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  【摘要】 目的 筛选血竭、青黛有效成分对人脐静脉内皮细胞(HUVECs)增殖抑制效果最优的配伍组合,并探究

对核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3(NLRP3)和微管相关蛋白1轻链3(LC3)的影响。方法 采用均匀设计方法

对血竭、青黛的4种有效组分龙血素A、龙血素B、靛蓝、靛玉红进行不同浓度组合,通过逐步回归方法对其组分配伍进

行筛选,CCK-8法检测 HUVEC增殖情况,Westernblot法检测最优组分配伍在不同浓度条件下对 HUVECs的NLRP3
和LC3表达的影响。结果 与无糖组相比,高糖诱导后的 HUVEC细胞增殖增加(P<0.05);与高糖组相比,不同浓度

梯度配伍的龙血素A、龙血素B、靛蓝、靛玉红组合高糖诱导的 HUVEC增殖有抑制作用(P<0.05)。对各组CIR结果

的逐步回归分析得到回归方程为:̂Y=0.022X1+0.032X2-0.339,R2=0.978;血竭的两个有效成分因素(龙血素A和

龙血素B)进入逐步回归模型,筛选出40μg/mL龙血素A和25μg/mL龙血素B组合为最优组分配伍。且该配伍组合

中、高剂量NLRP3表达水平下降(P<0.05),低、中剂量组LC3蛋白表达水平下降(P<0.05)。结论 血竭、青黛的有

效成分配伍可抑制高糖培养的 HUVEC异常增殖,且龙血素A、龙血素B配伍组合效果较好,该配伍组合可能通过下调

NLRP3表达发挥调控自噬的作用。
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  【Abstract】 Objective ToscreentheoptimalcompatibilityofactiveingredientsfromDraxonisSanguisandIndigo
Naturalisfortheproliferationinhibitionofhumanumbilicalveinendothelialcells(HUVECs),andexploretheeffectof
theoptimalcombinationontheexpressionofinflammasomeassociatedprotein,microtubule-associatedprotein1light
chain3.Methods Theuniformdesignmethodwasusedtosettheconcentrationsandcompatibilitycombinationsoffour
effectivecomponents,namelyLoureirinsA,LoureirinsB,Indigo,andIndigoJadeRed,inDraxonisSanguisandIndigo
Naturalisrespectively.Thecomponentcompatibilitywasscreenedbystepwiseregressionmethod,andtheproliferationof
HUVECsweredetectedbyCCK-8kit.TheeffectoftheoptimalcomponentcompatibilityonNLRP3andLC3proteinex-
pressioninHUVECsunderdifferentconcentrationconditionswasdetectedbyWesternblottingmethods.Results Com-
paredwiththenosugargroup,highglucoseinducedHUVECcellproliferationincreased(P<0.05);Comparedwiththe
highglucosegroup,thecombinationofdifferentconcentrationgradientsofLoureirinsA,LoureirinsB,Indigo,andIndi-
goJadeRedshowedinhibitoryeffectsonhighglucoseinducedHUVECproliferation(P<0.05).Thestepwiseregression
analysisoftheCIRresultsforeachgroupresultedintheregressionequation:Ŷ=0.022X1+0.032X2-0.339,R2=
0.978.ThetwoactiveingredientfactorsofDraxonisSanguis(LoureirinsAandLoureirinsB)enteredthestepwisere-
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gressionmodel,andthecombinationof40μg/mLLoureirinsAand25μg/mLLoureirinsBwasselectedastheoptimal
componentcombination.Thiscombination(middleandhighgroup)coulddownregulatetheexpressionofNLRP3(low
andhighgroup)andLC3(lowandmiddlegroup)inHUVECs(P<0.05).Conclusion TheeffectivecomponentsofDr-
axonisSanguisandIndigoNaturaliscaninhibittheabnormalproliferationofHUVECsculturedinhighglucose,andthe
combinationofLoureirinsAandLoureirinsBhasabettereffect.Thiscombinationmayplayaroleinregulatingautoph-
agybydownregulatingtheexpressionofNLRP3proteinandLC3protein.

【Keywords】 DraxonisSanguis;IndigoNaturalis;Humanumbilicalveinendothelialcells;Uniformdesign;Auto-
phagy

  长期高血糖状态导致的血管病变是糖尿病的常

见并发症,特别是慢性皮肤黏膜创面、糖尿病视网膜

病变、糖尿病外周神经病变、糖尿病肾病等并发症发

生的重要原因[1]。血竭、青黛是中医临床常用的药对

之一,团队前期研究发现该药可能通过多个途径对糖

尿病并发症的治疗发挥作用,但二者有效成分对高糖

环境下血管病变的干预效果和机制尚未明确[2]。因

此,本研究采用高糖培养血管内皮细胞以模拟糖尿病

并发的血管病变,通过对血竭、青黛不同有效成分配

伍筛选,明确其最佳的配伍组合。自噬在糖尿病发病

中起着重要作用,胰岛β细胞自噬异常可致功能衰退、
胰岛素分泌不足。具体而言,自噬作为细胞内重要的

降解与再生机制,正常情况下能清除受损的细胞器、
错误折叠的蛋白质及有害物质,以维持β细胞的代谢

稳态与分泌功能[3]。一旦自噬活性受到抑制或发生

功能紊乱,细胞内累积的毒性物质会引发氧化应激和

内质网应激,进而导致β细胞凋亡增加、增殖能力下

降,最终造成胰岛素合成与释放障碍,成为糖尿病尤

其是2型糖尿病发生的重要细胞学基础。因此,调控

自噬通路已成为糖尿病干预策略中备受关注的研究

方向。微管相关蛋白1轻链3(Microtubule-associat-
edprotein1lightchain3,LC3)作为自噬的核心标志性

蛋白参与自噬体形成与选择性自噬,而核苷酸结合寡

聚化结构域样受体蛋白3(NOD-likereceptorfamily
pyrindomaincontaining3,NLRP3)与自噬存在双向

调控关系,二者共同维持细胞自噬-炎症稳态[4],本研

究通过检测血竭、青黛中最优组方对 NLRP3及自噬

标志性蛋白LC3的影响,明确其对自噬的可能作用机

制,为其临床应用提供实验支持。

1 材料与方法

1.1 细胞 人脐静脉内皮细胞(Humanumbilical
veinendothelialcells,HUVECs)自北京协和细胞资

源中心获取。

1.2 药品及试剂 龙血素A、龙血素B、靛蓝、靛玉红

(上海阿拉丁生化科技股份有限公司,批号:L412862、

L412863、I104186、I111268);DMEM 高 糖 培 养 基

(Servicebio,批号:G4511);DMEM 无糖培养基(Ser-

vicebio,批 号:G4528);PBS (Servicebio,批 号:

G4202);胎牛血清(Servicebio,批号:G8001);胰酶工

作液(Servicebio,批号:G4010);DMSO(Solarbio,批
号:D8371);CellCountingKit-8(Bio-Rad公司,批号:

C0037);RIPA裂解液(Servicebio,批号:G2002);5×
蛋白上样缓冲液(还原型)(Servicebio,批号:G2013);

NLRP3抗体(AboRo,批号:K0201);SDS-PAGE凝胶

快速制备试剂盒(Servicebio,批号:G2037);普通ECL
化学发光试剂盒(Servicebio,批号:G2014)。

1.3 实验仪器 微量高速冷冻离心机(OHRUS,批
号:FC5515R);电泳仪(Tanon,批号:EPS300);全波

长酶标仪(美国ThermoFisherScientific公司,批号:

FI-01620);基因扩增仪(LongGene,批号:A200);全
自动化学发光成像系统(Tanon,批号:EPS300)。

1.4 细胞培养 在37℃、5% CO2 的培养箱中,以

10%胎牛血清的DMEM 高糖培养基培养 HUVECs,
倒置显微镜下观察细胞状态,待其融合度达到80%左

右时,用0.25%胰酶工作液消化3min,细胞计数,按
试验设计方案进行铺板。高糖(25mmol/L)培养的细

胞增殖模型构建成功后,铺96孔板,待细胞密度达到

80%左右时进行给药。

1.5 均匀实验设计方案 选取血竭、青黛中4种已

知的有效成分龙血素A、龙血素B、靛蓝、靛玉红作为

考察对象,参考团队前期设计方法[2]和前期预实验结

果,设定4种有效成分的剂量范围:龙血素 A(1~
35μg/mL)、龙血素B(0.5~50μg/mL)、靛蓝(0.5~
50μg/mL)、靛玉红(0.01~2μg/mL),各考察对象设

8个剂量水平,以增殖抑制率为效应指标,按照4因素

8水平的均匀设计表格对各有效成分及剂量水平进行

组方设计,获得均匀设计实验方案,通过药效试验、回
归分析得出最优配伍组合。

1.6 实验药物配制 称取一定量的龙血素 A、龙血

素B、靛蓝、靛玉红,用二甲基亚砜溶液(DMSO)将其

溶解,按龙血素 A100μg/mL、龙血素B50μg/mL、
靛蓝50μg/mL、靛玉红20μg/mL的浓度配置各组药

物母液,分装后于 20℃冰箱保存。给药时取相应组

别的药物母液,用培养基稀释成所需浓度的工作液。
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1.7 细胞增殖情况检测 参照文献方法[1],取对数

生长期的HUVECs,设置6个复孔,以1×105个/孔的

密度接种。待细胞贴壁生长且密度至70%~80%时,
弃去培养基,加入配置好的药物工作液,继续培养24h
后,按试剂盒说明书加入CCK-8原液,孵育1h后用

酶标仪检测吸光度(OD)值(450nm)。

1.8 HUVECs自噬相关蛋白表达检测 Western
blot检测NLRP3和LC3蛋白表达:细胞经RIPA裂

解液裂解10min,提取蛋白,冰浴10min后,12000r
离心15min,每组取上清液80μL,加20μL5×蛋白

上样缓冲液(还原型),再进行蛋白变性,按3μg/孔上

样。用70、120V电压行电泳分离,再用300mA电流

进行转膜,持续时间为90min。使用包含5%脱脂奶

粉的TBST封闭90min,加入NLRP3一抗(1∶1000)
在4℃下孵育过夜,洗膜后加入二抗,在37℃条件下

孵育1h,ECL显色。以GAPDH蛋白作为内参蛋白,
使用Tanon成像系统采集图像,利用ImageJ软件分

析,获得目的蛋白的相应表达量。

1.9 统计学分析 应用 SPSS22.0及 GraphPad
Prism8.0软件进行统计学处理,测量数据以均数±标

准差(􀭺x±s)表示。均匀设计实验数据采用逐步回归

分析。符合正态分布且方差齐者采用单因素方差分

析;方差不齐者,采用非参数检验Kruskal-Wallis法进

行。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血竭、青黛各有效成分不同浓度梯度对细胞活

力影响 龙血素A、龙血素B、靛蓝、靛玉红根据表1
中的浓 度 设 置 给 药,CCK-8 检 测 细 胞 增 殖 情 况。

CCK-8测得的OD值统计分析结果如图1所示:与无

糖组相比,高糖组细胞OD值增加(P<0.01),表明高

糖培养后的HUVECs增殖能力变强;与高糖组相比,
加入不同浓度梯度的龙血素A、龙血素B、靛蓝和靛玉

红后,龙血清 A低浓度组(10、15μg/mL)、龙血素B
(0.5、1、2、2.5、5、25、50μg/mL)、靛蓝(25μg/mL)和
靛玉红(各组)OD值均下降(P<0.05,P<0.01),表明

血竭、青黛在不同浓度梯度的有效成分均可一定程度

抑制高糖培养的HUVEC细胞增殖能力。

表1 四种单药浓度梯度(μg/mL)

Table1 Fourtypesofsingledrugconcentrationgradients

组别 龙血素A 龙血素B 靛蓝 靛玉红

1 1 0.5 0.5 0.01

2 5 1 1 0.025

3 10 2 2 0.05

4 15 2.5 2.5 0.1

5 20 5 5 0.25

6 25 10 10 0.5

7 30 25 25 1

8 35 50 50 2
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图1 血竭、青黛的四种有效成分的不同浓度梯度对高糖培养的HUVECs细胞活力的影响

Figure1 TheeffectsofdifferentconcentrationgradientsoffouractiveingredientsinDraxonisSanguisandIndigoNaturalisonHUVECscellviabilityun-
derhigh-glucoseconditions
注:A.龙血素A;B.龙血素B;C.靛蓝;D.靛玉红。与无糖组相比,①P<0.01,②P<0.05;与高糖组相比,③P<0.01,④P<0.05。

2.2 血竭、青黛效应成分配伍优化筛选结果 组分

配伍优化筛选结果见表2。给药24h后,CCK-8测得

的OD值统计分析结果显示(图2),高糖组细胞 OD
值较无糖组组增加,给药组均可抑制细胞增殖(P<
0.05,P<0.01),其中第7组配伍对其增殖抑制效果

最强,而第4组配伍抑制作用最弱。对各组增殖抑制

率的观察结果采逐步回归分析(α=0.05作为显著水

准,αinto=0.05;αout=0.10),得到回归方程为:̂Y=
0.022X1+0.032X2-0.339,R2=0.978,两个有效成分

因素(X1 和X2)进入逐步回归模型,X3 和X4 在逐步回
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归分析过程中被剔除。均匀设计实验得到的最佳配伍

组合方案是:40μg/mL(X1)和25μg/mL(X2)。

表2 均匀实验设计筛选最优组分配伍

Table2 Uniformexperimentaldesigntoselecttheoptimalcomponental-

location

组别
因 素(μg/mL)

X1 X2 X3 X4
增殖抑制率(%)

1 5 14.5 4 0.775 22.39±0.25
2 10 7.5 14.5 0.025 16.29±0.16
3 15 21.5 25 0.625 65.76±0.07
4 20 0.5 18 0.925 15.71±0.04
5 25 25 7.5 0.175 100.32±0.06
6 30 4 0.5 0.475 50.05±0.21
7 35 18 11 1.075 108.99±0.09
8 40 11 21.5 0.325 79.70±0.15

注:X1.龙血素A;X2.龙血素B;X3.靛蓝;X4.靛玉红。

2.3 血竭、青黛有效成分配伍对高糖培养 HUVECs
的NLRP3、LC3蛋白表达的影响 通过 Westernblot
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图2 8组不同配伍浓度药物对高糖培养的HUVEC活力的影响

Figure2 Theeffectof8differentcombinationsofdrugconcentrationson

theviabilityofHUVECsinhighglucoseculture
注:与无糖组相比,①P<0.01;与高糖组相比,②P<0.01,③P<0.05。

检测各组对高糖培养 HUVECs的NLRP3、LC3蛋白

的影响,结果发现,高糖组的NLRP3和LC3蛋白表达

水平较无糖组均有所升高;与高糖组相比,给药中、高
剂量最佳配伍组NLRP3表达水平下降(P<0.05),给
药低、中剂量最佳配伍组LC3蛋白表达水平下降(P<
0.05),见图3。
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图3 血竭、青黛有效成分配伍对高糖环境下HUVECs的NLRP3和LC3蛋白水平表达影响

Figure3 TheeffectsofeffectiveingredientcompatibilityofDraxonisSanguisandIndigoNaturalisontheexpressionofNLRP3andLC3proteinlevelsof

HUVECsunderhighglucoseenvironment
注:E.最优配伍组合。与无糖组相比,①P<0.05;②P<0.01;与高糖组相比,③P<0.05。

3 讨论

糖尿病患者长期存在的胰岛素抵抗、糖脂代谢紊

乱、炎症反应及氧化应激等病理过程,这些是导致血

管内皮细胞损伤的重要机制[5],血管内皮细胞功能受

损和修复受限是糖尿病患者血管并发症发生发展的

核心机制之一。有研究表明提示高糖环境下产生的

超氧阴离子是血管内皮细胞损伤的原因之一[6],此外

高糖还会促进晚期糖基化终产物(AGEs)的形成,与
内皮细胞上的受体结合后,调控一系列细胞信号通

路,促进炎症和氧化应激发生[7]。因此,通过改善高

糖环境下血管内皮细胞功能,影响局部组织的血管新

生过程可能是改善糖尿病血管病变的重要途径。本

研究采用高糖环境下培养 HUVECs以模拟血管内皮

细胞损伤过程,发现高糖培养后的 HUVECs增殖能

力高于无糖组,存在异常增殖现象。通过均匀实验设

计,以高糖环境下 HUVEC细胞增殖率作为效应指

标,对血竭、青黛的有效成分配伍进行了筛选。发现加

入血竭、青黛相应有效组分配伍药物能够抑制高糖环境

下HUVECs的异常增殖,且龙血素A(40μg/mL)和龙

血素B(25μg/mL)联用为最优组分配伍组合。
自噬在糖尿病发生发展过程中起着重要作用,也

成为近年来糖尿病干预策略的研究热点,多种中药可

通过调节经典信号通路介导线粒体自噬,调控细胞凋

亡与增殖、降低炎症反应、抑制氧化应激过程[8]。血

竭、青黛是中医临床常用的化瘀、凉血、解毒药对,常
用于糖尿病并发症的治疗。血竭的主要活性成分为

紫檀芪、龙血素A、龙血素B、白藜芦醇等,其相应成分

有促进伤口愈合、抗肿瘤、抗氧化和抗菌的作用[[9];青
黛主要活性成分有靛玉红、靛蓝、色胺酮、β-谷甾醇、
异牡荆素等[10],其具有抗炎、抗氧化、抗菌、免疫调节

等活性作用;二者配伍后可能产生多靶点、多途径的

作用效应。本研究发现单用龙血素A时对 HUVECs
的增殖表现出先抑制后促进的作用,这与研究报道的

血竭的成分之一血竭素高氯酸盐对 HUVECs的增

殖、迁移和新生血管形成具有双向调节作用一致[11],
因此血竭的其它单体成分或组分配伍也可能存在这

种复杂作用趋势需要进一步探明。另外,课题团队在

进行动物实验时发现血竭饮片单用组、血竭和青黛配
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伍组对糖尿病动物模型皮肤创面愈合的促进作用较

好[12],推测该配伍起作用的主要成分与血竭相关度较

高,而本研究发现在均匀设计配伍实验中,二者配伍

有效成分配伍筛选结果也聚焦于血竭的两个主要成

分(龙血素A和龙血素B),这与前期结果一致。
高糖环境导致的血管内皮细胞功能障碍在糖尿

病血管并发症中,特别是在糖尿病创面溃疡、糖尿病

视网膜病变中起关键作用[2],而由自噬诱导的内皮细

胞损伤是其重要发病机制。自噬参与了糖尿病血管

并发症发生与进展的多个病理过程[13]。有研究报道

高糖、缺氧状态下,HUVECs的自噬功能受损,干预

自噬可以起到调控血管内皮细胞功能的作用。NL-
RP3是重要的炎症调节因子,同时还具有调控自噬的

作用,而线粒体自噬在调控 NLRP3炎症小体的激活

过程中起着重要作用[14-15]。高糖环境下细胞的低水

平自噬介导了 NLRP3炎症小体的激活,进而通过上

调GSDMD、Caspase-1等因子的表达,释放IL-1β、IL-
18等引发炎症反应[16-17]。因此,抑制NLRP3炎性小

体的活性、调控细胞线粒体自噬-炎症小体NLRP3相

关通路,可改善血管内皮细胞功能障碍[16]。LC3是酵

母ATG8的同系物,可分为2种类型,分别为LC3-Ⅰ
和LC3-Ⅱ。LC3-Ⅰ主要存在于细胞质中,而LC3-Ⅱ
主要存在于自噬体及自噬溶酶体膜上[18-21];LC3-Ⅱ在

自噬增强时表达上调,是反映自噬水平的标记物。本

研究结果提示,血竭的两个单体成分龙血素 A、龙血

素B组合可在不同剂量下抑制NLRP3和自噬相关蛋

白LC3蛋白的表达。
本研究不足之处在于,只针对该药对4种有效成

分进行了筛选,且未对其剂量水平进行更多层次的组

合验证,下一步将结合动物模型实验对其剂量与配伍

的关系进行细化研究,并将研究重点向血竭的单体成

分聚焦。

4 结论

血竭、青黛的有效组分配伍能抑制高糖环境下

HUVECs的异常增殖,且龙血素A、龙血素B是潜在

的最优配伍组合,该组合能在不同剂量下抑制高糖诱

导的NLRP3、LC3蛋白表达上调现象。
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