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血管内皮生长因子对PC12细胞缺氧损伤凋亡
的保护作用

莫世静

[摘要] 目的 观察血管内皮生长因子（VEGF）对氯化钴诱导的PC12细胞缺氧损伤及凋亡的影响并探讨其作用机制。

方法 应用 MTT 及 Hoechst/PI 染色检测 VEGF 对氯化钴诱导的细胞存活力下降及凋亡的影响。采用 RT-PCR 和

Western-blotting 检测XIAP及核转录因子κB（NF-κB）信号蛋白表达情况。采用分光光度法检测Caspase-3活性。

结果 MTT结果显示0.6 mmol/L和0.8 mmol/L 氯化钴处理PC 12细胞24 h后，VEGF+氯化钴组的细胞活性明显高于

氯化钴组，差异有统计学意义（t分别=8.53、5.70，P均＜0.05），在0.6 mmol/L 氯化钴处理后24 h和48 h，VEGF+氯化钴

处理组的细胞活性明显高于氯化钴组，差异有统计学意义（t分别=8.85、7.43，P均＜0.05）。RT-PCR 和 Western-
blotting 显示氯化钴处理组 PC12 细胞 XIAP mRNA 表达水平明显较未给予氯化钴处理的 VEGF 组下降（t=4.83，P＜
0.05），而VEGF+氯化钴处理组PC12细胞经氯化钴处理24 h后XIAP mRNA表达水平较氯化钴组明显上升（t=5.71，P
＜0.05）。VEGF处理可使 IκBα蛋白去磷酸化与去泛素化，P65蛋白入核。VEGF+氯化钴处理组的Caspase-3活性比

氯化钴处理组明显增加，差异有统计学意义（t=4.81，P＜0.05），而VEGF+氯化钴+BAY 11-7085组Caspase-3活性较

VEGF+氯化钴处理组明显下降，差异有统计学意义（t=8.17，P＜0.05）。Hochest/PI荧光染色显示氯化钴+VEGF组PI阳
性细胞较氯化钴组明显减少，而氯化钴+VEGF+BAY11-7085组的 PI阳性细胞较氯化钴+VEGF 组明显增加。结论

VEGF处理能抑制氯化钴诱导的PC12细胞凋亡，其细胞保护作用的机制可能与其激活NF-κB信号有关。
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Vascular endothelial growth factor prevents the injury and apoptosis of PC12 cells induced by hypoxia through
activation of NF-kappaB signaling MO Shijing.Department of Critical Care Medicine，Zhejiang Provincial People’s
Hospital，People’s Hospital of Hangzhou Medical College，Hangzhou 310014，China
[Abstract] Objective To investigate the effects of vascular endothelial growth factor （VEGF）on cobalt chloride
（CoCl2）-induced PC12 cells apoptosis and the underlying mechanisms.Methods The viability and apoptosis of PC12
cells were measured by MTT assay and Hoechst /PI staining.The expression of XIAP and NF-kappaB signlaing proteins
was measured by reverse transcriptase polymerase chain reaction（RT-PCR）and Western blotting. Caspase-3 assasy kit
was used to detect the activity of Caspase-3.Results MTT showed that the cell viability of PC12 cells treated with 0.6
mmol/L or 0.8mmol/L CoCl2 was decreased，while VEGF treatment significantly blocked this（t=8.53，5.70，P＜0.05）.The
viability of cells with the treatment of VEGF combined with 0.6 mmol/L CoCl2 were higher than those of cells treated with
0.6 mmol / L CoCl2（t=8.85，7.43，P＜0.05）. RT-PCR and western blotting results showed that the expression of XIAP
mRNA of PC12 cells in VEGF group was repressed after dealing with 0.6 mmol /L CoCl2 treatment（t=4.83，P＜0.05），

while the expression of XIAP mRNA of PC12 cells in the treatment group of VEGF combined with CoCl2 was significantly
higher than that in the treatment group of CoCl2（t=5.71，P＜0.05）. VEGF treatment could induce phosphorylation and
ubiquitination of IκBα as well as nuclear localization of P65.The activity of Caspase-3 in the treatment group of VEGF +
CoCl2 was significantly higher than that in the treatment group of CoCl2（t=4.81，P＜0.05）.The activity of Caspase-3 in
the treatment group of VEGF + CoCl2 + BAY 11-7085 was significantly lower than that in the treatment group of VEGF +

CoCl2 （t=8.17，P＜0.05）. Hoechst / PI staining
demonstrated that VEGF significantly inhibited the
PI-positive staining of PC12 cells that increased by
CoCl2，but BAY 11-7085 attenuated the effects of
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VEGF.Conclusion VEGF treatment can inhibit the apoptosis of PC12 cells induced by CoCl2，the mechanism of which
may be related to the activation of NF-kappaB signal.
[Key words] VEGF； hypoxia； PC12 cells； apoptosis； CoCl2

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor，VEGF）是血管内皮细胞特异性的肝素结合生

长因子，具有体内诱导血管新生并有效促进血管再

生的特性，因此被广泛应用于脊髓损伤、缺血性脑

卒中及缺血缺氧性损伤的治疗及修复。大量研究

表明，在缺氧损伤局部微环境下，VEGF能改善神经

功能从而促进损伤修复[1，2]。然而，其中的机制尚不

清楚。NF-κB信号通路是由两个Rel蛋白单体组成

的二聚物转录因子，它能够调控一系列参与细胞生

理活动的基因，进而影响免疫、炎症、应激及细胞凋

亡等生理活动。本次研究在前期研究的基础上，应

用体外氯化钴缺氧损伤的细胞模型，探讨VEGF对

氯化钴诱导的神经元样PC12细胞凋亡的保护作用

及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 材料和主要试剂 重组VEGF由R&D System
生产。DMEM高糖培养基由美国Gibco公司生产，

Hoechst/PI由美国 Sigma公司生产。PC12细胞购自

美国模式培养物保藏所，BAY 1-7085由美国 Cay⁃
man Chemical生物技术公司生产。本次实验时间为

2017年6月。

1.2 方法

1.2.1 MTT 检测细胞存活率 将 PC12 细胞以 5×
104/ml的浓度，接种于96孔板，50 μl/孔。分为以下两

组处理：①氯化钴组：分别予以0.1 mmol/L、0.2 mmol/L、
0.3 mmol/L、0.4 mmol/L、0.6 mmol/L和0.8 mmol/L氯

化钴处理；②VEGF+氯化钴处理组：100 ng/ml VEGF
预培养2 h后，予0.1 mmol/L、0.2 mmol/L、0.3 mmol/L、
0.4 mmol/L、0.6 mmol/L和0.8 mmol/L氯化钴处理。每

组做 3个平行复孔。处理完毕后，每孔加 5 mg/ml
MTT 20 μl，继续培养 4 h，吸出培养液，加 150 μl二
甲基亚砜，待其完全溶解后，用酶联免疫仪在波长

490 nm处读取吸光度值，计算两组不同浓度氯化钴

下的细胞存活率。并且分别在0.6 mmol/L氯化钴处

理后6 h、12 h、24 h、48 h计算两组细胞存活率。实验

重复3次。

细胞存活率=（实验孔吸光度值/对照孔吸光度

值）×100%。

1.2.2 实时定量PCR检测XIAP PC12细胞分为三组

进行以下处理：①100 ng/ml VEGF处理组；②0.6 mmol/L
氯化钴处理 24 h组；③VEGF+氯化钴处理组：采用

100 ng/ml VEGF预培养2 h后予以0.6 mmol/L 氯化

钴处理24 h。处理完成后用实时定量PCR检测，提

取PC12细胞总RNA，计算RNA的纯度。逆转录后，

取 cDNA做PCR，引物设计如下：GAPDH 上游引物：

5-AATCCCATCACCATCTTCC-3；下游引物：5-TG⁃
GACTCCACGACGTACTC-3。XIAP 上游引物：5 -
GACCCTCCCCTTGGAC -3；下游引物：5-CTGTTA⁃
AAAGTCATCTTCTCTTGAA-3。PCR反应条件为预

变性 94 ℃ 5 min，变性 94 ℃ 30 s，退火 60 ℃ 30 s，
延伸 72 ℃ 1min，最后延伸 72 ℃ 10 min。 反应结

束检测XIAP mRNA表达。

1.2.3 Western blotting检测NF-kappaB信号蛋白表

达 将PC12细胞接种于6孔板，分为以下三组进行

处理：①100 ng/ml VEGF 处理组；②0.6 mmol/L 氯

化钴处理 24 h 组；③VEGF+氯化钴处理组：采用

100 ng/ml VEGF 预培养 2 h 后予以 0.6 mmol/L 氯

化钴处理24 h。处理完毕后，分别加入细胞裂解液，

在 4℃下裂解 30 min，取部分蛋白液采用二辛酸法

进行蛋白定量。总蛋白经聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离后，转移到硝酸纤维素膜上。用 5 % 胎牛血清

封闭 1 h ，随后加入通路蛋白磷酸化及非磷酸化

抗体（1：500），用 Tris-HCl 缓冲盐溶液洗 3 次，每

次 10 min。增强化学发光法显色，用凝胶成像系统

扫描分析P65磷酸化及表达情况。另外取蛋白液上

清，加入 1 μg抗 IκBα抗体及 10 μl protein A 琼脂

糖珠 4℃缓慢摇晃孵育过夜；以 3 000 r/min速度离

心 3 min，吸去上清，琼脂糖珠用 1ml裂解缓冲液洗

3 次；加入 15 μl 的 2×SDS 上样缓冲液行 Western
blotting分析 IκBα泛素化情况。实验重复3次。

1.2.4 分光光度法检测Capsase-3活性 将PC12细
胞接种于 96孔板，进行以下六组处理：①空白对照

组：不进行任何处理，为阴性对照；②氯化钴组：予

以0.6 mmol/L氯化钴处理；③VEGF+氯化钴处理组：

采用 100 ng/ml VEGF预培养 2 h后予以 0.6 mmol/L
氯化钴处理；④BAY-117085组：在①的基础上加入
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5 μmol/L BAY 11-7085；⑤氯化钴+ BAY 11-7085
处理组：在②的基础上加入 5 μmol / L BAY 11-
7085；⑥VEGF+氯化钴+ BAY 11-7085处理组：在③
的基础上加入5 μmol/L BAY 11-7085。每组设3个复

孔处理完毕后，将六组细胞用胰酶消化，并收集至

备用的细胞培养液中。 在4℃、600 r/min离心5 min
后收集细胞，小心吸除上清，同时确保尽量没有细胞被

吸除，然后用磷酸盐缓冲液洗涤1次。吸尽上清后，加

入100 μl裂解液，重悬沉淀，冰浴裂解15 min。加入

Ac-DEVD-pNA（2 mmol/L）后混匀，注意避免在混匀

时产生气泡。37 ℃孵育60～120 min。发现颜色变

化比较明显时可测定吸光度值。实验重复3次。

1.2.5 Hochest/PI 染色观察细胞凋亡 将PC 12细

胞（4×104/孔）接种于 6孔板，分为以下六组进行处

理：①空白对照组：不进行任何处理，为阴性对照；

②氯化钴组：予以 0.6 mmol / L 氯化钴处理；③
VEGF+氯化钴处理组：采用100 ng/ml VEGF预培养

2 h后予以 0.6 mmol/L氯化钴处理；④BAY-117085
组：在①的基础上加入 5 μmol/L BAY 11-7085；⑤
氯化钴+ BAY 11-7085处理组：在②的基础上加入

5 μmol /L BAY 11-7085；⑥VEGF+氯化钴+ BAY
11-7085处理组：在③的基础上加入 5 μmol/L BAY
11-7085。将六组细胞用4%多聚甲醛固定15 min，
磷酸盐缓冲液洗3次，5 mg/L Hochest 33258染色液

染色 15 min，室温下磷酸盐缓冲液洗 3次，PI染色

15 min，在荧光显微镜观察VEGF对氯化钴诱导的

PI阳性染色的影响。

1.3 统计学方法 采用SPSS 17.0统计软件进行分

析。计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比

较行 t检验。设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 VEGF处理对氯化钴引起的PC12细胞活性的影

响见图1

注：a：不同浓度氯化钴处理PC12细胞24 h后的细胞存活率；

b：0.6 mmol/L 氯化钴处理后不同时间PC12细胞存活率。

由图1a可见，采用0.6 mmol/L和0.8 mmol/L 氯

化钴处理PC12细胞24 h后，VEGF+氯化钴组的细胞

活性明显高于氯化钴组，差异有统计学意义（t分别=
8.53、5.70，P均＜0.05）。0.1 mmol /L、0.2 mmol /L、
0.4 mmol/L氯化钴处理PC12细胞24 h后，两组的细胞

存活率比较，差异无统计学意义（t分别=3.21、3.44、
2.64，P均＞0.05）。由图1b可见，在0.6 mmol/L 氯化

钴处理后24 h和48 h，VEGF+氯化钴组的细胞活性

明显高于氯化钴组（t分别=8.85、7.43，P均＜0.05）。
2.2 VEGF对PC12细胞的NF-κB信号蛋白表达的

影响见图2
VEGF（100 ng/ml）

氯化钴（0.6 mmol/L）
+ - +
- + +

IP：1κBα
WB：Ub
IP：1κBα

WB：1κBα

1κB
α（U

b） n

图2 VEGF对PC12细胞的NF-κB信号表达的影响

a b c

图1 VEGF对氯化钴诱导的PC12细胞活性的影响

120

100

80

60

40

20

0
0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8

氯化钴组

VEGF+氯化钴组

* *

细
胞

存
活

率
/%

氯化钴浓度/mmol/L
a120

100

80

60

40

20

0
0 6 12 24 48

细
胞

存
活

率
/%

0.6 mmol/L氯化钴处理时间/h

氯化钴组

VEGF+氯化钴组

* *

2

1

0

-1

-2

*

+ - +
- 24h 24h

VEGF（100 ng/ml）
氯化钴（0.6 mmol/L）

X
IA

P
m
R
N
A
表

达
（
Lo

g 2
fo
ld
）

b

··495



全科医学临床与教育 2018 年 9 月 第 16 卷第 5 期 Clinical Education of General Practice Sep.2018，Vol.16，No.5

由图 2a可见，氯化钴组PC12细胞XIAP mRNA
表达水平明显较VEGF+氯化钴处理组下降（t=4.83，
P＜0.05），而VEGF+氯化钴处理组PC12细胞经氯化

钴处理24 h后XIAP mRNA表达水平较氯化钴处理

组明显上升（t=5.71，P＜0.05）。由图 2b、2c 可见，

VEGF 处理可使 IκBα 蛋白去磷酸化与去泛素化，

P65蛋白出核。

2.3 BAY 1-7085对VEGF介导的PC12细胞保护作

用的影响见图3、封3图4

- - + - - +
- 24h 24h - 24h 24h
- - - + - +

VEGF（100ng/ml）
氯化钴（0.6mmol/L）

BAY11-7085（5μmol/L）

Cas
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e-3
活

性

4
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1
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*
*

图3 BAY 11-7085对VEGF介导的PC12细胞
Caspase-3活性的影响

由图3可见，PC12细胞经0.6 mmol/L 氯化钴处

理 24 h，可观察到Caspase-3的活性明显增强，与空

白组比较，差异有统计学意义（t=8.75，P＜0.05）。

VEGF处理可以有效抑制氯化钴引起的Caspase-3
的活性增加，与氯化钴处理组相比，差异有统计学

意义（t=4.81，P＜0.05）。BAY 11-7085可以明显阻

断VEGF介导的Caspase-3活性下降，与VEGF+氯化

钴处理组相比，差异有统计学意义（t=8.17，P＜
0.05）。

由封三图4可见，Hochest/PI荧光染色显示空白

组和空白+BAY11-7085组PC12细胞染色质分布均

匀，几乎不含PI阳性染色细胞；而氯化钴组和氯化

钴+BAY11-7085组细胞核呈浓缩致密的固缩形态

或颗粒状荧光，PI 阳性细胞明显增加；氯化钴+
VEGF组PI阳性细胞较氯化钴组明显减少，而氯化

钴+VEGF+BAY11-7085组的PI阳性细胞较氯化钴+
VEGF组明显增加。

3 讨论

缺血性卒中又名脑梗死，包括脑血栓形成、腔

隙性梗死和脑栓塞等，约占全部脑卒中的70%，是由

于脑组织局部供血动脉血流的突然减少或停止，造

成该血管供血区的脑组织缺血、缺氧导致脑组织坏

死、软化，并伴有相应部位的临床症状和体征，如偏

瘫、失语等神经功能缺失的症候[3]。其病理生理过

程可分为以脑动脉粥样硬化斑块形成过程为主的

脑动脉病变期和脑动脉内血栓形成伴有脑组织缺

血坏死的脑组织损伤期。脑组织损伤主要包括损

伤局部神经元、胶质细胞及血管等支持结构的破坏

以及随后发生的如缺血、缺氧、自由基产生及神经

元凋亡[4]。大量实验证实脑损伤是引起大脑功能丧

失的主要原因。因此，恢复缺血脑组织的供血供

氧，促进神经功能修复成为缺血性脑卒中治疗的首

要目标。

VEGF是一类 35-44kD分子量大小，高度保守

的同源二聚体糖蛋白。由于mRNA不同的剪切方

式，产生出VEGF121/145/165/185/206等至少5种蛋

白形式，其中VEGF121/145/165是分泌型可溶性蛋

白，能直接作用于血管内皮细胞促进血管内皮细胞

增殖，增加血管通透性。VEGF作为一种生长因子，

广泛参与促血管新生、细胞增殖、分化、抗炎及抗凋

亡过程[5~9]。此外，研究表明VEGF广泛表达于包括

肝、肾、心、肺及脑等组织，将其应用在损伤局部区

域可促进缺血性脑卒的神经功能修复[10]。正常生理

情况下，VEGF 含量维持稳定，当受到缺氧性刺激

时，VEGF表达增加。调控VEGF表达的主要元件为

缺氧诱导因子。当受到内外源性缺氧信号刺激时，

缺氧诱导因子-1α去羟基化，在细胞核内结合VEGF
基因启动子上的缺氧反应元件，从而增强VEGF的

表达[11]。近年来有研究表明VEGF可通过与其受体

VEGFR 结合激活下游 PI3K 激酶、MAPK 激酶、

STAT3信号转导和转录活化蛋白等信号通路发挥作

用[12]。更是有研究表明VEGF具有明显抑制细胞凋

亡的功能。细胞凋亡过程中，多个信号传导通路及

转录因子被激活。其中Caspase蛋白家族在细胞凋

亡中起着不可替代的作用，在细胞凋亡启动时，

116kD 的 PARP在Asp216-Gly217 之间被Caspase-
3剪切成31kD和85kD两个片段，使PARP中与DNA
结合的两个锌指结构与羧基端的催化区域分离，不

能发挥正常功能。结果使受 PARP 负调控影响的

Ca/Mg 依赖性核酸内切酶的活性增高，裂解核小体

间的DNA，引起细胞凋亡[13，14]。NF-κB信号作为重

要的炎症反应的通路分子，在细胞存活、凋亡及坏

死的过程中扮演重要角色[15]。NF-κB通路激活主要

泛素化 IκBα导致其与P65解离，促进P65进入细胞

核，结合XIAP基因启动子，增强其转录实现。

本次研究观察了 VEGF 处理对氯化钴引起的
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PC12细胞活性下降的影响，结果显示0.6 mmol/L 氯

化钴处理明显降低PC12细胞的活性，而VEGF处理

可有效抑制氯化钴引起的PC12细胞活性下降。同

时，本次研究还观察了 0.6 mmol/L 氯化钴诱导的

PC12细胞的XIAP mRNA与NF-κB蛋白表达情况，

结果显示 PC12细胞经 0.6 mmol/L 氯化钴刺激后，

XIAP mRNA表达水平明显下降、IκBα蛋白磷酸化

与泛素化，P65蛋白核转位明显受抑，而VEGF处理

可有效拮抗这一效应。此外，Caspase-3与Hoechst/
PI 染色结果表明VEGF 处理减少了氯化钴诱导的

PC12 细胞凋亡，而这一抗凋亡作用可被 BAY 11-
7085阻断，提示VEGF介导的细胞保护作用与其激

活NF-kappaB信号有关。

综上所述，VEGF处理能有效抑制低氧模拟剂

氯化钴诱导的 PC12细胞损伤，而NF-κB信号可能

是介导这一作用的关键通路。这为VEGF应用于中

枢神经系统损伤修复的治疗提供了新的实验依据。
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