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黄芪注射液对脑缺血再灌注损伤大鼠脑内血管新生

及 HIF鄄1琢 / VEGF 信号转导通路的影响

余晴晴1,柏建峰2,王江军1

[摘要]目的:探究黄芪注射液对脑缺血再灌注损伤大鼠脑内血管新生及缺氧诱导生长因子鄄1琢(hypoxia inducible factor鄄1琢,
HIF鄄1琢) /血管内皮细胞生长因子(vascular endothelial growth factor,VEGF)信号转导通路的影响。 方法:72 只大鼠随机分为对

照组、模型组和黄芪注射液组,每组 24 只,线栓法复制脑缺血再灌注损伤大鼠模型,评价术前、术后、给药 7 d 后的神经功能评

分,免疫组化法检测脑缺血再灌注损伤皮质微血管密度,RT鄄PCR 法检测脑缺血再灌注损伤皮质 HIF鄄1琢 mRNA 和 VEGF
mRNA,Western Blotting 法检测脑缺血再灌注损伤皮质 HIF鄄1琢 和 VEGF 的蛋白表达。 结果:给药 7d 后黄芪注射液组神经功能

评分明显低于模型组(P < 0. 01),微血管密度、HIF鄄1琢 mRNA 和 VEGF mRNA 表达水平、HIF鄄1琢 和 VEGF 蛋白表达水平均高于

模型组(P < 0. 01)。 结论:黄芪注射液促进脑缺血再灌注损伤大鼠脑内血管新生,其作用机制可能为激活 HIF鄄1琢 / VEGF 信号

转导通路。
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Effect of astragalus injection on the angiogenesis and HIF鄄1琢/ VEGF signal pathway
in brain tissue of rats with cerebral ischemia reperfusion injury

YU Qing鄄qing1,BAI Jian鄄feng2,WANG Jiang鄄jun1

(1. Department of Pharmacy,2. Department of Neurosurgery,The Central Hospital of Weihai,Weihai Shandong 264200,China)

[Abstract] Objective:To explore the effects of astragalus injection on the angiogenesis and HIF鄄1琢 / VEGF(hypoxia inducible factors鄄
1琢 / vascular endothelial growth factor) signal pathway in brain tissue of rats with cerebral ischemia reperfusion injury. Methods:
Seventy鄄two rats were randomly divided into the control group,model group and astragalus injection group(24 rats each group). The rat
model of cerebral ischemia reperfusion injury models were established by nylon monofilament induced method. Before operation,after
operation and after 7 days of adminstration,the neurological scores in all rats were evaluated,and the expression levels of microvessel
density(MVD) in brain tissue of rats were detected by immunohistochemical method,the mRNA and protein expression levels of HIF鄄
1琢 and VEGF in brain tissue of rats were detected by RT鄄PCR and Western Blotting, respectively. Results: After 7 dyas of
adminstration,the neurological score in astragalus injection group was significantly higher than that in model group(P < 0. 01),and the
level of MVD,mRNA and protein expression levels of HIF鄄1琢 and VEGF in astragalus injection group were significantly higher than
those in model group(P < 0. 01). Conclusions:Astragalus injection can promote the angiogenesis in brain tissue of rats with cerebral
ischemia reperfusion injury,the mechanism of which maybe activate the pathway of HIF鄄1琢 / VEGF.
[Key words] astragalus injection; cerebral ischemia; reperfusion injury; angiogenesis; vascular endothelial growth factor; hypoxia
inducible factors鄄1琢

摇 摇 脑缺血再灌注损伤是指缺血脑组织再次恢复血

液供应后,脑组织中的神经功能损伤及形态学改变

的严重程度高于恢复血液供应前[1]。 但如能在最

短的时间内恢复缺血脑组织的血液供应,则可最大

程度地恢复缺血脑组织的神经功能。 血液在全身的

运输通道是血管,血管新生则是恢复缺血脑组织血

液供应的最有效的途径[2]。 因此,在临床中对于脑

缺血的治疗的有效方法之一即为促进血管的新生。
黄芪为临床常用中药,常用于心脑血管疾病[3]。 现

代研究[4 - 5]表明黄芪中有多种活性成分作用于心脑

血管,可以有效的恢复神经功能损伤,但鲜有关于从

血管新生角度研究黄芪注射液对脑缺血再灌注损伤

作用的文献报道。
血管内皮细胞生长因子 ( vascular endothelial

growth factor,VEGF)是目前发现促进血管新生活性

最强的活性因子,可以促进血管内皮细胞分裂、增
殖、迁移、增加血管通透性等[6]。 VEGF 是缺氧诱导

生长因子鄄1琢 ( hypoxia inducible factor鄄1琢,HIF鄄1琢)
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的靶基因。 在缺血、缺氧的条件下,HIF鄄1琢 可激活

VEGF 基因的转录,增加 VEGF 的水平[7]。 因此,本
研究通过复制脑缺血再灌注损伤大鼠模型,研究黄

芪注射液对脑缺血再灌注损伤时脑组织血管新生及

HIF鄄1琢 / VEGF 信号转导通路的影响。 现作报道。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料摇
1. 1. 1 摇 实验动物及分组摇 健康的 SPF 级 SD 大鼠

72 只,体质量为 200 ~ 220 g,雌雄不限,购自山东大

学实验动物中心,合格证编号: SCXK (鲁) 2012鄄
0013。 购买后在实验室适应性喂养 1 周。 72 只大

鼠随机分为对照组、模型组和黄芪注射液组,每组

24 只。
1. 1. 2摇 主要试剂及仪器 摇 黄芪注射液(成都地奥

九 泓 制 药 厂, 国 药 准 字 号 Z51021776, 批 号

20150304),CD34 抗体、 VEGF 抗体、 HIF鄄1琢 抗体

(均购自于武汉博士德生物工程有限公司,批号分

别为 20150804、20151012、201511013),TRIzol(美国

Invitrogen 公司,批号 015234),RT鄄PCR 试剂盒(美
国 MBI 公司,批号 015725),蛋白提取试剂盒(上海

贝博生物科技有限公司,批号 20151203)。
倒置显微镜(日本奥林巴斯,型号 CX23),电泳

仪(北京六一仪器厂,型号 DYCZ30D),凝胶成像系

统(上海培清科技有限公司,型号 JS鄄786),Image鄄
pro鄄plus 6. 0 图像分析软件。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 脑缺血再灌注损伤模型复制及给药摇 采用

线栓法复制脑缺血再灌注损伤大鼠模型[8]。 主要

步骤:模型组和黄芪注射液组大鼠腹腔注射水合氯

醛麻醉,仰卧位,固定,颈部备皮,颈正中部位切开皮

肤,分离肌肉、筋膜等组织,分离右侧颈内动脉和颈

总动脉,两个微动脉夹分别夹住闭颈总动脉和颈内

动脉主干远心端,用消毒后的线结扎近心端颈内动

脉,在结扎后的颈内动脉开一小切口,同时在颈内动

脉下放置 1 条线备用,将栓线插入切口,拉紧松结,
除去颈内动脉的微动脉夹,线栓沿着颈内动脉插入

18 mm 或者出现阻力时停止插入,保持插入位置不

动 45 min,抽出栓线,除去微动脉夹再通 45 min,再
次插入栓线阻塞 45 min,反复 3 次,缝合伤口,消毒。
模型组和黄芪注射液组大鼠术后 24 h 出现左侧前

肢内收、提尾悬空时不能伸展左侧前爪、 行走向左

侧转圈,可判定造模成功。 对照组大鼠不做任何处

理。 黄芪注射液组在模型复制成功后腹腔注射 10

mL / kg 黄芪注射液,每天 1 次,连续 7 d。 对照组和

模型组腹腔注射 0. 9%氯化钠注射液。
1. 2. 2摇 观察指标摇
1. 2. 2. 1摇 神经功能评分摇 术前、术后、连续给药 7 d
后对 3 组大鼠采用 Longal 评分标准进行神经功能

评分。 Longal 评分标准:动物没有神经缺损症状,0
分;前爪不能充分伸展,1 分;沿外侧转圈行走,2 分;
行走时出现对侧倾斜,3 分;丧失意识,不能爬行 4
分。 评分越高受损越严重。
1. 2. 2. 2 摇 脑缺血再灌注损伤皮质微血管密度

(MVD)的检测 摇 每组取 8 只大鼠于最后一次灌胃

后 1 h,腹腔注射水合氯醛麻醉,取出脑组织,10%甲

醛固定,石蜡包埋,切片,脱蜡,热修复,H2O2 封闭,
滴加 CD34 抗体(1 颐 800)、VEGF 抗体 (1 颐 800) 和

HIF鄄1琢(1颐 800)抗体,4 益孵育过夜,二抗常温孵育

30 min,显色,复染,返蓝,脱水,封片,拍片。 参照

WEIDNER 方法[6]对右侧前动脉和中动脉支配的皮

质区 MVD 进行计数。
1. 2. 2. 3摇 VEGF mRNA 和 HIF鄄1琢 mRNA 的检测摇
每组取 8 只大鼠于最后一次灌胃 1 h 后腹腔注射水

合氯醛麻醉,提取脑缺血再灌注损伤脑组织中的总

RNA,将提取的总 RNA 逆转录成互补的 cDNA,以
cDNA 为模板进行扩增。 一个反应循环为:95 益变

性 5 min,94 益变性 30 s,56 ~ 60 益梯度退火 30 s,
72 益延伸 40 s。 按照上述的一个反应循环的反应

条件,连续反应 35 个循环。 将反应所得的产物在

琼脂糖凝胶中电泳分离,扫描分离的凝胶条带的吸

光度,通过对比吸光度值比较各目的 mRNA 的相对

含量。 在扩增的过程中 HIF鄄1琢 的上游引物:5忆AAC
AAA CAG AAT CTG TCC TCA AAC C鄄3忆,下游引物:
5忆鄄CAG GTA ATG GAG ACA TTG CCA G鄄3忆,片段长

度 296 bp; VEGF 的上游引物:5忆鄄GGC CTC TGA
AAC CAT GAA CT鄄3忆,下游引物:5忆鄄ATG CTG CAG
GAA GCT CAT CT鄄3忆,片段长度 385 bp;茁鄄actin鄄1 的

上游引物:5忆鄄AGT GTG ACG TGG ACA TCC GCA
AAG鄄3忆,下游引物:5忆鄄ACT CAC ATC TGC TGG AAG
GTG GAC鄄3忆,片段长度 390 bp;茁鄄actin鄄2 的上游引

物:5忆鄄TCAG鄄GTC ATC ACT ATC GGC AAT鄄3忆,下游

引物:5忆鄄AAA GAA AGG GTG TAA AACGCA鄄3忆,片
段长度 431 bp。
1. 2. 2. 4摇 VEGF 和 HIF鄄1琢 蛋白的检测摇 每组取 8
只大鼠于最后一次灌胃 1 h 后腹腔注射水合氯醛麻

醉,取出脑组织,匀浆,提取脑组织总蛋白,取 40 滋g
的蛋白加入到上样缓冲液中水煮变性,将变性后的
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蛋白样品加入到 SDS鄄PAGE 胶中,电泳(浓缩胶 100
V、分离胶 120 V),转膜(200 mA,80 min)至醋酸纤

维素膜上,封闭 2 h,VEGF 和 HIF鄄1琢 一抗 4 益孵育

过夜,二抗常温孵育 60 min,涂 ECL 发光试剂,暗室

中曝光胶片,暗室中胶片浸泡于显影液和定影液。
对条带的吸光度进行扫描,通过吸光度值对比各目

的蛋白的相对含量。
1. 3摇 统计学方法摇 采用方差分析和 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 3 组大鼠神经功能评分比较摇 术前 3 组大鼠

神经功能评分差异均无统计学意义(P > 0. 05);术
后模型组和黄芪注射液组的神经功能评分差异无统

计学意义(P > 0. 05),但 2 组均明显高于对照组(P
< 0. 01);给药 7 d 后,模型组和黄芪注射液组的神

经功能评分均明显高于对照组(P < 0. 01),模型组

神经功能评分明显高于黄芪注射液组(P < 0. 01)
(见表 1)。

表 1摇 3 组大鼠神经功能评分比较(x 依 s;分)

分组 n 术前 术后摇 给药 7 d 后摇

对照组 8 0. 00 依 1. 00 0. 00 依 1. 00摇 0. 00 依 1. 00摇 摇

模型组 8 0. 00 依 1. 00 2. 12 依 0. 13** 2. 98 依 0. 56**

黄芪注射液组 8 0. 00 依 1. 00 2. 15 依 0. 11** 1. 24 依 0. 20**吟吟

F — 0. 00 35. 44摇 摇 39. 73

P — >0. 05 < 0. 01摇 摇 < 0. 01
MS组内 — 1. 000 0. 343摇 摇 0. 451

摇 摇 q 检验:与对照组比较**P <0. 01;与模型组比较吟吟P <0. 01

2. 2摇 3 组大鼠脑缺血再灌注皮质区 MVD 比较摇 连

续给药 7 d 后,黄芪注射液组和模型组脑缺血再灌

注皮质区 MVD 均明显大于对照组(P < 0. 01),且黄

芪注射液组脑缺血再灌注皮质区 MVD 明显大于模

型组(P < 0. 01)(见表 2)。
2. 3摇 3 组大鼠脑缺血再灌注皮质区 VEGF mRNA
和 HIF鄄1琢 mRNA 表达水平比较摇 连续给药 7 d 后,
黄芪注射液组和模型组脑缺血再灌注皮质区 VEGF
mRNA 和 HIF鄄1琢 mRNA 表达水平均高于对照组(P
< 0. 05 ~ P < 0. 01);黄芪注射液组脑缺血再灌注皮

质区 VEGF mRNA 和 HIF鄄1琢 mRNA 表达水平均明

显高于模型组(P < 0. 01)(见图 1、表 2)。
2. 4摇 3 组大鼠脑缺血再灌注皮质区 VEGF 和 HIF鄄
1琢 蛋白表达水平比较摇 连续给药 7 d 后,黄芪注射

液组和模型组脑缺血再灌注皮质区 VEGF 和 HIF鄄
1琢 蛋白表达水平均明显高于对照组(P < 0. 01);黄
芪注射液组脑缺血再灌注皮质区 VEGF 和 HIF鄄1琢

蛋白表达水平均明显高于模型组(P < 0. 01)(见图

2、表 3)。

摇 表 2摇 3 组大鼠再灌注皮质区 MVD、VEGF mRNA 和 HIF鄄
1琢 mRNA 表达水平比较(x 依 s)

分组 n MVD/ 个摇 VEGF mRNA摇 摇 摇 HIF鄄1琢 mRNA摇 摇 摇

对照组 8 7. 03 依 0. 89摇 摇 摇 摇 0. 298 依 0. 04摇 摇 摇 摇 0. 198 依 0. 03摇 摇 摇

模型组 8 10. 53 依 1. 88** 0. 385 依 0. 09* 0. 299 依 0. 05**

黄芪注射液组 8 15. 63 依 2. 41**吟吟 0. 591 依 0. 07**吟吟 0. 423 依 0. 08**吟吟

F — 44. 29摇 摇 41. 75摇 摇 31. 10摇 摇

P — <0. 01摇 摇 < 0. 01摇 摇 < 0. 01摇 摇
MS组内 — 3. 378摇 摇 0. 004摇 摇 0. 003摇 摇

摇 摇 q 检验:与对照组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与模型组比较吟吟P < 0. 01

摇 表 3摇 3 组大鼠脑缺血再灌注皮质区 VEGF 和 HIF鄄1琢 蛋

白表达水平比较(x 依 s)

分组 n VEGF HIF鄄1琢

对照组 8 0. 221 依 0. 05摇 摇 0. 202 依 0. 04摇 摇

模型组 8 0. 368 依 0. 07** 0. 319 依 0. 06**

黄芪注射液组 8 0. 562 依 0. 09**吟吟 0. 478 依 0. 07**吟吟

F — 45. 30 45. 60

P — <0. 01 < 0. 01
MS组内 — 0. 005 0. 003

摇 摇 q 检验:与对照组比较*P < 0. 05,**P < 0. 01;与模型组比较

吟吟P < 0. 01

3摇 讨论

摇 摇 脑缺血后,脑组织中的神经细胞会因为缺血缺
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氧而出现变性、坏死和凋亡,导致严重损伤神经功

能。 而如果能尽快恢复脑缺血部位脑组织的血液供

应,则可以在很大程度上恢复受损伤的脑神经功

能[9]。 脑缺血部位血管新生可在很大程度上恢复

脑缺血部位的血液供应,改善脑缺血部位的缺血、缺
氧状况。 脑缺血后缺血部位会自我出现血管的新

生,但缺血部位自我血管新生的能力较小,不足恢复

脑缺血部位的血液供应[10]。 在临床中能通过外部

因素刺激脑缺血部位的血管新生,则可以有效恢复

缺血部位的供血[11]。 因此,促进脑缺血部位的血管

新生成为近年来治疗脑缺血的研究热点。
血管的新生过程主要是由血管内皮细胞的增

殖、迁移、黏附、腔样结构形成等过程组成。 机体中

血管内皮细胞的上述过程是在多种活性因子的作用

下完成的。 VEGF 是目前发现的最强的一种促进血

管新生的活性因子,VEGF 与 VEGF 受体相结合后

会刺激血管内皮细胞的前体分化和成熟,促进血管

内皮细胞迁移和黏附[12]。 陈懿等[13] 研究发现脑泰

方可以通过升高脑缺血部位的 VEGF 蛋白表达水

平,促进脑缺血部位的血管新生,有效恢复脑缺再灌

注损伤大鼠的脑神经功能。 机体中 VEGF 基因的表

达与所在的微环境变化有关,当微环境出现缺血、缺
氧时,VEGF 基因的表达水平就会增加。 HIF鄄1琢 是

调节机体氧稳态的关键的核心转录因子,在机体中

的各种细胞中均有存在。 HIF鄄1琢 是在机体缺氧的

条件下转录而成的活性核蛋白,其与炎症、血管缩

舒、血管新生、血液新生等有着密切关系。 VEGF 基

因的启动子区域有一个结合位点供 HIF鄄1琢 结合,在
机体缺血、缺氧的条件下 HIF鄄1琢 与 VEGF 基因的启

动子结合,促进 VEGF 基因的表达[14]。
黄芪作为传统中药材,具有扶正补气之功效。

现代研究表明,黄芪含有多种活性成分,包括黄芪多

糖、黄芪皂苷、黄酮类成分等[15]。 黄芪多糖促进血

管新生,并通过诱导 Akt 磷酸化,保护内皮细胞,减
少内皮细胞凋亡[16]。 黄芪甲苷可以促进人脐静脉

内皮细胞增殖和迁移,升高人脐静脉内皮细胞在

Matrigel 基质胶中侵袭能力,促进微血管形成[17]。
黄芪注射液促进体外血管内皮细胞增殖[18]。

本研究中灌胃黄芪注射液后脑缺血再灌注损伤

大鼠的神经功能评分明显低于模型组,说明黄芪注

射液后可以有效的恢复脑缺血再灌注损伤大鼠的神

经功能;黄芪注射液组给药后的大鼠脑缺血再灌注

皮质区中 MVD 明显高于模型组,说明黄芪注射液

可以促进血管新生;黄芪注射液组给药后大鼠脑缺

血再 灌 注 皮 质 区 中 的 VEGF mRNA 和 HIF鄄1琢
mRNA 表达水平、VEGF 和 HIF鄄1琢 蛋白表达水平均

明显高于模型组。 基于 VEGF 和 HIF鄄1琢 促进血管

新生的作用以及 HIF鄄1琢 对 VEGF 表达的重要调节

作用,我们推测黄芪注射液可能是通过上调 HIF鄄
1琢,促进 VEGF 的表达、血管新生、脑缺血再灌注损

伤大鼠脑神经损伤的恢复。
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表面标志物 Cripto鄄1 表达对食管癌干细胞生长的作用机制研究

宋摇 爽,徐琳琳

[摘要]目的:探讨表面标志物 Cripto鄄1(CR鄄1)的表达对食管癌干细胞生长的作用机制。 方法:自食管癌 Eca109 细胞中分选

Eca109 干细胞,提取正常食管上皮细胞 HEEC 和 Eca109 细胞、Eca109 干细胞总蛋白,采用 Western鄄blot 法检测 CR鄄1 表达水

平;构建 CR鄄1 基因沉默载体 CNE2 / CR鄄1 - 及过表达载体 CNE1 / CR鄄1 + ,利用脂质体转染法将 CNE2 / CR鄄1 - 和 CNE1 / CR鄄1 + 分

别转染进 Eca109 干细胞中,并设对照组,采用 RT鄄PCR 法检测 CR鄄1 表达;MTT 法检测对照组、CNE2 / CR鄄1 - 组、CNE1 / CR鄄1 +

组 Eca109 干细胞增殖情况;流式细胞仪检测各组 Eca109 干细胞凋亡情况;Western鄄blot 法检测各组细胞 Akt、p鄄Akt 蛋白表达

情况。 结果:Eca109 细胞及 Eca109 干细胞中 CR鄄1 表达均明显高于 HEEC(P < 0. 01)。 RT鄄PCR 结果显示,CNE2 / CR鄄1 - 组 CR鄄
1 表达水平明显低于对照组,CNE1 / CR鄄1 + 组明显高于对照组(P < 0. 01)。 MTT 结果显示,CNE2 / CR鄄1 - 组细胞增殖明显低于

对照组,CNE1 / CR鄄1 + 组明显高于对照组(P < 0. 01)。 流式细胞仪检测显示,CNE2 / CR鄄1 - 组细胞凋亡率明显高于对照组,
CNE1 / CR鄄1 + 组细胞凋亡率明显低于对照组(P < 0. 01)。 Western鄄blot 结果显示,CNE2 / CR鄄1 - 组 p鄄Akt 蛋白表达明显低于对照

组,CNE1 / CR鄄1 + 组 p鄄Akt 蛋白表达明显高于对照组(P < 0. 01);而 Akt 蛋白表达未出现明显变化(P > 0. 05)。 结论:CR鄄1 作

为潜在的食管癌干细胞标记物,可能通过 PI3K / Akt 信号通路调控食管癌干细胞的增殖与凋亡。
[关键词] 食管肿瘤;干细胞标志物;增殖;凋亡
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Active mechanism of the surface marker CR鄄1 expression
on the esophageal cancer stem cell growth

SONG Shuang,XU Lin鄄lin
(Department of Histology and Embryology,Henan Medical College,Zhengzhou Henan 450052,China)

[Abstract] Objective:To investigate the active mechanism of the surface marker Cripto鄄1(CR鄄1) expression on esophageal cancer
stem cell growth. Methods:Eca109 stem cells was isolated from Eca109 cells. The total proteins of HEEC,Eca109 cells and Eca109
stem cells were extracted,and the expression level of CR鄄1 was detected using Western鄄blot. The silencing CNE2 / CR1 - vector targeting
CR鄄1 gene and overexpression vector CNE1 / CR鄄1 + were constructed,and transfected into the Eca109 stem cells using lipofectamine.
The control group was set. The transfection efficiency was examined using RT鄄PCR. The proliferation of Eca109 stem cells in control
group,CNE2 / CR鄄1 - and CNE1 / CR鄄1 + were detected using MTT. the prognosis of Eca109 stem cells in each group was examined using
flow cytometer. The protein expression levels of Akt and p鄄Akt in each group were detected using Western鄄blot. Results:The expression
levels of CR鄄1 in Eca109 cells and Eca109 stem cells were significantly higher than that in HEEC cells(P < 0. 01). RT鄄PCR results
showed that the expression level of CR鄄1 in CNE2 / CR鄄1鄄group was significantly lower than that in control group,and the expression
level of CR鄄1 in CNE1 / CR鄄1 + group was significantly higher than that in control group(P < 0. 01). MTT assay results showed that the
cell proliferation in CNE2 / CR鄄1 - group was significantly lower than that in control group,and which in CNE1 / CR鄄1 + group was
significantly higher than that in control group(P < 0. 01). Flow cytometry results showed that the apoptosis rate of cells in CNE2 / CR鄄
1 - group was significantly higher than that in control group,which in CNE1 / CR鄄1 + group was significantly lower than that in control
group(P < 0. 01). Western鄄blot results showed that the expression level of p鄄Akt protein in CNE2 / CR鄄1 - was significantly lower than

摇 摇 that in control group,and the expression level of p鄄Akt protein in
CNE1 / CR鄄1 + group was significantly higher than that tin control
group(P < 0. 01). The expression change of Akt protein was not
obvious ( P > 0. 05 ). Conclusions: The CR鄄1, an
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