<0.05 vs. pcRUNX1

OGD诱导的 PC12细胞损伤过程中具有一定的作用。结果发现

PI3K/Akt 信号通路抑制剂 LY294002 可显著抑制 pcDNA3.1

RUNX1对细胞存活率的促进作用(P<0.05，图 4B)，并且逆转对

PC12细胞凋亡的抑制作用(P<0.05，图 4C)。

3 讨论

局灶性脑缺血或者中风是世界上导致死亡和长期残疾的

主要原因之一，尽管已初步确定其分子机制主要是缺氧缺血造

成的神经元损伤，但目前对于脑缺血引起神经元损伤的机制还

不尽完善。PC12细胞的氧糖剥夺模型被广泛用于研究缺血导

致神经细胞死亡的机制以及潜在神经保护药物的体外研究[12]。

因此，本研究以 PC12细胞氧糖剥夺模型为研究对象，模拟体

内脑缺血状态，探讨 RUNX1对氧糖剥夺 PC12细胞的相关作

用。

RUNX1是对于人类造血功能至关重要的调控因子，并参

与白血病的发生。研究发现 RUNX1在造血细胞和成骨细胞增

殖和分化过程中均具有十分重要的作用[13, 14]，此外，近期也有研

究表明 RUNX1可促进成年小鼠神经元的增殖和分化[8, 15]。本研

究发现，RUNX1在 PC12氧糖剥夺模型中表达水平显著上调，

且进一步发现 RUNX1 过表达可有效改善氧糖剥夺诱导的

PC12损伤和凋亡率增加。在大脑正常发育过程中，过剩的神经

元通过细胞凋亡来消除，这对于神经网络的形成是一个重要的

生理过程，然而，当大脑受到缺氧缺血损伤，这样的凋亡模式会

导致神经元的过度流失[16-18]。本研究结果表明 RUNX1对氧糖

剥夺损伤的 PC12细胞具有一定的保护作用。

PI3K/Akt通路可在各种刺激条件下被激活，进而发挥抗凋

亡的作用[19]。PI3K/Akt信号通路参与神经元的存活和轴突的生

长 [20, 21]。研究表明，缺氧缺血处理可使 PI3K/Akt信号通路在

PC12细胞激活[22]。本研究也发现氧糖剥夺激活了 PI3K/Akt信

号通路。PI3K/Akt通常可以通过抑制细胞凋亡保护细胞免受损

伤，因此，我们对 PI3K/Akt在 RUNX1对 PC12细胞保护效应

中的作用进行了研究，结果发现 PI3K/Akt信号通路抑制剂可

显著阻断 RUNX1对 PC12细胞存活率的促进作用和细胞凋亡

的抑制作用。表明 RUNX1通过 PI3K/Akt发挥对 OGD损伤的

PC12细胞的保护效应。

综上所述，本研究结果表明 OGD 处理使 PC12 细胞中

RUNX1 表达上调，且上调的 RUNX1 可通过 PI3K/Akt 保护

OGD处理对 PC12细胞的损伤。本研究初步揭示了 RUNX1在

OGD损伤 PC12细胞中的保护作用及其可能机制，为缺血性脑

疾病的治疗提供了新的理论基础和治疗研究靶点。
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