
第 42 卷第 4 期
2024 年 8 月

广 东 医 科 大 学 学 报
JOURNAL OF GUANGDONG MEDICAL UNIVERSITY

Vol. 42 No. 4
Aug. 2024390

落新妇苷对人脐静脉内皮细胞迁移及管腔形成的影响

吴　 灏 1，吴欣帆 2，梁宇强 1，蓝昭杨 1，赖玲芝 2　（茂名市人民医院 1. 急诊 ICU；2. 口腔科，广东茂名 
525000）

摘　 要： 目的　 探讨落新妇苷在体外促进血管生成过程中的影响。 方法　 将体外培养的人脐静脉内皮细胞

（HUVECs）中分别加入不同浓度（0、1、10、20、40 µmol/L）的落新妇苷，通过 MTT 检测 HUVECs 的增殖能力；划痕实

验检测细胞迁移能力；基质胶小管形成实验检测细胞管腔形成能力；Western blot 检测血管内皮生长因子 A（VEGFA）、

血管内皮生长因子受体 2（VEGFR-2）及血管性血友病因子（VWF）的蛋白表达情况。结果　将不同浓度落新妇苷处理 
HUVECs 6、12 和 24 h 后，细胞的增殖数目与对照组相比差异无统计学意义（P>0.05），而落新妇苷作用细胞 48 h 后，40 
µmol/L 组细胞的增殖数与各组相比差异均有统计学意义（P<0.01 或 0.001）。划痕实验显示 10 µmol/L 组 6、12 和 24 h 有
大量的细胞向中间的划痕区域迁移，细胞分布广泛，较对照组显著增多（P<0.01）；24 h 时，10 µmol/L 组划痕愈合面明显

多于 1、20 µmol/L 组（P<0.01）。与对照组比较，10 µmol/L 组形成的管腔样结构最多，各浓度落新妇苷处理组形成的节

点数、主节段长度及网格数均显著增加（P<0.05）。落新妇苷能显著增加 VEGFA、VEGFR-2 和 VWF 的蛋白表达，1、10 
µmol/L 组较对照组明显增高（P<0.01）。结论　落新妇苷可促进 HUVECs 细胞迁移及管腔形成。
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Effects of Astilbin on the migration and angiogenesis of vascular endothelial cells

WU Hao1, WU Xing-fan2, LIANG Yu-qiang1, LAN Zhao-yang1, LAI Ling-zhi2（Maoming People’s Hospital 1. 
Emergency ICU; 2. Department of Stomatology, Maoming 525000, China）

Abstract: Objective　The aim of this study is to investigate the effect of astilbin on angiogenesis in vitro. Methods　

Different concentrations (0, 1, 10, 20, 40 μmol/L) of astilbin were added into HUVECs cultured in vitro, and the proliferation 
ability of HUVECs was detected by using MTT. The ability of cell migration was detected by scratch test, and the ability of 
cell lumen formation was determined by using matrix glue tubule formation test. The expression of angiogenesis-related factors 
(VEGFA, VEGFR-2, and VWF) was detected by using Western blot. Results　There was no significant difference in the 
number of HUVECs in astilbin treatment with different concentrations compared with the control group (P>0.05), while the 
number of cells in the 40 μmol/L group was statistically different from that of the control group after 48 h (P<0.01 or 0.001). 
The Scratch test showed that a large number of cells migrated to the middle scratch area in the 10 µ mol/L group at 6, 12 and 24 
h, with a wide distribution of cells, significantly increasing compared to the control group, and the difference was statistically 
significant (P<0.01). The migration of HUVECs in the 10 µmol/L group was significantly increased compared to the 1 µmol/
L group and the 20 µmol/L group at 24 h (P<0.05). Compared with the control group, the most lumen-like structures were 
formed in the 10 µmol/L group, and the number of nodes, main segment length and mesh number were significantly increased 
in the astilbin treatment groups at all concentrations (P<0.05). Astilbin could significantly increase the expression of angiogenic 
factors VEGFA, VEGFR-2 and VWF, which were significantly higher in 1 and 10 μmol/L groups than in the control group 
(P<0.01). Conclusion　Astilbin can promote the migration and angiogenesis of HUVECs cells.
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血管生成是发育、繁殖和组织修复的重要过程。内

皮细胞通过迁移、增殖、血管吻合和修剪等过程，参与

现有血管网络的扩张，在血管生成中发挥至关重要的

收稿日期：2024-03-20
基金项目：茂名市科技计划项目（2022125）

作者简介：吴　灏，男，学士，主治医师，E-mail：86818830@qq.com

作用。近年来，中医药因其天然的低毒性和广泛的药

理活性，在促血管再生领域的应用备受关注 [1]。落新

妇苷是一种具有生物活性的天然黄酮化合物，由落新



第4期 吴　灏，等 . 落新妇苷对人脐静脉内皮细胞迁移及管腔形成的影响 391

妇属植物中提取，分子式为 C21H22O11，为白色结晶性

粉末，熔点为 179~181 ℃，易溶于甲醇、乙醇，微溶于 
水 [2]。研究证实，落新妇苷具有改善心肌损伤、再灌注

损伤等多种药理活性，对血管系统具有显著的保护作

用 [3-4]。应军等 [5] 研究落新妇苷对斑马鱼血管新生损伤、

出血性中风、心脏损伤的保护作用，发现落新妇苷能够

通过增加血管生长因子的表达，进而促进血管损伤模

型中新生血管的生长。因此我们推测落新妇苷具有促

进血管生成的作用，但其作用机制尚不明确。本研究通

过探讨落新妇苷对人脐静脉内皮细胞（HUVECs）迁移

及管腔形成的影响，为落新妇苷在血管新生中的作用

机制奠定研究基础，以期为骨缺损修复、骨组织工程研

究以及缺血性疾病治疗提供新的思路。

1　材料和方法

1.1　HUVECs培养

HUVECs 购自武汉 procell 公司。细胞复苏过程如

下：将含有 1 mL HUVECs 细胞液的冻存管在 37 ℃ 水

浴中迅速摇晃解冻，加 4 mL 培养基混合均匀。1 000 
r/min 离心 3 min，弃上清液，加 1~2 mL 培养基吹打混

匀后，将细胞悬液加入含适量培养基的培养皿中，置于

37 ℃、5% CO2 孵箱中培养过夜；次日内皮细胞贴壁

完全后更换细胞培养液。当细胞密度达到约 90% 时，

用 0.25% 含有乙二胺四乙酸（EDTA）的胰蛋白酶溶液

（Gibco 公司，美国）消化，传代备用。

1.2　MTT检测HUVECs增殖能力

将对数生长期 HUVECs 细胞以每孔 2×103 的密度

接种于 96 孔培养板中，粘附 24 h，分别用 1、10、20 及 
40 µmol/L 落新妇苷对 HUVECs 进行药物处理，在 5% 
CO2、37 ℃ 培养箱中分别孵育 6、12、24 及 48 h，每组

6 个重复，加入 5 g/L MTT 试剂充分混匀，继续培养 4 
h，每孔加入 150 μL DMSO，将样品在摇床上振荡 10 
min。记录 490 nm 处的吸光度。

1.3　划痕实验检测 HUVECs 的迁移能力 
接种细胞前，使用记号笔于 12 孔板底部划笔直

均匀贯穿孔的直线，线与线之间的间隔为 5 mm，取对

数生长期、生长状态良好的 HUVECs，以 2×105/ 孔的

密度接种于 12 孔板中，待各孔中的细胞生长至 90%，

200 μL 枪头垂直于培养板面，在孔中做横直线划痕，

PBS 漂洗 2~3 次后按照分组加入相应的培养基。设置

分组：完全培养基为对照组；1、10 及 20 µmol/L 落新

妇苷为实验组。每组设置 3 个孔，立即于倒置显微镜

拍摄记为 0 h，培养 6、12 及 24 h 后，分别于倒置显微

镜下拍摄（与 0 h 相同的位置）。

1.4　体外成管实验检测 HUVECs 管腔形成能力  
取生长状态良好的 HUVECs 接种于 6 孔板中，待

细胞融合至 70% ~ 80% 时，随机分为 4 组，培养基为

对照组，1、10 及 20 µmol/L 落新妇苷为实验组，于 37 
℃ 5% CO2 孵箱中孵育 24 h 后，进行小管形成实验。

步骤如下：将稀释的 Matrigel 基质胶（50 μL/cm2）吸

入 96 孔板中，冰上操作，培养箱孵育 30 min。将上述

培养的细胞以 1×105/ 孔的密度接种于铺好基质胶的

96 孔板中，每孔加入 50 μL 基础培养基，每组设置 3
个副孔。12 h 后于倒置显微镜拍摄，每组拍摄 5 个区

域。Image J 分析计算每孔内管状结构形成的总长度。 
1.5　Western blot 检测血管生成相关因子的蛋白表达

情况

取生长状态良好，对数生长期的 HUVECs 接种于 
6 孔板中，待细胞融合 70%~80%后，按上面实验分组培

养 12 h，每组设置 3 个孔，放于孵箱培养；提取细胞总

蛋白，配制 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，其中分离胶

为 10%，浓缩胶为 5%，电泳结束后，用电转法将蛋白转

移至PVDF膜上。转膜完成后用 5%脱脂奶粉液在室内

条件下封闭 PVDF 膜 1 h，而后依次与内参 GAPDH、血

管内皮生长因子A（VEGFA）、血管内皮生长因子受体 2
（VEGFR-2）及血管性血友病因子（VWF）抗体（1∶500 
稀释）4 ℃冰箱条件下孵育过夜。二抗（1∶3 000 稀释）

与 PVDF 膜在室温条件下孵育 l h。然后在 PVDF 膜上

滴加 200 μL实验配制的发光液，显影后采用 Image J 图
像分析软件分析条带的灰度值。

1.6　统计学处理 
采用 SPSS 22.0 软件进行数据分析，计量资料

以 x-±s 表示， 采用 One-way ANOVA 分析及 q 检验，

P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果 

2.1　落新妇苷对 HUVECs 增殖能力的影响 
将不同浓度落新妇苷处理 HUVECs 6、12 和 24 h 

后，细胞的增殖数目与对照组相比差异无统计学意义

（P>0.05）。落新妇苷作用细胞 48 h 后，40 µmol/L 组

细胞增殖数与各组相比差异均有统计学意义（P<0.01
或 0.001），提示高浓度落新妇苷对细胞活性具有毒性

效应。而 1、10、20 µmol/L 落新妇苷对 HUVECs 的增

殖能力无影响。因此，后续实验选择以上 3 个浓度进

行成管活性检测。见图 1。



广 东 医 科 大 学 学 报392 2024年第42卷

150

100

50

0
12 h6 h 24 h 48 h

***
***

**
**

对照组

1 μmol/L
10 μmol/L
20 μmol/L
40 μmol/L

细
胞

活
性

/%

（**P<0.01，***P<0.001）

图 1　落新妇苷对 HUVECs 细胞增殖能力的影响

2.2　落新妇苷对 HUVECs迁移能力的影响

不同浓度落新妇苷刺激培养 HUVECs 6、12 和 
24 h 后，结果如图 2A、B 可见，10 µmol/L 组 6、12 和 
24 h 有大量的细胞向中间的划痕区域迁移，细胞分布

广泛，较对照组显著增多（P<0.01）。24 h 时 10 µmol/
L 组划痕愈合面明显多于 1、20 µmol/L 组（P<0.01）。

2.3　落新妇苷对 HUVECs管腔形成能力的影响   
不同浓度落新妇苷刺激培养 HUVECs 12 h 后，结

果如图 3A、B 可见 ，HUVECs 在基质胶上逐渐伸展，
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A. 划痕实验结果图（标尺：100 µm）；B. 划痕愈合面统计结果图（*P<0.05，**P<0.01） 

图 2　落新妇苷对 HUVECs 细胞迁移能力的影响
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A. 对照组及不同浓度落新妇苷处理 HUVECs 12 h 的成管实验；B. 对主段长度、节点数和网格数量进行定量分析（*P<0.05，
**P<0.01，***P<0.001）

图 3　落新妇苷对 HUVECs 血管生成能力的影响
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连接成型，形成管腔样结构，其中对照组形成的管腔样

结构最少，10 µmol/L 组形成的管腔样结构最多。与对

照组比较，各浓度落新妇苷处理组形成的节点数、主节

段长度及网格数均显著增加（P<0.05）。                   
2.4　 落新妇苷对 HUVECs 血管生成相关因子蛋白表

达的影响

与对照组相比，落新妇苷能够显著提升 VEGFA
和 VEGFR-2 蛋白的表达（P<0.001）；VWF 蛋白表达

在 1、10 µmol/L 组较对照组亦明显增高（P<0.001），见

图 4A、B。

3　讨论

研究发现，许多草药或草药化合物具有“滋养”

血液的能力，它们在一定程度上能够促进内皮细胞血

管的生成 [6]。落新妇苷是一种黄酮类化合物，存在于

多种植物和食物中，具有多种生物活性，如保护缺血再

灌注、调节脂肪代谢、抑制炎症和抑制角质细胞增殖

等 [7-9]，且对血管系统具有显著的保护作用。

本研究结果发现，1、10、20、40 µmol/L 落新妇苷

处理 HUVECs 6、12 和 24 h 后，MTT 检测细胞的增殖

数目与对照组相比差异无统计学意义（P>0.05），证明

该浓度落新妇苷对细胞无毒性，并对细胞的增殖无影

响；48 h 后 40 µmol/L 组与对照组相比差异有统计学

意义（P<0.001），考虑原因可能是落新妇苷药物浓度

过高，作用时间过长导致血管内皮细胞周期缩短，促

进其凋亡，从而造成抑制细胞增殖的结果，因此后续

实验选择 1、10、20 µmol/L 落新妇苷进行成管活性检

测。细胞划痕实验是检测细胞迁移运动的经典实验，

内皮细胞迁移能力越强，预示着血管生成越旺盛。本

研究发现，不同浓度落新妇苷刺激培养 HUVECs 后， 
10 µmol/L组的细胞迁移能力最强，在 24 h 后划痕大面

积覆盖，与其他组相比，差异有统计学意义（P<0.01），

提示适当浓度的落新妇苷及作用时间能够激活血管生

成的信号通路，促进血管的生成。管腔形成实验是体

外研究血管发生的经典方法。本研究发现，不同浓度

落新妇苷均可形成明显的管腔样结构，其中 10 µmol/L 
组形成的管腔样结构最多，原因可能与落新妇苷激活

血管生成的信号通路，在血管生成过程中发挥积极作

用有关。

血管生成是涉及多种细胞、多种分子的复杂过程。

VEGFA 是血管生成的分子中枢，是血管生成最重要的

调节因子之一 [10-13]。血管生成中最关键的信号通路是

VEGFA/VEGFR-2。当 VEGFA 与其受体 VEGFR-2 结

合时，可以促进细胞增殖、迁移和管腔形成 [14]。同时，

VWF 也被认为是血管生成的标志和调节因子 [15]，而负

责 VWF 降解的血管性血友病因子裂解酶 13 已被证明

具有促血管生成的作用 [16-17]。本研究结果发现，所有

组落新妇苷能够显著提升 VEGFA、VEGFR-2、VWF
的表达，提示落新妇苷在体外可促进 HUVECs 血管

生成能力，这与细胞划痕实验，管腔形成实验一致，而 
20 µmol/L 组的 VEGFA、VEGFR-2 表达最高，与细胞

划痕实验的迁移能力最佳浓度为 10 µmol/L 组不一致。

我们推测低浓度落新妇苷虽然可以刺激 VEGFA 等因

子的表达，但在促进迁移能力方面尚未达到浓度的阈

值，同理，高浓度虽然能促进相关因子的表达，但有可

能浓度过高，不利于细胞的迁移。内皮细胞成血管的

能力与迁移能力、成管相关蛋白表达都有关系，但是

不一定是对等。迁移只是一个方面，迁移能促进血管

生成，但血管生成能力的影响因素不仅仅是细胞迁移

能力。而管腔形成实验可模拟血管早期发生过程，是

体外检查内皮细胞功能最完整的指标。因此最终浓度

的选择参考以管腔形成实验为准，最佳药物浓度为 10 
µmol/L。
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图 4　落新妇苷对 HUVECs 成管相关蛋白表达水平的影响
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综上所述，本研究使用不同浓度的落新妇苷处理

HUVECs，MTT 检测发现 1、10、20 µmol/L 落新妇苷

对细胞无毒性，对细胞的增殖无影响。其次通过研究

细胞迁移、小管形成及血管生成相关因子表达，证明落

新妇苷是促进血管内皮细胞血管生成的药物，具有重

要的临床药物价值，其最佳药物浓度为 10 µmol/L。本

研究不足之处在于，仅在体外细胞进行了研究，缺乏体

内组织水平的验证，因此后期将进一步深入研究落新

妇苷调控血管生成的分子机制，以期为药物的应用提

供新的思路。
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