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缺氧预处理对人脐静脉血管
内皮细胞缺氧损伤的影响

李 娜 1， 吴世政 2， 吉维忠 1， 吴芬香 1

摘 要： 目的　评价缺氧预处理（HPC）对在缺氧状态下人脐静脉血管内皮细胞（HUVECs）细胞水平（细胞

形态学变化、细胞活力、细胞凋亡率）、分子水平［细胞内血管内皮生长因子（VEGF）和血管生成素 2（Ang-2）表达］及

基因水平（相应mRNA的表达）的影响，探讨缺氧预处理对HUVECs缺氧损伤的保护作用机制。方法　常规进行人

脐静脉血管内皮细胞株的培养，建立HUVECs缺氧模型，分为 3组：正常对照（CON）组、缺氧（HYP）组及HPC组。在

显微镜下观察各组细胞形态，分别采用CCK-8法、Hoechst 33258荧光染色和Western blotting法、RT-PCR法检测各组

细胞活性、细胞凋亡率和细胞内VEGF、Ang-2及相应mRNA的表达水平。结果　与CON组相比，HYP组细胞明显

受损、细胞活性明显减低，细胞凋亡率明显增加，细胞内VEGF、Ang-2及相应mRNA水平明显升高；而HPC组细胞形

态接近正常，细胞活性及细胞凋亡率较CON组减低、但较HYP组高，细胞内VEGF、Ang-2及相应mRNA的表达水平

较CON组及HYP组明显升高。结论　HPC通过上调细胞内VEGF、Ang-2及相应mRNA的表达对VEC缺氧损伤起

到保护作用。
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Abstract： Objective To investigate the effect of hypoxic preconditioning （HPC） on human umbilical vein 
endothelial cells（HUVECs） at the cellular level （cell morphology， viability， and apoptosis rate）， the molecular 
level ［the expression of vascular endothelial growth factor（VEGF）and angiogenin-2（Ang-2）］， and the genetic level 
（the expression of corresponding mRNAs）， and to discuss the protective mechanism of HPC against hypoxic injury 
of HUVECs. Methods HUVECs were routinely cultured to establish a hypoxia model of HUVECs， and then 
HUVECs were divided into normal control group （CON group），hypoxia group （HYP group）， and HPC group.  Cell 
morphology was observed for each group under a microscope，and CCK-8 assay， Hoechst33258 fluorescent 
staining， Western blotting， and RT-PCR were used to measure cell viability， cell apoptosis rate， and the 
expression levels of VEGF， Ang-2， and corresponding mRNAs in cells. Results Compared with the CON group， 
the HYP group had significant damage of cells， a significant reduction in cell viability， and significant increases in 
cell apoptosis rate and the levels of VEGF， Ang-2，and corresponding mRNAs in cells， while the HPC group had 
basically normal cell morphology， significantly lower cell viability and apoptosis rate than the CON group， and 
significantly higher cell viability and apoptosis rate than the HYP group， as well as significantly higher expression 
levels of VEGF， Ang-2，and corresponding mRNAs than the CON group and the HYP group. Conclusion HPC 
exerts a protective effect against hypoxic injury of HUVECs by upregulating the expression of VEGF，Ang-2，and 
corresponding mRNAs.

Key words： Vascular endothelial growth factor； Angiogenin-2； Vascular endothelial cell； Hypoxic 
preconditioning； Hypoxic injury
急性缺血性卒中是最常见的卒中类型，占我国

新发卒中的 69. 6%~72. 8%，住院期间（中位住院时

间 11 d）病死率为 0. 5%，并发症发生率为 12. 8%，病

后 3 个月的病死率为 1. 5%~3. 2%，1 年病死率为

3. 4%~6. 0%［1］，因此缺血性卒中的防治备受关注。

缺血性卒中的发病风险随动脉血管粥样硬化

（atherosclerosis，AS）的加重而增加，而血管内皮细胞

（vascular endothelial cell，VEC）功能障碍是 AS 发生

发展的始动因素，VEC在维持血管稳态、调节动脉血

管收缩方面发挥着重要作用，保护 VEC正常功能对

缺血性卒中的防治尤为重要［2，3］。而血管内皮生长

因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）和血

管生成素 2（angiogenin-2，Ang-2）对内皮细胞活化、

迁移、增殖过程中起重要作用［4］。而缺氧预处理
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（hypoxic preconditioning，HPC）可以促进细胞因子的

生成，增强组织细胞的缺氧耐受力［5-7］，具有神经保

护作用［7，8］。本研究拟采用人脐静脉血管内皮细胞

（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）作

为研究对象，建立体外 VEC 缺氧模型，分别在细胞

水平、分子水平及基因水平观察 HPC 对 HUVECs 缺
氧损伤的影响，探讨 HPC 对 HUVECs 缺氧损伤保护

机制。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器　试剂：DEPC（罗氏公司），

Tris 碱（北京鼎国），Hoechest 33258（美国 Sigma），

CCK-8 试剂盒（上海贝博公司 Cell Counting Kit-8），

SYBRGreen（TOYOBO公司），Rever Tre Ace-a-逆转录

试剂盒，TRNzol（北京天根），VEGF、Ang-2、GAPDH
引物（生工生物上海有限公司），蛋白 marker（美国

BIO-RAD），多克隆兔抗Ang-2（Abcam公司），单克隆

鼠抗VEGF（Abcam公司）。仪器：CO2培养箱、三气厌

氧培养箱（美国 Thermo 公司），全自动酶标读数仪、

SDS-PAGE 蛋白电泳仪（Cat. No VE-180）、GelDoc 
2000 凝胶成像分析系统、WB 专用扫描仪、Quantity 
One 图像分析软件（美国 BIO-RAD），PCR System 
（applied biosy stems）等。

1.2　细胞培养　选取由重庆医科大学病理研

究所提供的HUVECs细胞株。细胞株常规复苏和传

代在 95% 空气，5% CO2，37 ℃和饱和湿度的培养箱

中进行。细胞黏附在培养瓶壁的表面生长，当达到

80%细胞融合后，挑选增殖状况良好的细胞，进行传

代。以细胞生长密度为 105个/ml密度传代，36~72 h
后，细胞分裂加速，进入指数生长期。此时，将培养

基更换为无血清DMEM培养液，并继续培养细胞24 h，
使其进入静止期。

1.3　细胞缺氧模型的建立和分组　随机将细

胞分为 3组。（1）对照组（CON）：细胞在 5%CO2、37 ℃
的常氧培养箱中培养至实验结束。（2）缺氧组

（HYP）：根据参考文献［9］，细胞在厌氧培养箱（1% 
O2+94% N2+5% CO2）中培养 8 h 直至实验结束。（3）
HPC 组：细胞在厌氧培养箱（1% O2+94% N2+5% 
CO2）中培养 2 h，然后在常氧培养箱中继续培养

12 h，后同第2组操作方法，每组重复3个样本。

1.4　CCK-8 法检测细胞存活率　将细胞悬液

调整到 5×104个/孔细胞的浓度，然后接种到 96孔板

中，每组都有 5 个重复孔，同时还有一个空白孔，孔

中没有加入细胞。正常培养 36 h直到细胞扩散到平

板底部后，换用无血清培养基继续培养 12 h。实验

随机分组，按每组操作要求结束后，取出 96孔板，避

光加入10 µl的CCK-8，在正常氧气条件下孵育1 h，测
量 450 nm处的吸光度（optieal densit，OD），此过程重

复 5 次。细胞活力（%）=（处理组 OD 值−空白组 OD
值）/（对照细胞OD值−空白组OD值）×100%。

1.5　Hochest 33258检测细胞凋亡　细胞以105

个的密度种植在 3个 24孔板中，正常培养 36 h，细胞

80%融合用于实验。按照各组的条件处理和固定细

胞后，在避光条件下，立即使用浓度为 10 µg/ml 的
Hochest 33258 染色剂在 37 ℃孵育细胞 10 min，用
PBS冲洗并停止染色，应用倒置荧光显微镜，观察细

胞形态并拍照采集照片。在高倍放大镜下，每组随

机选取 10 个不同的视野区域，使用 US Image-Pro 
Plus 图像分析系统进行分析，并且计算出细胞的凋

亡率。

1.6　Western blotting 法检测 VEGF、Ang-2蛋白

的表达　用 25 cm2的培养瓶种植细胞，并且依各组

的要求将细胞进行处理。然后提取蛋白质，使用考

马斯亮蓝 G-250 染色法测定样本的蛋白质浓度，

Western 印迹蛋白质上样量根据蛋白质浓度确定。

使用常规 PCR设备，99 ℃，变性 5 min；VEGF和Ang-

2 蛋白表达检测通过标准聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-Polyacrylamide gelelectrophoresis，SDS-PAGE
或 PAGE）。蛋白表达采用 ECL化学发光成像检测，

并使用 Bio-Rad 凝胶成像系统捕获。使用 Quantity 
One 软件分析条带的灰度值。直到获得满意的结

果，每组样品进行3次电泳，用于重复验证结果。

1.7　RT-PCR检测缺氧诱导基因 VEGF、Ang-2 
mRNA 的表达　根据试剂盒提供的说明步骤进行

RT-PCR检测。cDNA的制备总体积为 20 µl，逆转录

产物保存在−80 ℃。引物由上海生工生物有限公司

合成，根据 GenBank 中该基因的 mRNA 序列设计。

上下游引物序列如表 1 所示，反应条件：94 ℃-5 min
→（94 ℃ -30 s→57 ℃ -30 s→72 ℃ -30 s）×32 cycles→
72 ℃-10 min。为消除每次操作误差对实验结果的

影响，应用 GAPDH 为内参照物，把电泳曲线中

VEGF 及 Ang-2 的吸光度与内参的吸光度比值作为

目的基因的相对浓度。计算相对数：相对系数=目的

带表达强度/内参表达强度。

表1　引物序列

基因

Ang-2
（203 bp）

VEGF
（250 bp）

GAPDH
（418 bp）

上/下游

上游

下游

上游

下游

上游

下游

引物序列

5’-TGCACAATGGTCTCACGTTCTC-3’
5’-CAGCTCCCGTAAGTCAGATGTTG-3’
5’-CGCCATTTTATTTTTCTTGCTGC-3’

5’-CCCCTCCCAACTCAAGTCCA-3’
5’-GGGGAGCCAAAAGGGTCATCATC-3’
5’-GCAGGTTTTTCTAGACGGCAGGT-3’
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1.8　统计学分析　使用 SPSS 20. 0软件对实验

数据进行统计分析处理，并且进行方差齐性检验后，

各组间比较应用单因素方差分析，用 χ2检验处理细

胞凋亡率，实验结果以（x̄±s）表示，以P<0. 05为差异

有统计学意义。

2　结 果

2.1　细胞形态　倒置相差显微镜（见图 1）显

示，CON 组的细胞，细胞质清晰，胞体透明，分界明

确，有少量颗粒状代谢物沉积；HYP组的细胞，细胞

皱缩，胞体较小，间距较大，细胞质有许多颗粒状沉

积，细胞损伤明显；HPC组的细胞形态基本正常。荧

光显微镜（见图 1）显示，CON 组细胞核染色呈均匀

蓝色，细胞形态正常；HYP 组和 HPC 组观察到细胞

形态呈圆形、皱缩并与邻近细胞分离，部分细胞凋

亡，细胞质凝结，可见凋亡小泡，核染色质以块状、新

月形、碎裂状堆积在核膜边缘。

2.2　细胞存活率及凋亡率　CCK-8 法检测及

Hochest 33258检测显示不同处理对HUVECs存活力

及凋亡率的影响（见表2）。

2.3　VEGF、Ang-2蛋白的表达　Western blotting
检测显示不同处理对 VEGF 及 Ang-2 蛋白表达影响

（见图2）。
2.4　 RT-PCR 检测 VEGF、Ang-2 mRNA 的表

达　RT-PCR检测不同处理对VEGF、Ang-2 mRNA的

表达影响（见图3）。

3　讨 论

本实验建立了模拟脑血管内皮细胞缺氧损伤的

HUVECs 体外培养系统，研究了缺氧预处理对

HUVECs缺氧损伤的保护作用，并且研究其对Ang-2
和VEGF表达的影响。缺氧预处理是机体经历反复

的短暂性缺氧适应，机体自身或细胞的内源性防御

机制可以被激活，使得组织和细胞防御及承受随后

更加严重的缺氧或缺血损伤，这是一种强大的内源

性防御机制。缺氧预处理可诱导细胞和组织发生表

型和功能变化［7，10］，对多种致死性应激产生防御和抵

抗，这种现象存在于多个种属动物的体外和体内的

防御和抗性诱导已经证实［11，12］。此外，还有研究认

为，缺氧预处理可促进骨髓间充质干细胞生存和血

管再生［13］。
在缺氧条件下，新生血管生成迅速启动，VEC的

激活是第一步反应，VEGF是目前公认的最强大的促

血管生成因子，也是最主要的启动因子［14，15］。在大

脑的神经元、星形胶质细胞和小胶质细胞中均有

VEGF的表达，可参与调控新生血管的再生，通过与

VEC 上的 VEGF 受体结合促进 VEC 增殖，增加缺氧

缺血部位的毛细血管密度和通透性，促使组织发挥

“自身搭桥”作用，减轻缺氧缺血引起的神经损伤［16］。

  注：在倒置显微镜及荧光显微镜下，3组细胞形态比较，HYP组见细胞皱缩及细胞凋亡，HPC组在倒置显微镜下细胞形态接近正常组，在

荧光显微镜下可见细胞皱缩，部分细胞凋亡。

图1　显微镜下细胞形态

表2　存活率及凋亡率

组别

存活力（%）
凋亡率（%）

CON组

100. 00
4. 30

HYP组

53. 00a

25. 30a

HPC组

77. 00ab

15. 20ab

χ2值

39. 51
99. 23

P值

<0. 01
<0. 01

注：与CON组相比 aP<0. 05;与HYP组相比bP<0. 05。
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Ang 贯穿于血管生成的全过程，促血管生成能

力强大，Ang/Tie2 信号通路是血管生成和血管完整

性的重要调节剂，并在一定程度上弥补了 VEGF 的

不足［14，17］。张明亮等［18］在血管瘤干细胞的研究中发

现 Ang-2 上调可以增加 VEGF 等血管生成调控蛋白

的表达，从而增强血管瘤干细胞的血管生成的能力。

研究也表明，VEGF可上调Ang-2表达进而促进血管

增生，证实了两者的协同作用［19，20］。实验通过建立

HUVECs 体外培养体系，模拟 VEC 缺氧损伤，应用

RT-PCR 法和 Western blotting 法检测缺氧状态下细

胞内 Ang-2、VEGF 蛋白水平的表达。结果显示，在

正常血管内皮细胞中 VEGF 和 Ang-2 蛋白呈较低水

注：与CON组比较 aP<0. 05；与HYP组比较bP<0. 01。
图3　VEGF、Ang-2 mRNA的表达

注：与CON组相比 aP<0. 05;与HYP组相比bP<0. 05。
图2　VEGF、Ang-2蛋白的表达
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平表达，在缺氧状态下，VEGF 和 Ang-2 蛋白水平有

所增加，在缺氧预处理状态下再缺氧处理 VEGF 和

Ang-2蛋白水平则显著增加。

综上所述，通过 HPC，使缺氧 VEC 中 VEGF、
Ang-2 蛋白的表达明显上调，说明 HPC 可减轻

HUVECs 缺氧损伤，对 VEC 有保护作用。这为 HPC
成为缺血性卒中的防治措施奠定了部分理论基础。

但 HPC 保护或对抗 VEC 功能障碍的具体机制及

HPC 在临床应用具体实施方案还需进一步探讨和

研究。
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