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缺氧对大鼠脑微血管内皮细胞增殖和凋亡的影响及其机制研究 *
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摘要 目的：探讨缺氧对大鼠脑微血管内皮细胞增殖和凋亡的影响及其可能的分子机制。方法：从 2周龄的 SD大鼠中提取脑微血

管内皮细胞。体外模拟脑缺氧微环境，将体外培养的脑微血管内皮细胞分别置于常氧(21% O2)和低氧环境(1% O2)下处理 6、12和

24小时，采用四甲基偶氮唑盐(MTT)法观测不同时间点细胞增殖能力的变化；用 AnnexinV-FITC/PI双标流式细胞术观察不同时

间点细胞凋亡情况；Real time-PCR和Western blot法检测细胞中(Hypoxia-inducible factor-1琢) HIF-1琢 mRNA和蛋白的表达。进一

步使用 HIF-1琢 siRNA靶向沉默 HIF-1琢基因，再检测低氧环境下 HIF-1琢 mRNA和蛋白表达、细胞增殖以及凋亡水平的变化。结

果：随着低氧处理时间的延长，大鼠脑微血管内皮细胞的增殖能力被显著抑制，同时凋亡水平显著增加，HIF-1琢 mRNA和蛋白表

达水平显著升高。使用 HIF-1琢 siRNA特异性阻断 HIF-1琢表达后，低氧环境下 HIF-1琢 mRNA和蛋白表达明显降低，同时细胞活

性增加，细胞凋亡率显著下降。结论：缺氧微环境能够通过上调 HIF-1琢的表达抑制大鼠脑微血管内皮细胞增殖并促进其凋亡。
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Effect and Mechanism of Hypoxic Micro-environment on the Proliferation
and Apoptosis of Rat Brain Vascular Endothelial Cells*

To investigate the effect and mechanism of hypoxia on the proliferation and apoptosis of rat brain vascular

endothelial cells. Rat brain vascular endothelial cells were isolated from 2 weeks old SD rat. Cells were treated under hypoxia

(1% O2) or normoxia (21%O2) condition for 6, 12 and 24 hours. MTT assay was performed to detect the cell proliferation rate. Annex-

inV-FITC/PI flow cytometry was used to monitor the apoptosis rate of rat brain vascular endothelial cells. The mRNA and protein expres-

sion levels of HIF-1琢 and 茁-catenin were detected by RT-PCR and Western blot. Furthermore, HIF-1琢 siRNA was used to investigate the

role of HIF-1琢 on hypoxia-mediated proliferation and invasion of rat brain vascular endothelial cells. The results shown that hy-

poxia could inhibit the proliferation and induce the apoptosis of rat brain vascular endothelial cells in a time-dependent manner. The mRNA

and protein level of HIF-1琢 was upregulated by hypoxia treatment. HIF-1琢 siRNA could significantly reverse hypoxia-mediated prolifer-

ation and apoptosis of rat brain vascular endothelial cells. Hypoxia inhibits the proliferation and promotes apoptosis of rat

brain vascular endothelial cells through upregulation of HIF-1琢 expression.
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前言

缺血性脑卒中是常见的脑血管病，具有发病率高、死亡率

高和致残率高的特点，也是我国成年人致残的首位原因[3-5]。这

一病变多伴有明显的基底动脉和大脑中动脉重构，既往研究表

明这一病理过中血管重构与血管平滑肌细胞的异常凋亡和增

殖失调、受损部位纤维化等密切相关[6-8]。

人体大脑组织的耗氧量居所有器官之首，约占机体总耗氧

量的 20%，而且脑组织对缺血缺氧的耐受性差，在很短的时间

内即可造成神经元细胞的不可逆性死亡[11,12]。低氧微环境参与

人类多种疾病的发病，其能够对细胞增殖、分化、凋亡和血管生

成等过程进行调控，从而影响多种疾病的转归发展[13,14]。近年

来，国内外专家学者发现缺血性脑卒中的发病多伴随局灶性缺

血缺氧[9,10]。但低氧在大鼠脑微血管内皮细胞增殖和凋亡中的作

用目前还不明确。因此，本研究探讨了体外低氧微环境对大鼠

脑微血管内皮细胞增殖和凋亡的影响及可能作用机制。
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1 材料与方法

1.1 材料

特优级胎牛血清购自杭州四季青生物科技公司；磷酸盐缓

冲液 (PBS)DMEM高糖培养基购自 Hyclone生物科技公司；四

甲基偶氮唑盐 ＭＴＴ 检测试剂购自美国 Sigma- Aldrich公司

公司；含 0.25% Tripsin-EDTA胰蛋白酶及青链霉素混合液购自

天津洁洋盛生物科技公司；小鼠抗人 HIF- 1琢、Cleaved Cas-

pase-3多克隆抗体、兔抗人 茁-actin单克隆抗体、HRP标记的山

羊抗小鼠和山羊抗兔二抗均购自美国 Cell Signaling technology

生物公司；AnnexinV-FITC/PI双标流式细胞凋亡检测试剂盒购

自美国 Bio-vision公司；cDNA 反转录试剂盒和荧光定量实时
PCR试剂盒均购自南京诺维赞生物科技公司；0.45 mm PVDF

膜购自硝酸纤维素膜购自碧云天生物技术公司；6孔细胞培养

板和 T25细胞培养瓶均购自美国 Beaver公司。
1.2方法
1.2.1 原代大鼠脑微血管内皮细胞的分离与培养 从 2周龄

的 SD大鼠中取出大脑皮质部分，使用 PBS清洗 3次去除包膜

和脑脊液。使用眼科剪将洗净的大脑皮质剪碎至 1 mm3大小

碎片，随后加入 0.1% II型胶原酶置于 37℃恒温摇床中消化 45

min。消化完毕后，往胶原酶中加入含有 20%胎牛血清的
DMEM 高糖培养基终止消化，并 1000 r/min 离心 5 min，弃去

上清液，加入 20%牛血清蛋白(bovineserum albumin, BSA)悬浮

混匀后再次离心 1000 r/min共 5 min。再次弃上清液，细胞沉淀

中加 2 mL 0.1%浓度的胶原分散酶重悬混匀之后置于 37℃恒

温摇床中孵育 30 min。赋予完毕后，于 1000 r/min离心 5 min，
弃去上清液，再次加入 BSA重悬混匀，随后于 1000 r/min离心
20 min，留置底部黄白色“微血管层”沉淀。使用移液器轻柔吸

出“微血管层”，加入 DMEM高糖培养基重悬混匀，于 1000

r/min离心 5 min，重复两次。最后弃去上清液，加入预先配置好

的脑微血管内皮细胞培养液(DMEM高糖培养基 + 20%胎牛血
清 +2 mmo/L谷氨酰胺 +1 mg/mL肝素 +1 ng/mL碱性成纤维

细胞生长因子 +10 ng/mL血管内皮生长因子 +100 U/mL青霉

素 +100 g/mL链霉素)重悬细胞，待其悬浮后接种于预先涂有

明教的塑料培养瓶中，置于 37摄氏度、5% CO2和饱和湿度的

细胞培养箱中继续培养。根据细胞生长状态，常规 2-3天进行
换液处理，待形成单层之后，吸去培养液，使用 0.25%胰蛋白酶

消化传代，进行后续实验。

1.2.2 细胞增殖实验 四甲基偶氮唑盐(MTT)法细胞活性检

测 将处于对数生长期的原代大鼠脑微血管内皮细胞以 1×
105/mL的密度种植于 96孔板，并设置 5个复孔。共接种 2块
板。分别置于低氧培养箱及常氧培养箱中培养，分别于 3、6、
12、24 h共 4个时间点取 5个细胞孔及 1 个空白孔行 CCK-8

检测，每孔加入 20 滋L CCK-8试剂，孵育 2 h后取出在酶标仪
450 nm处测定其吸光值(A)，以时间(Hours)为横坐标，A为纵坐

标绘制生长曲线。

1.2.3 RNA 提取和 Real-time PCR检测 RT-PCR检测 HIF-1

琢、cleaved caspase-3 mRNA的表达，将已经过处理的不同分组

细胞用冰上预冷 PBS洗涤 3次，每孔中加入 1 mL Trizol RNA

提取液，按照一步法提取总 RNA，使用紫外分光光度计检测总

RNA浓度。按照逆转录试剂盒操作说明书将总 RNA逆转录为
cDNA后进行 PCR循环扩增。本研究所有 PCR引物序列的设
计与合成均委托北京天一辉远生物科技公司完成。相关基因引

物序列如下：茁-actin 上游引物 5'-ACCCAGAAGACTGTG-

GATGG-3'，下游引物 5'-CTGGACTGGACGGCAGATCT-3'；
HIF-1琢 上游引物 5'- GTGCCACATCATCACCATA'，下游引物
5'- CAAAGCGACAGATAACACG-3'; Cleaced Caspase-3 上游

引物 5'-CCTTTGCTGCCTGTGTGAAC-3'，下游引物 5'-GCTG-

GAGGATGAGGATGTGT-3'。实时荧光定量 PCR：反应体系
20 滋L，mixture 10 滋L，探针引物 1 滋L，cDNA 2 滋L。反应条件均
为：95℃，3 min 预变性；94℃，30 s ；48℃，30 s，72℃，1 min，扩

增 35 个循环；72℃延伸 10 min。计算各组 HIF-1琢、Cleaved
Caspase-3的相对表达量。
1.2.4 细胞转染 本实验所使用 siRNA的设计与合成均委托
广州锐博生物科技公司，siRNA 引物序列如下：HIF1-琢 siRNA

靶序列为 5'- CTGATGACCAGCAACTTGA- 3', NC- siRNA 靶

序列为：5'- AATTCTCCGAACGTGTCACGT- 3'。根据说明在六

孔板中使用 Lipofectamine RNAiMAX Transfection Reagent 转

染 PDLCs，并设计阴性对照 siRNA为 NC- Si组，终浓度为 50

nM，培养 48 h，提取蛋白、RNA并进行后续研究。
1.2.5 Western blot检测 将已处理好的原代大鼠脑微血管内

皮细胞用 PBS洗涤 3次随后加入 RIPA裂解液并用细胞刮刀

刮下来放入 1.5 Ml EP 管中冰上裂解 30 min。随后于 12 000

rpm离心 10 min并将蛋白上清液冻存于 -20℃。使用 5X蛋白

上样缓冲液混匀蛋白上清后于 95℃中加热 10分钟，待其充分

变性。上机跑电泳，随后转膜并置于 5%脱脂牛奶中封闭 1 h。封

闭结束后使用 TBST洗膜 5 min× 3次，随后将膜置于小鼠抗

人 HIF- 1琢(浓度 1:1000)、小鼠抗人 Cleaved Caspase-3 多克隆

抗体(浓度 1:500)和兔抗人 茁-actin单克隆抗体(浓度 1:2500)中
4℃孵育过夜。次日，洗膜 5 min× 3次后，置于辣根酶标记羊抗
兔 IgG中室温孵育 2 h。TBST洗膜 5 min× 3次后，采用 ECL

化学发光法金鼎显影。应用 Quantity One软件分析条带灰度值

并作统计分析。

1.2.6 Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术检测细胞凋亡 将

处理好的各组原代大鼠脑微血管内皮细胞的培养基收集至指

定的 15 mL离心管中待用。使用 0.25%胰蛋白酶将细胞消化下
来并收集置之前的离心管中。1000 r/min离心 5 min，弃去上清
液。加入 PBS重悬后再次 1000 r/min离心 5 min，弃去上清，留

置细胞沉淀。加入 200 滋L Binding Buffer重悬，并每管依次加

入 5 滋L Annexin V-FITC、5 滋L PI，混匀。室温下避光孵育 15
min；流式细胞仪上机检测，记录结果。
1.3 统计学方法

本研究所有数据均采用 SPSS 22.0软件进行分析。实验数
据以 x± s表示，组间比较采用单因素方差分析和 Dunnet t检
验。以 P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 低氧对大鼠脑微血管内皮细胞细胞增殖的影响

大鼠脑微血管内皮细胞分别在常氧和低氧条件下培养 6、
12、24 h后，采用MTT法进行细胞增殖能力检测。结果显示：随着
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低氧处理时间的延长，大鼠脑微血管内皮细胞细胞的增殖能力被

显著抑制，并呈时间依赖性，差异均有显著性(P＜ 0.05)(图 1)。
2.2 低氧对大鼠脑微血管内皮细胞凋亡的影响

大鼠脑微血管内皮细胞在低氧条件下培养 24小时后，采

用 Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术进行细胞调往水平的检

测。结果显示：随着低氧处理时间的延长，大鼠脑微血管内皮细

胞细胞的凋亡率明显增高，并呈时间依赖性，差异均有显著性

(P＜ 0.05)(图 2)。
2.3 低氧对大鼠脑微血管内皮细胞内 HIF-1琢 mRNA和蛋白表
达的影响

大鼠脑微血管内皮细胞分别在常氧和低氧条件下培养 6、
12、24小时后，采用 RT-PCR和Western blot实验检测 HIF-1琢
mRNA和蛋白表达水平。结果显示：随着低氧处理时间的延长，
HIF-1琢 mRNA和蛋白表达水平显著增高，呈时间依赖性，差异

均有显著性(P＜ 0.05)(图 3)。
2.4 HIF-1琢 siRNA对 HIF-1琢表达的影响
在常氧环境下，使用 HIF-1琢靶向 siRNA对大鼠脑微血管

内皮细胞处理 24 h 后，采用 RT-PCR 和 Western blot 检测

HIF-1琢 mRNA和蛋白表达水平。结果显示与空白对照组比较，

使用 HIF-1琢 siRNA能够显著抑制 HIF-1琢 mRNA和蛋白表达，

差异均有显著性(P＜ 0.05)(图 4)。

图 1 低氧抑制大鼠脑微血管内皮细胞的增殖

Fig.1 Hypoxia inhibits the proliferation of rat brain vascular endothelial

cells

图 2 低氧促进大鼠脑微血管内皮细胞的凋亡

Fig.2 Hypoxia promotes the apoptosis of rat brain vascular endothelial cells

图 3 低氧促进大鼠脑微血管内皮细胞内 HIF-1琢的表达
A: RT-PCR检测 HIF-1琢 mRNA表达水平; B: Western blot检测 HIF-1琢蛋白表达水平；C：Western blot结果定量分析

Fig.3 Hypoxia increased HIF-1琢 expression in the rat brain vascular endothelial cells

A. RT-PCR assay for HIF-1琢 mRNA level in rat brain vascular endothelial cells; B. Western blot assay for HIF-1琢 protein level in rat brain vascular

endothelial cells; C: Quantification of western blot results.

2.5 HIF-1琢 siRNA对低氧诱导的大鼠脑微血管内皮细胞增殖

的影响

如图 6所示，低氧处理能够显著抑制大鼠脑微血管内皮细

胞的增殖；而在转染 HIF-1琢 siRNA的细胞中，低氧对大鼠脑微

血管内皮细胞增殖的抑制作用被模型减弱，细胞增殖水平明显

升高(P＜ 0.05)，差异均有显著性(图 6)。
2.6 HIF-1琢 siRNA对低氧诱导的大鼠脑微血管内皮细胞凋亡

的影响

Annexin V-FITC/PI双染流式细胞术结果如图 6 所示，低

氧处理能够显著增加大鼠脑微血管内皮细胞的凋亡率，表明低

氧微环境促进细胞凋亡；而在转染 HIF-1琢 siRNA的细胞中，低

氧对大鼠脑微血管内皮细胞的凋亡率显著下降(P＜ 0.05)，差异

均有显著性(图 6)。

224· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.2 JAN.2019

图 6 HIF-1琢 siRNA靶向沉默 HIF-1琢逆转低氧诱导的细胞凋亡增加
Fig.6 HIF-1琢 siRNA reverses hypoxia-induced apoptosis of rat brain vascular endothelial cells

图 4 HIF-1琢 siRNA对大鼠脑微血管内皮细胞 HIF-1琢表达的影响
A：检测 si RNA转染效率；B：RT-PCR检测 HIF-1琢 mRNA表达；C：Western blot检测 HIF-1琢蛋白表达；D：Western blot结果定量分析

Fig.4 The effect of HIF-1琢 siRNA on the expression of HIF-1琢 in the rat brain vascular endothelial cells

A: Detection of the transfection efficiency of HIF-1琢 siRNA; B: RT-PCR analysis of HIF-1琢 mRNA; C: Western blot analysis of HIF-1琢 protein;

D: Quantification of western blot results.

图 5 HIF-1琢 siRNA靶向沉默 HIF-1琢逆转低氧诱导的大鼠脑微血管内
皮细胞增殖抑制

Fig.5 HIF-1琢 siRNA reverses hypoxia-inhibited proliferation of rat brain

vascular endothelial cells

3 讨论

缺血性脑卒中又称脑梗死，是由于各种内源性及外源性因

素所致的局部脑组织区域的血流供应存在不足，导致脑组织缺

血缺氧，进而出现坏死并产生一系列神经功能缺失的病理过程
[15-17]。脑微血管内皮细胞的增殖和凋亡是缺血性脑卒中发病过

程中的重要生物学事件。采用静脉溶栓和血管介入治疗尽快促

进梗死部位微血管再通、抑制微血管内皮细胞的凋亡和促进其

增殖是缺血性脑卒中的理想治疗目标[18-20]。因此，探讨影响脑微

血管内皮细胞增殖与凋亡的因素以及有效的干预方法对于缺

血性脑卒中的防治具有重要意义。

225· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.2 JAN.2019

缺血性脑卒中发生后局部脑组织存在缺血缺氧的代谢应

激微环境。HIF-1是一种在缺氧环境下激活的关键缺氧应答因
子，由一个 琢亚基和一个 茁亚基组成。茁亚基的表达稳定，而 琢
亚基的表达收到细胞氧浓度的密切调控。在常氧条件下，其 C

末端 ODD上的脯氨酸 402、564位点被脯氨酸羟化酶羟化，羟

基化的 HIF-1琢通过与 von Hippel-Lindau蛋白结合，再与泛素

蛋白结合形成复合体，HIF-1琢被泛素化，并经泛素连接酶复合
通路降解。低氧环境下，羟基化被抑制，使 HIF-1琢降解受阻，从
而激活下游靶基因的表达[21-23]。既往研究表明缺血性脑卒中组

织中的 HIF-1琢表达存在显著上调[24,25]。低氧可诱导局部细胞和

组织通过血管内皮生长因子表达增高、无氧代谢等途径增加局

部氧供给和减少氧消耗，使之产生适应性调节反应[26]。然而，缺

血性脑卒中患者若短时间内无法实施溶栓和介入再通手术，缺

血缺氧微环境的持续存在会导致脑微血管内皮细胞凋亡增加、

增殖抑制和结构破坏，加重梗死部位病变。在这一过程中

HIF-1琢的异常高表达也可能是缺氧微环境下细胞凋亡增加和
增殖抑制过程中的一个重要媒介。有学者发现 HIF-1琢敲除的
转基因小鼠在缺氧环境下脑细胞的凋亡显著降低，HIF-1基因

敲除小鼠对缺氧引起的脑细胞损伤有保护作用，这提示 HIF-1

在诱导神经元凋亡中起作用，而敲除该基因则对脑细胞损伤有

保护作用[27]。HIF-1琢可能通过以下机制来发挥对脑细胞的损伤
作用：①激活下游凋亡相关基因如 Bax、caspase-1、caspase-3、
Nip3 等 [28]；②与 p53 基因结合形成 HIF-1琢/p53 复合物，稳定
p53基因表达从而增加细胞凋亡[29]；③诱导多种炎性因子的分

泌如：环氧酶 2(COX-2)、白介素 -1茁(IL-1茁)、肿瘤坏死因子 琢
(TNF-琢)[30]。

在本实验中，我们首先从 SD大鼠脑组织中分离提取了原

代大鼠脑微血管内皮细胞。随后通过体外模拟低氧微环境来进

一步验证了其对大鼠脑微血管内皮细胞增殖与凋亡水平的影

响。与常氧相比，低氧微环境能够抑制细胞增殖和促进凋亡，且

HIF-1琢的 mRNA和蛋白表达水平均显著升高，提示 HIF-1琢的
异常激活可能参与低氧环境下大鼠脑微血管内皮细胞的增殖

抑制和凋亡增加过程。为了明确 HIF-1琢在其中的作用机制。我
们采用 HIF-1琢 siRNA来靶向沉默其表达，并进一步检测其对

细胞增殖和凋亡的影响。研究结果显示在阻断 HIF-1琢基因之
后，低氧对细胞的增殖抑制和促进凋亡现象被逆转，表明沉默

HIF-1琢能够祈祷细胞保护作用。基于以上研究，我们推测体外
低氧微环境通过上调 HIF-1琢信号通路的表达来抑制大鼠脑微
血管内皮细胞的增殖和促进其凋亡，而沉默HIF-1琢可部分逆
转低氧的作用。

综上，缺氧微环境能够通过上调 HIF-1琢的表达抑制大鼠
脑微血管内皮细胞增殖并促进其凋亡，这一研究发现将有助于

进一步了解缺血性脑卒中过程中增殖与凋亡异常的病理生理

过程。
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素对屎肠球菌均敏感，大肠埃希菌对碳青霉烯类及加茁-内酰胺

酶抑制剂的抗菌药物敏感率为 100%，肺炎克雷伯杆菌则对庆
大霉素敏感性最高，其次为碳青霉烯类。过去对于尿路感染推

荐的喹诺酮类及头孢类药物对上述常见细菌敏感性较差。有报

道肠球菌、真菌等条件致病菌的感染日益严重，多与机体主动

防御机制的削弱相关[7]，可能与抗生素的大量使用、免疫抑制

剂、介入操作等因素相关。因而目前临床培养得到的细菌谱可

能与以往有较大改变，需引起相关重视。

综上，上尿路感染、泌尿系统梗阻是尿脓毒症发生的危险

因素，尿脓毒症患者相较于非脓毒症患者炎症指标、肌酐、D-

二聚体、APACHE II评分水平更高，白蛋白、血小板及 Glasgow

评分更低，肾功能障碍与凝血功能障碍在尿脓毒症患者中更多

见。临床需对中段尿培养肠球菌阳性的患者引起重视。
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