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葛根素对人脐静脉内皮细胞的促血管生成作用及机制的研究
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　　摘　要：目的　研究葛根素对人脐静脉内皮细胞增殖、迁移、侵入和血管形成的影响，并探讨其机制。方法　四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）法测定葛根素对人脐静脉内皮细胞增殖的影响，细胞侵入试验检测葛根素对细胞侵入能力的影响，细胞迁移试验检测葛

根素对细胞迁移能力的影响，管道形成试验检测葛根素对细胞血管形成能力的影响，蛋白质印迹法检测磷酸化Ａｋｔ（ｐＡｋｔ）、磷酸

化一氧化氮合酶（ｐｅＮＯＳ）蛋白水平的表达变化。结果　葛根素明显促进了人脐静脉内皮细胞的增殖、迁移、侵入和血管形成能

力（犘＜０．０５），并显著上调ｐＡｋｔ和ｐｅＮＯＳ蛋白的表达（犘＜０．０５）。结论　葛根素能够促进人脐静脉内皮细胞的增殖、迁移、侵

入和血管形成，上调ｐＡｋｔ和ｐｅＮＯＳ蛋白的表达可能是其机制之一。
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　　脑卒中的高发病率、病死率和致残率，给个人、家庭和社会

造成沉重的经济负担和精神压力。促血管新生及改善脑部微

循环是治疗脑卒中的关键。葛根素（ｐｕｅｒａｒｉｎ）是从豆科植物野

葛或干葛藤根中提取并分离出的单体，在心血管系统中发挥调

节微循环、抗高血压、抗血小板聚集等作用［１］。有研究发现葛

根素在改善脑卒中引起的神经功能缺损方面也具有出色的表

现［２３］，这些作用可能基于葛根素可以保护细胞免受氧化应激、

ＤＮＡ损伤和细胞凋亡的影响
［４７］。但是葛根素对人脐静脉内

皮细胞的促血管形成作用及机制的研究不多。因此，本研究用

葛根素作用于人脐静脉内皮细胞，探讨葛根素对人脐静脉内皮

细胞的增殖、迁移、侵入和促血管形成作用，并探讨其作用机

制，从而为后续研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　人脐静脉内皮细胞株（ＨＵＶＥ１２细胞）购于美国

模式培养物集存库（ＡＴＣＣ）。ＤＭＥＭ 培养基、小牛血清、胰蛋

白酶、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒ购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。葛根素、

Ｍａｔｒｉｇｅｌ购于美国Ｓｉｇｍａ公司。Ａｋｔ、磷酸化Ａｋｔ（ｐＡＫＴ）、一

氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）、磷酸化一氧化氮合酶（ｐｅＮＯＳ）兔抗人多

克隆抗体均购于美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养和分组　ＨＵＶＥ１２细胞加入ＤＭＥＭ 培养

基后，于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中进行培养。细胞分为阳性对

照组、葛根素组及对照组。阳性对照组在培养基中加入２０ｎｇ／

ｍＬ的血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和０．１％的二甲基亚砜（ＤＭ

ＳＯ）；葛根素组设为３个剂量组，分别在培养基中加入１０、５０、

１００μｍｏＬ／Ｌ的葛根素；对照组只在培养基中加入０．５％的小

牛血清和０．１％的ＤＭＳＯ。

１．２．２　细胞增殖能力检测　取 ＨＵＶＥ１２细胞，按每孔１×

１０５ 个细胞接种于９６孔板。正常培养２４ｈ后弃去培养液，换

只含有０．５％小牛血清的培养液预处理２４ｈ以达到细胞同步

化。按照１．２．１方法加入不同培养基，继续培养４８ｈ后加入

四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ），继续培养４ｈ后弃去孔中的上清液，

每孔加入２００μＬＤＭＳＯ，混匀１０ｍｉｎ，在全自动酶标仪上（５７０

ｎｍ处）测定各孔吸光度值。细胞增殖率（％）＝阳性对照组或

葛根素组的吸光度值／对照组的吸光度值×１００％。

１．２．３　细胞迁移能力检测　取 ＨＵＶＥ１２细胞，按每孔１×

１０５ 个细胞接种于２４孔板。正常培养２４ｈ后弃去培养液，换

只含有０．５％小牛血清的培养液预处理２４ｈ以达到细胞同步

化。然后用１００μＬ移液器滴头在每个孔中沿培养板底部呈

“一”字形划痕，在５０倍倒置荧光显微镜和电荷耦合元件

（ＣＣＤ）相机下，每孔任意选取３个视野拍照以记录划痕区的相

对距离。按照１．２．１方法加入不同培养基，每组设３个复孔，

继续培养１６ｈ后，参照先前拍照方式记录各组划痕区的相对

距离。以上检测均重复３次以上。
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１．２．４　细胞侵入能力检测　采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒ进行。

利用微孔滤膜（孔径８μｍ）把小室分隔为上、下２层。检测前

滤膜的上、下层预先覆盖体积比分别为１∶３０和１∶１００［用磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）稀释］的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ。取 ＨＵＶＥ１２细胞，按每

孔５×１０４ 个细胞注入ｃｈａｍｂｅｒ上层。ｃｈａｍｂｅｒ下层按每孔５００

μＬ注入不同培养基（参照１．２．１方法），每组设３个复孔，继续

培养７ｈ后，取出ｃｈａｍｂｅｒ，经ＰＢＳ冲洗后，用３．７％多聚甲醛固

定，擦净滤膜内表面细胞，采用２０μｇ／ｍＬ的 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２染

色，撕下微孔滤膜于载玻片上，在１００倍荧光显微镜下随机选取

３个视野拍照，经显微图像获取分析软件计算侵入下层的细胞

数目。上述检测均重复３次以上。

１．２．５　血管形成能力检测　从－２０℃冰箱中取出 Ｍａｔｒｉｇｅｌ

放在４℃冰箱中过夜，使之成为液态。在２４孔板中，每孔注入

３００μＬ体积比为１∶１（用小牛血清稀释）的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ，小心摇

动使之均匀分布于孔的各个部位，并避免产生气泡，所有操作

在冰上进行。然后将２４孔板放入３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中３０

ｍｉｎ。经过清洗、消化后的用含有０．５％ 小牛血清的培养基进

行收集，按每孔１×１０５ 个细胞接种于覆盖 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的２４孔板

中。每组按１．２．１方法加入不同培养基，继续培养６ｈ后，在

５０倍荧光显微镜下，每孔随机选取３个视野进行拍照，通过图

像处理软件计算管道交叉点的数目。上述检测均重复３次

以上。

１．２．６　ｐＡＫＴ、ｐｅＮＯＳ蛋白表达的影响　各组 ＨＵＶＥ１２细

胞用冷ＰＢＳ冲洗３次，加入预冷细胞裂解液裂解，低速离心３０

ｍｉｎ，上清液为细胞质分解的蛋白质。取４０μｇ的上述蛋白质

与等量十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）加样缓冲液混匀，置１００℃加热

变性５ｍｉｎ，采用ＳＤＳ聚丙烯酰胺（ＰＡＧＥ）凝胶电泳，再电转移

至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上。ＰＶＤＦ膜用含５％脱脂奶粉的

ＰＢＳ封闭１ｈ，洗膜后加一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗膜５ｍｉｎ（３

次），１∶２０００二抗温育２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜１０ｍｉｎ（３次），增强化

学发光法自显影１ｍｉｎ，洗片显带，βａｃｔｉｎ多克隆抗体作内参。

所有杂交信号用美国ＢｉｏＲａｄ公司生产的图像分析系统进行

光密度扫描，数值以各干预组与βａｃｔｉｎ的比值表示。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　葛根素对 ＨＵＶＥ１２细胞增殖能力的影响　５０μｍｏＬ／Ｌ

葛根素可以明显促进 ＨＵＶＥ１２细胞增殖，与对照组比较差异

有统计学意义（犘＜０．０１）。见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

２．２　葛根素对 ＨＵＶＥ１２细胞迁移能力的影响　与对照组比

较，１０、５０、１００μｍｏＬ／Ｌ葛根素，分别使 ＨＵＶＥ１２细胞迁移率

增加了１３％、３５％、４６％（犘＜０．０１），见图２（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。

２．３　葛根素对 ＨＵＶＥ１２细胞侵入能力的影响　与对照组比

较，１０、５０、１００μｍｏＬ／Ｌ葛根素，分别使 ＨＵＶＥ１２细胞侵入率

增加了６％、４６％、６２％（犘＜０．０５），见图３（见《国际检验医学杂

志》网站主页“论文附件”）。

２．４　葛根素对 ＨＵＶＥ１２细胞血管形成的影响　在１０、５０、

１００μｍｏＬ／Ｌ葛根素的作用下，ＨＵＶＥ１２细胞形成管型长度

分别为８．６、１２．３和１７．９ｍｍ，与对照组（３．２ｍｍ）比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１），见图４（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”）。

２．５　葛根素对 ＨＵＶＥ１２细胞ｐＡＫＴ、ｐｅＮＯＳ蛋白表达的

影响　与对照组比较，１０、５０、１００μｍｏＬ／Ｌ葛根素均使ｐＡＫＴ

的ｐｅＮＯＳ的表达量增加（犘＜０．０５）。见图５（见《国际检验医

学杂志》网站主页“论文附件”）。

３　讨　　论

缺血性脑血管病治疗的关键是恢复血供，改善缺血脑组织

的代谢。虽然在缺血条件可出现自身代偿性血管再生，从而提

高缺血组织区氧气和营养物质的供应，促进突触发生、神经通

路形成及神经功能修复作用［８］，但仅靠自身调节的代偿性血管

再生数量有限，不足以形成有效的侧支循环［９］。研究证明通过

促进内源性血管生长因子的局部表达或给予外源性血管生长

因子刺激机体的血管再生，可以有效减轻缺血所致的脑损

伤［１０１１］。治疗性血管生成是指通过药物、基因或干细胞移植

等方法促进缺血组织在原有微血管基础上形成新的毛细血管，

并与原有的血管网相交汇以改善血供的一种方法［１２］。因此，

治疗性血管生成具有广阔的应用前景。

由于脑卒中是一种慢性疾病，需要长期治疗，从而对药物

的应用有一定限制。葛根素是从中药豆科植物野葛或干葛藤

根中提取的一种黄酮苷。葛根素注射液在中国已广泛应用于

脑卒中的治疗［１３］，然而葛根素预防脑卒中的机制却很少有报

道。研究表明葛根素具有神经保护作用［１４１５］。本研究结果显

示葛根素能明显促进 ＨＵＶＥ１２细胞增殖，明显增加 ＨＵＶＥ

１２细胞的迁移、侵入和血管形成能力。

了解药物诱导的信号通路对发展药物的安全性和有效性

至关重要。Ａｋｔ是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，约由４８０个氨基

酸残基组成，是磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）的主要下游效应分

子之一，通过直接磷酸化多种转录因子，参与调节血管生

成［１６］。Ａｋｔ被激活后就会使ｅＮＯＳ磷酸化，ｐｅＮＯＳ增加一氧

化氮（ＮＯ）的释放，从而促进血管生成。为了明确观察葛根素

诱导血管生成的信号转导机制，笔者检测了ＡｋｔｅＮＯＳ信号通

路在葛根素诱导的血管生成中的作用，发现葛根素上调了ｐ

ＡＫＴ、ｐｅＮＯＳ的表达，提示葛根素可能通过激活 ＡｋｔｅＮＯＳ

信号转导通路促进人脐静脉内皮细胞的血管生成。

综上所述，笔者认为葛根素促进了人脐静脉内皮细胞的增

殖、迁移、侵入和血管形成，上调ｐＡＫＴ和ｐｅＮＯＳ蛋白的表

达可能是其机制之一。葛根素通过直接或间接影响 Ａｋｔ

ｅＮＯＳ信号转导通路去调控人脐静脉内皮细胞的血管生成。
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表１　　不同诱导方法产出纯化蛋白的结果对比

诱导方法
上清液中的纯化

蛋白（ｍｇ）

包涵体中的纯化

蛋白（ｍｇ）

总量

（ｍｇ）

ＩＰＴＧ诱导 ０ ２４ ２４

自诱导 ３０ ４０ ７０

３　讨　　论

ＳＬＯ是Ａ群链球菌的代谢产物之一，由５３８个氨基酸构

成，相对分子质量为６０×１０３，ＳＬＯ能够使细胞膜产生大的孔

道，使大量有毒物质进入细胞质，从而对细胞产生毒性作用［５］。

ＳＬＯ具有很强的抗原性，机体因感染 Ａ群链球菌可导致的咽

炎、扁桃体炎、猩红热、风湿热等疾病，机体可立即产生抗ＳＬＯ

抗体。临床通过测定抗 ＳＬＯ 抗体用于诊断 Ａ 群链球菌

感染［６］。

ＳＬＯ是制备抗ＳＬＯ抗体的主要试剂原料
［７８］。获得ＳＬＯ

的方法有天然培养和重组表达获得。天然培养是通过大规模

培养Ａ群链球菌获得其代谢产物，再分离获得ＳＬＯ，该方法最

大的优点是得到的ＳＬＯ为天然结构，但操作复杂、产量低，受

环境因素影响，目前基本被重组表达法取代。大肠杆菌表达系

统是目前使用最为广泛、最简单和经济的方法，其优势在于：表

达基因明确；在普通培养基中生长迅速；表达时可以带上相应

纯化标签，实现快速分离纯化［９］。其缺陷在于：缺乏真核细胞

的翻译后修饰系统；易造成表达过快、折叠混乱而导致的包涵

体表达，失去原有的功能。

由于不同的诱导条件在一定程度上决定了目的蛋白的产

量和质量，因而找到该目的蛋白优化的诱导表达条件就非常重

要。自诱导是针对大肠杆菌Ｔ７表达系统建立的一种优化诱

导条件，该系统中大肠杆菌以葡萄糖为碳源支持生长至饱和，

待葡萄糖消耗完全，培养基中的乳糖则开始起作用。在ｌａｃＹ

与ｌａｃＺ的基因产物———乳糖透过酶（ｌａｃｔｏｓｅｐｅｒｍｅａｓｅ）和β半

乳糖苷酶（βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ）的协助下，乳糖穿过细胞膜并部分

转化为异乳糖开启大肠杆菌 Ｔ７表达系统。笔者开始选用

ＩＰＴＧ诱导系统，表达量极低；而后采用自诱导的方式，不仅表

达量明显提高，并实现了部分可溶性表达。

总之，成功构建了ＳＬＯ的原核表达质粒，优化筛选出能高

效可溶性表达的诱导条件，纯化获得了ＳＬＯ重组融合蛋白，为

ＳＬＯ临床定量检测技术及应用研究奠定基础。
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