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穗花杉双黄酮抑制人脐静脉内皮细胞
血管形成的实验研究

张金丽 ，曹文娟 ，熊喜峰 ，戴丽冰 ，刘志河
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摘　要：为探讨穗花杉双黄酮 （Ａｍｅｎｔｏｆｌａｍｅ，ＡＦ）对人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４血管形成及机制的影响，从而
为穗花杉双黄酮治疗肿瘤及其他血管增生性疾病提供理论基础，采用 ＭＴＳ检测ＡＦ对ＥＣＶ３０４血管内皮细胞增殖
的作用，细胞划痕实验观察ＡＦ对ＥＣＶ３０４细胞迁移的影响，体外血管形成实验观察ＡＦ对ＥＣＶ３０４血管形成的影
响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＦ对ＥＣＶ３０４细胞血管形成相关信号通路及蛋白如磷酸化 ＡＫＴ（ｐＡＫＴ）、金属基质蛋白
酶９（Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－９，ＭＭＰ－９）、促血管生成素２（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ２，Ａｎｇ２）表达影响。结果表明ＡＦ
能够抑制ＥＣＶ３０４细胞的增殖作用，并呈梯度依赖性；ＡＦ具有抑制 ＥＣＶ３０４细胞迁移的作用，并且能够抑制
ＥＣＶ３０４体外血管样结构的形成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示１００μｍｏｌ／Ｌ的ＡＦ能够降低ＥＣＶ３０４细胞ｐ－ＡＫＴ、ＭＭＰ
－９、Ａｎｇ－２的蛋白表达。
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　　血管生成 （Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）是指源于已存在的
毛细血管和毛细血管后微静脉的新的毛细血管性血

管的生长。肿瘤血管生成是一个极其复杂的过程，

一般包括包括血管内皮基质降解、内皮细胞移行、

 收稿日期：２０１６－０４－０８
基金项目：广州市卫生局基金资助项目 （２０１３１Ａ０１１０３８）；国家自然科学基金资助项目 （８１２７２２２２）
作者简介：张金丽 （１９７９年生），女；研究方向：肿瘤分子生物学；通讯作者：刘志河；Ｅｍａｉｌ：ｚｌｉｕ０７３１＠１６３ｃｏｍ



　第 ６期 张金丽等：穗花杉双黄酮抑制人脐静脉内皮细胞血管形成的实验研究

内皮细胞增殖、内皮细胞管道化分支形成血管环和

形成新的基底膜等步骤［１］。在这个复杂而有序的

过程中，多种生物分子发挥关键作用。例如：血管

生成素 （ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ，Ａｎｇ），包括Ａｎｇ－１和Ａｎｇ
－２，血管内皮生长因子 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、血管内皮生长因子受体
（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＶＥＧ
ＦＲ），此外还有基质金属蛋白酶 （ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）和缺氧诱导因子 （ｈｙｐｏｘｉａｉｎ
ｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ，ＨＩＦ）等。血管生成在肿瘤的发展转
移过程中起到重要作用，抑制这一过程将能明显阻

止肿瘤组织的发展和扩散转移。中药文化是我们国

家的珍贵资源宝库，特别是经过提纯加工的中药单

体，已经发现了它们在许多疾病治疗中的药理机

制［２－４］。在治疗肿瘤血管形成方面，目前研究较多

的有人参皂苷、姜黄素等。潘子民等［３］建立小鼠

卵巢癌模型，通过免疫组织化学检测 ＣＤ３４和
ＶＥＧＦ的表达，发现人参皂苷Ｒｇ３可抑制卵巢癌组
织微血管密度的表达，并降低 ＶＥＧＦ的表达水平。
王力强等［５］采用藻酸盐实验检测脂质体姜黄素的

抗血管生成作用，证实姜黄素能抑制血管生成。穗

花杉双黄酮是来源于卷柏科植物卷柏的一种双黄酮

类物质，在传统医学中卷柏曾用来治疗多种疾病，

现代医学研究证明穗花杉双黄酮还具有抗炎、抗氧

化、抗肿瘤等多种作用［６］。但关于穗花杉双黄酮

对血管内皮细胞及血管生成方面的研究还不是很

多，因此，本文将穗花杉双黄酮作用于人脐静脉内

皮细胞，以观察其对血管生成的影响及机制，从而

为穗花杉双黄酮防治肿瘤或其他血管增生疾病提供

理论基础。

１　材料与方法
１１　实验材料与仪器

人脐静脉内皮细胞ＥＣＶ３０４细胞株由本实验室
保存。高糖ＤＭＥＭ、胎牛血清、胰酶及青链霉素均
购于Ｇｉｂｃｏ公司，穗花杉双黄酮购自于上海融禾医
药科技发展有限公司，二甲基亚砜 （ＤＭＳＯ）及丝
裂霉素Ｃ购自 Ｓｉｇｍａ公司，ＭＴＳ购于美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司，兔单克隆抗体 Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－２、兔多克隆抗
体ＭＭＰ－９购自于 Ａｂｃａｍ公司，兔单克隆抗体 ｐ
ＡＫＴ购自于ＣＳＴ公司，兔ＧＡＰＤＨ多克隆抗体购自
上海依科赛生物制品有限公司，Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自美国
Ｃｏｒｉｎｇ，Ｂｉｏ－Ｒａｄ化学发光凝胶成像系统，ＯＬＹＭ
ＰＵＳ倒置相差显微镜，ＺＥＩＳＳ荧光显微镜，Ｔｈｅｒｍｏ
二氧化碳培养箱。

１２　方法
１２１　细胞培养　在 ３７℃，φ＝５％ＣＯ２培养箱

中，用含φ＝ｌ０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ完全培养
基 （含２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺、１００Ｕ／ｍＬ青霉素和
１００μｇ／ｍＬ链霉素）培养ＥＣＶ３０４，每３天更换培
养基，至细胞融合 ７０％ ～８０％对细胞进行消化、
传代。

１２２　ＭＴＳ检测穗花杉双黄酮对 ＥＣＶ３０４细胞活
力的影响　取 ＥＣＶ３０４细胞以３×１０３／孔接种于
９６孔板中，贴壁过夜后分别加入含０、２５、５０、７５
、１００、１５０μｍｏｌ／Ｌ穗花杉双黄酮的高糖ＤＭＥＭ完
全培养基，每个浓度组设６个复孔，作用４８ｈ后
ＭＴＳ法检测比较不同浓度穗花杉双黄酮对细胞生
长的影响。

１２３　细胞划痕检测穗花杉双黄酮对 ＥＣＶ３０４细
胞迁移的影响　将细胞接种于六孔板中，待细胞完
全融合，加入１０μｇ／ｍＬ丝裂霉素 Ｃ处理４ｈ使细
胞灭活，采用２００μＬ枪头分别在六孔板孔中划一
“十”字划痕，然后 ＰＢＳ洗 ３次，一孔加入 φ＝
４％多聚甲醛固定作为０ｈ对照，其余分别加入不
含或含有５０、１００μｍｏｌ／Ｌ穗花杉双黄酮 ＤＭＥＭ完
全培养基，继续培养１６ｈ后，将细胞用 φ＝４％多
聚甲醛固定，并于显微镜下测量计算细胞迁移距

离，细胞迁移距离 ＝０ｈ划痕宽度 －１６ｈ划痕宽
度。

１２４　血管形成实验　将融化的 ｍａｔｒｉｇｅｌ铺于冰
上预冷的２４孔板中，每孔加入１００μＬ，然后放入
３７℃培养箱３０ｍｉｎ，待ｍａｔｒｉｇｅｌ完全凝固后，加入
不含或含５０、１００μｍｏｌ／Ｌ穗花杉双黄酮 ＤＭＥＭ完
全培养基的细胞悬液，每孔细胞数约１×１０４个，
培养１６ｈ后，采用φ＝４％多聚甲醛固定，并置显
微镜下拍照观察血管状结构形成情况。

１２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测穗花杉双黄酮对 ＥＣＶ３０４
细胞血管形成相关蛋白表达的影响　细胞接种于培
养皿中，加入不含或含５０、１００μｍｏｌ／Ｌ穗花杉双
黄酮的ＤＭＥＭ完全培养基作用 ４８ｈ后，弃上清，
ＰＢＳ洗３次，加入ＲＩＰＡ细胞蛋白裂解液冰上裂解
３０ｍｉｎ，离心后收集上清测定蛋白浓度，ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳分离蛋白，半干转膜仪转膜，ｗ＝３％
ＢＳＡ封闭２ｈ，分别加入一抗 ｐ－ＡＫＴ（１∶１０００）、
Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－２（１∶１０００）、ＭＭＰ－９（１∶１０００），
４℃冰箱摇床孵育过夜，次日 ＴＢＳＴ洗３次，分别
加入相应二抗，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗３次后加入
ＥＣＬ发光液，放入化学发光凝胶成像仪显影拍照。
１２６　统计学处理　实验结果采用 （ｘ±ｓ表示，

９４１
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采用ＳＰＳＳ１６０统计软件进行单因素方差分析，组
间两两比较采用 ｔ检验，以 Ｐ＜００５表示统计学
上有显著差异。

２　结　果
２１　穗花杉双黄酮对ＥＣＶ３０４细胞活力的影响

从图１我们可以看出，当穗花杉双黄酮浓度为
５０μｍｏｌ／Ｌ时，与对照组 （０μｍｏｌ／Ｌ）相比，有统
计学差异 （Ｐ＜００５），随着浓度的升高，其抑制
细胞活力的作用增强，当浓度超过１００μｍｏｌ／Ｌ时，
提高穗花杉双黄酮的浓度，对 ＥＣＶ３０４细胞活力的
抑制作用也不再增加。

图１　不同浓度穗花杉双黄酮对ＥＣＶ３０４细胞增殖的影响
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｍｅｎｔｏｆｌａｍｅ

（ＡＦ）ｏｎＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

２２　细胞划痕显示穗花杉双黄酮抑制ＥＣＶ３０４
细胞迁移

如图２所示，经显微镜下测量，０ｈ细胞划痕
宽度约 （１１２００±６１７）μｍ（图２Ａａ），经过１６ｈ
的细胞迁移，对照组划痕宽度缩短到 （２９００±
３２８）μｍ（图２Ａｂ），而５０μｍｏｌ／Ｌ和１００μｍｏｌ／Ｌ
穗花杉双黄酮组划痕宽度分别为 （８０４４±２００）
μｍ（图２Ａｃ）和 （１１０７７±４００）μｍ（图２Ａｄ），
由此可推算出对照组及 ５０μｍｏｌ／Ｌ和 １００μｍｏｌ／Ｌ
穗花杉双黄酮组迁移距离分别为 （８３００＋３２８）、
（３１５６＋２００）、（１６７＋３３８）μｍ，经统计学分
析，各组间有统计学差异 （Ｐ＜００５）。
２３　穗花杉双黄酮抑制ＥＣＶ３０４细胞体外血管形成

在Ｍａｔｉｒｇｅｌ体外管样结构形成模型中，对照组
可以观察到完整的血管样结构，５０μｍｏｌ／ＬＡＦ组
仅见个别细胞突触连接，而１００μｍｏｌ／ＬＡＦ基本上
无细胞连接。由此可表明穗花杉双黄酮对 ＥＣＶ３０４
成管样结构形成的抑制作用，且此抑制作用具有浓度

依赖性，即穗花杉双黄酮浓度越高，其对ＥＣＶ３０４成
管样结构形成的抑制作用就越强如 （图３所示）。

图２　ＡＦ对ＥＣＶ３０４细胞迁移的影响
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＦｏｎＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

Ａ：细胞不同组划痕宽度。ａ：用药前０ｈ细胞划痕；ｂ：
１６ｈ后对照组细胞细胞划痕；ｃ：１６ｈ后５０μｍｏｌ／ＬＡＦ细
胞划痕；ｄ：１６ｈ后１００μｍｏｌ／ＬＡＦ细胞划痕；Ｂ：细胞迁
移距离分析

图３　ＡＦ对ＥＣＶ３０４细胞体外血管样结构形成的影响
Ｆｉｇ３ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡＦｏｎＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ａ：对照组；Ｂ：５０μｍｏｌ／ＬＡＦ组；
Ｃ：１００μｍｏｌ／ＬＡＦ组
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２４　穗花杉双黄酮对 ＥＣＶ３０４细胞血管形成相关
蛋白表达的影响

通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗ我们对ＥＣＶ３０４细胞血管形
成相关蛋白的表达进行了检测，发现在１００μｍｏｌ／
Ｌ穗花杉双黄酮的作用下，一些对血管形成有利的
蛋白如促血管生成素２（Ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ－２）、ＭＭＰ－
９表达下降，而且能够抑制与细胞生长、分化、迁
移密切相关的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路中关键蛋白 ＡＫＴ的
磷酸化，但５０μｍｏｌ／Ｌ浓度组作用不明显 （如图４
所示）。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＦ对ＥＣＶ３０４细胞ｐ－ＡＫＴ，
Ａｎｇ－２，ＭＭＰ－９蛋白表达情况

Ｆｉｇ４　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＦｏｎ
ＥＣＶ３０４ｐ－ＡＫＴ，Ａｎｇ－２ａｎｄＭＭＰ－９ｐｒｏｔｅｉｎ

３　讨　论
肿瘤血管是肿瘤赖以生长和转移的基础，当既

存血管提供的营养和氧不能满足肿瘤的迅速生长和

侵袭时，肿瘤会产生血管生成相关因子，并改变局

部微环境，形成新生血管。在芽生过程中，血管内

皮细胞迁移、增殖、建立结点，最终形成稳定的基

底膜［７］。

穗花杉双黄酮是一种黄酮类中药单体，研究发

现具有诱导肿瘤细胞凋亡的作用［８－９］，在本文我们

发现ＡＦ还具有抑制人脐静脉血管内皮细胞增殖的
作用。内皮细胞增殖是血管形成的基础，除此之

外，内皮细胞的迁移也是血管形成的关键，细胞迁

移是一个多步骤的动态过程，在促进血管生成和抑

制血管生成的各种因子之间平衡精密调控下，血管

内皮细胞持续生长迁移，延伸新生血管的顶

端［７，１０］。我们通过划痕实验发现，在采用丝裂霉素

Ｃ处理后，在排除细胞增殖对细胞迁移距离的影响
下，ＡＦ还是能够明显表现出对 ＥＣＶ３０４细胞迁移
的抑制作用。最后，体外血管形成实验利用３Ｄ细

胞基质模型模拟体内血管生成，也验证 ＡＦ抑制血
管内皮细胞形成血管的作用。

关于血管形成的影响因素很多，本研究中选取

了几个与细胞生长、迁移关系比较密切的因素初步

探讨了 ＡＦ抑制血管内皮细胞血管形成的机制。
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号途径，不仅在细胞凋亡、增殖、迁
移、极化、代谢中具有重要作用，也在肌肉和心肌

纤维收缩、血管生成、干细胞自我更新中发挥重要

功能［１１－１２］，非正常激活状态的 Ａｋｔ与多种疾病具
有广泛的联系，尤其是肿瘤，Ａｋｔ的生物活性的全
面激活需要 Ｓ４７３和 Ｔ３０８两个位点的磷酸化［１３］，

本研究发现 ＡＦ能够抑制 Ｓ４７３位点的磷酸化，由
此我们推测ＡＦ抑制 ＥＣＶ３０４细胞的生长和迁移可
能与 ＡＦ抑制了 ＡＫＴＳ４７３的磷酸化有关。基质金
属蛋白酶 （Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰｓ）是一
种内源性蛋白水解酶，ＭＭＰ－９属于明胶酶，在降
解细胞外基质各种成分中，最为重要的是降解Ⅳ型
胶原，血管基膜的主要成分为Ⅳ型胶原，因此其在
诱导新生血管的生成和重塑，促进肿瘤浸润和转移

方面起很重要的作用［１４］。促血管生成素２（ａｎｇｉｏ
ｐｏｉｅｔｉｎ２，Ａｎｇ２）由血管内皮细胞产生，属于血管
生成素家族，该家族包括 Ａｎｇ－１，２，３，４四个
成员，Ａｎｇ－１有助于促进血管成熟，维持血管稳
定，而Ａｎｇ－２在生长的血管中表达，通过与Ｔｉｅ－
２受体相结合，竞争性的抑制 Ａｎｇ－１的作用，改
变血管的稳定性，并增加内皮细胞对ＶＥＧＦ等血管
增殖因素的敏感性，诱导内皮细胞分裂增殖、萌

芽、迁移，从而促进血管生成和肿瘤生长的作用，

与肿瘤血管生成的数目和密度、肿瘤大小、肿瘤侵

袭及转移密切相关［１５］。在本研究中，我们发现

１００μｍｏｌ／ＬＡＦ能够抑制血管内皮细胞细胞 ＭＭＰ－
９及Ａｎｇ－２的表达，因此我们推测这可能是ＡＦ抑
制ＥＣＶ３０４细胞迁移、增殖及血管形成的机制之
一，但本实验中５０μｍｏｌ／ＬＡＦ对 ＭＭＰ－９和 Ａｎｇ
－２的作用却不是很确定，我们分析一方面可能与
药物浓度有关，在不同的药物浓度下，药物的作用

效果不一定成线性关系，另一方面可能还有其他因

素参与而在本实验中没有检测。
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