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通络生骨胶囊对糖皮质激素致血管内皮细胞功能
损伤的保护作用
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［摘要］ 目的：观察通络生骨胶囊（TLSGC）对糖皮质激素致血管内皮细胞功能损伤的影响，并从丝裂原活化蛋白激酶激

酶（MEK）/细胞外调节蛋白激酶（ERK）信号通路初步探索其作用机制。方法：取正常 SD 大鼠胸主动脉环，用甲泼尼龙琥珀酸

钠（MPS，0.04 g·L-1）和（或）血管内皮细胞生长因子（VEGF，20 μg·L-1）体外干预，加入 TLSGC（12.5，25，50 μg·L-1）连续作用

5 d，观察血管环芽出的微生血管数目、长度和面积；此外，以甲泼尼龙琥珀酸钠（MPS，0.04 μg·L-1）加入由 VEGF（20 μg·L-1）诱
导的人脐静脉内皮细胞（HUVEC），再加入 TLSGC（12.5，25，50 μg·L-1），然后分别采用 transwell 迁移，transwell 侵袭及管腔形

成实验检测 HUVEC 的迁移、侵袭及管腔形成能力，并以硝酸还原酶法检测细胞上清中一氧化氮（NO）含量，干粉法检测细胞

上清中内皮素 -1（ET-1）含量，蛋白免疫印迹法检测细胞中血管内皮细胞生长因子受体 2（VEGFR2），ERK，磷酸化（p）-ERK，

MEK 和 p-MEK 蛋白表达量。结果：与正常组比较，，MPS 能明显抑制由 VEGF 诱导的大鼠胸主动脉环微血管数目、长度和面积

以及 HUVEC 细胞迁移、侵袭和管腔形成能力，降低 NO 并升高 ET-1 含量，MPS 还能明显减少由 VEGF 诱导的 VEGFR2，

p-MEK 和 p-ERK 在 HUVEC 中的蛋白含量（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，TLSGC 能剂量依赖地改善由 MPS 降低的大鼠胸

主动脉环微血管数目、长度和面积以及 HUVEC 细胞迁移、侵袭和管腔形成能力，提高 HUVEC 中的 NO，VEGFR2，p-MEK 和

p-ERK 蛋白含量并降低 ET-1 含量（P<0.05，P<0.01）。结论：TLSGC 对糖皮质激素所致血管内皮细胞血管生成和分泌功能的损

伤具有保护作用，其机制可能与活化 MEK/ERK 信号通路有关。
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Protective Effect of Tongluo Shenggu Capsule on Function Damage of

Human Umbilical Vein Endothelial Cells Induced by Glucocorticoid
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［Abstract］ Objective：To observe the effect of Tongluo Shenggu capsule（TLSGC）on glucocorticoid-

induced vascular endothelial cell functional damage，and to preliminally explore the mechanism of action

through MEK-ERK signaling pathway. Method：The blood vessel of aorta rings of normal SD rats were induced

in vitro intervention with methylprednisolone sodium succinate（MPS，0.04 g·L-1）and/or vascular endothelial

growth factor（VEGF，20 μg·L-1），and were treated with TLSGC（12.5，25，50 μg·L-1）continuously for 5 days
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to observe the number， length and area of microvascular ring buds． In addition，human umbilical vein

endothelial cells（HUVEC）induced by VEGF（20 μg·L-1）were added into MPS（0.04 g·L-1）and TLSGC

（12.5，25，50 μg·L-1）were added. Then，Transwell migration，Transwell invasion and lumen formation

experiments were used to detect the migration，invasion and lumen formation ability of HUVEC，respectively.

The content of nitric oxide（NO）in the cell supernatant was detected by nitrate reductase method，the content of

endothelin 1（ET-1）in the cell supernatant was detected by dry powder method. Moreover，the protein contents

of vascular endothelial growth factor receptor 2（VEGFR2），extracellular signal-regulated kinase（ERK），

phospho-extracellular signal-regulated kinase （p-ERK）， mitogen extracellular kinase1（MEK） and

phosphorylated mitogen extracellular kinase1（p-MEK）in the cells were determined by Western blot. Result：

Compared with the normal group，MPS could significantly inhibit the number，length and area of VEGF-

induced rat thoracic aortic ring microvessels，HUVEC cell migration，invasion and lumen formation ability. It

could reduce NO content and increase ET-1 content. MPS could also significantly reduce the protein content of

VEGF-induced VEGFR2，p-MEK and p-ERK in HUVEC（P<0.05，P<0.01）. Compared with the model group，

TLSGC could dose-dependently increase the number，length and area of MPS-induced abnormally reduced rat

thoracic aortic ring microvessels，promote MPS-induced abnormally decreased HUVEC cell migration，invasion

and lumen formation ability. It could increase the protein contents of NO，VEGFR2，p-MEK and p-ERK in

HUVEC， and reduce abnormally increased ET-1 content（P<0.05，P<0.01）. Conclusion： TLSGC has a

protective effect on the damage of angiogenesis and secretion of vascular endothelial cells induced by

glucocorticoid，and the mechanism may be related to the activation of MEK/ERK signaling pathway.

［Key words］ Tongluo Shenggu capsule； methylprednisolone sodium succinate（MPS）； human

umbilical vein endothelial cells；cell function；angiogenesis

激素性股骨头坏死是一种由短期大剂量或长

期使用糖皮质激素所引起的临床常见的难治性骨

关节疾病，其发病机制尚不明确。已知糖皮质激素

所致的血管内皮细胞损伤、骨内微循环障碍是造成

骨坏死的重要原因，而采取有效的手段保护血管内

皮细胞、恢复微循环是治疗激素性股骨头坏死的最

新研究策略［1-2］
。木豆叶为豆科木豆属植物木豆的茎

叶，以木豆叶水提取物制成的中成药通络生骨胶囊

（TLSGC）来源于全国知名骨伤科专家挖掘的民间

经验方，具有补肾健骨、活血化瘀、消肿止痛的功

效，临床治疗股骨头坏死疗效显著［3］。既往的现代

药理研究显示，TLSGC 体外能促进骨髓间充质干细

胞成骨分化并抑制成脂分化，体内能改善激素性股

骨头坏死动物血运循环，升高坏死骨中血管数量和

血管内皮细胞生长因子（VEGF）含量，提高骨钙素、

降钙素合成，改善骨密度，促进成骨细胞增殖和坏

死骨的修复再生［4-9］，但对糖皮质激素所致血管内皮

细胞功能损伤的作用如何，则尚未见报道。本研究

拟采用临床常用的中效类糖皮质激素甲泼尼龙琥

珀酸钠（MPS）为诱导剂，首先观察其对大鼠主动脉

环血管生成和人脐静脉内皮细胞（HUVEC）迁移、侵

袭、管腔形成和分泌能力影响的基础上，进一步研

究 TLSGC 对 MPS 所致血管内皮细胞功能损伤的干

预作用，并从丝裂原活化蛋白激酶激酶（MEK）/细

胞外调节蛋白激酶（ERK）信号通路探索初步作用

机制，为临床的合理应用提供实验依据。

1 材料

1.1 细胞 HUVEC 购自上海子实生物公司，取 4~

8 代用于实验。

1.2 试剂和耗材 TLSGC 粉末（浙江海正药业杭

州有限公司，批号 20181130）；重组人粒细胞 VEGF

（美国 Pepro Tech 公司，批号 100-20）；MPS（比利时

辉瑞制药，批号 W59975）；RPMI-1640 培养基，青霉

素/链霉素溶液（美国 Hyclone 公司，批号分别为

SH40007.01，SV30010）；噻唑蓝（MTT，美国 Sigma

公司，批号 94LT8987）；0.25% 胰蛋白酶，胎牛血清

（美国 Gibco 公司，批号分别为 25200-072，16000-

044）；二甲基亚砜（DMSO，美国 Amresco 公司，批号

20190315）；基质胶 Matrigel（美国 Corning 公司，批

号 354234）；转移小室 transwell（美国 Costar 公司，批

号 3422）；结晶紫（北京科海金忠科技有限公司，批

号 2014071603）；一氧化氮（NO），内皮素-1（ET-1）酶
联免疫吸附测定（ELISA）检测试剂盒（南京建成生

物工程研究所，货号分别为 A012-1，H093）；VEGF
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受体 2（VEGFR2）单克隆抗体，MEK 单克隆抗体，磷

酸化（p）-MEK 单克隆抗，ERK 单克隆抗体，p-ERK

单克隆抗体（美国 Cell Signaling Technology 公司，批

号分别为 9698，4694，9154，4695，4370）；甘油醛 -3-

磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（英国 Abcam 公司，批号

ab181602）；辣根过氧化物酶（HRP）标记羊抗兔免疫

球蛋白（Ig）G，HRP 标记羊抗小鼠免疫球蛋白（Ig）G

（北 京 普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司 ，批 号 分 别 为

C1309，C1308）。
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）；XDS-1B 型倒置显微镜

（重庆光电仪器有限公司）；BX50 型正置显微镜（日

本 Olympus 公司）；MK3 型全自动酶标仪，3111 型

CO2 细胞培养箱（美国 Thermo 公司）；BS224S 型电

子天平（赛多利斯公司）；CJ-20 型净化工作台（天津

市泰斯特仪器有限公司）；YX-280 型手提式压力蒸

汽灭菌器（合肥华泰医疗设备有限公司）；Powerpac

TM Basic 型电泳仪、转膜仪，Mini Trans-Blot Cell 型

转移电泳槽（美国 Bio-Rad 公司）；Fusion FX5 型凝

胶成像仪（法国 Vilber公司）。
2 方法

2.1 药物的制备 称取 TLSGC 粉末 500 mg，加入

磷酸盐缓冲液（PBS）10 mL，配成母液，经 0.22 μm

微孔滤膜过滤，-20 ℃保存备用；VEGF 用灭菌三蒸

水配成 0.1 g·L-1，用含 0.1% BSA 的三蒸水稀释至

10 mg·L-1母液，-80 ℃保存，临用时以培养液配成需

要的浓度，-80 ℃封口保存。

2.2 细胞培养 HUVEC 置于 10% 胎牛血清，青霉

素 、链 霉 素 各 100 U·mL-1 的 RPMI-1640 培 养 基

37 ℃ 5% CO2 100% 湿度培养，隔天换液，细胞贴壁

达 90% 左右胰酶消化传代。

2.3 大鼠胸主动脉环实验 实验设空白，VEGF

（20 μg·L-1） ， MPS （VEGF 20 μg·L-1+MPS

0.04 g·L-1），TLSGC 不 同 剂 量（VEGF 20 μg·L-1+

MPS 0.04 g·L-1 + TLSGC 12.5，25，50 μg·L-1）组 ，

TLSGC 的给药质量浓度在参考文献［10］的基础上

通过前期预实验的摸索而确定，该浓度范围既对细

胞活性无影响、又对血管生成有疗效。2.4~2.8 项实

验相同。提前将基质胶 4 ℃过夜融化，用基质胶与

RPMI-1640 培养基等量混合，包被 48 孔板，于 37 ℃

恒温培养箱中孵育 30 min，使基质胶凝固；剥离 SD

大鼠胸主动脉，切成 1~1.5 mm 胸主动脉环，垂直放

置于基质胶包被的 48 孔板中，并加入基质胶与

RPMI-1640 1∶1 等量混合后的液体，于 37 ℃恒温培

养箱中孵育 30 min；加入 0.04 g·L-1 MPS，0.5 h 后加

入 20 μg·L-1 VEGF，再 0.5 h 后给药组分别加入 12.5，

25，50 μg·L-1 TLSGC，并设置空白组；24 h 后开始观

察，于大鼠胸主动脉环开始长出微血管时开始拍

照，每 3 d 换液 1 次；选取第 5 天的拍照结果，并采用

Image-Pro Plus分析。

2.4 transwell迁移实验 上室加入用无血清 RPMI-

1640 培 养 基 重 悬 的 HUVEC 180 μL，密 度 为 5×

104 个 ，0.04 g·L-1 MPS 和（或）12.5，25，50 μg·L-1

TLSGC；下室加入含 20% FBS 的 RPMI-1640 培养基

和/或 20 μg·L-1 VEGF，并设置空白组；培养 12 h 后，

润湿的棉签拭去膜上未迁移的细胞；4% 多聚甲醛

固定 20 min，用 0.1% 结晶紫染色 15 min，PBS 洗 3

次；将插槽翻转倒置，正置光学显微镜观察迁移到

膜下的细胞，每孔随机选取 5~8 个视野拍照并计数。

2.5 transwell侵袭实验 提前将基质胶于 4 ℃冰箱

过夜融化，用 RPMI-1640 基础培养基 1∶8 稀释基质

胶，包被 transwell 小室底部膜的上室面，40 μL/孔，

置于 37 ℃培养箱中 60 min 使 Matrigel 聚合成凝胶，

备用。 Matrigel 包被的 transwell 上室加入无血清

RPMI 1640 培 养 基 重 悬 的 HUVEC 1×104 个 ，

0.04 μg·L-1 MPS，和（或）12.5，25，50 μg·L-1 TLSGC；
下室加入含 20% FBS 的 RPMI-1640 培养基和/或

20 μg·L-1 VEGF，并设置空白组；培养 24 h 后，润湿

棉签拭去膜上未侵袭的细胞；4 %多聚甲醛固定

20 min，0.1 %结晶紫染色 15 min，PBS 洗 3 次；将插

槽翻转倒置，用正置光学显微镜观察侵袭到膜下的

细胞，随机选取 5~8 个视野拍照并计数。

2.6 管腔形成实验 提前将基质胶于 4 ℃冰箱过

夜融化，用基质胶 100 μL/孔包被 48 孔板，包被好后

37 ℃ 放 置 30~60 min 使 其 凝 固；含 10% FBS 的

RPMI-1640培养基重悬 HUVEC，按 6×104个/孔接种至

提前用基质胶包被的 48 孔板，加入 0.04 g·L-1 MPS，

0.5 h 后加入 20 μg·L-1 VEGF，再 0.5 h 后给药组分别

加入 12.5，25，50 μg·L-1 TLSGC，空白组和阴性组加

入等体积培养基。置 37 ℃ 5% CO2 培养箱中孵育

3 h，每孔随机选取 5~8 个视野拍照并用 Image Pro

Plus 6.0 计算微血管数目、分支长度和面积。

2.7 细胞上清中 NO 和 ET-1 含量检测 HUVEC 按

15×104 个/孔接种至 6 孔板，培养 12 h 左右后移去培

养 液 ，用 基 础 培 养 基 饥 饿 12 h 后 加 入

0.04 g·L-1 MPS，0.5 h 后 加 入 20 μg·L-1 VEGF，再

0.5 h 后给药组分别加入 12.5，25，50 μg·L-1 TLSGC，

空白组和阴性组加入等体积培养基。37 ℃ 5% CO2
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培养箱中孵育 24 h 后，收集细胞上清液。按说明书

要求采用硝酸还原酶法测定细胞上清中 NO 含量，

干粉法检测细胞上清中 ET-1 的含量。

2.8 蛋 白 免 疫 印 迹 法 (Western blot) 检 测 ERK，

p-ERK，MEK，p-MEK 蛋白表达 HUVEC 接种于 6

孔板中，加入 0.04 g·L-1 MPS，0.5 h 后给药组分别加

入 12.5，25，50 μg·L-1 TLSGC，作用 24 h 后，再加入

20 μg·L-1的 VEGF，正常组均加入等体积培养基，作

用 5 min 后收集细胞，用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶

抑 制 剂 的 RIPA 裂 解 液 裂 解 细 胞 ，提 取 总 蛋 白 。

VEGFR2 检测样本制备，HUVEC 接种于 6 孔板中，

加入 0.04 g·L-1 MPS，0.5 h 后加入 20 μg·L-1 VEGF，再

0.5 h 后给药组分别加入 12.5，25，50 μg·L-1 TLSGC，

正常组和对照组加入等体积培养基，作用 24 h 后收

集细胞，用含蛋白酶抑制剂的 RIPA 裂解液裂解细

胞，提取总蛋白。Bradford 法进行蛋白定量，蛋白

40 μg 上样，10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳，PVDF 转膜，

5% 脱脂奶粉室温摇床封闭 1 h，按抗体说明书稀释

一抗（VGFR2，p-ERK，ERK，p-MEK，GAPDH 均为

兔来源抗体，p-ERK 1∶2 000 稀释，GAPDH 1∶1 万稀

释，其余均为 1∶1 000 稀释；MEK 为鼠来源抗体，1∶

1 000 稀释），4 ℃过夜，洗膜，加辣根酶标记的山羊

抗兔/小鼠 IgG 二抗（1∶5 000 稀释），室温摇床孵育

2 h，洗膜后加入 ECL 超敏发光液，凝胶成像仪成像，

运用 Image-Pro Plus 6.0 软件进行分析，以蛋白条带

灰 度 值 代 表 蛋 白 表 达 量 ，最 终 以 目 的 蛋 白 与

GAPDH 比值来评估蛋白表达水平。

2.9 统计学方法 采用 SPSS 16.0 软件进行统计分

析，实验数据以 x̄± s 表示，组间比较采用方差分析，

P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 MPS 对大鼠胸主动脉环微血管生成能力的影

响及 TLSGC 的干预作用 与空白组比较，VEGF 组

动脉环周围微血管数目、长度及面积明显增加（P<

0.05，P<0.01）；与模型组比较，加入 MPS 后，能显著

降低 VEGF 诱导的大鼠主动脉环周围微血管数目、

分支长度及面积（P<0.01），提示 MPS 可抑制 VEGF

诱导的主动脉环微血管形成能力；与 MPS 组比较，

TLSGC 12.5，25，50 μg·L-1 3 个剂量组能显著升高由

MPS 降 低 的 微 血 管 数 目 、分 支 长 度 和 面 积

（P<0.01），且 TLSGC 随给药浓度增大作用越明显。

见图 1 和表 1。

A. 空白组；B.VEGF 组；C.MPS 组；D. 通络生骨胶囊 12.5 μg·L-1 组；
E.通络生骨胶囊 25 μg·L-1组；F.通络生骨胶囊 50 μg·L-1组（2~5 同）
图 1 TLSGC 对 MPS抑制的大鼠主动脉环微血管生成能力的影响

（×40）
Fig. 1 Effect of TLSGC on microangiogenesis of rat aortic rings

inhibited by MPS（×40）
表 1 TLSGC对 MPS抑制的大鼠主动脉环微血管生成能力的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of TLSGC on microangiogenesis of rat aortic rings inhibited by MPS（x̄± s，n=3）

组别

空白

VEGF

MPS

TLSGC

质量浓度/μg·L-1

20

4×104

12.5

25

50

管腔分支点数/个

129.33±1.25

171.33±11.792)

82.33±1.893)

130.33±0.944)

143.33±0.944)

165.00±1.414)

管腔分支面积(×104)

8.61±0.28

9.13±0.081)

8.14±0.053)

8.47±0.24

8.85±0.014)

8.94±0.014)

管腔分支长度(×104)

1.43±0.05

1.52±0.011)

1.36±0.013)

1.41±0.04

1.47±0.014)

1.49±0.014)

注：与空白组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与 VEGF 组比较 3)P<0.01；与 MPS 组比较 4)P<0.01。
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3.2 MPS 对 HUVEC 细 胞 迁 移 能 力 的 影 响 及

TLSGC 的 干 预 作 用 与 空 白 组 比 较 ，EGF 组

HUVEC 迁移的数目显著增多（P<0.01）；与 VEGF 组

比 较 ，MPS 组 HUVEC 迁 移 的 数 目 显 著 减 少（P<

0.01），提示 MPS 抑制 VEGF 诱导的 HUVEC 迁移能

力；与 MPS 组比较 ，TLSGC 12.5，25，50 μg·L-1 组

HUVEC 迁移的数目均明显增加（P<0.05，P<0.01），
且 TLSGC 随 给 药 浓 度 增 大 作 用 越 明 显 。 见 图

2，表 2。

3.3 TLSGC 对 MPS 抑制的 HUVEC 细胞侵袭能力

的影响 与空白组比较，VEGF 组 HUVEC 侵袭的数

目 显 著 增 多（P<0.01）；与 VEGF 组 比 较 ，MPS 组

HUVEC 侵 袭 的 细 胞 数 目 显 著 减 少（P<0.01）；与
MPS 组比较，TLSGC 12.5，25，50 μg·L-1 组 HUVEC

侵袭的数目均显著增加（P<0.01），且 TLSGC 随给药

浓度增大作用越明显。见图 3，表 3。

3.4 MPS 对 HUVEC 细胞管腔形成能力的影响及

TLSGC 的 干 预 作 用 与 空 白 组 比 较 ，VEGF 组

图 2 TLSGC 对 MPS 抑制的 HUVEC 细胞迁移能力的影响 (结晶

紫，×200)

Fig． 2 Effect of TLSGC on MPS-inhibited migration of HUVEC

cells (crystal violet，×200)

图 3 TLSGC 对 MPS 抑制的 HUVEC 细胞侵袭能力的影响 (结晶

紫，×200)

Fig. 3 Effect of TLSGC on MPS-inhibited invasion ability of

HUVEC cells (crystal violet，×200)

表 2 TLSGC 对 MPS 抑制的 HUVEC 细胞迁移能力的影响（x̄± s，

n=6）

Table 2 Effect of TLSGC on MPS-inhibited migration of

HUVEC cells（x̄± s，n=6）

组别

空白

VEGF

MPS

TLSGC

质量浓度/μg·L-1

20

4×104

12.5

25

50

迁移细胞数/个

96.43±10.54

267.71±13.431)

136.71±11.492)

157.43±13.523)

164.43±20.713)

232.00±11.384)

注：与空白组比较 1)P<0.01；与 VEGF 组比较 2)P<0.01；与 MPS 组

比较 3)P<0.05，4)P<0.01（表 6 同）。

表 3 TLSGC 对 MPS 抑制的 HUVEC 细胞侵袭能力的影响（x̄± s，

n=6）

Table 3 Effect of TLSGC on MPS-inhibited invasion ability of

HUVEC cells（x̄± s，n=6）

组别

空白

VEGF

MPS

TLSGC

质量浓度/μg·L-1

20

4×104

12.5

25

50

侵袭细胞数/个

94.20±10.16

209.80±11.291)

79.20±11.432)

112.80±26.733)

156.10±11.433)

169.10±12.593)

注：与空白组比较 1)P<0.01；与 VEGF 组比较 2)P<0.01；与 MPS 组

比 3)P<0.01（表 5 同）。
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HUVEC 管腔分支点数目、面积及分支长度均明显

增 多（P<0.05，P<0.01）；与 VEGF 组 比 较 ，MPS 组

HUVEC 管腔分支点数目、面积及分支长度均明显

减 少（P<0.05，P<0.01）；与 MPS 组 比 较 ，TLSGC

12.5，25，50 μg·L-1 组管腔分支点数目、管腔分支长

度及管腔分支面积明显增加（P<0.05，P<0.01），且
TLSGC 随 给 药 浓 度 增 大 作 用 越 明 显 。 见 表

4，图 4。

3.5 MPS 对 HUVEC 中 NO，ET-1 含 量 的 影 响 及

TLSGC 的 干 预 作 用 与 空 白 组 比 较 ，VEGF 组

HUVE 分泌 NO 含量显著升高（P<0.01），ET-1 含量

显 著 降 低（P<0.01）；与 VEGF 组 比 较 ，MPS 组

HUVEC 分泌 NO 的含量则显著减少（P<0.01），ET-1

含量显著升高（P<0.01）；与 MPS 组比较，TLSGC

12.5，25，50 μg·L-1 组 HUVEC 分泌 NO 的含量显著

增加（P<0.01），而 ET-1 的含量显著减少（P<0.01），
且随给药浓度增大作用越明显。见表 5。

3.6 MPS 对 HUVEC 中 VEGFR2，p-ERK，ERK，

p-MEK，MEK 蛋白表达的影响及 TLSGC 的干预作

用 与空白组比较，VEGF 组 HUVEC 中 VEGFR2，

p-MEK，p-ERK 蛋白表达显著升高（P<0.01），而加上

MPS 后 这 些 蛋 白 则 明 显 降 低；与 MPS 组 比 较 ，

TLSGC 12.5，25，50 μg·L-1 干 预 后 能 显 著 升 高 由

MPS 抑制了的 VEGFR2，p-MEK 和 p-ERK 蛋白含量

（P<0.05，P<0.01），而各组 MEK 和 ERK 蛋白含量则

差异无统计学意义。见表 6 和图 5。

4 讨论

血管内皮细胞作为血管腔内的一层防护细胞，

是血液和组织之间的关键调控界面，具有血管生成

等生物学功能，已成为多种血管损伤因素的潜在靶

点［11］。研究显示，过量糖皮质激素应用可导致血管

内皮细胞损伤，触发血管内凝血，这既涉及到股骨

表 4 TLSGC对 MPS抑制的 HUVEC管腔形成能力的影响（x̄± s，n=5）

Table 4 Effect of TLSGC on MPS-inhibited tube formation of HUVEC cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

VEGF

MPS

TLSGC

质量浓度/μg·L-1

20

4×104

12.5

25

50

管腔分支点数

101.80±18.70

249.20±36.532)

35.60±27.124)

101.40±5.545)

124.60±25.196)

179.60±23.166)

管腔分支面积(×104)

3.01±0.83

12.74±4.041)

0.56±0.173)

2.23±0.58

2.90±1.21

9.72±3.715)

管腔分支长度(×104)

0.51±0.14

2.12±0.671)

0.12±0.08 3)

0.37±0.09

0.48±0.20

1.62±0.625)

注：与空白组比较 1)P<0.05，2)P<0.01；与 VEGF 组比较 3)P<0.05，4)P<0.01；与 MPS 组比较 5)P<0.05，6)P<0.01。

表 5 TLSGC 对 MPS 干预的 HUVEC 细胞中 NO，ET-1 含量的影

响（x̄± s，n=5）

Table 5 Effect of TLSGC on NO and ET-1 of MPS-inhibited

HUVEC cells（x̄± s，n=5）

组别

空白

VEGF

MPS

TLSGC

质量浓度

/μg·L-1

20

4×104

12.5

25

50

NO

/μmol·L-1

1.73±0.32

7.07±0.491)

1.52±0.122)

7.80±2.263)

8.26±0.473)

8.61±0.663)

ET-1

/μg·L-1

87.29±27.47

13.62±7.281)

102.26±1.332)

85.46±18.61

63.43±5.123)

45.31±2.203)

图 4 TLSGC 对 MPS 抑制的 HUVEC 管腔形成能力的影响 (正置

显微镜，×100)

Fig. 4 Effect of TLSGC on MPS-inhibited tube formation of

HUVEC cells (upright metallurgical microscope，×100)
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头坏死的发生和发展，也与中医骨痹的血瘀证候科

学内涵密切关联，故研究学者们常常通过测定内皮

细胞分泌的活性物质或观察行为学来探索骨痹血

瘀 证 发 生 机 制 和 活 血 化 瘀 药 的 作 用［12］。 已 知

TLSGC 具有活血化瘀功效，对激素性股骨头坏死动

物股骨头中的血管损伤具有修复作用，但 TLSGC 是

否对糖皮质激素所致的血管内皮细胞功能的损伤

影响作用，则一直不清楚。考虑到主动脉环实验是

研究血管内皮细胞血管生成的一种常用离体组织

模型，通过动脉环体外培养可以观察到由内皮细胞

“出芽”和“分支”组成的微血管网，并定量计数新生

成的微血管结构［13-14］，而血管内皮细胞迁移、侵袭和

管腔形成实验则能模拟血管生成的动态过程，是研

究血管生成应用很广泛的体外模型。因此，本研究

拟采用激素诱导所致的主动脉环微血管生成和

HUVEC 迁移、侵袭和管腔形成等损害模型，探索

TLSGC 对糖皮质激素致血管内皮细胞血管生成功

能损伤的影响。研究结果显示，MPS 可抑制 VEGF

诱导的大鼠主动脉环微血管生成，抑制 VEGF 诱导

的 HUVEC 的迁移、侵袭和管腔形成能力，提示 MPS

体外可诱导血管内皮细胞血管生成功能的损伤。

进一步的研究可知，TLSGC 作用后能剂量依赖地缓

解由 MPS 所致的主动脉环微血管生成数量减少以

及 HUVEC 迁移、侵袭和管腔形成能力下降，而相同

浓度给药对 HUVEC 细胞的生存活性则没有明显影

响，提示了 TLSGC 对 HUVEC 迁移、侵袭和管腔形

成能力的促进作用是特异有效的，与药物的细胞毒

性无关，也说明了在本实验体系下 TLSGC 对 MPS

致血管内皮细胞血管生成功能的损伤具有保护

作用。

研究得知，血管内皮细胞除了形成血管的功能

外，还具有分泌血管活性物质的作用。ET 是主要源

于血管内皮细胞的一种血管收缩活性物质，分 3 种

类型，其中以 ET-1 的活性为最强。ET-1 也是所有收

缩血管物质中唯一强有力的缩微血管物质，对微循

环的调节起着重要作用［15］；NO 是由血管内皮细胞

分泌的重要血管舒张活性物质，具有抑制平滑肌增

生的作用从而避免血管病理重构和管腔狭窄；正常

情况下 ET-1/NO 处于一种动态的平衡状态［16］。在

病理过程中，激素可诱导血浆和血管组织中 ET-1 含

量增多，NO 含量减少，血管舒张功能减弱，收缩功

能增强，而血管的强烈收缩则导致血液流动受阻，

股骨头缺血进而发生骨坏死［17］。为了进一步观察

TLSGC 对血管内皮细胞分泌功能的影响，检测了

HUVEC 中 ET-1 和 NO 的 含 量 变 化 。 结 果 显 示 ，

MPS 能显著升高 VEGF 干预下的 HUVEC 中 ET-1 含

量的同时降低 NO 的含量，而经不同剂量的 TLSGC

作用后，能剂量依赖地拮抗 MPS 所致的 NO 和 ET-1

含量在 HUVEC 中的异常分泌，提示 TLSGC 可改善

MPS 所致的血管内皮细胞分泌 NO 和 ET-1 功能失

调，从而调节异常的血管收缩和舒张功能，促进血

管功能修复。

VEGF 是一种强效的促血管生成因子，他与其

图 5 各组 HUVEC 中 VEGFR2 和 MEK/ERK 信号通路蛋白表达

电泳

Fig.5 Electrophoresis of VEGFR2 and MEK/ERK signals of each

groups HUVEC

表 6 TLSGC对 MPS 干预的 HUVEC中 VEGFR2，p-ERK，ERK，p-MEK，MEK蛋白含量的影响（x̄± s，n=3）

Table 6 Effect of TLSGC on decreased VEGFR2，p-ERK，ERK，p-MEK，MEK in MPS-induced of HUVEC（x̄± s，n=3）

组别

空白

VEGF

MPS

TLSGC

质量浓度/μg·L-1

20

4×104

12.5

25

50

VEGFR2/GAPDH

0.63±0.01

0.76± 0.121)

0.64±0.042)

0.77±0.023)

0.86±0.014)

0.99±0.084)

p-MEK/MEK

1.03±0.02

1.16±0.021)

0.82±0.012)

0.90±0.084)

0.93±0.014)

1.15±0.024)

p-ERK/ERK

0.71±0.02

1.07±0.011)

0.60±0.012)

0.89±0.024)

0.95±0.014)

0.97±0.024)
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特异性的受体结合后具有促进血管内皮细胞迁移、

分化和形成管腔以及分泌功能［18］。已知 VEGF 受体

有 VEGFR1，VEGFR2，VEGFR3 等 多 种 ，其 中

VEGFR2 是内皮细胞中 VEGF 信号通路的主要受

体，当 VEGF 与 VEGFR2 结合后，通过 MEK/ERK 通

路在 VEGF 介导有丝分裂信号传导以及血管生成等

生物效应中发挥关键作用［19-20］。前期实验研究已显

示 TLSGC 能提高激素性股骨头坏死动物股骨头和

血 管 内 皮 细 胞 中 VEGF 的 含 量［4，9］。 为 了 探 索

TLSGC 对激素致血管内皮细胞功能损伤影响的作

用是否与调控 VEGF 的这些重要因子有关，采用了

Western blot进行相关检测。结果显示，MPS 可抑制

VEGF 诱导的 HUVEC 中 VEGFR2 的蛋白含量，而

TLSGC 则能剂量依赖地促进 VEGFR2 在内皮细胞

中的生成；此外，MPS 能显著降低 VEGF 诱导的

p-MEK 和 p-ERK 在 HUVEC 中 的 蛋 白 含 量 ，而

TLSGC 作用后则能剂量依赖地调整这个异常情况，

但对 ERK 和 MEK 无明显影响，提示了 TLSGC 能够

通过激活细胞内 MEK 和 ERK 信号分子，从而促进

VEGFR2 合成，发挥其对 MPS 致血管内皮细胞功能

损伤的保护作用。

综上所述，本研究通过主动脉环和 HUVEC 体

外 MPS 干预培养模型，证明了 TLSGC 对 MPS 所致

的血管内皮细胞血管生成和分泌功能损伤的保护

作用，且发现其机制可能与活化 MEK/ERK 信号通

路有关。相关研究结果将有助于 TLSGC 活血化瘀

功效的阐明及药效作用机制的深入探索。
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