
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2023, 58(5): 1156−1164

白芷香豆素成分对葛根素跨血脑屏障体内外转运的影响

拓文静, 宋继红, 韩成坤, 王建香, 杨文雪, 卢 闻*

(西安交通大学医学部药学院, 陕西 西安 710061)

摘要: 构建原代大鼠脑微血管内皮细胞 (rat brain microvascular endothelial cells, BMEC) 和大鼠星状胶质细胞 

(rat astrocytes, AS) 共培养模型以研究葛根素-白芷香豆素成分联用后对葛根素在大鼠体外血脑屏障 (blood-brain 

barrier, BBB) 模型中转运及大鼠脑组织分布的影响。通过测定模型跨内皮电阻值、苯酚红通透性、BBB相关蛋白表

达评价模型屏障功能。通透性实验和Western blot法分别研究了白芷香豆素成分对BMEC、大鼠脑组织通透性及

BBB相关蛋白表达的影响。本研究中动物实验方案均获得西安交通大学医学部生物医学伦理委员会的批准 (动物

伦理号: 2021-1329)。结果表明, 构建的BMEC/AS共培养模型可用于药物体外跨BBB研究; 与白芷香豆素成分联

用后, 葛根素在体外共培养模型及大鼠脑组织上的转运量显著提升; 白芷香豆素成分可以增加BBB通透性, 抑制P

糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp)、紧密连接重要蛋白闭锁连接蛋白-1 (zonula occludens-1, ZO-1) 和闭合蛋白 (occludin) 

的表达。白芷香豆素成分可能通过抑制P-gp及紧密连接蛋白表达而增加葛根素在脑组织中的含量。

关键词: 葛根素; 白芷香豆素成分; 血脑屏障; 脑转运; 共培养细胞模型

中图分类号: R917   文献标识码: A   文章编号: 0513-4870(2023)05-1156-09

Effect of Angelica dahurica coumarins on the transport behavior of 

puerarin across blood-brain barrier in vitro and in vivo
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(School of Pharmacy, Health Science Center, Xi'an Jiaotong University, Xi'an 710061, China)

Abstract: A BBB co-culture cell model consisting of rat brain microvascular endothelial cells (BMEC) and 

astrocytes (AS) was established to study the effect of Angelica dahurica coumarins on the transport behavior of 

puerarin across blood-brain barrier (BBB) in vitro and in vivo. The barrier function of this model was evaluated by 

measuring the transendothelial resistance, phenol red permeability and BBB related protein expression. The per‐

meability assay and western blot methods were performed to study the effects of Angelica dahurica coumarins on 

the BBB permeability and the expression of BBB related protein. The animal experiment protocols in this study 

were approved by the Animal Ethics Committee of Xi'an Jiaotong University (Animal Ethics No.: 2021-1329). The 

results showed that the established BMEC/AS co-culture model could be used to evaluate drug transport across 

BBB in vitro. After combined with Angelica dahurica coumarins, the transport capacity of puerarin was significant‐

ly increased in vitro and in vivo. Additionally, Angelica dahurica coumarins enhanced BBB permeability and inhib‐

ited the protein expression of P-glycoprotein (P-gp), zonula occludens-1 (ZO-1) and occludin. Angelica dahurica 

coumarins might increase BBB permeability by inhibiting the expression of P-gp and tight junction protein, there‐

by increasing the content of puerarin in brain tissue.
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葛根素是中药葛根的主要活性成分, 它具有许多与

脑血管疾病相关的药理活性, 如改善微循环、增加脑血

流量、神经保护、抗血栓、抗血小板聚集[1,2]。此外, 葛

根素对治疗帕金森病、阿尔茨海默病等中枢神经疾病

也有一定的作用[3]。然而, 低溶解度 (1.1×10-2 mol·L-1) 

和低大脑渗透性降低了葛根素的治疗效果, 限制了其

临床应用[4-6]。大鼠静脉注射葛根素后, 其脑脊液和血

清的药时曲线下面积比率仅为 2.92%[7]。因此, 提高葛

根素大脑渗透性, 促进其在脑组织的分布, 对葛根素治

疗脑部相关疾病有重要的意义。

中医理论认为“药无引使, 则不通病所”。引经药

与药物配伍可导引诸药直达病所, 增强疗效。如“引药

下行”的牛膝能提高小檗碱在膝关节、踝关节、肝脏和

肾脏中的浓度, 降低其在心脏和肺脏的分布[8]。“引药

上行”的冰片可以提高葛根素的口服生物利用度并促

进葛根素在脑组织中的分布[9]。白芷与冰片相似, 都

具有芳香开窍, 引药上行的功效。临床治疗中, 白芷葛

根药对经常配伍使用, 白芷葛根药对出自《伤寒六书》

“柴葛解肌汤”, 其对阳明经头痛的治疗有非常好的效

果[10]。研究表明白芷可以促进配伍药物中有效成分的

吸收, 招丽君等[11]采用Caco-2细胞模型发现白芷可促

进葛根素的肠道转运, 廖正根等[12]等采用大鼠外翻与

大鼠在体单向灌流模型, 证实白芷提取物可以促进葛

根素在肠道的吸收。实验室前期发现白芷香豆素成分

欧前胡素能抑制 P 糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 介导

的药物外排, 促进 P-gp底物的肠吸收。文献[13]报道葛

根素是P-gp底物。为考察葛根素与白芷香豆素联用对

其脑转运的影响, 本研究首先建立了大鼠脑微血管内皮

细胞 (rat brain microvascular endothelial cells, BMEC) 

和大鼠星状胶质细胞 (rat astrocytes, AS) 共培养体外

血脑屏障 (blood-brain barrier, BBB) 细胞模型、考察了

联用白芷香豆素后葛根素在共培养模型上的转运行

为 ; 以及两者联用后葛根素在实验动物脑组织的转

运 ; 探索了白芷香豆素促进葛根素跨 BBB 转运的初

步机制, 为拓展葛根素治疗脑部疾病给药方式提供新

思路。

材料与方法

仪器 C2激光扫描共聚焦显微镜、XDS-1B型倒

置显微镜 (日本Nikon公司); LC-2030-3D高效液相色

谱仪 ( 日本 Shimadzu 公司); Epoch 酶标仪 ( 美国

BioTeK公司); MiniChemi 610迷你型化学发光成像分

析系统 (北京赛智创业科技有限公司); Millcell® ERS-2

电阻仪 (美国Millipore公司)。

试药与试剂 DMEM高糖培养基 (美国HyClone

公司); 胎牛血清 (美国Gibco公司); II型胶原酶 (上海

笛医生物科技有限公司)、PBS 溶液、HBSS 溶液 (武

汉赛维尔生物科技有限公司); RIPA 裂解液 (陕西中

晖赫彩生物医药科技有限公司); bFGF、Factor Ⅷ抗

体 (美国 PeproTech公司); GFAP抗体、P-gp、claudin-5、

zonula occludens-1 (ZO-1)、occludin 兔抗多克隆抗体、

β-actin 鼠抗单克隆抗体、羊抗鼠 IgG、IgG-Loralite-488

羊抗兔、羊抗兔 IgG (武汉三鹰生物技术有限公司); 

DNase I 胶原酶、嘌呤霉素、牛血清白蛋白 (bovine 

serum albumin, BSA) (美国 Sigma 公司); 欧前胡素 

(imperatorin, Imp)、葛根素 (puerarin, Pue) (HPLC 检

测 > 95%)、白芷香豆素 (Angelica dahurica coumarins, 

Cou) (UV 检测 > 80%) (成都普菲德生物技术有限公

司); 其他试剂与试药分析纯 (西安化学试剂厂)。

实验动物 雄性 Sprague-Dawley (SD) 大鼠 (SPF

级), 购自西安交通大学实验动物中心。实验动物使用

许可证: SYXK (陕) 2018-001。本研究中动物实验方

案均获得西安交通大学医学部生物医学伦理委员会的

批准 (动物伦理号: 2021-1329)。所有动物实验操作均

符合西安交通大学动物实验操作规范要求。

BMEC 提取分离 取 2 周龄 SD 乳鼠, 脱臼处死, 

75%酒精浸泡5 min消毒, 提取乳鼠大脑皮质。将皮质

剪碎, 加入等体积 20% BSA-PBS溶液, 反复吹打混匀, 

离心 3次, 得微血管沉淀 (图 1)。在微血管沉淀中加入

0.1%Ⅱ型胶原酶 (含 30 mol·L-1 DNaseⅠ), 于 37 ℃恒

温摇床 (160 r·min-1) 消化 1 h, 1 500 r·min-1 条件下离

心 5 min, 沉淀用 DMEM 高糖培养基 (含 20% FBS, 

100 U·mL-1双抗, 10 ng·mL-1 bFGF) 重悬并接种于 6孔

板培养。培养 24 h后, 可见贴壁的微血管段周围长出

BMEC, 培养 48 h 后 , 加入含 1 μg·mL-1 嘌呤霉素的

DMEM 高糖培养基培养 24 h以除去杂细胞。纯化后

的BMEC继续培养, 每天换液。

AS 提取分离 取 1～2 日龄 SD 乳鼠 , 脱臼处死 , 

75%酒精消毒, 提取乳鼠大脑皮质层。将皮质层剪碎, 加

入胰酶 , 37 ℃消化 10 min, 离心 (1 500 r·min-1, 5 min) 

获取细胞沉淀。沉淀用 DMEM 高糖培养基 (含 20% 

FBS, 100 U·mL-1双抗) 重悬, 接种细胞至细胞培养瓶。

当细胞生长至 80～90%汇合度时, 将细胞培养瓶置于

机械摇床摇动 4 h (200 r·min-1) 以除去小胶质细胞。纯

化后的AS继续培养, 每天换液。

细胞鉴定 当BMEC (或AS) 生长至 80～90%汇

合度, 4% 多聚甲醛室温固定细胞 20 min, 0.2% Triton 

X-100 通透 10 min, 3% BSA-PBS 封闭 2 h, Factor Ⅷ 

(或 GFAP) 一抗 4 ℃孵育过夜 , 二抗 IgG-Loralite-488 

4 ℃孵育过夜, Hoechst核染液室温孵育 10 min, 甘油
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封片。激光共聚焦显微镜下观察细胞, 根据特异性染

色融合图片统计计算BMEC、AS纯度。

BMEC/AS共培养模型构建 AS按 3×104个/孔的

细胞量接种于 Transwell 内插室背侧膜 , 于 37 ℃ , 5% 

CO2细胞培养箱培养 12 h后, 将内插室正置, 然后将密

度为 1×105个/孔的 BMEC 接种于 Transwell内插室膜, 

置培养箱继续培养 , 每天换液 , 至细胞跨膜电阻值 

(TEER) 达到150 Ω·cm2。

BMEC单层模型构建 BMEC按 1×105个/孔的细

胞量接种于Transwell内插室膜。细胞培养箱中培养, 

每天换液, 至TEER值达到150 Ω·cm2。

TEER测定 使用Millcell® ERS-2细胞电阻仪测

定BMEC单层模型、BMEC/AS共培养模型电阻值, 计

算TEER值 (Ω·cm2) = (细胞电阻值 - 空白膜电阻值) × 

膜面积。

苯酚红通透性测定 取TEER值符合要求的两种

细胞模型, 于内插室上侧加入 25 μg·mL-1苯酚红HBSS

溶液 0.5 mL, 下侧加入 1.0 mL HBSS 作为接收液 , 

37 ℃、50 r·min-1孵育 2 h。于 15、30、60、90和 120 min

从下侧取样 1.0 mL并补加同温等体积HBSS。参照文

献[14]高效液相色谱法 (HPLC) 检测接收液中苯酚红含

量。采用标准曲线法计算浓度 Ci, 按公式 (1) 计算苯

酚红的细胞转运累积量 (Q), 按公式 (2) 计算苯酚红表

观渗透系数Papp:

dQ = Ci × V + ∑Ci - 1 × V (1)

式 1中, Ci为不同时间收集的接收液中药物浓度 

(μg·mL-1); V为溶液体积 (mL)。

Papp =
dQ
dt

×
1

A × C0

(2)

式 2 中 : dQ/dt 为单位时间药物转运量 (μg·s-1); 

C0为初始浓度 (μg·mL-1); A为Transwell内插室膜面积 

(cm2)。

蛋白免疫印迹实验 取AS单层细胞, BMEC单层

细胞, BMEC/AS共培养细胞, 用预冷的 PBS清洗细胞

3次, 加入RIPA裂解液冰上裂解细胞 30 min, 收集裂解

混合液, 超声破碎、4 ℃离心 (12 000 r·min-1, 10 min), 收

集上清液即细胞总蛋白溶液。BCA蛋白试剂盒测定总

蛋白含量。蛋白样品经 10% SDS-PAGE电泳, 湿转法

转膜, 条带用 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h, 加入 1∶1 000

稀释的occludin、ZO-1、claudin-5、P-gp及1∶20 000稀释

的 β-actin一抗 4 ℃孵育过夜, 加入 1∶10 000稀释的二

抗室温孵育 1 h, 用 ECL 化学发光检测试剂盒孵育显

色, 化学发光成像分析系统显影, ImageJ软件进行灰度

统计并计算相对灰度值。

白芷香豆素、欧前胡素肠代谢物制备 参照文

献[15]制备体外模拟肠消化液。分别配制浓度为5 mg·mL-1

的白芷香豆素、欧前胡素肠消化液, 封口后置于37 ℃水

浴振荡器中振荡 120 min, 70 ℃水浴灭酶, 3 000 r·min-1

条件下离心 10 min, 收集上清, 挥干溶剂, 即得白芷香

豆素肠代谢物和欧前胡素肠代谢物。

葛根素与白芷香豆素成分联用在BMEC/AS共培养

模型上的转运 将TEER达到 150 Ω·cm2的BMEC/AS

共培养模型分为 5组, 依次向内插室上侧加入 0.5 mL

浓度为 50 μmol·L-1的欧前胡素、白芷香豆素、欧前胡

素肠代谢物和白芷香豆素肠代谢物HBSS溶液, 为 4个

试药组 , 以 HBSS 为对照组; 下侧加入 1.0 mL HBSS。

孵育 30 min后, 吸弃两侧试液, 上侧加入 0.5 mL葛根

素 (150 μmol·L-1) HBSS溶液, 下侧加入 1.0 mL HBSS, 

37 ℃、50 r·min-1条件下孵育。于 15、30、60 和 90 min

时间点接收下侧转运缓冲液, 并立即补加同温等体积

HBSS。收集的样品经真空浓缩仪挥干 , 甲醇复溶 , 

HPLC 测定。流动相为甲醇 (A) 和水 (B), 梯度洗脱 : 

0～15 min (25% A), 15～25 min (25%～90% A), 25～

35 min (90%～25% A), 流速 1 mL·min-1, 柱温 25 ℃, 检

测波长 250 nm。计算葛根素浓度Ci, 根据公式 1、2分

别计算葛根素累积转运量和Papp值。

葛根素与白芷香豆素成分联用在大鼠脑组织的转

运 15只健康成年雄性SD大鼠 (200 ± 20 g) 随机分为

3组。分别为: 对照组 (灌胃葛根素 0.2 g·kg-1); 欧前胡

素给药组 (灌胃欧前胡素 30 mg·kg-1, 30 min后灌胃葛

根素 0.2 g·kg-1); 白芷香豆素给药组 (灌胃白芷香豆素

30 mg·kg-1, 30 min后灌胃葛根素0.2 g·kg-1)。大鼠连续

灌胃两周 , 末次给药 30 min 后 , 称重 , 10% 水合氯醛 

(3.5 mL·kg-1) 腹腔注射麻醉。眼眶取血, 全血置于肝

素化离心管中 , 3 000 r·min-1离心 10 min 即得血浆样

品。处死大鼠, 冰上提取大鼠脑组织, 一部分用于后续

Figure 1　Experimental workflow of the isolation of rat brain microvascular endothelial cells
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蛋白免疫印迹实验; 另一部分称重, 加入 1.5 倍 (V/m) 

生理盐水, 匀浆得脑组织样品。分别取血浆样品、脑组

织样品 0.2 mL, 加入甲醇 0.4 mL涡旋, 12 000 r·min-1离

心 10 min, 收集上清液 , 挥干溶剂 , 残渣用甲醇复溶 , 

HPLC测定大鼠血浆及脑组织中葛根素含量。

白芷香豆素成分对 BMEC 通透性影响 细胞分

组同BMEC细胞转运实验。依次向试药组内插室上侧

加入 0.5 mL浓度为 50 μmol·L-1 的欧前胡素、白芷香豆

素、欧前胡素肠代谢物和白芷香豆素肠代谢物 HBSS

溶液, 对照组加入 HBSS; 下侧加入 1.0 mL HBSS。孵

育 30 min后, 吸弃药液, 清洗细胞, 于各组内插室上侧

加入 0.5 mL苯酚红HBSS溶液 (25 μg·mL-1), 下侧加入

1.0 mL HBSS, 继续孵育 60 min, 接收下侧转运缓冲液, 

HPLC测定苯酚红含量。

白芷香豆素成分对BMEC相关蛋白表达影响 细

胞分为 5组, 分别加入试药: ① 150 μmol·L-1葛根素 + 

50 μmol·L-1 欧前胡素的 HBSS 溶液 ; ② 150 μmol·L-1

葛根素 + 50 μmol·L-1 白芷香豆素的 HBSS 溶液 ; ③ 

150 μmol·L-1葛根素 + 50 μmol·L-1欧前胡素肠代谢物

的HBSS溶液; ④ 150 μmol·L-1葛根素 + 50 μmol·L-1白

芷香豆素肠代谢物的HBSS溶液; ⑤ 150 μmol·L-1葛根

素HBSS溶液 (对照组)。药液孵育细胞24 h, 冰上裂解

细胞, 离心, 上清即细胞总蛋白。收集的蛋白样品按蛋

白免疫印迹实验项下方法测定蛋白表达水平。

白芷香豆素成分对大鼠脑组织通透性影响 健康

成年 SD 大鼠 (200 ± 20 g, 雄性) 随机分为 3 组 , 每组

3只, 分别为对照组 (灌胃溶媒)、欧前胡素给药组 (灌

胃欧前胡素 30 mg·kg-1) 和白芷香豆素给药组 (灌胃白

芷香豆素 30 mg·kg-1)。大鼠连续灌胃两周, 末次给药

30 min后, 麻醉大鼠, 颈静脉注射 2%的伊文思蓝溶液 

(Evans blue, EB) (3 mL·kg-1)。1 h后开胸, 穿刺针穿入大

鼠左心室, 注入肝素化生理盐水, 直至心房流出无色液

体。处死大鼠, 冰上提取大鼠脑组织, 称湿重 (M), 并

向其中加入 70% 丙酮生理盐水溶液 4 mL, 放置过夜, 

3 000 r·min-1离心 20 min, 上清液用酶标仪于 620 nm处

测OD值。采用EB的标准曲线计算EB的浓度 (C), 计

算EB在大鼠脑组织中的含量, 如公式3。

大脑中EB的含量 =
4 × C

M
(3)

白芷香豆素成分对大鼠脑组织中 BBB相关蛋白

表达影响 取大鼠脑组织转运实验项下大鼠部分脑组

织, 称重, 加入裂解液 (每克组织加 4 mL裂解液), 冰浴

匀浆 30 min, 收集匀浆液 4 ℃离心, 取上清液得组织总

蛋白溶液, 按蛋白免疫组化实验项下方法测定蛋白表

达水平。

统计学方法 数据以 x̄ ± s表示, Graph Pad Prism 8

软件进行数据分析, 两组间数据统计分析采用两独立

样本均数 t检验, P < 0.05为有统计学意义。

结果与讨论

1　方法学考察

在选定的色谱条件下, 空白细胞渗透液、空白血浆

及空白脑组织匀浆液对葛根素色谱峰无干扰。葛根素

在细胞渗透液、血浆及脑组织匀浆液中的标准曲线线性

关系良好, r大于 0.99。高、中、低浓度葛根素在细胞渗

透液、血浆及脑组织匀浆液中的准确度分别为93.8%～

101.4%、96.1%～102.9% 和 96.3%～97.2%; 批内精密

度RSD < 7.3%、批间精密度RSD < 5.2%。

2　细胞培养及鉴定

倒置显微镜观察BMEC和AS细胞形态随时间变

化的过程。结果显示, 培养 12 h, 贴壁微血管段中逐渐

游离出短梭形 BMEC; 24 h后, 游离 BMEC 数目增加, 

细胞呈现“团簇样”形态; 培养 2～4天, 微血管段逐渐

脱落, 细胞呈现单层生长状态并增殖; 培养第 5天, 细

胞呈现典型的“铺路石样”形态 (图 2A)。通过免疫荧

光染色鉴定BMEC细胞纯度, 特异性 Factor Ⅷ标记的

BMEC呈现绿色荧光, 镜下计数BMEC的纯度大于98% 

(图 3A)。AS细胞培养初期, 细胞生长较慢, 培养至第

3天, 细胞胞体突触伸长, 细胞快速增殖; 培养至第 5或

6天, 细胞基本融合 (图 2B)。GFAP是AS细胞质中特

有的蛋白 , 经 GFAP 特异性染色的 AS 细胞呈现绿色

荧光, 镜下计数 AS的纯度高于 97% (图 3A)。纯化后

的 BMEC、AS 细胞用于构建体外 BMEC 单层模型及

BMEC/AS共培养模型。

3　体外BBB模型评价

TEER值反映了小分子通透物理屏障的电阻抗, 常

用来评价BBB模型的完整性[16]。TEER值越高, 表明其

形成的屏障功能越完整。图 3B显示BMEC单层模型

与 BMEC/AS共培养模型 TEER值随时间变化的趋势

相似。TEER 值在 1～4 天增加缓慢 , 5～6 天时 TEER

值快速上升; 第 6天, 两种模型电阻均达到最大值, 分

别为 212.52 ± 1.72 Ω ·cm2 (共培养模型) 和 171.45 ± 

4.62 Ω·cm2 (单层模型)。当TEER值为 80～140 Ω·cm2

时表明细胞紧密且完整, 认为BBB基本形成[17]。细胞

培养第 7天 TEER值呈现缓慢下降趋势; 8天后, 电阻

值明显下降。此外, 共培养模型TEER值在 6～7天显

著高于单层模型 (P < 0.05), 其余培养时间两模型电阻

值无明显差异。苯酚红在两模型上的通透量结果如图

3C所示, 共培养模型苯酚红的Papp值显著低于单层模

型 (1.10 ± 0.16×10-5 cm·s-1 vs 6.73 ± 0.48×10-5 cm·s-1) 
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(P < 0.05)。TEER 及苯酚红通透性结果显示 AS 可以

一定程度上增加 BMEC 的 TEER 值 , 降低苯酚红在

BMEC 上的通透性 , AS 细胞在维持 BBB 屏障完整性

中发挥着重要作用 , BMEC 与 AS 共培养有利于增加

BBB细胞模型的紧密性[18]。

BBB功能主要依赖于内皮细胞形成的紧密连接以

及存在于内皮细胞上的转运体。紧密连接蛋白ZO-1、

claudin-5、occludin[19]以及转运蛋白 P-gp 都是存在于

BMEC上的具有屏障作用的重要蛋白质, 对维持脑内

内环境的稳定具有非常重要的意义[20], 因此考察了单

层模型和共培养模型中ZO-1、occludin、claudin-5以及

P-gp蛋白的表达情况。结果如图 3D所示, BMEC/AS

共培养细胞, BMEC单层细胞及AS单层细胞均能表达

上述四种蛋白, 表现出典型的BBB特性; 而且共培养

模型蛋白的表达水平最高, 显著高于两个单层细胞模

型, 表明 BMEC/AS 共培养能够促进紧密连接相关蛋

白和P-gp蛋白表达[21]。

4　白芷香豆素成分与葛根素联用在 BMEC/AS共培

养模型和大鼠脑组织的转运

细胞活力考察可知 , 葛根素、欧前胡素在 25～

150 μmol·L-1浓度内, 白芷香豆素及其肠代谢物、欧前

胡素肠代谢物在 25～200 μmol·L-1 浓度内对 BMEC、

AS细胞活力无影响。

葛根素-白芷香豆素成分转运结果显示各组葛根

素累积转运量随时间变化的趋势相似, 均随孵育时间

增加而增加, 呈现出一定的时间依赖性; 与葛根素对照

Figure 3　Schematics and characterization of the blood-brain barrier (BBB) mono culture and co culture models. A: Schematic illustration 

of BBB models and immunofluorescence staining of BMEC and AS on BBB models; B: TEER values of the BBB mono culture and co 

culture models (
-
x ± s, n = 3. *P < 0.05 vs mono culture model); C: Permeability assay of phenol red in mono culture and co culture models 

(
-
x ± s, n = 3. *P < 0.05 vs mono culture model); D: Western blot strips and relative gray values of BBB related proteins in BBB models 

(
-
x ± s, n = 3. *P < 0.05). ZO-1: Zonula occludens-1; P-gp: P-glycoprotein

Figure 2　The culture of rat brain microvascular endothelial cells (BMEC) and rat astrocyte (AS). A: Phase contrast image of BMEC; 

B: Phase contrast image of AS
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组相比, 各时间点联用药实验组的葛根素累积转运量

均显著提高 (图 4A)。相似的结果也表现在各组转运

Papp值上, 白芷香豆素、欧前胡素及其肠代谢物在各检

测时间点都显著提高葛根素的表观渗透系数 (图 4B)。

结果表明白芷香豆素成分均可以促进葛根素在体外共

培养模型上的转运, 增加葛根素的转运速率; 白芷香豆

素、欧前胡素经肠液消化后仍具有促吸收作用。

考察大鼠灌胃葛根素以及葛根素-白芷香豆素成

分混合药液后, 葛根素在大鼠脑组织和血浆中的分布

情况。结果如图 4C所示, 与葛根素对照组相比, 联用

欧前胡素和白芷香豆素后, 大鼠脑组织中的葛根素含

量显著提升 (P < 0.05); 然而, 血浆分布却显著降低 (图

4D), 对照组动物血浆中葛根素含量最高, 分别是联用

欧前胡素和香豆素组的 1.52和 1.65倍。葛根素属于生

物药剂学分类系统第 IV 类药物, 在 BBB 和肠道中具

有低渗透性, 难以通过人体的各种屏障[22]。比较同一

时刻, 各组葛根素在血浆和脑组织的分布量 (图 4E) 亦

可知, 与欧前胡素和白芷香豆素的联用, 增加了葛根素

由血浆向脑组织的转运。体外、体内转运研究表明白

芷香豆素成分均能显著提高葛根素在 BBB上的转运

量, 增加葛根素的脑组织分布。

5　白芷香豆素成分对大鼠体外、体内 BBB通透性的

影响

为探索葛根素与白芷香豆素及成分联用增加其脑

转运的原因, 考察了白芷香豆素及欧前胡素对BBB通

透性的影响。体外 BMEC 通透性实验选择苯酚红为

标识物, 结果表明白芷香豆素及其肠代谢物, 欧前胡素

及其肠代谢物显著提高苯酚红的Papp值 (图 5A), 增加

了 BMEC的通透性。EB是经典的 BBB示踪剂, 正常

情况下 EB 不能通过 BBB, 但在 BBB 完整性破坏时 , 

EB则能通过开放的 BBB进入脑实质。 EB的渗出量

与BBB的开放程度成正相关, 检测脑组织中EB含量, 

可判断 BBB 的开放程度[23]。因此, 体内实验选择 EB

作为评价 BBB通透性的指标。白芷香豆素组和欧前

胡素组大鼠脑组织中 EB 含量显著高于空白对照组 

(图 5B), 表明白芷香豆素成分能够增加大鼠BBB的通

透性。

6　白芷香豆素成分对大鼠体外、体内 BBB相关蛋白

的影响

进一步考察葛根素与白芷香豆素及成分联用后对

BMEC及大鼠脑组织中关键紧密连接蛋白和转运蛋白

表达的影响。细胞实验结果表明 (图 5C), 与对照组 

(未经药物干预的 BMEC) 相比 , 单给葛根素反而使

BMEC细胞的 P-gp、ZO-1和 occludin蛋白的表达增高, 

增强了血脑屏障功能, 这与文献[24]报道葛根素能降低

血脑屏障通透性相符。当葛根素与白芷香豆素、欧前胡

素及其肠代谢物联用时, 降低了由葛根素引起的较高

的 P-gp、ZO-1和 occludin蛋白表达。动物实验结果显

Figure 4　Transport behavior of puerarin - Angelica dahurica coumarins in BMEC and rat brain tissue. A: Accumulative transport contents 

of puerarin (Pue) in BMEC (
-
x ± s, n = 3. *P < 0.05 vs Pue group); B: Papp values of Pue in BMEC (

-
x ± s, n = 3, *P < 0.05 vs Pue group); 

C: Pue contents in brain tissue (
-
x ± s, n = 5. *P < 0.05 vs Pue group); D: Pue contents in plasma (

-
x ± s, n = 5. *P < 0.05 vs Pue group); 

E: Distributed of Pue in plasma and brain tissue at the same time point. Imp: Imperatorin; Cou: Angelica dahurica coumarin; Bowel Imp: 

Intestinal metabolites of Imp; Bowel Cou: Intestinal metabolites of Cou
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示 (图 5D), 与白芷香豆素及成分联用后, 3种蛋白表达

的灰度值均显著低于葛根素给药组 (P < 0.05)。ZO-1

和 occludin蛋白表达水平的下调意味BBB紧密连接被

打开, 增加药物通过细胞旁通路转运的机率; 而 P-gp

蛋白下调则使细胞外排能力下降, 减少了药物从细胞

内外排到细胞外的机率。结合文献[13]报道葛根素为

P-gp的底物, 推测白芷香豆素及成分促进葛根素入脑

的机制可能是一方面抑制 ZO-1 和 occludin 蛋白的表

达, 增加BBB的开放性; 另一方面下调P-gp蛋白表达, 

降低了葛根素的外排。

血脑屏障是由脑微血管内皮细胞、星形胶质细胞、

周皮细胞、基底膜等共同组成的动态生理结构, 它的

存在使处于循环中的内源性和外源性物质无法轻易

进入大脑组织, 从而保护大脑不被血液内的微生物和

毒素伤害 , 同时也导致大多数中枢神经系统 (central 

nervous system, CNS) 药物如葛根素无法进入脑组织, 

Figure 5　Effect of Pue combined with Angelica dahurica coumarins on BBB permeability and related proteins in BMEC and rat brain 

tissue (
-
x ± s, n = 3. *P < 0.05 vs Pue group). A: Papp values of phenol red in each group; B: Contents of EB in each group; C: Western blot 

strips and relative gray value of BBB related proteins in BMEC; D: Western blot strips and relative gray value of BBB related proteins in rat 

brain tissue. EB: Evans blue
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影响其治疗效果[25]。因此 , 寻找改进 CNS 药物跨越

BBB、增加其在脑部位分布是目前科研工作者亟需解决

问题。体内研究成本高, 并且存在多种干扰因素, 而体

外研究有着比体内研究更加可控、简单易操作、以及更

加符合伦理学的优点[26,27], 是目前研究BBB结构以及

CNS 药物高通量筛选的重要工具。本研究构建了大

鼠 BBB 体外 BMEC/AS 共培养模型 , 模型 TEER 大于

150 Ω·cm2且能表达 BBB特异性蛋白 ZO-1、occludin、

claudin-5以及 P-gp, 表现典型的BBB功能特性。应用

共培养模型研究葛根素-白芷香豆素联用的转运行为

及机制, 发现共培养模型实验结果与大鼠体内实验结

果一致 , 表现出良好的相关性 , 表明本研究构建的

BBB体外BMEC/AS共培养模型可应用于药物脑转运

实验研究。此外, 本研究中白芷香豆素成分增加葛根

素的脑转运、促进其脑分布, 可为改善葛根素脑疾病疗

效的新型给药方式提供选择。
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