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摘 要 目的：研究脑心通胶囊主要药效成分对人脐静脉内皮细胞（HUVEC）增殖及其 JAK/STAT信号通路、血管活性物质、黏附

分子、炎症因子的影响，以期阐明脑心通胶囊活血化瘀的作用机制。方法：采用CCK-8法检测不同浓度的12个脑心通胶囊药效成

分[咖啡酸（1.56～200 μmol/L）、阿魏酸（1.56～200 μg/mL）、洋川芎内酯H（3.125～200 μmol/L）、丁烯基苯酞（3.125～200 μmol/L）、

藁本内酯（1.56～200 μmol/L）、隐丹参酮（0.625～80 μmol/L）、丹参素钠（1.56～200 μmol/L）、芍药苷（1.56～200 μmol/L）、芒柄花素

（1.56～200 μmol/L）、丹酚酸B（1.56～200 μmol/L）、儿茶素（1.56～200 μmol/L）、黄芪甲苷（1.56～200 μmol/L）]作用24 h后对HUVEC

增殖的影响；采用逆转录-聚合酶链式反应（RT-PCR）法检测上述各药效成分（均分别设置3个剂量组，并设0 μmol/L的空白对照

组，下同）对HUVEC的 JAK/STAT信号通路关键蛋白 Janus激酶（JAK2）、信号转导子及转录激活子（STAT3）、蛋白激酶B（Akt）、细

胞外调节蛋白激酶（ERK）mRNA表达的影响；采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测各药效成分对HUVEC的纤溶酶原激活物抑制

因子 1（PAI-1）、血管内皮细胞黏附分子 1（VCAM-1）、细胞间黏附分子 1（ICAM-1）、血管内皮生长因子（VEGF）、核因子κB p65

（NF-κB p65）表达的影响。结果：阿魏酸（6.25、25～200 μg/mL）、洋川芎内酯H（6.25～200 μmol/L）、藁本内酯（200 μmol/L）、隐丹

参酮（10～80 μmol/L）、芍药苷（1.56、6.25、12.5 μmol/L）、丹酚酸B（1.56～12.5、200 μmol/L）和儿茶素（25 μmol/L）可显著抑制HU-

VEC增殖，咖啡酸（1.56、12.5 μmol/L）、藁本内酯（50 μmol/L）、丹参素钠（6.25 μmol/L）、芒柄花素（1.56、100、200 μmol/L）可显著促

进HUVEC细胞增殖（P＜0.05或P＜0.01）。与空白对照组比较，阿魏酸、芒柄花素、丹酚酸B和黄芪甲苷部分剂量组细胞中 JAK2、

STAT3和Akt的mRNA相对表达量均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；咖啡酸、阿魏酸和丁烯基苯酞部分剂量组细胞中PAI-1表达

水平显著降低，咖啡酸、阿魏酸、丁烯基苯酞、隐丹参酮、芒柄花素和儿茶素部分剂量组细胞中 ICAM-1和VCAM-1表达水平显著

降低，阿魏酸、丁烯基苯酞、芒柄花素、丹酚酸B和黄芪甲苷部分剂量组细胞中NF-κB p65表达水平显著降低，咖啡酸和儿茶素部

分剂量组细胞中 VEGF 表达水平显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。结论：脑心通胶囊中药效成分可能通过抑制 HUVEC 中 JAK/

STAT信号通路关键蛋白mRNA和PAI-1、ICAM-1、VCAM-1、NF-κB p65的表达，并促进VEGF表达，从而发挥其活血化瘀的功效。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of the main

active components of Naoxintong capsule（NXTC）on the cell

proliferation of human umbilical vein endothelial cell

（HUVEC） and its key protein JAK/STAT signal pathway，

vasoactive substances，adhesion molecules and inflammatory

factors so as to clarify the mechanism of NXTC for promoting
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脑心通胶囊组方是在《医林改错·卷下·瘫痿论》中

补阳还五汤的基础上加味虫类药、活血化瘀药共 16味

中药而成，具有益气活血、化瘀通络的功效 [1－2]。相关

研究报道，脑心通胶囊主要通过抗动脉粥样硬化、抗炎

性反应、抗血小板聚集、改善血管内皮功能和抗心肌缺

血再灌注损伤等药理作用发挥治疗心脑血管疾病的作

用[1－4]。

Janus 激酶/信号转导子及转录激活子（JAK/STAT）

信号通路是目前心脑血管疾病分子生物学研究领域的

热点[5]，其通路相关蛋白 JAK2、STAT3、蛋白激酶B（Akt）

和细胞外调节蛋白激酶（ERK）与活血化瘀和血管新生

的作用关系密切，并参与血管内皮功能的调节[6]。纤溶

酶原激活系统是体内防止血栓形成的重要机制，纤溶酶

原激活物抑制因子 1（PAI-1）是由血管内皮细胞合成和

释放的活性物质，在机体内含量越高，形成血栓的可能

性也就越高[7]；血管内皮生长因子（VEGF）可通过刺激血

管内皮细胞增殖、迁移、分化、管腔形成等，促进血管生

成[8]；内皮细胞黏附分子主要有血管内皮细胞黏附分子1

（VCAM-1）和细胞间黏附分子 1（ICAM-1），在细胞信号

传导与活化、凝血和血栓形成、组织损伤修复等生理和

病理过程中发挥重要作用，当机体内黏附分子含量升

高，容易形成血栓[9－10]；炎症是心脑血管疾病的关键驱动

因素，核因子κB（NF-κB）与多种关键炎症因子如细胞因

子类[肿瘤坏死因子（TNF-α）、白细胞介素 6（IL-6）]、黏

附分子类（VCAM-1、ICAM-1）等的表达有关[11－12]。相关

研究发现，有机酸类（如咖啡酸、阿魏酸、丹参素钠、丹酚

酸B）、苯酞内酯类（如洋川芎内酯H、丁烯基苯酞、藁本

内酯）、黄酮类（如隐丹参酮、芒柄花素、儿茶素）和皂苷

类（如芍药苷、黄芪甲苷）等是脑心通胶囊的主要药效成

分[13－15]。而上述药效成分如何通过调节 JAK/STAT信号

通路、血管活性物质、黏附分子和炎症因子发挥治疗脑

血管疾病药效的物质基础和作用机制尚不清楚。因此，

本研究以人脐静脉内皮细胞（HUVEC）为载体，通过考

察脑心通胶囊各药效成分对其 JAK/STAT信号通路相关

蛋白（JAK2、STAT3、Akt、ERK）mRNA、血管活性物质

（PAI-1、VEGF）、黏附分子（VCAM-1、ICAM-1）及炎症因

子（NF-κB p65）等相关指标的影响，研究该药活血化瘀

作用的分子机制，为其临床应用提供数据支撑。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用的主要仪器有：Light Cycler 96型实时

荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（瑞士Roche公司），

VeritiTM 96-Well Thermal Cycler型梯度PCR仪（美国ABI

公司），NanoDrop One型超微量分光光度计、3111型CO2

blood circulation and removing blood stasis. METHODS：The effects of different concentration of 12 active components [caffeic

acid（1.56-200 μmol/L），ferulic acid（1.56-200 μmol/L），senkyunolide H（3.125-200 μmol/L），n-butylidenephthalide（3.125-200

μmol/L），ligustilide（1.56-200 μmol/L），cryptotanshinone（0.625-80 μmol/L），tanshinol sodium（1.56-200 μmol/L），paeoniflorin

（1.56-200 μmol/L），formononetin（1.56-200 μmol/L），salvianolic acid B（1.56-200 μmol/L），catechin（1.56-200 μmol/L）and

astragaloside Ⅳ（1.56-200 μmol/L）] on the proliferation of HUVECs were evaluated by CCK-8 assay. The effects of above active

components（3 dose groups，setting up 0 μmol/L blank control group，hereinafter）on mRNA expression of key proteins JAK2，

STAT3，Akt，ERK in JAK/STAT signal pathway were measured by RT-PCR. The effects of each active component on the

expression of PAI-1，VCAM-1，ICAM-1，VEGF and NF-κB p65 were detected by ELISA. RESULTS：Ferulic acid（6.25，25-200

μg/mL），senkyunolide H（6.25-200 μmol/L），ligustilide（200 μmol/L），cryptotanshinone（10-80 μmol/L），paeoniflorin（1.56，

6.25，12.5 μmol/L），salvianolic acid B（1.56-12.5 μmol/L，200 μmol/L）and catechin（25 μmol/L）could significantly inhibit the

proliferation of HUVECs；caffeic acid （1.56，12.5 μ mol/L），ligustilide （50 μ mol/L），trashinol sodium （6.25 μ mol/L） and

paeoniflorin（1.56，100，200 μmol/L）could significantly promote the proliferation of HUVECs （P＜0.05 or P＜0.01）. Compared

with blank control group，mRNA expression of JAK2，STAT3 and Akt were decreased significantly in some dose groups of ferulic

acid，formononetin，salvianolic acid B and astragaloside Ⅳ（P＜0.05 or P＜0.01）；the expression of PAI-1 were significantly

decreased in some dose groups of caffeic acid，ferulic acid and n-butylphthalide；the expression of ICAM-1 and VCAM-1 were

decreased significantly in some dose groups of caffeic acid，ferulic acid，n-butenylphthalide，cryptotanshinone，formononetin and

catechin；the expression of NF-κ B p65 were decreased significantly in some dose groups of ferulic acid，n-butenylphthalide，

formononetin，salvianolic acid B and astragaloside Ⅳ；the expression of VEGF were increased significantly in some dose groups of

caffeic acid and catechin（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：The active components of Naoxintong capsule may play the role

of promoting blood circulation and removing blood stasis by inhibiting the expression of JAK/STAT signal pathway key protein

mRNA and PAI-1，ICAM-1，VCAM-1，NF-κB p65 in HUVEC，and promoting the expression of VEGF.

KEYWORDS Naoxintong capsule； Human umbilical vein endothelial cells； Vasoactive substances； Adhesion molecule；

Inflammation factors；Active component；JAK/STAT signal pathway；Mechanism
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恒温培养箱、Multiskan FC型酶标仪、Megafuge 8型离心

机（美国Thermo Fisher Scientific公司），AE31型倒置相

差显微镜（麦克奥迪实业集团有限公司），S11型电热恒

温水浴锅（上海森信实验仪器有限公司）。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用的主要药品与试剂有：咖啡酸、阿魏

酸、洋川芎内酯H、丁烯基苯酞、藁本内酯对照品（南京

良纬生物科技有限公司，批号分别为 lw16081501、

lw170112004、lw18010302、lw16042702、lw18010501，纯

度均不低于 98％），隐丹参酮、丹参素钠、芍药苷、芒柄花

素、丹酚酸B、儿茶素、黄芪甲苷对照品（成都克洛玛生物

科技有限公司，批号分别为 CHB190305、CHB180108、

CHB190124、CHB180130、CHB180108、CHB180809、

CHB190107，纯度均不低于98％），磷酸盐缓冲液（PBS，

博斯特生物技术有限公司，批号PYGOO21），二甲基亚砜

（DMSO）、青链霉素混合液（北京索莱宝科技有限公司，批

号分别为1213C0330、20190320），胎牛血清、胰酶、DMEM

高糖完全培养基（美国 HyClone 公司，批号分别为

NYMI1035、J170003、AL209346），CCK-8试剂[东仁化学科

技（上海）有限公司，批号NG703]，PAI-1、ICAM-1、VEGF

酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（上海茁彩生物科技有

限公司，批号分别为0711E19、0711E19、0711E19），NF-κB

p65、VCAM-1 ELISA试剂盒（武汉伊莱瑞特生物科技股

份有限公司，批号分别为W5Z6C3RW4T、1BRVZE5H94），

RNA 快速提取试剂盒、逆转录试剂盒、反转录 PCR

（RT-PCR）扩增试剂盒（上海奕杉生物科技有限公司，批

号分别为20190901、20190901、20190901），PCR引物（华

大基因公司设计合成，引物序列及产物长度见表1）。

表 1 PCR引物序列及引物长度

Tab 1 Sequence and length of PCR primers

基因
JAK2

STAT3

Akt

ERK

GAPDH

上游
下游
上游
下游
上游
下游
上游
下游
上游
下游

引物序列
5′-GTGTTCCATTTGATAGAACTTTTGAAGA-3′
5′-ATTATTGTTCCAGCATTCTGTCATGA-3′
5′-CATCATGGGCTTTATCAGTAAGGA-3′
5′-GTCAATGGTATTGCTGCAGGTCGT-3′
5′-GTATGCTGGCAGAGTAGGAGAAC-3′
5′-CAGGTAACATCAGAGACAGACACA-3′
5′-CGCCCCTCCAAACGGCTCAA-3′
5′-GCAGCGCCTCCCTTGCTAGA-3′
5′-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3′
5′-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3′

产物长度，bp

28

26

24

24

23

24

20

20

20

20

1.3 细胞

HUVEC由河南中医药大学第一附属医院中药药理

实验室惠赠。

2 方法

2.1 细胞培养

将HUVEC复苏后，接种到含 10％胎牛血清、1％青

链霉素的 DMEM 高糖完全培养基（以下简称“培养

基”），于37 ℃、5％ CO2条件下培养，每隔2 d进行传代，

取对数生长期细胞进行试验。

2.2 脑心通胶囊各药效成分对细胞增殖的影响

采用CCK-8法进行检测。将HUVEC按3 000个/孔

接种于96孔板中，待细胞贴壁后，吸弃培养基，备用。将

细胞分为空白对照组（溶剂为含或不含 0.1％DMSO 的

培养基）和脑心通胶囊药效成分不同浓度组[每个药效

成分均设置8个终浓度（各浓度设置参考预试验结果，详

见表2），按相应对照品溶解性采用含或不含0.1％DMSO

的培养基配成]。空白对照组加入含或不含 0.1％

DMSO的培养基200 μL，脑心通胶囊药效成分不同浓度

组加入相应药液 200 μL，每组设 6个复孔，于 37 ℃、5％

CO2条件下培养 24 h。吸弃培养基后，每孔加入CCK-8

溶液60 μL，继续培养1 h后，使用酶标仪于450 nm波长

处检测各孔光密度（OD）值，并计算细胞存活率（细胞存

活率＝OD 药效成分组/OD 空白对照×100％）。

表2 脑心通胶囊药效成分不同浓度组终浓度设置情况

Tab 2 The final concentration setting of different con-

centration groups of the active components in

Naoxintong capsules

组别
咖啡酸组
阿魏酸组
洋川芎内酯H组
丁烯基苯酞组
藁本内酯组
隐丹参酮组
丹参素钠组
芍药苷组
芒柄花素组
丹酚酸B组
儿茶素组
黄芪甲苷组

溶剂
培养基
培养基
含0.1％DMSO的培养基
含0.1％DMSO的培养基
含0.1％DMSO的培养基
含0.1％DMSO的培养基
培养基
含0.1％DMSO的培养基
含0.1％DMSO的培养基
培养基
含0.1％DMSO的培养基
含0.1％DMSO的培养基

浓度梯度（记为浓度1～8）

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μg/mL

3.125、6.25、12.5、25、50、100、150、200 μmol/L

3.125、6.25、12.5、25、50、100、150、200 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

0.625、1.25、2.5、5、10、20、40、80 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

1.56、3.125、6.25、12.5、25、50、100、200 μmol/L

2.3 脑心通胶囊各药效成分对细胞中 JAK/STAT信号

通路相关蛋白mRNA表达的影响考察

采用RT-PCR法进行测定。将HUVEC按1×105个/孔

接种于6孔板内，待细胞贴壁后，吸弃培养基，备用。将

细胞分为空白对照组和脑心通胶囊药效成分不同浓度

组（各药效成分终浓度根据“2.2”项下筛选结果制定，按

相应对照品溶解性采用含或不含0.1％ DMSO的培养基

配成相应药液）。空白对照组加入含或不含 0.1％

DMSO的培养基4 mL，脑心通胶囊药效成分不同浓度组

加入含相应药液 4 mL，每组设 3个复孔，于 37 ℃、5％

CO2条件下培养24 h。收集细胞并提取总RNA后，取适

量逆转录成 cDNA。以 cDNA 为模板，进行 PCR 扩增。

PCR反应体系（20 μL）为：PCR扩增缓冲液10 μL、cDNA

1 μL、上下游引物各 0.04 μL 和适量双蒸水。反应条件
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表3 各组细胞存活率测定结果（x±±s，n＝6，％％）

Tab 3 Survival rate of HUVEC in each group（x±±s，n＝6，％％）

组别
对照组
浓度1

浓度2

浓度3

浓度4

浓度5

浓度6

浓度7

浓度8

咖啡酸
100.00±8.41

109.75±5.87＊

107.97±3.89

108.28±4.71

122.76±11.27＊＊

99.00±3.96

103.86±3.45

104.89±3.04

101.28±5.25

阿魏酸
100.00±2.76

100.44±7.13

101.25±6.56

95.59±3.24＊

95.42±5.03

95.39±3.67＊

90.68±3.36＊＊

91.17±3.28＊＊

90.30±6.46＊

洋川芎内酯H

99.99±1.92

99.89±3.18

92.89±2.78＊＊

88.94±5.03＊＊

80.82±13.43＊

89.75±4.69＊＊

89.65±2.95＊＊

95.04±2.87＊＊

92.93±4.81＊

丁烯基苯酞
99.99±6.54

98.94±5.60

98.95±3.94

103.18±2.05

100.50±5.74

97.32±4.26

101.30±3.45

97.11±5.75

94.27±9.26

藁本内酯
100.00±6.23

104.20±13.61

112.76±16.44

111.51±16.02

106.98±9.63

106.19±9.93

110.00±8.79＊

96.49±3.46

78.62±1.95＊＊

隐丹参酮
100.00±17.04

116.64±2.75

116.78±3.67

108.86±1.93

93.34±5.31

70.75±3.64＊＊

57.23±2.61＊＊

39.35±2.14＊＊

32.44±1.76＊＊

丹参素钠
100.00±6.41

104.24±1.10

100.14±3.17

107.06±2.41＊

98.30±6.65

103.34±2.28

103.25±5.13

97.01±6.37

102.87±3.57

芍药苷
100.00±5.80

89.48±8.25＊

102.11±5.14

90.75±6.31＊

90.36±7.51＊

91.10±13.00

90.87±12.38

92.50±10.82

98.13±7.70

芒柄花素
100.00±3.94

105.03±3.81＊

103.68±6.21

104.30±2.72

102.51±5.39

102.03±4.41

100.06±2.76

108.64±5.81＊

160.64±18.59＊＊

丹酚酸B

100.00±2.52

95.60±3.82＊

92.42±1.68＊＊

92.94±4.39＊＊

94.38±3.97＊

93.68±6.38

96.01±3.60

98.12±3.14

89.65±8.24＊

儿茶素
100.00±5.90

94.75±3.75

92.99±7.37

98.88±5.02

94.06±7.21

91.50±4.50＊

94.59±7.05

98.50±1.77

103.28±3.15

黄芪甲苷
100.00±5.37

92.23±8.44

99.32±3.30

97.92±4.03

97.74±3.83

97.08±3.61

97.51±2.16

97.14±3.69

99.43±2.26

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火30 s，

60 ℃延伸 30 s，共 40个循环。以GAPDH为内参，采用

2－ΔΔCt法[16]分析 JAK2、STAT3、Akt、ERK mRNA的相对表

达量。

2.4 脑心通胶囊各药效成分对血管活性物质、黏附分子

及炎性因子表达的影响考察

采用ELISA法进行测定。将HUVEC按3 000个/孔

接种于96孔板中，待细胞贴壁后，吸弃培养基，备用。将

细胞按“2.3”项下方法分组并培养24 h后，收集细胞上清

液，然后按照相应试剂盒的说明书方法操作，检测

PAI-1、ICAM-1、VEGF、VCAM-1 和 NF-κB p65 的表达

水平。

2.5 统计学分析

采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。计量资

料以 x±s表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组

间比较采用 t检验。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1 细胞存活率的测定结果

与空白对照组比较，阿魏酸 6.25、25、50、100、200

μg/mL组，洋川芎内酯H 6.25、12.5、25、50、100、150、200

μmol/L组，藁本内酯200 μmol/L组，隐丹参酮10、20、40、

80 μmol/L，芍药苷 1.56、6.25、12.5 μmol/L 组，丹酚酸 B

1.56、3.125、6.25、12.5、200 μmol/L组，儿茶素 25 μmol/L

组细胞存活率均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；咖啡酸

1.56、12.5 μmol/L 组，藁本内酯 50 μmol/L 组，丹参素钠

6.25 μmol/L和芒柄花素 1.56、100、200 μmol/L组细胞存

活率均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。各组细胞存活

率测定结果见表 3。基于此，选择脑心通胶囊各药效成

分对HUVEC增殖无明显抑制作用的 3个浓度（低、中、

高）进行后续试验，即咖啡酸25、50、100 μmol/L，阿魏酸

0.025、0.25、2.5 μg/mL，洋川芎内酯H 1.25、2.5、5 μmol/L，

丁烯基苯酞 0.01、0.1、1 μmol/L，藁本内酯 0.025、0.25、

2.5 μmol/L，隐丹参酮 0.3、1、3 μmol/L，丹参素钠 5、10、

20 μmol/L，芍药苷 25、50、100 μmol/L，芒柄花素 2.5、5、

25 μmol/L，丹酚酸 B 25、50、100 μmol/L，儿茶素 5、50、

100 μmol/L，黄芪甲苷2.5、5、25 μmol/L。

3.2 脑心通胶囊各药效成分对 JAK/STAT信号通路相

关蛋白mRNA表达的影响

与空白对照组比较，咖啡酸 50 μmol/L 组细胞中

STAT3，阿魏酸 0.025 μg/mL 组细胞中 JAK2，洋川芎内

酯 H 2.5 μmol/L组细胞中 JAK2及5 μmol/L组Akt，丁烯

基苯酞 1 μmol/L 组细胞中 Akt，藁本内酯 0.025 μmol/L

组细胞中 JAK2，芒柄花素 2.5 μmol/L组细胞中ERK，丹

酚酸B 100 μmol/L组细胞中 STAT3的mRNA相对表达

量均显著升高（P＜0.05）；阿魏酸 2.5 μg/mL 组细胞中

STAT3、Akt、ERK，丁烯基苯酞 0.1 μmol/L 组细胞中

ERK，芒柄花素 25 μmol/L 组细胞中 JAK2，丹酚酸 B 50

μmol/L组细胞中 JAK2、STAT3，黄芪甲苷 2.5 μmol/L组

细胞中 Akt 的 mRNA 相对表达量均显著降低（P＜0.05

或P＜0.01）。各组细胞中 JAK/STAT信号通路相关蛋白

的mRNA相对表达量测定结果见表4（注：表中0 μg/mL

均表示空白对照）。

3.3 脑心通胶囊各药效成分对细胞中PAI-1、ICAM-1、

VCAM-1、VEGF和NF-κB p65表达水平的影响

与空白对照组比较，咖啡酸 100 µmol/L 组细胞中

PAI和50、100 µmol/L组 ICAM-1以及25、50、100 µmol/L

组 VCAM-1，阿魏酸 2.5 µg/mL 组细胞中 PAI 和 0.025、

0.25、2.5 µg/mL 组 ICAM-1、NF-κB p65，洋川芎内酯 H

1.25、2.5 µmol/L 组细胞中 VEGF，丁烯基苯酞 1 µmol/L

组细胞中 PAI 和 0.01、0.1、1 µmol/L 组 ICAM-1、NF-κB

p65以及 0.1、1 µmol/L 组 VEGF、VCAM-1，隐丹参酮 3

µmol/L组细胞中 ICAM-1，芒柄花素25 µmol/L组细胞中

VCAM-1 和 5 µmol/L 组 NF-κB p65，丹酚酸 B 25、50、

100 µmol/L 组细胞中 NF-κB p65，儿茶素 100 µmol/L 组

细胞中 VCAM-1，黄芪甲苷 25 µmol/L 组细胞中 NF-κB

p65的表达水平均显著降低（P＜0.05或P＜0.01）；咖啡
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表 4 各组细胞中 JAK/STAT 信号通路相关蛋白的
mRNA相对表达量测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 4 mRNA expression of the proteins associated

with JAK/STAT signal pathway in HUVEC of

each group（x±±s，n＝3）

组别

咖啡酸，μmol/L

阿魏酸，μg/mL

洋川芎内酯H，μmol/L

丁烯基苯酞，μmol/L

藁本内酯，μmol/L

隐丹参酮，μmol/L

丹参素钠，μmol/L

芍药苷，μmol/L

芒柄花素，μmol/L

丹酚酸B，μmol/L

儿茶素，μmol/L

黄芪甲苷，μmol/L

浓度梯度

0

25

50

100

0

0.025

0.25

2.5

0

1.25

2.5

5

0

0.01

0.1

1

0

0.025

0.25

2.5

0

0.3

1

3

0

5

10

20

0

25

50

100

0

2.5

5

25

0

25

50

100

0

5

50

100

0

2.5

5

25

JAK2

0.30±0.15

0.45±0.06

0.60±0.16

0.43±0.05

1.00±0.03

1.29±0.19＊

1.04±0.01

0.87±0.08

1.15±0.23

1.19±0.21

1.58±0.17＊

1.45±0.03

0.85±0.19

0.96±0.40

0.83±0.04

0.95±0.45

1.07±0.16

1.46±0.10＊

0.88±0.52

1.40±0.21

0.82±0.79

0.88±0.33

1.80±1.20

1.54±0.20

1.07±0.48

1.04±0.14

0.80±0.25

1.00±0.30

0.92±0.51

0.60±0.25

0.55±0.14

0.97±0.58

2.63±0.81

2.79±0.78

1.67±1.07

1.40±0.40＊

1.01±0.13

0.84±0.30

0.75±0.07＊

1.15±0.20

1.13±0.69

0.80±0.33

0.86±0.31

0.90±0.35

1.40±0.36

1.18±0.52

1.34±0.50

0.99±0.53

STAT3

1.00±0.03

0.91±0.18

1.44±0.23＊

1.11±0.20

1.00±0.07

0.87±0.06

0.87±0.02

0.61±0.07＊＊

1.06±0.13

1.24±0.22

1.19±0.34

1.24±0.56

0.63±0.12

0.74±0.47

0.74±0.25

0.77±0.43

0.99±0.20

1.27±0.17

1.06±0.36

1.18±0.12

1.25±0.38

1.61±0.92

1.75±1.97

0.96±0.27

1.00±0.15

1.13±0.44

1.24±0.29

0.99±0.36

1.16±0.73

1.32±1.56

1.51±1.41

0.58±0.41

1.42±0.27

2.31±1.23

1.61±0.31

1.72±0.49

1.01±0.15

1.19±0.15

0.74±0.11＊

1.28±0.20＊

0.91±0.13

1.02±0.24

0.84±0.31

0.74±0.19

1.35±0.60

1.03±0.09

1.20±0.45

1.29±0.40

Akt

1.02±0.23

1.11±0.08

1.34±0.38

1.10±0.06

1.12±0.56

0.82±0.28

1.14±0.70

0.30±0.16＊

0.81±0.19

0.97±0.26

0.91±0.36

1.47±0.39＊

0.89±0.26

0.69±0.06

0.95±0.25

1.57±0.30＊

1.37±0.24

1.11±0.26

1.14±0.14

1.24±0.45

1.25±0.76

0.92±0.73

0.59±0.72

2.45±1.87

1.09±0.49

1.23±0.93

1.59±1.03

1.24±0.55

1.10±1.08

0.59±0.26

0.43±0.12

0.60±0.27

0.68±0.22

0.92±0.39

0.56±0.09

0.74±0.53

1.52±1.32

0.75±0.54

1.76±1.17

2.55±3.60

1.78±1.49

1.00±0.60

1.80±1.64

1.47±0.65

1.95±0.33

1.13±0.16＊

3.80±4.43

4.89±4.44

ERK

1.02±0.24

0.99±0.14

1.16±0.39

1.02±0.11

1.03±0.29

0.51±0.19

0.99±0.29

0.28±0.14＊

0.89±0.30

0.99±0.20

0.98±0.19

1.39±0.41

0.20±0.00

0.50±0.35

0.68±0.05＊

0.35±0.31

1.01±0.23

1.16±0.15

0.83±0.21

1.21±0.14

2.02±1.21

2.00±0.76

1.89±2.80

3.59±2.81

1.05±0.38

1.02±1.09

1.46±0.90

1.29±1.02

1.33±0.99

0.66±0.29

0.52±0.11

0.97±0.54

0.58±0.50

1.43±0.81＊

0.42±0.13

0.66±0.22

1.18±0.84

0.82±0.61

1.21±1.37

1.12±0.24

0.56±0.52

0.31±0.06

0.81±0.53

1.30±0.17

1.22±1.34

0.94±1.42

0.81±0.50

0.55±0.28

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

酸 25、50 µmol/L 组细胞中 VEGF，阿魏酸 0.025、0.25、

2.5 µg/mL组细胞中VCAM-1，洋川芎内酯H 1.25、2.5、5

µmol/L组细胞中 ICAM-1、NF-κB p65和 1.25 µmol/L 组

VCAM-1，隐丹参酮 3 µmol/L 组细胞中 VCAM-1，丹参

素钠 5 µmol/L 组细胞中 PAI，芍药苷 25 µmol/L 组细胞

中 ICAM-1，儿茶素 50 µmol/L组细胞中PAI和 5 µmol/L

组 ICAM-1、VEGF，黄芪甲苷5 µmol/L组细胞中VCAM-

1的表达水平均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01），详见

表5。

4 讨论

血管内皮细胞对维持血管的正常功能以及血管新

生有着重要作用，其中HUVEC因具有干细胞的潜能，故

常用于医学研究领域[17]。JAK/STAT信号通路是参与细

胞信号转导的重要通路之一，其广泛参与细胞的生长、

增殖、分化、凋亡及氧化应激等多种生物学过程，同时还

介导机体免疫调节、炎症反应及肿瘤生成等过程，该通

路中的 JAK2、STAT3、ERK和Akt蛋白失调可能导致多

种疾病[18－19]。此通路涉及机制较多，随之出现的细胞模

型也越来越多，如高糖诱导HUVEC凋亡模型[20]、TNF-α

诱导HUVEC损伤模型[21]、NaS2O4诱导HUVEC缺氧损伤

模型[22]、氯化钴诱导HUVEC缺氧损伤模型[23]、H2O2诱导

HUVEC损伤模型[24]等，但各模型均仅针对心脑血管疾

病机制中的一个具体机制，不能完全模拟其发病机制，

且对 JAK/STAT信号通路影响不一，故本研究采用正常

的HUVEC进行试验。有文献报道，阿魏酸在常氧或缺

氧状态下均可促进HUVEC的增殖和迁移，其对细胞的

调节功能可能与 ERK1/2 信号通路相关基因表达有

关[25]；黄芪甲苷促进受损心肌组织血管新生及内皮细胞

增殖的作用机制与PI3K/Akt信号通路有关[26]。基于此，

本研究结果发现，脑心通胶囊中阿魏酸（2.5 μg/mL）可显

著下调细胞中STAT3、Akt、ERK的mRNA表达，丹酚酸

B（50 μmol/L）可显著下调细胞中 JAK2 和 STAT3 的

mRNA 表达，芒柄花素（25 μmol/L）和黄芪甲苷（2.5

μmol/L）分别可显著下调细胞中 JAK2和 Akt 的 mRNA

表达；而部分有效成分如咖啡酸（50 μmol/L）、阿魏酸

（0.025 μg/mL）等可显著升高 STAT3和 JAK2的 mRNA

表达。

纤溶酶原激活系统是体内防止血栓形成的重要机

制，而PAI是由血管内皮细胞合成和释放的活性物质，是

纤溶酶原激活物的生理性抑制剂[7]。本研究结果显示，

脑心通胶囊中的咖啡酸（100 μmol/L）、阿魏酸（2.5 µg/mL）

和丁烯基苯酞（1 µmol/L）均可显著下调PAI的表达，与

文献报道一致 [27]。VCAM-1可介导单核细胞的黏附作

用，对脑梗死患者而言，脱落于血管内皮细胞表面的

VCAM-1具有高可溶性，能够促进区域血小板聚集，加
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表5 各组细胞中PAI-1、ICAM-1、VCAM-1、VEGF和NF-κB p65表达水平的测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 5 Expression of PAI-1，ICAM-1，VCAM-1，VEGF and NF-κB p65 in HUVEC of eavh group（x±±s，n＝3）

组别
咖啡酸，μmol/L

阿魏酸，μg/mL

洋川芎内酯H，μmol/L

丁烯基苯酞，μmol/L，

藁本内酯，μmol/L

隐丹参酮，μmol/L

丹参素钠，μmol/L

芍药苷，μmol/L

芒柄花素，μmol/L，

丹酚酸B，μmol/L，

儿茶素，μmol/L，

黄芪甲苷，μmol/L

浓度梯度
0

25

50

100

0

0.025

0.25

2.5

0

1.25

2.5

5

0

0.01

0.1

1

0

0.025

0.25

2.5

0

0.3

1

3

0

5

10

20

0

25

50

100

0

2.5

5

25

0

25

50

100

0

5

50

100

0

2.5

5

25

PAI

11.46±0.91

11.37±1.16

11.40±1.30

7.99±0.84＊＊

13.16±0.77

14.29±4.82

13.01±1.33

11.76±0.42＊＊

12.59±0.83

12.97±0.55

12.04±0.93

12.52±1.16

12.27±1.92

10.98±0.61

12.83±1.29

10.22±0.77＊＊

12.26±1.87

12.57±1.74

13.07±2.19

13.09±2.12

8.51±0.47

8.61±0.46

8.35±0.95

8.45±0.70

17.01±0.63

17.84±0.55＊

18.32±1.70

17.68±1.36

3.11±1.11

2.69±0.92

3.16±1.34

2.59±0.98

3.07±0.42

3.20±0.49

2.68±0.26

3.06±1.07

14.77±4.42

14.43±4.35

14.45±4.81

13.66±4.09

7.34±0.33

7.65±0.33

7.70±0.23＊

7.39±0.14

2.61±0.47

2.60±0.55

2.44±0.40

2.64±0.10

ICAM-1

43.34±2.44

46.94±3.42

33.71±2.13＊＊

33.40±3.01＊＊

56.58±3.68

49.03±4.38＊＊

25.03±1.38＊＊

23.90±3.01＊＊

20.21±3.10

33.61±2.87＊＊

31.96±6.55＊＊

28.91±9.00＊＊

47.98±3.27

42.40±2.58＊＊

23.31±1.75＊＊

20.26±2.22＊＊

33.25±12.99

33.53±15.69

31.85±13.06

33.78±18.70

535.05±138.74

456.28±141.72

391.14±139.48

359.73±100.28＊

383.01±170.00

477.83±219.55

545.80±253.71

425.40±197.58

381.88±50.10

456.69±72.89＊

416.06±66.38

441.27±69.94

299.29±109.02

311.62±108.99

284.00±88.33

281.32±96.29

386.91±212.62

473.87±123.91

484.13±239.39

559.32±237.12

278.32±56.23

325.07±38.65＊

262.86±32.21

244.79±18.29

233.89±27.71

236.33±29.09

225.75±35.38

206.28±11.64

VEGF

34.38±1.62

42.77±10.91＊

48.17±3.50＊＊

38.52±3.65

47.90±3.13

47.50±3.77

48.36±3.76

44.88±2.22

73.36±7.11

17.91±3.91＊＊

14.70±1.83＊＊

72.40±5.54

95.64±8.76

94.00±5.64

67.68±7.76＊＊

71.51±13.60＊＊

73.36±7.11

78.92±9.71

17.91±3.91

14.70±1.83

151.34±23.02

139.36±54.87

215.98±69.25

214.95±73.86

173.45±31.45

177.52±51.46

146.74±33.35

155.33±46.65

120.24±58.70

147.38±92.77

112.09±65.89

100.36±71.56

99.56±33.02

114.41±37.56

82.54±36.31

87.72±40.79

145.25±19.89

145.02±20.61

130.97±22.35

152.64±2.60

85.17±14.16

104.62±7.58＊

85.80±10.91

83.17±14.34

95.32±19.67

89.46±11.26

105.78±11.96

100.91±8.08

VCAM-1

133.66±4.22

121.24±5.55＊＊

123.90±6.34＊

120.90±3.13＊＊

48.73±3.48

59.85±10.51＊＊

91.72±7.12＊＊

93.40±4.64＊＊

124.28±2.89

128.89±4.16＊

124.12±5.21

126.62±3.30

95.64±8.76

94.00±5.64

67.68±7.76＊＊

71.51±13.60＊＊

129.74±10.90

125.57±10.39

138.06±15.28

129.13±8.49

2.66±0.15

2.68±1.06

2.59±0.67

5.71±0.89＊＊

25.13±4.06

24.69±3.08

24.24±3.63

22.27±3.81

7.36±2.20

10.08±4.05

9.34±5.39

8.07±3.78

9.66±0.82

9.59±0.89

9.48±0.67

8.00±0.79＊＊

2.78±0.75

2.84±0.64

2.45±0.37

3.32±0.39

12.26±2.84

13.51±1.71

10.60±0.71

8.81±0.90＊＊

22.78±2.33

24.30±0.35

27.48±1.69＊＊

21.41±2.54

NF-κB p65

11 930.85±2 170.99

11 527.28±5 521.89

12 189.45±607.41

10 797.70±621.29

6 694.55±635.70

5 606.32±567.95＊＊

1 498.48±563.13＊＊

1 128.11±209.68＊＊

9 820.78±380.49

12 677.47±1 036.29＊＊

12 372.23±1 025.36＊＊

11 448.32±405.74＊＊

9 089.98±1 058.21

6 937.47±622.40＊＊

2 061.66±435.56＊＊

1 392.81±175.27＊＊

7 903.07±4 847.63

7 112.76±4 091.76

7 644.50±4 251.67

7 816.16±4 376.05

1 604.96±196.73

1 592.89±202.69

1 444.35±401.51

1 458.43±164.87

1 612.10±333.28

1 534.98±380.52

1 482.26±264.45

1 378.01±252.83

394.58±29.08

418.13±126.49

409.54±75.21

394.66±149.11

622.15±25.94

581.08±36.84

547.17±28.07＊＊

567.15±58.76

1 979.54±466.45

1 039.33±135.69＊＊

762.94±149.55＊＊

643.73±97.49＊＊

1 480.48±69.76

1 470.85±131.24

1 197.04±223.05

1 295.32±189.94

818.17±142.72

753.41±157.29

678.96±133.47

640.65±152.83＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

速血栓形成；ICAM主要分布于上皮细胞、平滑肌细胞、

白细胞、内皮细胞等，其血清含量高表达提示内皮细胞、

淋巴细胞、单核细胞黏附作用的增强 [28]；且 ICAM 和

VCAM的表达水平与冠心病的严重程度相关[29]。本研

究结果显示，咖啡酸（50、100 µmol/L）、丁烯基苯酞（0.1、

1 μmol/L）均可显著下调 ICAM-1和VCAM-1的表达，阿

魏酸（0.025、0.25、2.5 μmol/L）、丁烯基苯酞（0.01 μmol/L）

和隐丹参酮（3 μmol/L）均可显著下调 ICAM-1的表达，

咖啡酸（25 µmol/L）、芒柄花素（25 μmol/L）、儿茶素（100

μmol/L）均可显著下调VCAM-1的表达。
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NF-κB家族中活性较强的是p65和p50蛋白构成的

NF-κB异源二聚体，其在细胞内含量最高[11]。本研究结

果显示，阿魏酸（0.025、0.25、2.5 µg/mL）、丁烯基苯酞

（0.01、0.1、1 µmol/L）、芒柄花素（5 µmol/L）、丹酚酸 B

（25、50、100 µmol/L）、黄芪甲苷（25 µmol/L）可显著下调

NF-κB p65的表达。相关文献报道，丹酚酸B可显著降

低缺氧造模后H9C2细胞中NF-κB mRNA及蛋白表达水

平[30]；黄芪甲苷对脂多糖诱导的急性血管内皮损伤具有

保护作用，其作用机制可能是通过抑制 Toll 样受体 4

（TLR4）/NF-κB信号通路、降低炎症反应有关[31]，与本研

究结果基本一致。

VEGF与心脑血管疾病组织损伤有密切关系，还可

诱导神经营养因子再生、促进钙离子吸收、抑制内皮细

胞凋亡等[10]。本研究结果显示，咖啡酸（25、50 μmol/L）

和儿茶素（5 μmol/L）均可显著上调VEGF的表达，与文

献结果一致[32]。

值得注意的是，由于中药成分具有多靶标、多通路

的作用特点，所以不同成分对同一通路或者同一指标并

不一定具有相同的调节趋势，且剂量依赖性不强，而是

整体发挥作用[33]。例如有文献报道，黄芪甲苷Ⅳ可降低

骨髓抑制模型小鼠血清中粒细胞-巨噬细胞集落刺激因

子（GM-CSF）水平，而芒柄花素、阿魏酸可显著升高血清

中GM-CSF水平[34]；4 µmol/L丹酚酸B可显著升高氧化

应激和高糖损伤的 HUVEC 中 TNF-α水平，而 20、100

µmol/L丹酚酸B可显著降低TNF-α水平[35]。此外，本文

PCR结果数据采用 2－ΔΔCt法进行计算，对Ct值未进行均

一化处理，因此本研究各空白对照组间的mRNA表达量

具有差异，此现象在部分研究中也存在[36]。

综上所述，脑心通胶囊中12个药效成分可通过抑制

JAK-STAT信号通路相关蛋白mRNA、黏附分子相关指

标或炎症相关指标的表达，从而促进血管活性物质表

达，进而发挥活血化瘀的作用。基于此，本课题组后续

将在HUVEC的缺糖缺氧/复氧模型上进一步探索脑心

通胶囊治疗血管性疾病的作用机制。
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