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KLF4/VEGF 信号轴在血小板源性生长因子⁃BB 诱导的脐静脉血管内

皮细胞迁移和血管新生中的作用研究
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［摘 要］ 目的：探 讨 锌 指 蛋 白 转 录 因 子 4（kruppel‑like factor 4， KLF4）/血 管 内 皮 生 长 因 子（vascular 
endothelial growth factor， VEGF）信 号 轴 在 血 小 板 源 性 生 长 因 子‑BB（platelet‑derived growth factor‑BB， 
PDGF‑BB）诱导的人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）迁移和血管新生中

的作用。方法：采用空白组及不同浓度的 PDGF‑BB（5、10、20 和 40 ng/mL）刺激脐静脉内皮细胞建立细胞

迁移和血管新生模型。通过小干扰 RNA 下调 KLF4 表达，分别采取 CCK8 实验检测细胞增殖，基质胶血管

形成实验检测细胞成管能力，划痕实验评估细胞迁移情况。Western blot 检测 PDGF‑BB 刺激后内皮细胞中

增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen， PCNA）、KLF4 和 VEGF 蛋白表达。结果：与空白组比较，

不同浓度的 PDGF‑BB 刺激能明显促进内皮细胞的增殖、迁移和管腔形成能力；明显上调 PCNA、KLF4 和

VEGF 蛋白表达，且呈剂量和时间依赖关系。运用 si‑RNA 沉默 KLF4 表达，可以明显抑制 PDGF‑BB 诱导

的内皮细胞迁移和血管新生，下调 PDGF‑BB 诱导的 PCNA 和 VEGF 的蛋白表达水平。结论：PDGF‑BB 通

过激活 KLF4/VEGF 信号轴诱导 HUVECs 增殖、迁移和血管生成。
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［Abstract］ Objective： To investigate the effect of kruppel‑like factor 4（KLF4）/ vascular endothelial growth factor （VEGF） 
signaling axis on the migration and angiogenesis of human umbilical vein endothelial cells （HUVECs） induced by platelet‑derived 
growth factor‑BB （PDGF‑BB）. Methods： HUVECs were stimulated with the blank group and different concentrations of 
PDGF‑BB （5， 10， 20， 40 ng/mL） to establish cell migration and angiogenesis models. The expression of KLF4 was 
down‑regulated by small interfering RNA. The cell proliferation rate was detected by CCK8 cell counting kit and migration was as‑
sayed by scratch test. The tube formation ability was detected by lumen formation assay. The expressions of proliferation cell nucle‑
ar antigen （PCNA）， KLF4 and VEGF were evaluated by Western blot. Results： Compared to the blank group， PDGF‑BB signif‑
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icantly increased the cell proliferation and migration， promoted tube formation， and up‑regulated the protein expression of PCNA， 
KLF4 and VEGF， and it shows a dose and time-dependent relationship. Silencing KLF4 expression with a specific small interfer‑
ing RNA （siRNA） inhibited PCNA and VEGF expression and， importantly， suppressed PDGF‑BB‑induced cell migration and 
angiogenesis. Conclusion： PDGF‑BB induces HUVECs proliferation， migration and angiogenesis via activating KLF4/VEGF 
signaling axis. 

［Key words］ Platelet‑derived growth factor‑BB （PDGF‑BB）； Endothelial cell； Kruppel‑like factor 4（KLF4）； vascular endo‑
thelial growth factor（VEGF）； Angiogenesis

血 小 板 源 性 生 长 因 子‑BB（platelet‑derived 
growth factor‑BB， PDGF‑BB）是一种强效的促有丝

分裂剂，主要由血小板、巨噬细胞、内皮细胞产生，

通过与特异受体结合，诱导内皮细胞增殖和迁移，

进而调控动脉粥样硬化、创面愈合和血管新生等多

种 疾 病 的 病 理 进 程［1，2］。 锌 指 蛋 白 转 录 因 子 4
（kruppel‑like factor 4， KLF4）是一类进化上高度保

守的核转录因子，在细胞增殖、分化、血管生成、组

织发育和肿瘤发生、发展等过程具有重要的调节功

能［3，4］。近来研究表明，PDGF 与特异受体结合后，

可以促进 KLF4 表达和转录活性，上调血管内皮生

长因子（vascular endothelial growth factor， VEGF）
蛋白的表达，促进新生内膜形成［5］。然而，目前对

KLF4/VEGF 信号轴在内皮细胞迁移和血管新生

中所发挥的作用尚不明确。因此，本研究通过建立

PDGF‑BB 刺 激 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 模 型 ，探 讨

KLF4/VEGF 信号轴对 PDGF‑BB 诱导的内皮细胞

增殖、迁移和血管新生的影响及其可能机制。

1 材料与方法  
1.1　实验材料

人脐静脉血管内皮细胞（human umbilical vein 
endothelial cells，HUVECs，中科院上海细胞库），

Matrigel 基质胶、Transwell 迁移小室（Corning，美
国），PDGF‑BB（MCE，中国），CCK8 试剂盒（碧云

天生物，中国），KLF4 小干扰 RNA（Invitrogen，美
国），PCNA、VEGF、KLF4 抗体（碧云天生物，中

国），β‑actin 抗体（CST，美国）。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养　 HUVECs 采用含 10% 胎牛血

清、1% 青霉素/链霉素溶液的 DMEM 高糖培养基，

于 37 ℃、5% CO2细胞培养箱中静置培养，2~3 d 换

液，长满后传代。

1.2.2　细胞分组及增殖实验　设置空白组与不同

浓度（5、10、20 和 40 ng/ mL）的 PDGF‑BB 组，HU‑
VECs 以 1×104个/孔的密度接种于 96 孔板，贴壁培

养 12 h 后，各组加入对应浓度 PDGF‑BB 继续孵育

12 h。吸弃培养基，加入 90 µL 新鲜培养基和 10 µL 
CCK8 试剂，细胞培养箱继续孵育 1 h，利用酶标仪

测定 450 nm 波长下的吸光度值。

1.2.3　基质胶血管形成实验　基质胶置于冰上于

4 ℃冰箱过夜融化，将 96 孔板置于冰上，按照每孔

50 μL 基质胶进行包被，置于 37 ℃培养箱中静置 60 
min，待其凝固。HUVECs 细胞经不同浓度（0、10、
20 和 40 ng/ mL）PDGF‑BB 处理 24 h 后，用胰酶消

化并计数，按照 1×104个/孔的密度接种于基质胶包

被的 96 孔板，继续培养 12 h，采用显微镜观察每组

细胞管腔形成情况并拍照。

1.2.4　细胞划痕试验　将对数生长期的细胞以 5×
105 个/孔接种于 6 孔板，待细胞贴壁后，使用 10 µL
微量加样枪头于培养孔中央处垂直划线，用磷酸盐

缓冲液清洗 3 遍，加入含不同浓度（0、10、20 和 40 
ng/mL）PDGF‑BB 的培养基继续培养 24 h。通过倒

置显微镜在 0 和 24 h 随机选择视野拍照，观察划痕

愈合情况。采用 ImageJ 软件测量划痕面积，并计算

划痕愈合率即：（初始划痕面积−最终划痕面积）/
初始划痕面积×100%。

1.2.5　KLF4‑siRNA 干扰实验　以 5×105 个细胞/
孔的标准接种 HUVECs 于 6 孔板中，使用不含青霉

素和链霉素的完全培养基孵育过夜。待细胞贴壁

后，吸弃培养基，按照以下分组继续培养细胞：

Con‑si 组（转染 Control‑siRNA）、KLF4‑si 组（转染

KLF4‑siRNA）、PDGF‑BB+Con‑si 组（20 ng/mL 
PDGF‑BB，转 染 Control‑siRNA）、PDGF‑BB+
KLF4‑si 组（20 ng/mL PDGF‑BB，转染 KLF4‑siR‑
NA）。将等体积的 lipofectamine 2000、con‑siRNA
和 KLF4‑siRNA 分别加到 Opti‑MEM 培养基中，轻

轻混匀，室温孵育 5 min；将配置好的 lipofectamine 
2000 溶液分别和 siRNA 溶液等体积混合，室温孵育

25 min；去除旧培养基，每孔分别加入相应的 siRNA
转染液，培养箱孵育 6 h；吸弃旧培养基，加入含双抗

的 DMEM 完全培养基继续培养 24 h，收集细胞检测

干扰效率。

1.2.6　Western blot 检测蛋白表达　各组细胞培养

结束后，磷酸盐缓冲液清洗 3 遍，裂解液于冰上充分

裂解细胞，提取细胞总蛋白，二喹啉甲酸法测定蛋

白浓度。以每孔 20 μg 蛋白上样量进行聚丙烯酰胺
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凝胶电泳，250 mA 电泳湿转至聚偏二氟乙烯膜，5%
奶粉室温封闭 1 h。用含 0.1% 吐温‑20 的 Tris 缓冲

液 洗 膜 3 次 ，一 抗 PCNA（1∶ 1 000）、VEGF
（1∶1 000）和 KLF4（1∶1 000）4 ℃摇床孵育过夜。用

Tris 缓冲液洗膜 3 次，含辣根过氧化物酶的二抗

（1∶1 000）室温孵育 1 h，Tris 缓冲液洗膜 3 次，加入

显影液，采用凝胶分析系统扫描显影，用 Image Lab
软件检测目的蛋白和内参蛋白条带的灰度值。

1.3　统计学处理

采用 Image J 软件和 GraphPad Prism 9.0 软件

进行图像处理和统计分析，计量资料以 x̄ ± s 表示，

两组样本比较采用 t 检验，多组样本间比较使用单

因素方差分析，P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果  
2.1　PDGF‑BB 对 HUVECs细胞增殖的影响

CCK8 细 胞 增 殖 实 验 结 果 显 示 不 同 浓 度 的

PDGF‑BB 刺 激 HUVECs 细 胞 12 h 后 ，10、20 和

40 ng/mL PDGF‑BB 可 以 明 显 促 进 细 胞 增 殖

（P<0.05），并呈现剂量依赖效应（图 1A）。20 ng/mL
的 PDGF‑BB 分别刺激细胞 24 和 48 h，与空白组相

比 ，细 胞 活 力 分 别 升 高 至 175.0% 和 195.1%

（图 1B），差异有统计学意义（t=5.139，P=0.006 8；
t=9.637，P<0.001）。这些结果提示 PDGF‑BB 刺

激能够促进 HUVECs 细胞的增殖，且呈现剂量和时

间依赖效应。

2.2　PDGF‑BB 对 HUVECs管腔形成的影响

与空白组相比，20 ng/mL PDGF‑BB 可明显增

加 管 腔 形 成 数 量 和 总 成 管 长 度（t=4.252，P=
0.017），提高 PDGF‑BB 浓度至 40 ng/mL，其对管腔

形成数量和总成管长度的促进效应越强（t=8.291，
P<0.001）。见图 2。

2.3　PDGF‑BB 对 HUVECs迁移能力的影响

划痕实验结果显示，不同浓度的 PDGF‑BB 刺

激 HUVECs 细胞 24 h，与空白组划痕愈合 45.68%
相比，20、40 ng/mL PDGF‑BB 刺激可将划痕愈合

比例分别提升至 81.59% 和 87.84%，差异有统计学

意 义（t=7.713、9.055；P<0.001），表 明 PDGF‑BB
具有呈剂量依赖的促细胞迁移的作用。见图 3。
2.4　PDGF‑BB 对 KLF4/VEGF 信号通路蛋白表达

的影响

在血管新生过程中，多种信号分子参与调控细

胞增殖和迁移，其中 KLF4/VEGF 是血管内皮细胞

增殖信号传导的关键途径。免疫印迹实验结果显

示，PDGF‑BB 呈现剂量依赖性上调内皮细胞中细

胞增殖标志分子 PCNA 和 KLF4/VEGF 蛋白表达，

见图 4、表 1。提示 PDGF‑BB 刺激细胞增殖和血管

新生可能与激活 KLF4/VEGF 信号通路有关。

2.5　下调 KLF4 表达对 PDGF‑BB 诱导 HUVECs

与 Con 组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图 1　PDGF‑BB 刺激对 HUVECs 增殖的影响

Fig 1　Effects of PDGF⁃BB on the proliferation of HU⁃
VECs

A：显微镜下管腔的形成情况（100×，比例尺=100 μm）；B：管腔形成数量统计；与 Con 组比较，*P<0.05，***P<0.001
图 2　PDGF‑BB 刺激对 HUVECs 管腔形成能力的影响

Fig 2　Effects of PDGF⁃BB on the tube formation capacity of HUVECs 
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的细胞增殖的影响

为 进 一 步 明 确 KLF4/VEGF 信 号 通 路 在

PDGF‑BB 刺激细胞增殖中的作用，本实验采用

si‑RNA 下调 KLF4 蛋白表达。免疫蛋白印迹实验

结 果 显 示 ，与 Con‑siRNA 相 比 ，KLF4‑siRNA1 和

KLF4‑siRNA2 分 别 可 将 KLF4 蛋 白 表 达 降 低 至

36.06% 和 71.67%，差异具有统计学意义（t=9.369，
P<0.001；t=4.272，P=0.016），采用 KLF4‑siRNA1
开 展 后 续 实 验 ，见 图 5A。 同 时 ，与 PDGF‑BB+
Con‑siRNA 组 相 比 ，KLF4‑siRNA 可 明 显 抑 制

PDGF‑BB 诱 导 的 KLF4/VEGF 蛋 白 表 达 ，见 图

5B、表 2。此外，CCK8 实验结果显示 KLF4 基因沉

默可以降低 PDGF‑BB 诱导的细胞增殖（t=7.445，P

<0.001），见图 5C。以上结果证实，KLF4/VEGF

信号通路参与了 PDGF‑BB 诱导 HUVECs 的细胞

增殖。

A：显微镜下细胞迁移情况（100×，比例尺=100 μm）；B：细胞划痕愈合率统计；与 Con 组比较，***P<0.001
图 3　PDGF‑BB 刺激对 HUVECs 迁移能力的影响

Fig 3　Effects of PDGF⁃BB on the migration of HUVECs

图 4　PDGF‑BB 刺激对 HUVECs 中 KLF4/VEGF 信号通

路的影响

Fig 4　Effects of PDGF⁃BB on the expression of KLF4/
VEGF signaling pathway in HUVECs

表 1 各组蛋白相对表达量的比较（n=3，x̄ ± s）

Tab 1 Comparison of relative protein expression levels in each group （n=3，x̄ ± s）

分组

Con 组

10 ng/mL PDGF‑BB
20 ng/mL PDGF‑BB
40 ng/mL PDGF‑BB

F/P

PCNA
100.00±5.78
118.17±8.26
176.90±9.72***

211.70±8.13***

122.49/<0.000 1

KLF4
100.17±7.32
122.24±10.60
171.87±8.97**

195.07±12.21***

46.17/<0.000 1

VEGF
100.28±7.08
115.97±5.35
181.97±12.29***

273.97±21.76***

106.48/<0.000 1

注：与 Con 组比较，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

Con‑si：Con‑siRNA；KLF4‑si1：KLF4‑siRNA1；KLF4‑si2：KLF4 ‑
siRNA2；KLF4‑si：KLF4‑siRNA；A：si‑RNA 对 KLF4 蛋白表达的影

响；B：VEGF 和 PCNA 蛋白表达；C：细胞活力；与 Con‑si 组比较，*P

<0.05，***P<0.001；与 PDGF‑BB+Con‑si组比较，###P<0.001
图 5　下调 KLF4 表达对 PDGF‑BB 诱导的 HUVECs 增殖的

影响

Fig 5　Effects of downregulated KLF4 expression on the 
proliferation of HUVECs induced by PDGF⁃BB
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2.6　下调 KLF4 表达以 PDGF‑BB 诱导 HUVECs
管腔形成和迁移的影响

基 质 胶 管 腔 形 成 实 验 表 明 与 PDGF‑BB+
Con‑si 组 比 较 ，下 调 KLF4 表 达 可 明 显 抑 制

PDGF‑BB 诱导的管腔形成，包括管腔形成数量和

长度（t=3.833，P=0.026），见图 6A。同时，细胞划

痕实验显示，与 PDGF‑BB+Con‑si 组比较，KLF4
基因沉默可以抑制 PDGF‑BB 刺激 24 h 诱导的细胞

迁移（t=5.238，P=0.006），见图 6B。这些结果表

明，KLF4/VEGF 信号通路介导了 PDGF‑BB 诱导

HUVECs的管腔形成和迁移。

3 讨论  
血管新生是指血管内皮细胞经过增殖、迁移和

分化等阶段，最终在原有血管丛的基础上以出芽或

其他形式形成新的微血管的过程［6］。血管新生受到

多种促血管新生因子和血管新生抑制因子复杂动

态的精密调控。正常生理条件下，促血管新生因子

和血管新生抑制因子处于相对平衡状态，可促进器

官发育、子宫内膜增殖、组织损伤修复和伤口愈合；

病理条件下，促血管生长因子占主导地位，异常的

血管新生与肿瘤的生长和转移、动脉粥样硬化、糖

尿病视网膜病变等有关［7］。因此，促进或抑制血管

生成已经成为防治心血管疾病、代谢性疾病、神经

系统疾病和癌症的新策略［8］。

PDGF 生长因子家族是由位于人类 7、22、4 和

11 号染色体上的不同基因所编码的 4 种多肽链组

成，包括 PDGFA、PDGFB、PDGFC 和 PDGFD，4 条

PDGF 链 可 经 过 均 二 聚 组 装 成 PDGF‑AA、

PDGF‑BB、PDGF‑CC 和 PDGF‑DD 4 种同源二聚

体，还可通过异二聚组装成 PDGF‑AB 异源二聚

体［9］。PDGF‑BB 是一种强有力的有丝分裂原和趋

化因子，通过与细胞膜表面特异受体 PDGFR 结合，

激活下游的裂原活化蛋白激酶、磷脂酰肌醇 3‑激酶/
蛋白激酶 B 信号通路或者 RhoA 蛋白激酶信号通

路，诱导细胞合成新的 DNA，促进细胞有丝分裂和

增殖［9，10］。本课题组前期研究发现，PDGF‑BB 可上

调 基 质 金 属 蛋 白 酶（matrix metalloproteinases， 
MMPs）的表达，降解细胞外基质结构，促进血管滑

肌细胞的增殖及迁移［11］。最近研究表明，PDGF‑BB

表 2 PCNA 和 VEGF 蛋白相对表达量的比较（n=3，x̄ ± s）

Table 2 Comparison of relative PCNA and VEGF expres⁃

sion levels （n=3，x̄ ± s）

分组

Con‑si
KLF4‑si

PDGF‑BB+Con‑si
PDGF‑BB+KLF4‑si

F/P

VEGF
99.59±8.93
90.90±10.19

165.08±18.19**

114.00±18.03#

15.740/0.001 0

PCNA
100.37±8.05

90.54±9.70
172.01±12.83***

124.25±15.23##

28.534/<0.000 1

注 ：与 Con‑si 组 比 较 ，**P<0.01，***P<0.001；与 PDGF‑BB+
Con‑si组比较，#P<0.05，##P<0.01

A：显微镜下官腔的形成情况（100×，比例尺=100 μm）；B：显微镜下细胞迁移情况（100×，比例尺=100 μm）；与 Con‑si组比较，**P<0.01，
***P<0.05；与 PDGF‑BB+Con‑si组比较，#P<0.05，##P<0.01

图 6　下调 KLF4 表达对 PDGF‑BB 诱导的 HUVECs 管腔形成能力和迁移的影响（×100）
Fig 6　Effects of downregulated KLF4 expression on the tube formation capacity and migration of HUVECs induced by 

PDGF⁃BB （×100）
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选择性地提高层黏连蛋白‑β 的表达，级联促进骨髓

源性内皮祖细胞的迁移、活力和增殖，增强管状网

络形成能力［12］。研究显示 PDGF‑BB 共表达能抑制

内皮细胞中 VEGF‑R2 信号的传导，限制毛细血管

周向扩张程度和异常血管生成，促进正常的毛细血

管 网 络 形 成［13］。 在 本 研 究 发 现 一 定 剂 量 的

PDGF‑BB 可以促进人脐静脉内皮细胞增殖、迁移

和管腔形成能力，这与既往研究结果相一致。

锌指蛋白转录因子是一类含有锌指结构域和

调节结构域的转录因子家族，具有高度的同源性，

位于羧基末端的 C2H2锌指结构域包含 2 个半胱氨酸

和 2 个组氨酸残基，可与富含 GC 和 CACC 元件结

合，发挥结合以及核定位的功能；位于 N 末端可变

的调节结构域，通过不同位点的转录激活或抑制，

发挥转录激活和转录抑制双重效应［14］。目前已发

现 18 个 KLF 家族成员，其中 KLF2、KLF4、KLF5、
KLF6、KLF10 和 KLF15 已被证明可以在各种条件

下促进血管生成。KLF4 作为血管内稳态的重要调

节因子［15］，在血管内皮、淋巴细胞、皮肤上皮细胞、

小肠等多种组织和细胞中表达，可通过调节血管舒

张、炎症、凝血和氧化应激，对内皮细胞产生保护作

用。Wang 等［5］通过使用强力霉素诱导和慢病毒敲

低策略表明 KLF4 促进人视网膜微血管内皮细胞迁

移和血管新生。生物信息学分析和动物实验表明，

调控 KLF4 去乙酰化水平可调节内皮细胞增殖、迁

移和血管形成，保护肺动脉内皮功能，进而维持正

常的血管张力，改善肺动脉高压［16］。然而，在心血

管系统和肿瘤疾病中 KLF4 主要表现为抑制细胞增

殖和血管生成效应［17，18］，这可能与细胞特异性和功

能依赖性有关。VEGF 是血管新生的关键介质，能

诱导基因表达，调控血管通透性并促进内皮细胞的

迁移、增殖和血管形成［19］。研究发现，组蛋白琥珀

酰化修饰可调节 KLF4 与 VEGF 正反馈回路，并增

加基因转录活性，促进子宫内膜血管内皮细胞的增

殖和迁移，诱导子宫内膜血管生成［20］。本研究发

现，在 PDGF‑BB 刺激下，干扰 KLF4 表达可降低血

管内皮细胞中 PCNA 和 VEGF 蛋白表达水平，同时

抑制细胞迁移速率，减少管腔形成数量和长度。

综上所述，本研究表明 PDGF‑BB 可诱导脐静

脉血管内皮细胞迁移和血管新生，其机制可能与激

活 KLF4/VEGF 信号轴有关。 PDGF‑BB 可促进

KLF4 和 VEGF 的表达，KLF4 对 VEGF 有正向调

控作用，后续可利用转基因动物模型或条件性基因

敲除动物模型进一步深入研究 KLF4 在体内血管生

成中的作用。
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