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注射用丹参多酚酸对氧糖剥夺/复氧复糖小鼠脑微血管内皮细胞血管生成

的影响及机制研究
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摘 要：目的  研究注射用丹参多酚酸（SAFI）对氧糖剥夺/复氧复糖（OGD/R）损伤后小鼠脑微血管内皮细胞（BEND3）

增殖、迁移、成管能力的影响及机制。方法  CCK-8法检测SAFI对正常BEND3细胞活力的影响，筛选出安全作用浓度。取

正常生长的对数期 BEND3 细胞，分为对照组、模型组、SAFI（0.63、1.25、2.50、5.00、10.00 μg·mL−1）组，模型组与

SAFI组建立OGD/R模型，缺氧缺糖 4 h、复氧复糖 24 h；CCK-8法检测BEND3细胞活力；划痕实验检测BEND3细胞迁移

能力；基质胶成管实验检测BEND3细胞成管能力；Western blotting法检测BEND3细胞血管内皮生长因子A（VEGFA）、血

管生成素-1（Ang-1）、Ang-2蛋白表达。结果  与对照组比较，模型组细胞活力、细胞迁移率及细胞成管血管网络的交叉点

数、节点数、分支点数、血管总长度均显著降低（P＜0.05、 0.01）；与模型组比较， SAFI 浓度为 2.50、 5.00、

10.00 μg·mL−1时细胞活力、细胞迁移率及细胞成管血管网络的交叉点数、节点数、分支点数、血管总长度、网眼总面积和

VEGFA和Ang-1、Ang-2蛋白表达量均显著上升（P＜0.05、0.01），且作用呈浓度相关性。结论  SAFI可提高BEND3细胞

OGD/R损伤后的增殖能力、迁移能力、成管能力，机制可能与上调VEGFA和Ang-1、Ang-2蛋白表达相关。
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Abstract: Objective To study the effects of Salvianolic Acid for Injection (SAFI) on proliferation, migration and tubulation of 

BEND3 after hypoxia injury and its mechanism. Methods The CCK-8 method was used to detect the effect of SAFI on the activity 

of normal BEND3 cells and screen for safe concentrations. Normal growth of logarithmic BEND3 were divided into control group, 

model group and SAFI (0.63, 1.25, 2.50, 5.00, 10.00 μg·mL−1) group. Model group and SAFI administration group established 

oxygen-glucose deprivation/reoxygenation/reglycation (OGD/R) model, hypoxia and glucose deficiency for 4 h, reoxygenation/

reglycation for 24 h. CCK-8 method was used to detect the viability of BEND3 cells. The effect of SAFI on the migration ability of 
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BEND3 cells injured by hypoxia was detected by scratch test. Matrix colloidal tube test was used to detect the effect of SAFI on tube 

formation ability of BEND3 cells injured by hypoxia. The effect of SAFI on the expression of vascular endothelial growth factor A 

(VEGFA), angiopoietin-1 (Ang-1) and Ang-2 proteins after hypoxia injury was detected by Western blotting. Results Compared 

with control group, the cell viability, cell mobility, the number of crossings, nodes, branches, and total length of vessels in the model 

group were significantly lower than those in the control group (P < 0.05 and 0.01). Compared with the model group, the cell 

viability, cell mobility, the number of crossings, nodes, branches, total length of vessels,total area of meshes and the expression of 

VEGFA, Ang-1, and Ang-2 proteins increased when the concentration of SAFI was 2.50, 5.00, and 10.00 μg·mL−1,  (P < 0.05 and 

0.01), and the effect was concentration dependent. Conclusion SAFI can improve the proliferation, migration and tubation of 

BEND3 cells after hypoxia injury, and the mechanism may be related to upregulating the expression of VEGFA and Ang-1 and Ang-2 

proteins.

Key words: Salvianolic Acid for Injection; brain microvascular endothelial cells; cell migration; angiogenesis; vascular endothelial 

growth factor; angiopoietin; hypoxia/reoxygenation

脑卒中是由于血管意外造成的脑血液循环障

碍和脑组织功能受损的疾病，做为一种常见的脑部

疾病，与其他脑部疾病相比伤害性更大［1］。血管新

生与胚胎发育、组织修复、心室重构、肿瘤等密切相

关。目前，对缺血性血管疾病的预防治疗已由单纯

改善病变血管血流供应转变为如何促进侧支循环，

因此，促血管新生已成治疗的新方向［2］。许多中药

都能促进血管新生、促进侧支循环，在治疗缺血性

心脑血管疾病方面具有良好的应用前景［3］。

注射用丹参多酚酸（SAFI）是以丹参水溶性活

性成分丹参多酚酸为主要成分制成的冻干粉针剂，

主要化学成分为水溶性酚酸类成分，主要包括丹酚

酸B、丹酚酸D等，被广泛应用于轻、中度脑卒中的

治疗［4-5］。脑微血管内皮细胞是生物体内分布最广

泛、功能最复杂的一类细胞，既是血脑屏障的组成，

又是机体内重要的代谢及内分泌器官［6］，它能够合

成、分泌多种血管活性物质，对脑血管功能进行调

节［7］。已有研究证实，SAFI可促进大鼠脑缺血后血

管生成［8］，但其是否通过促进内皮细胞增殖与血管

新生而发挥治疗缺血性脑血管病的作用，尚未获得

直接的证据。因此，本研究拟采用体外培养小鼠脑

微血管内皮细胞（BEND3），建立氧糖剥夺/复氧复

糖（OGD/R）损伤模型，观察 SAFI 对 OGD/R 损伤

BEND3细胞增殖及体外血管新生能力的影响，并初

步探讨其可能的作用机制，为其在临床治疗脑卒中、

发挥促血管生成及改善侧支循环作用提供参考。

1　材料

1.1　细胞

BEND3细胞，购于中国科学院细胞库（上海）。

1.2　药物与主要试剂

SAFI（天津天士力之骄药业有限公司，批号

20210304，规格 ：每支装 0.13 g，含丹参多酚酸

100 mg）；DMEM 高糖培养基（批号 11965-084）、

DMEM 无糖培养基（批号 11966-025）、磷酸缓冲

液（PBS，批号 1897215）、胰酶（批号 1742078），购自

美国Gibco公司；胎牛血清（批号DB10194785）购自

美国 Hyclone公司；青-链双抗（批号 C0222）购自碧

云天生物技术公司 ；CCK-8 检测试剂盒（批号

CB45525049）购自日本同仁化学研究所；Matrigel基

质胶（批号 2237002）购自美国Corning公司；血管内

皮生长因子A（VEGFA）单克隆抗体（货号 66828-1-

Ig）购自美国 Proteintech公司；血管生成素-1（Ang-1）

多克隆抗体（货号 23302-1-AP）购自美国Proteintech

公司；血管生成素-2（Ang-2）抗体（货号 ab153934）

购自英国 Abcam 公司；β -actin 多克隆抗体（货号

20536-1-AP）抗体购自美国Proteintech公司；羊抗兔

IgG 抗体 -HRP、羊抗小鼠 IgG 抗体 -HRP、特超敏

ECL 化学发光试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司。

1.3　主要仪器

细胞培养箱，美国 Thermo Fisher公司；多功能

酶标仪，瑞士 TECAN 公司；倒置显微镜，日本

Olympus 公司；细胞计数仪，美国 Thermo Fisher 公

司；高速离心机，美国Thermo公司；小型WB电泳设

备，美国 Bio-Rad 公司；化学发光成像系统，美国

Bio-Rad公司。

2　方法

2.1　细胞培养

BEND3细胞培养采用含 10% FBS、1%青霉素-

链霉素溶液的高糖DMEM培养基（完全培养基），于

37 ℃、5% CO2恒温培养箱中静置培养，待细胞达到

80%～90%融合时，胰蛋白酶-EDTA消化传代，接种

于细胞培养瓶或培养板，选取对数生长期细胞进行

实验。
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2.2　SAFI对正常BEND3细胞活力的影响

取对数生长期的 BEND3 细胞以 1×105·mL−1、

每孔 100 μL接种于 96孔板。24 h后吸弃培养液，加

入 含 SAFI（0.63、1.25、2.50、5.00、10.00、20.00、

40.00 μg·mL−1）的完全培养基，对照组不加药。继续

培养 24 h，将各孔培养基更换为含 10% CCK-8的完

全培养基，放入培养箱避光孵育 1.5 h后，使用酶标

仪检测 450 nm 波长处吸光度（A）值，计算细胞存

活率。

细胞存活率＝（A 给药－A 空白）/（A 对照－A 空白）

2.3　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞活力的影响

取对数生长期的 BEND3 细胞以 1×105·mL−1、

每孔 100 μL接种于 96孔板。完全贴壁生长后，共分

为 7 组：对照组、模型组（OGD/R）、SAFI（0.63、1.25、

2.50、5.00、10.00 μg·mL−1）组 。 对 照 组 细 胞 使 用

DMEM 完全培养基培养；模型组及 SAFI组均建立

OGD/R模型：PBS溶液洗涤 3次，模型组更换为无糖

无血清DMEM培养基，SAFI组更换为含 0.63、1.25、

2.50、5.00、10.00 μg·mL−1 SAFI 的 无 糖 无 血 清

DMEM 培养基，置于缺氧小室（95%N2-5%CO2）缺

氧 4 h 后 ，模型组更换为 DMEM 完全培养基 ，

SAFI 组更换为含相应浓度 SAFI 的 DMEM 完全

培养基，复氧培养 24 h。CCK-8 法检测细胞存

活率。

2.4　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞迁移能力的

影响

使用马克笔在 6孔板板后沿着水平方向平均画

6 条直线，BEND3 以 2×105·mL−1接种于 6 孔板，每

孔 3 mL。待细胞生长成为完全融合的单层贴壁细

胞，用 10 μL无菌枪头于每个孔内按着马克笔画线

垂直划 1条竖线，用PBS洗去划下的细胞碎片，确保

划出的细胞划痕无细胞残留。对照组加入不含血

清 DMEM 高糖培养基，模型组及 SAFI 组均建立

OGD/R模型，方法同“2.3”项，在孵育 24、48 h后，固

定检测点取样拍照。用 Image J图像软件测量划痕

面积，计算划痕愈合率。

划痕愈合率=（初始划痕面积－残存划痕面积）/初始划

痕面积

2.5　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞成管能力的

影响

进行成管实验时，因基质胶在室温下会快速固

化，故实验所需材料需提前预冷，实验准备及操作

需在冰上进行。将基质胶与无血清DMEM高糖培

养基按 1∶1比例混合制成基质胶工作液。将基质胶

工作液按每孔 250 μL加入预冷的 24孔板中，随后放

入培养箱内放置 30 min，待基质胶固化后继续加入

150 μL基质胶工作液并轻晃使胶面平整均匀，之后

继续放入培养箱 30 min。各组细胞按照“2.3”项处

理，消化各组细胞并使用无血清高糖培养基制成细

胞悬液，将各组细胞悬液密度调整一致为8×105·mL−1，

每孔加入 300 μL细胞悬液，放入细胞培养箱，4 h后

取出，显微镜下观察拍照。使用 Image J图像软件对

生成血管网络进行分析，通过统计分析节点数、交

叉点数、分支数、血管总长度等指标检测成管能力。

2.6　Western blotting 检测 SAFI 对 OGD/R 损伤

BEND3细胞促血管新生蛋白表达的影响

取处于对数生长期的BEND3细胞，以1×105·mL−1

的浓度接种至培养皿中，待细胞生长至对数生长期

后进行分组、OGD/R、给药处理，方法同“2.3”项。收

集细胞 ，加 入 RIPA 裂 解 液 ，冰 浴 超 声 裂 解 ，

4 ℃、12 000 r·min−1离心 10 min，收集上清液，使用

BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白质量浓度。取等量

蛋白样品经 10% SDS-PAGE 凝胶电泳，转至 PVDF

膜，于 5% BSA中室温封闭 1.5 h，分别使用VEGFA、

Ang-1、Ang-2抗体于 4 ℃孵育过夜，TBST洗涤 3次

后 加 入 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 兔 抗

体（1∶10 000）或山羊抗鼠抗体（1∶10 000），室

温孵育 1 h，TBST 洗涤 3 次加入 ECL 发光液显

影进行发光检测。ImageLab 3.0 系统成像软件

采集凝胶成像图片，Image J 分析条带灰度值，

分析各目的蛋白与内参 β -actin 灰度值的比值，

表示目的蛋白的含量。

2.7　数据统计分析

用GraphPad Prism 9.5软件处理数据，各组数据

均用 x̄±s表示。先进行方差齐性检验，再采用单因

素方差分析（one-way ANOVA）。若方差齐进行两

组间比较LSD检验，若方差不齐，采用Tambane’s T2

检验。

3　结果

3.1　SAFI对正常BEND3细胞活力的影响

如表 1 所示，BEND3 细胞在 0.63、1.25、2.50、

5.00、10.00 μg·mL−1 SAFI 的作用下，细胞存活率无

明显变化，与对照组比较无统计学意义。SAFI质量

浓度为 20.00、40.00 μg·mL−1 时，与对照组比较，

BEND3 细胞存活率显著降低（P＜0.05、0.01）。

结 果 表 明 质 量 浓 度 为 0.63、1.25、2.50、5.00、

10.00 μg·mL−1的SAFI对BEND3细胞的增殖无明显

抑制作用，因此认为以上质量浓度安全。
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3.2　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞活力的影响

如表 2所示，与对照组比较，模型组的细胞活力

显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，0.63、1.25、

2.50、5.00、10.00 μg·mL−1 SAFI组细胞活力均显著升

高（P＜0.05、0.01），且作用呈浓度相关性。

3.3　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞迁移能力的

影响

如图 1、表 3 所示，在 24 h 时间点，与对照组相

比，模型组细胞迁移率显著降低（P＜0.05）；与模型

组相比，2.50、5.00、10.00 μg·mL−1 SAFI组细胞划痕

愈合率显著升高（P＜0.05、0.01）；在 48 h时间点，与

对照组相比，模型组细胞划痕愈合率明显降低（P＜

0.01）；与模型组相比，1.25、2.50、5.00、10.00 μg·mL−1 

SAFI组细胞划痕愈合率显著升高（P＜0.01）。结果显示，

0.63、1.25、2.50、5.00、10.00 μg·mL−1 SAFI 均能提高

BEND3缺氧损伤后细胞迁移能力，且呈质量浓度、

时间相关性。

3.4　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞成管能力的

影响

如图 2、表 4所示，与对照组比较，模型组细胞形

成血管网络的交叉点数、节点数、分支点数、血管总

长度均显著降低（P＜0.05、0.01）；与模型组相比，

2.50、5.00、10.00 μg·mL−1 SAFI组细胞血管网络的交

表1　SAFI对正常BEND3细胞活力的影响（x̄±s，n=6）

Table 1　Effect of SAFI on BEND3 cell vitality (x̄±s, n=6)

组别

对照

SAFI

剂量/（μg·mL−1）

—

0.63

1.25

2.50

5.00

10.00

20.00

40.00

细胞存活率/%

100.0±5.30

104.4±4.23

102.7±6.46

102.4±7.15

100.8±7.19

102.2±8.38

  88.5±5.76#

  82.0±8.13##

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01
#P < 0.05  ##P< 0.01 vs control group

表2　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞活力的影响（x̄±s，n=6）

Table 2　Effect of SAFI on OGD/R damage BEND3 cell 

vitality (x̄±s, n=6)

组别

对照

模型

SAFI

剂量/（μg·mL−1）

—

—

0.63

1.25

2.50

5.00

10.00

细胞存活率/%

100.00±5.30

  58.71±7.41##

  65.16±3.97*

  69.28±2.29*

  69.90±5.84*

  71.48±6.97**

  83.39±5.20**

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01
##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group

图1　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞迁移能力的影响（×40）

Fig. 1　Effect of SAFI on ability of BEND3 cells to migrate impaired by OGD/R (×40)

表3　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞迁移能力的影

响（x̄±s，n=4）

Table 3　Effect of SAFI on ability of BEND3 cells to 

migrate impaired by OGD/R (x̄±s, n=4)

组别

对照

模型

SAFI

剂量/（μg·mL−1）

—

—

0.63

1.25

2.50

5.00

10.00

24 h划痕愈合率/%

23.46±4.28

13.28±2.36#

15.91±1.75

17.92±5.69

22.65±2.19*

24.47±4.67**

27.21±4.03**

48 h划痕愈合率/%

53.25±4.93

32.21±8.85##

37.57±3.70

51.61±5.94**

55.86±6.97**

56.72±5.25**

58.99±10.27**

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  
**P＜0.01

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs 

model group
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叉点数、节点数、分支点数、血管总长度、网眼总面

积显著升高（P＜0.01）。结果显示，SAFI 能提高

BEND3细胞 OGD/R 损伤后细胞血管网络的建立，

且作用呈浓度相关性。

3.5　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞促血管新生

蛋白表达的影响

VEGF 与 Ang 是调节血管生成的重要因子，

VEGF主要促进早期血管网络形成，而 Ang则对随

后血管网络的扩张和成熟起促进作用［9-10］。如图 3

所示，与对照组比较，模型组VEGFA、Ang-1、Ang-2

蛋白表达呈上升趋势，但差异无统计学意义；与模

型组比较，0.63、1.25、2.50、5.00、10.00 μg·mL−1 SAFI

可上调 VEGF、Ang-1、Ang-2 蛋白表达，其中 2.50、

5.00、10.00 μg·mL−1组均差异显著（P＜0.05、0.01）。

结果表明，SAFI 能明显提高 BEND3 缺氧损伤后

VEGF 和 Ang-1、Ang-2 促血管生成因子的蛋白

表达。

4　讨论

脑血管病是一类常见的临床疾病，其主要发病

原因为脑部血液循环障碍，导致脑血管意外、脑卒

中等，并对脑组织造成不同程度的损害，急性非外

伤性发病居多。中医认为，该病因人体正气虚弱、

脏腑功能失调，导致血液淤滞、痰湿热邪阻滞，进而

导致气血逆行，上冲至脑部，引发此病症［11］。脑卒

中患者中有60%～70%为缺血性脑卒中，发病率、致

残率、死亡率和复发率高［12］。侧支循环可以有效地

减小梗死体积，降低出血转化的风险，为患者提供

更及时有效的救治。因此，增加侧支血管密度可以

提高缺血区域的血流供应量，这是治疗该疾病的关

键［13］。SAFI是由丹参的水溶性酚酸类有效部位制

成的冻干粉针，可以改善脑缺血，保护脑神经，明显

提升脑卒中患者的生存质量［14］。SAFI中的活性成

分在细胞水平可以提高内皮细胞与内皮祖细胞的

增殖、迁移、分化及血管生成能力 ，促进血管

新生［15-18］。

血管生成是一个复杂过程，根据生成步骤又主

要包括收到激活信号后，血管内皮基底膜降解；之

后血管内皮细胞激活，进行增殖、迁移、成管等一系

列生理活动最后形成新的血管和血管网络［19］。缺

血性脑卒中后的血管新生过程中有多种活性因子

的参与，最主要的因子是VEGF与Ang。VEGF对血

管内皮细胞特异性最高，促血管生成作用最强，是

在血管发生和形成中起关键调节作用的影响因

子［20］，能直接刺激内皮细胞，促进细胞增殖迁移和

形成管腔结构，调节机体体内血管新生［21］；Ang通过

向血管周围的平滑肌细胞传递信号来作用于血管

系统，通过调节血管的扩张和收缩来控制血管的发

育和稳定。其中最具特征性的是 Ang-1［ 22］和

Ang-2［ 23］，2种因子共同作用促进血管形成。

本研究观察 SAFI 对体外培养 BEND3 细胞增

表4　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞成管能力的影响（x̄±s，n=4）

Table 4　Effect of SAFI on ability of BEND3 cells to be formed by OGD/R (x̄±s, n=4)

组别

对照

模型

SAFI

剂量/（μg·mL−1）

—

—

0.63

1.25

2.50

5.00

10.00

交叉点数/个

  93.30±9.07

  25.60±10.21#

  74.00±24.52

  91.60±9.71

112.70±27.30**

128.30±30.44**

194.70±53.98**

节点数/个

315.70±13.50

139.00±51.03#

231.00±65.02

301.00±53.51

394.00±89.44**

432.70±77.57**

647.00±102.4**

分支点数/个

  69.00±11.14

  42.00±16.70#

  88.70±5.69**

103.70±7.57**

116.30±6.43**

144.70±10.69**

163.30±7.51**

血管总长度/像素

15 173±513.6

  6 493±1 693##

14 700±573.5**

18 290±3 004**

22 091±3 188**

25 750±1 592**

27 073±1 026**

网眼总面积/像素

  52 409±10 660

  12 627±3 333

  57 780±8 601

  96 553±39 775

262 190±64 729**

436 827±115 250**

550 554±52 616**

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01
#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group；*P < 0.05  **P < 0.01 vs model group

图2　SAFI对OGD/R损伤BEND3细胞成管能力的影响（×40）

Fig. 2　Effect of SAFI on ability of BEND3 cells damaged by OGD/R（×40）
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殖、迁移及血管样管腔形成的影响；同时检测与血

管生成密切相关的 VEGF、Ang-1、Ang-2 蛋白表达

情况，评价SAFI体外促血管新生的能力及机制。实

验结果提示，SAFI具有显著促进BEND3细胞增殖、

迁移和成管的药效，且药效随着质量浓度的增加而

增强，能明显增加缺氧损伤后BEND3细胞活力，细

胞迁移率和细胞血管网络结构的节点数、交叉点

数、分支点数及血管长度，表明其能提高BEND3细

胞的增殖、迁移和管腔形成的能力。此外，SAFI还

可明显上调缺氧损伤后细胞 VEGF、Ang-1、Ang-2

的蛋白表达，且蛋白表达量能随质量浓度的增加而

升高。综上，可以推测SAFI通过提高细胞增殖能力

为新生血管提供物质基础，促进迁移和成管能力能

将生成细胞输送到相应部位并形成血管网络；同

时，SAFI能够刺激内皮细胞促血管新生因子蛋白的

表达，发挥其促进内皮细胞增殖、迁移、成管过程的

作用。

本研究通过建立体外细胞模型对 SAFI促进血

管生成的药效及作用机制进行探索，但有一定局限

性，未来将通过建立动物模型，进一步全面研究

SAFI对缺血性脑卒中后促血管生成的药效及机制，

为SAFI的临床用药提供参考。
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