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温阳活血方有效部位促进分化抑制因子 1表达及抑制内皮细胞自噬性死亡的研究

白 晔 1，李 菲 1，黄凤媛 1，邓柏杨 2，李熙灿 3，陈东风 1，黎 晖 1，邓汝东 1，周健洪 1（1. 广州中医药大

学解剖学教研室，广东 广州 510006；2. 广西中医药大学附属瑞康医院，广西 南宁 530011；3. 广州中医药

大学中药学院，广东 广州 510405）

摘要：目的 探讨温阳活血方对自噬损伤内皮细胞保护作用的物质基础以及对凋亡相关因子 Activate Caspase-
3、自噬相关蛋白泛素结合蛋白 P62以及分化抑制因子 1（ID1）表达的影响。方法 将温阳活血方不同极性提取

物（石油醚提取物、乙酸乙酯提取物、乙醇提取物和水提取物）作用于过氧化氢诱导的自噬性损伤内皮细胞模型，

应用二苯基四氮唑溴盐（MTT）法观察内皮细胞的活性，用气相色谱 -质谱联用技术（GS-MS）分析有效部位的化

学成分，Western blot法检测有效部位对 Activate Caspase-3、P62、ID1表达的影响。结果 温阳活血方石油醚

部位可提高内皮细胞活性；GS-MS检测发现石油醚部位主要成分有 4-（4-羟基 -3-甲氧基苯基）-2-丁酮、3-

丁烯基苯酞、Z-藁本内酯、E- 藁本内酯、2，10- 冰片二醇、Z，Z-9，12- 亚油酸、6- 姜酚、8- 姜酚等；

Western blot检测发现，石油醚部位能上调 ID1、P62的表达，抑制 Activate Caspase-3的表达。结论 石油醚

部位是温阳活血方对抗内皮细胞自噬性死亡的活性部位，其通过降低内皮细胞内 Activate Caspase-3的表达，

提高 P62和 ID1的表达，以对抗内皮细胞的自噬性死亡。
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Studies on Active Fraction of Wenyang Huoxue Decoction in Promoting Expression of ID1 and Inhibiting
Autophagic Cell Deaths in HUVECs
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249· ·



栽则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 悦澡蚤灶藻泽藻 阅则怎早 砸藻泽藻葬则糟澡 驭 悦造蚤灶蚤糟葬造 孕澡葬则皂葬糟燥造燥早赠，圆园14 May，灾燥造援 圆5 晕燥援 3

动脉硬化闭塞症（ASO）是由于周围动脉硬化导致

动脉狭窄、闭塞，从而引起的缺血性血管疾病，是

最常见外周血管性疾病之一。研究[1]发现，病变受累

血管的内皮细胞缺血性损伤是 ASO的重要发病机制，

并有学者[2]认为氧化应激诱导的内皮细胞自噬性死亡

是该病血管损伤后的主要转归之一。分化抑制因子 1

（Inhibitor of DNA binding/differentiation 1，ID1）属于

螺旋 - 环 - 螺旋（HLH）转录因子家族成员之一，具

有调控细胞周期、促进细胞增殖等作用，参与血管

内皮细胞损伤后的修复过程，对细胞自噬水平的调

控是 ID1修复受损内皮细胞的重要机制[3-4]。

中医认为 ASO发病机制在于阳气亏虚，复感阴

寒之邪，阻滞筋脉，气血凝滞，阳气不达四末，失

于温煦，故宜温阳活血，散寒通络[5]。运用温阳活血

法可以改善家兔血液流变学异常，使 ASO得到明显

改善 [6]。邓柏杨教授在多年临床实践中发现温阳活

血、化痰消食疗法能防治 ASO，从而总结出以此法

治疗 ASO的经验方———蠲脉 I 号方，动物实验结果

显示该方能有效防治新西兰兔的高脂血症及动脉硬

化[7]。本研究将探讨蠲脉 I号中温阳活血拆方（简称温

阳活血方）对抗人脐静脉血管内皮细胞（HUVECs）自

噬性死亡的物质基础，及其对凋亡相关因子 Activate

Caspase-3、泛素结合蛋白 P62以及 ID1表达的影响。

1 材料与方法
1.1 试剂及仪器 DMEM/F12 培养基，美国 GIBCO

公司，批号：8113372；胎牛血清，天津颢阳公司，

批号：TBD21HY；二苯基四氮唑溴盐（MTT），美国

Sigma公司，批号：2497B516；二甲基亚砜（DMSO），

美国 Sigma公司，批号：D5879；过氧化氢，天津富

宇精细化工公司，批号：1211241；Activate caspase-

3 抗 体（批 号 ： 999993W）、 ID1 抗 体（批号：

980382W）、P62 抗体（批号：YSLE04W），北京博奥

森公司；气相色谱 - 质谱联用仪（GC-MS），美国

Agilent公司；DYY2C型电泳仪、垂直电泳槽，北京

六一仪器厂。

1.2 细胞株 HUVECs购自复旦大学细胞资源中心。

1.3 药物 将温阳活血方饮片（肉苁蓉、干姜、熟附

子、当归、熟地、桂枝、黄芪、川芎）干燥后打成粗

China；2. Ruikang Hospital Affiliated to Guangxi University of Chinese Medicine，Nanning 530011 Guangxi，China；

3. School of Chinese Herbal Medicine，Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，

China）

Abstract：Objective To investigate the active fraction of Wenyang Huoxue Decoction in protecting human umbilical

vein endothelial cells（HUVECs）from autophagic cell deaths induced by hydrogen peroxide，and to research its effect

on the expression of activated caspase-3， ubiquitin-binding protein P62 and inhibitor of differentiation 1（ID1）.

Methods Wenyang Huoxue Decoction was boiled in Soxhlet extractor，and was extracted separately with the solvents

of petroleum ether（F1），acetic ether（F2），ethanol（F3）and water（F4）. HUVECs with autophagic cell deaths induced

by hydrogen peroxide were cocultured with the different extraction fractions of petroleum ether fraction，acetic ether

fraction， ethanol fraction and water fraction. And then methyl thiazolyl tetrazolium assay was used to observe the

activities of HUVECs，and the components of active fraction were analyzed by gas chromatography-mass spectrogram

（GC-MS）. Western blotting was recruited to analyze the effect of active fraction on the expression of activated

caspase-3，P62 and ID1. Results In our study，petroleum ether fraction（F1）was the active fraction of Wenyang
Huoxue decoction to protect HUVECs from autophagic deaths. The results of GC-MS showed that main ingredients of

F1 were 4-（4-hydroxy-3-methoxyphenyl）-2-butanone，3-butylidenephthalide，Z-ligustilide，E-ligustilide，2，10

-bornyl glycol，Z，Z-9，12-octadecadienoic acid，6-gingerol，8- gingerol. Western blotting analysis showed that F1

could increase the expression of ID1 and P62， and inhibit the expression of activated caspase-3 in HUVECs.

Conclusion Petroleum ether fraction（F1）is the active fraction of Wenyang Huoxue Decoction to protect HUVECs from

autophagic cell deaths，and its mechanism is related to the decrease of expression of activated caspase-3 in HUVECs，

and the increase of the expression of P62and ID1.

Keywords：Wenyang Huoxue Decoction；Human umbilical vein endothelial cells；Oxidant stress；Autophagy
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粉，各取 3 g 装入索式提取器，按照极性从小到大的

顺序依次用石油醚、乙酸乙酯、无水乙醇、双蒸水

依次进行提取，得到石油醚部位（F1）、乙酸乙酯部

位（F2）、无水乙醇部位（F3）、双蒸水部位（F4）。各

部位称质量后分别溶于 DMSO中。

1.4 GC-MS测定各部位化学成分 质谱条件：电离

方式 EI，电子轰击能量 70 ev，扫描范围 20~500

aum。色谱条件：BD-5 ms石英弹性毛细管柱，初始

温度：60 ℃，停 1 min，以 5 ℃·min-1 升温至 250

℃。进样器温度：250 ℃，分流比 50∶1，进样量：

1 滋L。定量方法：相对峰面积归一化法。谱库仪器

自带。

1.5 HUVECs培养与模型的建立 将 HUVECs按 1×

105 cm-2接种于细胞培养瓶，置于 37 ℃、5 %CO2孵

育箱培养。培养液为含 10 %胎牛血清、105 U·L-1青

链霉素、 4 ng·mL-1 血管内皮细胞生长因子的

DMEM/F12培养基，2 d更换培养基，当 HUVECs生

长至对数期、融合至 80 %~90 %时，用 2.5 g·L-1胰

酶室温消化 5 min，按 1×105 cm-2 进行传代。用

DMEM/F12 无血清培养液将过氧化氢稀释成终浓度

0.5 mmol·L-1，孵育 HUVECs 3 h，以建立氧化应激损

伤的 HUVECs模型[8]。

1.6 MTT比色法检测细胞活性 传代后 HUVECs以

每孔 3000个种于 96孔板，于 37 ℃、5 %的 CO2孵

育箱培养 24 h。将细胞分为正常对照组、模型组、

温阳活血方各提取部位组（F1组、F2组、F3组、F4

组）。正常组细胞换成无血清培养基孵育 27 h；模型

组细胞以 0.5 mmol·L-1过氧化氢刺激细胞 3 h后换无

血清培养基孵育 24 h；温阳活血方各提取部位组细

胞以 0.5 mmol·L-1过氧化氢刺激 3 h后，分别置于含

终浓度为 30 滋g·mL-1的温阳活血方各提取部位的无

血清培养液中孵育 24 h。每孔加 20滋L MTT（5 mg·mL-1），

于培养箱继续孵育 4 h后将孔内液体吸尽，每孔加入

100 滋L DMSO充分溶解，用酶标仪于波长 490 nm检

测各孔吸光度。将测出的吸光度值最高的药物提取

部位确定为温阳补血方活性部位。

1.7 Western blot检测蛋白表达 将 HUEVCs种于 6

孔板（方法同 1.6项）。将细胞随机分为正常对照组、

模型组、温阳活血方活性部位组。正常对照组细胞换

成无血清培养基孵育 27 h；模型组细胞以 0.5 mmol·L-1

过氧化氢刺激细胞 3 h 后换无血清培养基，孵育

24 h；温阳活血方活性部位组细胞以 0.5 mmol·L-1过

氧化氢刺激 3 h后，置于含终浓度为 30 滋g·mL-1的

温阳活血方活性部位的无血清培养液中孵育 24 h。

分组处理细胞后，提取细胞总蛋白。将各组蛋白样

品加上蛋白上样缓冲液煮沸变性，进行 SDS 聚氯丙

烯凝胶电泳，电转移至 PVDF膜后，用 50 g·L-1 脱脂

牛奶封闭 1 h，分别加入适量浓度的 β-actin、

Activate Caspase3、ID1、P62 多克隆抗体，4 ℃孵育

过夜，加辣根过氧化物酶标记的二抗室温反应 1 h，

洗膜后在暗室中将 PVDF 膜用超敏发光液孵育 1

min，用 X线曝光显影。图像经扫描仪扫描后，用图

像分析软件 Image J 分析光密度值，分别以

Activate-3/β-actin、ID1/β-actin、P62/β-actin 光密

度比值来表示 Activate Caspase-3、ID1、P62 蛋白表

达水平。

1.8 统计学处理方法 采用 SPSS 13.0统计软件，多

组间比较用单因素方差分析，两组间比较用 LSD法。

2 结果
2.1 温阳活血方的活性部位筛选 见图 1，与正常对

照组比较，模型组 HUVECs 活性明显下降（P <

0.01）；与模型组比较，石油醚部位（F1）组 HUVECs

活性明显升高（P < 0.01），石油醚部位对 HUVECs模

型具有保护作用，故认为石油醚部位是温阳活血方

对抗内皮细胞自噬性死亡的活性部位。

注：与正常对照组比较，△P＜0.01；与模型组比较，*P＜0.01。

图 1 温阳活血方的提取部位对 HUVECs活性的影响（n=3）

Figure 1 The effect of different extract fractions from Wenyang
Huoxue Decoction on the activities of HUVECs

2.2 石油醚部位化学成分分析 通过总离子流色谱

图和质谱分析，与质谱数据库进行对比，得出石油

醚部位的主要化学成分，并通过计算各峰值面积得

出各成分含量，见表 1。石油醚部位的主要成分有：

4-（4-羟基 -3-甲氧基苯基）-2-丁酮、3-丁烯基苯

酞、Z-藁本内酯、E-藁本内酯、2，10-冰片二醇、

Z，Z-9，12-亚油酸、6-姜酚、8-姜酚。

2.3 石油醚部位对 HUVECs模型 Activate Caspase-3

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
正常对照组 模型组 F1组 F2组 F3组 F4组

吟
*
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表达的影响 见图 2。Western blot 检测显示，与正

常对照组比较，模型组细胞 Activate Caspase-3表达

显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，石油醚部位组

细胞 Activate Caspase-3 表达水平明显下降（P＜
0.01）。

注：与正常对照组比较，△P＜0.01；与模型组比较， *P＜0.01。

图 2 石油醚部位对 HUVECs模型 Activate Caspase-3表达
的影响（n=3）

Figure 2 The effect of petroleum ether fraction on the expression

of activated Caspase-3 protein in HUVECs

2.4 石油醚部位对 HUVECs 模型 P62 表达的影响
见图 3。Western blot检测显示，与正常对照组比较，

模型组细胞 P62表达显著降低（P＜0.01）；与模型组

比较，石油醚部位组细胞 P62 表达明显升高（P＜
0.01）。

2.5 石油醚部位对 HUVECs 模型 ID1 表达的影响
见图 4。Western blot检测显示，与正常对照组比较，

模型组细胞 ID1表达显著降低（P＜0.01）；与模型组

比较，石油醚部位组细胞 ID1 表达明显升高（P＜
0.01）。

3 讨论
ASO 是由于周围动脉粥样硬化导致动脉狭窄、

闭塞，从而引起的缺血性血管疾病。研究[2]发现，受

累血管内皮细胞的自噬性损伤是 ASO的主要致病因

素之一。中医及中西医结合内科治疗是 ASO的研究

热点。目前临床和药理研究[9-10]表明，运用中医温阳

活血法治疗 ASO 能有效维持内皮细胞的正常功能；

中医疗法与手术治疗联用，可有效降低患者 ASO的

复发率。

温阳活血方由肉苁蓉、干姜、熟附子、当归、

熟地、桂枝、黄芪、川芎组成。本研究结果显示该

方石油醚提取部位能提高过氧化氢损诱导的内皮细

胞的活性。GC-MS检测发现，石油醚部位的主要成

编号

1

2

3

4

5

6

7

8
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14.526
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注：与正常对照组比较，△P＜0.01；与模型组比较， *P＜0.01。

图 3 石油醚部位对 HUVECs模型 P62表达的影响（n=3）

Figure 3 The effect of petroleum ether fraction on the expression of

P62 protein in HUVECs
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图 4 石油醚部位对 HUVECs模型 ID1表达的影响（n=3）

Figure 4 The effect of petroleum ether fraction on the expression

of ID1 protein in HUVECs

表 1 石油醚部位 GC-MS分析结果
Table 1 GC-MS analysis of petroleum ether fraction

吟

吟

吟
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分有 4-（4-羟基 -3-甲氧基苯基）-2-丁酮、3-丁烯

基苯酞、Z-藁本内酯、E- 藁本内酯、2，10- 冰片

二醇、Z，Z-9，12-亚油酸、6-姜酚、8-姜酚，其

中 4-（4-羟基 -3-甲氧基苯基）-2-丁酮为医药中间

体；3-丁烯基苯酞为当归的有效成分；E-藁本内酯

为川芎的有效成分；Z-藁本内酯为当归和川芎活性

成分；6- 姜酚、8- 姜酚为干姜的有效成分。研

究 [11-13]表明，丁烯基苯酞、藁本内酯及姜酚均有改善

机体循环、保护血管缺血性损伤的作用。体外实验

显示姜酚能清除细胞氧自由基，对抗细胞的氧化应

激性损伤[14]；另外，Z，Z-9，12-亚油酸为长链脂肪

酸，具有抑制细胞自噬的作用[15-16]；冰片二醇能够促

进受损内皮细胞屏障功能的恢复[17]。

Caspase-3是凋亡相关蛋白 caspase家族的成员，

是直接介导细胞凋亡的实施效应蛋白和已知的凋亡

最后执行因子，故又称为死亡蛋白。Caspase-3通常

以无活性的 Caspase-3前体形式存在，当细胞受到凋

亡信号激活或外界有害刺激时，Caspase-3 被激活，

转 变 成 有 活 性 的 裂 解 型 Caspase-3（Cleaved

Caspase-3，又称为 Activate Caspase-3），参与细胞凋

亡的发生。抑制 Capsase-3 蛋白的激活，即抑制

Activate Caspase-3的表达，可明显减轻细胞凋亡的发

生。故可认为 Activate Caspase-3的表达水平是判断

细胞凋亡水平的的可靠指标之一[18-19]。本研究中，过

氧化 氢刺激 内皮 细胞 后， 细 胞 中 的 Activate

Caspase-3表达明显升高，表明过氧化氢刺激细胞可

诱导内皮细胞发生凋亡。石油醚部位能显著降低细

胞内 Activate Caspase-3 表达水平，说明温阳活血方

石油醚部位可以抑制过氧化氢诱导的内皮细胞凋亡。

细胞自噬是真核细胞利用溶酶体降解细胞内物

质并进行再利用的过程，在细胞内营养缺乏的情况

下，可以降解胞质内大分子和细胞器，为生理需要

的蛋白质合成提供原料及能量，以维持细胞的生存

以及内环境的稳定，同时它能降解机体内有害物质，

防止其在细胞内大量聚集。但当细胞内自噬过度激

活时，尽管溶酶体依然可以降解细胞内的有害物质，

但同时可能将细胞内的细胞器“消化”掉，造成细

胞内环境紊乱，引发细胞的程序性死亡[20]。在自噬活

化过程中，泛素结合蛋白 P62 可将错误折叠的蛋白

泛素化后送至自噬体内，使得错误折叠蛋白和泛素

结合蛋白 P62 一同被降解，故 P62表达降低可作为

细胞内自噬水平升高的指标[21]。本研究表明，过氧化

氢刺激 HUVECs后，细胞内的 P62表达较正常对照

组细胞显著降低，结合各组细胞 Activate Caspase-3

表达水平变化情况，表明过氧化氢刺激 HUVECs后

会诱导细胞的自噬性死亡。石油醚部位能使细胞内

P62表达升高，提示石油醚部位能抑制 HUVECs模型

的自噬发生，从而抑制 HUVECs自噬性死亡。

ID1是一种具有调控细胞周期，促进细胞增殖作

用的转录因子[22]，能通过抑制细胞周期相关蛋白 P21

基因的启动子活性，抑制 P21 蛋白的表达，从而抑

制 P21蛋白与自噬相关蛋白 Beclin-1 的结合，降低

细胞内的自噬水平[4]。此外，ID1同时能通过抑制自

噬相关基因 P53启动子活性，降低 P53蛋白对下游

自噬过程的活化作用，并能上调细胞内 bcl-2 的表

达，抑制细胞自噬性死亡的发生 [23-24]。本研究显示，

模型组细胞内 ID1 表达低于正常对照组细胞，表明

抑制细胞内 ID1活性是过氧化氢诱导的内皮细胞自

噬性损伤的途径之一；石油醚部位能明显提高

HUVECs内 ID1表达水平，表明石油醚部位能通过调

控细胞内 ID1水平抑制细胞内的自噬性损伤。

本研究结果表明，石油醚部位是温阳活血方对

抗内皮细胞自噬性死亡的活性部位，其通过降低

HUVECs 内 Activate Caspase-3 的表达，提高 P62 和

ID1的表达，以对抗内皮细胞的自噬性死亡。但由于

石油醚部位成分较多，有待进一步从中寻找具体发

挥作用的成分。
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白头翁总皂苷碱水解产物的抗胶质瘤作用及机制研究

彭翠平 1，2，许琼明 2，张 天 2，李笑然 2，杨世林 1，2，周 英 1，刘艳丽 2（1. 贵州大学药学院，贵州 贵阳

550025；2. 苏州大学药学院，江苏 苏州 215123）

摘要：目的 探讨白头翁总皂苷碱水解产物（PAHS）的抗胶质瘤作用及机制。方法 采用 MTT法、集落形成实
验分别检测细胞存活率和集落形成率，同时采用 Giemsa 染色观察 PAHS 对肿瘤细胞形态学变化；采用
hoechest33342染色观察人脑胶质母细胞瘤细胞株 U251凋亡细胞形态变化；用流式细胞仪检测细胞的凋亡；用
Western Blot法检测 Bcl-2和 Caspase-3蛋白的表达变化。结果 PAHS可以剂量依赖性的抑制 U251细胞的增
殖，抑制 U251细胞集落的形成；PAHS（6.25，9.375，12.5 滋g·mL-1）可以诱导 U251 细胞凋亡，抑制率分别为
（6.00依2.05）%、（46.19依0.24）%、（78.26依2.10）%。PAHS 可以上调 Caspase-3、Bcl-2 等蛋白的表达。结论
PAHS具有良好的抗胶质瘤作用，其机制可能与调节 Bcl-2和 Caspase-3蛋白的表达有关。
关键词：白头翁总皂苷碱水解产物；胶质瘤；抗肿瘤；凋亡；机制
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