
巨噬细胞是具有十分活跃生物学功能的一组异质

细胞群，能表达多种受体，产生多种生物活性因子，在机

体防御和免疫应答中发挥重要作用，也是炎症反应中的

主要调控细胞［1］。巨噬细胞起源于血液单核细胞，其在

机体各系统和组织器官中均广泛存在，在受到不同的刺

激分化因子作用后，会分化为不同的亚型，发挥不同的
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摘要：目的 探究前列腺素E2（PGE2）对大鼠巨噬细胞株NR8383细胞合成血管内皮生长因子（VEGF）的调控作用以及对人脐静

脉内皮细胞（HUVEC）趋化成管的影响。方法 分别采用0.1 nmol/L PGE2、1 nmol/L PGE2、1 nmol/L PGE2+10 nmol/L EP2受体抑

制剂AH6809+10 nmol/L EP4受体抑制剂AH23848 处理的NR8383 细胞作为各实验组，选择未经PGE2以及其特异性受体抑制

剂处理的NR8383 细胞作为对照组，采用Western blot 和qPCR方法检测各组NR8383细胞内VEGF蛋白以及mRNA的表达水

平；收集以上各处理组的细胞培养上清液分别刺激HUVECs，运用TRANSWELL 小室、Matrigel 胶细胞成管实验等实验方法，

观察 PGE2调控巨噬细胞对 HUVEC 迁移效应和成管能力的影响。结果 随着NR8383细胞培养液中加入PGE2浓度增高，其

VEGF蛋白表达和VEGF mRNA的表达水平显著升高（P<0.05）；0.1 nmol/L、1 nmol/L PGE2处理过的NR8383细胞培养上清液

可以显著增加HUVEC细胞形成的小管面积，形成小管面积随着PGE2处理浓度的增加而增加（P<0.05）；HUVECs的迁移运动也

随着PGE2处理浓度的升高不同程度的增强，HUVECs趋化的数量显著升高（P<0.05）；研究发现 PGE2特异性的 EP2/EP4 受体拮

抗剂 AH6809/AH23848，可以显著抑制 PGE2 增强 NR8383 细胞 内 VEGF mRNAs 表达的作用并且也显著抑制 PGE2增强

NR8383细胞促进HUVECs成管和趋化能力的效应（P<0.05）。结论 PGE2可以通过作用NR8383细胞表面对应的EP2/EP4受体

调控VEGF的合成，促进HUVEC趋化和成管效应。
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Abstract: Objective To investigate the effect of prostaglandins E2 (PGE2) in enhancing vascular endothelial growth factor
(VEGF) expression in a rat macrophage cell line and the effect of the media from PGE2-inuced rat macrophages on
angiogenetic ability of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) in vitro. Methods Western blotting and qPCR were
employed to investigate the expressions of VEGF protein and mRNAs in rat macrophage cell line NR8383 stimulated by PGE2

in the presence or absence of EP2 receptor inhibitor (AH6809) and EP4 receptor inhibitor (AH23848). Conditioned
supernatants were obtained from different NR8383 subsets to stimulate HUVECs, and the tube formation ability and migration
of the HUVECs were assessed with Transwell assay. Results PGE2 stimulation significantly enhanced the expression of VEGF
protein and mRNAs in NR8383 cells in a dose-dependent manner. The supernatants from NR8383 cells stimulated by PGE2

significantly enhanced tube formation ability of HUVECs (P<0.05) and promoted the cell migration. Such effects of PGE2 were
blocked by the application of AH6809 and AH23848. Conclusion PGE2 can dose-dependently increase VEGF expression in
NR8383 cells, and the supernatants derived from PGE2-stimulated NR8383 cells can induce HUVEC migration and accelerate
the growth of tube like structures. PGE2 are essential to corpus luteum formation by stimulating macrophages to induce
angiogenesis through EP2/EP4.
Key words: prostaglandin E2; rat pulmonary alveolar macrophage NR8383; human umbilical vein endothelial cell; vascular
endothelial growth factor
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生物学效应［1］。血管内皮细胞生长因子（VEGF）又叫血

管通透性因子（VPF），是一种高度特异性地作用于血管

内皮细胞的多功能因子［2-3］。可以促进血管内皮细胞分

裂、增殖以及诱导血管生成，是机体内促进血管生成的

关键细胞因子之一［2］。既往研究显示，巨噬细胞是机体

合成VEGF的重要来源，巨噬细胞通过分泌VEGF参与

了多种病理生理过程，包括肿瘤的生长转移，子宫内膜

血管生成微环境的建立等［4-5］。前列腺素E2（PGE2）是一

种重要的生物活性物质，广泛存在于全身各种器官组织

中，发挥多种生物功能和效应［6-7］。研究显示，PGE2可以

参与血管生成的调控，但是PGE2是否参与调控巨噬细

胞分泌VEGF从而促进血管生成未见相关报道［8］。本研

究采用不同浓度的 PGE2 处理大鼠巨噬细胞株

NR8383，探讨PGE2对NR8383合成VEGF，调控人脐静

脉血管内皮细胞（HUVEC）迁移和成管的能力。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株及细胞培养 大鼠巨噬细胞株NR8383

购自广州吉妮欧生物科技有限公司。大鼠巨噬细胞

NR8383 复苏后常规培养，于含 10%胎牛血清的

RPMI 1640 培养液中培养于 5% CO2恒温孵育箱中

37 ℃下培养传代。

1.1.2 药物与试剂 RMPI 1640培养基/胎牛血清/胰蛋

白酶/双抗/Ⅱ型胶原酶均购自Sigma；兔抗大鼠VEGF

多克隆抗体（英国 Abcam）；Transwell 小室（美国

Corning）；Matrigel基质胶（美国BD）EP2受体拮抗剂

AH6809/EP4受体拮抗剂AH23848（美国 CAYMAN，

货号：14050/19023）；Trizol试剂（Invitrogen）。

1.2 方法

1.2.1 荧光定量 PCR 按照实际说明完成RNA的抽

提纯化和cDNA的合成。反应条件：95 ℃ 3 min；60 ℃
30 s，40个循环（95 ℃ 5 s；60 ℃ 30 s；）。重复3次。目的

片段：R-VEGF-100 bp；内参片段：R-GAPDH-110 bp。

R-VEGF 上游引物：5'-TGTACCTCCACCATGCCAA

GT-3'，下 游 引 物 ：5'-CTGCGCTGGTAGACGTCCA

T-3'；R-GAPDH：上游引物：5'-AGGGCTGCCTTCTC

TTGTGA-3'；下游引物：5'-AACTTGCCGTGGGTAG

AGTCA-3'。

1.2.2 Western blot检测NR8383细胞中VEGF表达 细

胞按照比例加入裂解液，提取全蛋白，按照BCA方法测

定蛋白浓度，分装并且保存在-80 ℃。根据目的蛋白分

子量配置SDS-PAGE分离胶，蛋白上样后电泳，转膜，

4 ℃封闭过夜，免疫印迹，利用ECL显色试剂盒显色，在

显影仪器上拍照，用Gel-pro analyzer图像分析软件分

析条带灰度值，用目的蛋白灰度值/内参灰度值代表目

的蛋白的相对表达量。

1.2.3 TRANSWELL细胞迁移实验 （1）取对数生长期

的大鼠巨噬细胞株 NR8383，以含 10%胎牛血清的

RPMI 1640培养液重悬细胞，调整细胞密度为1×105/mL，

以不添加 PGE2处理的 NR8383 细胞作为对照组（以

下简称NC组），其余分别采用0.1 nmol/L PGE2处理、

1 nmol/L PGE2 处理以及 1 nmol/L PGE2 + 10 nmol/L

AH6809 +10 nmol/L AH23848处理。5 d后，2000 r/min

离心5 min，去除细胞碎片，取细胞培养上清用于实验；

（2）HUVEC细胞消化后用完全培养基重悬，调整细胞浓

度为 1×106/mL，Transwell细胞培养板的上室中加入

100 μL HUVECs悬液；（3）在Transwell细胞培养下室

中，分别加入上述方法获取的不同处理作用后NR8383

细胞培养上清，每组设3个复孔。放入细胞培养箱中继

续培养12 h；（4）取出Transwell小室，用棉棒轻轻擦去

小室膜上表面的细胞；10%甲醛固定30 min；用PBS洗2

次，5 min/次；结晶紫染色30 min，清水反复冲洗，晾干；

取下聚碳酸酯膜，中性树胶封片；（5）显微镜下（×200）计

数迁移到膜下表面的细胞，每张膜随机计数5个视野，

取平均数作为趋化细胞数。

1.2.4 Matrigel胶小管形成实验观察HUVEC细胞成管

能力 （1）在实验前预先将Tip头、培养板等所有实验中

会接触Matrigel基质胶的物品放置在-20 ℃冰箱进行预

冷。然后，把Matrigel基质胶置于2~8 ℃冰箱中过夜融

化。当基质胶呈现液态状后，向96孔培养板中每孔加

入60 μL，置于37 ℃ 1 h以成胶；（2）用上述方法（1.2.3）

获取的不同处理作用后NR3838细胞培养上清重悬

HUVECs，接种入已铺胶的96孔板中，每孔1.5~2×104

个细胞，每组设3复孔。放入细胞培养箱中继续培养6 h；

（3）取出细胞培养板，在倒置显微镜下（×4）观察并拍照，

采用Image-Pro Plus软件分析形成小管的面积。

1.3 统计学处理

所有数据用SPSS20统计软件分析处理，两样本均

数比较应用 t检验，多样本均数比较应用方差分析。P<

0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 PGE2对NR8383细胞合成VEGF的影响。

采用Western blotting分别检测不添加PGE2处理

的对照组以及添加0.1 nmol/L、1 nmol/L PGE2处理5 d

的NR8383细胞中VEGF蛋白的表达水平；采用qPCR

法，检测不添加PGE2处理的对照组以及添加0.1 nmol/L、

1 nmol/L PGE2 处理 5 d 的 NR8383 细胞中 VEGF

mRNAs的表达水平。结果显示，NR8383细胞内VEGF

蛋白水平随着 PGE2处理浓度的升高而升高；VEGF

mRNAs的表达水平也随着PGE2处理浓度的升高而升
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高（图1，2）。其中1 nmol/L PGE2处理的NR8383细胞

中VEGF mRNAs表达水平最高（表1，P<0.01）。表明

NR8383细胞中VEGF mRNAs的表达水平与PGE2水

平呈剂量相关关系（图2）。

2.2 PGE2对NR8383细胞趋化HUVECs作用的影响

在显微镜下观察，分别应用不添加处理的对照组以

及添加0.1 nmol/L、1 nmol/L PGE2处理大鼠巨噬细胞

NR8383 5 d后收集的细胞上清液，分别处理HUVECs，

进行Transwell小室迁移实验。研究发现Transwell小室

下表面的HUVECs数量随着PGE2处理浓度的升高而

显著升高（图2），其中1 nmol/L PGE2处理后的NR8383细

胞培养上清液对HUVECs的趋化作用最强（P<0.01）。

2.3 PGE2对NR8383细胞促进HUVECs成管作用的影响

显微镜下观察，采用不添加处理的对照组以及添加

0.1 nmol/L、1 nmol/L PGE2处理NR8383细胞5 d后分

别取不同处理下的NR8383细胞培养上清液，诱导接种

在Matrigel胶上的HUVECs逐渐形成管状结构。实验

结果显示，HUVECs形成的管状结构面积随着PGE2浓

度的升高而升高（图 4），1 nmol/L PGE2 处理后的

NR8383细胞上清液促进HUVECs成管的能力最强，结

果具有统计学差异。

2.4 PGE2通过作用NR8383细胞表面的EP2/EP4受体

影响其功能

对 1 nmol/L PGE2 处理的 NR8383 细胞中加入

10 nmol/L PGE2 EP2受体抑制剂AH6809和10 nmol/L

EP4受体抑制剂AH23848，培养5 d后，取细胞上清液处

理 HUVECs。采用 Transwell 细胞迁移实验发现

AH6809+AH23848可以显著抑制NR8383细胞促进

HUVECs迁移（图5A），采用Matrigel胶细胞成管实验

发现AH6809+AH23848可以显著抑制NR8383细胞促

进 HUVECs 成管的能力（图 5B）。qPCR 实验发现

AH6809+AH23848可以显著抑制PGE2促进 NR8383

细胞合成VEGF mRNAs的能力，数据具有显著统计学

差异（图5C，P<0.01）。

图 1 不同浓度 PGE2处理对NR8383细胞内
VEGF蛋白表达的影响
Fig.1 VEGF protein expression in NR8383
cells treated with different concentrations of
PGE2. Lane 1: Negative control group; Lane 2:
0.1 nmol/L PGE2; Lane 3: 1 nmol/L PGE2.
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图2 不同浓度PGE2处理对NR8383细胞VEGF mRNAs
表达的影响
Fig.2 VEGF mRNAs expression in NR8383 cells treated
with different concentrations of PGE2. *P<0.05, **P<0.05
vs NC group.
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图3 不同浓度PGE2处理下NR8383细胞培养上清液对
HUVECs迁移能力的影响
Fig.3 Migration ability of HUVECs treated with
supernatants derived from NR8383 cells stimulated by
different concentrations of PGE2. A: NC group (Original
magnification: ×200); B: 0.1 nmol/L PGE2 group (×200); C:
1 nmol/L PGE2 group (× 200); D: Average number of
HUVECs migrating across Transwell filter. *P<0.01, **P<
0.01 vs NC group.
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3 讨论

巨噬细胞作为体内一种重要的非特异性免疫细胞，

在血管生成中的作用越来越受到学者的关注［9］。激活

后的巨噬细胞可以释放VEGF，是体内VEGF的重要来

源之一［1, 5, 10］。VEGF是已知诱导血管生成最主要的细

胞因子之一，密切参与了体内多种病理生理性的血管生

成活动［2］。PGE2是体内重要的生理活性物质，广泛存在

于全身的组织器官中，发挥着多种生物活性效应，其中

有研究发现，PGE2参与了体内VEGF的合成分泌，在血

管生成活动中发挥着重要作用［6, 8, 11］。而巨噬细胞作为
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图 4 不同浓度 PGE2处理下 NR8383 细胞培养上清液对
HUVECs成管能力的影响
Fig.4 Tube formation ability of HUVECs treated with
supernatants derived from NR8383 cells stimulated by
different concentrations of PGE2. A: NC group (Original
magnification: ×4); B: 0.1 nmol/L PGE2 group (×4); C: 1 nmol/L
PGE2 group (× 4); D: Formation of network-like structures by
HUVECs. *P<0.01, **P<0.01 vs NC group.
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图5 PGE2 EP2受体拮抗剂AH6809和EP4受体拮抗剂AH23848显著抑制NR8383细胞VEGF mRNAs的表达以及促进HUVECs趋化
和成管的能力
Fig.5 AH6809 combined with AH23848 inhibits VEGF mRNA expression in NR8383 and blocks tube formation and migration of HUVECs.
A: Average number of migrating HUVECs. AH6809 and AH23848 was used as antagonists for PGE2 (Original magnification: × 200); B:
Formation of network-like structures by HUVECs treated with the conditioned supernatants (×4); C: Expression of VEGF mRNAs in cells
treated with PGE2 alone or in combination with AH6809 and AH23848. *P<0.01 vs 1 nmol/L PGE2 group.
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VEGF的重要来源，并且细胞膜表面也表达PGE2特异

性受体EP2、EP4，是否提示PGE2可以作用于巨噬细胞表

面对应的受体从而调控巨噬细胞合成分泌VEGF以及

促进血管生成的能力呢［12］？

为了证实PGE2参与调控巨噬细胞促进血管新生的

作用，我们采用大鼠巨噬细胞株NR8383和人脐静脉血

管内皮细胞HUVECs进行体外细胞学实验。首先，我

们体外培养大鼠巨噬细胞株 NR8383 细胞，利用

Western blot和荧光定量PCR方法，采用不添加处理以

及添加0.1 nmol/L、1 nmol/L PGE2分别处理NR8383细

胞，培养5 d后收集不同处理组的NR8383细胞，对其分

别进行检测，观察其细胞内 VEGF 蛋白和 VEGF

mRNAs的表达水平。研究结果显示，PGE2处理后的

NR8383细胞内VEGF蛋白水平和VEGF mRNAs表达

水平都显著升高，而且表达程度与处理浓度呈正相关。

初步提示，PGE2可以促进 NR8383 细胞合成更多的

VEGF，来参与血管生成的活动。

为了进一步证实PGE2调控NR8383细胞促进血管

生成的能力，我们利用 Transwell 细胞迁移实验和

Matrigel胶细胞成管实验，来检测PGE2对NR8383细

胞调控HUVECs募集和成管作用。我们培养大鼠巨噬细

胞株NR8383，不添加处理以及添加0.1 nmol/L、1 nmol/L

PGE2处理的NR8383细胞，培养5 d后取细胞培养上清

液。分别用不同处理下的NR8383细胞上清液作用于

HUVECs，观察发生迁移的 HUVECs 数量，检测

HUVECs形成血管样结构的面积。研究发现，随着PGE2

处理浓度的升高，发生迁移的HUVECs数量明显升高；

HUVECs形成的血管样结构面积也显著升高。这提示，

PGE2可以增强NR8383细胞促进血管内皮细胞趋化和

成管的能力，增强NR8383细胞促进血管生成的能力。

那么PGE2是否是通过作用于巨噬细胞表面其对应

受体来影响NR8383细胞促进血管生成的能力呢？我

们联合使用 PGE2 特异性 EP2、EP4 受体拮抗剂

AH6809、AH23848处理NR8383细胞，观察发现其细胞

培养上清液诱导迁移的HUVECs数量显著降低，并且

形成的血管状结构面积显著减少；同时qPCR检测发

现，使用PGE2 EP2和EP4受体拮抗剂处理后的NR8383

细胞内 VEGF mRNAs的表达也受到明显抑制。这些

结果均提示，PGE2通过作用NR8383细胞表面的EP2和

EP4受体，调控NR8383细胞合成VEGF，影响其促进血

管内皮细胞趋化和成管的能力。体外细胞学实验可以

提示，PGE2是调控巨噬细胞合成VEGF的重要因子，影

响其促进血管生成的能力。

围排卵期卵巢中会呈现一个巨噬细胞数量显著升

高的现象，同时卵巢巨噬细胞在卵巢黄体血管网的形成

过程中发挥着关键作用［13-14］；卵巢黄体血管网形成是合

成分泌孕酮（P4）的组织学基础，而P4是子宫内膜容受

性建立的关键［15-16］。此外，我们的前期研究发现围着床

期子宫内膜中巨噬细胞呈现一个募集的趋势，并且在着

床点附近分布；其分布也与VEGF和子宫内膜容受性相

关分子-白血病抑制因子（LIF）的表达密切相关［4, 17］。因

此，PGE2可能是调控VEGF的合成，参与子宫内膜容受

性建立以及胚胎着床的重要生物活性物质，值得进一步

深入研究。
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