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摘要
目的:研究莪术醇对血管内皮生长因子(ＶＥＧＦ)诱导的新
生血管生成的作用及机制ꎮ
方法:体外培养人脐静脉血管内皮细胞ꎬ用 ５０ｎｇ / ｍＬ
ＶＥＧＦ 和不同浓度莪术醇进行分组处理ꎬ采用 ＣＣＫ－８ 和
ＥｄＵ 实验检测细胞增殖ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 实验分析细胞迁移能
力ꎬ管腔形成实验分析内皮细胞血管生成能力ꎬＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 Ａｋｔ / ｍＴＯＲＣ１ 通路变化ꎮ
结果:ＣＣＫ － ８ 实验结果显示ꎬ４００、８００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇 ＋
ＶＥＧＦ 组细胞 ＯＤ４５０ 值明显低于 ＶＥＧＦ 组(均 Ｐ<０.０１)ꎮ
ＥｄＵ 结果显示ꎬ４００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇＋ＶＥＧＦ 组细胞增殖率
明显低于 ＶＥＧＦ 组(Ｐ<０.００１)ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验和管腔形成
实验结果显示ꎬ与 ＶＥＧＦ 组比较ꎬ４００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇 ＋
ＶＥＧＦ 组迁移细胞数减少ꎬ管腔形成的分支数量和分支长
度下降(均 Ｐ<０.００１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ莪术醇可
显著减少细胞中 Ａｋｔ / ｍＴＯＲＣ１ 下游靶点 ｐ－Ａｋｔ 和 ｐ－Ｓ６ 的
表达ꎮ
结论:莪术醇可抑制 ＶＥＧＦ 诱导的血管内皮细胞的增殖、
迁移和管腔形成ꎬ具有强的抑制血管生成的作用ꎬ可进一
步用于眼底新生血管的治疗研究ꎮ
关键词:莪术醇ꎻ新生血管生成ꎻ血管内皮生长因子
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０引言
新生血管生成在多种疾病致病中发挥重要作用ꎬ主要

包括肿瘤血管、眼底新生血管、冠状动脉斑块新生血管

９７３
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等[１]ꎮ 眼底 新 生 血 管 包 括 视 网 膜 新 生 血 管 ( ｒｅｔｉｎａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＲＮＶ) 和 脉 络 膜 新 生 血 管 ( ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎꎬＣＮＶ)常发生于糖尿病视网膜病变、年
龄相关性黄斑变性、病理性近视等致盲性眼病中ꎬ是视力
丧失的重要原因ꎮ 眼底新生血管的发生机制尚不明确ꎬ与
基因异常、缺氧、氧化应激、炎症等因素均相关ꎬ是多种细
胞和因子共同作用的结果ꎬ其中血管内皮生长因子
(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬ ＶＥＧＦ ) 发 挥 关 键 作
用[２－３]ꎮ 目前临床主要采用玻璃体腔注射抗 ＶＥＧＦ 药物治
疗 ＲＮＶ 和 ＣＮＶꎬ但存在作用靶点单一、复发率高、反复注
射引起纤维瘢痕化和视网膜色素上皮 ( ｒｅｔｉｎａｌ ｐｉｇｍｅｎｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎬＲＰＥ)萎缩等问题[４]ꎮ 中药及中药单体安全、
高效、价廉、多靶点ꎬ可为药物防治眼底新生血管提供新的
思路和方法ꎮ 莪术醇(Ｃｕｒｃｕｍｏｌ)ꎬ分子式 Ｃ１５Ｈ２４Ｏ２ꎬ倍半
萜类ꎬ是中药莪术的主要活性成分ꎬ具有抗肿瘤、抗炎、抗
纤维化等多种生物活性ꎬ临床应用广泛ꎬ但在新生血管生
成中的作用尚不明确[５－６]ꎮ 人脐静脉血管内皮细胞
(ＨＵＶＥＣｓ)是体外常用的内皮细胞模型ꎬ也是 ＲＮＶ 和
ＣＮＶ 体外研究常用的细胞模型[７－９]ꎮ 本研究利用 ＨＵＶＥＣｓ
体外分析莪术醇对新生血管生成的抑制作用ꎬ为后续其应
用于眼底新生血管的治疗研究提供理论和技术支持ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞 　 ＨＵＶＥＣｓ 细胞购自湖北丰辉生物科技有限
公司ꎮ
１.１. ２ 主要试剂及仪器 　 莪术醇 ( ＨＹ － Ｎ０１０４ꎬ 美国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司)ꎬＶＥＧＦ(１００－２０ꎬ美国 ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公
司)ꎬＤＭＥＭ 培养基(美国 Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎬ胎牛血清 ( ｆｅｔａｌ
ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ) (以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司)ꎬ
ＣＣＫ－８ 检测试剂盒(ＨＹ－Ｋ０３０１ꎬ美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公
司)ꎬＥｄＵ－５９４ 细胞增殖检测试剂盒(Ｃ００７８ꎬ碧云天生物
技术公司)ꎬ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室 ( ８. ０μｍꎬ ２４ 孔ꎬ ３４２２ꎬ 美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎬＭａｔｒｉｇｅｌ 基质胶(３５６２３４ꎬ美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公
司)ꎬβ－ａｃｔｉｎ(２０５３６－１－ＡＰꎬ武汉三鹰生物技术公司)ꎬＡｋｔ
(４６９１)、ｐ－Ａｋｔ(４０６０)、Ｓ６(２２１７)和 ｐ－Ｓ６(４８５８)抗体(美
国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎮ 细胞培养箱、低温高
速离心机(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ倒置相差显微镜 (日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎬ激光共聚焦显微镜 (德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公
司)ꎬ酶标仪(美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司)ꎮ
１.２方法
１.２.１细胞培养及分组 　 ＨＵＶＥＣｓ 细胞用含 １０％ ＦＢＳ 和
１％青－链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ于 ３７℃、５％ ＣＯ２的恒温
培养箱中培养ꎬ待细胞生长至 ９０％融合时ꎬ采用 ０.２５％胰
酶消化ꎬ１∶ ２ 传代ꎬ取对数生长期的细胞进行实验ꎮ 莪术
醇用 二 甲 基 亚 砜 ( ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅꎬ ＤＭＳＯ) 配 制 为
４００ｍｍｏｌ / Ｌ 储备液ꎬ使用时用培养基稀释为相应浓度ꎮ 将
细胞分为对照组、ＶＥＧＦ 组、莪术醇＋ＶＥＧＦ 组ꎬ实验组培养
基中分别加入相应浓度莪术醇和 / 或 ５０ｎｇ / ｍＬ ＶＥＧＦꎬ对
照组加入 ０.１％ＤＭＳＯꎮ
１.２.２ ＣＣＫ－８ 法检测细胞增殖 　 取 １×１０４ / ｍＬ 细胞接种
于 ９６ 孔板中ꎬ过夜培养后用无 ＦＢＳ 的培养基饥饿 ２４ｈꎬ分
别用各浓度莪术醇和 ＶＥＧＦ 处理 ２４ｈꎬ各孔更换新鲜培养
基ꎬ向每孔加入 １０μＬ ＣＣＫ－８ 溶液ꎬ置于 ３７℃培养箱内孵
育 １ｈꎬ酶标仪测定 ４５０ｎｍ 处吸光度ꎮ
１.２.３ ＥｄＵ实验检测细胞增殖　 取 １×１０４ / ｍＬ 细胞接种于

９６ 孔板中ꎬ过夜培养后用无 ＦＢＳ 的培养基饥饿 ２４ｈꎬ分别
用各 浓 度 莪 术 醇 和 ＶＥＧＦ 处 理 ２４ｈꎬ 加 入 等 体 积 的
１０ｍｍｏｌ / Ｌ ＥｄＵꎬ继续孵育 ２ｈꎻ然后用 ４％多聚甲醛固定ꎬ
０.３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 通透ꎬ加入 ５０μＬ 反应液ꎬ室温避光孵
育 ３０ｍｉｎꎬＨｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 溶液进行细胞核染色ꎬ荧光显微
镜下观察并拍照ꎬ增殖细胞(ＥｄＵ 阳性)在荧光显微镜下
呈现红色荧光ꎮ
１.２.４ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验分析细胞迁移　 用无 ＦＢＳ 培养
基培养细胞 ２４ｈꎬ重悬细胞为 ２×１０５ / ｍＬꎬ加入不同浓度莪
术醇ꎬ向 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室的上室加入 １００μＬ 细胞悬液ꎬ下室
加入 ６００μＬ 含 １０％ ＦＢＳ 和 / 或 ５０ｎｇ / ｍＬ ＶＥＧＦ 的培养基ꎬ
培养 ２４ｈꎻ取出小室ꎬ加入 ４％多聚甲醇固定ꎬ０.１％结晶紫
染色细胞ꎬ棉签擦除小室内面未穿过的细胞ꎬＰＢＳ 洗净ꎬ显
微镜下随机选取 ５ 个视野计算迁移细胞数ꎮ
１.２.５ 管腔形成实验分析血管生成 　 将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶放入
４℃冰箱过夜融化ꎬ加入预冷的 ４８ 孔板中ꎬ每孔 １００μＬꎬ置
于 ３７℃培养箱中凝固 １ｈꎮ 取对数生长期细胞制成 ２.５×
１０５ / ｍＬ 的细胞悬液ꎬ各组加入不同浓度的莪术醇和 ＶＥＧＦ
处理ꎬ各取 １００μＬ 加入到 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶的孔板中ꎬ培养 ２４ｈꎬ
显微镜下观察管腔形成情况ꎬ随机选取 ５ 个视野ꎬＩｍａｇｅ Ｊ
软件计算管腔的分支数量和长度ꎮ
１.２. ６ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ｐ －Ａｋｔ 和 ｐ －Ｓ６ 表达 　 收集
ＨＵＶＥＣｓ 细胞ꎬ提取总蛋白ꎬＢＣＡ 法测定样本蛋白含量ꎮ
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋白ꎬ随后将蛋白质转印至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈꎬ分别加入抗 ｐ－Ａｋｔ(１∶ １０００)、抗
ｐ－Ｓ６(１ ∶ ２０００)、抗 Ａｋｔ (１ ∶ ２０００)、抗 Ｓ６(１ ∶ ２０００) 和抗
β－ａｃｔｉｎ(１∶ １０００)一抗ꎬ ４℃孵育过夜ꎻＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ加
入 ＨＲＰ 标记的二抗ꎬ室温作用 １ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次后加入
ＥＣＬ 反应液ꎬＢＩＯ－ＲＡＤ 凝胶成像系统进行拍照ꎻＩｍａｇｅ Ｊ
软件对蛋白条带进行灰度分析ꎬ通过分析目的蛋白与内参
对照灰度比值计算目的蛋白相对表达量ꎮ

统计学分析:应用 ＳＰＳＳ ２５.０ 进行统计学分析ꎮ 计量

资料以均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎬ各组各检测指标的总体
差异比较采用单因素方差分析ꎬ组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ
检验ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ
２结果
２.１各组细胞增殖能力比较　 ＣＣＫ－８ 实验结果显示ꎬ各组
细胞 ＯＤ４５０ 值总体比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ １８.３４６ꎬ
Ｐ<０.００１)ꎻ其中ꎬＶＥＧＦ 组 ＯＤ４５０ 值显著高于对照组ꎬ差异
有统计学意义( ｔ＝ ３.８０ꎬＰ<０.０１)ꎻ５０、１００、２００μｍｏｌ / Ｌ 莪术
醇＋ＶＥＧＦ 组 ＯＤ４５０ 值与 ＶＥＧＦ 组比较差异无统计学意义
( ｔ＝ －０.４９、－０.７１、－１.１０ꎬ均 Ｐ>０.０５)ꎬ４００、８００μｍｏｌ / Ｌ 莪术
醇＋ＶＥＧＦ 组 ＯＤ４５０ 值显著低于 ＶＥＧＦ 组ꎬ差异有统计学
意义( ｔ＝ －３.４９ꎬＰ<０.０１ꎻｔ ＝ －８.５８ꎬＰ<０.００１)ꎬ见图 １ꎮ 但
８００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇＋ＶＥＧＦ 组 ＯＤ４５０ 值低于对照组ꎬ可能
会抑制正常细胞功能ꎬ故后续实验仅采用 ２００、４００μｍｏｌ / Ｌ
莪术醇处理细胞ꎮ

ＥｄＵ 实验结果显示ꎬ各组细胞增殖率总体比较差异有
统计学意义(Ｆ＝ ２７.８１４ꎬＰ<０.００１)ꎻ其中ꎬＶＥＧＦ 组细胞增
殖率高于对照组ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ ６.１１ꎬＰ<０.００１)ꎻ
２００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇＋ＶＥＧＦ 组细胞增殖率与 ＶＥＧＦ 组比较
差异无统计学意义( ｔ ＝ －１.４１ꎬＰ>０.０５)ꎻ４００μｍｏｌ / Ｌ 莪术
醇＋ＶＥＧＦ 组细胞增殖率显著低于 ＶＥＧＦ 组ꎬ差异有统计
学意义( ｔ＝ －７.８３ꎬＰ<０.００１)ꎬ见图 ２ꎮ
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图 １　 ＣＣＫ－８ 实验中各组细胞 ＯＤ４５０ 值比较　 ｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＶＥＧＦ 组ꎮ

图 ２　 各组细胞 ＥｄＵ染色结果比较　 Ａ:各组细胞 ＥｄＵ 染色的荧光显微镜像ꎬ红色示 ＥｄＵ 染色阳性细胞ꎬ蓝色示 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 细胞
核染色ꎻＢ:定量比较各组细胞增殖率ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＶＥＧＦ 组ꎮ

２.２各组细胞迁移率比较　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示ꎬ各组
细胞迁移数总体比较差异有统计学意义(Ｆ ＝ ４９.１３２ꎬＰ<
０.００１)ꎻ其中ꎬＶＥＧＦ 组迁移细胞数相比对照组明显增加ꎬ
差异有统计学意义( ｔ ＝ ９.６５ꎬＰ<０.００１)ꎻ２００μｍｏｌ / Ｌ 莪术

醇＋ＶＥＧＦ 组细胞迁移数与 ＶＥＧＦ 组比较差异无统计学意
义( ｔ＝ ２.０９ꎬＰ>０.０５)ꎻ４００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇＋ＶＥＧＦ 组迁移细
胞数相比 ＶＥＧＦ 组明显降低ꎬ差异有统计学意义 ( ｔ ＝
－９.３４ꎬＰ<０.００１)ꎬ见图 ３ꎮ
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图 ３　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验中各组细胞迁移比较　 Ａ:各组迁移细胞的显微镜像ꎻＢ:定量比较各组迁移细胞数ꎬｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<
０.０１ ｖｓ ＶＥＧＦ 组ꎮ

２.３ 各组细胞管腔形成能力比较 　 管腔形成实验结果显
示ꎬ各组细胞形成管腔的分支数量和分支长度总体比较差
异均有统计学意义(Ｆ ＝ ３２.５８５、２３.１７９ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎻ其
中ꎬＶＥＧＦ 组形成管腔的分支数量和分支长度高于对照
组ꎬ差异均有统计学意义( ｔ ＝ ７. ２３、５. ９９ꎬ均 Ｐ < ０. ００１)ꎻ
２００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇＋ＶＥＧＦ 组细胞形成管腔的分支数量和
分支长度与 ＶＥＧＦ 组比较差异无统计学意义( ｔ ＝ －０.２２、
－０.５７ꎬ均 Ｐ>０.０５)ꎻ４００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇＋ＶＥＧＦ 组细胞形成
管腔的分支数量和分支长度明显低于 ＶＥＧＦ 组ꎬ差异有统
计学意义( ｔ＝ －６.９７、－６.３３ꎬ均 Ｐ<０.００１)ꎬ见图 ４ꎮ
２.４各组细胞 ｐ－Ａｋｔ 和 ｐ－Ｓ６表达水平比较　 为了分析莪
术醇作用于血管生成的信号通路机制ꎬ本研究检测 Ａｋｔ /
ｍＴＯＲＣ１ 信号通路的关键效应因子 ｐ－Ａｋｔ(Ｓ４７３)和 ｐ－Ｓ６
(Ｓ２３５ / ２３６)的相对表达水平ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显
示ꎬ各组细胞 Ａｋｔ 和 Ｓ６ 相对表达水平总体比较ꎬ差异无统
计学意义(Ｆ＝ ３.９３８、４.５８１ꎬ均 Ｐ>０.０５)ꎬｐ－Ａｋｔ 和 ｐ－Ｓ６ 相
对表达水平总体比较ꎬ差异有统计学意义(Ｆ ＝ １０. １１３、
５.４０７ꎬ均 Ｐ < ０. ０５)ꎻ其中ꎬ与对照组相比ꎬＶＥＧＦ 组细胞
ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－Ｓ６ 相对表达水平差异无统计学意义( ｔ ＝ ０.１０、
－０.７８ꎬ均 Ｐ>０.０５)ꎬ而 ４００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇＋ＶＥＧＦ 组细胞
ｐ－Ａｋｔ和 ｐ－Ｓ６ 相对表达水平较 ＶＥＧＦ 组明显降低ꎬ差异有
统计学意义( ｔ＝ －３.４５、－２.９０ꎬ均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 ５ꎮ
３讨论

目前抗 ＶＥＧＦ 药物治疗作为 ＲＮＶ 和 ＣＮＶ 的一线治
疗方案ꎬ虽取得一定疗效ꎬ但治疗的局限性也很明显:(１)
药物作用靶点单一ꎬ作用时间短ꎬ停药后易复发ꎬ需要多次
注射ꎬ有高于 ５０％的患者在持续抗 ＶＥＧＦ 治疗 １ａ 后仍存
在活动性病灶ꎻ(２)反复注射引起的副作用ꎬ尤其是纤维
瘢痕化和 ＲＰＥ 萎缩ꎬ使患者术后视力恢复不良ꎻ(３)此类
药物价格昂贵[４ꎬ１０]ꎮ 因此ꎬ寻找新的治疗药物和方案显得
尤为迫切ꎬ安全、高效、价廉、多靶点的中药及中药单体是
一个重要选择ꎮ

莪术醇是中药莪术(蓬莪术ꎬ广西莪术和温郁金等的
干燥根茎)的挥发油中提取的单体ꎬ是莪术油中含量最高
的有效成分[５]ꎮ 现代药理学研究显示ꎬ莪术醇具有较强的
抗癌作用ꎬ且具有低毒和不引起白细胞数量减少等优点ꎬ

对临床多种肿瘤如肝癌、乳腺癌、胃癌和血液系统恶性肿
瘤等均有一定的治疗作用[１１－１２]ꎮ 研究证实ꎬ莪术醇可靶
向并抑制许多异常激活的细胞生长或存活相关的信号通
路ꎬ从而诱导多种肿瘤细胞的凋亡或死亡ꎬ如 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ /
ｍＴＯＲ、Ｗｎｔ、ＥＲＫ / ＮＦ－κＢ 信号通路等[１３－１５]ꎮ 因此莪术醇
可能通过抑制多种细胞生长信号通路ꎬ从而发挥抑制新生
血管形成的功效ꎮ 目前关于莪术醇对血管内皮细胞的作
用研究还非常少ꎬ南京中医药大学的研究显示莪术醇可抑
制肝窦内皮细胞毛细血管化ꎬ是肝纤维化的潜在治疗药
物[１６－１７]ꎮ 另有研究显示ꎬ莪术油可以抑制高糖下的人视
网膜血管内皮细胞的增殖和 ＶＥＧＦ 表达ꎬ具有抗视网膜新
生血管的作用[１８]ꎮ 本研究重点分析了中药单体莪术醇对
新生血管生成的抑制作用及机制ꎬ探讨其应用于眼底新生
血管治疗的可能性ꎮ

内皮细胞的增殖、迁移及管腔形成是血管生成的必经
过程ꎬＶＥＧＦ 在这一过程中起关键作用ꎮ 既往关于 ＣＮＶ 的
研究中ꎬ恒河猴脉络膜血管内皮细胞 ＲＦ / ６Ａ 经常作为细
胞模型ꎬ但 ２０１８ 年 Ｍａｋｉｎ 等[１９]证实 ＲＦ / ６Ａ 细胞已不再具
有关键的内皮细胞性质ꎮ 目前 ＨＵＶＥＣｓ 仍是 ＣＮＶ 体外研
究常用的细胞模型ꎬ同时在 ＲＮＶ 的研究中ꎬＨＵＶＥＣｓ 细胞
模型也应用广泛ꎮ 本研究采用体外 ＶＥＧＦ 诱导 ＨＵＶＥＣｓ
细胞增殖、迁移及管腔形成ꎬ观察莪术醇对上述过程的影
响和机制ꎬ为莪术醇应用于临床治疗眼底新生血管提供体
外实验基础ꎮ 本研究结果显示ꎬ莪术醇可有效抑制
ＨＵＶＥＣｓ 的增殖、迁移和管腔形成ꎮ 分析不同浓度莪术醇
的作用效果发现ꎬ当莪术醇浓度≤２００μｍｏｌ / Ｌ 时无明显抑
制效果ꎬ而当浓度为 ４００、８００μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ莪术醇可以有效
抑制内皮细胞增殖ꎬ但 ８００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇使内皮细胞活性
明显低于未加 ＶＥＧＦ 的对照组ꎬ可能对内皮细胞的正常功
能造成影响ꎬ因此后面的细胞实验中未再采用此浓度ꎬ
４００μｍｏｌ / Ｌ 莪术醇可能是更安全且有效的ꎬ这为以后动物
实验探索体内给药浓度提供了依据ꎮ

为了探究莪术醇抑制新生血管生成的分子机制ꎬ本研
究检测了 Ａｋｔ / ｍＴＯＲＣ１ 通路ꎬ其是调节细胞生长、代谢、分
化的关键信号通路ꎬＡｋｔ 磷酸化后可激活 ｍＴＯＲＣ１ꎬＳ６ 为
ｍＴＯＲＣ１ 下游的主要效应因子ꎬ磷酸化后可促进蛋白质合
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图 ４　 各组细胞管腔形成情况　 Ａ:各组细胞形成管腔的显微镜像ꎻＢ:定量比较各组细胞形成管腔的分支数量ꎻＣ:定量比较各组细胞
形成管腔的分支长度ꎮｂＰ<０.０１ ｖｓ 对照组ꎻｄＰ<０.０１ ｖｓ ＶＥＧＦ 组ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞 ｐ－Ａｋｔ 和 ｐ－Ｓ６ 蛋白表达水
平　 Ａ:各组细胞蛋白表达电泳图ꎻＢ:定量比较各组细胞 ｐ－Ａｋｔ
相对表达水平ꎬ用 ｐ－Ａｋｔ / Ａｋｔ 灰度值比值反映 ｐ－Ａｋｔ 相对表达
水平ꎻＣ:定量比较各组细胞 ｐ－Ｓ６ 相对表达水平ꎬ用 ｐ－Ｓ６ / Ｓ６ 灰
度值比值反映 ｐ－Ｓ６ 相对表达水平ꎮａＰ<０.０５ ｖｓ ＶＥＧＦ 组ꎮ

成ꎬ同时 ｐ－Ａｋｔ 可调控细胞存活和增殖ꎮ Ａｋｔ / ｍＴＯＲＣ１ 通
路在新生血管生成中发挥重要作用ꎬ在 ＲＮＶ 和 ＣＮＶ 动物
模型中ꎬ通过玻璃体腔注射或口服抑制剂阻止 Ａｋｔ /
ｍＴＯＲＣ１ 活化可显著抑制新生血管形成[２０－２１]ꎮ 此外ꎬ研究
者也在尝试将 ｍＴＯＲ 抑制剂应用于年龄相关性黄斑变性
的临床治疗ꎬ可通过其多种药理作用ꎬ包括抗炎、抗增殖、
抗迁移和诱导自噬ꎬ在改善 ＣＮＶ 和保护 ＲＰＥ 方面发挥显
著功效[２２－２３]ꎮ 本研究结果显示莪术醇可以有效抑制内皮

细胞中 Ａｋｔ 和 Ｓ６ 的磷酸化ꎬ抑制 Ａｋｔ / ｍＴＯＲＣ１ 通路活化ꎬ
提示莪术醇抑制血管生成的一个可能机制是调控 Ａｋｔ /
ｍＴＯＲＣ１ 通路ꎮ

本研究证实ꎬ莪术醇可在体外有效抑制 ＶＥＧＦ 诱导的
血管内皮细胞增殖、 迁移和血管形 成ꎬ 并 抑 制 Ａｋｔ /
ｍＴＯＲＣ１ 通路活化ꎬ具有抑制新生血管的潜在作用ꎮ 但本
研究只是对莪术醇抑制新生血管作用的初步探索ꎬ应进一
步在动物模型中深入分析莪术醇对 ＲＮＶ 和 ＣＮＶ 形成的
作用与机制及其最佳给药途径和剂量、安全性、药代动力
学特征等ꎬ为莪术醇在眼底新生血管疾病中的科学使用提
供更多依据ꎮ
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２０ Ｌｅｅ ＳＨＳꎬ Ｃｈａｎｇ Ｈꎬ Ｋｉｍ ＪＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍＴＯＲ ｖｉａ ａｎ ＡＡＶ－
ｄｅｌｉｖｅｒｅｄ ｓｈＲＮＡ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ａ ｒａｔ ＯＩＲ ｍｏｄｅｌ ａｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ
ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ Ｓｃｉ ２０２０ꎻ ６１(２): ４５
２１ Ｍａ Ｊꎬ Ｓｕｎ Ｙꎬ Ｌóｐｅｚ ＦＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｂｌｏｃｋａｇｅ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ｍＴＯＲ ｐａｔｈｗａｙｓ
ｉｎｈｉｂｉｔｓ ｌａｓｅｒ － ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｓ
ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ＶＥＧＦ－Ａ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｌｏｎｅ. Ｉｎｖｅｓｔ Ｏｐｈｔｈａｌｍｏｌ Ｖｉｓ
Ｓｃｉ ２０１６ꎻ ５７(７): ３１３８－３１４４
２２ Ｘｉａ ＷＹꎬ Ｌｉ Ｃꎬ Ｃｈｅｎ ＱＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｒｏｕｔｅ ｔｏ ｃｈｏｒｏｉｄａｌ
ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ ｂｙ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ － ｄｉｓｇｕｉｓｅｄ ｎａｎｏｃａｒｒｉｅｒｓ ｆｏｒ ｍＴＯＲ
ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎ. Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ Ｂ ２０２２ꎻ １２(５): ２５０６－２５２１
２３ Ｓａｓｏｒｅ Ｔꎬ Ｋｅｎｎｅｄｙ Ｂ. Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ / ｍＴＯＲ
ｐａｔｈｗａｙ ｄｒｕｇｓ ａｕｇｍｅｎｔｉｎｇ ａｎｔｉ － ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｉｎ ｖｉｖｏ. ＰＬｏＳ Ｏｎｅ
２０１４ꎻ ９(８): ｅ１０５２８０
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