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脑通汤对缺氧－复氧损伤脑微血管内皮细胞的保护
作用

何　筑１，况时祥２，张树森２，邹家莉２

（１．贵阳市第三人民医院，贵州 贵阳　５５００００；２．贵阳中医学院第二附属医院，贵州 贵阳　５５０００３）

［摘　要］目的：探讨脑通汤对缺氧－复氧损伤脑微血管内皮细胞（ＢＭＥＣｓ）的保护作用及机制。方法：将大
鼠原代ＢＭＥＣｓ培养传代至第二代，分为对照组、正常血清组、缺氧－复氧模型组、大、中、小剂量脑通汤含药血清
组，后５组细胞均放入三气培养箱中持续通入９５％ Ｎ２和５％ ＣＯ２混合气体缺氧２４ｈ再复氧２ｈ制作脑缺血再
灌注细胞模型；采用ＭＴＴ法检测缺氧２４ｈ和复氧２ｈ时 ＢＭＥＣｓ的活性并计算细胞存活率，实时荧光定量 ＰＣＲ
法检测ＢＭＥＣｓ中ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达。结果：缺氧２４ｈ时，模型组的ＢＭＥＣｓ的活性及存活率
较对照组明显下降（Ｐ＜００５），与正常血清组及各剂量含药血清组比较差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；复氧２ｈ
时各剂量含药血清组ＢＭＥＣｓ的活性及存活率均较模型组明显升高（Ｐ＜００５），正常血清组与模型组差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）；模型组ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达量均升高（Ｐ＜００５），与模型组比较，各剂量含药
血清组的ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达量明显升高，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达量明显下降，脑通汤大、中剂量组变化
更显著（Ｐ＜００１）；正常血清组与模型组比较上述３种 ｍＲＮＡ表达量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：脑
通汤可以保护缺氧－复氧损伤的 ＢＭＥＣｓ，其机制可能与其能上调 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达以及下调 ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ表达有关。
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　　缺血性脑血管病是导致血管性痴呆（ｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｅｍｅｎｔｉａ，ＶＤ）的主要病因［１］，缺血再灌注损伤参

与并介导了缺血性脑血管病的重要病理生理过

程［２］。研究认为血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，
ＢＢＢ）结构及功能的损伤不仅参与脑缺血再灌注损
伤的病理生理［３］，也与 ＶＤ的发生发展密切相
关［４］。缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）、血管内皮生长
因子（ＶＥＧＦ）、基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）是检测
ＢＢＢ的结构及功能损伤时常用到的指标。脑微血
管内皮细胞（ｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌｓ，
ＢＭＥＣｓ）是各种生理、病理因素作用的靶细胞。本
课题组前期的研究证实脑通汤可以有效改善 ＶＤ
早期患者认知功能［５］。本实验利用离体培养大鼠

脑ＢＭＥＣｓ制备体外细胞缺氧－复氧模型模拟体内
脑缺血再灌注损伤，观察脑通汤对缺氧－复氧损伤
ＢＭＥＣｓ中 ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达的影
响，探讨脑通汤对缺氧 －复氧损伤 ＢＭＥＣｓ的保护
作用及可能机制。

１　材料

１１　实验动物
ＳＤ大鼠，雄性，ＳＰＦ级，体重：（２００±２０）ｇ，购

自于重庆腾鑫生物技术有限公司，许可证号 ＳＣＸＫ
（渝）２０１２－０００５。１周龄 ＳＤ大鼠，雄性，ＳＰＦ级，
购自于贵阳学院实验动物中心，合格证号：ＳＣＸＫ
（黔）２０１２－０００１。
１２　主要药品与试剂

脑通汤（中药成分）由贵阳中医学院第二附属

医院中药房提供。高糖 ＤＭＥＭ、０２５％胰酶、双抗
均购于 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，ＭＴＴ、二甲基亚砜、鼠尾明

胶、胶原酶ＩＩ均购于Ｓｉｇｍａ公司，羊抗兔ＩｇＧＦＩＴＣ、
ＩＣＡＭ１（ＣＤ５４，批号 ＰＢ００５４）均购于博士德公司；
Ⅷ因子相关抗原抗血清（北京博奥森），胎牛血清
（四季青），无糖 ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ），Ｔｒｉｚｏｌ（批号 １５９６
－０２６，ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒（批号
Ｋ０２２３，Ｔｈｅｒｏ），逆转录试剂盒（批号 Ｋ１６２２，Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ）。
１３　脑通汤含药血清的制备

脑通汤（黄芪４０ｇ、西洋参８ｇ、天麻２０ｇ、水蛭
２４ｇ、葛根６０ｇ）每剂方药 １５２ｇ，加水 ５００ｍＬ煎
制，醇沉提取，高温消毒，制成含生药量为３０４ｇ／
ｍＬ（大剂量脑通汤组），１５２ｇ／ｍＬ（中剂量脑通汤
组），０７６ｇ／ｍＬ（小剂量脑通汤组）。ＳＤ大鼠 ６０
只，随机分为正常组和大、中、小剂量脑通汤组 ４
组，每组１５只。参照《药理实验方法学》［６］换算出
灌胃给药量，大、中、小剂量脑通汤组给药量分别为

１５２、７６、３８ｇ／（ｋｇ·ｄ），正常组灌服生理盐水
１０ｍＬ／（ｋｇ·ｄ），一天２次，连灌４ｄ；股动脉采血，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，分离血清，过滤除菌，灭
活，获得正常血清及脑通汤大、中、小剂量含药血

清，－２０℃冻存。
１４　ＢＭＥＣｓ的原代培养、传代及鉴定

参考文献 ［８－１２］方法，稍作改良。选择出
生１周以内 ＳＤ大鼠，参照大鼠脑立体定位图谱，
剥离双侧大脑皮质，于预冷ＤＨａｎｋｓ液中将其剪碎
成１ｍｍ３大小组织块，加入０２５％胰蛋白酶，消化
１５ｍｉｎ，滴加２０％ ＦＢＳ培养基（含７９％ ＤＭＥＭ高糖
培养基、２０％ ＦＢＳ和１％ 双抗）终止消化，１０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，过筛目（先过１００目，再
过２００目），最后收集２００目以上的细胞，在沉淀组
织中滴加适量０１％Ⅱ型胶原酶消化２０ｍｉｎ，滴加
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２０％ ＦＢＳ培养基终止消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
弃上清液，加入适量２０％ ＦＢＳ培养基吹打混匀，制
成细胞悬液，转移至２％明胶包被过的２５ｃｍ２培养
瓶中。放入３７℃，５％ ＣＯ２培养箱内孵育，隔２～
３ｄ换液１次。７～９ｄ后细胞呈现典型的单层“铺
路石”样排列，用０１２５％胰蛋白酶消化传代，Ⅷ因
子相关抗原免疫荧光染色鉴定阳性，证明为

ＢＭＥＣｓ。
１５　ＢＭＥＣｓ分组

取第２代ＢＭＥＣｓ随机分为６组：正常组、缺氧
－复氧模型组、正常血清组、大、中、小剂量脑通汤
含药血清组，后５组细胞均行缺血再灌注，后４组
分别给予１０％正常血清及１０％脑通汤大、中、小剂
量含药血清。１０％正常血清或１０％脑通汤大、中、
小剂量含药血清培养基分别用８９％的无胎牛血清
的 ＤＭＥＭ培养基、１％双抗和 １０％正常血清或
１０％脑通汤不同剂量含药血清配制而成。
１６　ＢＭＥＣｓ缺氧／复氧模型的建立

参照文献［１３］的造模方法稍加改良，制备细
胞缺氧２４ｈ再复氧２ｈ模型：用无糖ＤＭＥＭ洗涤２
次，缺氧前缺氧－复氧模型组、正常血清组、大、中、
小剂量脑通汤含药血清组加入１０％ ＦＢＳ培养基、
１０％ ＳＤ大鼠正常血清及１０％脑通汤大、中、小剂
量含药血清培养基，置入３７℃三气培养箱，持续通
入９５％Ｎ２与５％ＣＯ２混合气体，流速保持在０５Ｌ／
ｍｉｎ，缺氧２４ｈ。再复氧时５组分别换液，培养基与
缺氧前相同，放回３７℃、５％ ＣＯ２培养箱持续复氧
２ｈ。对照组用１０％ ＦＢＳ培养基正常培养２６ｈ，不
做任何处理。

１７　ＭＴＴ比色法测定ＢＭＥＣｓ的活性及存活率
取第二代的ＢＭＥＣｓ以５×１０５／ｍＬ的细胞密度

接种于９６孔板中，造模后，吸弃９６孔板各孔液体，
每孔加四甲基偶氮唑蓝磷酸缓冲液 ＭＴＴ（５ｇ／Ｌ）
２０μＬ，混匀，３７℃孵育４ｈ。弃上清液，每孔加１００μＬ
的二甲基亚砜，均匀振荡１０ｍｉｎ，用酶标仪（微量
波长为 ５７０ｎｍ）处读取吸光度值（ＯＤ值），用 ＯＤ
值表示ＢＭＥＣｓ活性。细胞存活率以对照组 ＯＤ值
均数为 １００％，计算细胞存活率（％）＝各孔 ＯＤ
值／对照组ＯＤ值均数×１００％。
１８　实时荧光定量 ＰＣＲ法检测 ＢＭＥＣｓ的 ＨＩＦ
１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达

ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ引物均由上海
基尔顿生物科技有限公司设计。引物设计如下：

ＨＩＦ１αｍＲＮＡ上游引物 ５′ＣＡＧＣＧＡＴＧＡＣＡＣＧ

ＧＡＡＡＣ３′，下游引物５′ＡＧＴＧＡＣＴＣＴＧＧＧＣＴＴＧＡＣ
３′，扩增长度 ２１０ｂｐ；ＶＥＧＦｍＲＮＡ上游引物 ５′
ＧＡＧＴＣＴＧＴＧＣＴＣＴＧＧＧＡＴＴＴＧ３′，下游引物 ５′ＴＣ
ＣＴＧＣＴＡＣＣＴＣＴＴＴＣＣＴＣＴＧ３′，扩增长度 １８８ｂｐ；
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ上游引物 ５′ＴＣＴＣＴＡＣＴＧＧＧＣＡＴＴ
ＡＧＧＧ３′，下游引物５′ＧＴＧＴＣＣＧＡＧＧＡＡＧＡＴＡＣＴ
ＴＧ３′，扩增长度２３６ｂｐ；βｃａｔｉｎｍＲＮＡ上游引物：
５′ＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ ３′，下游：５′ＴＣ
ＣＣＡＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣ３′，扩增长度 １８１ｂｐ。用
Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ，用 ｃＤ
ＮＡ按照ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒说明进行实时荧
光定量ＲＴＰＣＲ反应。反应总体积２５μＬ，ＰＣＲ参
数设置：预变性，９５℃，１０ｍｉｎ，变性 ９５℃，１５ｓ，退
火６０℃，４５ｓ，延伸６０℃，１ｍｉｎ，总共４０次循环。
反应结束时仪器自动显示达到阈值时的循环圈数

（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅｓ，ＣＴ）值。以内参 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ
的ＣＴ值标化 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的 ＣＴ
值，目的基因相对表达量用 ２－ΔΔＣＴ方法计算［１４］。

公式如下：样品目的基因 ΔＣＴ＝样品目的基因 ＣＴ
值－内参基因 ＣＴ值；ΔΔＣＴ＝样品目的基因 ΔＣＴ
值－对照组ΔＣＴ值。
１９　观察指标

倒置显微镜下观察 ＢＭＥＣｓ形态，第Ⅷ因子相
关抗原免疫荧光鉴定 ＢＭＥＣｓ，比较各组 ＢＭＥＣｓ的
活性及存活率，观察 ＢＭＥＣｓ中 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、
ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达。
１１０　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７０统计软件分析，数据采用均数
±标准差（ｘ±ｓ）表示，各组间比较采用单因素方
差分析，两组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜００５判定
差异有统计学意义。

２　结果

２１　原代脑ＢＭＥＣｓ鉴定
倒置显微镜下观察 ＢＭＥＣｓ形态：１２ｈ大部分

细胞贴壁，２４后细胞伸出细小突起。培养４ｄ，细
胞围绕成“漩涡状”；细胞继续生长７～９ｄ后融合，
呈现典型的“鹅卵石样”密集的排列；细胞形态呈

现扁平梭形，椎体形，多角形，核卵圆形，可见核仁。

第Ⅷ因子相关抗原免疫荧光鉴定：荧光倒置显微镜
下观察，传代细胞胞核周围的胞浆内均出现黄绿色

荧光，即第Ⅷ因子抗原阳性，阳性率达９５％，胞质与
胞核间界限明显，证明细胞为ＢＭＥＣｓ。见图１、２。
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Ａ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｂ
注：Ａ为ＢＭＥＣｓ培养第５天，Ｂ为 ＢＭＥＣｓ培养第７天

图１　原代ＢＭＥＣｓ形态学观察（×４００）
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍａｒｙＢＭＥＣｓ

图２　ＢＭＥＣｓⅧ因子相关抗原免疫荧光鉴定（×４００）
Ｆｉｇ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆａｃｔｏｒＶＩＩＩｒｅｌａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ

ｉｎＢＭＥＣｓｂｙｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

２２　ＢＭＥＣｓ的活性及存活率
缺氧２４ｈ时模型组、脑通汤不同剂量含药血

清组、正常血清组的 ＢＭＥＣｓ活性及存活率均较对
照组明显下降（Ｐ＜００５），这５组间比较差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）；复氧２ｈ时５组ＢＭＥＣｓ活性
及存活率仍均较对照组明显下降（Ｐ＜００５），而脑
通汤不同剂量含药血清组较缺氧 －复氧模型组明
显升高（Ｐ＜００５），正常血清组较模型组差异无统
计学意义（Ｐ＞００５）。复氧２ｈ时模型组、脑通汤
不同剂量含药血清组、正常血清组的 ＢＭＥＣｓ的活
性及存活率组内比较均较缺氧时明显升高（Ｐ＜
００５）。见表１。

表１　缺氧２４ｈ及复氧２ｈ各组ＢＭＥＣｓ活性及存活率（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｔａｂ．１　ＢＭＥＣｓａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｈｙｐｏｘｉａ

ａｎｄ２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

分组
ＢＭＥＣｓ缺氧２４ｈ

ＢＭＥＣｓ活性（ＯＤ值） 存活率（％）

ＢＭＥＣｓ复氧２ｈ

活性（ＯＤ值） 存活率（％）

对照组 ０７４８±００６５ １００ ０７４８±００６５ １００

缺氧－复氧模型组 ０３７５±００５２（１） ５１２２±３１１（１） ０４２５±００４７（１）（３） ６２３８±４４５（１）（３）

正常血清组 ０３８８±００５２（１） ５２３８±４０２（１） ０４３８±００５１（３） ６３２７±４５７（３）

脑通汤大剂量含药血清组 ０４１２±００４４（１） ５１３４±５２８（１） ０６８５±００５２（２）（３） ８２７５±７４１（２）（３）

脑通汤中剂量含药血清组 ０４０５±００３９（１） ５３２２±５４２（１） ０６３８±００４８（２）（３） ７７５３±６５５（２）（３）

脑通汤小剂量含药血清组 ０４４８±００４６（１） ５２５９±４９３（１） ０５７６±００４４（２）（３） ６１０５±５３４（２）（３）

（１）与同一时间点对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与同一时间点模型组比较，Ｐ＜００５，（３）与缺氧２４ｈ比较，Ｐ＜００５

２３　ＢＭＥＣｓ中ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达
实时荧光定量 ＰＣＲ结果显示：与正常细胞比

较，模型组ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的相对表
达量均升高（Ｐ＜００５）。与模型组比较，脑通汤
大、中、小剂量含药血清组的 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲＮＡ

相对表达量明显升高，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的相对表达
量呈现明显下降趋势，这３种基因的表达变化在脑
通汤大、中剂量含药血清组更为显著（Ｐ＜００５）；
正常血清组与模型组比较，ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９
ｍＲＮＡ的相对表达量差异无统计学意义（Ｐ＞
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００５）。见图３和表２。

３　讨论

ＢＢＢ主要由脑毛细血管内皮细胞及其间的紧
密连接、基底膜和细胞外基质、星形胶质细胞足板

等组成，是维持中枢神经系统内环境稳定的重要天

然屏障，也是血液循环重要物质转运到中枢的交通

枢纽。ＢＢＢ破坏是缺血再灌注损伤的重要环节，
研究显示，在脑缺血再灌注损伤时，多种重要调控

因子如ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９等参与并调控脑缺

血再灌注ＢＢＢ的结构及功能的损伤［１５－１７］。ＨＩＦ１
是存在人与哺乳动物细胞低氧应答反应中的一种

重要核转录调节因子。其生物活性主要由 α亚基
所决定，ＨＩＦ１α的表达严格受到细胞氧浓度的调
节［１８］。ＨＩＦ１α既是调节亚基又是活性亚基，在缺
血再灌注损伤下可诱导 ＨＩＦ１α快速大量的表
达［１９］。而在缺氧时，ＨＩＦ１α在胞浆内合成增加，
可以对其下游基因，如ＭＭＰｓ、ＶＥＧＦ等基因进行调
控［２０］。有研究证实，ＨＩＦ１α的表达与ＢＢＢ通透性
的改变息息相关［２１］。因而，促进 ＨＩＦ１α表达是保
护缺血再灌注损伤中ＢＢＢ及其结构基础脑微血管
内皮细胞的关键环节。

注：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９及内参 ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ扩增动力学曲线

图３　ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９及内参 ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ扩增动力学曲线
Ｆｉｇ．３　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｋｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｓｏｆＨＩＦ１α，ＶＥＧＦ，ＭＭＰ９ａｎｄＧＡＰＤＨｍＲＮＡ
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表２　各组ＢＭＥＣｓ中ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ和ＭＭＰ９ｍＲＮＡ对表达（ｘ±ｓ，ｎ＝９）
Ｔａｂ．２　ＨＩＦ１α，ＶＥＧＦａｎｄＭＭＰ９ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎＢＭＥＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

分组 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ（２－ΔΔＣＴ） ＶＥＧＦｍＲＮＡ（２－ΔΔＣＴ） ＭＭＰ９ｍＲＮＡ（２－ΔΔＣＴ）
对照组 ０２９３±００３２ ０３１０±００４０ ０３３４±００２５

缺氧／复氧组模型组 ０４８５±００５２（１） １００８±０１２８（１） ３０１０±０２６０（１）

正常血清组 ０７４８±００４１（２） １３７２±０３６３（２） ０９４３±０１４８（２）

脑通汤大剂量含药血清组 ２１４８±００６２（２） ３２０８±０４４６（２） ０４０９±００５４（２）

脑通汤中剂量含药血清组 １８４７±００３２（２） ２６６９±０２６５（２） ０５８２±００８１（２）

脑通汤小剂量含药血清组 １２７５±００４８（２） ２２３４±０５５２（２） ０８０５±０１０２（２）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５

　　ＶＥＧＦ又称血管通透性因子，在新生血管及损
伤ＢＢＢ通透性方面起着重要作用。生理状态下，
ＶＥＧＦ在脑内仅有少量表达。在脑缺血再灌注损
伤ＶＥＧＦ通过ＨＩＦ１α基因诱导表达发挥脑保护作
用，陶陶，陈懿等［２１－２２］研究证实，在脑缺血再灌注

中促进ＶＥＧＦ高表达，或通过中药复方干预提高
ＨＩＦ１α的表达，进而激活 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ通路，更
进一步促进ＶＥＧＦ的表达，能达到保护大鼠脑缺血
再灌注损伤的作用。

ＭＭＰ９是基质金属蛋白酶家族（ＭＭＰｓ）的重
要成员，生理状态下，ＭＭＰ９合成后以无活性的酶
原的形式存在脑组织中，在脑缺血时 ＭＭＰ９被激
活，可降解细胞外基质成分，破坏 ＢＢＢ的完整性。
研究显示，在大鼠脑缺血再灌注损伤后 ＭＭＰ９参
与脑水肿的形成，改变 ＢＢＢ的通透性，与 ＢＢＢ结
构及功能的破坏密切相关［２３－２４］。祝美珍等［２５］进

一步研究证实，通过中药复方清热化瘀Ⅱ号干预，
下调脑缺血再灌注损伤 ＭＭＰ９蛋白的表达，可以
发挥脑保护作用。

脑通汤是况时祥教授通过长期临床经验累积

针对ＶＤ早期的病理特征：脾气亏虚，清阳不升，脑
络瘀阻，脑髓失养，兼肝阳浮越，加重脑部气血瘀滞

而研制出来的。方中黄芪补气健脾，升清行血；水

蛭活血通络；辅以葛根，升清活血，天麻潜降浮阳，

又可通络，二药共奏升清阳，降浮阳，调畅并运行气

血精微上荣于脑的作用；佐以西洋参益气养阴，健

脑益智。诸药合用，共奏补气升阳，化瘀通络，潜降

浮阳之功。本课题前期临床及实验证实［５，２６－２８］，

本方不仅可以改善 ＶＤ早期患者认知功能，改善
ＶＤ大鼠学习及记忆能力，还可减少 ＶＤ大鼠海马
ＣＡ１区的神经细胞及椎体细胞凋亡。

本实验结果显示，采用缺氧－复氧模型复制脑
缺血再灌注ＢＭＥＣｓ损伤后，发现模型组的 ＢＭＥＣｓ
活性及存活率降低，而 ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦ、ＭＭＰ９ｍＲ

ＮＡ的表达量明显升高；给予中药复方脑通汤不同
剂量含药血清干预后，ＢＭＥＣｓ活性及存活率较模
型组明显升高，ＨＩＦ１α、ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达量显
著上调，而ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达量呈现明显下调
趋势。由此可见，在缺氧 －复氧损伤后一方面
ＨＩＦ１α基因高表达可以有效激活 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ
通路，进而促进下游靶基因 ＶＥＧＦ的表达；另一方
面ＨＩＦ１α高表达可以诱导下游靶基因 ＭＭＰ９的
进一步增高。给予脑通汤不同剂量含药血清干预

后，发现本方可以进一步有效的上调 ＨＩＦ１α基因
的表达，进而促进ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ通路的激活，继续
上调下游靶基因 ＶＥＧＦ的表达；同时可显著下调
ＭＭＰ９基因表达，共同参与降低血脑屏障通透性。

概言之，脑通汤可以保护缺氧－复氧损伤的脑
微血管内皮细胞，可能与两种途径共同参与并介导

降低ＢＢＢ通透性有关，（１）上调 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表
达，进而促进 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ通路的激活，增加
ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达；（２）促进 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的高
表达，进而抑制下游靶基因ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达。
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　１期 何　筑等　脑通汤对缺氧－复氧损伤脑微血管内皮细胞的保护作用


