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［摘要］ 目的：观察健脾活骨方（JPHGP）对酒精致血管内皮细胞功能损伤的保护作用，并基于蛋白激酶 B/c-Jun 氨基末端

激酶/p38 MAPK（Akt/JNK/p38 MAPK）信号通路探索相关作用机制。方法：通过鸡胚尿囊膜实验、胸主动脉环实验和人脐静脉

内皮细胞（HUVEC）的迁移、侵袭、黏附和管腔形成实验，在有或无酒精诱导条件下，观察 JPHGP 不同质量浓度 8、16、32 μg·L-1

对血管新生的影响；采用蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 HUVEC 中 Akt、JNK、p38 MAPK 等磷酸化表达水平。结果：与正

常组比较，模型组动脉环周围微血管数目及长度均减少，HUVEC 的迁移、侵袭、和管腔形成能力降低（P<0.05，P<0.01）；JPHGP 

16、32 μg·L-1组作用后能明显升高鸡胚尿囊膜新生血管长度（P<0.05，P<0.01），与模型组比较，JPHGP 8、16、32 μg·L-1组能浓

度依赖地增加胸主动脉环周围微血管数量（P<0.05，P<0.01），JPHGP 32 μg·L-1组能升高胸主动脉环周围微血管长度（P<0.05）；
JPHGP 16、32 μg·L-1组均能增强 HUVEC 的迁移、侵袭、和管腔形成能力。Western blot 检测结果表明，与正常组比较，模型组

中的 p-JNK/JNK、p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-Akt/Akt蛋白表达水平均显著降低（P<0.01）；与模型组比较，JPHGP 8、16、32 μg·L-1

组的 p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-Akt/Akt蛋白表达水平均显著升高（P<0.01），JPHGP 16、32 μg·L-1组的 p-JNK/JNK 的蛋白表达

水平显著升高（P<0.01）。结 论 ：JPHGP 对酒精致血管内皮细胞功能损伤具有保护作用，其机制可能与激活 Akt/JNK/p38 

MAPK 信号通路有关，相关研究结果将为 JPHGP“健脾活血”功效阐明提供一定的科学依据。

［关键词］ 健脾活骨方； 人脐静脉内皮细胞； 蛋白激酶 B/c-Jun 氨基末端激酶/p38 MAPK（Akt/JNK/p38 MAPK）信号

通路； 血管生成
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the protective effect of Jianpi Huogu prescription （JPHGP） on the 

functional injury of vascular endothelial cells caused by alcohol and explore its mechanism based on protein 

kinase B/c-Jun amino-terminal kinase/p38 MAPK （Akt/JNK/p38 MAPK） signaling pathway. Method：： Through 

chick embryo allantoic membrane， thoracic aortic ring， and migration， invasion， adhesion， and lumen 

formation of human umbilical vein endothelial cells （HUVEC）， the effect of JPHGP with different 

concentrations （8， 16 and 32 μg·L-1） on angiogenesis was observed in the presence or absence of alcohol. The 

expression levels of phosphorylation of Akt， JNK， and p38 MAPK were determined by Western blot. Result：： 

As compared with the normal group， the number and length of capillaries around the arterial ring in the model 

group were decreased， and the migration， invasion， and lumen formation capacity of HUVEC were decreased 

（P<0.05， P<0.01）. After treatment with 16 and 32 μg·L-1 JPHGP， the length of neovascularization in chick 

embryo allantoic membrane was significantly increased （P<0.05， P<0.01）. Compared with the model group， the 

8， 16， and 32 μg·L-1 JPHGP groups increased the number of capillaries around the thoracic aortic ring in a 

concentration-dependent manner （P<0.05， P<0.01）， and the 32 μg·L-1 JPHGP group increased the length of 

capillaries around the thoracic aortic ring （P<0.05）. The 16 and 32 μg·L-1 JPHGP groups enhanced the 

migration， invasion， and lumen formation capacity of HUVEC. The results of Western blot showed that， as 

compared with the normal group， the protein expression levels of p-JNK/JNK， p-p38 MAPK/p38 MAPK， and p-

Akt/Akt were significantly decreased in the model group （P<0.01）， and as compared with the model group， the 

protein expression levels of p-p38 MAPK/p38 MAPK and p-Akt/Akt were significantly increased in the 8， 16， 

and 32 μg·L-1 JPHGP groups （P<0.01） and the protein expression level of p-JNK/JNK was increased 

significantly in the 16 and 32 μg·L-1 JPHGP groups （P<0.01）. Conclusion：： JPHGP has a protective effect on 

the functional injury of vascular endothelial cells caused by alcohol， and its mechanism may be related to the 

activation of Akt/JNK/p38 MAPK signaling pathway. Relevant research results will provide certain scientific 

basis for clarifying the effect of JPHGP on 'invigorating spleen and promoting blood circulation'.

［［Keywords］］ Jianpi Huogu prescription； human umbilical vein endothelial cells； protein kinase B/c-Jun 

amino-terminal kinase/p38 MAPK （Akt/JNK/p38 MAPK） signaling pathways； angiogenesis

长 期 过 度 饮 酒 是 导 致 酒 精 性 股 骨 头 坏 死

（AONFH）的重要原因［1］。 AONFH 发病趋于年轻

化，具有极高发病率和致残率，病情严重者往往需

要进行人工关节置换，给社会和患者造成较大的经

济负担［2］。研究表明，酒精能够促进脂肪形成，进而

增加骨内压，股骨头内血供受阻，同时酒精也能抑

制骨生成和血管生成［3］。目前关于 AONFH 确切的

发病机制尚未明确，其中长期饮酒引起的血管损

伤、血供中断被认为是酒精导致 AONFH 的终末病

理环节。因此，开展相关研究找寻采取有效的手段

促进坏死区域血管新生、恢复血供和促进新的骨组

织生成，是治疗 AONFH 的关键［4］。

健脾活骨方（JPHGP）是本课题组北京中医药大

学陈卫衡教授在长期的临床实践中形成的用治早

中期非创伤性股骨头坏死的效验方，由茯苓、赤芍、

党参、白术、桂枝、熟地黄、鹿角胶等中药组成，以茯

苓和赤芍为君药，二者同用共奏“痰瘀同治”之效，

全方具有健脾化痰，活血通络，补肾生骨的功效。

本课题组前期实验研究结果表明，JPHGP 可明显改

善血脂代谢紊乱，抑制骨吸收、促进骨形成，并且具

有体外抑制激素致血管内皮细胞功能损伤的作

用［5-9］。然而，JPHGP 对酒精所致血管内皮细胞功能

损伤的作用和机制尚不清楚。本实验拟通过鸡胚

尿囊膜实验，酒精诱导的大鼠主动脉环血管损伤模

型 和 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞（HUVEC）模 型 ，观 察

JPHGP 对酒精所致血管内皮细胞功能损伤的影响，

并从蛋白激酶 B/c-Jun 氨基末端激酶/p38 MAPK

（Akt/JNK/p38 MAPK）信号通路探索其作用机制，

为进一步指导临床合理用药提供实验数据。

1 材料

1.1　动物     SPF 级雄性 SD 大鼠 4 只，6 周龄，由北京

市维通利华实验动物有限公司提供 ，合格证号

SCXK（京）2016-0011。实验动物饲养于中国中医

科学院基础理论研究所实验动物中心，温度 22~

24 ℃，每日日光灯照明 12 h，湿度 40%~60%，自由

饮水饮食。本实验通过中国中医科学院基础理论
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研究所实验动物福利伦理委员会审查 ，编号为

2021B121。种蛋，批号 SCXK（京）2014-0002，由北

京梅里亚维通实验动物技术有限公司提供。

1.2　药物与试剂     无水乙醇（北京化工厂，货号

20150918）；0.25% 胰蛋白酶、胎牛血清（美国 Gibco

公司，货号分别为 25200-072、16000-044）；结晶紫

（美国 Sigma 公司，货号 C6158）；H-DMEM 培养基、

青霉素 -链霉素溶液（美国 Hyclone 公司，货号分别

为 SH30023.01B、SV30010）；重组人粒细胞血管内

皮细胞生长因子（recombinant human VEGF165）（美

国 PeproTech 公司，货号 100-20）；兔抗 Akt、磷酸化

（p）-Akt、JNK、p-JNK、p38 MAPK、p-p38 MAPK、甘

油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶（GAPDH）抗 体（ 美 国 Cell 

Signaling Technology 公 司 ，批 号 分 别 为 9272s、

4060s、9258s、4668s、8690s、4511s、2118s）；RIPA 裂

解液（北京普利莱基因技术有限公司，货号分别为

C1053）；Bradford 试剂盒（北京天根生化科技有限公

司，货号 PA012）；蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂（北

京普利莱基因技术有限公司，货号分别为 P1265、

P1260）；Transwell 小 室（北 京 Costar 公 司 ，货 号

3422）。
1.3　仪器     TD5A-WS 型低速台式离心机（长沙湘

仪离心机仪器有限公司）；Mini-PROTEAN® Tetra 

Cell型电泳槽、PowerPacTMBasic 型电泳仪（美国 Bio-

Rad 公司）；CX31 型显微镜（日本 Olympus 公司）；
Fusion FX5 Spectra 型凝胶成像仪（法国 Vilber 公

司）；MK3 型全自动酶标仪（美国 Thermo 公司））；70

型 6 屏全自动孵化机（顺泰畜牧科技公司）；SFG-

02.400 型电热恒温鼓风干燥箱（黄石市恒丰医疗器

械有限公司）。
2 方法

2.1　药物制备     JPHGP 其组成为茯苓 5 g（批号

1609001G143V），赤芍 5 g（批号 1608001C063K），
党 参 5 g（批 号 1608001G102P），白 术 5 g（批 号

1609001），桂枝 5 g（批号 1604001J169X），熟地黄

5 g（批号 1608001P383E），鹿角胶 5 g（烊化，批号

20150601）等，购自安国市昌达中药材饮片有限公

司，经安国市昌达中药材饮片有限公司许琪等鉴定

符合 2020 年版《中华人民共和国药典》检验标准，

JPHGP 制备：取除鹿角胶外其他各药，加 10 倍量水

提取 3 次，每次 1 h，提取液过滤并旋蒸浓缩，浓缩液

中加入鹿角胶烊化，真空干燥，得膏率约为 23%。

使用无菌水配制成含生药终质量浓度 1 g·mL-1的母

液，0.22 μm 的滤器过滤灭菌并进行分装，−20 ℃保

存备用，使用前稀释成相应浓度。

2.2　鸡胚尿囊膜实验观察体内血管形成能力     将

种蛋于 37 ℃、60%~80% 的湿度下预孵育 6 d 后，在

种蛋的大头空气端开一约 2 mm×2 mm 窗口，将直径

为 12 mm×10 mm×1 mm 的无菌硅胶圈应用于 6 d

龄的鸡胚尿囊膜上，放在鸡胚附近血管少的地方，

给药组在圈内加入 50 μL 不同质量浓度（8、16、

32 μg·L-1）的 JPHGP。在 37 ℃下孵育 48 h 后，用数

码相机拍摄环中的血管生成，使用  Image Pro Plus 

6.0 测量鸡胚尿囊膜新生血管长度，并进行统计

分析。

2.3　大鼠主动脉环血管新生实验检测新生血管形

成能力     将大鼠断颈处死，75% 乙醇浸泡 10 min，注

意 口 鼻 勿 入 乙 醇 ，剪 下 大 鼠 胸 主 动 脉 ，切 成 1~

1.5 mm 长的切片，磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗，放置

于孔中基质胶上，再加入基质胶 50 μL 覆盖 30 min

胶化后，培养在含 10% 胎牛血清的 H-DMEM 培养

基中，造模组加入终质量浓度为 4.6 mg·L-1的乙醇，

给药组加入终质量浓度分别为 8、16、32 μg·L-1 的

JPHGP，与 1 mL培养基中培养。每 3 d更换一次培养

基。孵育 9 d后，用 4%多聚甲醛固定。用显微镜观察

微血管的生长情况，使用 Image Pro Plus 6.0测量主动

脉环内血管分支的数目和长度，并进行统计分析。

2.4　HUVEC 的迁移、侵袭、黏附和管腔形成实验     

2.4.1　Transwell 小室检测细胞迁移能力     将基质

胶与 RPMI-1640 基础培养基按 1∶8 包被 Transwell

上室，Matrigel聚合成凝胶后加入 5×104个/孔无血清

RPMI-1640 培养基重悬的 HUVEC，除正常组外各

组加入 4.6 mg·L-1乙醇 50 μL；下室正常组加入 10% 

FBS 的培养基 600 µL，其余各组除加入 10% FBS 的

培养基外分别做相应处理；7 h 后，拭去膜上未迁移

的细胞，4% 多聚甲醛固定 10 min，0.1% 结晶紫染色

10 min，蒸馏水冲洗，镜下每组随机采集 5~8 张图片

并采用 Image Pro Plus 6.0 进行统计分析。

2.4.2　Transwell 小室实验检测细胞侵袭能力     将

基 质 胶 与 RPMI-1640 基 础 培 养 基 按 1∶8 包 被

Transwell 上 室 ，Matrigel 聚 合 成 凝 胶 后 加 入

5×104 个/孔 无 血 清 RPMI-1640 培 养 基 重 悬 的

HUVEC，各组做相应干预，侵袭 12 h 后进行染色，后

续步骤与迁移实验基本一致。

2.4.3　内皮细胞黏附实验检测细胞黏附能力     待

细胞生长密度至 80%~90% 时，消化重悬的细胞，按

5×104个/孔密度接种至 24 孔板，待细胞贴壁后，除正

常组外各组加入终质量浓度为 4.6 mg·L-1 的乙醇
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诱导 1 h，给药组分别加入 8、16、32 μg·L-1 JPHGP，

消化预干预 24 孔板内的细胞，调整各组细胞浓度，

均按 5×104 个/孔接种至 FN 及 1% BSA 包被的 96 孔

板，每组 4 个复孔；孵育 1.5 h 后，PBS 清洗，加入无血

清 H-DMEM 100 μL/孔与 MTS 20 μL，孵育约 4 h，

酶标仪于波长 492 nm 处测吸光度 A。

2.4.4　管腔形成实验检测血管生成能力     弃去上

清 后 ，用 含 5% FBS 的 H-DMEM 培 养 基 重 悬

HUVEC，按 5×104 个/孔接种至 48 孔板，除正常组

外，其余各组加入 VEGF 20 μg·L-1，模型组和健脾

活骨方各给药组均加入 4.6 mg·L-1 乙醇诱导 0.5 h，

给药组再加入终质量浓度分别为 8、16、32 μg·L-1的

JPHGP，对照组加入等体积培养基，培养箱培养 6 h

后，镜下每组随机采集 5~8 张图片并采用 Image Pro 

Plus 6.0 进行统计分析。

2.5　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测 HUVEC

中 p-Akt、Akt、p-JNK、JNK、p-p38 MAPK、p38 

MAPK 蛋白表达水平     用含有蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液细胞，提取蛋白，进行

Bradford 法定量后变性，配置浓度为 10% 的 SDS-

PAGE 上样凝胶，上样、电泳、转膜、封闭、一抗 4 ℃

过夜（Akt、JNK、p-JNK、p38 MAPK、p-p38 MAPK 以

1∶1 000 比 例 稀 释 ，p-Akt 以 1∶2 000 比 例 稀 释 ，

GAPDH 以 1∶10 000 比例稀释）、洗涤、室温孵育二

抗（1∶3 000）2 h，显影，凝胶成像仪成像，采用 Image 

J软件对结果进行统计分析。

2.6　统计学分析     采用 SPSS 21.0 软件对数据进行

统计分析，采用单因素方差分析进行组间比较，实

验数据用 x̄ ± s 表示，以 P<0.05 表示差异有统计学

意义。

3 结果

3.1　对鸡胚尿囊膜血管新生的影响     与正常组比

较，JPHGP 8 μg·L-1 组鸡胚尿囊膜新生血管长度虽

呈 升 高 趋 势 ，但 差 异 无 统 计 学 意 义 ，JPHGP 16、

32 μg·L-1组鸡胚尿囊膜新生血管长度均升高，差异

具有统计学意义（P<0.05，P<0.01）。见图 1、表 1。

3.2　对酒精抑制的大鼠胸主动脉环血管新生的影

响     与正常组比较，模型组动脉环周围微血管数目

及长度均明显减少（P<0.05，P<0.01）；与模型组比

较，JPHGP 8、16、32 μg·L-1 组大鼠动脉环周围微血

管数目均明显增加（P<0.05，P<0.01），而 JPHGP 8、

16 μg·L-1组动脉环周围微血管长度虽呈升高趋势，

但差异无统计学意义，JPHGP 32 μg·L-1组动脉环周

围微血管长度明显增加，差异具有统计学意义（P<

0.05）。见图 2、表 2。

注：A.正常组；B~D.JPHGP 8、16、32 μg·L-1组

图 1　JPHUP 对鸡胚尿囊膜血管新生的影响

Fig. 1　Effect of JPHGP on angiogenesis of chicken embryo

表 1　健脾活骨方对鸡胚尿囊膜血管新生的影响  （x̄± s，n=3）

Table 1　 Effect of JPHGP on angiogenesis of chicken embryo  

（x̄± s，n=3）

组别

正常组

JPHGP 组

质量浓度/μg·L-1

8

16

32

新生血管长度/cm

29.71±0.76

53.32±7.43

55.82±8.511）

83.82±17.382）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01

注：A.正常组；B.模型组；C~E.JPHGP 8、16、32 μg·L-1组（图 3 和图 4 同）
图 2　JPHGP 对酒精抑制的大鼠胸主动脉环血管新生的影响  （正置显微镜，×40）
Fig. 2　Effect of JPHGP on angiogenesis of thoracic aortic ring in rats （orthomicroscope，×40）
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3.3　对酒精抑制的 HUVEC 迁移、侵袭、黏附和管腔

形成能力的影响     在迁移和侵袭实验中，与正常组

比较，模型组迁移和侵袭的细胞数目显著减少（P<

0.01）；与模型组比较，JPHGP 8 μg·L-1组迁移和侵袭

的细胞数目均呈升高趋势，但差异无统计学意义，

JPHGP 16、32 μg·L-1组迁移和侵袭的细胞数目均显

著增加（P<0.01）。见图 3、图 4 和表 3。

在黏附实验中，与正常组比较，1% BSA 组 A 显

著降低（P<0.01），模型组 A 显著降低（P<0.01）；与模

型组比较，JPHGP 8、16、32 μg·L-1 组 A 呈浓度依赖

性升高（P<0.05，P<0.01）。见表 4。

在管腔形成实验中，与正常组比较，VEGF 组管

腔分支点数目显著增加（P<0.01）；与 VEGF 组比较，

模型组管腔分支点数目显著减少（P<0.01）；与模型

组比较，JPHGP 8 μg·L-1 管腔分支点数目呈升高趋

势，但差异无统计学意义，JPHGP 16、32 μg·L-1组管

腔分支点数目均显著升高（P<0.01）。见图 5、表 5。

3.4　 对 酒 精 抑 制 的 HUVEC 中 p-Akt/Akt、p-JNK/

JNK、p-p38 MAPK/p38 MAPK 蛋白表达水平的影

响     Western blot 检测结果表明，与正常组比较，模

型组中的 p-JNK/JNK、p-p38 MAPK/p38 MAPK、p-

Akt/Akt蛋白表达水平均显著降低（P<0.01）；与模型

表 4　JPHGP 对酒精抑制的 HUVEC 的黏附能力的影响  （x̄± s，n=3）

Table 4　 Effect of JPHGP on adhesion of HUVEC inhibited by 

alcohol （x̄± s，n=3）

组别

正常组

1% BSA 组

模型组

JPHGP 组

质量浓度/μg·L-1

8

16

32

A

1.02±0.02

0.76±0.022）

0.91±0.012）

0.99±0.053）

1.01±0.034）

1.04±0.024）

图 3　JPHGP 对酒精抑制的 HUVEC 的迁移能力的影响  （结晶紫，×200）
Fig. 3　Effect of JPHGP on migration of HUVEC inhibited by alcohol （crystal violet，×200）

表 2　JPHGP 对酒精抑制的大鼠胸主动脉环血管新生的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 2　 Effect of JPHGP on angiogenesis of thoracic aortic ring 

in rats （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

JPHGP 组

质量浓度

/μg·L-1

8

16

32

微血管数目/个

39.25±14.87

15.10±2.911）

36.42±10.513）

41.77±7.674）

44.45±7.134）

微血管长度/cm

89.10±21.69

49.56±4.702）

56.46±17.50

67.10±18.38

79.24±23.034）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，
4）P<0.01（表 3、表 4、表 6 同）

图 4　JPHGP 对酒精抑制的 HUVEC 的侵袭能力的影响  （结晶紫，×200）
Fig. 4　Effect of JPHGP on invasion of HUVEC inhibited by alcohol （crystal violet，×200）

表 3　健脾活骨方对酒精抑制的 HUVEC 的迁移和侵袭能力的影响  

（x̄± s，n=3）

Table 3　 Effect of JPHGP on migration and invasion of HUVEC 

inhibited by alcohol （x̄± s，n=3） 个

组别

正常组

模型组

JPHGP 组

质量浓度

/μg·L-1

8

16

32

细胞迁移数目

115.00±16.61

13.60±2.072）

19.00±5.15

53.20±8.614）

105.60±13.524）

细胞侵袭数目

130.40±11.50

17.00±6.162）

30.40±8.20

54.60±10.364）

99.80±15.354）
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组比较，JPHGP 8、16、32 μg·L-1 组的 p-p38 MAPK/

p38 MAPK、p-Akt/Akt 蛋白表达水平均显著升高

（P<0.01），JPHGP 16、32 μg·L-1 组的 p-JNK/JNK 的

蛋白表达水平均显著升高，差异具有统计学意义

（P<0.01）。见图 6、表 6。

4 讨论

酒精性股骨头坏死是由过度饮酒引发的一种

非创伤性股骨头坏死。研究显示酒精可通过损伤

血管的内皮细胞，刺激脂质的合成堆积，血管发生

硬化，从而造成股骨头局部的血液供应障碍，最终

导致股骨头坏死［10］。 JPHGP 由健脾化痰经典方

苓桂术甘汤和补血养血经典方四物汤加减而成，以

“健脾活血”为治法，是临床治疗股骨头坏死的效验

方。本课题组前期实验结果表明 JPHGP 对 AONFH

大鼠股骨头内的血管损伤具有修复作用［11］，但对酒

精直接所致的血管新生损伤的作用尚不清楚。因

此，本实验采用鸡胚尿囊膜、大鼠主动脉环等离体

能够直接反映血管生成的模型，观察 JPHGP 对酒精

诱导抑制的血管生成的影响。结果显示，不同质量

浓度 8~32 μg·L-1 的 JPHGP 作用后能改善酒精诱导

降低的鸡胚尿囊膜新生血管长度及胸主动脉环周

围微血管数量和长度，且质量浓度越高疗效越好，

注 ：A. 正 常 组；B. VEGF 组；C. 模 型 组；D~E. JPHGP 8、16、

32 μg·L-1组

图 5　JPHGP 对酒精抑制的 HUVEC 的管腔形成和黏附能力的影

响  （正置显微镜，×200）

Fig. 5　 Effect of JPHGP on adhesion and lumen formation of 

HUVEC inhibited by alcohol （orthomicroscope，×200）

表 5　JPHGP 对酒精抑制的 HUVEC 的管腔形成能力的影响  （x̄± s，

n=3）

Table 5　 Effect of JPHGP on lumen formation of HUVEC 

inhibited by alcohol （x̄± s，n=3）

组别

正常组

VEGF 组

模型组

JPHGP 组

质量浓度/μg·L-1

8

16

32

管腔分支数目/个

5.00±1.58

16.60±2.303）

5.60±1.141）

7.80±1.48

12.40±1.525）

14.20±1.925）

注：与 VEGF 组比较 1）P<0.01；与正常组比较 2）P<0.05，3）P<0.01；

与模型组比较 4）P<0.05，5）P<0.01

表 6　JPHGP 对酒精抑制的 HUVEC 中 p-Akt、p-JNK、p-p38 MAPK 蛋白表达水平的影响  （x̄± s，n=3）

Table 6　Effect of JPHGP on expression levels of p-Akt，p-JNK and p-p38 MAPK in HUVEC inhibited by alcohol （x̄± s，n=3）

组别

正常组

模型组

JPHGP 组

质量浓度/μg·L-1

8

16

32

p-Akt/Akt

0.99±0.00

0.43±0.002）

0.55±0.004）

0.91±0.014）

1.90±0.044）

p-JNK/JNK

1.07±0.03

0.68±0.062）

0.63±0.04

1.07±0.044）

0.94±0.024）

p-p38 MAPK/p38 MAPK

0.96±0.01

0.32±0.022）

0.89±0.034）

1.67±0.034）

1.41±0.074）

图 6　 酒 精 抑 制 的 HUVEC 中 p-Akt、p-JNK、p-p38 MAPK 蛋 白 表

达电泳

Fig. 6　 Electrophoresis of protein expression levels of p-Akt，

p-JNK and p-p38 MAPK in HUVEC inhibited by alcohol
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提示 JPHGP 促进酒精直接诱导抑制的血管生成，这

与其对 AONFH 大鼠血管损伤的作用相符［11］。

在血管生成的过程中，内皮细胞起着至关重要

的作用［12］。HUVEC 是基础实验研究中常用的内皮

细胞模型，能较好地模拟血管内皮细胞的特性。为

了观察 JPHGP 体外对血管内皮细胞生成过程的影

响，本文采用 HUVEC 的迁移、侵袭、黏附和管腔形

成等实验进行研究。结果显示，酒精能明显降低

HUVEC 的迁移、侵袭、黏附和管腔形成能力，不同

质量浓度 8~32 μg·L-1的 JPHGP 作用后，能改善酒精

诱导降低的 HUVEC 的迁移、侵袭、黏附和管腔形成

能力，提示了在本实验体系下 JPHGP 对酒精致血管

内皮细胞血管生成功能的损伤具有保护作用。这

一结果与课题组前期研究证明的 JPHGP 对激素所

致 的 血 管 内 皮 细 胞 血 管 生 成 功 能 的 保 护 作 用

相似［9］。

VEGF 是一种高度特异性的促血管内皮细胞生

长因子，作为血管新生的关键介质，具有促进血管

通透性增加、血管内皮细胞迁移、增殖和血管形成

等作用。 VEGF 主要与 VEGFR2 受体结合，通过

VEGFR2 的磷酸化作用激活下游信号分子，引起内

皮细胞增殖和迁移，增加血管通透性，调节机体的

血管新生等生物过程，PI3K 在 VEGFR2 激活后可随

之激活，其活化促使 Akt 发生磷酸化［13-14］，活化后的

Akt 是血管再生及修复中的关键因素，如血管生成

素、血管内皮生长因子、一氧化氮、缺氧诱导因子等

进行调控，参与机体血管新生的调节［15-20］，丝裂原活

化蛋白激酶（MAPK）信号通路是细胞反应发生的重

要通路，也对组织细胞的增殖、分化和凋亡有着重

要的调控作用［21-23］。本课题组前期实验研究显示

JPHGP 能升高激素性股骨头坏死鸡模型中 VEGF 的

含量［24］，且通过临床样本的转录组和网络药理分析

发现 PI3K/Akt和 MAPKs 信号轴均与 JPHGP 治疗非

创伤性股骨头坏死痰瘀阻络证的核心靶标富集的

通路有关［25］。为探索 JPHGP 对酒精致血管内皮细

胞功能损伤的修复作用是否与激活 Akt/JNK/p38 

MAPK 信号通路有关，本实验检测了 HUVEC 细胞

中 Akt、JNK、p38 MAPK 及其相应的磷酸化蛋白表

达水平。结果表明，JPHGP 8、16、32 μg·L-1 组均能

上调酒精诱导降低的 HUVEC 细胞的 p-p38 MAPK/

p38 MAPK、p-Akt/Akt 蛋白表达水平，JPHGP 16、32 

μg·L-1组均能上调酒精诱导降低的 p-JNK/JNK 的蛋

白表达水平。提示健脾活骨方可能通过调控 Akt/

JNK/p38 MAPK 信号通路，对酒精致血管内皮细胞

功能损伤起修复作用，从而治疗 AONFH，这与课题

组前期激素诱导血管内皮细胞损伤结果相符［9］，也

再次验证了前期的网络预测结果［25］。

临床研究发现，激素性股骨头坏死病人坏死股

骨头骨吸收区内血管化能力强，而酒精性股骨头坏

死病人的则比较较弱［26-27］，提示激素与酒精所致的

股骨头坏死病变存在差异。结合前期的实验结

果［9，28］，研究发现甲泼尼龙琥珀酸钠和酒精均能明

显诱导血管或血管内皮细胞功能的损伤，为股骨头

坏死血瘀证与病因无关［29］这一发现提供科学依据，

但二者所致的病变难以反应临床类似的差异结果，

这可能与离体和体外实验中激素或酒精直接作用

于靶器官或靶细胞，而临床病人是经过激素或酒精

代谢后的综合作用不同有关。后续可以通过激素

性股骨头坏死和酒精性股骨头坏死动物模型进行

比较，将会比较好地体现临床病变差异特点。同

时，研究发现无论是激素还是酒精诱导的血管内皮

细胞功能损伤，健脾活骨方均具有显著的改善作

用，体现该方“活血”治法的科学性。

综上所述，本研究通过模拟血管生成的过程，

建立酒精致血管内皮细胞功能损伤的模型，证明了

8~32 μg·L-1 质量浓度的 JPHGP 对酒精致血管内皮

细胞功能损伤具有不同程度的修复作用 ，其中

JPHGP32 μg·L-1 组疗效最佳，其调控机制可能与激

活 Akt/JNK/p38 MAPK 信号通路有关，相关结果将

有助于阐明于其“健脾活血”治法的生物学内涵，为

其临床应用提供科学参考。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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