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VEGF 对大鼠脑缺血再灌注损伤的预防作用及其机制研究 *
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摘要 目的：研究局灶性脑缺血再灌注后细胞凋亡、HSP70 蛋白表达时空规律以及外源 VEGF 及 VEGF 抗体对它们的影响，探讨

VEGF 对缺血再灌注损伤的保护作用及其机制。方法：采用原位末端标记 (TUNEL)、免疫组化方法，研究局灶性脑缺血再灌注后细

胞凋亡数及 HSP70 蛋白表达时空分布，采用脑表面使用 VEGF 及侧脑室注射 VEGF 抗体，观察内外源 VEGF 对它们的影响。结

果：VEGF 抗体能显著增加缺血侧脑组织凋亡细胞数(再灌注 12h-7d)及 HSP70 表达量(再灌注 1-3d)，而外源 VEGF 因子能显著减

少同侧脑组织凋亡细胞(再灌注全程)及 HSP70 表达量(再灌注 1-3d)。结论：VEGF 因子可抑制缺血脑组织细胞凋亡及 HSP70 表达

量，提示 VEGF 参与保护缺血性脑损伤。
关键词：血管内皮生长因子；热休克蛋白 70；脑缺血再灌注损伤

中图分类号：Q95-3，R743 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2012）27-5251-04

The Neuroprotective Effect of VEGF on Ischemia-Reperfusion Cerebral
Injury in Rats*

JIANG Yi1, SHEN Zhen-wei1, LEI Han2, MA Shao-lin1, BAI Jian-wen3△

（1 Department of The Intensive Care Unit, East Hospital, Tongji University School of Medicine, Shanghai 200120, China
2 Department of Respiratory Medicine, East Hospital, Tongji University School of Medicine, Shanghai 200120, China
3 Department of Emergency Medicine, East Hospital, Tongji University School of Medicine, Shanghai 200120, China）

ABSTRACT Objective: To explore the implications of HSP70 and apoptosis in rat brain following ischemia-reperfusion and to
study the neuroprotective effect of VEGF on ischemia-reperfusion cerebral injury in rats. Methods: HSP70 protein and apoptosis cells
were detected by immunohistochemistry and TUNEL methods in ischemia-reperfusion rat brain. Simultaneously, the effect of exogeous
VEGF protein and VEGF antibody was observed. Results: TUNEL and immunohistochemical analysis for HSP70 showed an
amelioration of stalnings at 24 and 72 hours after reperfusion with VEGF treatment, which indicated reduction of neuronal damage. On
the contrary, application of VEGF antibody produced reverse results as compared with cases with VEGF treatment after reperfusion.
Conclusion: Treatment with topical VEGF application significantly reduced ischemic brain damage, while antagonism of VEGF
enhanced ischemic-reperfusion-related brain injury.
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前言

大量研究表明，VEGF 及其家族成员能特异地促进血管内

皮细胞的分裂、增殖及迁移，从而有效地促进缺血组织侧支循

环地建立，VEGF 可能在缺血再灌注脑损伤中发挥明显保护作

用，其保护机制有待深入探讨。本研究拟采用颅内应用 VEGF
抗体及重组 VEGF 因子的方法，通过免疫组化、TUNEL 法及计

算机分析系统，分别观察两者对大鼠缺血再灌注脑组织凋亡细

胞数、热休克蛋白 70(HSP70)表达量及梗死体积的影响，以求

探讨 VEGF 保护缺血性脑损伤的可能机制。

1 材料和方法

1.1 实验动物及分组

健康成年 SD 大鼠，体重(250±30) g，雄性(由复旦大学上

海医学院实验动物中心提供)。按随机分组原则分成：正常组、
假手术组、缺血再灌注组，缺血再灌注组根据不同时程分为缺

血 90 min 再灌注 0 h、12 h、l d、3 d、7 d 组，并根据干预方法不

同又分为 VEGF 抗体组和 VEGF 因子组，前者设免疫对照组

(兔 IgG)，后者设生理盐水对照组。每组各 10 只大鼠(其中 2 只

用于测梗死体积)。
1.2 dMCAO 局灶性脑缺血模型的制备

SD 大鼠，250±30 g，雄 性 ， 周 龄 为 11-12 周 ，5%氟 烷

（Isoflurane）诱导麻醉，1-2%氟烷（Isoflurane）维持麻醉，压缩空
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注：R 代表 " 再灌注组 "(以下同)：a 与同种处理方法 R0h 组比较 P<0.05；aa 与同种处理方法 R0h 组比较，P<0.01；

b 与同时程生理盐水组比较，P<0.05；bb 与同时程生理盐水组比较，P<0.01；c 与同时 IgG 组比较，P<0.05。
Note: "R" stands for " HIR" (herein after the same ): a compared with control group P < 0.05; aa compared with control

group P < 0.01; b compared with time course of saline group, P < 0.05; bb compared with time course of saline group, P

< 0.01; c compared with time course of IgG group, P < 0.05.

VEGF 抗体处理后凋亡细胞数

The number of apoptotic cells after treatment with VEGF antibody

VEGF 因子处理后凋亡细胞数

The number of apoptotic cells after treatment with VEGF factor

IgG VEGF 抗体 VEGF antibody 生理盐水 Physiological saline VEGF 抗体 VEGF antibody

R0h 23.7±1.25 26.8±3.32 24.4±4.56 22.8±2.65

R12h 32.6±7.95a 41.8±5.32c 32.8±3.99 a 27.6±3.42b

R1d 65.2±2.92aa 74.1±6.59c 66.1±11.53 aa 55.8±6.89bb

R3d 74.5±3.37aa 79.8±5.12c 75.2±8.96 aa 60.6±7.98bb

R7d 32.9±6.12a 35.7±6.09 31.8±6.95 a 27.6±1.76b

表 1 大鼠缺血侧皮层凋亡细胞计数结果

Table 1 The counting results of rats cortical apoptosis cell after unilateral

气与氧气的比例为 80：20。参照改良 Zea Longa 方法[1,2]。颈部正

中切口，分离双侧颈总动脉，穿线待用。动物置右侧卧位，于左

耳与左眼间做一横切口，切开并分离颞部肌肉，高速钻头磨去

大部分颞骨，咬骨镊打开骨窗约 2 mm2，暴露脑膜，挑开脑膜，

暴露 MCA；动物置仰卧位，微血管夹夹闭双侧 CCA；动物置右

侧卧位，25 mA 电流 电凝 MCA，微血管剪剪断 MCA。止血，缝

合颞部肌肉，皮肤。半小时后放开 CCA 血管夹，即制作成功

dMCAO 局灶性脑缺血模型。
1.3 给药方法

VEGF 抗体(北京邦定，进口分装)采用侧脑室注射法。时间

为缺血后 15 min(即再灌注前 75 min)，兔 VEGF IgG 多抗剂量

为 1 μg，溶于生理盐水 10 μL，对照组使用含等量兔 IgG 的生

理盐水 10 μL，侧脑室注射方法如下；完成 MCAO 手术后，将

麻醉大鼠固定在脑立体定位仪上，以前囟后 0.8mm，中线旁 1.4
mm，硬膜下 4.0 rnm 为注射点，10μL微量注射器垂直向下注

射，注射持续时间为 1 h。VEGF 因子(Sigma)在缺血后 15 min
于缺血侧 MCA 供血区脑表面给药，其步骤参考 Hayashilll[8]法。
1.4 细胞凋亡检测

细胞凋亡检测试剂盒购自上海前尘生物科技有限公司，细

胞凋亡检测操作按说明书进行。切片常规脱蜡，标本片加 TBS
1:200 新鲜稀释 Proteinase K37℃消化 10 min，TBS 洗涤 2 mi-
n×3 次，37℃标记 2 h；用封闭液 1:100 稀释生物素化抗地高辛

抗体，50μL／片加至标本片上，置样品于湿盒中，37℃反应

30min，TBS 洗 2min×3 次；再用封闭液 1:100 稀释 SABC(不能

用封闭液稀释)，取 l mL 封闭液加 SABC 10 μL，混匀后加至切

片，37℃反应 30 min，TBS 洗 5 min×4 次；DAB 显色，水洗，苏

木素轻度复染，TBS 洗，蒸馏水洗，脱水，透明，封片，显微镜观

察。
1.5 HSP70 免疫组化染色

采用 SABC 法，试剂盒购自上海前尘生物科技有限公司。
石蜡切片常规脱蜡至水，3%过氧化氢 37℃孵育 10 min，蒸馏水

洗 3 次；正常山羊血清封闭液室温 20 min；一级抗体兔抗鼠

HSP70 单抗 (Sigma，1：200)4℃过夜，0.1M PBS 洗涤 2 min×3
次；生物素化山羊抗小鼠 IgG 抗体，SABC，37℃ 20 min，0.1M
PBS 洗涤 5 min×4 次；DAB 显色，苏木素轻度复染，脱水，透

明，封片，显微镜观察。阴性对照以 PBS 替代一抗，其余操作步

骤不变。
1.6 统计学分析

所得数据资料以（x±S）表示，采用 SAS 统计软件包分析

数据(组内各时间点比较用方差分析，组间同一时间点比较用

配对 t 检验)，以 P<0.05 为差异有显著统计学意义。

2 结果

2.1 凋亡细胞检测结果

正常组、假手术组及缺血再灌注各组缺血对侧脑组织未检

测到凋亡细胞，缺血 90 min(再灌注 0 h)缺血侧脑组织可检测到

少量凋亡细胞，再灌注 12 h 凋亡细胞明显增多(P<0.05)，至再

灌注 3 d 达峰值 (P<0.01)，再灌注 7 d 已明显减少(P<0.05)。
VEGF 抗体在缺血再灌注 12 h-3 d 能显著增加缺血侧脑组织凋

亡细胞数 (与同一时程的免疫对照组比较，P<0.05 或 P<0.01)；
VEGF 因子在缺血 90min 再灌注全程均显著减少同侧脑组织

凋亡细胞 (与同一时程的生理盐水组比较，P<0.05 或 P<0.01)
(见表 1)。

2.2 HSP70 免疫组化结果

正常、假手术组及缺血再灌注各组缺血对侧脑组织未检测

到 HSP70，给予 IgG 的大鼠缺血 90 min 再灌注 0 h 缺血侧脑组

织可观察到少量 HSP70，再灌注 12 h 后 HSP70 表达明显增强

(P<0.05)，1 d 达峰值(P<0.01)，3d 已有所下降。给予 VEGF 抗体

的大鼠在再灌注 1-3 d 能明显增加缺血侧脑组织 HSP70 表达

量(与同一时程的免疫对照组比较，P<0.05)。给予生理盐水的大

鼠缺血 90 min 后，再灌注 12 小时时 HSP70 的表达即上升，1 d
达峰值，3 d 时已有所下降，而 VEGF 因子在缺血 90 min 再灌

注 1-3 d 显著减少同侧脑组织 HSP70 表达量(与同一时程的生

理盐水组比较，P<0.05 或 P<0.01) (见表 2、表 3)。
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注：a 与对照组比较 P<0.05；aa 与对照组组比较，P<0.01；b 与同时程生理盐水组比较，P<0.05；bb 与同时程生理盐水

组比较，P<0.01；c 与同时 IgG 组比较，P<0.05，c c 与同时 IgG 组比较，P<0.01

Note: a compared with control group P < 0.05; aa compared with control group P < 0.01; b compared with time course of

saline group, P < 0.05; b compared with time course of saline group, P < 0.01; c compared with time course of IgG group, P

< 0.05; c c compared with time course of IgG group, P < 0.01.

VEGF-Ab VEGF

IgG VEGF-Ab
生理盐水

Saline
VEGF

R0h 0.1284±0.0032 0.1324±0.0172 0.1424±0.0127 0.1327±0.0138

R12h 0.1472±0.0421a 0.1725±0.0162 0.1624±0.0187 a 0.1528±0.0157

R1d 0.2426±0.0121aa 0.2725±0.0112c 0.2142±0.0217 aa 0.2621±0.0171 b

R3d 0.1873±0.0091aa 0.2125±0.0214c 0.1825±0.0228 aa 0.1633±0.0167 bb

R7d 0.1257±0.0142 0.1274±0.0152 0.1324±0.0136 0.1366±0.0109

3 讨论

血 管 内 皮 生 长 因 子 (vascular endothelial growth factor，
VEGF)是直接作用于血管内皮细胞的促血管生长因子，是生理

和病理状态下新血管形成的重要调节者，且有研究表明其对神

经细胞有直接营养及保护功能，并可促进神经元的产生[3]。在脑

缺血发生后，VEGF 能诱导新生血管形成，并使新生血管从正

常组织向半暗带及缺血中心区延伸，增加受累脑组织再灌注及

供氧量，从而减轻心脑缺血再灌注损伤 [4,5]。热休克蛋白(Heat
Shock Protein，HSP)是应激反应蛋白家族的成员，能够增加细

胞对各种应激刺激的抵抗力，使神经元免受兴奋性氨基酸的毒

性损伤，HSP70 在各种生理及病理条件下参与维持多种蛋白质

分子构型及稳定性、提高机体的抗应激能力[6]。中枢神经系统多

种疾病均诱导 HSP70 表达上调，且其诱导量与应急源强度、组
织损伤程度成一定比例 [7]，HSP70 对缺血神经元可能发挥一定

保护作用。
研究人员发现，组织器官(如心、脑)受缺血、缺氧刺激后发

生血管增殖，其间有许多生长因子参与。VEGF 还能促使内皮

再生、抑制内膜增厚、防止再狭窄及恢复内皮依赖性功能，从而

减轻心脑缺血再灌注损伤。近年来，VEGF 已成功应用于治疗

人体肢体及冠脉缺血[8-11]，而对于脑缺血的治疗研究尚处于初

步探索阶段。Zhang 等[12]发现外源性 VEGF 也可诱导脑组织血

管生成，并能显著加快神经功能恢复。在研究 VEGF 的保护机

制时，人们首先观察到外源 VEGF 对缺血区神经元和内皮细胞

具有直接保护作用[13-15]。后来又发现外源 VEGF 也能通过促血

管生成而间接保护缺血脑组织[16]。Sun[17]最近指出 VEGF 的血

管生成作用、神经保护作用、神经再生作用贯穿脑缺血缺氧的

整个过程，在急性期，发挥直接神经保护作用以减轻缺血缺氧

性损害，而神经再生和血管生成则有利于脑损伤的长期修复。
Harrigan [18] 对短暂性大脑中动脉阻塞后大鼠脑内注入外源性

VEGF 发现可以减少脑梗死面积和脑水肿，表明 VEGF 对脑缺

血有直接保护作用。
本实验采用原位识别凋亡细胞的 TUNEL 法，即用末端转

移酶标记双股 DNA 断裂末端来特异标记核 DNA 片段，研究

VEGF-Ab VEGF

IgG VEGF-Ab
生理盐水

Saline
VEGF

R0h 65.7±2.96 67.3±3.85 68.9±3.97 62.9±8.42

R12h 72.4±12.1a 84.8±5.98 83.6±8.65 a 74.9±6.59

R1d 122.6±14.76 a a 143.8±21.82c 123.9±7.85 a a 114.6±11.84b

R3d 105.5±18.36 a a 134.9±8.58 c 106.7±12.96 a a 86.8±10.45 bb

R7d 75.23±3.74 78.6±6.79 76.9±7.93 72.9±7.95

表 2 HSP70 蛋白阳性细胞数

Table 2 The protein positive cells of HSP70

注：a 与同种处理方法 R0h 组比较 P<0.05；aa 与同种处理方法 R0h 组比较，P<0.01；b 与同时程生理盐水组比较，P<0.05；bb

与同时程生理盐水组比较，P<0.01；c 与同时 IgG 组比较，P<0.05，cc 与同时 IgG 组比较，P<0.01。
Note: a compared with control group P < 0.05; aa compared with control group P < 0.01; b compared with time course of saline

group, P < 0.05; b compared with time course of saline group, P < 0.01; c compared with time course of IgG group, P < 0.05; c c

compared with time course of IgG group, P < 0.01.

表 3 HSP70 蛋白吸光度

Table 3 The absorbance of HSP70protein
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[20] Wei GB, Glenda JP, Laurie KM, et al. The release profiles and
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microspheres[J]. Biomaterials,2004,25(2):345-352

了脑缺血再灌注 7d 的细胞凋亡，结果发现脑缺血能诱导细胞

发生凋亡，与其他人的研究结论基本一致[19]，提示细胞凋亡是

评价缺血性脑损伤较为敏感、可靠的指标。采用 VEGF 抗体阻

断内源性 VEGF 作用和注入外源 VEGF 因子的方法，从两方面

观察 VEGF 与细胞凋亡的关系，发现 VEGF 能抑制因缺血诱导

的细胞凋亡，体外实验也发现 VEGF 能预防因缺氧所致的神经

元凋亡[20]，据此推测 VEGF 通过抑制神经元凋亡而参与保护缺

血性脑损伤。另外实验观察到 HSP70 在缺血再灌注一周内表

达上调，阻断内源性 VEGF 后，HSP70 表达增加，而外源性

VEGF 在相同再灌注时程使 HSP70 免疫反应性下降，也提示

VEGF 可能对缺血再灌注脑组织起保护作用，从而使反映神经

元损伤程度的 HSP70 含量下降。综上所述，我们认为内外源

VEGF 可通过抑制缺血脑组织细胞凋亡及 HSP70 表达，而参与

保护缺血性再灌注脑损伤。
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