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· 论著 ·

水蛭素调控RhoA/ROCK信号通路对氧糖剥夺/复氧诱导的

脑微血管内皮细胞损伤的保护作用

徐国栋，董晓莉，梁晓辉，马良
（河北省人民医院神经介入科，石家庄  050000）  

摘要  目的 探讨水蛭素调控Ras同源基因家族成员 （Rho） A/Rho激酶 （ROCK） 信号通路对氧糖剥夺/复氧 （OGD/R） 诱导的人脑

微血管内皮细胞 （HBMVEC） 损伤的保护作用。方法  利用HBMVEC构建OGD/R损伤模型，并分为模型组、低浓度水蛭素组、高

浓度水蛭素组、水蛭素+Ov-NC组、水蛭素+Ov-RhoA组，未行OGD/R诱导的细胞为对照组。用集落形成实验检测细胞增殖，用流式

细胞术检测凋亡，用乳酸脱氢酶 （LDH） 比色法测定细胞毒性，用基质胶进行血管形成实验，用Western blotting检测细胞中RhoA

和ROCK蛋白的表达。结果  与对照组相比，模型组HBMVEC集落形成数、血管长度减少，细胞凋亡率、细胞毒性、RhoA和ROCK

蛋白表达升高 （P < 0.05）； 与模型组相比，低浓度水蛭素组HBMVEC集落形成数、血管长度增加，细胞凋亡率、细胞毒性、RhoA和

ROCK蛋白表达降低 （P < 0.05）； 与低浓度水蛭素组相比，高浓度水蛭素组HBMVEC集落形成数、血管长度增加，细胞凋亡率、细

胞毒性、RhoA和ROCK蛋白表达降低 （P < 0.05）； 与水蛭素+Ov-NC组比较，水蛭素+Ov-RhoA组HBMVEC集落形成数、血管长度减

少，细胞凋亡率、细胞毒性、RhoA和ROCK蛋白表达提高 （P < 0.05）。结论  水蛭素通过调控RhoA/ROCK信号通路对OGD/R诱导

的HBMVEC损伤发挥保护作用。
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Protective effect of hirudin against oxygen-glucose deprivation/reoxygenation-induced brain
microvascular endothelial cell damage via RhoA/ROCK signaling pathway modulation

XU Guodong，DONG Xiaoli，LIANG Xiaohui，MA Liang 
（Department of Neurointervention，Hebei General Hospital，Shijiazhuang 050000，China） 

Abstract  Objective To investigate whether hirudin protects against oxygen-glucose deprivation/reoxygenation （OGD/R） -induced 

human brain microvascular endothelial cell （HBMVEC） damage by modulating the Ras homolog gene family member A （RhoA） /Rho 

kinase （ROCK） pathway. Methods  An in vitro model of OGD/R-induced cerebral damage was established using HBMVEC. The OGD/

R-damaged cells were grouped into model，low-concentration hirudin，high-concentration hirudin，hirudin+Ov-NC，and hirudin+Ov-RhoA 

groups. Cells that were not subjected to OGD/R were used as the control. Cell proliferation and apoptosis were evaluated using colony 

formation and flow cytometric assays，respectively. Cytotoxicity was determined using the lactate dehydrogenase colorimetric method. 

Vascular formation was assessed using the Matrigel assay. The Western blotting was used to measure the cellular RhoA and ROCK protein 

levels. Results  In the model group，the colony formation number and vascular length were lower whereas the apoptotic rate，cytotoxicity，

and RhoA and ROCK protein levels were higher than those of the control group （P < 0.05）. Compared with the model group，the low-con-
centration hirudin group showed increased colony formation and vascular length and decreased apoptotic rate，cytotoxicity，and RhoA 

and ROCK protein levels （P < 0.05）. Compared with the low-concentration hirudin group，the high-concentration hirudin group exhibited 

increases in colony formation and vascular length and decreases in the apoptotic rate，cytotoxicity，and RhoA and ROCK protein levels 

（P < 0.05）. Compared with the values in the hirudin+Ov-NC group，the colony formation number and vascular length were lower 

whereas the apoptotic rate，cytotoxicity，and RhoA and ROCK protein levels were higher in the hirudin+Ov-RhoA group （P < 0.05）. 

Conclusion  Hirudin exerts a protective effect against OGD/R-induced HBMVEC damage by modulating the RhoA/ROCK signaling 

pathway.
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缺血性脑卒中是由于脑血流突然丢失致脑组

织永久性梗死，从而导致正常神经功能受损［1］。血

脑屏障 （blood-brain barrier，BBB） 可以调节血脑界面

处液体、溶质和细胞的运输，并保持中枢神经系统

的平衡。在缺血性脑卒中时，BBB的破坏会导致脑

稳态严重受损。人体BBB包含4种关键细胞：星形胶

质细胞、周细胞、神经元和脑微血管内皮细胞 （human 

brain microvascular endothelial cell，HBMVEC） ［2］。其

中，HBMVEC是BBB的核心，可构成维持脑稳态的独

特细胞屏障。当发生缺血性脑卒中时，BBB的完整性

被破坏，而HBMVEC是脑缺血损伤最先受到影响的

细胞。因此，修复HBMVEC的功能障碍是改善脑缺

血损伤的重要手段之一［3］。

水蛭最早记载于《神农本草经》，在中药中具

有破血、散瘀、通络的功效。天然水蛭素是从水蛭唾

液腺中分离的一种多肽，由64~66个氨基酸组成，分

子量约为7×103 ［4］。研究［5］表明，脑内注射水蛭素

可通过细胞外信号调节激酶1/2和丝氨酸/苏氨酸

激酶，缓解短暂性大脑中动脉闭塞大鼠模型的认知

障碍和氧化应激，促进海马神经再生，从而减轻短

暂性大脑中动脉闭塞大鼠模型的认知缺陷。Ras同

源 基 因 家 族 成 员 （Ras homolog gene family member，

Rho） A/Rho激酶 （Rho kinase，ROCK） 信号通路作为

细胞内重要的信号转导通路，对细胞增殖、凋亡、坏

死等生理病理反应有重要的调控作用［6］。RhoA/

ROCK信号通路参与脑神经元发育，其上调在促进

神经炎症和介导脑损伤中具有重要作用［7］。已有研

究［8］表明，羟考酮通过RhoA/ROCK/肌球蛋白轻链2

信号减轻氧糖剥夺/复氧 （oxygen-glucose deprivation/

reoxygenation，OGD/R） 诱导的HBMVEC通透性损伤

和细胞凋亡。本研究拟探讨水蛭素对OGD/R诱导的

HBMVEC损伤的影响，并验证RhoA/ROCK信号通路

在此过程中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞：HBMVEC （CP-H124） 购自武汉普诺赛

生命科技有限公司，用添加内皮细胞生长补充剂和

5%胎牛血清的内皮细胞培养基，于37 ℃、5% CO2培

养箱中培养。

1.1.2 主要试剂：水蛭素 （HY-P2813）、超敏ECL化学

发光试剂盒 （HY-K2005） 购自美国Med Chem Express

公司；RhoA过表达质粒 （Ov-RhoA） 和阴性对照质粒 

（Ov-NC） 购自赛业 （苏州） 生物科技有限公司；生长

因子减量的Matrigel基质胶 （356238） 购自美国Cor-

ning公司；乳酸脱氢酶 （lactatedehydrogenase，LDH） 细

胞毒性检测试剂盒 （C0016）、Annexin V-FITC细胞凋

亡检测试剂盒 （C1062S） 购自上海碧云天生物技术

股份有限公司；BCA蛋白浓度测定试剂盒 （C0050）、

RIPA裂解液 （C0045） 购自美国TargetMol公司；lipo-

fectamine™ 2000转染试剂 （11668500） 购自美国

Thermo Fisher Scientific公司；ROCK2+ROCK1单抗

（ab45171）、GAPDH单 抗 （ab9485）、RhoA单 抗 （ab187

027）、羊抗兔IgG二抗 （ab97051） 均购自英国abcam公

司。

1.2 方法

1.2.1 细胞模型构建与分组培养：用含5% CO2+95%

空气培养箱培养的HBMVEC作为对照组［9］。将HB-

MVEC在缺氧条件下 （培养箱气体含1% O2+5% CO2+

94% N2） 用无葡萄糖培养基培养6 h后，在完全培养

基中复氧24 h，获得OGD/R细胞模型。再将OGD/R细

胞分为模型组、低浓度水蛭素组、高浓度水蛭素组、

水蛭素+Ov-NC组、水蛭素+Ov-RhoA组。低浓度水蛭

素组、高浓度水蛭素组分别采用40、80 μg/mL水蛭素

处理［10］；水蛭素+Ov-RhoA组用80 μg/mL水蛭素处理

的同时，转染Ov-RhoA；水蛭素+Ov-NC组用80 μg/mL

水蛭素处理的同时，转染Ov-NC。

1.2.2 集落形成实验［11］：将各组HBMVEC接种至96

孔板 （5 × 103/孔），每3 d更换1次培养基。培养10 d后，

直至可以观察到集落，终止培养。用5 mL甲醇固定

集落15 min，0.5%结晶紫染色20 min，在显微镜下计

数超过10个细胞的集落数。

1.2.3 流 式 细 胞 术 检 测 细 胞 凋 亡：收 集 各 组 细

胞，1000 g离 心5 min，弃 上 清，加 入195 μL Annexin 

V-FITC结合液重悬细胞，加入5 μL Annexin V-FITC

和10 μL碘化丙啶染色液混匀，室温避光孵育10~20 

min，随后置于冰浴中，在流式细胞仪中分选Annexin 

V和碘化丙啶双阳性细胞，使用FlowJO软件分析阳

性细胞百分比。

1.2.4 LDH比色法评估细胞损伤：将细胞接种至96

孔板并于检测前1 h取出，将10% LDH释放试剂添

加到样品最大酶活性对照孔。在细胞培养箱中孵育
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1 h，400 g离心5 min。将120 μL细胞上清加入60 μL 

LDH检测工作液中，室温避光孵育30 min，在490 nm

处读取光密度 （optical density，OD）。细胞毒性 （%） = 

（处理样品OD值-对照样品OD值） / （细胞最大酶活性

OD值-对照样品OD值） ×100。

1.2.5 血管形成实验：将各组HBMVEC接种至24孔

板 （已预先加入60 μL生长因子减量的Matrigel基质

胶），孵育6 h。在显微镜下观察Matrigel中血管形成情

况，随机选择3个视野，由不知情的操作者使用Image 

J软件Angiogenesis Analyzer插件评估血管长度。

1.2.6 Western blotting检测RhoA和ROCK蛋白表达：

用RIPA裂解液提取各组细胞总蛋白，BCA蛋白定

量。蛋白上样后，进行10%SDS-PAGE电泳，转移至聚

偏氟乙烯膜，用5%脱脂牛奶封闭，加入RhoA、ROCK

一抗，4 ℃下孵育过夜。次日，TBST洗膜3次，加入二

抗室温摇床孵育1 h。ECL发光，用ImageJ软件对蛋

白条带进行可视化分析。

1.3 统计学分析

采用SPSS 26.0软件进行统计学分析。计量资料

以x-±s表示，多组比较采用单因素方差分析，组间两

两比较采用Tukey’s多重检验。P < 0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 各组HBMVEC增殖能力比较

集落形成实验结果显示，模型组细胞集落形

成数较对照组明显减少；低浓度水蛭素组细胞集落

形成数较模型组明显增加；高浓度水蛭素组细胞集

落形成数较低浓度水蛭素组明显增加；水蛭素+Ov-

RhoA组细胞集落形成数较水蛭素+Ov-NC明显减

少，差异均有统计学意义 （均P < 0.05）。见图1、表1。

2.2 各组HBMVEC凋亡率比较

A，control group；B，model group；C，low-concentration hirudin group；D，high-concentration hirudin group；E，hirudin+Ov-NC group；F，hirudin+Ov-RhoA 

group.

图1  各组HBMVEC集落形成实验结果  ×10

Fig.1  Colony formation assay results of HBMVEC in each group  ×10

流式细胞术结果显示，模型组HBMVEC凋亡率

较对照组升高；低浓度水蛭素组HBMVEC凋亡率较

模型组降低；高浓度水蛭素组HBMVEC凋亡率较低

浓度水蛭素组降低；水蛭素+Ov-RhoA组HBMVEC凋

亡率较水蛭素+Ov-NC组升高，差异均有统计学意义 

（均P < 0.05）。见表1、图2。

2.3 各组HBMVEC细胞毒性测定

LDH比色法结果显示，与对照组相比，模型组

HBMVEC细胞毒性升高；与模型组比较，低浓度水

蛭素组HBMVEC细胞毒性降低；与低浓度水蛭素
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组比较，高浓度水蛭素组HBMVEC细胞毒性降低；

与 水 蛭 素+Ov-NC组 比 较，水 蛭 素+Ov-RhoA组HB-

MVEC细胞毒性升高，差异均有统计学意义 （均P < 

0.05）。见表1。

A，control group；B，model group；C，low-concentration hirudin group；D，high-concentration hirudin group；E，hirudin + Ov-NC group；F，hirudin + Ov-

RhoA group.

图2  各组HBMVEC流式细胞分析结果

Fig.2  Flow cytometric analysis results of HBMVEC in each group

表1  各组HBMVEC集落形成数、细胞凋亡率、细胞毒性、血管长度及RhoA、ROCK蛋白表达比较

Tab.1  Comparison of colony formation，apoptosis rate，cytotoxicity，blood vessel  length，and RhoA and ROCK protein expression 

of HBMVEC in each group

Group
Number of 

colonies formed
Apoptosis rate 

（%） 
Cytotoxicity （%） 

Blood vessel 
length （%） 

RhoA ROCK

Control 174.37±21.61   4.72±0.78 1.02±0.11 106.37±11.74 0.35±0.05 0.27±0.04

Model   52.52±5.821） 24.75±3.041） 2.35±0.281）   32.84±4.351） 1.04±0.111） 0.98±0.111） 

Low-concentration hirudin   85.27±9.462） 19.08±2.432） 1.94±0.232）   54.95±6.232） 0.82±0.102） 0.75±0.092） 

High-concentration hirudin 116.43±13.583） 14.98±1.753） 1.53±0.183）   77.34±8.753） 0.56±0.073） 0.53±0.083） 

Hirudin+Ov-NC 117.86±14.744） 15.06±1.864） 1.56±0.194）   76.49±8.544） 0.57±0.084） 0.52±0.074） 

Hirudin+Ov-RhoA   62.34±8.395） 22.68±2.655） 2.29±0.265）   41.46±5.065） 0.96±0.125） 0.90±0.125） 

F 67.746 56.943 33.465 71.583 51.235 54.066

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

1） P < 0.05 vs. control group；2） P < 0.05 vs. model group；3） P < 0.05 vs. low-concentration hirudin group；4） P < 0.05 vs. high-concentration hirudin 

group；5） P < 0.05 vs. hirudin+Ov-NC group. n = 6.

2.4 各组HBMVEC血管形成比较

血管形成实验结果显示，模型组血管长度较对

照组减少；低浓度水蛭素组血管长度较模型组增加；

高浓度水蛭素组血管长度较低浓度水蛭素组增加；

水蛭素+Ov-RhoA组血管长度较水蛭素+Ov-NC组减

少，差异均有统计学意义 （均P < 0.05）。见图3、表1。

2.5 各组HBMVEC中RhoA和ROCK蛋白表达比较

与 对 照 组 比 较，模 型 组RhoA和ROCK蛋 白 表

达水平升高；与模型组比较，低浓度水蛭素组RhoA

和ROCK蛋白表达水平降低；与低浓度水蛭素组比

较，高浓度水蛭素组RhoA和ROCK蛋白表达水平降

低 （P < 0.05）；与水蛭素+Ov-NC组比较，水蛭素+Ov-

RhoA组RhoA和ROCK蛋白表达水平升高，差异均有

统计学意义 （均P < 0.05），见图4、表1。
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3 讨论

HBMVEC通过紧密连接蛋白促进相互连接，形

成紧密封闭的屏障结构，从而有效限制极性和毒性

物质穿过BBB［12］。HBMVEC在维持BBB的通透性和

完整性方面发挥着关键作用，一旦发生缺血性脑卒

中，细胞因子、趋化因子和活性氧等外部刺激会损

害HBMVEC的紧密连接蛋白，导致紧密连接功能丧

失，从而导致血管源性水肿、出血性转化和死亡［13］。

BBB的正常功能受损后，毒性物质渗入中枢神经系

统，导致病情加剧。因此，减轻HBMVEC损伤对于

维持缺血性脑卒中BBB的完整性非常重要，研究与

HBMVEC功能保护相关的药物靶点及其机制对缺

血性脑卒中的治疗具有重要的意义［14］。

水蛭素是一种天然凝血酶抑制剂，近年来，对

水蛭素及其衍生物的研究迅速兴起，尤其在伤口修

复、抗纤维化、抗糖尿病并发症等方面的研究尤为

突出。此外，水蛭素还具有抗血栓、抗肿瘤、抗高尿

酸血症等作用，对脑出血、急性肺损伤、心肌梗死等

疾病具有潜在的药理活性［15］。将水蛭素封装在抗

氧化纳米颗粒中，可以保护和延长水蛭素的生物活

性，将其给予大脑中动脉闭塞小鼠模型，可减少小

鼠脑梗死体积，减轻氧化应激，抑制出血转化，并防

止BBB破坏［16］。水蛭素还能通过抑制NOD样受体热

蛋白结构域相关蛋白3炎症小体介导的神经炎症，

缓解急性缺血性脑卒中［17］。本研究检测了水蛭素对

OGD/R诱导的HBMVEC损伤的影响，发现水蛭素可

促进OGD/R诱导的HBMVEC增殖及血管形成，减轻

细胞毒性，并抑制细胞凋亡，且高浓度水蛭素的效

果优于低浓度水蛭素，提示水蛭素对OGD/R诱导的

HBMVEC损伤具有治疗效果，与其他研究［5，16-17］结

果一致。

RhoA是一种小分子量的GTP酶蛋白，属于Rho 

GTP酶 家 族，该 家 族 包 括Rho、Rac、Cdc42等 成 员。

Rho与GDP结合时无活性，而通过鸟嘌呤交换因子

与GTP结合后被激活。GTP结合激活的Rho可激活

其 下 游 效 应 物ROCK。ROCK属 于 丝 氨 酸/苏 氨 酸

激酶家族，此家族包括2种亚型：ROCK1和ROCK2。

A，control group；B，model group；C，low-concentration hirudin group；D，high-concentration hirudin group；E，hirudin+Ov-NC group；F，hirudin+Ov-RhoA 

group.

图3  各组HBMVEC血管形成比较  ×100

Fig.3  Comparison of HBMVEC blood vessel formation in each group  ×100
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1，control group；2，model group；3，low-concentration hirudin group；4，

high-concentration hirudin group；5，hirudin+Ov-NC group；6，hirudin + 

Ov-RhoA group.

图4  Western blotting检测HBMVEC中RhoA和ROCK蛋白表达

Fig.4  Western blotting detection of RhoA and ROCK protein ex-

pression in HBMVEC
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ROCK1转 录 本 主 要 在 非 神 经 元 组 织 中 表 达，而

ROCK2在脑和骨骼肌中更丰富［18］。缺血性卒中后

血管内皮细胞中RhoA/ROCK信号通路的激活可能

引起一氧化氮合酶3磷酸化水平降低，从而导致一

氧化氮生成减少，血流减少。此外，RhoA/ROCK信

号通路的激活会引发一系列以氧化应激增强和炎

症反应引发为特征的级联事件，加速神经炎症的进

程［19］。研究［20］表明，寡聚β淀粉样蛋白和Tau通过调

控RhoA/ROCK信号通路改变细胞黏附特性，并诱

导脑内皮细胞炎症反应。因此，本研究采用Western 

blotting检测了HBMVEC中RhoA和ROCK蛋白的表达，

结果表明，OGD/R诱导的HBMVEC中RhoA和ROCK

蛋白表达水平较未损伤细胞明显升高；40和80 μg/mL

水蛭素处理能抑制HBMVEC中RhoA和ROCK的蛋

白表达，且80 μg/mL浓度的影响更大；在水蛭素处理

的基础上过表达RhoA后，RhoA和ROCK蛋白表达上

调，水蛭素对OGD/R诱导的HBMVEC损伤的保护作

用被消除。表明水蛭素对OGD/R诱导的HBMVEC损

伤的保护作用可能是通过抑制RhoA/ROCK信号通

路实现的。

综上所述，水蛭素可能通过抑制RhoA/ROCK信

号通路对OGD/R诱导的HBMVEC损伤发挥保护作

用，本研究为水蛭素成为治疗和预防缺血性脑卒中

的潜在药物提供了依据。
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