
基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８１１７３２２１）；国家中医药重点专科建设项目（编号：ＺＪ０９０１ＺＬ０２０）；上海市中医肿瘤特色专科建设（编号：
２００８ＹＳＺＫ００８）；上海市卫生局科研项目（编号：２０１２４Ｙ０１８）；上海市教委创新项目（编号：１２ＹＺ０５７）上海中医药大学校级项目（编号：２００９０５０）
通信作者：吕祥（１９７９—），男，硕士研究生，住院医师，中西医结合防治肿瘤基础及临床工作，Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｉａｎｇｚｉ７９０８１２＠１２６ｃｏｍ

实验研究

淫羊藿素抑制人脐静脉内皮细胞血管

生成及其机制
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摘要　目的：探讨淫羊藿素对人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）血管生成的抑制作用及其机制。方法：体外培养人脐静脉内皮细胞，
分别观察淫羊藿素对其增殖、迁移及其小管形成的影响。采用酶联免疫吸附法检测血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）和色素上
皮衍生因子（ＰＥＤＦ）的含量。结果：经淫羊藿素作用４８ｈ后，未见对内皮细胞增殖有影响。淫羊藿素高浓度组（ＩＣＴ１１０－６ｍｏｌ／
Ｌ）、中浓度组（ＩＣＴ２１０－７ｍｏｌ／Ｌ）、低浓度组（ＩＣＴ３１０－８ｍｏｌ／Ｌ）和沙利度胺（ＴＬＤ）组 ＨＵＶＥＣ细胞迁移数目（４６７±１２６）、
（１０４８±３１５）、（２１０６±６８３）和（１９１５±６０３）个，明显低于空白对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组（４１３８±７７８）个（Ｐ＜００１）。ＩＣＴ１、ＩＣＴ２、
ＩＣＴ３及ＴＬＤ组小管形成的面积分别为（５８６７４５±９２５３６）、（１６２７３３±２８８５６）、（７３５７３±３２５６５）和（２９３３２４±７４１４３）
μｍ２／视野，均低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（７８８３６９±１０３４８５）μｍ２／视野（Ｐ＜００１）。经淫羊藿素处理后，ＨＵＶＥＣ细胞分泌 ＶＥＧＦ功能明
显下降，而分泌ＰＥＤＦ功能明显升高。结论：体外实验结果表明淫羊藿素具有抑制ＨＵＶＥＣ细胞血管生成的作用，这种效应与血
管内皮细胞ＶＥＧＦ的活性降低及其合成受到抑制，同时对ＰＥＤＦ活性升高及其合成受到促进作用有关。
关键词　淫羊藿素；人脐静脉内皮细胞；血管新生；血管生成抑制剂
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　　血管新生在人体正常发育以及许多疾病的发生与 发展中起着重要作用，尤其与肿瘤的形成及转移关系
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密切［１］，新生血管保证了肿瘤持续生长所需要营养物

质的有效供给，抑制肿瘤的血管新生，切断肿瘤生长和

转移所依赖的命脉已经成为当前治疗肿瘤的重要策略

之一［２］。现代药理研究表明，淫羊藿及其有效成分具

有多种药理作用，以往研究发现淫羊藿苷可以诱导体

外肿瘤细胞凋亡等作用［３－１０］。淫羊藿素是淫羊藿活

性成分之一，是淫羊藿苷在体内的一种代谢产物，在一

定的浓度范围内具有雌激素样作用［１１－１２］。前期在鸡

胚尿囊膜体内实验（ＣｈｉｃｋＣｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃＭｅｍｂｒａｎｅ，
ＣＡＭ）研究中发现淫羊藿素对新生毛细血管生成具有
明显抑制作用［１３］。淫羊藿素是一种十分具有应用前

景的抗肿瘤天然药物，但其作用机制尚不明确。本研

究通过体外模拟血管生成，观察淫羊藿素对内皮细胞

血管生成的抑制作用，并探讨其作用机制。

１　材料和方法
１１　材料　淫羊藿素（上海融禾医药科技发展有限公
司，批号：１００１０９）和 ＭＭＴ（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；沙利度
胺 （常 州 制 药 厂 有 限 公 司，批 号：国 药 准 字

Ｈ３２０２６１３０）；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（北京亚太精细化工
公司产品）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；基质
胶（美国 Ｂｅｃｔｏｎ－Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ公司）；人内皮细胞生长因
子（ＶＥＧＦ）和色素上皮衍生因子（ＰＥＤＦ）定量 ＥＬＩＳＡ
试剂盒（美国Ｒ＆Ｄｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＤＭＥＭ培养液（美国
Ｇｉｂｃｏ公司）；ＸＤＳ－１Ｂ型倒置相差显微镜（日本Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ公司）；Ｍｏｄｌｅ５００型酶联免疫检测仪（美国 Ｂｉｏ－
Ｒａｄ公司）；人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）（中国科学院
上海细胞研究所）。

１２　方法
１２１　细胞培养　用含有 １０％热灭活小牛血清的
ＤＭＥＭ培养基在３７℃，体积分数为５％ ＣＯ２饱和湿度
条件下常规培养，２～３ｄ传代１次，实验用对数生长期
细胞。

１２２　细胞增殖实验　取对数生长期的人脐静脉内
皮ＨＵＶＥＣ细胞进行细胞计数，调整细胞浓度为 ５×
１０４／ｍＬ，以每孔１００μＬ接种于９６孔培养板。细胞常
规培养２４ｈ后完全贴壁，分别设立空白对照组、实验
组、溶剂对照组和阳性对照组，每组设立６个复孔。分
别加入０、２×１０－５、２×１０－６、２×１０－７、２×１０－８ｍｏｌ／Ｌ
的ＩＣＴ，００２％ＤＭＳＯ及１００μｇ／ｍＬ的ＴＬＤ。２４ｈ、４８ｈ
后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ溶液，孵育４ｈ，翻板，每
孔加入１００μＬＤＭＳＯ。微型混合器上震荡 ２ｍｉｎ，１０
ｍｉｎ后于酶标仪检测 ＯＤ值，波长选择４９０ｎｍ。按下
列公式计算不同浓度淫羊藿素对 ＨＵＶＥＣ细胞的增殖
抑制率：抑制率（％）＝［（空白对照组 ＯＤ值─实验组

ＯＤ值）／空白对照组ＯＤ值］×１００％。
１２３　内皮细胞迁移实验　取对数生长期ＨＵＶＥＣ细
胞，用消化液消化后，加入无血清培养基，吹打制成单

细胞悬液，调整细胞密度为９×１０４个／ｍＬ。在２４个上
室中加入细胞悬液９０μｌ，分为六组，每组４个复孔，每
组依次加入药物为 ０、１０－５、１０－６、１０－７ ｍｏｌ／ＬＩＣＴ，
０１％ＤＭＳＯ及５００μｇ／ｍＬ的 ＴＬＤ各１０μＬ。在小室
下室中各加入含 １％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基 ６００
μＬ。于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中孵育１２ｈ。
取出小室，吸弃上下小室的培养基，用棉签擦去膜内表

面细胞，然后用ＰＢＳ液洗２遍。常温下用９５％乙醇固
定３０ｍｉｎ，取出小室风干，用结晶紫染色液染色 １０
ｍｉｎ，最后再用 ＰＢＳ液洗两遍。在１００倍光镜下，观察
微孔滤膜外表面的细胞，在４００倍镜下随机选择５个
视野拍照，计得每个视野的细胞数目，取平均值。细胞

数目的多少反映内皮细胞的迁移能力，并按下列公式

计算迁移抑制率。迁移抑制率 ＝［１－（实验组细胞的
迁移数／空白对照组细胞的迁移数）］×１００％。
１２４　小管形成实验　用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶以每孔１２０μＬ
包被２４孔培养板，铺平后置于３７℃培养箱中聚合４
ｈ。取对数生长期 ＨＵＶＥＣ细胞消化后，将不同浓度
ＩＣＴ、空白对照及ＴＬＤ与含５％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养
基，以及ＨＵＶＥＣ细胞（５×１０４／孔，每孔体积为１ｍＬ）
混匀后加入２４孔培养板。每组４个复孔。于３７℃、
５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱中孵育２４ｈ。在倒置显微镜
下于１００倍镜头观察小管形成情况，每孔随即取５个
视野拍照，用图像分析软件处理后，以形成的管状结构

面积表示ＩＣＴ的作用强弱。
１２５　ＥＬＩＳＡ检测细胞上清液中ＶＥＧＦ及ＰＥＤＦ的浓
度　采用双抗体夹心 ＡＢＣ－ＥＬＩＳＡ方法，检测人脐静
脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ分泌 ＶＥＧＦ及 ＰＥＤＦ的水平。取
对数生长期 ＨＵＶＥＣ细胞，常规胰酶及 ＥＤＴＡ消化，细
胞计数后调整细胞浓度１×１０５／ｍＬ，取１００μＬ接种于
９６孔培养板，待细胞完全贴壁后，弃原培养基，加入分
别含有终浓度为１０－６，１０－７，１０－８ｍｏｌ／Ｌ淫羊藿素及５０
μｇ／ｍＬ沙利度胺的ＤＭＥＭ培养基２５０μＬ，同时设立空
白对照组，作用２４ｈ后收集各孔上清液，在４℃条件
下，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上清作为待测样品。
测定时取２００μＬ上清液，严格按照ＥＬＩＳＡ试剂盒操作
说明进行。

２　结果
２１　淫羊藿素对 ＨＵＶＥＣ细胞增殖的影响　淫羊藿
素对ＨＵＶＥＣ的增殖无明显抑制作用，与药物浓度无
依赖关系。沙利度胺对 ＨＵＶＥＣ的增殖存在抑制作用
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（见表１，图１）。
２２　淫羊藿素对血管内皮细胞迁移的影响
２２１　划痕闭合实验　结果显示，在空白对照组划痕
处发生迁移的细胞数目明显多于淫羊藿素各组及沙利

度胺组，划痕损伤区重新被内皮细胞覆盖。在淫羊藿

素各组中，随着药物浓度的增大，迁移细胞数目逐渐减

少，划痕区被细胞重新覆盖的面积也不断缩小。沙利

度胺组亦有部分细胞发生迁移，但与空白对照组比较，

迁移细胞数目明显减少（见图２）。

表１　ＩＣＴ对ＨＵＶＥＣ细胞株增殖的影响及其抑制率

分组 ２４ｈ光密度 抑制率 ４８ｈ光密度 抑制率

空白组 １２５±００７ ０ １３８±００５ ０
二甲基亚砜０１％ １２１±００１ ３２％ １３５±０１０ ２２％
淫羊藿素１０－５ｍｏｌ／Ｌ １２８±００７ －２４％ １４５±００１ －５１％
淫羊藿素１０－６ｍｏｌ／Ｌ １２６±００６ －０８％ １４１±００５ －２２％
淫羊藿素１０－７ｍｏｌ／Ｌ １１８±００６ ５６％ １２８±００６ ７２％
淫羊藿素１０－８ｍｏｌ／Ｌ １０８±００２ １３６％ １２１±００６ １２３％
沙利度胺５０μｇ／ｍＬ １０３±００２ １７６％ １１８±０１３ １４５％

图１　ＩＣＴ对ＨＵＶＥＣ细胞株增殖的抑制率

图２　淫羊藿素对人脐静脉内皮细胞迁移的影响（×４００倍）

２２２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室趋化实验　结果显示，浓度为
１０－６～１０－８ｍｏｌ／Ｌ的淫羊藿素对 ＨＵＶＥＣ细胞的迁移
有明显的抑制作用，并呈浓度依赖关系。与空白对照

组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。浓度为 ５０
μｇ／ｍＬ的沙利度胺也可抑制内皮细胞迁移，迁移抑制
率达５３７２％，与淫羊藿素中高浓度组比较，组间差异具
有统计学意义（Ｐ＜００１），但与淫羊藿素低浓度组比较，
两组差异无统计学意义（Ｐ＞００５）（见表２，图３）。

表２　淫羊藿素对人脐静脉内皮细胞迁移的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

分组 浓度 迁移细胞数　　 迁移抑制率（％）

空白组 ０ ４１３８±７７８ ０
沙利度胺组 ５０μｇ／ｍＬ １９１５±６０３ ５３７２

淫羊藿素高浓度组 １０－６ｍｏｌ／Ｌ ４６７±１２６△△ ８８７１
淫羊藿素中浓度组 １０－７ｍｏｌ／Ｌ１０４８±３１５△△ ７４６７
淫羊藿素低浓度组 １０－８ｍｏｌ／Ｌ２１０６±６８３ ４９１１

　　注：Ｐ＜００１与空白组比较，△△Ｐ＜００１与沙利度胺组比较。

图３　淫羊藿素对人脐静脉内皮细胞迁移的影响（×１００倍）

表３　淫羊藿素对人脐静脉内皮细胞ＨＵＶＥＣ
　　小管形成的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

分组 浓度 小管面积（ｕｍ２／ｆｉｅｌｄ） 小管周长（ｕｍ／ｆｉｅｌｄ）

空白组 ０ ７８８３６９±１０３４８５ ８８６６１±１６８７３
沙利度胺组 ５０μｇ／ｍＬ ２９３３２４±７４１４３ ４６２７５±１６１５８

淫羊藿素高浓度组 １０－６ｍｏｌ／ｌ５８６７４５±９２５３６△△ ７３４５１±７１５７△△

淫羊藿素中浓度组 １０－７ｍｏｌ／ｌ１６２７３３±２８８５６△△ ２４９５８±６８２５△

淫羊藿素低浓度组 １０－８ｍｏｌ／ｌ ７３５７３±３２５６５△△ １３２３１±５２７３△△

与空白组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与沙利度胺组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜

００１。

图４　淫羊藿素对人脐静脉内皮细胞ＨＵＶＥＣ
　　小管形成的影响（×１００倍）

２３　淫羊藿素对血管内皮细胞小管形成的影响　光
镜下观察结果显示，与空白对照组比较，淫羊藿素各组

形成管状结构的数目明显减少，小管间距离增大，管状

结构不完整。图像经量化分析后发现，淫羊藿素各组

及沙利度胺组管状结构面积和周长明显小于空白对照
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组（Ｐ＜００１）。沙利度胺组管状面积及周长小于淫羊
藿素高浓度组（Ｐ＜００１），但高于淫羊藿素中低浓度
组（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）（见表３，图４）。
２３　淫羊藿素对人脐静脉内皮细胞　ＨＵＶＥＣ分泌
ＶＥＧＦ及ＰＥＤＦ的影响ＩＣＴ和ＴＬＤ作用于ＨＵＶＥＣ２４ｈ
后，ＩＣＴ和ＴＬＤ的抑制作用与空白对照组比较差异有
统计学意义（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。中高浓度淫羊藿
素的抑制作用明显强于沙利度胺（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１），而低浓度淫羊藿素与沙利度胺比较差异无统计
学意义（Ｐ＞００５）（见表４）。

表４　淫羊藿素对ＨＵＶＥＣ细胞分泌ＶＥＧＦ
　　及ＰＥＤＦ的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

分组 浓度 ＶＥＧＦ表达量（ｐｇ／ｍＬ） ＰＥＤＦ表达量（ｐｇ／ｍＬ）

空白组 ０ １０８２５３±１８９１ １９３１±２５１
沙利度胺组 ５０μｇ／ｍＬ ９６３７７±２４５８ ２３６９±３１８

淫羊藿素高浓度组 １０－６ｍｏｌ／Ｌ ９３８４３±４２２３ ２５９７±３６５

淫羊藿素中浓度组 １０－７ｍｏｌ／Ｌ ８９０４５±６８６△△ ２７７７±３６４

淫羊藿素低浓度组 １０－８ｍｏｌ／Ｌ ８６１７２±２１３４△△ ２８２８±４７５△

　　注：Ｐ＜００５与空白组比较，Ｐ＜００１　与空白组比较；△Ｐ＜００５与沙

利度胺组比较，△△Ｐ＜００１与沙利度胺组比较。

３　讨论
血管生成是一个由一系列细胞因子介导的级链反

应过程，其中血管内皮细胞的增殖、侵袭、迁移和分化

是血管生成过程中的关键环节［１４］。本研究分别观察

了ＩＣＴ对血管内皮细胞增殖、迁移和小管形成的直接
效应。我们发现，ＩＣＴ在１０－６～１０－８ｍｏｌ／Ｌ时对 ＨＵ
ＶＥＣ细胞的增殖没有抑制作用，表明 ＩＣＴ无细胞毒性
作用。研究发现，在浓度１０－６～１０－８ｍｏｌ／Ｌ时，ＩＣＴ对
纤维粘连蛋白诱导的血管内皮细胞的迁移具有抑制作

用。在相同浓度下，ＩＣＴ可降低血管内皮细胞在体外
分化成管状结构的能力，这表明血管内皮细胞在形成

血管的几个关键环节均不同程度受到 ＩＣＴ的抑制，提
示ＩＣＴ可能通过抑制血管内皮细胞的迁移和分化而发
挥其抗血管生成作用。

在血管生成过程中，ＶＥＧＦ是内皮细胞中一种选
择性、特异性有丝分裂原，它能够促进内皮细胞进行有

丝分裂，提高内皮细胞的生存能力，还能够增强内皮细

胞的趋化性和血管壁的通透性。其不仅能够在体内诱

发新血管发生，而且在体外还能够促进内皮细胞的增

殖，是迄今为止已知的最强的血管生成促进因子之一。

ＰＥＤＦ属于丝氨酸蛋白酶超家族，具有高度保守的序列
以及独特的分子结构，近年来因研究发现其具有营养

神经，抑制新生血管，抗肿瘤等多种功能而成为研究的

热点，其中抗新生血管的功能尤为重要［１５］。为了探讨

淫羊藿素对血管内皮细胞合成和分泌 ＶＥＧＦ和 ＰＥＤＦ
是否有影响，我们检测了血管内皮细胞上清夜中

ＶＥＧＦ和ＰＥＤＦ的含量。结果表明，淫羊藿素具有抑制
血管内皮细胞分泌 ＶＥＧＦ的作用，同时具有促进血管
内皮细胞分泌 ＰＥＤＦ的作用，而且其作用存在浓度依
赖关系。本研究结果说明，淫羊藿素对 ＨＵＶＥＣ细胞
体外构建新生血管具有明显的抑制作用，但它在体内

是否也具有抗血管生成效应需要进一步研究发现。

参考文献

［１］赵国旗，许奕，王蔷．鼻咽癌放射治疗前测定血管内皮生长因子的意

义［Ｊ］．中西医结合学报，２００５，３（４）：２７４－２７７．

［２］ＢｌａｇｏｓｋｌｏｎｎｙＭＶ．Ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｔｈｅｒａｐｙａｎｄｔｕｍｏｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌ，２００４，５（１）：１３－１７．

［３］叶丽卡，陈济民．淫羊藿的药理研究进展［Ｊ］．中国中药杂志，２００６，

２５（６）：２９３－２９５．

［４］李贵新，张玲．淫羊藿甙诱导白细胞细胞凋亡及其对癌基因表达的

影响［Ｊ］．中华血液学杂志，２００２，２（４）：３５２－３５３．

［５］李贵新，张玲．淫羊藿苷诱导肿瘤细胞凋亡及其机制的研究［Ｊ］．中

国肿瘤生物治疗杂志，１９９９，４（３）：２３５－２３６．

［６］毛海婷，张玲．淫羊藿甙对高转移肺癌细胞恶性表型的逆转作用及

其调控机制研究［Ｊ］．中国肿瘤生物治疗杂志，１９９９，６（１）：７－８．

［７］赵勇，张玲．淫羊藿甙的体外免疫调节作用研究［Ｊ］．中草药，１９９６，

２７（１１）：６６９－６７２．

［８］陈逸青，刘从云，孙静，等．淫羊藿总黄酮对丝裂霉素致小鼠骨髓细

胞突变的保护作用［Ｊ］．毒理学杂志，２００８，２２（５）：３６８－３７０．

［９］赵连梅，纪昕，潘晓明，等．淫羊藿苷（ＩＣＡ）对化疗后免疫抑制小鼠的

免疫促进作用［Ｊ］．中国免疫学杂志，２００９，２５（１２）：１０９２－１０９９．

［１０］王洪武，贾亮亮，徐媛青，等．淫羊藿总黄酮对环磷酰胺致免疫低下

小鼠的免疫调节作用［Ｊ］．天津医药，２０１０，３８（１２）：１０６８－１０７１．

［１１］王大伟，邓秀兰，牛建超，等．淫羊藿素和脱水淫羊藿素对人类乳腺

癌细胞Ｔ４７Ｄ增殖和细胞周期的影响［Ｊ］．北京中医药，２００９，２８

（８）：６３７－６４０．

［１２］叶海勇，刘健，楼宜嘉．淫羊藿苷衍生物的制备及其雌激素样作用

研究［Ｊ］．浙江大学学报：医学版，２００５，３４（２）：１３１－１３６．

［１３］吕祥，吴金峰，易婷娇，等．淫羊藿素抑制鸡胚绒毛尿囊膜血管生成

的实验研究［Ｊ］．中医药导报，２０１０，１６（６）：９６－９７．

［１４］ＳｏｆｆＧＡ．Ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎａｎｄａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．Ｃａｎｇｃｅｒ

ＭｅｔａｓｔＲｅｖ，２０００，１９（１－２）：９７－１０７．

［１５］ＴｏｍｂｒａｎＴｉｎｋＪ，ＪｏｈｎｓｏｎＬＶ．Ｎｅｕｒｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ

ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｍｅｄｉｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｂｙｈｕｍａｎＲＰＥｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｘｐＥｙｅ

Ｒｅｓ，１９８９，４８（４）：５４９－５５９．

（２０１３－１１－２１收稿　责任编辑：王明）

·４７· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ｊａｎｕａｒｙ．２０１４，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．１


	世界中医药2014年第1期 71
	世界中医药2014年第1期 72
	世界中医药2014年第1期 73
	世界中医药2014年第1期 74

