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摘要 :目的 　观察脑心通胶囊对体外模拟脑缺血再灌注损伤大鼠脑微血管内皮细胞的保护作用。方法 　建立体外培养大鼠

脑微血管内皮细胞模拟脑缺血再灌注损伤模型 ,模拟脑缺血 3 h,再灌注 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 h后损伤内皮细胞的活性、死

亡率变化以及脑心通胶囊的影响 ,测定体外培养大鼠脑微血管内皮细胞模拟脑缺血 3 h,再灌注 24 h时脑心通胶囊含药血清

对细胞裂解液 SOD活性、MDA及 NO含量的影响。结果 　体外培养的大鼠脑微血管内皮细胞在模拟缺血再灌注损伤后 ,细胞

内线粒体活力下降 ,死亡率升高 ,脑心通胶囊 0124, 0148 g· kg- 1能不同程度改善细胞损伤 ( P < 0105, P < 0101) ,明显提高裂

解液中 SOD活性 ( P < 0105, P < 0101) ,降低裂解液中 MDA和 NO含量 ( P < 0105, P < 0101) ,对大鼠脑微血管内皮细胞模拟脑

缺血再灌注损伤有明显的保护作用。结论 　脑心通胶囊对体外培养大鼠脑微血管内皮细胞模拟脑缺血损伤有保护作用 ,其

机制可能与抗脂质过氧化作用有关。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To observe the p rotective effects of Naoxintong cap sule (NXTJN ) on the cultivated rat cerebral m icro2
vascular endothelial cells ( rCMEC) subjected to simulated cerebral ischem ia and reperfusion in vitro1M ETHOD S　 rCMEC activity,

motatity rate and the effects of NXTJN were observed after simulated cerebral ischem ia for 3 h and reperfusion for 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48

and 72 h, respectively1The change of SOD activity,MDA content and NO content of cell lysate and the effects of NXTJN were observed

after simulated cerebral ischem ia of 3 h and reperfusion for 24 h1RESUL TS　The rCMEC viability was decreased and the motality rate

was increased significantly in various ischem ia reperfusion durations and NXTJN could affect the changes in these criteria1NXTJN at the

dose of 0124 and 0148 g·kg- 1 increased the activity of SOD and reduced the content ofMDA and NO in lysate of rCMEC subjected to

simulated cerebral ischem ia for 3 h and reperfusion for 24 h ( P < 0105, P < 0101) 1CO NCL US IO N　NXTJN p rotects cerebral ische2
m ia reperfusion injury in rCMEC in vitro1And the mechanism is p robably related to the supp ression of the generation of NO and reduc2
tion of lip id peroxide action1
KEY WO RD S: naoxintong cap sule; cerebral ischem ia reperfusion injury; cerebral m icrovascular endothelial cells; SOD; MDA; NO

　　缺血性中风具有发病率高、致残率高、死亡率

高和复发率高等特点 ,是威胁人类健康的重大疾

病之一 ,其发病是由于血管阻塞引起脑缺血损伤

而致局灶或全脑的功能障碍。治疗时既保证尽早

恢复缺血脑组织的血流 ,又减轻或防止再灌注损

伤的发生 ,是研究缺血性中风的治疗中亟待解决

的重要课题。脑微血管内皮细胞是构成血脑屏障

的重要成分 ,其独特的结构和功能使血脑屏障形
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成一个限制大多数极性分子和蛋白质运转的选择

性低渗透性的屏障 ,具有维持管壁通透性、防止凝

血和血栓形成等重要的生理功能。脑缺血损伤活

化的内皮细胞主动参与炎症和免疫反应 ,进一步

加重神经元损伤 [ 1 ] 。脑心通胶囊由黄芪、丹参、地

龙、全蝎等中药组成的复方 ,近年来临床上应用脑

心通胶囊治疗气虚血瘀、脉络闭阻所致中风获得

肯定疗效 [ 2 ] 。前期研究表明 ,脑心通胶囊能改善

局灶性脑缺血再灌注损伤模型大鼠的神经症状 ,

减小脑梗死范围 ,减少脑组织 IL 21β、IL 26、TNF2α
的含量 [ 3 ] 。本实验采用原代培养大鼠脑微血管内

皮细胞 ,建立脑微血管内皮细胞模拟脑缺血再灌

注损伤模型 ,研究脑心通胶囊对脑微血管内皮细

胞损伤的保护作用及相关机制。

1　材料与试剂

111　动物

SD大鼠 ,雄性 ,体重 70～80 g[北京维通利华实

验动物中心 ,合格证号 : SCXK(京 ) : 200220003 ]。

112　受试药

脑心通胶囊 (陕西咸阳步长制药有限公司。批

号 : 050525)。

113　试剂

胎牛血清 ,胰蛋白酶 , M199培养基 ( Gibco公

司 ) ;噻唑蓝 (MTT) ,台盼蓝 ( Sigma公司 ) ;青霉素、

链霉素 (华北制药股份有限公司 ) ;肝素钠 (鼎国生

物技术发展中心 ) ; Collagenase Ⅱ (科海生物技术有

限公司 ) ;胰酶、明胶 (欣经科生物技术有限公司 ) ;

内皮细胞生长因子 (Roche公司 ) ;普通牛血清 ,标准

胎牛血清 (Hyclone公司 ) ;超氧化物歧化酶 ( SOD )、

丙二醛 (MDA)、一氧化氮 (NO )试剂盒 (南京建成生

物工程研究所 ) ;其他试剂均为国产分析纯。

114　仪器

CJT型超净工作台 (北京昌平长城空气净化工

程公司 ) ; DM ILHC倒置显微镜 (德国 Leica公司 ) ;

CO2培养箱 (美国 N1C公司 ) ; 722型分光光度计 (上

海第三分析仪器厂 ) ;MK3型自动酶标仪 (芬兰雷勃

公司 )。

2　实验方法

211　含药血清的制备

正常 SD大鼠 ,随机分为 3组。正常对照组、脑

心通胶囊 0124 g· kg
- 1组和脑心通胶囊 0148 g·

kg
- 1组。药物按剂量 ,每日分上、下午两次全量灌胃

给药 ,正常组灌服 015% cmc, 10 mL· kg- 1体重 ,第

5次给药后 2 h颈总动脉取血 , 4 ℃保存 4 h后离心 ,

3 000 r·m in
- 1离心 20 m in,取上清 ,混匀 , 56 ℃灭

活 30 m in,过滤除菌 ,分装 , - 20 ℃贮存。

212　大鼠脑微血管内皮细胞 ( rCMEC)的培养

培养方法参考 Gordon等 [ 4 ]的方法 ,并略加改

进。具体操作如下 : 取 70 ～80 g雄性 SD 大鼠。

10%水合氯醛 ( 315 mL· kg
- 1 )腹腔注射麻醉 ,断

头 ,体积分数为 75%酒精浸泡 3 m in,无菌条件下分

离鼠脑 ,在 PBS中清洗一遍后 ,立刻放入含 8%牛血

清冲洗液内 ,去除大血管、软脑膜、小脑和大脑髓质 ,

收集大脑皮质。在烧杯中剪碎后 ,经玻璃匀浆器匀

浆 ,经 75μm 尼龙滤网过滤 ,收集滤液 ,再经孔径

145μm尼龙滤网过滤 ,收集网上之血管段。1 500

r· m in
- 1 离心 8 m in,弃上清 ,将沉淀悬浮于 011%

胶原酶液中 ,吹打后 ,置 37 ℃水浴中孵育 20 m in,再

次 1 500 r· m in
- 1 离心 5 m in,去上清 ,沉淀用完全

培养液悬浮接种于明胶预覆盖的培养瓶中 ,放入

CO2培养箱中静置 3 d,然后每 3 d换液 1次。当细

胞长成致密单层 ,出现“铺路石 ”征象后可进行传代

培养。

213　原代培养 rCMEC缺氧缺糖再灌注损伤模型的

建立和脑心通胶囊的影响

培养的第 4代 rCMEC吸出原培养液 ,用 PBS液

洗涤 2次 ,加入 6 mL 011%胰蛋白酶室温消化 ,在倒

置显微镜下观察 ,当发现细胞回缩或细胞间隙增大 ,

且有少量细胞因消化而悬浮时 ,弃胰蛋白酶液 ,加入

完全培养液 ,轻轻吹打细胞使成细胞悬液 ,以 ( 3～

4) ×105个细胞 ·mL - 1密度铺到 96孔板中 ,每孔

150μL,细胞培养 1 d后 ,先用预温的 PBS洗涤培养

板两次 ,然后用 Earle氏液 (含糖或不含糖 )置换原培

养液 ,将培养板随机分为 4组 : ①正常组 :换有糖 Ear2
le氏液 (NaCl 11614 mmol· L

- 1
, KCl 514 mmol·

L
- 1

, CaCl2 118 mmol· L
- 1

,MgSO4 018 mmol· L
- 1

,

NaH2 PO4 216 mmol·L
- 1

,NaHCO3 2612 mmol·L
- 1

,

Hepes 2011 mmol·L
- 1

, Glucose 515 mmol·L
- 1 ) ,并

始终在正常气体条件下培养 ; ②模型组 :造模按文献

方法稍加改进 [ 5 ]
,换无糖 Earle氏液 (NaCl 11614

mmol·L
- 1

, KCl 514 mmol· L
- 1

, CaCl2 118 mmol·

L
- 1

, MgSO4 018 mmol· L
- 1

, NaH2 PO4 216 mmol·

L - 1 ,NaHCO3 2612 mmol· L - 1 , Hepes 2011 mmol·

L
- 1 ) ,将培养板放入缺氧罐内 ,通入 5% CO2和 95%

N2的混合气体 ,通气 30 m in后 ,夹闭缺氧罐的进、出

口 ,放入培养箱内 3 h (缺氧缺糖模拟脑缺血状态 ) ;

③脑心通胶囊 0124 g· kg- 1组 :造模同模型组 ;在
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换 Earle氏液时加脑心通胶囊 0124 g·kg
- 1含药血

清 1次 ; ④脑心通胶囊 0148 g· kg- 1组 :造模同模

型组 ;在换 Earle氏液时加脑心通胶囊 0148 g·

kg
- 1含药血清 1次。体外模拟脑缺血 3 h后各组换

完全培养液模拟再灌注 ,其中脑心通胶囊 0124 g·

kg
- 1组和 0148 g· kg

- 1组再加含药血清 1次 ,然后

将培养板放入 37 ℃、5%的 CO2的培养箱内继续培

养 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 h,分别用 MTT法测定各

时间点细胞线粒体活力 [ 6 ]
,台盼蓝染色法测定细胞

死亡率 [ 7 ]。

214　脑心通胶囊含药血清对缺氧缺糖再灌注损伤

rCMEC裂解液 SOD活性、MDA及 NO含量的影响

测定体外培养大鼠脑微血管内皮细胞缺氧缺糖

( Is) 3 h,再灌注 (Rp ) 24 h时脑心通胶囊含药血清

对细胞裂解液 SOD活性、MDA及 NO含量的影响。

测定方法按南京建成生物工程研究所 SOD、MDA及

NO试剂盒说明书操作。

215　统计方法

实验数据以平均值 ±标准差 ( �x ±s)表示 ,采用

SPSS 1115软件做统计分析 ,组间差异比较用单因

素方差分析 Student2Newman2Keuls test统计。

3　实验结果

311　MTT法测定 rCMEC的活性

模型组培养的 rCMEC活性明显降低 ,尤其以

Rp21、Rp23、Rp224和 Rp236 h时 rCMEC活性较低 ,

脑心通胶囊 0124 g· kg
- 1组在 Rp224、Rp248、Rp236

和 Rp272 h时对细胞损伤有明显的保护作用 ,脑心

通胶囊 0148 g· kg- 1组在 Is23、Rp26、Rp212、Rp224、

Rp236、Rp248和 Rp272 h与模型组相比较具有显著

性差异 ,对细胞损伤有明显的保护作用。结果见表

1。

312　台盼蓝染色测定 rCMEC的死亡率

体外模拟脑缺血再灌注损伤使培养 rCMEC的

死亡率明显升高 ,以 Is23、Rp21、Rp23和 Rp224 h时

rCMEC的死亡率较高 ,和正常组比较有显著性差

异 ;用药组可使细胞死亡率降低 , NXTJN 0124 g·

kg
- 1组在 Rp23、Rp224、Rp248、Rp236和 Rp272 h时

死亡率降低 ,脑心通胶囊 0148 g· kg- 1组在 Is23、
Rp21、Rp23、Rp212、Rp224、Rp236、Rp248和 Rp272 h

时死亡率降低 ,和模型组比较均有显著性差异 ,对

rCMEC模拟脑缺血再灌注损伤有明显的保护作用。

结果见表 2。

313　脑心通胶囊含药血清对缺氧缺糖再灌注损伤

rCMEC裂解液 SOD活性、MDA及 NO含量的影响

表 1　脑心通胶囊对体外模拟脑缺血再灌注损伤大鼠脑微

血管内皮细胞活性的影响 1n = 6, �x ±s

Tab 1　Effect of Naoxintong cap sules on activity of cerebral m i2

crovascular endothelial cell of cerebral ischem ia and reperfusion

rats in vitro1n = 6, �x ±s

Time points Control Vehicle
Naoxintong cap sules/g·kg - 1

0124 0148

Is23 h 0. 639 ±0. 023 0. 424 ±0. 0341) 0. 445 ±0. 031 0. 484 ±0. 0282)

Rp21 h 0. 631 ±0. 021 0. 392 ±0. 0141) 0. 414 ±0. 028 0. 429 ±0. 038

Rp23 h 0. 635 ±0. 024 0. 373 ±0. 0361) 0. 383 ±0. 024 0. 424 ±0. 0362)

Rp26 h 0. 626 ±0. 020 0. 440 ±0. 0261) 0. 445 ±0. 032 0. 511 ±0. 0312)

Rp212 h 0. 655 ±0. 021 0. 442 ±0. 0301) 0. 467 ±0. 030 0. 499 ±0. 0432)

Rp224 h 0. 646 ±0. 025 0. 395 ±0. 0211) 0. 463 ±0. 0313) 0. 522 ±0. 0293)

Rp236 h 0. 608 ±0. 014 0. 405 ±0. 0211) 0. 461 ±0. 0333) 0. 449 ±0. 0432)

Rp248 h 0. 617 ±0. 018 0. 395 ±0. 0381) 0. 459 ±0. 0303) 0. 502 ±0. 0333)

Rp272 h 0. 636 ±0. 016 0. 467 ±0. 0371) 0. 513 ±0. 0252) 0. 566 ±0. 0273)

注 :与对照组比较 , 1) P < 0101 ;与模型组比较 , 2) P < 0105, 3) P < 0101

Note: 1) P < 0101 vs control group; 2) P < 0105, 3) P < 0101 vs vehicle group

表 2　脑心通胶囊对体外模拟脑缺血再灌注损伤大鼠脑微

血管内皮细胞死亡率的影响 1n = 6, �x ±s

Tab 2　 Effect of Naoxintong cap sules on mortality of cerebral

m icrovascular endothelial cell of cerebral ischem ia and reperfu2

sion rats in vitro1n = 6, �x ±s

Time points Control Vehicle
Naoxintong cap sules/g·kg - 1

0124 0148

Is23 h 11. 3 ±3. 0 51. 0 ±6. 91) 44. 9 ±8. 4 41. 8 ±6. 22)

Rp21 h 10. 3 ±3. 8 54. 6 ±9. 21) 51. 6 ±9. 5 42. 5 ±8. 72)

Rp23 h 9. 2 ±2. 1 56. 1 ±7. 61) 45. 9 ±5. 32) 43. 1 ±8. 52)

Rp26 h 10. 7 ±4. 4 48. 7 ±5. 41) 44. 6 ±4. 8 42. 3 ±5. 2

Rp212 h 9. 8 ±4. 2 49. 7 ±5. 21) 43. 2 ±6. 4 41. 8 ±5. 22)

Rp224 h 11. 2 ±4. 2 52. 1 ±8. 91) 40. 6 ±4. 83) 37. 8 ±6. 23)

Rp236 h 9. 3 ±3. 6 46. 3 ±7. 81) 36. 8 ±4. 82) 35. 3 ±6. 92)

Rp248 h 8. 8 ±2. 2 41. 1 ±4. 31) 34. 0 ±6. 12) 31. 0 ±5. 13)

Rp272 h 10. 1 ±3. 0 43. 7 ±4. 01) 34. 8 ±4. 73) 29. 8 ±6. 53)

注 :与对照组比较 , 1) P < 0101 ;与模型组比较 , 2) P < 0105, 3) P < 0101

Note: 1) P < 0101 vs control group; 2) P < 0105, 3) P < 0101 vs vehicle group

体外培养大鼠脑微血管内皮细胞模拟脑缺血

( Is) 3 h,再灌注 (Rp ) 24 h时细胞裂解液和正常对

照组相比较 ,裂解液中 SOD 活性明显降低 , MDA、

NO含量明显升高 ( P < 0101 )。与模型组相比较 ,

NXTJN 0124、0148 g· kg
- 1组可明显提高裂解液中

SOD活性 ( P < 0105, P < 0101) ,显著降低裂解液中

MDA、NO的含量 ( P < 0105, P < 0101) ,对 rCMEC模

拟脑缺血再灌注损伤有明显的保护作用。结果见表

3。

4　讨 　论

细胞缺糖缺氧再灌注损伤时 ,自由基引发的线

粒体膜脂质过氧化或细胞内形成脂质过氧化物作用

于线粒体膜 ,使膜的液态及流动性改变 ,从而导致线

粒体功能障碍 ,启动细胞损伤的一系列病理生理过

程 [ 8 ]。线粒体膜富含磷脂 ,线粒体生化功能与能量
·537·
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　　表 3　脑心通胶囊对体外模拟脑缺血再灌注损伤大鼠脑微

血管内皮细胞裂解液中 SOD活性、MDA和 NO含量的影响.

n = 6, �x ±s

Tab 3　Effect of naxintoxg cap sules on SOD activity ,MDA and

NO content of cerebral m icrovascular endothelial cell of cerebral

ischem ia and reperfusion rats in vitro. n = 6, �x ±s

Group
Dose

/g·kg - 1

SOD

/kU·g(pro) - 1

MDA

/μmol·g(p ro) - 1

NO

/μmol·g(p ro) - 1

Control - 56. 21 ±3. 04 5. 20 ±0. 81 61. 02 ±17. 14

Vehicle - 37. 10 ±8. 131) 16. 80 ±0. 921) 127. 01 ±32. 861)

Naxintoxg cap sules 0. 24 52. 60 ±9. 36 2) 5. 56 ±0. 963) 88. 58 ±24. 502)

Naxintoxg cap sules 0. 48 57. 42 ±13. 213) 6. 74 ±0. 523) 70. 23 ±20. 783)

注 :与对照组比较 , 1) P < 0101 ;与模型组比较 , 2) P < 0105, 3) P < 0101

Note: 1) P < 0101 vs control group; 2) P < 0105, 3) P < 0101 vs vehicle group

代谢很大程度依赖于膜磷脂的完整 [ 9 ]。对培养的

大鼠脑微血管内皮细胞进行 MTT法测定可以反映

培养的细胞在正常或缺血再灌注损伤时线粒体的功

能状态 ,从而确定培养大鼠脑微血管内皮细胞的活

性和存活率。

本实验中脑微血管内皮细胞经 Ⅷ因子抗体免疫

细胞化学染色后的阳性细胞数占总细胞数 95%以

上 ,细胞呈短梭形或多角形 ,胞浆丰富 ,内含棕黄色

颗粒。用 MTT法和台盼蓝染色法观测体外培养大

鼠脑微血管内皮细胞模拟脑缺血再灌注损伤模型 ,

模拟脑缺血 ( Is) 3 h,再灌注 (Rp ) 1, 3, 6, 12, 24, 36,

48, 72 h后损伤内皮细胞的活性、存活率、死亡率变

化。结果显示 ,细胞活性在缺血再灌注损伤后明显

降低 ,说明体外模拟脑缺血再灌注损伤对培养的脑

微血管内皮细胞内的线粒体造成损伤 ,线粒体功能

障碍 ,能量衰竭而发生死亡。而脑心通胶囊给药组

可使受损脑微血管内皮细胞活性和存活率明显提

高 ,说明脑心通胶囊对脑微血管内皮细胞缺血再灌

注损伤有保护作用。

细胞缺糖缺氧损伤时 ,细胞内 Ca
2 +浓度异常升

高 ,触发一系列病理反应 ,可产生大量氧自由基 ,一

方面可诱发炎症反应 , 另一方面可引起细胞内

DNA、RNA、氨基酸、蛋白质以及多糖高分子物质的

氧化、交联、变性或降解。 SOD 是自由基清除剂和

催化 H2 O2分解的酶 ,它通过歧化方式清除超氧阴离

子自由基 ,对细胞有保护作用 ,其活力可反映体内自

由基的变化情况。MDA作为氧自由基与生物膜不

饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应的代谢产物 ,其含

量变化间接反映了组织中氧自由基含量及细胞损伤

的程度。NO是迄今在体内发现的第一个气体性信

息分子 ,在脑缺血再灌注损伤中起重要作用 ,能减轻

NO毒性作用的药物有望成为缺血性脑血管病治疗

的靶点之一 [ 10211 ]。本实验测定了体外培养大鼠脑

微血管内皮细胞模拟脑缺血 3 h,再灌注 24 h时细

胞裂解液中 SOD活性、MDA及 NO含量的变化以及

脑心通胶囊含药血清对变化的影响。结果显示 ,裂

解液中 SOD 活性明显降低 , MDA、NO 含量明显升

高。脑心通胶囊给药组可明显提高裂解液中 SOD

活性 ,显著降低裂解液中 MDA、NO的含量。因此 ,

脑心通胶囊对 rCMEC模拟脑缺血再灌注损伤保护

作用的机制可能是通过提高 SOD活性 ,清除自由基

从而减少缺血再灌注过程中自由基损伤 ,阻碍线粒

体膜过强的脂质过氧化反应 ,防止线粒体发生氧化

磷酸化脱偶联 ,维持细胞正常的能量代谢 ;通过减少

受损细胞内 NO的含量 ,减轻了 NO介导的兴奋性

氨基酸毒性及其衍生毒性自由基的损伤 ,从而达到

保护脑微血管内皮细胞缺血再灌注损伤的目的。
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