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过表达BIRC5基因对氧糖剥夺/复氧诱导的脑

微血管内皮细胞活性及VEGF表达的影响

黄建敏,陈海燕,云艳芳,杨桂新,蒋勇明,李晓岚,韦宝莹,周莹杰,彭立志,莫芬,李雪斌

(右江民族医学院附属医院神经内科,广西 百色 533000)

摘 要:目的 探讨过表达BIRC5基因对氧糖剥夺/复氧(OGD/R)诱导的小鼠脑微血管内皮细胞损伤的保护作用,并
分析其可能的机制。方法 将小鼠源性脑微血管内皮细胞,根据不同干预方式分为正常对照组(细胞正常培养)、细胞损

伤组(细胞正常培养24h,随后OGD3h/R3h损伤细胞)、BIRC5干预组(细胞预先转染腺病毒-BIRC5质粒并培养24h,
随后OGD3h/R3h处理)和阴性对照组(细胞预先转染腺病毒空质粒并培养24h,随后OGD3h/R3h处理)。采用激光共

聚焦显微镜观察各组细胞形态学变化;用 MTT法和流式细胞仪分别检测各组细胞存活率和凋亡率;用RT-PCR和免疫

印迹法分别检测各组细胞BIRC5和VEGF mRNA及蛋白表达。结果 正常对照组的细胞骨架微丝彼此连接,分布规

则,丝网状有序排列;细胞损伤组和阴性对照组的细胞微丝断裂,收缩变短或移向周边,微丝网状排列紊乱,可见细胞外

形皱缩,间隙加大,少部分微丝缺失出现空隙;BIRC5干预组的细胞微丝连接,形态成长梭形,排列较规则,可见细胞间隙

缩小,显示过表达BIRC5基因能够减轻损伤细胞的骨架微丝紊乱。与正常对照组相比,细胞损伤组、BIRC5干预组及阴

性对照组细胞存活率降低,而细胞凋亡率增高,差异均有统计学意义(P<0.05);与细胞损伤组相比,BIRC5干预组的细

胞存活率增高,而细胞凋亡率降低,差异有统计学意义(P<0.05)。与正常对照组相比,细胞损伤组、BIRC5干预组和阴

性对照组的BIRC5和VEGF 的 mRNA及蛋白表达降低,差异有统计学意义(P<0.05);与细胞损伤组相比,BIRC5干

预组细胞BIRC5和VEGF 的 mRNA及蛋白表达增高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 过表达BIRC5基因对

OGD/R诱导的脑微血管内皮细胞损伤具有保护作用,机制可能与上调VEGF 表达有关,提示BIRC5调控VEGF表达促

进血管新生可能是脑侧支循环建立和形成的重要机制之一。
关键词:过表达BIRC5基因;脑微血管内皮细胞;存活;凋亡;氧糖剥夺/复氧;血管内皮生长因子
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Effectofover-expressionofBIRC5geneontheactivityandVEGFexpressionofcerebral
microvascularendothelialcellsinducedbyoxygenglucosedeprivation/reoxygenation

HuangJianmin,Chenhaiyan,YunYanfang,YangGuixin,JiangYongming,
LiXiaolan,WeiBaoying,ZhouYingjie,PengLizhi,MoFen,LiXuebin

(DepartmentofNeurology,TheAffiliatedHospitalofYoujiangMedical
UniversityForNationalities,Baise533000,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheprotectiveeffectofover-expressionofBIRC5geneonmicrovas-
cularendothelialcellinjuryinducedbyoxygenglucosedeprivation/reoxygenation(OGD/R)inmousebrain,
andtoanalyzeitspossiblemechanism. Methods Accordingtodifferentinterventionmethods,mousebrain
microvascularendothelialcellsweredividedintonormalcontrolgroup(normalcellculture),celldamagegroup
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(normalcellculturefor24hours,followedbyOGD3h/R3hinjury),BIRC5interventiongroup(Thecellswere
transfectedwithBIRC5plasmidsofadenovirusandculturedfor24hoursandthenunderwentOGDfor3hours/
Rfor3hours.)andnegativecontrolgroup(Thecellsweretransfectedwithemptyplasmidsofadenovirusand
culturedfor24hoursandthenunderwentOGDfor3hours/Rfor3hours.).Laserconfocalmicroscopewas
usedtoobservethemorphologicalchangesofcellsineachgroup.Thecellsurvivalrateandapoptosisratewere
detectedbyMTTandflowcytometry,respectively.ThemRNAandproteinexpressionsofBIRC5andVEGF
weredetectedbyRT-PCRandWesternblot,respectively. Results Thecytoskeletalmicrofilamentsofthe
normalcontrolgroupwereconnectedwitheachotherandregularlydistributedinanorderlynetwork.Inthein-
jurygroupandnegativecontrolgroup,themicrofilamentsofthecellswerebroken,andthecontractionofthe
cellsbecameshorterormovedtotheperiphery;themicrofilamentswerearrangedinadisorderednetwork;the
cellappearancewasshrunk,thegapenlargedandasmallnumberofmicrofilamentsmissingwithgaps;Inthe
BIRC5interventiongroup,themicrofilamentsofcellswereconnected,spindleshapedwithregulararrange-
mentandreducedgapbetweencells,indicatingthattheoverexpressionofBIRC5genecouldreducethedisor-
derofcytoskeletalmicrofilamentsofdamagedcells.Comparedwiththenormalcontrolgroup,thecelldamage
group,theBIRC5interventiongroupandthenegativecontrolgrouphadsignificantlyreducedcellsurvival
rates,buthadsignificantlyincreasedapoptosisrates,showingsignificantdifferences(P <0.05).Compared
withthoseofthecelldamagegroup,thecellsurvivalrateoftheBIRC5interventiongroupwassignificantlyin-
creased,whiletheapoptosisratewassignificantlyreduced,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(P
<0.05).Ascomparedwithnormalcontrolgroup,BIRC5andVEGF mRNAandproteinincelldamagegroup,
BIRC5interventiongroupandnegativecontrolgroupwassignificantlyreduced,andthedifferencewasstatisti-
callysignificant(P<0.05).Comparedwiththecelldamagegroup,theBIRC5interventiongrouphadsignifi-
cantlyincreasedmRNAandproteinexpressionsofBIRC5andVEGF,showingsiginifcantdifferences(P <
0.05). Conclusion OverexpressionoftheBIRC5genehasaprotectiveeffectonmicrovascularendothelial
cellinjuryinducedbyoxygenglucosedeprivation/reoxygenation,andthemechanismmayberelatedtoitsup-
regulationofVEGFexpressions,suggestingthatBIRC5’sregulationofVEGFexpressionstopromoteangio-
genesismaybeoneoftheimportantmechanismsfortheestablishmentandformationofgoodcerebralcollateral
circulation.
  Keywords: overexpressionofBIRC5gene;cerebralmicrovascularendothelialcells;survival;apoptosis;

oxygenandsugardeprivation/reoxygenation;vascularendothelialgrowthfactor

  缺血性脑卒中具有高发病率、高致残率、高致死率

的特点,在我国,已经成为首位致死的原因,而且发病

率呈现逐年上升趋势,不仅严重威胁国民的生命健康,
同时还给家庭及社会带来了沉重负担。在临床病例中

发现,缺血性脑卒中患者预后好坏跟软脑膜侧支循环

代偿存在密切相关[1]。研究显示,血管内皮生长因子

(vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)是迄今为

止发现最强、最有特异性的促血管生成的生长因子,在
生理和病理性的血管生成中均发挥着重要的作用,在
缺血性血管性疾病治疗中的应用已经受到广泛关

注[2]。研究已经证实,软脑膜微血管是在遗传基因调

控下,由胚胎期的中胚层细胞分化而来的血管内皮细

胞(vascularendothelialcells,VECs)经过血管生成形

成原始的毛细血管丛,随后在VEGF等环境因素影响

下对该血管丛进行重塑修剪并逐步成熟,显示遗传因

素对软脑膜侧支循环形成起决定性作用[3]。杆状病毒

IAP重复序列蛋白5(baculoviralIAPrepeat-contai-
ningprotein5,BIRC5)是近年来新发现的一种分子量

最小、作用最强的凋亡抑制蛋白,由BIRC5基因编码。
研究发现,BIRC5基因可以参与VECs增殖、迁移、侵
袭以及抵抗细胞调亡和血管新生的调控,克服 VECs
自身功能缺陷,促进新生微血管生成,提示该基因在侧

支循环代偿进程中可能起重要的调控作用[4],从而推

测靶向BIRC5基因治疗缺血性脑卒中可能具有巨大

的潜能,但是其疗效及具体机制尚未清楚。bEnd.3细

胞是脑微VECs系,来源于BALB/c小鼠大脑内皮细

胞,细胞纯度高、性质稳定、传代快,是建立体外血管发

生病理生理变化模型的理想细胞[5]。因此,本研究以

小鼠脑微VECsbEnd.3制作氧糖剥夺/复氧(oxygen-
glucosedeprivation/reoxygenation,OGD/R)模型模

拟体外缺血/再灌注损伤模型,通过预先转染腺病毒-
BIRC5质粒诱导基因过表达,探讨其对 OGD/R模型

活性的影响及其可能机制,以期为缺血性脑卒中治疗

的新靶点及机制提供实验基础和理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 DMEM 完全培养基(货号:
—2—

2024年             右江民族医学院学报              第1期



XB01)购自武汉普诺赛生命科技有限公司,PI染液

(货号:G1021)购自北京 博 沃 尔 斯 有 限 公 司,SDS-
PAGE凝胶电泳试剂盒(货号:BM0687)购自上海圻

明生 物 科 技 有 限 公 司,VEGF 抗 体(货 号:10542-
RP01)购自北京义翘神州科技股份有限公司,GAPDH
抗体(货号:FNab03343)购自武汉菲恩有限公司,ECL
检测试剂盒(货号:CDLG-4911)购自武汉纯度生物科

技有限公司,二抗购自杭州弗德生物科技有限公司,

cDNA第一链合成试剂盒(货号:XY-TE-0738)购自上

海烜雅生物科技有限公司,Lipofectamine-2000(货号:

11668-027)购自杭州昊鑫有限公司,MTT试剂(货号:

MBS843090-C)购自武汉艾美捷科技有限公司,二甲

基亚砜(货号:D2650)购自上海联硕宝为生物科技有

限公司,AnnexinV-FITC染液(货号:E-CK-A111)购
自武汉伊莱瑞特有限公司。激光共聚焦显微镜(O-
lympusFV3000),流式细胞仪(CytoFLEX),超速离心

机(WLS-450型)。小鼠脑微 VECsbEnd.3(货号:

HTX1926),深圳市华拓细胞库提供,腺病毒-BIRC5
质粒 (货 号:L24705)和 腺 病 毒 空 质 粒 (货 号:

FH2193),购自上海诺赛有限公司。

1.2 细胞培养 将bEnd.3细胞复苏后,使用含有

10%胎牛血清的DMEM 完全培养基在37℃含5%
CO2 的恒温培养箱内进行培养,细胞生长贴壁达到

80%时进行传代培养,培养2~3代后,收集最佳状态

细胞进行后续实验。

1.3 OGR/R细胞模型的建立 取对数生长期的

bEnd.3细胞以3×105 个/毫升接种于6孔板中,待细

胞贴壁后,用PBS冲洗2次,换成含有10%胎牛血清

的DMEM 完全培养基,在三气培养箱中(37℃,5%
CO2,1%O2,94%N2)进行 OGD/R培养。最佳时间

点为OGR3h/R3h。正常对照组在37℃、5%CO2 培

养箱中培养相同的时间。

1.4 实验分组 正常对照组:bEnd.3细胞在细胞培

养基中正常培养;细胞损伤模型组:bEnd.3细胞在细

胞培养基中正常培养,随后进行 OGR3h/R3h;BIRC5
干预组:预先采用Lipofectamine-2000转染试剂将腺

病毒-BIRC5质粒转染至bEnd.3细胞,在细胞培养基

中正常培养,随后进行 OGR3h/R3h;阴性对照组,预
先使用Lipofectamine-2000转染试剂将染腺病毒空质

粒转染至bEnd.3细胞,在细胞培养基中正常培养,随
后进行OGR3h/R3h。每组设5个平行孔。

1.5 激光共聚焦显微镜观察细胞形态 将各组细胞

制备成细胞悬液,同时把密度调整为1×106 个/升,随
后其接种于激光共聚焦培养皿中,PBS洗涤3次,用

4%多聚甲醛固定10min,0.1% TritonX-100的PBS
洗涤3次,加入微丝绿色荧光探针,温室避光静置40

min,0.1% TritonX-100的PBS洗涤3次,激光共聚

焦显微镜下观察细胞形态学变化。

1.6 四甲基偶氮唑盐(MTT)法检测细胞存活率 各

组细胞离心后弃掉上清液,将重悬细胞接种于96孔板

中并调整到密度为1×104 个/毫升,在37℃下,应用

5%CO2 培养箱进行培养,待细胞贴壁后,每孔加入浓

度为5g/L的 MTT液20μL,在37℃下继续孵育4
h,弃掉上清液,加入100μL二甲基亚砜以终止反应,
在摇床上振荡10min后,用酶标仪在570nm波长处

检测吸光度(OD),重复3次。计算:细胞存活率(%)

=实验组(OD)/对照组(OD)×100%。

1.7 流式细胞仪检测细胞凋亡 各组细胞离心后弃

掉上清液,制成细胞悬液并接种于96孔板中,在37℃
下,应用5%CO2 培养箱进行培养24h,待细胞充分贴

壁后,使用 AnnexinV-FITC凋亡试剂盒和流式细胞

仪进行细胞凋亡测定,具体操作步骤按照试剂盒说明

书进行。

1.8 RT-PCR法检测BIRC5及VEGF mRNA相对

表达 使用trizol试剂盒提取各组细胞总RNA,具体

操作步骤按照说明书进行,用微量分光光度仪检测

RNA纯度和浓度,要求OD260/OD280比值在1.8~
2.0之间。使用cDNA第一链合成试剂盒逆转录合成

cDNA,利用荧光实时定量PCR仪进行扩增,用PCR
试剂盒检测 BIRC5及VEGF mRNA 的表达水平。

PCR反应条件:93℃预变性10min,90℃变性10s,

57℃退火20s,65℃延伸30s,36个循环。以GAP-
DH作为内参照,引物序列:GAPDH上游引物5′-TG-
CACCACCAACTGCTTAGC-3′,GAPDH 下游引物

5′-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3′;BIRC5上游

引物:5′-TAAGCCACTTGTCCCAGCTT-3′,BIRC5
下 游 引 物:5′-CTCATCCACTCCCTTCCTCA-3′;

VEGF 上游引物:5′-TGCCCCTAATGCGGTGT-3′,
下游引物:5′-TGCTGGCTTTGGTGAGGTT-3′;采用

2-ΔΔCt方法计算BIRC5及VEGF 的相对表达量。

1.9 免疫印迹法检测BIRC5及VEGF蛋白表达 
收集各组细胞 于 离 心 管,加 入50μL 裂 解 混 合 液

(RIPA∶PMSF=100∶1),静置10min,12000r/

min离心10min取上清,煮沸变性,冷却后加入等体

积buffer,用BCA 法检测蛋白含量。行SDS-PAGE
电泳,转至PVDF膜,5%脱脂奶粉封闭1h后加入

BIRC5及VEGF一抗,4℃孵育过夜,羊抗兔二抗常

温孵育2h,加入ECL显色液。采用增强化学发光法

显色,用ImagemasterVDS成像系统摄影,图像分析

软件(TotallabV101)行灰度扫描分析。以目的蛋白

与GAPDH蛋白产物条带灰度的比值表示。

1.10 统计学方法 采用SPSS20.0软件进行统计分
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析,计量资料以(췍x±s)表示,经检验符合正态分布后,
多组间数据的比较采用单因素方差分析,进一步两两

比较采用LSD-t检验,以P <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 各组细胞的形态学 正常对照组细胞骨架微丝

网状有序排列,分布规则,微丝之间彼此紧密连接(见

图1A)。细胞损伤组和阴性对照组的细胞形态基本相

同,呈现细胞微丝断裂,收缩变短或移向周边,微丝网

状排列紊乱,可见细胞外形皱缩,间隙加大,少部分微

丝缺失出现空隙(见图1B、图1C)。BIRC5干预组细

胞微丝排列较细胞损伤组和阴性对照组更有规则,部
分断裂,部分相连,细胞间隙有所缩小(见图1D)。

注:A.正常对照组;B.细胞损伤组;C.阴性对照组;D.BIRC5干预组。
每n=3(标尺=50μm,×400)。
图1 4组细胞形态学的比较

2.2 各组细胞存活率 4组细胞存活率差异有统计

学意义(F=28.830,P<0.01),细胞损伤组、BIRC5
干预 组 及 阴 性 对 照 组 的 细 胞 存 活 率 [(73.67±
3.51)%、(83.33±4.51)%、(72.00±6.00)%]均低于

正常对照组[(100.00±0.00)%](P <0.01),BIRC5
干预组的细胞存活率[(83.33±4.51)%]高于细胞损

伤组 和 阴 性 对 照 组[(73.67±3.51)%、(72.00±
6.00)%](P <0.05),细胞损 伤 组 的 细 胞 存 活 率

[(73.67±3.51)%]和阴性对照组[(72.00±6.00)%]
比较差异无统计学意义(P>0.05),见图2。

注:与正常对照组相比,a:P<0.01;与BIRC5
干预组相比,b:P<0.05。每组n=3。

图2 4组细胞存活率的比较

2.3 各组细胞凋亡率 应用流式细胞仪检测各组细

胞凋亡率,结果如图3所示:图中4个象限分别为D1:
死亡细胞;D2:晚期凋亡细胞;D3:活细胞;D4:早期凋

亡细胞。4组细胞凋亡率差异有统计学意义(F =
29.960,P<0.01),细胞损伤组、BIRC5干预组及阴

性对照组的细胞凋亡率[(50.33±2.08)%、(40.67±
3.06)%、(49.00±3.61)%]均 高 于 正 常 对 照 组

[(30.67±2.52)%](P <0.01),BIRC5干预组的细

胞凋亡率[(40.67±3.06)%]低于细胞损伤组和阴性

对照组[(50.33±2.08)%、(49.00±3.61)%](P <
0.01),细胞损伤组的细胞凋亡率[(50.33±2.08)%]
和阴性对照组[(49.00±3.61)%]比较差异无统计学

意义(P>0.05),见图3。

2.4 各组细胞BIRC5及VEGF mRNA相对表达量

 4组细胞BIRC5及VEGF mRNA表达水平差异均

有统计学意义(F=22.200,28.210,P<0.001)。细

胞损伤组、BIRC5干预组及阴性对照组 BIRC5及

VEGFmRNA表达水平均低于正常对照组(均P<0.
05),BIRC5干预组BIRC5及VEGF mRNA表达水

平均高于细胞损伤组和阴性对照组(P<0.01),细胞

损伤组BIRC5及VEGF mRNA表达与阴性对照组

比较差异均无统计学意义(P>0.05),见表1。

2.5 各组细胞BIRC5及VEGF蛋白相对表达量 4
组细胞BIRC5及VEGF蛋白表达水平差异均有统计

学意义(F=31.050,14.890,P<0.001)。细胞损伤

组、BIRC5干预组及阴性对照组BIRC5及 VEGF蛋

白表达水平均低于正常对照组(P<0.01),BIRC5干

预组BIRC5及VEGF蛋白表达水平均高于细胞损伤

组和阴性对照组(P <0.01),细胞损伤组BIRC5及

VEGF蛋白表达水平与阴性对照组比较差异均无统计

学意义(均P>0.05),见表2,图4。
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注:A.正常对照组;B.细胞损伤组;C.BIRC5干预组;D.阴性对照组;E.各组细胞凋亡率统计图;
与正常对照组相比,a:P<0.01;与BIRC5干预组相比,b:P<0.01;每组n=3。

图3 4组细胞凋亡率的比较

表1 各组细胞BIRC5及VEGF mRNA相对表达量

组别 BIRC5 VEGF
正常对照组 0.99±0.04 0.82±0.04
细胞损伤组 0.64±0.08ab 0.38±0.04ab

BIRC5干预组 0.83±0.06a 0.65±0.05a

阴性对照组 0.63±0.08ab 0.37±0.12ab

F 22.200 28.210
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与正常对照组相

比,a:P<0.05;与BIRC5干预组相比,b:P<0.01。

表2 各组细胞BIRC5及VEGF蛋白相对表达量

组别 BIRC5 VEGF

正常对照组 1.85±0.05 0.91±0.05
细胞损伤组 1.49±0.05ab 0.60±0.02ab

BIRC5干预组 1.67±0.42a 0.75±0.03a

阴性对照组 1.52±0.06ab 0.58±0.12ab

F 31.050 14.890
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示。②与正常对照组相

比,a:P<0.01;与BIRC5干预组,b:P<0.01。

3 讨论

脑缺血再灌注损伤是缺血性脑卒中最常见病理性

损伤之一,而通过氧糖剥夺/复氧损伤可以模拟缺血再

灌注导致的细胞凋亡、氧化应激、炎性反应、线粒体功

能障碍等多种病理损伤,因此,氧糖剥夺/复氧模型已

注:A.各组细胞BIRC5蛋白表达条带图;

B.各组细胞VEGF蛋白表达条带图。每组n=3。
图4 4组细胞BIRC5及VEGF蛋白表达量的比较

成为体外研究缺血再灌注损伤的理想模型[6]。研究显

示,软脑膜侧支循环对于脑组织抵抗缺血缺氧、避免脑

梗死具有非常重要储备能力,参与缺血性脑卒中的治

疗显示巨大潜能[7]。由此可见,深入探讨软脑膜侧支

循环的发生发展对缺血性卒中患者治疗新靶点的研究

将具有重大现实意义。

VECs是在胚胎时期由中胚层细胞分化而来,随
后经过血管生成形成原始的毛细血管丛,在一系列遗

传因素和环境因素调控下对该血管丛进行重塑修剪逐

步成熟,这一生理过程一直持续到出生后3周,最后形

成具有各自特征的曲折度、密度和管腔直径的软脑膜
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侧支循环[8]。研究发现,VECs增殖力及迁移力降低

以及新生血管发生减少与脑梗塞后软脑膜侧支循环建

立不良和微循环功能障碍存在密切相关,导致脑梗塞

后神经功能缺损严重、致残率和死亡率升高,提示

VECs在侧支循环建立及其良好状态的维持中起重要

的调控作用[9-10]。然而,成熟VECs存在活性低、生长

及更新速度慢、降解细胞外基质的能力弱、分裂增殖慢

和细胞容易调亡等自身缺陷,极大程度限制其临床应

用。因此,如何赋予抗调亡、促增殖、易迁移等克服

VECs自身缺陷,以促进血管新生及良好侧支循环建

立和形成成为临床科技工作者急需解决的一大难题。

BIRC5基因位于人染色体17q25,由4个外显子

和3个内含子构成。该基因编码生存素(survivin,

SVV),由142个氨基酸组成,相对分子质量16.5×
103,是目前调亡抑制蛋白(inhibitorofapoptosispro-
tein,IAP)家族中抗调亡作用最强、分子量最小成员。
多年来研究结果已经表明,BIRC5基因并非肿瘤的特

异性基因,其编码的SVV也并非只表达于肿瘤细胞,
多项实验已经发现并证实SVV在VECs中存在显著

表达,同时发现BIRC5基因及其表达SVV具有多项

潜在的正性调控功能,例如,促进VECs增殖、迁移、侵
袭、抵抗调亡和微血管新生[11]。可见,BIRC5基因及

其表达SVV可以克服VECs自身缺陷,促进新生血管

生成,在脑侧支循环代偿进程中可能起重要的调控作

用。BIRC5基因调控 VECs参与侧支循环形成的通

路在外周动脉闭塞性疾病的血管治疗已经初步得到证

实并且取得一定疗效,但是在脑侧支循环领域的相关

研究很少见国内外资料报道。

VEGF作为特异性最强的促血管生成因子,其与

VECs表面1型及2型 VEGF受体结合后分泌胶原

酶,降解血管基底膜,促进表皮细胞迁徙,并激活细胞

内磷酯酰肌醇信号传递通路诱导VECs分裂增殖及迁

移、趋化,促进新生血管生成[12],同时可促使VECs中

抗凋亡相关基因Bcl-2表达上调及APo-l/FasmRNA
表达下调,拮抗 VECs凋亡,维持新生血管的稳定

性[13]。研究发现,脑梗塞后侧支循环良好患者VEGF
的水平较侧支循环不良患者明显升高,并且VEGF的

水平与侧支循环的良好级别呈现显著正相关,显示

VEGF在脑梗塞后侧支循环建立过程中扮演着积极的

作用[14]。课题组既往研究发现,SVV抑制剂YM155
可以下调SVV 和VEGF mRNA及其蛋白表达,两组

之间呈现正相关,进而降低微血管密度,提示BIRC5
与VEGF相互作用具有高度特异性[15]。本研究结果

发现,与正常对照组相比,损伤组的细胞形态呈现细胞

微丝断裂,微丝网状排列紊乱,可见细胞外形皱缩,间
隙加大,细胞存活率显著降低,细胞凋亡率增加;而通

过进一步构建BIRC5过表达的bEnd.3细胞,发现细

胞形态较损伤组更有规则,断裂微丝部分相连,间隙变

小,损伤bEnd.3细胞的存活率显著增加,凋亡率显著

降低,因此,本实验在离体细胞内进一步证实BIRC5
过表达对bEnd.3细胞具有明显抗损伤的保护作用。
本研究还对关键因子BIRC5及VEGF表达进一步研

究,结 果 发 现 损 伤 组 bEnd.3细 胞 中 的 BIRC5及

VEGF mRNA及其蛋白的表达比对照组显著降低,而
干预组bEnd.3细胞中BIRC5及VEGF mRNA及其

蛋白的表达比损伤组显著升高,该结果显示BIRC5可

以通过调控VEGF表达进而增强bEnd.3细胞活性和

促进血管新生,参与脑侧支循环建立和形成。
综上所述,本实验结果表明BIRC5过表达可显著

增强氧糖剥夺诱导损伤的bEnd.3细胞的活性,其机

制与其上调VEGF 表达有关,提示BIRC5调控 VE-
GF表达诱发血管新生可能是良好侧支循环形成和建

立的重要机制之一。本研究存在一定的局限性,仅仅

研究正性调控机制以及某个特定时间点的变化,对于

负性调控机制和时空模式变化规律有待进一步深入研

究。
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