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［摘要］ 目的：探讨通窍活血汤含药脑脊液对氧糖剥夺/复糖复氧（OGD/R）损伤大鼠脑微血管内皮细胞（BMECs）的保护

作用及潜在机制。方法：通过酶消化法提取原代 BMECs，并将细胞随机分为 6 组，分别为正常组，OGD/R 组，通窍活血汤

（TQHXT）组（20%），尼莫地平（NMDP）组（10 μmol·L-1），卡博替尼（BMS）组（1 μmol·L-1）和合用药组。除正常组外，其余各组

细胞在氧糖剥夺 2 h 后迅速复糖复氧 24 h 进行 OGD/R 造模并分组给药。采用细胞免疫荧光染色法鉴定 BMECs，观察 OGD/R

损伤大鼠 BMECs 的形态学和超微结构改变并检测细胞跨膜电阻（TEER）值变化。用试剂盒检测细胞内一氧化氮（NO）水平、

乳酸脱氢酶（LDH）活性、活性氧（ROS）荧光强度和组织型纤溶酶原激活因子（tPA）含量。采用流式细胞术检测细胞内钙离子

浓度及细胞凋亡，观察血管新生标记因子 CD34 的表达，用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测细胞中紧密连接蛋白（ZO-1），血
管内皮生长因子（VEGF），黏着斑激酶（FAK）和桩蛋白（Paxillin）蛋白的表达情况。结果：与正常组比较，OGD/R 组细胞皱缩、

变圆，细胞 TEER 值和细胞中 ZO-1 蛋白表达显著降低，细胞中 NO，LDH 及 ROS 水平显著升高，tPA 含量显著降低，细胞中钙离

子浓度和细胞凋亡显著增加，细胞中 CD34 有所表达，VEGF，FAK 和 Paxillin 蛋白表达显著升高（P<0. 01）；与 OGD/R 组比较，

TQHXT 组细胞损伤明显改善，细胞 TEER 值和细胞中 ZO-1 蛋白表达显著升高，细胞中 NO，LDH 及 ROS 含量显著降低，tPA 含

量显著升高，细胞中钙离子浓度和细胞凋亡显著减少，细胞中 CD34 表达增加，VEGF，FAK 和 Paxillin 蛋白表达显著升高（P<

0. 05，P<0. 01）。结论：通窍活血汤含药脑脊液对 OGD/R 损伤大鼠 BMECs 具有保护作用，该保护作用可能是通过 VEGF/

VEGF 受体 2（R2）/FAK/Paxillin 信号通路促进血管生成来发挥作用。
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Huoxuetang（TQHXT）on oxygen-glucose deprivation/reoxygenation（OGD/R）-induced brain microvascular

endothelial cells（BMECs），in order to explore the underlying mechanisms. Method： Primary BMECs were

extracted by enzymatic digestion，and the cells were randomly divided into six groups：the normal control

group，the OGD/R group，the TQHXT group（20%），the nimodipine（NMDP）group（10 μmol·L-1），the

cabozanix group（1 μmol·L-1）and the combination group. Except for the normal control group，the cells in the

other groups were rapidly reoxygenated for 24 h after 2 h of oxygen-glucose deprivation，the OGD/R modeling

was performed， and the rats were administered with drugs by groups. BMECs were identified by cell

immunofluorescence staining，morphological and ultrastructural changes of OGD/R-induced BMECs were

observed，and changes in cell transmembrane resistance（TEER）were detected. The levels of nitric oxide

（NO），the activity of lactate dehydrogenase（LDH），the fluorescence intensity of reactive oxygen species

（ROS）and the content of tissue-type plasminogen activator（tPA）were measured with kits. Intracellular Ca2+

concentration and cell apoptosis were detected by flow cytometry，and the expression of CD34 was observed.

The protein expressions of zonula occluden-1（ZO-1），vascular endothelial growth factor（VEGF），adhesion

kinase（FAK），and Paxillin were detected by Western blot. Result：Compared with the normal control group，

the cells in the OGD/R group were shrinking and rounded，TEER value and ZO-1 protein expression in cells

were significantly decreased，the contents of NO，LDH and ROS in cells were significantly increased，the

content of tPA was significantly decreased， the concentration of Ca2+ and the apoptosis in the cells were

significantly increased，CD34 was expressed in cells，and the protein expressions of VEGF，FAK and Paxillin

were significantly increased（P<0. 01）. Compared with the OGD/R group，cell damage in the TQHXT group

was significantly improved，the TEER value and ZO-1 protein expression in cells were significantly increased，

the contents of NO，LDH and ROS in cells were significantly reduced，the content of tPA was significantly

increased，the concentration of Ca2+ and the apoptosis in the cells were significantly reduced，CD34 expression

increased in cells，and the protein expressions of VEGF，FAK and Paxillin were significantly increased（P<

0. 05，P<0. 01）. Conclusion： CSF containing TQHXT protects BMECs from OGD/R injury possibly by

promoting angiogenesis through the VEGF-VEGFR2/FAK/Paxillin signaling pathway.

［Key words］ Tongqiao Huoxuetang； cerebrospinal fluid； oxygen-glucose deprivation/reoxygenation；
brain microvascular endothelial cells；angiogenesis factor

由于中枢神经系统的再生能力有限，脑血管疾

病已成为世界范围内死亡和残疾的主要原因［1］。脑

卒中又称脑血管意外，其中缺血性脑卒中占卒中总

病例的 80%［2］。缺血性脑卒中的损伤程度与缺血程

度有关，然而与缺血性脑卒中相关的临床研究表

明，恢复大脑的血液供应会导致再灌注损伤［3］。当

脑缺血发生时，血脑屏障（BBB）的通透性会增加，

脑组织微环境稳态会被破坏［4-5］。脑微血管内皮细

胞（BMECs）作为 BBB 的主要组成部分之一，在维

持 BBB 的完整性方面发挥着至关重要的作用［6］。

因此，保护 BMECs 免受氧糖剥夺/复糖复氧（OGD/

R）损伤的研究对于临床治疗缺血性脑卒中有着重

要意义。目前，国内外对脑卒中的研究主要集中在

通过药物治疗和手术治疗改善脑缺血区血流供应，

增强神经保护和减少脑梗死体积等方面，但治疗效

果并不理想。血管新生是指在原有的血管结构上

生长、重组并形成新的成熟血管网的生物学过程［7］。

临床研究表明，缺血性脑卒中后的内源性血管新生

可以增加缺血区脑组织的氧供和营养物质输送，从

而挽救濒危的缺氧组织［8］。因此，刺激血管新生可

能是治疗缺血性脑卒中的一种新的有效方法。

通窍活血汤（TQHXT）出自《医林改错》，是清代

名医王清任创立的一种广泛应用于脑血管疾病治

疗的中药经典方剂，主要由麝香、川芎、红花、赤芍、

桃仁、葱、大枣等中药组成，具有活血祛瘀，通络开

窍之功效。课题组长期从事于 TQHXT 的药效物质

基础及药理学研究［9-17］，前期采用高效液相色谱法

建立了 TQHXT 的指纹图谱［12］，为 TQHXT 的质量控

制提供了依据。此外，前期的研究表明，TQHXT 通

过降低 BBB 的通透性来保护脑缺血性损伤，并且在

大鼠的脑脊液中检测到了麝香酮、藁本内酯和羟基

红花黄色素 A 这些有效成分［14］。药理实验证实了
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这些化合物在体外对 OGD 诱导的 BMECs具有保护

作用［15-16］。因此，本实验采用 BMECs 的体外 OGD/

R 模型，探讨 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 损伤大

鼠 BMECs 的保护作用及潜在机制，以期为 TQHXT

的进一步研究提供实验依据。

1 材料

1. 1 动物 SPF 级 SD 大鼠，体质量（240±20）g 及

新生 SD 大鼠（3~7 日龄）购自安徽医科大学实验动

物中心，合格证号 SCXK（皖）2011-002。所有动物

实验均经安徽中医药大学实验动物伦理委员会

批准。

1. 2 药物及试剂 TQHXT 由麝香、川芎、红花、赤

芍、桃仁、葱、大枣 7 味中药组成，均购自合肥和义堂

中药饮片有限责任公司，经安徽中医药大学刘守金

教授鉴定均为正品；尼莫地平注射液（NMDP，德国

Bayer 公司，批号 990118）；卡博替尼（BMS，美国

MedChemExpress 公司，批号 849217-68-1）；Ⅱ型胶

原酶，DNase I，牛血清白蛋白（BSA）（美国 Sigma 公

司，批号分别为 C6885，D5025，A7030）；胶原酶/分

散酶（瑞士 Roche 公司，批号 11488501）；总一氧化氮

（NO），乳酸脱氢酶（LDH）细胞毒性，活性氧（ROS），
增强型细胞增殖毒性检测（CCK-8）试剂盒，Fluo-

3AM 钙离子荧光探针，FITC 标记山羊抗小鼠免疫

球蛋白（Ig）G（H+L），Cy3 标记山羊抗兔 IgG（H+L）
（碧 云 天 生 物 技 术 研 究 所 ，批 号 分 别 为 S0023，

C0016，S0033，C0042，S1056，A0568，A0516）；大鼠

tPA 酶联免疫吸附测定（ELISA）试剂盒（武汉伊莱瑞

特生物科技股份有限公司，批号 E-EL-R0747C）；
Hoechst 33258 染 色 试 剂（美 国 Sigma 公 司 ，批 号

B2833）；FITC Annexin V 细胞凋亡检测试剂盒（美

国 BD Biosciences 公 司 ，批 号 7312712）；VWF（C-

12）抗体，血管内皮生长因子（VEGF）抗体（美国

Santa Cruz 公司，批号分别为 sc-365712，sc-57496）；
紧密连接蛋白（ZO-1），黏着斑激酶（FAK），桩蛋白

（Paxillin）CD34 抗体，辣根过氧化物酶（HRP）标记

山 羊 抗 兔 IgG（美 国 Abcam 公 司 ，批 号 分 别 为

ab96587，ab40794，ab32084，ab81289）；β -肌动蛋白

（β-actin）抗体，HRP 标记山羊抗小鼠 IgG（北京中杉

金桥公司，批号分别为 TA-09，ZDR-5307）。
1. 3 仪器 371 型 CO2 培养箱，Heracell VIOS160i

型 CO2 培养箱，D-37520 型低温高速冷冻离心机，

1500 型 全 波 长 酶 标 仪（美 国 Thermo Scientific 公

司）；PROOX C21 型控制器（美国 BioSpherix 公司）；
TDL-5 型飞鸽台式离心机（上海安亭科学仪器厂）；

Countstar 型细胞计数仪（艾利特国际有限公司）；
BHWY-100BC 型恒温振荡培养箱（常州杰博森仪器

有限公司）；SW-CJ 型洁净工作台（苏净集团安泰公

司）；TS-1 型水平脱色摇床（海门市其林贝尔仪器制

造有限公司）；Milli-Q Direct 8/16 型纯水/超纯水一

体 化 系 统 ，Millicell-ERS2 细 胞 电 阻 仪（ 美 国

Millipore 公司）；XB-70 型制冰机（南京先欧仪器制

造有限公司）；XSP-15CE 型倒置生物显微镜（日本

Olympus 公司）；JEM-1230 型透射电子显微镜（日本

Hitachi Limited 公司）；DMI4000B 型荧光显微镜（德

国 Leica 公司）；MiniProtean 型电泳仪，Miniblot 型转

膜仪（美国 Bio-Rad 公司）；Amersham Imager 600 型

凝 胶 成 像 系 统（ 美 国 General Electric 公 司 ）；
Cytomics FC 500 型 流 式 细 胞 仪（美 国 Beckman

公司）。
2 方法

2. 1 TQHXT 含药脑脊液的制备 参照课题组前

期 TQHXT 的 提 取 方 法［17］，称 取 原 方 10 倍 量 的

TQHXT（麝香 1. 5 g，川芎 30 g，红花 90 g，赤芍 30 g，

桃仁 90 g，葱 30 g，大枣 50 g）于圆底烧瓶中，加入

70% 乙醇回流提取后，将滤液浓缩至含生药质量浓

度为 2 g·mL-1。将 SD 大鼠适应性喂养 1 周后，以

6 g·kg-1 的剂量每天 2 次进行灌胃给药，持续给药

4 d，参 照 文 献［18］于 末 次 灌 胃 给 药 后 1. 5 h，以

3. 5% 水合氯醛（10 mL·kg-1）麻醉大鼠，提取脑脊

液。在无菌操作台上将大鼠脑脊液用 0. 22 μm 滤膜

过滤除菌，并在−20 ℃条件下保存备用。

2. 2 BMECs 的原代分离与培养 参照课题组前期

从新生 SD 大鼠中分离出 BMECs［19］的方法，将新生

的 SD 大鼠脑灰质部分剪切成约 1 mm3 的组织块并

匀浆至 15 mL 离心管中，静置分层后吸出管中上清

液，并加入含 DNase Ⅰ（30 U·mL-1）的 0. 1%Ⅱ型胶

原 酶 。 吹 打 消 化 15 min 后 ，在 4 ℃ 条 件 下 以

14 000 r·min-1 离心 10 min 并保留底部沉淀。再加

入 20% BSA 3 mL 吹打纯化 5 min，然后在 4 ℃条件

下以 1 000 r·min-1离心 20 min 并保留底部沉淀。接

着加入含 DNase Ⅰ（20 U·mL-1）的 0. 1% 胶原酶/分

散酶 3 mL 再次消化 10 min，然后在 4 ℃条件下以

14 000 r·min-1 离心 10 min 并保留底部沉淀。最后，

加入新鲜培养基制备细胞悬液并接种到预先涂有

1% 明胶的培养瓶中，在 37 ℃ 5% CO2的常氧恒温培

养箱中培养。在倒置生物显微镜下观察 BMECs 的

生长状况，当细胞融合达到 80% 时，用 0. 25% 胰蛋

白酶消化细胞进行传代培养，并将第 3 代细胞用于
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后续实验。

2. 3 OGD/R 模型的建立 基于课题组前期研究，

建 立 了 BMECs 的 OGD/R 模 型［16］。 将 第 3 代

BMECs 用 PBS 漂洗 2 次后，加入无糖的 DMEM 培

养基，并置于预先调试好的 37 ℃恒温缺氧小室

（95%N2，5% CO2）2 h。随后用高糖培养基替代无糖

DMEM 培养基，并在 37 ℃ 5% CO2的常氧恒温培养

箱中复糖复氧 24 h。

2. 4 实验分组及给药 为了研究 TQHXT 含药脑

脊液对 OGD/R 损伤的 BMECs 的保护作用，将细胞

随机分为 4 组，分别为正常组（含 20% 空白脑脊液），
OGD/R 组（OGD/R+20% 空白脑脊液），TQHXT 组

（OGD/R+20% TQHXT 含 药 脑 脊 液）和 NMDP 组

（10 μmol·L-1，OGD/R+NMDP+20% 空白脑脊液）。
为了进一步研究 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 损

伤的 BMECs 的保护机制，将细胞随机分为 5 组，分

别 为 正 常 组 ，OGD/R 组 ，TQHXT 组 ，BMS 组

（1 μmol·L-1，OGD/R+BMS+20% 空白脑脊液）和合

用药组（OGD/R+BMS+20% TQHXT 含药脑脊液）。
除正常组外，其余各组细胞均进行 OGD/R 造模，并

分组给药。

2. 5 细胞活力测定 将细胞以每孔 2×104 个细胞

接种到 96 孔板中，根据分组分别造模和给药后，按

照增强型 CCK-8 试剂盒的检测说明书进行实验操

作。在酶标仪 450 nm波长处测量各组的吸光度 A，取

3次重复实验的平均值并按如下公式计算细胞活力。

细胞活力=（A实验组-A阴性组）/（A空白组-A阴性组）×100%。

2. 6 细胞形态学与超微结构变化的观察 将细胞

以每孔 2×105个细胞接种到 6 孔板中，根据分组分别

造模和给药后，在倒置生物显微镜下观察并拍摄细

胞的形态学变化。接着用 2. 5% 戊二醛固定细胞

30 min 并将细胞漂洗后在室温下与 1%OsO4一起孵

育 1 h，然后将细胞在不同浓度梯度的乙醇中脱水并

包埋在 Epon 812 树脂中，用枸橼酸铅染色后使用透

射电子显微镜观察并拍摄细胞的超微结构变化。

2. 7 细胞跨膜电阻（TEER）值的测定 将细胞以

每孔 1×105 个细胞接种到 24 孔 transwell 小室中，根

据分组分别造模和给药后，通过 Millicell-ERS2 仪测

定各组单层细胞在不同时间点（0，3，6，12，24 h）的
TEER 值并比较各组 TEER 值的变化。

2. 8 细胞上清液中 NO 水平检测 将细胞以每孔

2×105个细胞接种到 6 孔板中，根据分组分别造模和

给药后，收集各组细胞上清液并按照总 NO 检测试

剂盒说明书进行实验操作。在酶标仪 540 nm 波长

处测量各组的 A，并根据标准品曲线计算出样品中

NO 的浓度。

2. 9 细胞上清液中 LDH 活性检测 将细胞以每孔

2×104 个细胞接种到 96 孔板中，根据分组分别造模

和给药后，收集各孔细胞上清液并按照 LDH 细胞毒

性检测试剂盒的说明书进行实验操作。在酶标仪

490 nm 波长处检测各孔 A，并通过标准曲线相应公

式计算出样品中 LDH 的酶活性。

2. 10 流式细胞术检测细胞内 ROS 荧光强度 将

细胞以每孔 1×106个细胞接种到 6 孔板中，根据分组

分别造模和给药后，收集各组细胞并按照 ROS 检测

试剂盒的说明书进行实验操作，用流式细胞仪在

488 nm 激发波长和 525 nm 发射波长下实时检测

ROS 的荧光强度。

2. 11 细胞上清液中 tPA 含量检测 将细胞以每孔

2×105个细胞接种到 6 孔板中，根据分组分别造模和

给药后，收集各组细胞上清液并按照大鼠 tPA 酶联

免疫吸附测定试剂盒的说明书进行实验操作。在

酶标仪 450 nm 波长处测量各组的 A，并通过绘制标

准曲线计算出样品中 tPA 的浓度。

2. 12 Hoechst 33258 染色观察细胞凋亡情况 将

细胞以每孔 2×105个细胞接种到 6 孔板中，根据分组

分别造模和给药后，在室温下用 4% 多聚甲醛固定

细胞 30 min，再将细胞漂洗后用 Hoechst 33258 染色

并孵育 15 min，通过荧光显微镜观察染色的细胞并

拍照。

2. 13 流式细胞术检测细胞凋亡 将细胞以每孔

1×106个细胞接种到 6 孔板中，根据分组分别造模和

给药后，收集各组细胞并按照 FITC Annexin V 细胞

凋亡检测试剂盒的说明书进行实验操作。用流式

细胞仪检测各组细胞凋亡并通过 Flow Jo 7. 6 软件

分析细胞凋亡率。

2. 14 流式细胞术检测细胞内 Ca2+水平 将细胞以

每孔 1×106个细胞接种到 6 孔板中，根据分组分别造

模和给药后，收集各组细胞并按照 Fluo-3AM 钙离

子荧光探针的使用说明进行实验操作。用流式细

胞仪检测 Ca2+荧光强度并通过 Flow Jo 7. 6 软件进

行分析。

2. 15 免疫荧光分析

2. 15. 1 BMECs 的原代细胞鉴定 采用血管内皮

细胞Ⅷ因子相关抗原的免疫荧光染色法来鉴定

BMECs。将第 3 代 BMECs 以每孔 2×105 个细胞接

种到 24 孔板中，待细胞融合至 80% 时，在室温下用

预冷的 4% 多聚甲醛固定细胞 20 min 并用磷酸盐缓
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冲液（PBS）漂洗。随后加入 0. 5% Triton X-100 透化

15 min，用 PBS 漂洗后，加入山羊血清并在 37 ℃恒

温振荡培养箱中封闭 30 min。吸弃羊血清，在孔中

加入 VWF 抗体（1∶200）并于 4 ℃条件下孵育过夜。

次日取出 24 孔板，吸弃 VWF 抗体，用 PBS 漂洗后，

在避光条件下，加入 FITC 标记的山羊抗小鼠二抗

（1∶500）并在 37 ℃恒温振荡培养箱中孵育 1 h。吸

弃二抗，用 PBS 漂洗后加入含 DAPI 的抗荧光淬灭

封片液，随后在荧光显微镜下观察细胞并拍照。

2. 15. 2 采用细胞免疫荧光染色法检测 BMECs 中

血管新生标记因子 CD34 的表达 将细胞以每孔 2×

105 个细胞接种到 24 孔板中，根据分组分别造模和

给药。参照前面Ⅷ因子相关抗原免疫荧光染色法

的实验步骤，各组分别加入 CD34 抗体（1∶200）和
Cy3 标记的山羊抗兔二抗（1∶500）后，在荧光显微镜

下观察细胞并拍照。

2. 16 蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 ZO-1，

VEGF，FAK，Paxillin 蛋白的表达 根据实验分组分

别处理细胞后，用预冷的 PBS 漂洗并收集各组细

胞。用 RIPA 裂解液裂解各组细胞得到可溶性蛋白

后，采用 BCA 定量法定量各组细胞的蛋白浓度并调

整至同一浓度。通过 SDS-PAGE 电泳法分离出各组

提取的蛋白质样品，并转移到 PVDF 膜上。将膜用

5% 脱脂奶粉在室温下封闭 1 h 后，在 4 ℃条件下分

别 与 相 应 的 一 抗 一 起 孵 育 过 夜（ZO-1，1∶500；
VEGF，1∶800；FAK，1∶2 000；Paxillin，1∶5 000；
β-actin，1∶1 000）。次日将膜漂洗并与 HRP 标记的

二抗（1∶1 万）在 37 ℃恒温振荡培养箱中孵育 1 h。

再次将膜漂洗，启用凝胶成像系统，用增强的化学

发 光（ECL）试 剂 盒 进 行 信 号 检 测 ，并 通 过

AlphaVIEW SA 软件分析蛋白质条带。

2. 17 统计学分析 采用 SPSS 23. 0 统计学软件进

行数据分析，所有计量资料均表示为 x̄± s，采用单因

素方差分析法比较多组间数据，通过 LSD-t 检验比

较两组之间的数据，P<0. 05 为差异有统计学意义。

3 结果

3. 1 BMECs 的形态学观察与鉴定 倒置相差显微

镜观察结果显示，在第 7 天细胞开始呈现长梭形，继

续培养至第 14 天，细胞呈现铺路石样；荧光显微镜

观察到Ⅷ因子相关抗原表达阳性，细胞质内发出明

显绿色荧光，细胞核经 DAPI复染呈蓝色。见图 1。

3. 2 TQHXT 含药脑脊液的最适浓度筛选 与正

常组比较，不同浓度的 TQHXT 含药脑脊液对正常

培养的细胞无毒副作用，20% 浓度的 TQHXT 含药

脑脊液显著增加细胞活力（P<0. 01）。见表 1。与

OGD/R 组比较，5% 和 10% 浓度的 TQHXT 含药脑脊

液提升细胞活力不明显，而 20% 浓度的 TQHXT 含

药脑脊液显著提升细胞活力（P<0. 01）。见表 2。

3. 3 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs

的形态学的影响 正常组细胞贴壁状态较好，细胞

较为饱满呈梭形；OGD/R 组细胞稀疏脱落，细胞皱

缩、变圆；与 OGD/R 组比较，TQHXT 组和 NMDP 组

细胞贴壁数目增多，折光性增强，见图 2。正常组细

A.倒置显微镜；B.DAPI；C.Factor Ⅷ

图 1 BMECs的形态学观察与鉴定（免疫荧光，×200）

Fig. 1 Morphological observation and identification of BMECs

(IF，×200)

表 2 TQHXT含药脑脊液的有效浓度筛选（x̄± s，n=6）

Table 2 Screening of effective concentrations of cerebrospinal

fluid containing TQHXT（x̄± s，n=6）

组别

正常

OGD/R

TQHXT

体积分数/%

-

-

5

10

20

细胞活力/%

100.00

39.58±7.081)

45.27±7.30

50.95±8.27

76.27±6.193)

注 ：与 正 常 组 比 较 1)P<0.01；与 OGD/R 组 比 较 2)P<0.05，3)P<

0.01；与 TQHXT 组比较 4)P<0.01（表 3~9 同）。

表 1 TQHXT含药脑脊液的安全浓度筛选（x̄± s，n=3）

Table 1 Screening of safe concentrations of cerebrospinal fluid

containing TQHXT（x̄± s，n=3）

组别

正常

TQHXT

体积分数/%

-

5

10

15

20

40

细胞活力/%

100.00

101.53±1.57

104.27±1.30

104.27±1.19

110.47±1.601)

106.13±2.09

注：与正常组比较 1)P<0.01。
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胞显示出正常细胞的超微结构；OGD/R 组细胞胞体

皱缩、变圆，染色质凝聚成簇；与 OGD/R 组比较，

TQHXT 组和 NMDP 组细胞的超微结构发生明显改

善，见图 3。

3. 4 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs

结构的影响 与正常组比较，OGD/R 组细胞在不同

时间点的 TEER 值均显著降低（P<0. 01）；与 OGD/R

组比较，TQHXT 组和 NMDP 组可不同程度地提升

细胞的 TEER 值（P<0. 01）。见表 3。与正常组比

较，OGD/R 组中 ZO-1 蛋白的表达水平显著降低（P<

0. 01）；与 OGD/R 组比较，TQHXT 组和 NMDP 组显

著 升 高 细 胞 中 ZO-1 蛋 白 的 表 达（P<0. 01）。 见

图 4，表 4。

3. 5 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs

的功能影响 与正常组比较，OGD/R 组细胞上清液

中 NO 水平，LDH 释放量及细胞内 ROS 荧光强度显

著增加（P<0. 01）；与 OGD/R 组比较，NMDP 组和

TQHXT 组显著降低细胞上清液中的 NO 水平，LDH

活性及细胞内 ROS 荧光强度（P<0. 01）。与正常组

比较，OGD/R 组细胞上清液中 tPA 含量显著降低

（P<0. 01）；与 OGD/R 组比较，NMDP 组和 TQHXT

图 3 透射电子显微镜观察 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的

BMECs的超微结构影响（电镜扫描，×3 000）

Fig. 3 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on

ultrastructure of OGD/R-induced BMECs（SEM,×3 000）

A.正常组；B.OGD/R 组；C.TQHXT 组；D.NMDP 组（图 3~7 同）

图 2 TQHXT含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs形态学的影响

（倒置显微镜，×200）

Fig. 2 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on

morphology of OGD/R-induced BMECs(inverted microscope，×200)

表 3 TQHXT含药脑脊液对 OGD/R损伤的 BMECs在不同时间点的 TEER值影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on TEER value of OGD/R-induced BMECs at different times（x̄± s，n=3）

组别

正常

OGD/R

TQHXT

NMDP

体积分数/%

-

-

20

105)

0 h

434.67±2.49

413.00±1.411)

414.33±1.70

415.33±0.94

3 h

432.67±0.94

328.33±2.871)

353.67±2.623)

360.00±1.633)

6 h

431.33±1.89

303.33±2.491)

334.00±1.413)

342.67±2.053)

12 h

431.67±2.05

225.00±2.941)

250.33±1.253)

256.67±1.703)

24 h

430.33±1.25

188.00±2.161)

247.33±1.703)

252.00±1.633)

注：5）表示单位为 μmol·L-1（表 4~9 同）。

图 4 各组细胞中 ZO-1蛋白的表达电泳

Fig. 4 Electrophoresis of ZO-1 protein expression in each group

表 4 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 损伤的 BMECs 中 ZO-1 蛋白

表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 4 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on

expression of ZO-1 protein in BMECs with OGD/R injury（x̄± s，n=

3）

组别

正常

OGD/R

TQHXT

NMDP

体积分数/%

-

-

20

105)

ZO-1/β-actin

0.882±0.020

0.306±0.0071)

0.482±0.0053)

0.582±0.0163)
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组均显著升高细胞上清液中 tPA 含量（P<0. 01）。 见表 5。

3. 6 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs

的细胞凋亡的影响 正常组细胞呈现弥散均匀的

微弱蓝色荧光；OGD/R 组细胞胞核固缩，可见强烈

的蓝色荧光；而 TQHXT 组和 NMDP 组细胞核蓝色

荧光强度明显减弱，胞核变圆变大，接近正常组。

见图 5。与正常组比较，OGD/R 组细胞凋亡率显著

增 加（P<0. 01）；与 OGD/R 组 比 较 ，NMDP 组 和

TQHXT 组 显 著 降 低 细 胞 凋 亡 率（P<0. 01）。

见表 6。

3. 7 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的细胞内

Ca2+内流的影响 与正常组比较，OGD/R 组细胞内

Fluo-3AM 的 Ca2+荧光强度显著升高（P<0. 01）；与
OGD/R 组比较，TQHXT 组和 NMDP 组均显著降低

细胞内 Ca2+荧光强度（P<0. 01）。见表 7。

3. 8 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs

中 CD 34 因 子 的 表 达 和 VEGF-VEGFR2/FAK/

Paxillin 信号通路的影响 正常组中 Cy3 标记的

CD34 因子荧光强度微弱，而 OGD/R 组中 CD34 因

子荧光强度有所增加，与 OGD/R 组比较，NMDP 组

和 TQHXT 组中 CD34 因子的阳性表达均有不同程

度的增强，见图 6。与正常组比较，OGD/R 组细胞中

VEGF 蛋白表达量显著升高（P<0. 01）；与 OGD/R 组

比较，NMDP 组和 TQHXT 组均显著升高细胞中

VEGF 蛋白表达量（P<0. 05，P<0. 01）。见图 7，表 8。

与正常组比较，OGD/R 组细胞中 FAK 和 Paxillin 蛋

白表达水平显著升高（P<0. 01），与 OGD/R 组比较，

NMDP 组 和 TQHXT 组 显 著 增 加 细 胞 中 FAK 和

Paxillin 蛋白表达水平（P<0. 01），此外，BMS-907351

显著抑制了 TQHXT 含药脑脊液对 FAK 和 Paxillin

蛋白表达的上调作用（P<0. 01）。见图 8，表 9。

4 讨论

脑脊液药理学现已广泛应用于中药研究［20］，与

中药含药血清相比，中药含药脑脊液的研究可以避

免血清中复杂成分的干扰，提高实验结果的可信

表 5 TQHXT含药脑脊液对 OGD/R诱导的 BMECs的功能影响（x̄± s，n=3）

Table 5 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on OGD/R-induced BMECs function（x̄± s，n=3）

组别

正常

OGD/R

TQHXT

NMDP

体积分数/%

-

-

20

105)

NO/μmol·L-1

7.05±1.35

19.45±1.961)

13.50±1.013)

13.33±1.223)

LDH/U·L-1

220.33±36.17

600.65±60.891)

374.25±36.133)

360.33±28.993)

ROS/g·L-1

120.17±4.52

165.60±18.321)

133.94±12.683)

125.90±10.743)

tPA/μg·L-1

7.86±0.79

4.00±0.651)

7.06±0.643)

6.27±1.293)

图 5 TQHXT含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs的细胞凋亡的

影响（Hoechst33258，×200）

Fig. 5 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on apopto‐

sis in BMECs with OGD/R injury (Hoechst33258,×200)

表 6 TQHXT含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs的细胞凋亡影

响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on OGD/

R-induced BMECs apoptosis（x̄± s，n=3）

组别

正常

OGD/R

TQHXT

NMDP

体积分数/%

-

-

20

105)

细胞凋亡率/%

5.50±0.67

30.94±0.651)

7.63±0.823)

6.37±0.963)

表 7 TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 Ca2+内流影响（x̄± s，

n=3）

Table 7 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on Ca2+

influx induced by OGD/R（x̄± s，n=3）

组别

正常

OGD/R

TQHXT

NMDP

体积分数/%

-

-

20

105)

Ca2+/%

73.89±2.16

100.00±1.271)

84.31±1.103)

89.29±0.823)
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度。本实验的细胞活力检测结果显示 20% 浓度的

TQHXT 含 药 脑 脊 液 显 著 增 加 了 OGD/R 诱 导 的

BMECs 的细胞活力，且对正常细胞无毒性，因此笔

者选择含有 20% 浓度的 TQHXT 含药脑脊液作为后

续实验的最适给药浓度。为了确定 TQHXT 含药脑

脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs 的保护作用，首先观

察了 BMECs 的形态学和超微结构变化，实验结果

表明，TQHXT 含药脑脊液与 NMDP 阳性药物对

OGD/R 诱导的 BMECs 均具有结构改善作用。在脑

缺血期间，由于 BMECs 的线粒体丰富，在缺血和缺

氧条件下会刺激机体蛋白酶的激活，导致细胞紧密

连接蛋白降解，使得 BMECs 之间紧密连接结构快

速被破坏［21］。研究结果证实 TQHXT 含药脑脊液可

图 7 各组细胞中 VEGF蛋白表达电泳

Fig. 7 Electrophoresis of VEGF protein expression in each group

A.正常组；B.OGD/R 组；C.TQHXT 组；D.BMS 组；E.合用药组

图 8 各组细胞中 FAK和 Paxillin蛋白表达电泳

Fig. 8 Electrophoresis of FAK and Paxillin protein expression in

each group

图 6 各组细胞中 CD34的表达

Fig. 6 Expression of CD34 in each group

表 8 TQHXT含药脑脊液对 OGD/R 损伤的 BMECs中 VEGF蛋白

表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 8 Effect of cerebrospinal fluid containing TQHXT on

expression of VEGF protein in BMECs with OGD/R injury（x̄± s，

n=3）

组别

正常

OGD/R

TQHXT

NMDP

体积分数/%

-

-

20

105)

VEGF/β-actin

0.673±0.014

0.980±0.0201)

1.240±0.0943)

1.133±0.0662)

··49



第 26 卷第 14 期
2020 年 7 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 26，No. 14

Jul. ，2020

以增加 OGD/R 诱导的 BMECs 的 TEER 值，并显著

增强 ZO-1 蛋白在 OGD/R 诱导的 BMECs 中的表达，

这表明 TQHXT 含药脑脊液可以通过保护 BMECs

的细胞结构来改善脑缺血后 BBB 完整性的破坏。

脑缺血/再灌注损伤是一个复杂的生物学过程，

包括氧化应激［22］，细胞内钙超载［23］和细胞凋亡［24］

等。脑缺血发生时，机体的调节机制会发生改变，

并且由于 NO 和 ROS 产生激增，会使得细胞的损伤

延长［25］，而当 NO 被 O2
-迅速除去形成反应性的过氧

亚硝酸盐时，会使得 ROS 的产生和细胞氧化损伤进

一步增强［26-27］。研究结果证实，TQHXT 含药脑脊液

可显著减少 OGD/R 诱导的 BMECs 中 NO 和 ROS 的

产生。此外，LDH 的活性检测结果表明 TQHXT 含

药 脑 脊 液 可 通 过 减 少 OGD/R 诱 导 的 BMECs 中

LDH 的释放来降低细胞膜的通透性。研究表明，

tPA 诱 导 的 早 期 再 灌 注 可 改 善 缺 血 性 卒 中 的 预

后［28］，而 tPA 检测的结果证实了 TQHXT 含药脑脊液

可显著增加 OGD/R 诱导的 BMECs 中 tPA 的含量，

增强细胞的纤维蛋白溶解能力。细胞内 Ca2+浓度和

细胞凋亡水平的检测结果进一步表明，TQHXT 含

药脑脊液能显著减少 OGD/R 诱导的细胞内 Ca2+内

流和细胞凋亡。以上实验结果表明，TQHXT 含药

脑脊液的神经保护作用与抑制亚硝化应激、氧化应

激，Ca2+超载及细胞凋亡等有关。

TQHXT 含药脑脊液对 OGD/R 诱导的 BMECs

发挥保护作用的具体机制尚不清楚。研究表明，

CD34 是一种跨细胞膜表面的糖蛋白，可以加速内

皮细胞聚集形成血管，调节内皮细胞的增殖和分

化，参与新生毛细血管网的形成和血管内膜修复，

是目前测定微血管密度（MVD）值的良好指标［29］。

而 VEGF 是血管发育的关键因子，被广泛认为是血

管生成的关键效应物，VEGF 不仅可以刺激内皮细

胞分化，还可以刺激造血功能［30］。荧光显微镜观察

和 Western blot的结果表明 TQHXT 含药脑脊液可显

著上调 OGD/R 诱导的 BMECs 中 CD34 和 VEGF 的

表达，对血管新生有着促进作用。研究表明 VEGF

依赖性激活的 FAK/Paxillin 信号体是内皮细胞增殖

和迁移所必需的，VEGF 通过刺激 FAK 和 Paxillin 组

成的信号体激活内皮细胞［31-32］，并且 Paxillin 蛋白缺

失导致细胞功能障碍和发育迟缓［33］。卡博替尼

（XL184，BMS-907351）是一种小分子激酶抑制剂，

其具有抗血管生成的作用，对 VEGFR2 有很强的抑

制效果［34］。为此，笔者通过加入血管新生通路中

BMS-907351 抑制剂来研究 TQHXT 含药脑脊液是

否通过 VEGF-VEGFR2/FAK/Paxillin 信号通路来调

节 OGD/R 诱导的 BMECs 损伤。Western blot 的结

果显示，BMS-907351 下调了 OGD/R 诱导的 BMECs

中 FAK 和 Paxillin 蛋白的表达水平，而 TQHXT 含药

脑脊液能够显著增加 OGD/R 诱导的 BMECs中 FAK

和 Paxillin 蛋白的表达水平。此外，在合用药组，笔

者观察到 BMS-907351 减弱了 TQHXT 含药脑脊液

的上调作用，这表明 TQHXT 含药脑脊液可以激活

该通路。

综上所述，TQHXT 含药脑脊液能够改善 OGD/

R 诱导的 BMECs 结构和功能改变，抑制细胞凋亡，

减少细胞内 Ca2+内流，保护 BBB 的完整性，其作用

机 制 可 能 与 血 管 新 生 和 VEGF-VEGFR2/FAK/

Paxillin 信号转导通路的激活有关。本研究为进一

步研究 TQHXT 的潜在神经保护作用提供了理论依

据，同时为缺血性脑卒中的治疗提供了新的思路。
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