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血塞通注射液通过HIF-1α-VEGF通路调控NSCs的增殖和分化
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摘 要:目的 探讨缺氧状态下血塞通注射液调控 HIF-1α-VEGF通路促进神经干细胞(NSCs)增殖和分化的机制。方

法 孕14dSD大鼠解剖取出胎鼠,分离胎鼠海马组织,提取培养原代NSCs。血塞通注射液和NSCs共培养。建立缺氧

NSCs模型及无缺氧NSCs模型。缺氧模型为37℃,5%空气,90%N2,5%CO2 的细胞培养环境。无缺氧模型为37℃,

5%CO2,95%空气的细胞培养环境。将NSCs分为无缺氧组、无缺氧联合血塞通注射液组、缺氧组、缺氧联合血塞通注射

液组。免疫荧光实验鉴定NSCs,分析NSCs的增殖和分化情况。CCK8实验评估不同浓度血塞通注射液对 NSCs活力

的影响。Westernblot实验分析 HIF-1α蛋白表达情况,QRT-PCR实验检测 VEGF表达量。结果 1g/L浓度的血塞

通注射液能明显增加NSCs的细胞活力,继续增大血塞通注射液的浓度后,NSCs的活力无明显变化。缺氧联合血塞通

注射液组较缺氧组NSCs的细胞活力明显升高(P<0.01)。在缺氧状态下,血塞通注射液能显著提升 NSCs的分化能

力,并且能调控 HIF-1α-VEGF通路,促进NSCs增殖和分化。结论 在缺氧状态下,NSCs的细胞活性降低,1g/L浓度

的血塞通注射液能显著提升NSCs的细胞活性,血塞通注射液不仅挽救缺氧状态下 NSCs的细胞活力下降,而且能显著

提升NSCs的分化能力。其机制为缺氧状态下血塞通注射液调控 HIF-1α-VEGF通路促进NSCs增殖和分化。
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Xuesaitonginjection’sregulationoftheproliferationanddifferentiation
ofNSCsthroughtheHIF-1α-VEGFpathway

LinChaoqun1,LiWeina2,QiuBo1,FanXuezheng1

[1.DepartmentofNeurosurgery,Shenzhen(Guangming)HospitalofUniversityofChinese
AcademyofSciences,Shenzhen518106,Guangdong,China;2.DepartmentofCataract

andGlaucoma,LiuzhouAierEyeHospital,Liuzhou545005,Guangxi,China]

  Abstract: Objective ToinvestigatethemechanismofXuesaitonginjectionregulatingtheHIF-1α-VEGF
pathwaytopromotetheproliferationanddifferentiationofneuralstemcells(NSCs)underhypoxia. Methods
 FetalratswereremovedfromdissectedSDratsonthe14thdayofgestation.Theirhippocampuswasisola-
ted.AndprimaryNSCswereextractedfromthehippocampusandcultured.Xuesaitonginjectionwasco-cul-
turedwithNSCs.ThehypoxicNSCsmodelandthenon-hypoxicNSCsmodelwereestablished.Thehypoxic
NSCsmodelwasestablishedinacellcultureenvironmentof37℃,5%air,90% N2,and5%CO2.Thenon-
hypoxicNSCsmodelwasestablishedinacellcultureenvironmentof37℃,5%CO2and95%air.TheNSCs
weredividedintonon-hypoxiagroup,non-hypoxiaXuesaitonginjectiongroup,hypoxiagroupandhypoxiaXue-
saitonginjectiongroup.TheNSCswereidentifiedbyimmunofluorescenceassay,withtheirproliferationand
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differentiationtobeanalyzed.CellCountingKit-8assaywasemployedtoevaluatetheeffectsofdifferentcon-
centrationsofXuesaitonginjectionontheactivityofNSCs.Westernblotassaywasadoptedtoanalyzetheex-
pressionofHIF-1αproteinandQRT-PCRassaytodetecttheexpressionofVEGF. Results Xuesaitonginjec-
tionattheconcentrationof1g/LcouldsignificantlyincreasethecellviabilityofNSCs,buttherewasnosignif-
icantchangeintheviabilityofNSCsafterincreasingtheconcentration.ThecellviabilityofNSCsinthehypox-
iaXuesaitonginjectiongroupwassignificantlyhigherthanthatinthehypoxiagroup(P<0.01).Underthe
conditionofhypoxia,XuesaitonginjectioncouldsignificantlyenhancethedifferentiationabilityofNSCsand
regulatetheHIF-1α-VEGFpathwaytopromotetheproliferationanddifferentiationofNSCs. Conclusion 
Undertheconditionofhypoxia,thecellactivityofNSCsdecreases.Xuesaitonginjectionat1g/Lconcentration
cansignificantlyimprovethecellactivityofNSCs.Xuesaitonginjectioncannotonlypreventthedecreaseofcell
activityofNSCsundertheconditionofhypoxia,butcanalsosignificantlyimprovethedifferentiationabilityof
NSCs.ThemechanismisthatXuesaitonginjectionregulatestheHIF-1α-VEGFpathwaytopromotetheprolif-
erationanddifferentiationofNSCsundertheconditionofhypoxia.
  Keywords: Xuesaitonginjection;NSCs;HIF-1α;VEGF;hypoxia

  随着老年化席卷全球,脑卒中在全球发病率进一

步上升,其中缺血性脑卒中占其发病率的70%,且致

死率极高,即使病后生存,其致残率也居高不下[1]。在

20世 纪90年 代,各 国 科 学 家 开 始 了 神 经 干 细 胞

(NSCs)的深入研究[2],研究表明[3]脑缺氧往往会导致

NSCs的增殖能力和分化能力受到抑制,甚至发生凋

亡,而且NSCs对缺氧比其他类型的细胞[4]更敏感,缺
氧后NSCs可能发生延迟死亡[5]。在缺血性脑卒中动

物模型中,内源性NSCs能促进大鼠神经功能的恢复,
在缺血性脑卒中修复的机制中发挥着至关重要的作

用[6]。星形胶质细胞可以分泌多种可溶性因子,能和

NSCs发生一系列的神经网络功能,因此,星形胶质细

胞在缺血缺氧性中枢神经系统疾病中的作用也不可忽

视[7]。如果我们能找到一种药物,能促进 NSCs分化

为星形胶质细胞、少突胶质细胞、神经元,并且可以在

缺氧环境下保护NSCs,避免NSCs的增殖能力和分化

能力受到抑制,这种药物可能对缺血性脑卒中至关重

要。
国内外使用中医中药治疗缺血性脑卒中成为了

21世纪研究的新热点[8]。国内学者发现血塞通胶囊

可明显增加梗死区脑组织神经干细胞的增殖能力及分

化能力[9],但血塞通注射液对神经干细胞增殖能力及

分化能力的影响少见报道。缺氧诱导因子-1(hypoxia
induciblefactor-1,HIF-1)为缺氧环境中非常重要的

转录调节因子,对 NSCs增殖、分化发挥着关键作

用[10-11]。实验证明,在缺氧环境中,NSCs的增殖和分

化与HIF-1的表达呈正相关[12]。HIF-1分为 HIF-1α
和HIF-1β两个亚基,HIF-1的活性主要由 HIF-1α决

定[13]。血 管 内 皮 生 长 因 子 (vascularendothelial
growthfactor,VEGF)是一种能促进颅内新生血管形

成的细胞因子,在缺氧环境中受到 HIF-1的调控[14]。

本文建立缺氧NSCs模型及无缺氧NSCs模型[15],拟
探讨在缺氧环境中,血塞通注射液与星形胶质细胞等

多种细胞的相互关系,并且研究血塞通注射液通过调

控HIF-1α-VEGF通路促进NSCs增殖能力及分化能

力,为进一步阐述血塞通注射液治疗缺血性脑卒中的

机制奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 原代NSCs的提取培养(胎鼠海马来源) 雌性

SD大鼠(8周龄,体重240~280g)购于北京维通利华

实验动物有限公司,动物实验根据国家《实验动物管理

条例》、《广东省实验动物管理办法》以及中国科学院大

学深圳医院实验动物中心规章制度执行,本动物实验

经中国科学院大学深圳医院伦理委员会批准后进行。
使用颈部脱臼的方法结束孕14dSD大鼠的生命,在
无菌操作台,0℃环境中腹部解剖实验大鼠,取出胎

鼠,分离出胎鼠的大脑,显微镜下解剖出胎鼠海马组

织,显微剪均匀剪碎海马组织,用0.25%的胰酶(美国

Gibco公司)消化5min,10%胎牛血清(北京索莱宝科

技有限公司)终止消化,800r/min、离心半径9.5cm
离心5min,弃上清,加入 NSCs完全培养(DMEM/

F12+2%B27+20ng/mlEGF+20ng/mlbFGF+
1%双抗)(DMEM/F12培养基、B27细胞补充添加剂、
双抗均为美国Gibco公司;EGF、bFGF均为美国Pep-
roTech公司)后,仔细吹打均匀重悬,过400目细胞筛

网,细胞计数后,接种于细胞培养瓶中,把细胞密度调

整为5×105/ml。在温度37℃,二氧化碳浓度为5%
的恒温培养箱(美国Thermo公司)中培养,3d换液,7
d传代,每天在显微镜下观察NSCs的状态,取第2代

悬浮神经干细胞球进行下一步实验。

1.2 NSCs免疫荧光鉴定 使用浓度为100μg/ml
的多聚赖氨酸预先包被24孔板爬片,PBS轻柔冲洗3
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次,取吹打均匀的第2代悬浮神经干细胞200μl悬于

24孔板爬片上,放入恒温培养箱中继续培养2h,细胞

贴壁后,4%多聚甲醛固定30min,PBS轻柔冲洗3
次;加入0.3%TritonX-100(美国 Amresco公司)通
透30min,PBS轻柔冲洗3次;加入10%驴血清(美国

Jackson公司)37℃封闭1h,不洗,加入一抗(小鼠抗

兔多克隆抗体Nestin,美国Abcam公司),4℃孵育过

夜;PBS轻柔冲洗3次;在避光环境下加入同源荧光二

抗(ab150125,美国 Abcam 公司)室温孵育1h,PBS
轻柔冲洗3次;DAPI(北京雷根生物技术有限公司染

核),PBS轻柔冲洗3次,取出爬片后置于防脱载玻片

上(预先滴加抗荧光淬灭剂),封片,使用倒置荧光显微

镜(日本Nikon公司)观察染色结果。

1.3 细胞增殖/抑制CCK8 实验CCK8试剂盒购自

南京凯基生物科技发展有限公司,用Accutase分离液

(美国Sigma-Aldrich公司)消化第2代悬浮神经干细

胞球,消化充分后细胞球消失,形成多个悬浮单细胞,
调整细胞浓度,以1×104 个/孔的细胞密度种于96孔

板中,分组加入不同浓度血塞通注射液(分别为0g/

L、0.25g/L、0.5g/L、0.75g/L、1g/L、1.25g/L;湖
北清大康迪药业有限公司),培养3d后,每孔加入10

μlCCK8试剂,37℃环境下孵育2h,使用酶标仪检测

450nm波长各孔的吸光度值,记录数据并统计。建立

缺氧NSCs模型及无缺氧模型,缺氧模型为37℃,5%
空气,90%N2,5%CO2 的细胞培养环境。无缺氧模型

为37 ℃,5%CO2,95%空 气 的 细 胞 培 养 环 境。将

NSCs分为无缺氧组、无缺氧联合血塞通注射液组、缺
氧组、缺氧联合血塞通注射液组。4组不同细胞分别

接种于96孔板,无缺氧组和无缺氧联合血塞通注射液

组细胞在无缺氧环境中培养24h。缺氧组和缺氧联

合血塞通注射液组细胞在缺氧环境中培养24h,然后

每孔加入10μlCCK8试剂,37℃环境下孵育2h,使
用酶标仪检测450nm波长各孔的吸光度值,记录数

据并统计。

1.4 NSCs诱导分化及免疫荧光实验 为了研究缺

氧状态下血塞通注射液对NSCs分化能力的影响,使
用干细胞诱导分化培养基(含2%FBS的DMEM培养

基)对NSCs进行培养,培养3d后进行细胞免疫荧光

实验。实验分为对照组及血塞通注射液给药组,其中

药物浓度为1g/L。两组细胞在缺氧环境中培养1d,
然后在无缺氧患者中继续培养2d。GFAP标记星形

胶质细胞,Tuj-1标记神经元,MBP标记少突胶质细

胞。细胞培养3d后,4%多聚甲醛固定30min,PBS
轻柔冲洗3次;加入0.3%曲拉通TritonX-100通透

30min,PBS轻柔冲洗3次;加入10%驴血清37℃封

闭1h,不 洗,分 别 加 入 一 抗(兔 抗 羊 多 克 隆 抗 体

GFAP、小鼠抗兔多克隆抗体Tuj1、羊抗兔多克隆抗体

MBP;美国Abcam公司),4度孵育过夜;PBS轻柔冲

洗3次;在避光环境下加入同源荧光二抗(ab150079、

ab150181,美国Abcam公司)室温孵育1h,PBS轻柔

冲洗3次;DAPI染核,PBS轻柔冲洗3次,取出爬片

后置于防脱载玻片上(预先滴加抗荧光淬灭剂),封片,
使用荧光显微镜观察染色结果。

1.5 Westernblot实验 检测实验中 Nestin、Tuj1、

GFAP、MBP、HIF-1α蛋白的表达。分别收集各实验

细胞后,提取相应实验的细胞总蛋白(使用RAPI裂

解),通过BCA法检测蛋白浓度,并且调整浓度使各组

一致,加入5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液,95℃煮

样5~10min。配制10%分离胶和5%浓缩胶,待胶凝

固后准备加样电泳;每孔上样量20μg,蛋白电泳条件

为120V90min;准备与电泳凝胶合适大小的PVDF
膜,用甲醇浸泡20s使膜激活,准备转膜,转膜夹两面

各放置1块海绵和3块滤纸,凝胶和膜的放置顺序为

转膜夹黑面-凝胶-PVDF 膜-白面,转膜 条 件 为300
mA90min;转膜结束后,不洗,用含5%脱脂牛奶的

TBST封闭液摇床上室温封闭1h;膜不洗,根据预染

蛋白marker分子量大小分别裁剪不同位置的分子量

抗体,孵一抗 Nestin(1∶1000)、Tuj1(1∶1000)、

GFAP(1∶1000)、MBP(1∶1000)、HIF-1α(1∶
500),内参为GAPDH(1∶2000),4℃过夜;第2天一

抗室温摇床30min,TBST洗膜3次,每次10min,室
温摇床孵育相应山羊抗小鼠标记二抗(1∶5000)1h,

TBST再洗3次,每次10min,用ECL显色及化学发

光成像仪进行曝光,保存图片数据并分析。

1.6 qRT-PCR实验 收集对照组及血塞通注射液给

药组细胞后,使用Trizol法提取RNA。按照试剂盒说

明书中的步骤提取RNA。分光光度法测定RNA浓

度和纯度。然后按试剂盒说明书合成逆转20μlcD-
NA。其样本cDNA稀释10倍为SYBRGreen实时

定量PCR反应的最佳模板浓度。25μlPCR反应体

系:2X Fermentas MaximaTM SYBR Green/ROX
qPCRMasterMix12.5μl,模板(cDNA 稀释10倍)1

μl,引物F和R5pmol/μlmix1μl,dH2O10.5μl。
反应条件为:95℃5min,94℃15s和60℃30s,一
共循环45次,95℃15s,60℃15s,95℃15s。从

60℃~95℃,每上升0.5℃取一次荧光值,最后生成

融解曲线。所有样本均重复检测3次,计算出Ct值,
各基因mRNA相对表达量采用2-△△Ct法进行计算分

析。PCR引物合成VEGF和及内参照β-actin引物。
各基因的上下游引物序列分别为:VEGF:5′-CAC-
CCACCCACATACATACA-3′;5′-CTCAAGTCCA-
CAGCAGTCAA-3′;β-actin:5′-GCAGAAGGAGAT-
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CACAGCCCT-3′ ;5′-GCTGATCCACATCTGCTG-
GAA-3′;引物由广州复能基因有限公司合成。

1.7 统计学方法 以上检测指标用(췍x±s)表示,应用

SPSS22.0和GraphPad8.0软件对实验数据进行处

理。对实验所得数据首先进行正态分布及方差齐性检

验,对于符合正态分布及方差齐性的数据资料,两组之

间均数比较用独立t检验;P<0.05为差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 原代胎鼠海马来源NSCs形态及鉴定 分离出

胎鼠的大脑,显微镜下解剖出胎鼠海马组织,并提取

NSCs。NSCs悬浮生长,随着增殖的NSCs逐渐融合,

6~7d后,肉眼就能辨认出含有数千个细胞的大神经

球。原代NSCs在体外是神经球样的,通过显微镜可

以看出NSCs悬浮球状生长,通过免疫荧光法证实表

达NSCs的特异性标记蛋白Nestin(见图1)。

注:A:分离出胎鼠的大脑,可见胎鼠海马组织;B:在显微镜

镜下观察神经球(200μm);C:在显微镜镜下观察神经球

(100μm);D:NSCs免疫荧光鉴定(DAPI,×100);

E:NSCs免疫荧光鉴定(Nestin,×100);

F:NSCs免疫荧光鉴定(Merge,×100)。
图1 原代胎鼠海马来源NSCs形态及鉴定

2.2 不同浓度血塞通注射液对NSCs活力的影响 
使用CCK8实验对血塞通注射液的浓度进行筛选,评
估不同浓度血塞通注射液对NSCs活力的影响(见图

2)。可见1g/L浓度的血塞通注射液能明显增加

NSCs的细胞活力,继续增大血塞通注射液的浓度后,

NSCs的活力无明显变化。所有的实验数据均来自于

至少3次独立重复实验。

2.3 缺氧状态下血塞通注射液对NSCs细胞活力的

影响 将NSCs分为无缺氧组、无缺氧+血塞通注射

液组、缺氧组、缺氧+血塞通注射液组,其中血塞通注

射液浓度为:1g/L。使用CCK8实验评估血塞通注射

液对缺氧状态下 NSCs的细胞活力的影响(见图3):

①在无缺氧状态中,给药组的细胞活力升高;②在缺氧

状态中,NSCs的细胞活力明显下降;③在缺氧状态

中,给药组的细胞活力升高。所有的实验数据均来自

于至少3次独立重复实验。

注:与0.25g/L、0.5g/L、0.75g/L
进行比较,**表示P<0.01。

图2 不同浓度血塞通注射液对NSCs活力的影响

注:*、#表示P<0.05,**表示P<0.01。

图3 缺氧状态下血塞通注射液对NSCs细胞活力的影响

2.4 缺氧状态下血塞通注射液对NSCs分化能力的

影响 将NSCs分为缺氧组、缺氧联合血塞通注射液

组,使 用 干 细 胞 诱 导 分 化 培 养 基 (含 2%FBS 的

DMEM培养基)对 NSCs进行培养,两组细胞在缺氧

环境中培养1d,然后在无缺氧状态中继续培养2d。
其中血塞通注射液浓度为1g/L。使用免疫荧光实验

评估血塞通注射液对缺氧状态下NSCs分化能力的影

响。通过免疫荧光实验证实了缺氧联合血塞通组中神

经元、星形胶质细胞、少突胶质细胞的特异性蛋白

Tuj1、GFAP、MBP的荧光强度明显高于缺氧组。在

缺氧状态下,1g/L浓度的血塞通注射液能显著提升

NSCs的分化能力(见图4)。NSCs诱导分化及免疫荧

光实验显示:在缺氧状态下,血塞通注射液能显著提升

NSCs的分化能力。所有的实验数据均来自于至少3
次独立重复实验。
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注:*、#表示P<0.05,**表示P<0.01。

图4 缺氧状态下血塞通注射液对NSCs分化能力的影响

2.5 缺氧状态下血塞通注射液调控 HIF-1α-VEGF
通路促进NSCs增殖和分化 将 NSCs分为缺氧组、
缺氧联合血塞通注射液组,使用干细胞诱导分化培养

基(含2%FBS的DMEM培养基)对NSCs进行培养,
两组细胞在缺氧环境中培养1d。其中血塞通注射液

浓度为1g/L。我们使用 Westernblotanalysis实验

及QuantitativeRT-PCR实验评估缺氧状态下血塞通

注射液促进NSCs增殖和分化的能力是否与 HIF-1α-
VEGF通路相关(见图5)。所有的实验数据均来自于

至少3次独立重复实验。

注:+-代表:单纯缺氧组,++代表:缺氧联合给药组;A:通过

Westernblotanalysis实验发现:缺氧联合血塞通注射液组的

HIF-1α蛋白表达水平明显升高(P<0.05),* 表示P<0.05。

B:通过QuantitativeRT-PCR实验我们发现:缺氧联合血塞通

注射液组的VEGF表达水平明显升高(P<0.05),*** 表示

P<0.01。

图5 缺氧状态下血塞通注射液调控 HIF-1α-VEGF
通路促进NSCs增殖和分化

3 讨论

本研究的目的是探讨血塞通注射液对缺氧状态下

神经干细胞活性、增殖和分化的影响,同时探讨其作用

机制。研究发现,血塞通注射液的参考治疗浓度为0.8
~1g/L[16-17],我们的研究结果表明,血塞通注射液与

增殖培养基中的NSCs共同培养,可提高缺氧状态下

NSCs的细胞活性,其最佳浓度为1g/L。血塞通注射

液与分化培养基中的 NSCs共同培养,能显著提升

NSCs的分化能力。进一步机制研究发现,缺氧状态

下血 塞 通 注 射 液 可 调 控 HIF-1α-VEGF 通 路 促 进

NSCs增殖和分化。
近年来,祖国中医药治疗神经系统病变的药物越

来越受重视,其中,主要成分为三七总皂苷的血塞通注

射液已广泛应用于临床,血塞通注射液具有抑制血小

板聚集,改善脑血供、促进脑功能恢复的作用[18]。虽

然在许多神经系统疾病的动物和细胞模型中,血塞通

注射液是一种潜在的保护因子,临床实践也证明了其

药物安全性[19],但它药物作用的机制并没有得到足够

的关注。
自从1992年 Reynolds首次提出 NSCs的概念

后,通过NSCs治疗神经系统疾病,给脑损伤后神经功

能的恢复带来了新希望[2]。实验表明[20-23],大脑缺氧

发生后,内源性NSCs的增殖、分化以及迁徙过程均受

到缺氧因素的影响,从而诱发细胞程序性凋亡,影响脑

损伤后神经功能的恢复。HIF-1α是细胞内的一种转

录因子,无缺氧状态下可被泛素化蛋白酶降解,但是缺

氧状态下泛素化蛋白酶大部分被抑制,因此在缺氧状

态下胞质内存在 HIF-1α并可发挥作用。HIF-1α可

以启动与细胞存活相关的多种基因的表达,从而发挥

神经保护作用[24]。VEGF是一种细胞因子,可促进内

皮细胞的生长,与神经损伤的修复密切相关[25],有文

献证实在脑缺氧环境中,VEGF能够促进 NSCs向脑

损伤区域迁移[26],并且能促进神经元增殖和新血管的

形成[27],有效地保护脑损伤区域的神经功能。Harms
KM 等[28]发现,NSCs通过激活 HIF-1a-VEGF信号

通路在缺氧缺血环境促进神经元存活,在中风后促进

神经元的存活中的发挥重要作用。
在本研究中,我们发现血塞通注射液与 NSCs共

培养,在缺氧状态下 Westernblotanalysis显示 HIF-
1α蛋 白 水 平 在 NSC 分 化 过 程 中 显 著 升 高,同 时

QuantitativeRT-PCR显示VEGF表达量也升高。揭

示缺氧状态下血塞通注射液可能调控 HIF-1α-VEGF
通路促进NSCs增殖和分化,本研究有一定的局限性,
后续研究需要设置模拟剂、抑制剂等组别进行观察,以
及补充敲除 HIF-1α基因的实验结果。由于本研究是

在体外进行的,因此在体内缺氧条件下进一步探讨血
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塞通注射液对NSCs的影响仍有必要。虽然在我们的

研究中HIF-1α和VEGF的表达水平发生了显著的变

化,但是目前尚不清楚血塞通注射液在 NSCs中调控

HIF-1α-VEGF通路的潜在机制,需要进一步研究来揭

示这一具体机制。
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