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丹酚酸A对氧糖剥夺诱导损伤的人脑微血管内皮细胞血管
新生能力的保护作用及机制
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摘要：目的 探讨丹酚酸 A（SAA）对血管内皮细胞低氧损伤后体外血管新生能力的作用及其机制。

方法 采用氧糖剥夺（OGD）的方法构建人脑微血管内皮细胞（HBMEC）缺氧损伤模型，CCK-8法检测OGD
2，4，6，8和 10 h细胞存活率，确定OGD时间。HBMEC分为细胞对照组、OGD组、OGD+SAA 0.3，1.0和

3.0 μmol·L-1组及OGD+依达拉奉10 μmol·L-1组，OGD 6 h后，用CCK-8法检测细胞存活率；Matrigel管腔

形成实验观察OGD 2～10 h管腔形成；OGD 6 h后，检测管腔节点数、网眼数、分支数以及管腔长度；EdU掺入

实验检测细胞增殖，划痕实验检测细胞迁移距离。HBMEC分为细胞对照组、OGD组、OGD+SAA 3.0 μmol·L-1

组和OGD+依达拉奉 10 μmol·L-1组，OGD 6 h后，Western印迹实验检测低氧诱导因子 1α（HIF-1α）、血管

内皮生长因子A（VEGFA）及其受体VEGFR2蛋白表达水平及磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B/哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白（PI3K/Akt/mTOR）信号通路蛋白磷酸化水平。结果 OGD 6 h细胞存活率为（56±6）%，确定

为后续OGD时间。与细胞对照组相比，OGD组细胞存活率明显降低，形成管腔的节点数、网眼数、分支数

以及管腔长度均显著减少（P<0.01，P<0.05），EdU阳性细胞比例和细胞迁移距离也明显下降（P<0.01）。与

OGD组相比，OGD+SAA 3.0 μmol·L-1组和OGD+依达拉奉10 μmol·L-1组细胞存活率明显提高（P<0.05），

形成管腔的节点数、网眼数、分支数以及管腔长度均显著升高（P<0.01，P<0.05），EdU阳性细胞比例和细胞

迁移距离也明显增加（P<0.01，P<0.05）；Western 印迹结果显示，与OGD组相比，OGD+SAA 3.0 μmol·L-1

组HIF-1α，VEGFA和VEGFR2蛋白表达显著增加（P<0.01，P<0.05），PI3K，Akt和mTOR磷酸化水平明显

升高（P<0.05）。结论 SAA可能通过激活HIF-1α/VEGFA/VEGFR2及其下游信号通路PI3K/Akt/mTOR发

挥内皮细胞保护和促进血管生成的作用。
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目前脑卒中的临床治疗策略包括溶栓、治疗中风

相关并发症和预防复发［1］。大多数脑卒中患者都有功

能缺损［2］。卒中后血管新生是改善长期预后的重要环

节［3］，在脑缺血康复治疗中的作用越来越受到重视。

缺血性脑卒中脑梗死区血液供应严重减少，引

起细胞死亡，导致不可逆损伤［4］。越来越多的证据

表明，缺血性脑损伤可通过恢复脑血流供应来挽救

受损的神经元，减轻神经功能损害［5］。药物溶栓和

机械取栓可迅速恢复血液供应，但由于治疗窗狭窄

和出血转化的副作用，大多数患者无法及时接受有

效的溶栓治疗。通过促进血管新生发挥脑保护作

用已成为脑缺血治疗的新策略［6］。血管新生，即通

过内皮细胞增殖、黏附、迁移和中空管腔形成，最终

从已有血管中长出新的毛细血管，增加血管密度和

脑血流量［7-8］，恢复缺血脑组织的氧气和营养供应，

并作为神经元迁移的支架，促进神经再生和功能恢

复［3-5，9-10］。新生血管也是清除坏死脑组织的关键，

为梗死后神经再生和突触重塑提供适宜的环境。

研究表明，脑卒中后，缺血半暗带中的内皮细胞、神

经元和胶质细胞等释放血管生成因子，诱导内皮细

胞增殖和迁移以形成新血管，半暗带内的新生血管
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数量与患者生存期相关［11］。有研究表明，随着再灌

注时间的延长，缺血半暗带内的新生血管逐渐崩

解［12］，血管密度降低，因此脑缺血引起的代偿性血

管生成不足以支持受损脑组织修复和神经功能恢

复［13］。因此，研发有效促进血管新生的药物，可能

是未来改善脑卒中预后的有效策略。

丹酚酸 A（salvianolic acid A，SAA）是从丹参

中提取的水溶性化合物，具有多种药理活性，包括

抗氧化应激［14］、抗凋亡［15-17］、抗炎［17-19］和神经血管

保护［20-21］作用。已有研究报道，SAA可显著减少脑

缺血再灌注大鼠的脑梗死体积，减轻炎症反应并维

持血脑屏障完整性［18］，从而改善神经功能，改善预

后。但SAA是否能够促进脑微血管内皮细胞增殖与

血管新生而发挥保护作用尚不清楚。本研究采用体

外培养人脑微血管内皮细胞（human brain micro⁃
vascular endothelial cell，HBMEC）建立氧-糖剥夺

（oxygen-glucose deprivation，OGD）模型，采用管

腔形成实验模拟体外血管生成的动态过程，研究

SAA对OGD损伤后HBMEC增殖及体外血管新生

能力的影响，并初步探讨其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 药物、试剂和主要仪器

SAA（HPLC纯度>99%，中国医学科学院协和

医院药物研究所自制）；依达拉奉（edaravone）注射

液（江苏先声药业有限公司，批号：H20031342 80-
190907），作为阳性对照药。胎牛血清、RPMI-1640
基础培养基和无糖RPMI-1640培养基（美国Gibco
公司）；CCK-8试剂盒（上海 Beyotime公司）；EdU
细胞增殖检测试剂盒（广州RiboBio公司）；Matrigel
基质胶（美国BD Biosciences公司）；细胞裂解液和

BCA蛋白质定量试剂盒（北京普利来公司）；兔抗人

低氧诱导因子 1α（hypoxia inducible factor -1α，
HIF-1α）单克隆抗体、兔抗人血管内皮生长因子 A
（vascular endothelial growth factor-A，VEGFA）和

VEGF受体 2（VEGF receptor-2，VEGFR2）单克隆

抗体（美国Abcam公司）；小鼠抗人 β肌动蛋白单克

隆抗体、兔抗人磷脂酰肌醇 -3 -激酶（phosphati⁃
dylinositol-3 - kinase，PI3K）、磷酸化 PI3K（phos⁃
phorylated PI3K，p - PI3K）、蛋白激酶 B（protein
kinase B，Akt）、p-Akt、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of Rapamycin，mTOR）和p-mTOR
单克隆抗体（美国CST公司）；辣根过氧化物酶标记

的山羊抗兔 IgG抗体和山羊抗小鼠 IgG抗体（北京

康为世纪有限公司）

MCO-175细胞培养箱（美国 Sanyo公司）；

8000WJ/IR/N2三气培养箱（美国Thermo Scientific
公司）；SpectraMax M5酶标仪（美国 Molecular
Device公司）；荧光显微镜（日本 Nikon公司）；

Tanon-5200成像系统（上海Tanon公司）。

1.2 细胞和细胞培养

HBMEC（中国医学科学院基础医学研究所），

用含10%胎牛血清的RPMI-1640培养基，在常氧条

件（95% O2，5% CO2）和 37℃条件下培养。选择对

数生长期细胞进行实验。

1.3 OGD模型建立和细胞分组

将对数生长期的 HBMEC接种于 96孔板或

6孔板中，培养至贴壁。正常对照组始终使用完全

培养基在常氧、37℃条件下培养，OGD组细胞用

37℃预热的生理盐水洗涤 2 次后更换为无糖

RPMI-1640培养基，置于三气培养箱中以低氧条件

（94% N2，1% O2，5% CO2）培养。分别于 2，4，6，8
和10 h采用CCK-8法检测细胞存活率。

细胞分组：① 细胞对照组、OGD组、OGD+
SAA 0.3，1.0和 3.0 μmol·L-1组及OGD+依达拉奉

10 μmol·L-1组；②细胞对照组、OGD组、OGD+SAA
3 μmol·L-1组和OGD+依达拉奉10 μmol·L-1组。

1.4 CCK-8法检测细胞存活率

将对数生长期HBMEC以密度2×108 L-1接种在

96孔板中，每孔 100 μL，培养至贴壁。细胞分组同

1.3中①，各组细胞在三气培养箱中OGD 6 h后，将

10 μL CCK-8溶液添加到96孔培养板中，37℃孵育

1～4 h。采用SpectraMax M5酶标仪于450 nm处

检测吸光度（A450 nm）值。细胞存活率（%）=（用药组

A450 nm -空白对照组 A450 nm）/（细胞对照组 A450 nm-空
白对照组A450 nm）×100%。

1.5 管腔形成实验检测细胞管腔的节点数、网眼数、

分支数和管腔长度

向 96孔板中加入无生长因子的Matrigel基质

胶（每孔 50 μL），在 37℃下凝固 1 h，并将对数生长

期HBMEC以 2×108 L-1的密度每孔100 μL，接种到

铺有基质胶的 96孔板中。细胞分组同1.3中①，分

别于2，4，6，8和10 h用显微镜拍摄内皮细胞管腔形

成的情况。使用 Image J软件计算管腔的节点、网

眼和分支数目以及管腔长度。实验重复5次。

1.6 EdU掺入实验检测细胞增殖

将对数生长期 HBMEC以密度 2×108 L-1每孔

100 μL，接种到 96孔板中，细胞分组同 1.3中①，

OGD损伤6 h后，根据说明书使用EdU细胞增殖检
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测试剂盒进行EdU掺入实验分析。使用荧光显微

镜拍摄图像，并计算EdU阳性细胞数占总细胞数百

分数。

1.7 划痕实验检测细胞迁移距离

将对数生长期HBMEC以密度 2×108 L-1每孔

3 mL接种至6孔板，在形成单层细胞层后，用10 μL
枪头尖端垂直于板底划出 3道平行的划痕，并确保

每个划痕的宽度尽可能一致。细胞分组同 1.3中
①，在OGD前（0 h）和后（6 h）用显微镜拍摄图像。

使用 Image J软件量化迁移距离。迁移距离（μm）=
初始划痕宽度（W0 h）-实验终点划痕宽度（W6 h）。

1.8 Western印迹法检测细胞HIF-1αα，VEGFA和
VEGFR2蛋白表达水平及PI3K/Akt/mTOR信号通

路蛋白磷酸化水平

将对数生长期HBMEC以密度2×108 L-1接种至

6孔板，每孔3 mL，细胞分组同 1.3中②，OGD损伤

6 h后，弃掉细胞培养基，加入裂解液冰上裂解

15 min，收集细胞，4℃，12000×g离心20 min，吸取

上清。使用蛋白质定量试剂盒，基于BCA法测定蛋

白质浓度。使用聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）
分离蛋白质样品，并将其转移到PVDF膜上。用5%
脱脂奶粉封闭2 h后，将膜与相应的一抗〔抗HIF-1α、
VEGFA、VEGFR2、PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、mTOR、
p-mTOR和 β肌动蛋白（均 1∶1000）〕在 4℃下孵育

过夜。然后与二抗（1∶5000）在室温下培养2 h。使

用增强化学发光法和Tanon 4600成像系统对条带

进行成像，以目标蛋白条带积分吸光度与内标条带

积分吸光度比值表示目标蛋白相对表达水平，以磷酸

化蛋白条带积分吸光度与总蛋白条带积分吸光度比

值表示蛋白磷酸化水平。

1.9 统计学分析

采用 GraphPad Prism 7.00软件进行统计分

析，实验结果均以 x±s表示。使用单因素方差分析

和Dunnett t检验分析各组之间的差异。P<0.05认
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 丹酚酸A对氧糖剥夺诱导损伤的HBMEC细胞

存活率的影响

如图1A显示，与细胞对照组相比，OGD组细胞

存活率随 OGD时间延长显著降低（P<0.05，P<
0.01），OGD损伤 6 h时细胞存活率为细胞对照组

的（56±6）%（P<0.01），确定为后续OGD时间。如

图1B显示，SAA 0.3，1.0和3.0 μmol·L-1能够浓度依

赖性地逆转OGD对HBMEC造成的损伤（r=0.99，
P<0.05），相对于OGD组，OGD+SAA1.0和3.0 μmol·L-1

组及OGD+依达拉奉 10 μmol·L-1组细胞存活率显

著提高，分别为细胞对照组的（62±4）%，（68±4）和

68±6）%（P<0.05）。

2.2 丹酚酸A对氧糖剥夺诱导损伤的HBMEC形成

管腔的节点数、网眼数、分支数和管腔长度的影响

如图2所示，前6 h细胞对照组形成管腔的节点

数、网眼数、分支数和管腔长度在逐渐升高，随后逐

渐降低，第 6 h时管腔结构开始出现拉长和崩解。

与细胞对照组相比，OGD组内皮细胞形成管腔的节

点数、网眼数、分支数和管腔长度在每个时间点均

明显降低（P<0.05，P<0.01），且分支数在管腔形成

2 h后即开始降低，网眼数和管腔长度在4 h后开始

降低，表明OGD后管腔崩解时间提前。OGD+SAA
0.3，1.0和3.0 μmol·L-1组形成管腔的节点数、网眼数、

分支数和管腔长度的动态变化过程与细胞对照组一

致，管腔崩解从 6 h开始。在 6 h，相对于OGD组，

OGD+SAA 3.0 μmol·L-1组管腔形成各指标显著升高

Fig.1 Effect of salvianolic acid A（SAA）on cell viability
in human brain microvascular endothelial cells（HB⁃
MECs）after oxygen-glucose deprivation（OGD） injury.
A：cell viability of HBMECs at different time points after OGD；
B：cell viability of HBMECs after treatment with SAA 0.3，1.0，
3.0 μmol·L-1 or edaravone 10 μmol·L-1 under OGD condition for
6 h. Cell viability（%）=（A450 nm of drug treatment group-A450 nm of
blank group）/（A450 nm of cell control group-A450 nm of blank
group）×100%. x±s，n=4-5. *P<0.05，**P<0.01，compared with
cell control group；#P<0.05，compared with OGD group.
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Fig.2 Effect of SAA on numbers of nodes，meshes，branches and length of tubes in HBMECs after OGD injury.
The HBMECs in OGD+SAA 0.3，1.0，3.0 μmol·L-1 groups and OGD+edaravone 10 μmol·L-1 group were treated with SAA 0.3，1.0，
3.0 μmol·L-1 or edaravone 10 μmol·L-1 under OGD conditions for 10 h. A：representative images of tube formation. B-I：the numbers
of nodes，meshes，branches and the length of tubes over 10 h（B，D，F，H）or at 6 h（C，E，G，I），respectively. x± s，n=5. *P<0.05，
**P<0.01，compared with cell control group；#P<0.05，##P<0.01，compared with OGD group.
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（P<0.05，P<0.01），OGD+依达拉奉10 μmol·L-1组除

节点数外，其他指标显著升高（P<0.05）。

2.3 丹酚酸A对氧糖剥夺诱导损伤的HBMEC细胞

增殖的影响

EdU掺入实验结果显示，与细胞对照组相比，

OGD组细胞总数以及EdU阳性细胞占总细胞的百分

数明显降低（P<0.01），说明OGD后HBMEC增殖被

抑制。与OGD组相比，OGD+SAA 3 μmol·L-1组和

OGD+依达拉奉 10 μmol·L-1组EdU阳性细胞的百

分数显著增加（P<0.01，P<0.05），细胞总数也有增加

的趋势，但无显著性差异（图3）。
2.4 丹酚酸A对氧糖剥夺诱导损伤的HBMEC细胞

迁移距离的影响

如图4所示，与细胞对照组（155±13）μm相比，

OGD组细胞迁移距离为（82±4）μm，细胞迁移能力

明显降低（P<0.01）。与OGD组相比，OGD+SAA
3.0 μmol·L-1组和OGD+依达拉奉10 μmol·L-1组细

胞迁移距离显著增加（P<0.05），分别为 112±15和
（111±19）μm，部分恢复细胞迁移能力。确定 SAA
3.0 μmol·L-1进行后续机制探索实验。

Fig.3 Effect of SAA on proliferation of HBMECs after OGD injury. The HBMECs in OGD+SAA 0.3，1.0，3.0 μmol·L-1 groups
and OGD + edaravone 10 μmol·L-1 group were treated with SAA 0.3，1.0，3.0 μmol·L-1 or edaravone 10 μmol·L-1 under OGD condi⁃
tions for 6 h. A：representative images of EdU incorporation assay；B and C were the semi-quantitative results of A. x±s，n=3. **P<
0.01，compared with cell control group；#P<0.05，##P<0.01，compared with OGD group.

Fig. 4 Effect of SAA on migration in HBMECs after OGD injury. See Fig. 3 for the cell treatment. A：representative
images of migration；B was the quantitative result of A. Migration distance（μm）=widenth of 0 h-widenth of 6 h. x±s，n=3. **P<0.01，
compared with cell control group；#P<0.05，compared with OGD group.
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2.5 丹酚酸A对氧糖剥夺诱导损伤的HBMEC细胞

HIF-1αα，VEGFA和VEGFR2蛋白表达的影响

Western印迹实验结果显示，与细胞对照组相

比，OGD组HIF-1α，VEGFA和VEGFR2蛋白表达

水平明显下降（P<0.05，P<0.01）。与OGD组细胞相

比，OGD+SAA 3.0 μmol·L-1组HIF-1α，VEGFA和

VEGFR2蛋白表达显著上调（P<0.05，P<0.01）；依

达拉奉对上述蛋白表达也有一定促进作用（图5）。
2.6 丹酚酸A对氧糖剥夺诱导损伤的HBMEC细胞

PI3K，Akt，mTOR蛋白磷酸化水平的影响

如图6所示，与细胞对照组相比，OGD组p-PI3K/
PI3K，p-Akt/Akt和 p-mTOR/m-TOR比值显著下降

Fig.6 Effect of SAA on phosphorylation levels of phosphatidylinositol-3-kinase（PI3K），protein kinase B（Akt）and
mammalian target of Rapamycin（mTOR）in HBMECs after OGD injury detected by Western blotting. See Fig.5 for the
cell treatment. B，C and D were the semi-quantitative results of A. x±s，n=3. *P<0.05，compared with the cell control group；#P<0.05，
compared with the OGD group.

Fig.5 Effect of SAA on protein expression levels of hypoxia inducible factor-1αα（HIF-1-αα），vascular endothelial
growth factor-A（VEGFA）and VEGF receptor-2（VEGFR2）in HBMECs after OGD injury detected by Western blot⁃
ting. HBMECs in OGD+SAA group and OGD+edaravone group were treated with SAA 3.0 μmol·L-1 or edaravone 10 μmol·L-1 under
OGD conditions for 6 h. B，C and D were the semi-quantitative results of A. x±s，n=3. *P<0.05，**P<0.01，compared with cell control
group；#P<0.05，##P<0.01，compared with OGD group.
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（P<0.05）。与OGD组相比，OGD+SAA 3.0 μmol·L-1

组p-PI3K/PI3K，p-Akt/Akt和p-mTOR/m-TOR比值

升高（P<0.05），表明PI3K/Akt/mTOR信号通路蛋白

磷酸化水平升高；OGD+依达拉奉组 p-mTOR /
mTOR比值升高（P<0.05），但p-PI3K/PI3K和p-Akt/
Akt比值无明显变化。

3 讨论

本研究结果表明，OGD损伤后HBMEC细胞存

活率显著降低，HBMEC增殖和迁移能力明显下降，

导致管腔形成被显著抑制。SAA在0.3～3 μmol·L-1

浓度范围内，可以提高OGD损伤后细胞存活率，改

善HBMEC增殖和迁移能力，进而促进管腔形成，诱

导血管新生，HIF-1α/VEGFA/VEGFR2表达升高，

PI3K，Akt和mTOR磷酸化水平增加。

脑缺血后的血管新生是一个严格调控的多步

骤过程，涉及HBMEC的增殖、迁移、聚集和重排。

在体外细胞实验的血管生成过程中，管腔结构以时

间依赖性形成、拉长，然后崩解［22］。为了观察管腔

形成过程，本研究连续监测10 h，观察HBMEC形成

管腔结构的动态变化。发现HBMEC在接种后 6 h
内逐渐形成管腔结构，达到最大节点数、网眼数、分

支数和管腔长度，随后管腔逐渐拉长并最终崩解，

表明 6 h为评价HBMEC血管生成能力的最佳时间

节点。OGD后形成管腔的节点数、网眼数、分支数

和管腔长度在各时间点均显著降低并且更早地发

生崩解，血管生成能力下降，SAA能够增加形成管

腔的节点数、网眼数、分支数和管腔长度，并延缓管

腔崩解，促进血管生成。

内皮细胞增殖和迁移是血管生成的标志之一，

血管生成调节剂对其作用已经得到验证［23］。本研

究结果表明，OGD损伤后，HBMEC增殖和迁移能

力严重受损，管腔结构形成受阻，血管生成能力下

降。SAA能够改善HBMEC增殖和迁移能力，进而

显著促进管腔形成，延缓管腔崩解，恢复血管生成

能力。上述结果表明，SAA明显改善缺氧损伤后内

皮细胞的血管生成能力。

HIF-1α是缺氧诱导血管生成的关键因子，可作

为转录因子与VEGFA启动子结合［24］，诱导VEGFA
表达［25］。VEGFA属于VEGF家族，作为血管内皮细胞

特异性有丝分裂原，是诱导血管生成的关键信号［26］。

VEGFA通过与血管内皮细胞表面的VEGFR2结合

来介导下游信号通路PI3K/Akt/mTOR的磷酸化激

活，促进内皮细胞增殖、黏附、迁移、存活和侧支血管

的形成，促进血管生成［27］。抑制HIF-1α的降解，可通

过激活VEGFA介导的内源性血管生成促进缺血性

脑卒中小鼠的功能恢复［28］。SAA能够促进HIF-1α/
VEGFA/VEGFR2的表达，进一步增强下游信号通路

PI3K/Akt/mTOR的磷酸化激活，维持HBMEC的存

活，促进细胞的增殖和血管生成。

依达拉奉是临床上常用的脑保护剂之一，可促

进脑缺血后血管新生，但其作用机制尚不明确［29］。本

研究结果表明，依达拉奉10 μmol·L-1可恢复OGD后

HBMEC的增殖、迁移和管腔形成能力，作用与SAA
3 μmol·L-1相当，提示在一定剂量范围内，SAA的效

价更高，SAA对内皮细胞保护和促进血管生成的作

用可能更强。依达拉奉对VEGFA和VEGFR2蛋白

表达也有一定促进作用，但对HIF-1α蛋白表达及

PI3K/Akt/mTOR信号通路蛋白磷酸化程度无明显

作用，说明依达拉奉可能通过其他机制促进VEGFA
的表达，并引起 VEGFR2下游其他信号通路的改

变。依达拉奉和SAA之间的差异可能与依达拉奉

对自由基的显著清除作用有关［30-31］。

综上所述，SAA可改善缺氧诱导的HBMEC损

伤，改善HBMEC增殖和迁移能力，进而促进管腔形

成，发挥内皮细胞保护和促进血管生成的作用，其

机制可能涉及HIF-1α/VEGFA/VEGFR2及其下游

信号通路PI3K/Akt/mTOR的激活。
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Protective effect of salvianolic acid A on angiogenesis of human
brain microvascular endothelial cells injured by oxygen

glucose deprivation and mechanisms

ZHANG Sen1, LIU Cheng-di1, KONG De-wen1, JIANG Nan1,2, KONG Ling-lei1, DU Guan-hua1

(1. Beijing Key Laboratory of Drug Target and Screening Research, Institute of Materia Medica,
Chinese Academy of Medical Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 100050,

China; 2. School of Pharmacy, Henan University, Kaifeng 475004, China)

Abstract: OBJECTIVE To investigate the effects of salvianolic acid A (SAA) on angiogenesis in
vitro and the underlying mechanisms. METHODS A hypoxic-injury model for oxygen-glucose depriva⁃
tion (OGD) - induced human brain microvascular endothelial cells (HBMECs) was used to investigate
the effects of SAA on angiogenesis. CCK-8 assay was used to detect the cell viability at 0, 2, 4, 6, 8
and 10 h after OGD to determine the OGD time. HBMECs were randomly divided into six groups: cell
control, OGD, OGD+SAA 0.3, 1.0, 3.0 μmol·L-1, and OGD+edaravone 10 μmol·L-1 groups. After 6 h of
OGD, cell viability was determined by CCK-8 assay. Matrigel tube formation assay was conducted to
observe the formation of lumina 2-10 h after OGD. The numbers of nodes, meshes, branches and the
lumen length were detected at 6 h. EdU incorporation assay was used to evaluate the cell proliferation
ratio while cell scratch assay was used to detect the migration distance 6 h after OGD. HBMECs were
divided into cell control, OGD, OGD+SAA 3.0 μmol·L-1 and OGD+edaravone 10 μmol·L-1 groups. The
expressions of hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α), vascular endothelial growth factor-A (VEGFA) and
VEGF receptor-2 (VEGFR2), and protein phosphorylation levels of phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K), protein kinase B (Akt) and mammalian target of Rapamycin (mTOR) protein were determined
by Western blotting 6 h after OGD. RESULTS The cell viability was (56±6)% 6 h after OGD, which
was determined as the time of subsequent experiments. Compared with the cell control group, OGD
resulted in a significant decrease in cell viability (P<0.01). SAA (3.0 μmol·L-1) and edaravone (10 μmol·L-1)
reversed OGD-induced cell injury and increased cell viability. In addition, SAA (3.0 μmol·L-1) could signifi⁃
cantly increase the numbers of nodes, meshes, branches, the lumen length in tube formation (P<0.05,
P<0.01), the ratio of EdU-positive cells (P<0.01) and the migration distance (P<0.05), which were all
reduced in the OGD group (P<0.05, P<0.01). Furthermore, SAA (3.0 μmol·L-1) up-regulated the expres⁃
sion levels of HIF-1-α, VEGFA, VEGFR2, and the phosphorylation levels of PI3K, Akt and mTOR (P<
0.05, P<0.01). CONCLUSION SAA can protect HBMECs against OGD injury and promote angiogenesis
by activating HIF-1α/VEGFA/VEGFR2 and its downstream signaling pathway PI3K/Akt/mTOR.
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