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摘要 目的:观察通络救脑注射液对培养的正常及缺血脑微血管内皮细胞的活性影响,揭示其通络作用的效应靶点与特征。

方法:原代培养大鼠脑皮质微血管内皮细胞, 传至第三代,分为正常及拟缺血组,采用培养基氧糖剥夺( OGD)法建立拟缺血模型。

通过四甲基偶氮唑盐(MTT )比色分析法测定不同浓度的通络救脑注射液对正常及 OGD内皮细胞的活性影响。结果:通络救脑注

射液作用于正常脑微血管内皮细胞,与未加药组比较, 小剂量药物抑制细胞活性趋势, 大剂量促进细胞活性趋势, 剂量总趋势呈

反抛物线形;通络救脑注射液作用于 OGD组脑微血管内皮细胞,小剂量范围促进内皮细胞的增殖活性, 呈显著和极显著差异, 而

大剂量组则抑制细胞活性,剂量总趋势呈抛物线形。结论:通络救脑注射液对正常及缺血脑微血管内皮细胞具有双向调节作用,

药物剂量与细胞增殖活性呈非线性关系。大剂量与小剂量可能是不同的作用机制, 反映了中药复方药效的多维性。
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ABSTRACT Objective: To study the influence of Tongluojiunao( TLJN) injection on the normal cultivated rat cerebral microvascular en

dothelial cells( CMECs) and ischemic model ones respectively, and to indicate its effect target and characteristics. Methods: Cerebral microvas

cular endothelial cells isolated from the male SD rats were primarily cultured and subcultured to the third generation for experiment and divided into

normal and ischemic sets for study. The oxygen and glucose deprivation ( OGD) method was adopted to construct ischemic model in vitro. The ef

fects of TLJN injection of different concentration on the CMECs activity were determined by MTT [ 3- ( 4, 5 - dimethylthiazol- yl) 2, 5 -

diphenyltetrazolium bromide] colorimetric method. Results: On the normal cells group, the activity of cells was reduced by low dose of TLJN in

jection, but promoted by its large dose. It was then concluded that counter para- curve relationship ex isted between cell activity and drug dosage.

On the other hand, Low dose of TLJN injection increased the activity of cells in the ischemic model group with significant deviation compared with

negative control samples without TLJN injection, while large dose of TLJN injection reduced its activity with a para- curve relationship to the total

dosage. Conclusion: TLJN injection had two- ways regulation on both the normal cerebral microvascular endothelial cells and ischemic model

ones, and therewas non- linear relationship between drug dosage and cell generation activity. Low dosage and large dosage might have two differ

ent action mechanisms, which shows the multiple dimensional pharmacodynamic feature of the compound formula of traditional Chinese medicine

( TCM) .
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通络救脑注射液由栀子苷和三七总皂苷制成, 是治疗缺

血性脑病的中药新药。已完成验收的 十五 国家攻关课题

通络救脑注射液临床前研究 在保护大鼠脑缺血组织损伤中

获得了优良效果,并在 863 项目支持下的临床试验进一步肯

定了其抗缺血损伤的效应。本实验进一步从细胞学角度深入

研究其解毒通络作用的效应, 对于阐明 解毒通络 治疗脑缺

血损伤的优势和深化 毒损脑络 病机理论具有重要意义。

1 材料与方法

1. 1 动物

雄性SD大鼠, 体重60- 80g,维通利华。级别 SPF/ VAF, 合

格证号: SCXK 京 2002- 0003

1. 2 主要试剂配制:

完全培养液成分:高糖 DMEM 基础培养基 ( GIBCO 公司) ,

胎牛血清 20% ; ECGS ( SIGMA 公司) 75mg L- 1、肝素钠 4 104U

L- 1、青霉素1 105U L - 1、链霉素 1 105U L- 1、胰岛素 200U

L- 1、L- 谷氨酰胺 2mmol L- 1。调 pH 为 7. 2, 0. 22 m 滤器过滤

除菌, 4 两周内使用,正常细胞培养用。冲洗液成分: DMEM,

10%新生牛血清, 青霉素 1 105U L- 1; 链霉素 1 105U L- 1 ;

0. 22 m滤器过滤除菌,原代取材时做缓冲液用。

Kreb s 液的配制: NaCl 119 mmol L- 1; KCl 4. 7 mmol L- 1 ;

KH2PO4 1. 2 mmol L- 1; NaHCO3 25 mmol L- 1; CaCl2 2. 5 mmol

L- 1 ;MgCl2 1 mmol L- 1。超纯水溶解, 调 pH 为 7. 2, 0. 22 m 滤

器过滤除菌,临用前配制,做为 OGD组细胞的培养液。

1. 3 脑微血管内皮细胞的培养

无菌条件下打开大鼠颅骨, 取出双侧大脑半球, 置预冷的
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冲洗液中,仔细剔除软脑膜和表面血管, 祛除白质,收集皮质。

剪碎成 1mm3的小块, 置于手动玻璃匀浆器中, 冰上操作上下

匀浆约 25次。依次通过 80 目和 200 目尼龙网过滤, 收集 200

目滤网上微血管段。用 0. 1%胶原酶 37 消化 30min。离心后

冲洗液冲洗两遍,再离心后将微血管段重悬于完全培养基中,

接种于 2%明胶( SIGMA公司)预先包被的培养瓶中, 37 、5%

CO2 培养箱静置培养 48h 后,第一次换液。待细胞基本融合成

片后, 进行消化传代, 消化液为 0. 125% 的胰蛋白酶- 0. 02%

EDTA ( 1: 1)。本实验用第三代细胞, 传至 96 孔培养板

( COSTAR公司)。台盼蓝计活细胞数调整传代密度为 1 105

cm2, 37 、5%CO2 培养 24h后, 用于实验。

1. 4 拟缺血模型建立

根据不同缺氧时间点细胞活性的预实验测定, 确定了缺

氧模型最佳时程为 6h。本实验采用氧糖剥夺法模拟在体缺

血,以 D- Hank s 冲洗细胞 2 遍, 换 Kreb s 溶液, 置于自制的

37 密闭缺氧罐中。罐体上下端分别有进出气口, 进气口外

接93% N2+ 7% CO2 二元气罐, 出气口外接水瓶, 液面封闭,

观察气体流通情况。罐体容积为 15L, 先点燃蜡烛耗尽 O2, 待

熄灭后持续通入 93% N2+ 7% CO2。首先大流量 5 L min- 1,

20min充分置换空气后,以 0. 5 L min- 1小流量维持。

1. 5 通络救脑注射液干预

通络救脑注射液系内蒙古康源药业有限公司提供, 批号

为 04061011。将实验细胞分为正常( N)和拟缺血( OGD)两组,

观察药物对不同状态的细胞活性影响。该注射液含原药有效

成份为 7. 7mg / mL, 本实验采用了体积含量为计算单位, 即每

毫升培养液中加注射液的微升值。对于正常组细胞, 稀释药

物的溶剂是 DMEM 液。干预细胞的终浓度( L ML- 1)分别是

0、0. 1、0. 2、0. 5、1、2、4、8、16、32、64, 首先系列稀释成 10 终浓

度。每孔细胞加完全培养液 90 L 和10 L含药的 DMEM 液。0

浓度即未加药溶剂对照组, 并设无细胞 (调零孔)空白对照。

每组复孔 7 个, 置 37 、5% CO2 培养 12h,终止培养做 MTT 检

测。

对于OGD 组细胞,做拟缺血造模前预用药 6 小时,给药方

式同正常组。造模时弃去完全培养液, 以 D- Hank s 冲洗细

胞2 遍,换 Kreb s 溶液,缺氧同时继续给药,稀释药物的溶剂

换成Kreb s 溶液。干预细胞的终浓度( L ML- 1)同 N 组, 分

别是0、0. 1、0. 2、0. 5、1、2、4、8、16、32、64, 提前用 Kreb s 液系列

稀释注射液成 10 终浓度。每孔细胞加 Kreb s 液 90 L 和

10 L含药的 Kreb s 液。0 浓度即未加药的溶剂对照组, 并设

无细胞(调零孔)空白对照,每组复孔 7 个。置37 、93% N2+

7% CO2 自制的密闭缺氧罐中培养 6 小时,终止培养做 MTT检

测。

1. 6 MTT比色法测定

弃去培养基, 每孔加入DMEM100 L, MTT20 L ,继续置培养

箱中孵育 4h。吸弃孔内液体 , 每孔加入二甲基亚砜 ( DMSO )

100 L, 振荡器振荡 10min,充分溶解甲月赞产物。酶标仪( BECK

MAN USA) 570nm 波长测量 ,参比波长 620nm, 无细胞对照孔调

零,测定各孔光密度( OD)值。

1. 7 统计学处理

结果以 x s 表示,单因素方差分析。剂量趋势做多项式

曲线逐步回归, 拟合三次重复实验数据。

2 结果

如图 1所示, OGD未加药对照组与正常未加药对照组比

较,活性明显降低,有极显著差异( P< 0. 01)。

如图 1和图 2所示, 通络救脑注射液作用于正常组脑微血

管内皮细胞,给药浓度 0. 1ul、2ul、4ul、16ul组与 0 浓度对照组

比较,有显著性差异( P< 0. 05) , 表现为抑制细胞活性。大剂

量组 64ul表现为促进细胞活性, 与对照比较有极显著差异 ( P

< 0. 01)。剂量总趋势非线性依赖呈反抛物线形, 表现为小剂

量范围抑制细胞活性, 大剂量促进细胞活性。

药物作用于 OGD 组内皮细胞,如图 1 和图 3 所示。与 0

浓度对照组比较, 小剂量组促进内皮细胞的活性, 0. 5ul, 2ul,

4ul, 8ul各组有极显著和显著性差异。而大剂量组 32ul, 64ul则

抑制细胞活性 , 呈显著和极显著差异, 剂量总趋势呈抛物线

形。

图 1 通络救脑注射液不同浓度对各组脑微血管内皮细胞的MTT 测定

注: N- 对照与OGD- 对照比较 P< 0. 01;N 组与N- 对照比较

P< 0. 01, P< 0. 05; OGD组与 OGD- 对照比较 P< 0. 01, P< 0. 05

图 2 通络注射液不同浓度作用于正常脑微血管内皮细胞的MTT 值逐步回归

注:系列 1示总趋势;系列 2示小剂量;系列 3示中剂量;系列 4示大剂量。
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图 3 通络注射液不同浓度对 OGD组脑微血管内皮细胞的MTT 值逐步回归

注:系列 1示总趋势;系列 2示小剂量;系列 3示中剂量;系列 4示大剂量。

图 4与图 5 所示第二次重复实验,图 6 所示第三次重复实

验。重复三次实验,剂量与活性相关总趋势基本一致, 非线性

依赖,曲线逐步回归其拟和相关系数 R2 介于 0. 71- 0. 99。对

于拟缺血组细胞,小剂量范围( 0. 5~ 8 L ML- 1)的药物均促进

细胞活性, 有统计学意义;较大剂量有抑制活性趋势, 首次实

验有显著差异, 其余两次无显著差异。对于正常组细胞, 与未

加药组比较,第二次实验表现为小剂量抑制细胞活性无显著

差异,而大剂量促进细胞活性有显著差异。重复第三次实验

为小剂量抑制细胞活性有显著差异, 而大剂量促进细胞活性

无显著差异。

图 4 通络注射液不同浓度对正常组脑微血管内皮细胞的MTT 值逐步回归( 2)

注:系列 1示原始点图;系列 2示总趋势;系列 3示小剂量;系列 4示大剂量。
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图 5 通络注射液不同浓度对 OGD组脑微血管内皮细胞的MTT 值逐步回归( 2)

注:系列 1示原始点图;系列 2示总趋势;系列 3示小剂量;系列 4示大剂量。

图 6 通络注射液不同浓度对各组脑微血管内皮细胞的MTT 值逐步回归( 3)

注:系列 1示N 组及OGD组原始点图;系列 2示 N组小剂量、系列 3示 N组大剂量;系列 4示 OGD组小剂量、系列 5示 OGD组大剂量

3 讨论

本实验建立了脑微血管内皮细胞拟缺血模型, 方法稳定

可靠。拟缺血对照组与正常对照组比较, 活性明显降低有极

显著差异。说明培养基氧糖剥夺造成内皮细胞损伤, 提示拟

缺血损伤模型成功。研究表明通络救脑注射液小剂量范围可

改善拟缺血脑微血管内皮细胞损伤的活性, 但对缺血的保护

并非剂量线性依赖, 大剂量有抑制细胞活性的趋势。对正常

内皮细胞的药效与拟缺血组相反, 相对大剂量反而促进细胞

活性,三次重复实验的规律基本一致。通络救脑注射液对正

常及缺血脑微血管内皮细胞具有双向调节作用, 探讨这一有

趣现象可能与通络救脑注射液的成分非单一性有关。正常内

皮细胞与拟缺血细胞是两种不同的功能状态, 对微环境反应

不同,细胞分泌的活性物质会表现出量及质的差异。该现象

提示不同药效成分的受体可能在正常与缺血两种状态的表达

具有显著差异,大剂量与小剂量可能是不同的作用机制, 折射

出中药复方药效的多维性。

通络救脑注射液的主要有效组分是栀子苷和三七总皂

苷,栀子苷是栀子的主要活性成分 ,栀子具有清热泻火、凉血

解毒的功用。国内外研究表明, 栀子苷有抗炎和抗凝血活

性[ 1, 2] ,并具有解毒、抗氧化、抗肿瘤作用[ 3, 4]。三七总皂苷是

从我国名贵中药三七中提取的有效活性成分。三七的主要功

效是活血止血, 本草新编 认为亦具有补益功效。现代药理

证实三七皂苷具有清除自由基, 减轻脂质过氧化, 抑制 Ca2+

内流,抑制血小板聚集,扩张血管, 改善微循环等抗炎作用[5]。

在药物是否透过血脑屏障的基础研究中已证明栀子苷能够透

过血脑屏障[6, 7] , 三七总皂苷未见相关报导。由本实验可知,

通络救脑注射液在拟缺血内皮细胞损伤状态下具有可靠的维

护微血管内皮功能的作用, 对于改善脑微灌流具有实际意义,

可以认为是本药解毒通络作用的一个方面的体现。更有意义

的是这种脑微血管内皮细胞的作用有可能启动进一步的脑保

护效应。

脑缺血损伤是众多脑系疾病的共同病机, 通络救脑注射

液是治疗缺血性脑病行之有效的药物, 解析通络救脑注射液

的作用机制能够启迪中药新药的研发。药物能否透过血脑屏

障成为制约脑病新药研发的瓶颈, 一个不争的事实是许多中

(下转第 12 页)
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4 讨论

通常交叉验证相关系数 q2> 0. 5 即表明由相应的变量所

建立的模型具有较好的预测能力[ 7] , 本模型 q2 值为 0. 705, 表

明该模型具有较好的预测能力。

从图 3 中可以看出: 在此 CoMSIA 模型中, 取代基处于 4

位时, 取代基体积越大, 正电性越大, 有利于提高化合物保留

时间值; 取代基位于 7 位时, 取代基体积越小, 越则利于提高

化合物保留时间值。取代基位于 4 、7 位时, 取代基正电性越

大,越有利于提高化合物保留时间。此外, 从表 3 中可以看

出,立体场的贡献比静电场的贡献大,所以立体场对保留时间

的影响程度比静电场要大。

例如化合物 DG 和化合物 LG,前者 7 位取代基的体积比

后者的小,前者 4 位取代基体积及正电性皆比后者的大, 因此

前者比后者保留时间较长。化合物 Acacetin 和化合物 Api

genin, 前者 4 位取代基为甲氧基,比后者的 4 位取代基羟基正

电性大,因此前者比后者保留时间长。

氢键给体位于 3 、4 、6、7 位时,有利于提高化合物保留时

间。氢键受体位于 3 、4 、4、5、6、7 位时,有利于提高化合物保

留时间。黄酮化合物多含有羟基, 可以形成分子内氢键, 降低

化合物极性,延长化合物色谱保留时间。

5 结论

本文通过对黄酮类化合物在 HPLC 色谱柱上的保留时间

和三维结构的QSRR研究, 结合黄酮类化合物富含羟基、易形

成分子内氢键的特点, 建立了较好的三维结构- 保留时间的

CoMSIA模型, 探讨了黄酮化合物色谱保留时间预测的新方法。

通过此实验,可以指导对同类未知成分的保留时间进行预测,

并提供相关的结构类别信息,为进一步通过 QSRR 方法指导同

类化合物保留时间预测提供了依据。
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药有效组分可能不透过血脑屏障却发挥良好的临床疗效。脑

微血管内皮细胞是血脑屏障的主要基础结构, 是药物直接作

用的靶细胞,既是效应器, 又具有强大的分泌功能。药物是否

直接改善内皮细胞功能而调节微血管机制, 或是通过内皮细

胞介导而发挥影响神经细胞功能都亟待探知。首先以脑微血

管内皮细胞为切入点,探索药物对内皮细胞的作用机制, 进而

研究内皮的分泌情况及其活性物质介导而影响神经细胞功能

的作用机制,阐明中药在可能不透过血脑屏障的情况下发挥

疗效的另一作用途径,无疑会为治疗脑系疾病的药物研究提

供新思路。
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