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补阳还五汤通过调节自噬促进 OGD/R 损伤大鼠
NSCs增殖、分化能力

秦彬喻，彭冬，王逸雪，章时杰，王奇，关莉*

（广州中医药大学 基础医学院，广州 510006）

［摘要］ 目的：探讨补阳还五汤（BDT）对神经干细胞（NSCs）糖氧剥夺/复氧（OGD/R）损伤后增殖、分化的影响。方法：从

SD 大鼠海马区域分离培养 NSCs，将细胞随机分为 5 组，分别为常氧组，模型组，BDT 组，雷帕霉素（Rapa）组和自噬抑制剂 3-甲

基腺嘌呤（3-MA）联合 BDT 组，常氧组和模型组使用 20% 空白血清，BDT 组使用 20% 含药血清，Rapa 剂量 1 μmol·L-1，3-MA 剂

量 5 mmol·L-1。除常氧组外，其余各组进行糖氧剥夺/复氧。光镜观察细胞形态的变化；免疫荧光检测巢蛋白（nestin）表达，鉴

定 NSCs；细胞增殖与活性检测法（CCK-8）检测 NSCs 的存活率；5-乙炔基 -2-脱氧尿嘧啶苷（EdU）标记法检测 NSCs 增殖；
Ad-mCherry-GFP-LC3B 检测自噬活性；蛋白免疫印记法检测 BDT 对自噬相关蛋白的影响；免疫荧光法检测脑源性神经营养因

子（BDNF），β-微管蛋白Ⅲ（β-tubulin Ⅲ）和胶质纤维酸性蛋白（GFAP）。结果：与常氧组比较，糖氧剥夺/复氧会显著降低大鼠

NSCs 的细胞活力，与模型组比较，20%BDT 含药血清明显改善了大鼠 NSCs 存活（P<0.01）。BDT 可以诱导 OGD 后 NSCs 自噬

小体的产生，与常氧组比较，微管相关蛋白轻链 3Ⅱ（LC3Ⅱ），Beclin-1 表达升高（P<0.05，P<0.01），p62 变化不明显；与模型组比

较，BDT 组 LC3Ⅱ，Beclin-1 明显上调（P<0.05，P<0.01），p62 表达下调（P<0.01）；Rapa 组起到类似效果（P<0.05，P<0.01），3-MA

组抑制了自噬的活性（P<0.01）。Ad-mCherry-GFP-LC3B 结果显示，与常氧组比较，模型组荧光强度显著增加（P<0.01）；与模型

组比较，20%BDT 含药血清和 Rapa 组显著增加自噬荧光强度（P<0.01），3-MA 抑制了自噬活性（P<0.01）。免疫荧光结果显示，

与常氧组比较，EdU，β-tubulin Ⅲ，GFAP 和 BDNF 阳性细胞数显著减少（P<0.01）；与模型组比较，20%BDT 含药血清和 Rapa 起

到了类似的保护和促进作用（P<0.05，P<0.01）；3-MA 组可以部分阻断 BDT 的神经保护和分化能力（P<0.05）。结论：BDT 预保

护可以通过上调自噬减少糖氧剥夺造成的大鼠 NSCs损伤，促进增殖、分化。
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Buyang Huanwutang Promoted Proliferation and Differentiation of Neural Stem Cells via

Regulating Autophagy Following Oxygen-glucose Deprivation/Reoxygenation Injury

QIN Bin-yu，PENG Dong，WANG Yi-xue，ZHANG Shi-jie，WANG Qi，GUAN Li*

（College of Basic Medicine，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510006，China）

［Abstract］ Objective： To investigate the effect of Buyang Huanwutang（BHT）on proliferation and

differentiation in neural stem cells（NSCs）after oxygen-glucose deprivation/reoxygenation（OGD/R）injury.

Method：NSCs isolated from the hippocampus of SD rats were cultured and randomly divided into a normoxia

group，a model group，a BHT group，a rapamycin（Rapa）group，and a combination group ［autophagy

inhibitor 3-methyladenine（3-MA）combined with BHT］. The 20% blank serum was used in the normoxia

group，and 20% BHT-medicated serum in the BHT group. The doses of Rapa and 3-MA were 1 μmol·L-1 and

5 mmol·L-1，respectively. The cells were subjected to OGD/R except those in the normoxia group. The cell
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morphology was observed under a light microscope. NSCs were confirmed by immunofluorescence detection of

nestin expression. The viability and proliferation of NSCs were assessed by cell counting kit-8（CCK-8）assay

and 5-ethynyl-2-deoxyuridine（EdU）labeling，respectively. Furthermore，Ad-mCherry-GFP-LC3B fluorescence

assay was performed to investigate autophagy. The effect of BHT on autophagy-related protein expression was

detected by western blot assay. Brain derived neurotrophic factor（BDNF），β -tubulin Ⅲ，and glial fibrillary

acidic protein（GFAP）were evaluated by immunofluorescence assay. Result：OGD/R significantly reduced the

cell viability of rat NSCs as compared with the normoxia group. Compared with the model group，the BHT

group exhibited significantly improved viability of rat NSCs（P<0.01）. BHT induced the production of

autophagosomes in NSCs after OGD. The BHT group showed increased expression of microtuble-associated

protein 1 light chain 3Ⅱ (LC3Ⅱ）and Beclin-1（P<0.05，P<0.01）and slightly changed p62 compared with the

normoxia group，and significantly up-regulated LC3 Ⅱ and Beclin-1（P<0.05，P<0.01）and down-regulated

expression of p62（P<0.01）compared with the model group. The Rapa group had similar effect as the BHT

group（P<0.05，P<0.01），while the combination group inhibited the activity of autophagy（P<0.01）. As

indicated by the results of ad-mCherry-GFP-LC3B，compared with the normoxia group， the model group

showed increased fluorescence intensity（P<0.01），and the BHT and Rapa groups could further increased the

fluorescence intensity of autophagy（P<0.01），while the combination group inhibited autophagy activity（P<

0.01）. Immunofluorescence results revealed that compared with the normoxia group，the model group displayed

significantly reduced positive cells of EdU，β-tubulin Ⅲ，GFAP，and BDNF（P<0.01），and the BHT and Rapa

groups exerted similar protective and promoting effects（P<0.05，P<0.01），while the combination group partially

blocked the neuroprotection and differentiation ability of BHT（P<0.05）. Conclusion： BHT pretreatment can

effectively protect rat NSCs against OGD-induced injury and promoted proliferation and differentiation by up-

regulating autophagy.

［Key words］ Buyang Huanwutang；oxygen-glucose deprivation/reoxygenation（OGD/R）；neural stem

cells（NSCs）；autophagy；neurogenesis

卒中是世界上成年人致残和致死的主要原因

之一，其中缺血性卒中约占到 71%［1］。组织纤溶酶

原激活剂（tPA）是目前主要的溶栓手段，但是有严

格的限定条件［2］。致残性是由于缺血区神经功能的

损伤导致的，严重影响了患者的生活质量。针对神

经 功 能 损 伤 的 有 效 治 疗 目 前 还 很 匮 乏［3］。 自

TEMPLE［4］在小鼠脑室下区发现具备自我更新能力

的神经干细胞（NSCs）后，可能表述的不清楚。许多

的研究都证明了成年哺乳动物的神经发生［5-6］。，这

为 恢 复 神 经 功 能 损 伤 带 来 了 新 的 治 疗 曙 光［7］。

NSCs 可以被包括脑缺血在内的多种刺激激活［8］，但

是诱导的新生神经元数目有限，在缺血中存活下来

的很少，不足以修复神经功能的丢失［9］。

自噬是一种吞噬自身的细胞分解代谢途径，通

过对长寿蛋白、受损细胞器和错误折叠蛋白的循环

利用以维持细胞内稳态和细胞功能［10］。自噬对维

持 NSCs 的功能、保持静息状态、促进自我更新和介

导分化都起着重要作用［11-12］，自噬相关基因的敲除

也会导致神经发生的减少［13］。近期的研究表明，纳

米尺度的电刺激可增强自噬信号，促进 NSCs 向成

熟神经元的分化，防止神经变性［14］，SHI等［15］证明辐

射对 NSCs 的损伤及更新分化能力的下降和自噬

有关。

补阳还五汤（BHT）一直以来被应用于中风急

性期及后遗症期［16-17］，由黄芪、赤芍、当归、地龙、川

芎、桃仁、红花组成，出自清代医学家王清任的《医

林改错》。其配伍特点是以“气虚血瘀”学说为指导

原则，大剂量补气药配伍活血行淤药共凑补气活血

通经功效。周赛男等［18］发现 BHT 可以促进局灶性

脑缺血后神经功能的恢复，海马和皮质细胞形态得

到改善。曲铁兵等［19］发现 BHT 能通过上调神经营

养因子（BDNF）和血管内皮生长因子（VEGF）的表

达促进脑缺血后的神经发生。赵欣等［20］研究发现

BHT 可以调节自噬降低脑缺血区域的神经元损伤。

刘芳等［21］发现 BHT 对氧化应激诱导的 PC12 细胞损

伤有神经保护作用。然而，BHT 对糖氧剥夺/复氧

（OGD/R）后 NSCs 是否起保护作用尚不清楚，本研

究通过 OGD/R 模型探讨 BHT 对 OGD/R 诱导的神
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经损伤的保护作用及其可能的作用机制。

1 材料

1.1 NSCs 取材动物 孕中期 SPF 级 SD 大鼠胚胎

和雄性 SD 大鼠，体质量 180~220 g，实验动物由广州

中医药大学实验动物中心提供，合格证号 SCXK

（粤）2018-0034，动物取材符合广州中医药大学实验

动物伦理要求。

1.2 药物与试剂 补阳还五汤由黄芪 120 g，当归

尾 6 g，赤芍 5 g，桃仁 3 g，红花 3 g，川芎 5 g，地龙 3 g

组成，购自广州中医药大学第一附属医院，所有药

材经广州中医药大学吴文如教授鉴定为正品，符合

2020 年版《中华人民共和国药典》规范，所有药材加

纯水浸泡 4 h，水煎 1 h 后过滤，滤渣重复煎煮 1 次，

合并滤液，浓缩至生药含量为 0.64 g·mL-1，冷藏备

用。3-甲基腺嘌呤（3-MA），雷帕霉素（Rapa）（美国

TargetMol 公司广州分公司，批号分别为 170324，

170125）；氯喹（美国 Selleck 公司广州分公司，批号

180641）；Earle's 平衡盐溶液（广州贝博生物科技有

限 公 司 ，批 号 BB18051）；细 胞 增 殖 与 活 性 检 测

（CCK-8）试剂（上海索莱宝生物科技有限公司，批号

20190726）；5-乙炔基 -2'-脱氧尿嘧啶苷（EdU）试剂

盒，Ad-mCherry-GFP-LC3B，多聚赖氨酸（上海碧云

天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为 20200723，

20200921，20191026）；巢蛋白（nestin），β -肌动蛋白

（β -actin），微 管 相 关 蛋 白 轻 链 3 Ⅱ（LC3 Ⅱ ），

Beclin-1，p62 抗体，山羊抗鼠二抗，山羊抗兔二抗

（美国 Cell Signaling Technology 公司，批号分别为

J160822， J160910， J160310， J160503， J180301，

J180103，J160926）；β-微管蛋白Ⅲ（β-tubulin Ⅲ），胶
质纤维酸性蛋白（GFAP），BDNF 抗体，绿色荧光二

抗、红色荧光二抗（美国 Abcam 公司，批号分别为

GR3221401-2， GR3219527-2， GR321753-20，

GR3233187-7，GR3234187-5）；B27 试剂（美国 Gibco

公司，批号 1067889）。
1.3 仪器 WTB150 型 CO2培养箱，Forma2 型三气

培养箱（美国 Thermo 公司）；DMi1 型光学显微镜，

THUNDER 型荧光显微镜，STELLARIS STED 型激

光共聚焦显微镜（德国 Leica 公司）；PowerPac 型电

泳仪，Trans-Blot 型转膜仪，iMark 型多功能酶标仪

（美国 Bio-Rad 公司）。
2 方法

2.1 NSCs 培养与鉴定 参考文献［22］的方法分离

胎鼠海马组织 NSCs，以 2×105个/mL 接种于培养瓶，

用含 2%B27，终质量浓度 20 ng·L-1 的 FGF-basic 和

EGF，1% 双抗的 DMEM/F12（1∶1）完全培养基培养，

隔天半量换液，3 d 后半量换液，第 7 天收集细胞，使

用 Accutase 消化 10 min，1 000 r·min-1离心 3 min（离

心半径 10 cm），加入完全培养基吹打为单细胞悬液

继续培养，后续传代如前。用倒置相差显微镜观察

拍照，将第 3 代 NSCs 接种于多聚赖氨酸包被的 24

孔 板 进 行 nestin 免 疫 荧 光 鉴 定 ，用 含 2%FBS 的

DMEM/F12 分化培养基培养 7 d，通过免疫荧光鉴定

GFAP，β-tubulin Ⅲ。

2.2 OGD/R 模型建立 参考文献［23］，将第 3 代

NSCs 细胞接种于多聚赖氨酸包被的 96 孔板中，调

整细胞密度为 6×104个/mL 培养 48 h，更换培养基为

Earle's 平衡盐溶液，在 94%N2，5%CO2，1%O2，37 ℃

三气箱中培养 4 h，更换为完全培养基正常培养

24 h，进行后续检测。

2.3 含药血清的制备 取健康雄性 SD 大鼠 20 只，

随机分为空白血清组和 BHT 组。空白血清组用生

理盐水灌胃 7 d，灌胃容积 2 mL 每只。BHT 组给予

0.64 g·mL-1 的补阳还五汤，灌胃容积 2 mL 每只（体

表面积计算，相当于 60 kg 成人用量的 3 倍），每天

2 次灌胃，第 7 天双倍剂量给药后 2 h，乙醚吸入麻醉

后解剖胸腔，用一次性无菌注射器心脏采血，56 ℃

水浴灭火 30 min，0.22 μm 滤器过滤除菌，-20 ℃保

存备用。

2.4 BHT 含药血清量效关系研究的分组与给药

选择第 3 代 NSCs 分为常氧组，模型组，BHT 组。

将上述已灭活制备的含药血清用 0.22 μm 滤器过滤

除菌后使用。BHT 组给予 5%，10%，20% 体积分数

含药血清，常氧组和模型组给予 20% 空白血清，细

胞接种 24 h 后加入药物培养 24 h，常氧组和模型组

更换 EBSS 缺氧处理 4 h，更换正常培养基复氧 24 h。

2.5 CCK-8 细胞活力检测 将第 3 代 NSCs 接种于

多聚赖氨酸包被的 96 孔板，调整细胞密度为 6×

104个/mL，各组设置 3 个复孔，细胞接种 24 h 后给要

药处理 24 h，随后将细胞 OGD 处理 4 h，复氧 24 h 后

将 10 μL CCK-8 溶液加入每孔，37 ℃ 5%CO2 条件

下孵育 4 h，随后用酶标仪检测在 450 nm 波长下的

吸光度 A，取 3 次实验数据平均值计算细胞存活率。

2.6 BHT 含药血清对 OGD/R 后 NSCs 自噬影响的

分组与给药 为进一步研究自噬是否参与 BHT 的

神经发生，将细胞随机分为 5 组，分别为常氧组，模

型组，BHT 组，自噬激动剂 Rapa 组（1 μmol·L-1）和
自噬抑制剂 3-MA（5 mmol·L-1）+BHT 组，常氧组和

模型组给予 20% 空白血清，BHT 组给予 20% 含药血
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清。除常氧组外均进行 OGD 造模，复氧 24 h。每组

分别进行 3 次独立实验。

2.7 蛋白免疫印迹法（Western blot）测定相关蛋白

的表达 在复氧处理 24 h 后，每组细胞用 PBS 洗涤

2 次 ，用 预 冷 的 RIPA 裂 解 液 裂 解 细 胞 后 在

12 000 r·min-1，4 ℃条件下离心 30 min，取上清进行

BCA 蛋白定量，加入 Loadingbuffer 煮沸后-80 ℃分

装保存。等量的蛋白样品通过聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE）分离，并转移到 PVDF 膜上。随后

在 含 5% 脱 脂 奶 粉 的 Tris-HCl-Tween（TBST）
（10 mmol·L-1 Tris-HCl， 150 mmol·L-1 NaCl，

0.1%Tween-20，pH 7.5）中封闭 2 h，然后室温下洗涤

数次，用稀释的一抗（1∶1 000）在 4 ℃下孵育过夜，

然 后 与 结 合 辣 根 过 氧 化 物 酶（HRP）的 二 抗（1∶

1 000）一起室温孵育 1.5 h。最后通过化学发光

（ECL）试剂在成像仪中检测蛋白条带。

2.8 Ad-mCherry-GFP-LC3B 腺病毒标记 将第 3

代 NSCs 接种于多聚赖氨酸包被的共聚焦皿中，调

整细胞密度为 6×104 个/mL，并用 Ad-mCherry-GFP-

LC3B 转染 24 h 后，然后将细胞正常给药处理 24 h

后 OGD 4 h，复氧 24 h，最后用 PBS 洗涤 1 次，在激光

共聚焦显微镜下成像。

2.9 EdU 检测细胞增殖情况 将第 3 代 NSCs 接种

于多聚赖氨酸包被的 24 孔板，调整细胞密度为 6×

104 个/mL，接种 24 h 后给药处理 24 h，OGD 4 h，

OGD 结束后的细胞与 10 μmol·L-1 EdU 孵育复氧

24 h，最后用 4% 多聚甲醛固定 15 min，0.5% Triton

X-100 透化 10 min，根据试剂盒染色进行 EdU 和

Hoechest染色，最后将细胞在荧光显微镜下成像。

2.10 免疫荧光检测 nestin，β -tubulin Ⅲ，GFAP 与

BDNF 分子表达 将第 3 代 NSCs 接种于 24 孔板，

NSCs 分化能力鉴定调整细胞密度为 3×104 个/mL，

使用分化培养基培养 3 d 后给药处理 24 h，OGD 后

继续用分化培养基培养 24 h。神经营养因子鉴定调

整细胞密度为 6×104个/mL，正常培养 24 h 后给药处

理 24 h，OGD 后复氧培养 24 h。随后用 4% 多聚甲

醛 固 定 30 min，然 后 在 0.1%Triton X-100 中 透 化

15 min，含 5% 牛血清白蛋白（BSA）的封闭液中封闭

2 h。随后用一抗（1∶300）4 ℃过夜孵育，洗涤后室

温孵育荧光二抗（1∶500）2 h。细胞核用 DAPI 复染

10 min。最后通过荧光显微镜分析细胞样品。

2.11 统计学方法 采用 SPSS 20.0 统计软件进行

数据分析处理，实验数据以 x̄± s 表示，组间比较用单

因素方差分析，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 NSCs 的形态学观察及鉴定、分化 接种 2 h

后，显微镜下可见大量均匀散落的悬浮细胞，培养

4 d 后，细胞数量增多，形成大小不一的神经球，边缘

光滑，折光性好。将培养第 3 代的神经球用 nestin 抗

体进行免疫荧光染色，均呈现阳性反应，具有干细

胞特征性标记。经分化培养基诱导第 7 天的细胞用

神经元标志物 β-tubulin Ⅲ和胶质细胞标志物 GFAP

进行细胞免疫荧光染色，反应呈阳性，见图 1。

3.2 BHT 含药血清对 OGD/R 后 NSCs 细胞活力的

影响 与常氧组比较，OGD 4 h 显著降低 NSCs活性

（P<0.01）；与模型组比较，20% BHT 显著改善 OGD/

R 导致细胞死亡，促进细胞存活（P<0.01）。见表 1。

3.3 BHT 含药血清对 OGD/R 后 NSCs 自噬活性的

影响 与常氧组比较，糖氧剥夺后，模型组 LC3Ⅱ，

Beclin-1 表达明显升高（P<0.05，P<0.01），p62 差异

A.第 3 代 NSCs 光镜下成像；B.nestin/DAPI 荧光染色；C.β-tubulin Ⅲ/

DIPI荧光染色；D.GFAP/DIPI荧光染色

图 1 NSCs的形态观察及鉴定、分化（×200）
Fig. 1 Morphological observation, identification and

differentiation of NSCs（×200）

表 1 BHT对 OGD/R损伤的 NSCs活力的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of BHT on cell survival in NSCs injured by

OGD/R（x̄± s，n=3）

组别

常氧

模型

BHT

血清体积分数/%

5

10

20

细胞存活率/%

100

51.95±1.952)

57.04±3.40

56.11±10.143)

73.65±2.494)

注：与常氧组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较 3)P<0.05，

4)P<0.01（表 2~5 同）。
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无 统 计 学 意 义；与 模 型 组 比 较 ，BHT 组 LC3Ⅱ，

Beclin-1 明显上调（P<0.05，P<0.01），p62 表达显著

下调（P<0.01），见图 2，表 2。为了进一步探讨自噬

是否有参与 BHT 的神经保护作用，NSCs 分别用

20% BHT，自噬激活剂 Rapa，自噬抑制剂 3-MA+

BHT 处理，检测自噬相关蛋白的表达，与模型组比

较，Rapa 组 LC3Ⅱ，Beclin-1 显著上调（P<0.01），p62

表 达 明 显 降 低（P<0.05）；3-MA+BHT 组 LC3Ⅱ，

Beclin-1 显著下调（P<0.01），p62 表达显著上调（P<

0.01），见图 3，表 3。同时将细胞转染腺病毒 Ad-

mCherry-GFP-LC3B，未发生自噬呈弥散的黄色荧

光，自噬发生后自噬体以斑点的形式表现出来，自

噬体与溶酶体结合后，绿色荧光在酸性环境下淬灭

呈现红色，与模型组比较，BHT 组阳性细胞数显著

增加（P<0.01），Rapa 同样激活了自噬活性，3-MA 组

阳性细胞数显著减少（P<0.01），见图 4，表 4。

3.4 BHT 含药血清对 OGD/R 后 NSCs 的增殖的影

响 与常氧组比较，模型组细胞 EdU 染色数量显著

减少（P<0.01）；与模型组比较，BHT 及 Rapa 组显著

升高 EdU 阳性细胞数量（P<0.01），3-Ma+BHT 组阳

性细胞数量减少（P<0.05），见图 5，表 5。

3.5 BHT 含药血清对 OGD/R 后 NSCs 的分化能力

影响 与常氧组比较，模型组 β -tubulinⅢ和 GFAP

阳性细胞数量显著减少（P<0.01）；与模型组比较，

BHT 组和 Rapa 组 β -tubulinⅢ和 GFAP 阳性细胞数

量显著增加（P<0.01），3-MA+BHT 组阳性细胞数量

减少，3-MA 导致的自噬抑制可能阻止了 BHT 的保

护和促分化作用，见图 6，7，表 5。

3.6 BHT 含药血清对 OGD/R 后 NSCs 的 BDNF 表

达影响 与常氧组比较，模型组 BDNF 阳性细胞数

量显著降低（P<0.01）；与模型组比较，BHT 组和

Rapa 组 BDNF 阳性细胞数量明显增加（P<0.05），3-

Ma+BHT 组 BDNF 阳性细胞数明显减少（P<0.05），
见图 8，表 5。

4 讨论

中风后脑血流量的减少和随之而来的缺氧会

A. 常氧组；B. 模型组；C.BHT 组；D.Rapa 组；E.3-MA+BHT 组（图

4~8 同）
图 3 各组 NSCs中自噬蛋白表达电泳

Fig. 3 Electrophoresis of autophagy protein expression in NSCs

of each groups

A.常氧组；B.模型组；C.BHT 组

图 2 BHT含药血清对 OGD/R后 NSCs自噬活性的影响

Fig. 2 Effect of BHT serum on autophagy activity of NSCs after

OGD/R

表 2 BHT 对 OGD/R 损伤后 NSCs 中自噬蛋白表达的影响（x̄± s，

n=3）

Table 2 Effect of BHT on expression of autophagy protein in

NSCs with OGD/R injury（x̄± s，n=3）

组别

常氧

模型

BHT

血清体积

分数/%

20

p62

/β-actin

0.333±0.010

0.351±0.031

0.225±0.0194）

Beclin-1

/β-actin

0.204±0.023

0.353±0.0262）

0.469±0.0214）

LC3Ⅱ
/β-actin

0.456±0.029

0.568±0.0361）

0.666±0.0313）

表 3 自噬激活剂和抑制剂对 OGD/R损伤后 NSCs中自噬蛋白表达的影响（x̄± s，n=3）

Table 3 Effect of autophagy activators and inhibitors on autophagy protein expression in NSCs after OGD/R injury（x̄± s，n=3）

组别

常氧

模型

BHT

Rapa

3-MA+BHT

浓度

20% 血清

1 μmol·L-1

5 mmol·L-1+20% 血清

p62/β-actin

0.553±0.042

0.461±0.0241)

0.355±0.3203)

0.411±0.0253）

0.661±0.0214)

Beclin-1/β-actin

0.461±0.019

0.745±0.0412)

0.925±0.0294)

1.323±0.0544)

0.512±0.0264）

LC3Ⅱ/β-actin

0.772±0.035

0.794±0.031

0.926±0.0223）

1.176±0.0474）

0.257±0.0134）
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触发复杂的级联反应，从而导致细胞死亡和神经功

能缺损。当前的治疗策略主要是神经保护和溶栓

疗法，其目的是减少神经元的死亡和保护受损的细

胞，但是两种疗法都不能再生新的神经元并修复受

损大脑［24］。脑损伤后神经发生的激活对于脑缺血

后的再生医学具有重要意义，越来越多的研究关注

于能够刺激不同阶段成人神经发生的药物［25］。

补阳还五汤是治疗“气虚血瘀”型中风的经典

方剂，记载于清代王清任的《医林改错》。既往研究

发现补阳还五汤可以通过调控钙信号、兴奋毒性、

炎症反应等多种机制，对脑缺血损伤神经元、血管、

神经胶质细胞、脑内微环境等多方面产生保护和改

善作用［26-28］。除了上述机制外，补阳还五汤还可以

刺激缺血后海马和脑室下区的神经祖细胞增殖［29］，

通过调节轴突生长相关蛋白、改善突触可塑性促进

缺血后轴突再生［30］。另有研究发现补阳还五汤可

能直接促进神经祖细胞的分化，与胚胎神经管源

NSCs 移植联合治疗增强了脊髓损伤后 NSCs 的定

向分化能力［31］。

自噬是溶酶体介导的细胞降解机制。Beclin-1

为酵母自噬基因 Atg6 在哺乳动物的同源物，形成的

Ⅲ类磷脂酰肌醇 3-激酶复合物介导自噬体结构的

形成［32］。LC3-PE 复合体的形成与自噬泡的结合被

认为是自噬膜延伸并最终封闭形成囊泡的重要步

骤，自噬增加了 LC3B Ⅰ到 LC3B Ⅱ的转化，该转化

通过自噬溶酶体而降解［33］。p62 也称为 SQSTM1 蛋

白，可结合 LC3 靶向自噬体并促进泛素化蛋白的清

除，p62 通过自噬过程被降解，因此可以作为自噬清

除的标志［34］。相比于正常细胞，NSCs 更需要自噬

对于细胞稳态的调节，NSCs 的发育和分化与自噬

有着紧密的联系。自噬通过调节活性氧，降低胞内

氧化应激水平促进 NSCs 的增殖和分化［35］。FIP200

的敲除导致 NSCs 逐渐减少，且产后大脑中枢神经

元分化受损［36］。自噬的抑制也可以导致 NSCs 分化

为星形胶质细胞的数量变少［37］。自噬与细胞的程

序性死亡之间也有着相互的影响，控制着 NSCs 的

表 4 自噬激活剂和抑制剂对 OGD损伤后 NSCs自噬的影响（x̄± s，

n=3）

Table 4 Effect of autophagy activators and inhibitors on

autophagy in NSCs after OGD injury（x̄± s，n=3）

组别

常氧

模型

BHT

Rapa

3-MA+BHT

浓度

20% 血清

1 μmol·L-1

5 mmol·L-1+20% 血清

平均荧光强度

32.24±1.24

41.79±0.762）

75.58±1.934）

83.46±1.184）

20.97±2.574）

图 4 自噬激活剂和抑制剂对 OGD/R损伤后 NSCs自噬的影响（免疫荧光，×200）
Fig. 4 Effect of autophagy activators and inhibitors on autophagy in NSCs after OGD/R injury（IF, ×200）
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存活，从而保证成年神经发生过程的自我更新［38］。

在发育的过程中，需要自噬来调节神经元的充分分

化，而在成人神经发生中，自噬也起到了促生存的

作用［39］。在动物模型中进行的神经发生研究证明

图 6 BHT含药血清对 OGD/R后 β-tubulinⅢ的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 6 Effect of BHT serum on β-tubulinⅢ after OGD/R（IF, ×100）

图 5 BHT含药血清对 OGD/R后 NSCs的增殖能力影响（免疫荧光，×100）
Fig. 5 Effect of BHT serum on proliferation of NSCs after OGD/R（IF, ×100）
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了自噬有利于移植后的神经元存活和成熟，对于内

源性 NSCs 的积极作用可能成为促神经功能恢复的

新治疗靶点。

在本研究中，证明了补阳还五汤在糖氧剥夺后

图 8 BHT含药血清对 OGD/R后 NSCs的 BDNF表达影响（免疫荧光，×100）
Fig. 8 Effect of BHT serum on BDNF expression in NSCs after OGD/R（IF, ×100）

图 7 BHT含药血清对 OGD/R后 NSCs GFAP的影响（免疫荧光，×100）
Fig. 7 Effect of BHT serum on GFAP of NSCs after OGD/R（IF, ×100）
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进一步上调了 NSCs 的自噬活性，并且自噬可能参

与了神经发生。一直以来自噬被认为是细胞适应

机制的一把双刃剑，自噬的利弊取决于自噬诱导的

速率和激活的持续时间［40］。同时，由于模型，局部

缺血的强度及缺血时间的不同可能会导致实验结

果的差异。多项证据表明自噬在脑缺血的早期具

有神经保护作用，但是当缺血时间过长，反而产生

了不利影响［41-43］。补阳还五汤如何调控自噬仍然有

待进一步的研究，对于自噬在 NSCs 的作用的理解

也需要高度特异性的靶向自噬试剂和更符合疾病

的缺血缺氧模型来共同推动。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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