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桃红四物汤对脑微血管内皮细胞ＰＣ１２细胞共培养

体系缺糖缺氧再灌注损伤模型的保护作用
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［摘要］目的　观察桃红四物汤对脑微血管内皮细胞ＰＣ１２细胞共培养体系缺糖缺氧再灌注损伤模型的保护作用。

方法　采用氧葡萄糖剥夺再恢复的方法诱导脑微血管内皮细胞（ｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣｓ）和

ＰＣ１２细胞共培养体系的缺糖缺氧再灌注损伤模型，并通过流式细胞仪检测ＰＣ１２细胞活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ

ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平，酶联免疫吸附法检测丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）

和谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）活性，采用 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和缺氧诱导因

子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）的表达水平。结果　桃红四物汤促进ＰＣ１２细胞的活力，抑制细胞凋亡

和ＲＯＳ的产生，抑制ＭＤＡ的活性，增强ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ的活性，上调ＨＩＦ１α和Ｂｃｌ２的表达并下调Ｂａｘ的表达。

结论　桃红四物汤对脑缺血再灌注损伤的保护作用可能与抗氧化作用有关。

［关键词］桃红四物汤；缺糖缺氧；再灌注损伤；脑微血管内皮细胞；ＰＣ１２细胞；共培养；抗氧化作用
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　　桃红四物汤（ＴａｏＨｏｎｇＳｉＷｕＤｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＴＨ

ＳＷＤ）出自《医宗金鉴》，近年来越来越多的研究表

明ＴＨＳＷＤ对脑损伤模型具有显著的神经保护作
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用［１３］。课题组前期研究表明，ＴＨＳＷＤ治疗显著减

少了由缺糖缺氧再灌注（ｏｘｙｇｅｎｇｌｕｃｏｓｅｄｅｐｒｉｖａ

ｔｉｏｎ／ｒｅｃｏｖｅｒｙ，ＯＧＤ／Ｒ）损伤诱导的细胞死亡。

ＴＨＳＷＤ发挥神经保护作用，其机制可能与促进脑

血管生长和抑制细胞凋亡有关［４］。细胞疗法具有潜

在的多效性，通过不同的方式对微环境作出反应从

而发挥作用。文献证明这种由氧和葡萄糖双重耗尽

导致的神经细胞损伤模型可以更好地模拟临时动脉
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闭塞期间发生的损伤［５］。有研究报道脑微血管内皮

细胞（ｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＢＭＥＣｓ）在

神经细胞损伤中起关键作用［６］。基于ＰＣ１２细胞的

神经细胞特性，也被通常用于神经学研究［７］。因此

本研究建立了ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞共培养模型，进

一步研究ＴＨＳＷＤ对脑缺血再灌注损伤模型的氧

化应激保护作用，为ＴＨＳＷＤ的临床研究提供更多

理论依据和指导。

１　材料

１．１　细胞株　ＰＣ１２细胞株和ＢＭＥＣｓ均购自于赛

齐（上海）生物工程有限公司。

１．２　材料与试剂　桃仁（批号１７０２１８１）、红花（批

号１７０７２１３５）、川芎（批号１７０１０３３５）、熟地黄（批号

１７０５３１２）、当 归 （批 号 １６１１０８５）和 白 芍 （批 号

１７１１０１１４）均购自安徽普仁中药饮片有限公司，并经

安徽中医药大学中药资源教研室鉴定；超氧化物歧

化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）、丙二醛（ｍａｌｏｎ

ｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉ

ｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）检测试剂盒：上海碧云天

生物技术有限公司；ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径：０．４μｍ）：

美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡试剂

盒：上 海 ＢｅｓｔＢｉｏ 贝 博 生 物；二 氢 罗 丹 明 （ｄｉ

ｈｙｄｒｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ，ＤＨＲ）：美国Ｓｉｇｍａ公司；βａｃｔｉｎ：

北京中山金桥生物技术有限公司；蛋白标准品

Ｍａｒｋｅｒ：美国Ｓｉｇｍａ公司；小鼠单克隆抗体缺氧诱

导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）、

兔多克隆抗体Ｂｃｌ２、兔单克隆抗体Ｂａｘ：美国 Ａｂ

ｃａｍ公司；山羊抗鼠ＩｇＧ二抗：武汉博士德生物工程

有限公司；一抗稀释液：江苏碧云天生物技术研究所。

１．３　主要仪器　ＭＣＯ１７５型ＣＯ２ 培养箱：日本

ＳＡＮＹＯ公司；ＰｒｏｏｘＣ２１型三气培养箱：美国Ｂｉｏ

ｓｐｈｅｒｉｘ公司；ＭＳＳ全波长酶标仪：美国Ｔｈｅｒｍｏ公司。

２　方法

２．１　ＴＨＳＷＤ 药液的制备　参照第７版《药剂

学》［８］中ＴＨＳＷＤ的配伍比例（桃仁、红花、熟地黄、

当归、白芍、川芎的质量比为３∶２∶４∶３∶３∶２），加入上

述中药饮片总质量１０倍的７５％乙醇冷凝回流提取

２ｈ，过滤，滤渣加入上述中药饮片总质量８倍的

７５％乙醇冷凝回流提取２ｈ后过滤；将两次滤液合

并，旋转蒸发浓缩成１．０ｇ／ｍＬ的浓缩液备用。

２．２　ＴＨＳＷＤ对ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞安全浓度的

筛选　取对数生长期的ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞分别

用胰酶消化并计数。对于ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２组ＴＨ

ＳＷＤ浓度设置为０、０．０２、０．０５、０．１、０．２、０．４、０．８、

１．６ｍｇ／ｍＬ。培养箱中培养２４ｈ，每孔加５ｍｇ／ｍＬ

的 ＭＴＴ２０μＬ，３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱孵育４ｈ，弃

上清，用１５０μＬＤＭＳＯ溶解蓝紫色甲瓒，室温避光

振荡１０ｍｉｎ。计算细胞存活率（缺糖缺氧再灌注组

ＯＤ值／空白对照组ＯＤ值×１００％）。

２．３　ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞ＯＧＤ／Ｒ时间筛选　取

对数生长期的ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞，分别用胰酶消

化并计数。对于ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２ＯＧＤ／Ｒ组设置

为缺糖缺氧０、２、４、６、８、１２ｈ，缺糖缺氧条件为９５％

高纯Ｎ２、５％ ＣＯ２，复糖复氧２４ｈ，ＭＴＴ法检测细

胞存活率。

２．４　ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２共培养模型建立　借助Ｔｒ

ａｎｓｗｅｌｌ小室建立共培养体系，无菌条件下，将

ＢＭＥＣｓ（１×１０６／ｍＬ）接种于６孔板底部，另取空白

孔放上Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，将ＰＣ１２（１×１０６／ｍＬ）接种

在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，待两种细胞均贴壁生长后，吸

弃原培养基，将Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室移到种有ＢＭＥＣｓ的

孔中，建立起共培养体系。

２．５　实验分组和给药　对照组：无血清高糖培养基

在正常ＣＯ２ 培养箱中培养；ＯＧＤ／Ｒ组：无血清无糖

培养基在缺氧小室中先培养４ｈ，再更换为无血清

高糖培养基在正常ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ；ＴＨＳＷＤ

低、中、高剂量组：终浓度为０．２、０．４、０．８ｍｇ／ｍＬ的

ＴＨＳＷＤ无血清高糖培养基分别预处理ＢＭＥＣｓ２４

ｈ，吸去培养液，共培养体系用无血清无糖培养基在

缺氧小室中先培养４ｈ，再更换为无血清高糖培养

基在正常ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ。

２．６　指标检测

２．６．１　细胞活力及形态检测　取对数生长期的

ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞。另取空白孔放上Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

小室，将ＰＣ１２（１×１０６／ｍＬ）接种在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室

中，待细胞贴壁生长至８０％左右，吸弃原培养基，将

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室移至种有ＢＭＥＣｓ的孔中，建立起共

培养体系，进行分组干预。细胞处理完成后，倒置显

微镜下观察细胞形态变化，并拍照。然后每孔加入

５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２８０μＬ，反应４ｈ后，吸去上清，再

加ＤＭＳＯ溶解甲瓒结晶，在４９０ｎｍ波长下检测，每

组设３个复孔。

２．６．２　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ双染法测定ＯＧＤ／Ｒ

诱导的共培养体系中ＰＣ１２细胞凋亡率　细胞处理

完成后，用不含ＥＤＴＡ的胰酶消化Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室

内ＰＣ１２细胞，离心，取上清。加入４００μＬ１×Ａｎ

ｎｅｘｉｎⅤ结合液悬浮细胞，５μＬＡｎｎｅｘｉｎＦＩＴＣ染色

液，轻轻混匀后避光保存１５ｍｉｎ，温度为２～８℃。

然后加入１０μＬＰＩ染色液避光孵育５ｍｉｎ，温度为

２～８℃，流式细胞仪检测，每组设３个复孔。
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２．６．３　ＤＨＲ检测 ＯＧＤ／Ｒ诱导的共培养体系中

ＰＣ１２细胞内活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）

水平　细胞处理完成后，吸去Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ内原培养

基，用不含血清的培养基清洗２次，加入５μｍｏｌ／Ｌ

的ＤＨＲ溶液１ｍＬ，避光孵育１ｈ，然后用胰酶消化

细胞并离心收集，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，离心后

ＰＢＳ吹打，用ＰＢＳ重悬制成细胞悬液。处理完后用

流式细胞仪检测，每组设３个复孔。结果用平均荧

光强度（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ）值表示。

２．６．４　ＯＧＤ／Ｒ诱导的共培养体系中ＰＣ１２细胞内

ＭＤＡ含量及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性检测　细胞处理

完成后，按照试剂盒说明书测定其中 ＭＤＡ含量、

ＳＯＤ及ＧＳＨＰｘ活力。

２．６．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＯＧＤ／Ｒ诱导的共培

养体系中ＰＣ１２细胞内Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及 ＨＩＦ１α蛋白

表达水平　细胞处理完成后，弃去培养液，用细胞刮

轻轻刮下 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ内细胞并收集。１５００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，去上清，加入含ＰＭＳＦ的蛋白裂解液

１５０μＬ，在冰上裂解３０ｍｉｎ后，４℃、１５０００ｒ／ｍｉｎ

离心１５ｍｉｎ。取１０μＬ作蛋白定量，其余蛋白溶液

加入上样缓冲液，沸水煮５ｍｉｎ，－２０℃冰箱保存。

之后电泳，转膜，室温下封闭，４℃孵育过夜，加二抗

孵育，摇床振摇洗膜４次。

２．７　统计学方法　采用ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计

学分析。连续型变量采用“均数±标准差（珚狓±狊）”进

行统计学描述。多组均数比较采用单因素方差分

析，均数多重比较采用ＬＳＤ检验。犘＜０．０５表示差

异具有统计学意义。

３　结果

３．１　ＴＨＳＷＤ安全浓度及缺糖缺氧再灌注时间的

筛选

３．１．１　ＴＨＳＷＤ对ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞安全浓度

的筛选　采用 ＭＴＴ法检测 ＴＨＳＷＤ对正常培养

的ＢＭＥＣｓ细胞的作用。结果表明，在一定浓度范

围内ＴＨＳＷＤ可以促进ＢＭＥＣｓ的增殖，其中０．２、

０．４ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ对ＢＭＥＣｓ细胞增殖的促进

作用最明显，而０．２、０．４、０．８ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ对

ＰＣ１２细胞增殖的促进作用最为明显。见表１。

３．１．２　ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２细胞ＯＧＤ／Ｒ时间筛选　结

果表明，ＯＧＤ／Ｒ时间对ＢＭＥＣｓ增殖的抑制作用在

缺糖缺氧４、６、８ｈ时明显，复糖复氧２４ｈ后，ＯＤ值

分别为（０．３０８±０．０３７）、（０．２００±０．０２０）和（０．１５８±

０．０６５）。而对ＰＣ１２细胞增殖的抑制作用最大，在缺

糖缺氧４、６、８ｈ和复糖复氧２４ｈ的 ＯＤ值依次是

（０．１６８±０．０３７）、（０．１２０±０．０１９）、（０．１１０±０．０４６）。

因此，ＯＧＤ／Ｒ诱导的ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２共培养体系损

伤的最佳时间为缺糖缺氧４ｈ，复糖复氧２４ｈ。

表１　ＭＴＴ法检测ＴＨＳＷＤ对ＢＭＥＣｓ和ＰＣ１２

细胞存活率的影响（珚狓±狊，狀＝６）

组　别
剂量／

（ｍｇ／ｍＬ）

细胞存活率／％

ＢＭＥＣｓ ＰＣ１２

对　照 ０ １００ １００

ＴＨＳＷＤ ０．０２ ９２．１７±５．５１ ９２．０１±８．０１

ＴＨＳＷＤ ０．０５ ９３．９７±２．０７ ９３．８７±６．３４

ＴＨＳＷＤ ０．１０ ９６．１４±４．７１ ９３．８７±９．３５

ＴＨＳＷＤ ０．２０ １００．８１±４．４７ １００．１７±３．０１

ＴＨＳＷＤ ０．４０ １０２．９５±２．３７ １０９．００±５．２３

ＴＨＳＷＤ ０．８０ ９８．７５±５．９０ １０７．６０±５．６７

ＴＨＳＷＤ １．６０ ８４．３４±５．７３ ８４．７５±８．９３

３．２　ＴＨＳＷＤ 对 ＯＧＤ／Ｒ 诱导的共培养体系中

ＰＣ１２细胞活力的影响　与对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组

ＯＤ值显著降低（犘＜０．０５）。与 ＯＧＤ／Ｒ组比较，

０．２、０．４、０．８ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组 ＯＤ值均显著增

高（犘＜０．０５）。见图１。

　　注：Ａ．对照组；Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ

组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；与

对照组比较，犘＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ组比较，＃犘＜０．０５

图１　ＴＨＳＷＤ对共培养体系中ＰＣ１２

细胞活力的影响（珚狓±狊，狀＝３）

３．３　ＴＨＳＷＤ对ＯＧＤ／Ｒ诱导的ＢＭＥＣｓ／ＰＣ１２共

培养体系中ＰＣ１２细胞形态的影响　在倒置显微镜

下，对照组ＰＣ１２细胞排列均匀，且细胞密度大，细

胞多成梭型，而ＯＧＤ／Ｒ组细胞排列紊乱，且细胞密度

显著降低，细胞回缩变圆并聚集成团；与ＯＧＤ／Ｒ组比

较，０．２、０．４、０．８ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组细胞排列均匀，细

胞密度增大，且回缩变圆细胞显著减少。见图２。

３．４　ＴＨＳＷＤ 对 ＯＧＤ／Ｒ 诱导的共培养体系中

ＰＣ１２细胞凋亡率的影响　与对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ

组ＰＣ１２细胞凋亡率显著增加（犘＜０．０５）；与ＯＧＤ／Ｒ

组比较，０．２、０．４、０．８ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组ＰＣ１２细

胞凋亡率均显著下降（犘＜０．０５）。见图３、图４。

３．５　ＴＨＳＷＤ 对 ＯＧＤ／Ｒ 诱导的共培养体系中

ＰＣ１２细胞ＲＯＳ的影响　与对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组

ＰＣ１２细胞内ＲＯＳ水平显著升高（犘＜０．０５）；与ＯＧＤ／Ｒ
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组比较，０．２、０．４、０．８ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组共培养体系中

ＰＣ１２细胞ＲＯＳ水平均显著降低（犘＜０．０５）。见图５。

　 　 注：Ａ．对 照 组；

Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组

图２　倒置显微镜下观察ＴＨＳＷＤ对ＯＧＤ／Ｒ诱导的

共培养体系中ＰＣ１２细胞形态的影响（１０×１０倍）

　 　 注：Ａ．对 照 组；

Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组

图３　流式细胞仪检测各组共培养体系中ＰＣ１２细胞凋亡率

３．６　ＴＨＳＷＤ对ＯＧＤ／Ｒ诱导的共培养体系中ＰＣ１２

中ＭＤＡ含量及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性的影响　与对照

组比较，ＯＧＤ／Ｒ组ＰＣ１２细胞中 ＭＤＡ含量显著升

高（犘＜０．０５），ＳＯＤ 和 ＧＳＨＰｘ活性显著降低

（犘＜０．０５）；与 ＯＧＤ／Ｒ组比较，０．２、０．４ｍｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组 ＭＤＡ含量显著降低（犘＜０．０５），ＳＯＤ

和ＧＳＨＰｘ活性显著升高（犘＜０．０５）。０．８ｍｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组ＧＳＨＰｘ活性也显著升高（犘＜０．０５）。

见图６。

　　注：Ａ．对照组；Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ

组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；与

对照组比较，犘＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ组比较，＃犘＜０．０５

图４　 ＴＨＳＷＤ对共培养体系中ＰＣ１２

细胞凋亡率的影响（珚狓±狊，狀＝３）

　　注：Ａ．对照组；Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ

组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；与

对照组比较，犘＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ组比较，＃犘＜０．０５

图５　ＴＨＳＷＤ对共培养体系中ＰＣ１２

细胞ＲＯＳ水平的影响（珚狓±狊，狀＝３）

３．７　ＴＨＳＷＤ对ＯＧＤ／Ｒ诱导的共培养体系ＰＣ１２

细胞中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 ＨＩＦ１α蛋白表达的影响　与对

照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组 ＨＩＦ１α蛋白表达水平显著增

加（犘＜０．０５）；与ＯＧＤ／Ｒ组比较，０．２、０．４ｍｇ／ｍＬ

ＴＨＳＷＤ组 ＨＩＦ１α蛋白表达水平均显著升高（犘＜

０．０５）；与对照组比较，ＯＧＤ／Ｒ组Ｂａｘ蛋白表达水

平显著增加（犘＜０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达水平显著减

少（犘＜０．０５），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值显著下调（犘＜０．０５）；

与模型组比较，０．２、０．４ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组Ｂａｘ蛋

白表达水平显著降低（犘＜０．０５），Ｂｃｌ２蛋白表达水

平显著增加（犘＜０．０５），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值显著上调

（犘＜０．０５），０．８ｍｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组Ｂｃｌ２蛋白表

达水平显著升高（犘＜０．０５）。见图７、图８。
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　　注：Ａ．对照组；Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；与对照组比

较，犘＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ组比较，＃犘＜０．０５

图６　ＴＨＳＷＤ对ＯＧＤ／Ｒ诱导的共培养体系中ＰＣ１２细胞内 ＭＤＡ含量及ＳＯＤ、ＧＳＨＰｘ活性的影响（珚狓±狊，狀＝６）

　　注：Ａ．对照组；Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ

组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组共培养体系ＰＣ１２

细胞中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ和 ＨＩＦ１α蛋白表达水平

４　讨论

缺血／再灌注损伤具有高病死率和高致残率。由

于氧气的高消耗，氧化还原稳态在大脑中起重要作

用［９］。许多临床和实验研究观察表明氧化应激在发

病机制和发展中的作用。研究发现，ＲＯＳ和 ＭＤＡ的

含量以及ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ的活性在缺血再灌注损伤

中起着非常重要的作用。过量的细胞内ＲＯＳ可能

会影响细胞内的氧化还原平衡［１０］，ＲＯＳ导致分子受

损，这有助于直接与ＤＮＡ、蛋白质和脂质发生反应。

ＭＤＡ 水 平 升 高 也 与 自 由 基 损 伤 有 关。ＳＯＤ

和ＧＳＨＰｘ是抗氧化应激生理防御的一部分
［１１］。

　　注：Ａ．对照组；Ｂ．ＯＧＤ／Ｒ组；Ｃ．０．２ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｄ．０．４ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；Ｅ．０．８ｇ／ｍＬＴＨＳＷＤ组；与对照组比

较，犘＜０．０５；与ＯＧＤ／Ｒ组比较，＃犘＜０．０５

图８　ＴＨＳＷＤ对共培养体系中ＰＣ１２细胞内Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＨＩＦ１α蛋白表达水平的影响（珚狓±狊，狀＝３）

在课题组前期研究中，已经证明ＴＨＳＷＤ治疗可显

着改善 ＯＧＤ／Ｒ损伤，降低 ＭＤＡ和ＲＯＳ水平，并

促进ＳＯＤ和ＧＳＨＰｘ的活性。

　　在缺血性脑卒中的生物学过程中，ＨＩＦ１α在细

胞凋亡过程中发挥着重要的作用，与Ｂａｘ蛋白的表

达之间存在负相关关系，而与Ｂｃｌ２蛋白的表达之

间存在正相关关系，从而可以起到抑制细胞凋亡的

作用［１２］。Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比值代表了细胞凋亡和增殖之

间的平衡［１３］。本研究表明，ＴＨＳＷＤ 通过上调

ＨＩＦ１α和Ｂｃｌ２表达水平和下调Ｂａｘ表达水平保

５６

Ｗｅｂｓｉｔｅ　ｈｔｔｐ：／／ｘｕｅｂａｏ．ａｈｔｃｍ．ｅｄｕ．ｃｎ　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ｅｍａｉｌ　ａｈｘｂｂｊｂ＠１６３．ｃｏｍ
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护ＰＣ１２细胞免受ＯＧＤ／Ｒ诱导的损伤。

神经血管单元构成复杂的通讯网络［１４］。据报

道，ＢＭＥＣｓ分泌许多与 ＯＧＤ／Ｒ相关的细胞因子。

动物实验和临床试验证实ＢＭＥＣｓ对神经细胞损伤

和神经退行性疾病的保护作用。研究发现，当与间

充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）共培

养时，内源性ＩＬ６可减少细胞凋亡并保护ＯＧＤ损

伤的ＰＣ１２细胞
［１５］。与ＭＳＣ共培养可以保护ＰＣ１２

免受缺氧诱导的损伤，这可能与 ＭＳＣ中促红细胞

生成素基因表达增加有关［１６］。研究表明，ＴＨＳＷＤ

中羟基红花黄色素 Ａ和阿魏酸对 ＯＧＤ／Ｒ模型中

ＢＭＥＣｓ具有保护作用
［１７１８］。

氧化应激在脑缺血／再灌注损伤发病机制中的

作用日益受到重视。ＴＨＳＷＤ作为活血化瘀的经

典方，具有保护内皮损伤、抗氧化、抗血小板活化等

作用［１９２１］。课题组前期相关研究已经表明，ＴＨ

ＳＷＤ对拟缺血损伤人ＢＭＥＣｓ具有保护作用，其机

制与增强细胞抗氧化能力有关［２２］。总之，本研究结

果表明，ＴＨＳＷＤ在ＢＭＥＣｓＰＣ１２共培养体系中被

证实具有抗氧化作用。ＴＨＳＷＤ可显著增强共培养

体系中ＰＣ１２细胞的活性，增强ＰＣ１２细胞抗氧化和清

除氧自由基的能力，改善细胞损伤，抑制细胞凋亡。
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