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HIF-1α修饰的骨髓间充质干细胞增强

其抗PC12细胞缺氧损伤作用
周艳芳1,2  蔡  拓2  莫世静2  邓宇斌2*

(1广东医学院病理生理学教研室, 东莞 523808; 2中山大学附属第一医院, 转化医学中心实验室, 广州 510080)

摘要      该文探讨了HIF-1α修饰的大鼠骨髓间充质干细胞(mesenchymal stem cells, MSCs)对缺

氧损伤所致神经元样PC12细胞凋亡的作用及其可能机制。PC12细胞分别与MSCs、HIF-1α-MSCs
细胞在缺氧环境下体外共培养, 分为正常组、缺氧组、MSCs组及HIF-1α-MSCs组。MTT检测不同

缺氧时间PC12细胞活性。HE染色观察PC12细胞形态。Hoechst 33258染色与Annexin V-FITC双染

色法检测PC12细胞凋亡。RT-PCR及细胞免疫荧光检测caspase-3的mRNA及蛋白质水平。MTT结果

显示, PC12细胞活性随着缺氧时间而下降, 缺氧12 h细胞活性下降至45.1%。与正常组相比, 缺氧组

PC12细胞凋亡率明显增高, caspase-3的mRNA和蛋白质水平明显上调, 两者有显著差异(P<0.05)。与

缺氧组相比, MSCs组及HIF-1α-MSCs组的凋亡率降低(P<0.05), caspase-3的mRNA和蛋白质水平下

调(P<0.05), 且HIF-1α-MSCs组更为明显(P<0.05)。结果证明, HIF-1α修饰的MSCs能增强MSCs的抗

PC12缺氧损伤作用, 其机制可能与HIF-1α-MSCs降低PC12细胞caspase-3基因表达有关。

关键词      HIF-1α; 骨髓间充质干细胞; PC12细胞; 缺氧; 细胞凋亡
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Abstract       This article investigated the effect of HIF-1α-modified bone marrow mesenchymal stem cells 
(MSCs) on PC12 cells under hypoxia and its mechanism. PC12 cells were co-cultured with MSCs or HIF-1α-
MSCs under hypoxic conditions, which were randomized into control group, hypoxia group, MSCs group, HIF-1α-
MSCs group. Cell viability was measured at different time point by MTT assay. Morphological changes of PC12 
cells were detected by HE staining; the apoptotic rates were detected by Hoechst 33258 staining and Annexin 
V-FITC assay; either mRNA or protein level of caspase-3 was detected by RT-PCR or immunofluorescence. The 
results of MTT showed that PC12 cell viability decreased with increasing hypoxia time; the cell viability decreased 
to 45.1% after hypoxia 12 h. Compared with the control group, the apoptosis rate, the RNA and protein levels 
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of caspase-3 were increased in hypoxia group (P<0.05). Compared with the hypoxia group, MSCs and HIF-1α-
MSCs could reduce apoptosis rate of PC12 cells and caspase-3 expression (P<0.05), which were more effective 
in HIF-1α-MSCs group (P<0.05). It is proved that the HIF-1α-modified bone marrow mesenchymal stem cells 
enhanced protective effect of MSCs on PC12 cells damaged by hypoxia, which was related to the downregulation 
of caspase-3 expression.

Keywords       HIF-1α; bone marrow mesenchymal stem cells; PC12 cells; hypoxia; apoptosis

已有研究证实, 骨髓间充质干细胞(mesenchymal 
stem cells, MSCs)在体外培养的条件下, 能分泌血

管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, 
VEGF)及其他具有神经营养活性的细胞因子, 参与

损伤修复, 从而改善脑缺血神经功能[1]。 
HIF-1α(hypoxia-inducible factor-1α)作为低氧反

应的一种核转录调节因子在脑缺血缺氧时被上调, 
并通过调控其下游靶基因(VEGF、EPO和SDF-1)的
转录、表达, 以调控无氧代谢、血管生成、红细胞

增加、细胞迁移分化等, 促进机体对缺氧产生一系

列的适应反应, 从而在缺血疾病中发挥重要作用。

HIF-1α蛋白稳定性和转录活性均受细胞内氧浓

度的调节, 在常氧态下α亚基可被泛素蛋白酶系统降

解。本课题组构建突变型HIF-1α慢病毒载体, 慢病

毒感染MSCs使其在常氧状态下能稳定表达HIF-1α。
本实验探讨在缺氧条件下, HIF-1α-MSCs对缺氧损

伤所致的神经元样PC12细胞凋亡的影响及其可能

机制, 为HIF-1α基因修饰的MSCs治疗脑缺血提供实

验依据和研究思路。

1   材料与方法
1.1   材料与主要试剂

SD大鼠, 雄性(购自中山大学实验动物中心), 
体重60~80 g, 清洁级。大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细

胞株PC12由中山大学中山医学院冯建强教授惠赠。

MEM/F12培养基购于Gibco-BRL公司, 按说明书配

制, 4 °C保存。特级胎牛血清购于以色列Kibbutz 
beit haemek公司, 分装后, −20 °C保存。RT-PCR试
剂盒购于Fermentas公司; Hoechst 33258、Annexin 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购自Sigma公司。第

402位脯氨酸(Pro402)及第564位脯氨酸(Pro564)突
变的HIF-1α慢病毒载体(mHIF-1α-EGFP)为本室保

存。

1.2   MSCs的培养及条件培养的制备

清洁级SD大鼠(60~80 g), 脱臼处死, 无菌条件

下取双侧股骨, 暴露骨髓腔, 用含10%胎牛血清的

DMEM/F12培养基冲出骨髓腔中的骨髓细胞, 轻吹

打成单细胞悬液, 按1×107/mL接种于25 cm2塑料培

养瓶中, 37 °C、饱和湿度、5% CO2的培养箱中培

养。每3~4 d换液1次。当细胞扩增铺满80%时, 以
5×105/mL的密度进行传代培养。传至第五代时, 突
变HIF-1α慢病毒载体转染MSCs, 获得稳定表达HIF-
1α的MSCs供后续实验使用。

1.3   PC12细胞缺氧损伤模型建立及与MSCs共培养

取对数生长的PC12细胞, 按5 000/孔接种于96
孔板中。24 h后, 换上含2% FBS的培养基, 将孔板置

于95% N2和5% CO2的缺氧盒中进行缺氧实验, 0, 3, 
6, 12, 24 h后MTT实验检测细胞毒性。PC12细胞与

MSCs共培养共分4组: 正常组、缺氧组、MSCs组及

HIF-1α-MSCs组。取PC12细胞, 用含10% FBS的完

全培养基配制成50 000/mL密度的单细胞悬液, 接种

于Transwell小室6孔板中; 同时取1×104/mL MSCs和
HIF-1α-MSCs细胞接种于Transwell小室插入式小皿

中(孔径为0.3 μm), 培养24 h后, 将培养基吸出, 换上

含2% FBS的培养基。将Transwell小室孔板置于95% 
N2和5% CO2的缺氧盒中进行缺氧实验, 缺氧12 h后
检测各项指标。

1.4   HE染色观察细胞形态

将Transwell小室孔板中PC12细胞用PBS液漂洗

2次(每次2 min), 加入新鲜配制的4%多聚甲醛, 4 °C
固定细胞10 min。PBS液洗2次后(每次2 min), 苏木

素染色1~1.5 min; 自来水洗数次, 洗去苏木素和浮

色, 加氨水; 浸入稀盐酸酒精进行分色数秒; 放入伊

红染色1~2 min; 依次浸入80%、95%、100%酒精脱

水2~3 min; 二甲苯I透明10 min; 二甲苯II透明10 min; 
中性树胶封片, 镜下观察并拍照。

1.5   Hoechst 33258染色计数检测细胞凋亡率

将PC12细胞用PBS液漂洗2次(每次2 min), 4%
多聚甲醛4 °C固定细胞10 min。PBS液洗涤2次后, 
Hoechst 33258染色液 (5 μg/mL)染色10 min, PBS液
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洗涤3次后(每次5 min), 封片液封片后荧光显微镜观

察。随机选择4个视野拍照, 计数细胞, 取平均值。

1.6   Annexin V/PI双染色法检测细胞凋亡

将PC12细胞用PBS液漂洗2次, 用不含EDTA
的胰酶消化收集, PBS洗涤细胞2次, 收集(1~5)×105

细胞 ; 500 μL的Binding Buffer悬浮细胞后 , 5 μL 
Annexin V-FITC与Propidium Iodide混匀; 室温避光

反应15 min, 流式细胞仪检测。

1.7   逆转录−聚合酶链反应(RT-PCR)
按Trizol试剂说明书提取细胞RNA。按照逆转

录试剂盒的说明操作得到cDNA。设计引物序列如

表1, 由广州瑞真生物技术有限公司合成。PCR反应

条件如下: 94 °C预变性5 min; 94 °C变性60 s, 60 °C退
火60 s, 72 °C延伸60 s; 34个循环后, 72 °C延伸10 min。
取PCR产物, 应用1.5%琼脂糖凝胶电泳, 凝胶成相系

统扫面并进行灰度分析。

1.8   细胞免疫荧光

将Transwell小室孔板中PC12细胞用PBS液漂洗

2次; 4%多聚甲醛固定10 min; PBS漂洗5 min; 0.5% 

Triton穿孔15 min; PBS漂洗2次, 每次5 min; 1% BSA
封闭30 min; 加入1% BSA稀释的一抗, 4 °C孵育过

夜; PBS漂洗2次, 每次5 min; 加入1% BSA稀释的二

抗, 37 °C避光孵育1 h; PBS漂洗2次, 每次5 min; 加
5 μg/mL的Hoechst 33258染核, 室温避光孵育5 min; 
荧光显微镜观察、拍照。用Image Pro Plus软件分析

荧光强度。

1.9   统计学处理

实验所有数据以均值±标准差(x
_
±s)表示, 使用

SPSS 17.0统计软件分析, 组间比较采用t检验和方差

分析, P<0.05认为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   HIF-1α-MSCs的形态及蛋白表达

携带HIF-1α及绿色荧光蛋白基因的慢病毒感染

第五代MSCs, 转染48 h后收获稳定表达HIF-1α基因

的MSCs, 荧光显微镜观察细胞形态, Western blot检测

HIF-1α蛋白表达。结果显示, 转染48 h后的MSCs发绿

色荧光, 在常氧态下能稳定表达HIF-1α蛋白(图1)。
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A: HIF-1α-MSCs倒置显微镜图片; B: HIF-1α-MSCs荧光显微镜图片; C: Western blot检测MSCs与HIF-1α-MSCs细胞中HIF-1α蛋白表达; D: MSCs
与HIF-1α-MSCs细胞中HIF-1α蛋白的相对表达值。*P<0.05, 与MSCS组比较。

A: the inverted microscope image of HIF-1α-MSCs; B: the fluorescence microscopy image of HIF-1α-MSCs; C: protein expression of HIF-1α by 
Western blot in MSCs cells and HIF-1α-MSCs cells; D: the relative value of the expression of HIF-1α protein in MSCs cells and HIF-1α-MSCs cells. 
*P<0.05 vs MSCs group.

图1   HIF-1α-MSCs的细胞形态及HIF-1α蛋白表达

Fig.1   The cell morphology and HIF-1α protein expression of HIF-1α-MSCs



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

周艳芳等: HIF-1α修饰的骨髓间充质干细胞增强其抗PC12细胞缺氧损伤作用 1365

2.2   HIF-1α-MSCs对PC12细胞活性及形态学的

影响

MTT结果显示, 与正常组相比, PC12细胞缺氧

后的细胞活性下降, 具有时间依赖性(图2)。其中缺

氧12 h后, 细胞活性下降至50%以下, 确定缺氧12 h
为后续实验的作用时间。进一步HE染色观察缺氧

前后细胞形态的改变。结果显示, 缺氧12 h后, PC12
细胞胞体肿胀, 胞内变性颗粒增多, 部分细胞碎裂

死亡。与缺氧组相比, MSCs组和HIF-1α-MSCs共培

养组中的PC12细胞胞体肿胀较轻, 细胞死亡数较少, 
提示MSCs及HIF-1α-MSCs对PC12细胞缺氧损伤有

保护作用(图3)。
2.3   HIF-1α-MSCs对PC12细胞凋亡的影响

Hoechst 33258染色结果显示, 正常组PC12细胞

染色质分布均匀, 为均匀低强度荧光; 缺氧组PC12
细胞核呈浓缩致密的固缩形态; MSCs组及HIF-1α-
MSCs组中细胞核呈浓缩致密的固缩形态的凋亡细

胞较缺氧组明显减少(图4)。
进一步应用流式细胞术比较各组细胞的凋亡
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图2   MTT检测PC12细胞活性

Fig.2   The cell viability of PC12 cell by MTT assay

A: 正常组; B: 缺氧组; C: MSCs组; D: HIF-1α-MSCs组。

A: control group; B: hypoxia group; C: MSCs group; D: HIF-1α-MSCs group.
图3   HE染色检测PC12细胞形态学变化

Fig.3   The morphological changes of PC12 cells by HE staining
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表1   PCR 引物与产物长度 
Table 1   PCR primers and product length

基因

Gene
PCR引物

PCR primers
产物长度(bp)
Product length (bp)

β-actin The forward primer: 5′-TGT CAC CAA CTG GGA CGA TA-3′ 195
The reverse primer: 5′-AAC ACA GCC TGG ATG GCT AC-3′

Caspase-3 The forward primer: 5′-CAG CCA CAA TAC AAT ACC-3′ 328
The reverse primer: 5′-CAG TGC TCC AAC TCT TCA-3′
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A: 正常组; B: 缺氧组; C: MSCs组; D: HIF-1α-MSCs组。箭头所示为凋亡细胞的凋亡小体。

A: control group; B: hypoxia group; C: MSCs group; D: HIF-1α-MSCs group. Arrows indicated apoptotic body in apoptosis cells.
图4  Hoechst 33258染色检测细胞凋亡

Fig.4  The apotosis detected by Hoechst 33258 staining
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A: 正常组; B: 缺氧组; C: MSCs组; D: HIF-1α-MSCs组; E: 各组细胞凋亡率。ΔP<0.05, 与正常组比较; *P<0.05, 与缺氧组比较; #P<0.05, 与MSCs
组比较。

A: control group; B: hypoxia group; C: MSCs group; D: HIF-1α-MSCs group; E: apoptotic rate in each group. ΔP<0.05 vs control group; *P<0.05 vs 
hypoxia group; #P<0.05 vs MSCs group.

图5  流式细胞术检测细胞凋亡率

Fig.5  The apoptotic rate detected by flow cytometry 
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率。正常组、缺氧组、MSCs组及 HIF-1α-MSCs
组的凋亡率分别为5.09%±2.4%、53.83%±3.31%、

39.57%±4.11%、26.64%±3.93%(图5)。与缺氧组比

较, MSCs和HIF-1α-MSCs组PC12细胞凋亡率均降低

(P<0.05)。结果表明, MSCs及HIF-1α-MSCs均能抑

制PC12细胞缺氧所致的细胞凋亡, 且HIF-1α-MSCs
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Caspase-3
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A: 各组的caspase-3 mRNA水平; B: 各组caspase-3 mRNA水平相对值。ΔP<0.05, 与正常组比较; *P<0.05, 与缺氧组比较; #P<0.05, 与MSCs组比

较。

A: the mRNA levels of caspase-3 in each group; B: the relative expression level of caspase-3 mRNA in each group. ΔP<0.05 vs control group; *P<0.05 
vs hypoxia group; #P<0.05 vs MSCs group.

图6  RT-PCR检测caspase-3 mRNA水平

Fig.6  The caspase-3 mRNA expression detected by RT-PCR 

作用更为明显, 提示HIF-1α-MSCs对缺氧导致的

PC12细胞损伤具有一定的保护作用。

2.4   HIF-1α-MSCs对PC12细胞caspase-3的mRNA
及蛋白质表达的影响

RT-PCR及免疫荧光分别检测caspase-3 mRNA
及蛋白质水平改变, 结果显示, 与正常组相比, 缺氧
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A: 各组caspase-3免疫荧光图; B: 各组caspase-3荧光强度表达水平相对值。ΔP<0.05, 与正常组比较; *P<0.05, 与缺氧组比较; #P<0.05, 与MSCs
组比较。

A: the immunofluorescence images of caspase-3 in each group; B: the immunofluorescence relative expression level of caspase-3 in each group.  

ΔP<0.05 vs control group; *P<0.05 vs hypoxia group; #P<0.05 vs MSCs group.
图7  Caspase-3的免疫荧光染色

Fig.7  The immunofluorescence staining of caspase-3
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组caspase-3 mRNA及蛋白质水平明显上调(P<0.05)。
与缺氧组相比, MSCs组与HIF-1α-MSCs组, caspase-3 
mRNA及蛋白质水平降低(P<0.05), 且HIF-1α-MSCs
组下降更为明显(P<0.01)(图6和图7)。

 

3   讨论
MSCs具有来源丰富、增殖容易、免疫原性较

低等优势, 是基因治疗的理想载体细胞。大量研究

发现, 体外培养和移植入体内的MSCs能分泌多种细

胞因子与神经营养因子[如VEGF、脑源性营养因子

(brain-derived neurotrophic factor, BDNF)、神经生长

因子(nerve growth factor, NGF)等], 减少脑缺血组织

的神经细胞凋亡、增加内源性神经干细胞迁移和分

化、促进血管新生, 从而促进缺血性脑损伤神经功

能的修复[1-2]。  
缺氧诱导因子-1(hypoxia-inducible factor-1, HIF-1)

是由α和β亚基组成的二聚体, 广泛参与缺氧诱导产

生的特异应答。HIF-1的生物效应主要决定于HIF-
1α亚基。脑缺血半暗带区HIF-1α的高表达能诱导下

游多种靶基因如血管内皮生长因子(VEGF)[3]、促红

细胞生成素(EPO)[4-5]等的转录, 这些基因产物能发

挥促血管生成、重建细胞代谢、促进红细胞增殖、

抑制神经细胞凋亡、促进内源性神经干细胞再生、

促进干细胞的增殖及迁移等作用[6-9]。抑制HIF-1α功
能后, 脑缺血局部的损伤面积增大, 预后恶化[10-11]。

Tomita等[12]发现, 敲除HIF-1基因的成年大鼠出现明

显的神经元变性、脑水肿和空间感知障碍, 胚胎出

现明显的脉管发育障碍, 且端脑有大量神经元凋亡。

Javorina等[6]发现, HIF-1基因敲除的成年大鼠脑组织

内VEGF mRNA水平明显下降, 黑质区多巴胺神经

元的标记分子如酪氨酸羟化酶降低, 而促存活基因

Bcl-2表达降低, 促凋亡蛋白酶caspase-3激活。

因此, 在脑缺血缺氧损伤的发展过程中, 促进

HIF-1α的表达可通过靶基因促进神经元再生和分

化, 抑制神经元凋亡, 从而发挥促神经修复作用。缺

氧或一些药物预处理可诱导HIF-1表达增加, 促进

糖的转运和酵解, 加强无氧代谢, 促进细胞自噬, 减
少细胞凋亡[5,13-15]。 本课题组前期构建稳定表达的

HIF-lα-MSCs, 促进其分泌VEGF、SDF-1、NGF等
多重营养因子, 移植脑缺血动物模型体内后, 发现能

明显抑制神经细胞凋亡, 促进内源性的神经干细胞

向缺血损伤区域迁移, 对脑缺血损伤的修复有良好

的治疗效果[1,16]。

本实验进一步将HIF-lα-MSCs与神经元样PC12
细胞体外共培养, 观察HIF-lα-MSCs对缺氧损伤所

致PC12细胞凋亡的作用及其可能机制。结果发现, 
MSCs、HIF-lα-MSCs分别与PC12细胞共培养, 均
能明显降低缺氧时PC12细胞的凋亡率, 下调凋亡

基因caspase-3的表达, 提示MSCs、HIF-lα-MSCs均
对PC12细胞的缺氧损伤有抑制效应, 其中HIF-lα-
MSCs对PC12细胞缺氧损伤的保护作用更为显著。

推测其保护机制可能是HIF-lα转染MSC后表达上调, 
促进其下游靶基因VEGF等营养因子的表达, 旁分泌

作用于PC12细胞, 抑制PC12细胞caspase-3基因的表

达, 从而抑制细胞凋亡。本研究结果为MSCs作为细

胞治疗的载体细胞, 治疗脑缺血疾病提供了新的实

验依据和研究思路。
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