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黄芩素-冰片抗脑缺血后内皮功能障碍的作用及机制  
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摘  要：目的  探究黄芩素、冰片及配伍对脑基底血管张力的影响和抗脑缺血后脑基底血管内皮功能障碍的作用及机制。

方法  采用离体血管环实验分别考察累积浓度的黄芩素、冰片及不同比例配伍对静息状态和内皮素-1（endothelin-1，ET-1）、

血栓素 A2 类似物（U46619）、5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，5-HT）预收缩的脑基底血管环张力的影响。利用线栓法构建

局灶性脑缺血模型，给予不同比例的黄芩素-冰片，进行神经功能评分；采用红四氮唑（2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride，

TTC）染色观察脑梗死体积；荧光染色法观察缺血侧皮层 CD34 表达；检测缺血侧皮层一氧化氮（nitric oxide，NO）水平；

苏木素-伊红（HE）染色观察脑基底动脉血管内皮完整性；Western blotting 检测脑基底动脉内皮型一氧化氮合酶（endothelial 

nitric oxide synthase，eNOS）、诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）表达；ELISA 法检测血清中炎性

因子水平。结果  黄芩素、冰片和各比例配伍组对基础状态血管环张力无明显影响，但能明显舒张由 ET-1、U46619、5-HT

预收缩的脑基底血管环（P＜0.05、0.01），且随着浓度增大，黄芩素-冰片（1∶3）对 ET-1、U46619 预收血管环的舒张作用

具有明显的优势。大脑中动脉局灶性梗死（middle cerebral artery occlusion，MCAO）术后大鼠神经功能评分显著升高（P＜

0.01），药物干预 24 h 后，神经功能评分不同程度降低（P＜0.01）；与假手术组比较，模型组大鼠脑梗死率显著升高（P＜

0.01），脑基底动脉内皮损伤严重、断裂，eNOS 表达显著降低（P＜0.05），iNOS 表达显著升高（P＜0.01），缺血侧皮层中

CD34 表达升高（P＜0.01），NO 水平显著降低（P＜0.01），血清中白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）、IL-6、肿瘤坏死

因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）水平明显升高（P＜0.01），转化生长因子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）

水平明显降低（P＜0.01）；而黄芩素-冰片能不同程度明显降低大鼠脑梗死率（P＜0.01），改善脑基底动脉内皮状态，升高动

脉中 eNOS 表达、缺血侧皮层中 NO、CD34 表达和血清中 TGF-β 表达（P＜0.05、0.01），下调脑基底动脉中 iNOS 表达和血

清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平（P＜0.05、0.01）。结论  黄芩素、冰片及配伍可抑制由 ET-1、U46619 和 5-HT 诱发的血管

收缩，且黄芩素-冰片（1∶3）的舒张作用优于其余各组，其可抑制过度炎性反应，上调缺血后微血管 eNOS 表达，下调 iNOS

表达，促进 NO 合成和分泌，发挥抗缺血区微血管内皮功能障碍和促进恢复，改善微循环，减轻神经损伤的作用。 
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Abstract: Objective  To explore the effect and mechanism of baicalein, borneol and their combination on tension of cerebral basal 

vessels and their anti-endothelial dysfunction after cerebral ischemia. Methods  In vitro vascular ring experiments was used to 

investigate the effects of cumulative concentrations of baicalein, borneol and different proportions of compatibility on tension of 

cerebral basal vascular ring pre-contracted by endothelin-1 (ET-1), thromboxane A2 analog (U46619) and 5-hydroxytryptamine (5-HT) 
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in resting state. A model of focal cerebral ischemia was constructed by thread occlusion method, different proportions of baicalein-

borneol was given, neurological function score was performed; 2,3,5-Triphenyl tetrazolium chloride (TTC) staining was used to 

observe the volume of cerebral infarction; Fluorescence staining was used to observe the expression of CD34 in ischemic cortex; Level 

of nitric oxide (NO) in ischemic cortex was detected; Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the endothelial integrity 

of cerebral basal artery; Western blotting was used to detect the expressions of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) and inducible 

nitric oxide synthase (iNOS) in basal artery of the brain; ELISA method was used to detect the levels of inflammatory factors in serum. 

Results  The combination of baicalein, borneol and various proportions had no significant effect on basal vascular ring tension, but 

could significantly relax the brain basal vascular ring pre-contracted by ET-1, U46619 and 5-HT (P < 0.05, 0.01). As the concentration 

increased, baicalein-borneol (1∶3) had a significant advantage in the relaxation effect of ET-1, U46619 pre-contracted vascular rings. 

After middle cerebral artery occlusion (MCAO) surgery, the neurological function score of rats was significantly increased (P < 0.01). 

After 24 h of drug intervention, the neurological function score was decreased to varying degrees (P < 0.01); Compared with sham 

group, cerebral infarction rate of rats in model group was significantly increased (P < 0.01), endothelial damage and rupture of cerebral 

basal artery were severe, eNOS expression was significantly decreased (P < 0.05), iNOS expression was significantly increased (P < 

0.01), CD34 expression in ischemic cortex was increased (P < 0.01), NO level was significantly reduced (P < 0.01), levels of 

interleukin-1β (IL-1β), IL-6 and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in serum were significantly increased (P < 0.01), transforming growth 

factor-β (TGF-β) level was significantly decreased (P < 0.01); Baicalein-borneol could significantly reduce the cerebral infarction rate 

to varying degrees (P < 0.01), improve the endothelial status of basal artery, increase the expressions of eNOS in arteries, NO and 

CD34 in ischemic cortex and TGF-β in serum (P < 0.05, 0.01), down-regulate iNOS expression in basal artery of brain and IL-1β, IL-

6, TNF- α in serum (P < 0.05, 0.01). Conclusion  Baicalein, borneol and their combination can inhibit vasoconstriction induced by 

ET-1, U46619 and 5-HT, and the relaxation effect of baicalein-borneol (1∶3) is superior to other groups. It can inhibit excessive 

inflammatory response, upregulate the expression of eNOS in microvessels after ischemia, down-regulate the expression of iNOS, 

promote NO synthesis and secretion, and play a role in combating microvascular endothelial dysfunction and promoting recovery in 

ischemic areas, improving microcirculation and reducing nerve damage. 
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脑卒中是一个危害性极大的综合性神经疾病，

主要是由于血管栓塞形成或血管性疾病引发的大脑

局部血流减少或缺失[1]，现代社会脑缺血的发病率

逐年激增，虽然近几年发达地区脑卒中的发病率首

次出现了下降，但我国脑卒中患者的发病率仍然在

上升，并有年轻化趋势，我国脑卒中现患人数高居

世界首位，给社会造成了非常沉重的负担[2]。因此，

如何科学、有效地防治脑缺血的发生发展已经是医

学研究的迫切需要。 

正常生理情况下，内皮细胞可合成释放多种血

管活性物质，维持血管各项生理功能[3]。脑缺血发

生后，氧糖供应与消耗紊乱，脑组织产生梗死，而

梗死灶边缘产生多种复杂效应，激活脑内免疫细胞，

释放大量炎性介质、活性氧（reactive oxygen species，

ROS）和活性氮（reactive nitrogen species，RNS），

引发持续的炎症反应和氧化应激，加重能量供应障

碍，损伤内皮细胞，引起内皮细胞体积缩小、胞间

间隙变大，引发血管活性物质紊乱，引发微血管挛

缩和血栓形成进一步加重缺血性损伤[4]。研究发现，

缺血早期梗死边缘任有恢复的可能，因此如何在缺

血早期针对内皮功能障碍进行干预，改善血管状态，

改善微循环成为预防和治疗脑缺血的一个新的靶点

和突破[5]。 

中药在治疗此类复杂疾病时表现出独特优势，

多数中药在不同时间段对脑缺血都表现出了良好的

治疗作用[6]。近年来多项研究发现黄芩素、冰片具有

舒张血管、保护血管内皮和改善内皮功能障碍的作

用，但对二者配伍使用的研究较少，因此，本研究拟

通过离体肌张力描记技术和建立脑缺血模型大鼠，

探讨黄芩素-冰片不同比例配伍对脑基底血管的舒张

作用及改善脑缺血后内皮功能障碍的作用及机制。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF级雄性SD 大鼠 100只，体质量（220±20）g，

购自成都达硕实验动物有限公司，动物许可证编号

SCXK（川）2020-030。饲养于陕西中医药大学中药

药理实验动物房内，温度 23～25 ℃，相对湿度

45%～55%，自由摄食与饮水，昼夜各半，适应性饲

养 1 周。实验过程中对动物的处置符合《实验动物

福利伦理审查指南》（GB/T 35892－2018）《关于善
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待实验动物的指导性意见》和陕西中医药大学伦理

委员会规定和相关管理条例，动物实验符合 3R 原

则，本实验通过动物实验伦理审查（伦理批号

SUCMDL20220301001）。 

1.2  药品与试剂 

黄芩素（质量分数≥95%，批号 S25956）、冰片

（质量分数≥98%，批号 S47379）、红四氮唑（2,3,5-

triphenyl tetrazolium chloride，TTC，质量分数≥98%，

批号 L28J12S139144）均购自上海源叶生物科技有

限公司；戊巴比妥钠（批号 061222）购自北京化学

试剂公司；PBS 溶液（批号 BB0830）、4%组织固定

液（货号 BB0808）均购自陕西中晖赫彩生物医药科

技有限公司；线栓（批号 MSRC40B200PK50）购自

瑞沃德生命科技有限公司；血栓素 A2 类似物

（U46619，质量分数≥98%，批号 GC132051）购自

美国 GLPBIO 公司；5-羟色胺（5-hydroxytryptamine，

5-HT，批号 SLCF8396）、内皮素-1（endothelin-1，

ET-1，批号 088M4849V）均购自美国 Sigma 公司；

氯化钠（批号 202012C8）、磷酸二氢钠（批号

20220302）、无水氯化钙（批号 20210506）、碳酸氢

钠（批号 20220102）均购自天力化学试剂有限公司；

氯化镁（批号 20190103）、葡萄糖（批号 20190504）

均购自大茂化学试剂厂；内皮型一氧化氮合酶

（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）一抗（批号

ab215717）购自英国 Abcam 公司；诱导型一氧化氮

合酶（inducible nitric oxide synthase，iNOS）一抗（批

号 BS-0162R ）、 甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

一抗（批号 BS-2188R）均购自北京博奥森生物技术

有限公司；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO，

批号 YC0403）购自美国 MP 公司；BCA 蛋白定量

试剂盒（批号 P0028）、一氧化氮（nitric oxide，NO）

试剂盒（批号 S0021）、苏木素-伊红（HE）染色试剂

盒（批号 C0105）均购自碧云天生物技术研究所；鼠

抗兔 IgG 二抗（批号 20207076s）购自美国 CST 公

司；白细胞介素-1β（interleukin-1β，IL-1β）ELISA

试剂盒（批号 0047R2）、IL-6 ELISA 试剂盒（批号

0190R2）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）ELISA 试剂盒（批号 0194R2）、转化生长因

子-β（transforming growth factor-β，TGF-β）ELISA

试剂盒（批号 0181R1）均购自江苏酶免实业有限公

司；TRIzol 试剂（批号 262305）购自美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司。 

1.3  仪器 

Exicycler 96 荧光定量 PCR 仪（韩国 Bioneer 公

司）；DMT 630M 型离体微血管张力测定系统（丹麦

DMT 公司）；肌张力描记记录系统（澳大利亚 ADI 公

司）；电泳仪、转膜仪及化学发光系统（美国 Bio-Rad

公司）；NW10LVF 型超纯水系统（Heal Force 公司）；

L420 型离心机（北京六一生物科技有限公司）；DP73

型显微镜拍照系统（日本 Olympus 公司）；800TS 型

酶标仪（美国 Bio-Tek 公司）；DH36001B 型电热恒温

培养箱（天津泰斯特仪器有限公司）；H-2050R 型冷

冻超速离心机（湖南湘仪集团）；Alpha 7R III 型全画

幅微单™数码相机（日本索尼公司）；KZ-II 型高速组

织研磨仪（武汉赛维尔生物科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  肌张力描记测定血管张力 

SD 大鼠经 1%戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉后，

腹主动脉采血处死，断颈小心取出全脑（连同小脑及

延脑），浸于预冷的 Na
＋

-PSS 溶液（NaCl 119 mmol/L、

NaHCO3 15 mmol/L、KCl 4.6 mmol/L、MgCl2 1.2 

mmol/L、NaH2PO4 1.2 mmol/L、CaCl2 1.5 mmol/L 和

葡萄糖 5.5 mmol/L）中，显微镜下分离脑基底动脉，

剥离周围组织，切成 2～3 mm 血管环，穿入 2 根 40 

μm 的金属丝（注意穿过血管环时避免损伤血管内

皮），然后迅速移至预先加热 37 ℃，通入 95% O2、

5% CO2混合气体的浴槽中，将 2 根金属丝分别与可

调节预张力的张力微调装置和张力换能器，固定好

的动脉环平衡 20 min 后，分 3 次施加 1 mN 预张力，

每次间隔 10 min；更换 5 mL 60 mmol/L K
＋

-PSS 溶液

检验动脉环收缩活性，重复 2 次，当 2 次刺激的收

缩幅度小于 10%时可用于正式实验[7]。在基础状态下

以及 ET-1、U46619、5-HT 预收缩血管环后，分别加

入累积浓度为 1×10−6～1×10−3 mol/L 的黄芩素、冰

片、黄芩素-冰片（1∶1）、黄芩素-冰片（1∶3）和黄

芩素-冰片（3∶1）进行血管张力的测定。 

2.2  大脑中动脉局灶性梗死（middle cerebral 

artery occlusion，MCAO）模型考察黄芩素、冰片

抗脑缺血后血管内皮障碍的作用及机制 

2.2.1  动物分组、造模及给药  将 70 只大鼠按随机

数字表法分为假手术组、模型组和黄芩素-冰片高、

中、低剂量（200、100、50 mg/kg，分别相当于成人

临床剂量的 8、4、2 倍）[8-11]组。大鼠适应性饲养 1

周后，各给药组 ig 相应药物，假手术组和模型组 ig

等体积生理盐水，1 次/d，连续 7 d。末次给药结束
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后，禁食 12 h，1%戊巴比妥钠（50 mg/kg）麻醉大

鼠，模型组和各给药组采用改良 Longa 线栓法建立

右侧 MCAO 模型：大鼠仰卧位固定于鼠板，颈部消

毒备皮，正中切口 1.5 cm，钝性分离皮下筋膜，分

离颈动脉，夹闭颈总动脉，由颈外动脉插入线栓，

至线栓 18 mm 标记进入颈内动脉与颈总动脉分叉

处，术中和术后保温。假手术组大鼠除不插线栓外，

其他与模型组大鼠操作一致。分别于造模后 2、24 h

进行神经功能评分，取材，进行相关指标的测定[12]。 

2.2.2  神经功能评分  所有大鼠均在造模 2、24 h

后参考改良的 Zea-Longa 8 级 7 分神经功能缺损评

分法对各组大鼠进行评分[13]。 

2.2.3  TTC 染色计算脑梗死面积  取大鼠脑组织

用于 TTC 染色：断头取出脑组织，用预冷的生理盐

水清洗干净，吸水纸吸干表面水分，去除嗅球、小

脑、脑干，−20 ℃冷冻 20 min，待其冻硬后，于冠

状位用手术刀等分切为 4 片 2～3 mm 厚的切片，置

于 12 孔板中，每孔 1 片，加入 37 ℃、2% TTC 染

液，每孔加 1 片 22 mm 圆形盖玻片封顶，锡纸密

封，于 37 ℃孵育箱内孵育 20 min，期间摇晃 1～2

次，使染色均匀。孵育结束后，吸出染液，加 PBS

清洗 2 次，4%多聚甲醛固定 48 h 后，将切片置于

相同蓝色背景上，使用高清微距相机拍照，Image J

软件计算梗死部分体积及全脑体积，计算脑梗死率。 

脑梗死率＝梗死部分体积/全脑体积 

2.2.4  HE 染色脑基底动脉观察血管内皮状态  取

出大鼠脑基底动脉，用预冷的生理盐水清洗干净，

吸水纸吸干表面多余水分，4%多聚甲醛固定 72 h

后，经脱水、包埋、切片、脱蜡、染色、制片，光

镜下不同倍数观察心肌组织病理学状态，选取固定

位置拍照。 

2.2.5  荧光染色法检测缺血侧皮层 CD34 表达  切

片脱蜡至水，于 EDTA 抗原修复缓冲液中进行抗原

修复，冷却后，PBS 洗涤 3 次，每次 5 min，用组化

笔圈住组织，放入 3%过氧化氢溶液，室温下避光孵

育 25 min，洗涤甩干，滴加牛血清白蛋白，5%山羊

血清封闭 30 min。加入一抗 4 ℃孵育过夜，洗涤，

在圈内滴加与一抗相应种属的 HRP 标记的二抗覆

盖组织，室温下孵育 50 min，洗涤，滴加 CY3-TSA，

室温避光孵育 10 min，TBST 洗涤 3 次，每次 5 min。

切片置于 EDTA 抗原修复缓冲液中加热处理，在圈

内滴加 DAPI 染液，室温避光孵育 10 min，洗涤，

在圈内加入自发荧光淬灭剂 5 min，流水冲洗 10 

min，用 DAPI 抗荧光淬灭封片剂封片。荧光显微镜

下观察并采集图像。 

2.2.6  检测缺血侧脑组织 NO 水平  准确称取缺血

侧脑组织，加入 9 倍体积的 0.9%生理盐水，冰水浴

条件下，机械匀浆，制备成 10%的匀浆液，3000 r/min

离心 10 min，取上清液，按试剂盒操作步骤测定缺

血侧脑组织 NO 水平。 

2.2.7  ELISA 检测血清中 IL-1β、IL-6、TNF-α 和

TGF-β 水平  血液样本常温静置 30 min，3000 r/min

离心 15 min，分装血清，−80 ℃冻存，按照试剂盒说

明书测定血清中 L-1β、IL-6、TNF-α 和 TGF-β 水平。 

2.2.8  Western blotting 检测脑基底动脉 eNOS 和

iNOS 蛋白表达  分别取缺血侧皮层、脑基底动脉组

织，加入 RIPA 裂解液提取蛋白并测定蛋白浓度，

蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，

转至 PVDF 膜，封闭后加入抗体（1∶1000），4 ℃

孵育过夜；洗涤后加入二抗（1∶5000）孵育，洗涤

后加入 ECL 超敏发光液显影，采用成像仪摄像、测

量，利用 Image Pro Plus 5.0 软件分析条带灰度值。 

2.3  统计学分析 

图像数据采用 Image J 软件分析，数据均采用

SPSS 26.0 软件进行分析处理，结果以 x s 表示。

采用单因素方差分析比较组间数据；两两比较，数

据方差齐用 LSD 法，方差不齐用 Tamhane’ T2法。 

3  结果 

3.1  黄芩素-冰片对血管环的舒张作用 

3.1.1  黄芩素、冰片对基础状态的血管环张力的作

用  血管环施加 1 mN 预张力，平衡后，分别累积

浓度加入 DMSO、黄芩素、冰片、黄芩素-冰片

（1∶1）、黄芩素-冰片（1∶3）和黄芩素-冰片（3∶1），

监测血管张力变化并计算血管舒张率，结果见图 1-

A，浓度为 1×10−6～1×10−3 mol/L 时，黄芩素、冰

片及不同比例配伍应用均对基础状态的脑基底血管

环张力无明显。提示各药物组对正常状态血管张力

无明显影响。 

3.1.2  不同比例黄芩素-冰片对 ET-1 预收缩的血管

环张力的影响  平衡后，使用 1×10−6 mol/L ET-1 预

收缩血管环，累积浓度加入对应药物，监测血管张

力变化并计算血管舒张率，结果见图 1-B，冰片、

黄芩素及各比例配伍在浓度为 1×10−4～1×10−3 

mol/L 时表现出了显著的舒张血管作用（P＜0.01），

随着药物浓度的增加，黄芩素-冰片（1∶3）的舒张

作用明显大于其他药物组。提示各药物组能显著舒
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A-对基础状态血管环张力的影响  B-对 ET-1 预收缩的血管环张力的影响  C-对 U46619 预收缩的血管环张力的影响  D-对 5-HT 预收缩的血

管环张力的影响  与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 

A-effect on tension of vascular rings in basal state  B-effect of ET-1 on preconstriction of vascular ring tension  C-effect on tension of pre-constricted 

vascular ring of U46619  D-effect on 5-HT preconstriction of vascular ring tension  *P < 0.05  **P < 0.01 vs control group 

图 1  黄芩素、冰片及不同比例对脑基底血管环张力的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of baicalein, borneol and different proportions on tension of cerebral basal vascular rings ( x s , n = 6)

张由 ET-1 预收缩的脑基底血管环，且高浓度的黄芩

素-冰片（1∶3）的舒张作用强于其他药物组。 

3.1.3  不同比例黄芩素-冰片对 U46619 预收缩的血

管环张力的影响   平衡后，使用 1×10−6 mol/L 

U46619 预收缩血管环，累加浓度加入对应药物，监

测血管张力变化并计算血管舒张率，结果见图 1-C，

所有药物组均在 1×10−4～1×10−3 mol/L 时表现出

了显著的舒张血管作用（P＜0.01），且与浓度呈正

相关，随着药物浓度的增加，黄芩素-冰片（1∶3）

对血管环的舒张作用明显大于其他药物组。提示各

药物组能显著舒张由 U46619 预收缩的脑基底血管

环，且浓度增大时，黄芩素-冰片（1∶3）对的舒张

作用强于其他药物组。 

3.1.4  不同比例黄芩素-冰片对 5-HT 预收缩的血管

环张力的影响  平衡后，使用 1×10−6 mol/L 5-HT

预收缩血管环，累加浓度加入对应药物，监测血管

张力变化并计算血管舒张率，结果见图 1-D，随着

药物浓度的增加，各药物组均表现出了显著的舒张

作用（P＜0.01），且各药物组之间无明显差异。提

示各给药组均能显著舒张由 5-HT 预收缩的脑基底

血管环，且各药物组无显著差异。 

基础状态的血管内皮细胞通过调控缩血管物质

ET-1、血管紧张素 II（angiotensin II，AngII）、血栓

素 A2（thromboxane A2，TXA2）、ROS 和血管舒张

因子 NO 和前列环素（prostacyclin，PGI2）和内皮

衍 生 超 级 化 因 子 （ endothelium‐derived 

hyperpolarizing factors，EDHFs）等血管活性物质参

与血管张力的调节，正常生理状态下，二者维持表

达平衡，但在脑缺血发生后，缺血区缺氧缺糖诱导

一系列反应直接刺激内皮细胞损伤，导致缩血管物

质分泌增加，而舒血管物质降低，诱发内皮功能障

碍，进一步使血管收缩，减少缺血区血流量，加重

脑损伤[14]。上述研究结果显示，黄芩素、冰片和各

比例配伍组对基础状态血管环张力无明显影响，能

明显舒张由 ET-1、U46619、5-HT 预收缩的脑基底

血管环，且随着浓度增大，黄芩素-冰片（1∶3）对

ET-1、U46619 预收血管环的舒张作用具有明显的优

势。因此，选择黄芩素-冰片（1∶3）继续后续研究，

构建 MCAO 模型大鼠，初步在体探究黄芩素-冰片

（1∶3）抗脑缺血后内皮功能障碍的作用及机制。

对照 
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3.2  黄芩素-冰片对MCAO 大鼠神经功能评分的影响 

术后 2 h，所有大鼠都表现出了不同程度的右侧

脑缺血症状，即表现为活动减少，提尾后前肢无法

完全伸直，左侧前肢收回置于胸壁，向左侧转圈或

倾倒，神经功能评分稳定且各组之间无明显差异，

提示模型构建成功。造模过程中各组均有造模失败

（造模过程中出现的死亡以及造模结束后神经功能

评分低于 1 分），共 20 只。造模成功率 71.4%。如

图 2 所示，药物干预 24 h 后，与模型组比较，黄芩

素-冰片中、高剂量组神经功能评分显著降低神经功

能评分（P＜0.01），低剂量组对 MCAO 大鼠神经功

能评分无明显影响。提示中、高剂量的黄芩素-冰片

能一定程度改善神经功能。 

3.3  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠脑梗死率的影响 

TTC 染液可将正常脑组织染成红色，将梗死区

域染成白色。如图 3 所示，与假手术组比较，模型 

 

与同时间假手术组比较：**P＜0.01；与同时间模型组比较：##P＜0.01 

**P < 0.01 vs sham group at same time; ##P < 0.01 vs model group at 

same time 

图 2  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠神经功能评分的影响 

( x s , n = 10) 

Fig. 2  Effect of baicalein-borneol on neurological function 

score in MCAO rats ( x s , n = 10) 

 
与假手术组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下图同 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs sham group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures 

图 3  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠脑梗死率的影响 ( x s , n = 4) 

Fig. 3  Effect of baicalein-borneol on cerebral infarction rate in MCAO rats ( x s , n = 4) 

组梗死体积显著增加（P＜0.01）；与模型组比较，

黄芩素-冰片低、中、高剂量组大鼠脑梗死率显著降

低（P＜0.01）。提示黄芩素-冰片能降低脑梗死率，

改善脑损伤。 

3.4  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠缺血侧皮层 CD34

表达的影响 

 CD34 是内皮细胞损伤后修复的重要物质之

一，也是内皮细胞首选标志物，血管新生发生与

CD34 表达呈正相关。利用荧光染色标记缺血侧皮

层 CD34 表达，考察黄芩素-冰片对缺血侧皮层血管

修复和新生的影响。如图 4 所示，与假手术组比较，

模型组大鼠缺血侧皮层中 CD34 表达显著增加（P＜

0.01）；与模型组比较，黄芩素-冰片中、高剂量组大

鼠缺血侧皮层中 CD34 表达显著增加（P＜0.01），

低剂量对 CD34 表达无明显影响。表明黄芩素-冰片

可促进 MCAO 模型大鼠缺血区微血管新生和恢复。 

3.5  黄芩素-冰片对MCAO大鼠脑基底动脉内皮完

整性的影响 

如图 5 所示，假手术组大鼠脑基底血管内皮细

胞连续、完整，无明显病理损伤；模型组大鼠脑基

底动脉内皮完整性严重受损、出现缺失，内皮皱缩，

黄芩素-冰片低、中、高剂量组大鼠内皮损伤程度和

完整性得到不同程度恢复。提示黄芩素-冰片对脑缺

血后血管内皮具有保护作用。 

3.6  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠脑基底动脉 eNOS

和 iNOS 蛋白表达的影响 

如图 6 所示，与假手术组比较，模型组大鼠脑

基底动脉 eNOS 蛋白表达水平明显降低（P＜0.05）， 
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图 4  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠缺血侧皮层 CD34 表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Effect of baicalein-borneol on expression of CD34 in ischemic cortex of MCAO rats ( x s , n = 3)

 

箭头所示为血管内皮细胞 

arrow shows vascular endothelial cells 

图 5  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠脑基底动脉内皮完整性的影响 (HE, ×400) 

Fig. 5  Effect of baicalein-borneol on endothelial integrity of cerebral basilar artery in MCAO rats (HE, × 400) 

 

图 6  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠脑基底动脉 eNOS 和 iNOS 蛋白表达的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Effect of baicalein-borneol on expressions of eNOS and iNOS protein in cerebral basilar artery of MCAO rats ( x s , 

n = 3)

iNOS 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01）；与模型组

比较，黄芩素-冰片低、中、高剂量组大鼠脑基底动

脉 eNOS 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01），iNOS

蛋白表达水平显著降低（P＜0.05、0.01），提示黄芩

素-冰片能上调缺血后脑基底动脉 eNOS 表达、下调

iNOS 表达，调控 eNOS/iNOS 平衡，发挥抗内皮功

能障碍作用。 

3.7  黄芩素-冰片对MCAO大鼠缺血侧皮层NO水

平的影响 

NO 是主要的扩血管物质，组织中 NO 水平能

在一定程度上反映血管内皮功能状态。如图 7 所示，

与假手术组比较，模型组大鼠缺血侧皮层中 NO 水

平显著降低（P＜0.01）；与模型组比较，黄芩素-冰

片中、高剂量组大鼠缺血侧皮层中 NO 水平显著升 
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图 7  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠缺血侧皮层 NO 水平的影

响 ( x s , n = 3) 

Fig. 7  Effect of baicalein-borneol on NO level in ischemic 

cortex of MCAO rats ( x s , n = 3) 

高（P＜0.01），低剂量组大鼠缺血侧皮层中 NO 水

平无明显变化。提示黄芩素-冰片能上调缺血侧脑皮

层中 NO 水平，改善血管功能，参与血管舒张。 

3.8  黄芩素-冰片对MCAO大鼠血清中炎性因子水

平的影响 

如图 8 所示，与假手术组比较，模型组大鼠血

清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平显著升高（P＜0.01），

TGF-β 水平降低（P＜0.01）；与模型组比较，各给

药组大鼠血清中 IL-1β、IL-6 和 TNF-α 水平明显降

低（P＜0.05、0.01），TGF-β 水平明显升高（P＜0.05、

0.01）。提示黄芩素-冰片能抑制 MCAO 大鼠体内炎

症反应。 

 

图 8  黄芩素-冰片对 MCAO 大鼠血清中炎性因子水平的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 8  Effect of baicalein-borneol on levels of inflammatory factors in serum of MCAO rats ( x s , n = 6)

4  讨论 

心脑血管疾病具有发病隐匿、病因复杂等特点，

常造成多个器官的结构或功能损害[15]。据统计，脑

缺血是世界上致死和致残的第 3 大原因，缺血性卒

中在所有新发卒中中所占比例最大[16]。相关研究表

明，脑缺血病机涉及氧化应激、炎症、凋亡等多种

复杂机制[17]。脑缺血发生后，缺血中心区的星胶质

细胞和小胶质细胞被激活后会释放出大量的 ROS

和 RNS，ROS 和 RNS 在机体组织或细胞内的大量

蓄 积会打破黄嘌呤氧化酶 、 还原型辅酶 Ⅱ

（ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate ，

NADPH）等促氧化酶和超氧化物歧化酶（superoxide 

dismutase，SOD）、谷胱甘肽（glutathione，GSH）、

过氧化氢酶等抗氧化酶的平衡，造成氧化/氮化应激

反应[18]，加剧炎症反应，损伤内皮，内皮细胞凋亡，

造成血管内皮功能障碍[19]。本研究利用线栓法构建

MCAO 模型大鼠，术后大鼠神经功能评分显著升

高，且各组间无明显差异，提示模型构建成果且稳

定；TTC 染色结果也能看出，模型组大鼠脑梗死率

显著升高，而黄芩素-冰片干预后能明显降低大鼠脑

梗死率，表明黄芩素-冰片具有改善脑缺血后神经功

能损伤和降低脑梗死率的作用。 

血管内皮细胞是连续覆盖在血管内壁表皮的单

层扁平状细胞，紧贴血管壁生长，维持血管管腔光
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滑以减轻由血液流动产生的剪切应力，其可作为一

个调节体液、营养物质和代谢物交换的关键介质的

内分泌器官[20]，在调节血管收缩或舒张、血管张力、

血管重塑、控制血栓形成、细胞黏附、平滑肌细胞

增殖和血管炎症方面具有重要意义[21]。生理情况

下，内皮细胞可释放 NO、PGI2 等舒血管物质和 ET-

1、AngⅡ、TXA2等缩血管物质，这些血管活性物质

的浓度在局部保持一定的比例，使血管的舒张与收

缩功能保持动态平衡，进一步调节血管张力和血管

平滑肌功能状态[22]。已有研究表明，黄芩素可部分

内皮依赖性地舒张去甲肾上腺素收缩的离体大鼠胸

主动脉环，内皮依赖性舒张作用可能与前列环素途

径相关，非内皮依赖途径可能与三磷酸腺苷

（adenosine triphosphate，ATP）敏感性钾通道和钙离

子通道相关[23]。黄芩素低浓度下表现出收缩大鼠肠

系膜动脉环及抑制乙酰胆碱舒张血管的作用[24]。冰

片可通过血管平滑肌细胞的电压依赖性钙通道、受

体操纵性钙通道及其介导的外钙内流和内钙释放等

途径参与血管舒张[25]，此外，冰片具有比较强的 NO

生物活性，其可以通过硝酸盐（NO3−）还原到亚硝

酸盐（NO2−），再从 NO2−还原到 NO 的补充途径

（NO3−→NO2−→NO）产生 NO，从而发挥对心血管

的良好保护与治疗作用[26]。本研究发现黄芩素、冰

片及其不同比例配伍对基础状态的脑基底血管环张

力无明显影响，但能明显舒张由 ET-1、U46619 和

5-HT 预收缩的脑基底血管环，且在高剂量时，黄芩

素-冰片（1∶3）对 ET-1、U46619 预收血管环的舒

张作用具有明显的优势。ET-1 是目前发现的最强的

缩血管物质，对维持基础血管张力与心血管系统稳态

起重要作用[27]。内皮细胞在受到刺激时，促进 ET-1

合成和释放，主要在基因转录水平进行调控[28]，受

NO、PGI2、心房利钠肽及肝素等负调控[29]。U46619

是一种强效的 TXA2 受体激动剂，通过结合细胞膜

上 TXA2 受体产生强烈的收缩血管作用[30]。结果表

明黄芩素、冰片及配伍可抑制由 ET-1、U46619 和

5-HT 诱发的血管收缩，且黄芩素-冰片（1∶3）的

舒张作用优于其余各组，但具体舒张机制尚未明确。 

NO 是一种具有内皮功能的多效性功能的分

子，由内皮细胞中的 L-精氨酸在钙-钙调蛋白依赖性

的一氧化氮合酶（nitric oxide synthase，NOS）催化

下合成释放[31]。而 NOS 有 3 种亚型，即在正常状

态下表达的神经元型一氧化氮合酶（neuronal nitric 

oxide synthase，nNOS）和 eNOS 以及在损伤后诱导

表达的 iNOS[32]。其中来源于 iNOS 和 nNOS 的 NO

具有神经毒性作用，来源于 eNOS 的 NO 具有神经

保护作用[33]。eNOS 和 iNOS 是催化 NO 生成的关

键酶，其通过在分子水平上调控 NO 的合成进而参

与机体内多种生理活动[34]。而体内 iNOS 与 eNOS

之间表达水平的平衡可能是维持血管正常生理功能

所必需[35]。目前已知的 NOS 催化 L-精氨酸所需要

的辅助因子包括氧、NADPH 和四氢生物蝶呤

（tetrahydrobiopterin，BH4）[36]，NO 合成后，由内皮

细胞透膜分布到血管平滑肌细胞，激活鸟苷酸环化

酶，将鸟苷三磷酸转化为环磷酸鸟苷，最终导致Ca2+

超极化，细胞松弛、血管舒张[37]。脑缺血发生后的

短期内，脑组织的氧糖供应迅速减少，致剪切应力

的变化和 ROS 的产生[38]，ROS 的蓄积一方面直接

刺激内皮细胞，降低了内皮细胞对 NO 的生物利用

率，并诱导其分泌功能紊乱或从平滑肌脱落、结构

破坏[39]。另一方面会引起 BH4水平不足，导致 eNOS

脱偶联，影响对 NO 的调控，eNOS 会和 O2−发生反

应（O2−由NADPH产生）生成过氧亚硝基（ONOO−），

而不是 NO，最终发展为内皮细胞功能障碍[40]。因

此，NO 介导的血管舒张功能受损是促成血管功能

障碍的一个重要因素，NO 浓度的变化可作为判断

脑梗死预后的重要指标[41]。本研究中，模型组大鼠

脑基底动脉内皮损伤严重、断裂，eNOS 表达显著

降低、iNOS 表达显著升高，缺血侧皮层中 NO 水平

显著降低、CD34 表达升高，血清中 IL-1β、IL-6、

TNF-α 水平均明显升高，TGF-β 水平降低；而黄芩

素-冰片能不同程度改善脑基底动脉内皮状态，升高

动脉中 eNOS、缺血侧皮层中 CD34、NO 和血清中

TGF-β 表达，下调脑基底动脉中 iNOS 表达和血清

中 IL-1β、IL-6、TNF-α 水平，维持 eNOS/iNOS 的

动态平衡，发挥抑制炎症、保护血管内皮作用。 

本研究尚存在不足之处：①只考察了对黄芩素、

冰片及其配伍对离体预收缩血管环的舒张作用，并

未对具体舒张机制进行探讨，也未对 MCAO 模型大

鼠脑基底的舒缩功能进行检测。②黄芩素、冰片及配

伍组只在高浓度时才展现出较好的舒张血管作用，

但在考察其对基础状态的血管环张力的影响时，虽

未体现出明显的舒张作用，但在高浓度时也表现出

了有舒张的血管的趋势，在此，没有明确该作用是由

于药物在高浓度时对血管环的毒性所引起的，还是

由于药物本身的舒张作用引发的。③大鼠脑基底动

脉由于极细，在穿钢丝时，极易损伤血管环内皮，影
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响药物对血管张力的作用。④只初步对黄芩素-冰片

在体药效进行了评价，而未深入探究具体机制。 

综上，本研究通过离体肌张力描记技术考察了

黄芩素、冰片及其配伍对基础状态和 ET-1、U46619

和 5-HT 预收缩脑基底血管环的舒张作用筛选出最

佳比例——黄芩素-冰片（1∶3），通过体内动物学实

验考察了其最佳比例对 MCAO 模型大鼠的神经功

能评分、脑梗死体积、缺血侧皮层中 CD34 和 NO

表达、血清中炎症因子水平、脑基底血管内皮状态、

eNOS 和 iNOS 表达的影响，推测黄芩素-冰片可抑

制过度炎性反应，上调缺血后微血管 eNOS 表达，

下调 iNOS 表达，促进 NO 合成和分泌，提高机体

对 NO 的利用率，发挥抗缺血区微血管内皮功能障

碍和促进恢复，改善微循环，减轻神经损伤的作用。 
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