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西黄丸下调HIF-1α/VEGFA/VEGFR2信号通路抑制脑胶质瘤细胞

血管生成拟态形成的作用及其机制
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摘要: 探究西黄丸含药血清调控低氧诱导因子 1α (hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)/血管内皮生长因子 A 

(vascular endothelial growth factor A, VEGFA)/血管内皮生长因子受体 2 (vascular endothelial growth factor receptor 2, 

VEGFR2) 信号通路, 抑制脑胶质瘤细胞血管生成拟态 (vasculogenic mimicry, VM) 形成的作用及机制。采用对雄性

SD大鼠连续灌胃给药 7天，制备西黄丸含药血清 (动物实验伦理审批号: 202105A051)。采用 200 μmol·L-1 CoCl2构

建U251细胞低氧模型, 给予西黄丸含药血清后, CCK-8法、细胞克隆实验检测U251细胞活力和增殖情况; 流式细胞

术检测U251细胞凋亡及周期; 细胞划痕愈合、Transwell侵袭实验检测U251细胞的迁移与侵袭能力; 3D细胞培养检

测 U251 细胞 VM 的形成情况 ; Western blot 法检测 U251 细胞 HIF-1α、VEGFA、VEGFR2、磷酸化 VEGFR2 

(phosphorylated-VEGFR2, p-VEGFR2)、血管内皮钙黏着蛋白 (vascular endothelial-cadherin, VE-cadherin)、Eph受体酪

氨酸激酶A2 (Eph receptor tyrosine kinases A2, EphA2)、基质金属蛋白酶 2 (matrix metalloproteinase 2, MMP2)、基质

金属蛋白酶 14 (matrix metalloproteinase 14, MMP14) 和层黏连蛋白 γ2 (laminin γ2) 等蛋白表达水平。结果显示, 低

氧状态下, 10%西黄丸含药血清对U251细胞活力、增殖、凋亡和细胞周期影响较小。与低氧模型组相比, 10% 1.0、

1.5和 2.0 h组西黄丸含药血清均显著减慢 U251细胞的迁移速率 (P < 0.01), 显著减少侵袭的 U251细胞数量 (P < 

0.01)。10% 2.0 h组西黄丸含药血清显著抑制低氧状态下U251细胞的VM管状结构形成 (P < 0.01)。Western blot

实验显示, 10%西黄丸含药血清显著下调HIF-1α、VEGFA、phospho-VEGFR2、VE-cadherin、EphA2、MMP14等蛋白

表达 (P < 0.05)。综上所述, 西黄丸可通过下调HIF-1α/VEGFA/VEGFR2信号通路, 抑制脑胶质瘤U251细胞VM形

成, 发挥抗血管生成的作用。
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Abstract: Our studies were aimed to explore the effect and mechanism of the inhibition of the formation of 
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vasculogenic mimicry (VM) in human glioblastoma cells by Xihuang pill (XHP) medicated serum through 

regulating the hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α)/vascular endothelial growth factor A (VEGFA)/vascular 

endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2) signaling pathway. The medicated serum of XHP was prepared by 

gavage for 7 days to male SD rats (approval number of animal experiment ethics: 202105A051). The hypoxia 

model of U251 cells was established using 200 μmol·L-1 of CoCl2. After treatment with XHP-medicated serum, cell 

viability and proliferation of U251 cells were detected by CCK-8 and cell cloning experiment. Cell apoptosis and 

cell cycle of U251 cells were determined by flow cytometry. Cell migration and invasion were evaluated by wound 

healing and Transwell invasion assay. The formation of VM was assessed by three-dimensional cell culture of 

U251 cells. The protein expression levels of HIF-1α, VEGFA, VEGFR2, phosphorylated-VEGFR2 (p-VEGFR2), 

vascular endothelial-cadherin (VE-cadherin), Eph receptor tyrosine kinases A2 (EphA2), matrix metalloproteinase 

2 (MMP2), matrix metalloproteinase 14 (MMP14) and laminin γ2 in U251 cells were detected by Western blot. The 

results showed that 10% XHP-medicated serum had little effect on the cell viability, proliferation, apoptosis and 

cell cycle of U251 cells under hypoxia. Compared with the model group, 10% XHP-medicated serum at 1.0, 1.5 

and 2.0 h significantly decreased the migration rate (P < 0.01) and the number of invading U251 cells (P < 0.01). 

10% XHP-medicated serum at 2.0 h significantly suppressed the formation of VM tubular structures in U251 cells 

under the condition of hypoxia (P < 0.01). Western blot experiment showed that 10% XHP-medicated serum 

significantly down-regulated the expression of HIF-1α, VEGFA, phospho-VEGFR2, VE-cadherin, EphA2 and 

MMP14 proteins (P < 0.05). In conclusion, XHP could inhibit the formation of VM in human glioblastoma U251 

cells to suppress the angiogenesis by down-regulating the HIF-1α/VEGFA/VEGFR2 signaling pathway.
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脑胶质瘤起源于神经胶质细胞, 是较常见的高度

侵袭性恶性脑肿瘤, 具有发展迅速、预后差、死亡率高

等特点。临床上, 脑胶质瘤治疗主要为手术和术后辅

助放化疗, 但是多数患者对传统治疗方法不敏感, 预后

较差[1-3]。目前, 脑胶质瘤的治疗策略主要包括诱导细

胞凋亡和抗血管生成, 进而抑制肿瘤增殖和转移两方

面。血管生成拟态 (vasculogenic mimicry, VM) 是恶

性肿瘤早期适应缺氧, 不依赖于传统血管内皮细胞的

肿瘤细胞自身形态改变, 结合细胞外基质重塑形成的

新型血管样结构, 这标志着肿瘤血管形成的开始。脑

胶质瘤恶化过程中存在着VM形成现象, 且肿瘤恶性

程度越高, VM 进展越快、现象越显著[4,5]。研究表明, 

低氧诱导因子 1α (hypoxia inducible factor-1α, HIF-1α)/

血管内皮生长因子A (vascular endothelial growth factor 

A, VEGFA)/血管内皮生长因子受体2 (vascular endothelial 

growth factor receptor 2, VEGFR2) 信号通路在促进脑

胶质瘤VM形成中起重要作用, 低氧环境可上调胶质

瘤细胞HIF-1α和VEGF蛋白表达, 诱导VM形成[5-11]。

西黄丸始载于《外科证治全生集》, 由牛黄、麝香、

乳香、没药组成, 具有清热解毒、活血祛瘀和化结散痈

之功, 临床上常用于恶性肿瘤的辅助治疗[12]。西黄丸

可改善脑胶质瘤患者的临床症状 , 提高生活质量[13]。

研究表明, 西黄丸通过抑制U87细胞中丝氨酸苏氨酸

蛋白激酶 (protein kinase B, PKB, Akt)/哺乳类动物雷

帕霉素靶点 (mammalian target of rapamycin, mTOR)/

头框转录因子O亚族 1 (FOXO1) 信号通路从而促进细

胞凋亡[14]。亦有研究证明, 西黄丸及主要药味麝香和

牛黄通过抑制人前列腺癌 PC-3细胞中异常激活的磷

脂酰肌醇-3 激酶 (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K)/

Akt/mTOR信号通路, 促进细胞凋亡, 抑制PC-3荷瘤小

鼠的皮下移植瘤生长的作用[15]。此外, 西黄丸含药血

清显著促进乳腺癌细胞株 MDA-MB-231、MDA-MB-

435和MCF-7细胞凋亡, 抑制细胞增殖和迁移[16,17]。

本课题组前期研究发现, 西黄丸可显著诱导U251

和U87细胞凋亡, 抑制裸鼠异位移植瘤生长, 协同增强

替莫唑胺的抗胶质瘤作用[18]。然而, 西黄丸是否可通

过调控 HIF-1α/VEGFA/VEGFR2 信号通路 , 抑制脑胶

质瘤细胞VM形成尚不清晰。故本文拟构建U251细

胞低氧模型 , 研究西黄丸含药血清调控 HIF-1α/

VEGFA/VEGFR2信号通路对VM形成的影响, 旨在探

究西黄丸对脑胶质瘤抗血管生成治疗的作用及其机

制, 为临床中西药联合抗胶质瘤血管生成提供依据。

材料与方法

实验材料 西黄丸 (北京同仁堂科技发展股份有

限公司制药厂 , 批号 : 19041288); CoCl2 (美国 Sigma-

Aldrich公司, BCBX0741); DMEM培养基 (美国Gibco

公司 , 8121211); 胎牛血清 ( 中国 ExCell Bio 公司 , 

12A028); CCK-8 试剂盒 (上海点创生物 , DC12988); 

0.25%胰蛋白酶-EDTA (040921210609)、细胞周期与细

胞凋亡检测试剂盒 (090921220209)、BCA 试剂盒 

(122120210621)、钙黄绿素AM染料 (01122220415)、结
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晶 紫 溶 液 (111621220209)、D-PBS (050122220505)、

RIPA裂解液 (062422220721)、蛋白酶磷酸酶抑制剂混

合物 (030922220713)、SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液 

(012422220623) 均购自上海碧云天生物技术有限公

司 ; Matrigel Matrix 基质胶 (0281002)、Transwell 小室 

(00721067) 均购自美国Corning公司; FITC Annexin V

细胞凋亡检测试剂盒 (美国 BD Biosciences 公司 , 

1324995); 预 染 蛋 白 Marker ( 美 国 Thermo 公 司 , 

01061725); Immobilon-NC 转印膜 (德国 Millipore 公

司 , R1NB70185); 血 管 内 皮 生 长 因 子 A (vascular 

endothelial growth factor A, VEGFA) 抗体 (#ab52917)、

血管内皮生长因子受体 2 (vascular endothelial growth 

factor receptor 2, VEGFR2) 抗体 (#ab134191)、基质金属

蛋白酶 14 (matrix metalloproteinase 14, MMP14) 抗体 

(#ab51074)、基质金属蛋白酶 2 (matrix metalloprotei-

nase 2, MMP2) 抗体 (#ab92536) 购自英国 Abcam 公

司; 磷酸化血管内皮生长因子受体 2 (phosphorylated-

VEGFR2, p-VEGFR2) 抗体 (#2478T)、血管内皮钙黏着

蛋白 (vascular endothelial-cadherin, VE-cadherin) 抗体 

(#2500T)、Eph 受体酪氨酸激酶 A2 (Eph receptor tyro‐

sine kinases A2, EphA2) 抗体 (#6997T)、β - 肌动蛋白 

(beta actin, β-actin) 抗体 (#3700S) 均购自美国Cell Sig‐

naling Technology公司; HIF-1α抗体 (成都正能生物技

术有限责任公司 , #340462); 层黏连蛋白 γ2 (laminin γ

2) 抗体 (美国 Santa Cruz 公司 , #sc-28330); HRP goat 

anti-rabbit IgG (#AS014) 和 HRP goat anti-mouse IgG 

(#AS013) 均购自武汉Abclonal公司。

Forma 3111 二氧化碳培养箱、MSC-advantage 12

生物安全柜 (美国ThermoFisher公司); DMi8倒置荧光

显微镜 (德国Leica公司); HYQ-3110涡旋混匀器 (美国

Crystal公司); TDL-80-2B低速台式离心机 (上海安亭科

学仪器厂); HH-ZK1电热恒温水浴锅 (上海科升仪器有

限公司); Infinite 200 PRO多功能酶标仪 (瑞士Tecan功

能); Gallios流式细胞仪 (美国 Beckman功能); 5200全

自动化学发光图像分析系统 (上海天能科技有限公司)。

西黄丸含药血清的制备 取西黄丸适量, 置于研

钵中研磨成粉末 , 加 0.5% 羧甲基纤维素钠 (carboxy‐

methylcellulose sodium, CMC-Na) 溶液溶解成浓度为

0.216 g·mL-1 西黄丸混悬液。

SPF级雄性SD大鼠 (6～8周龄, 200～240 g) 购自

于南京市江宁区青龙山动物繁殖场 , 动物许可证号: 

SCXK ( 浙) 2019-0002, 动 物 实 验 伦 理 审 批 号 : 

202105A051。所有动物均分笼饲养于南京中医药大

学实验动物中心SPF级饲养室, 饲养条件为: 12 h光照

和 12 h黑夜循环, 恒温恒湿。取 36只雄性 SD大鼠适

应性饲养 5 天后 , 随机分为 4 组 , 即对照组、1.0、1.5、

2.0 h组。空白组灌胃给予 0.5% CMC-Na混悬液, 其余

各组灌胃给予 0.216 g·mL-1的西黄丸混悬液, 给药体积

为 5 mL·kg-1 , 即给药剂量为 1.08 g·kg-1, 4倍临床剂量 

(每次 3 g, 1天 2次)。连续灌胃 7天, 给药频率为 12 h。

第 7天首次灌胃后, 禁食且自由饮水 12 h, 分别于末次

给药后 0、1、1.5、2 h, 戊巴比妥钠麻醉, 打开腹腔, 腹主

动脉取血 , 室温静置 15 min, 4 ℃ 、12 000 ×g 离心

10 min, 吸取上层血清转移至 1.5 mL EP管中。将血清

置于 56 ℃水浴锅中灭活 30 min, 0.22 μm微孔滤膜滤

过, 分装保存于−80 ℃冰箱中。

细胞培养与 CCK-8 检测 U251 细胞活力 U251

细胞以含有 10% 胎牛血清、青霉素 (100 u·mL-1) 和链

霉素 (100 mg·mL-1) 的 DMEM 培养液 , 培养于 37 ℃、

5% CO2的培养箱中。

取对数生长期的U251细胞, 以 5 000个/孔接种于

96孔板中, 待细胞贴壁后, 给予含有CoCl2 (200 μmol·L-1) 

和 5%、10%、20% 及 40% 不同时间点组含药血清 

(control、1.0、1.5、2.0 h) 的DMEM培养液, 作用 48 h, 每

孔加入 CCK8 溶液 10 μL, 孵育 1 h, 采用酶标仪记录

450 nm波长处的A值, 计算相对抑制率。

细胞克隆实验 取对数生长期的 U251 细胞 , 以

1 000个/孔接种于 6孔板中。待细胞贴壁后, 给予含有

200 μmol·L-1 CoCl2 和 10% 不同时间点组含药血清 

(control、1.0、1.5、2.0 h) 的DMEM培养液, 另取含 10%

含药血清 (control组) 的DMEM培养液作为空白组, 处

理 48 h, 更换为完全培养液继续培养 14天, 每隔 3天更

换新鲜的培养基并观察细胞状态。吸弃旧培养基 , 

PBS洗涤 2次, 加入 4% 多聚甲醛溶液 700 μL, 于 4 ℃

中固定细胞 60 min。吸弃固定液, PBS洗涤 2次, 每孔

加入结晶紫染色液 500 μL, 染色 1 h, 吸弃结晶紫染色

液, 超纯水洗涤3次, 晾干后计数。

细胞凋亡测定 取对数生长期的 U251 细胞 , 以

8×104个/孔接种于 6孔板中, 待细胞贴壁后, 同“细胞克

隆实验”给药, 作用 48 h。用 0.25%胰蛋白酶-EDTA消

化以收集细胞, 用旧的细胞培养液终止消化。1 000 ×g

离心 3 min, PBS 洗涤细胞 , 将细胞沉淀用 1× binding 

buffer 200 μL重悬, 依次加入 Annexin V-FITC 和 PI各

5 μL, 混合均匀 , 在室温下避光孵育 15 min, 应用

Gallios 流式细胞仪对其进行测定 , 并使用 Kaluza 

Analysis软件分析数据。每个组设置3个复孔。

细胞周期测定 同“细胞凋亡测定”接种、给药、收

集细胞。1 000 ×g离心 3 min, 轻轻吸弃上清, 加入预

冷的 PBS 1 mL洗涤细胞, 1 000 ×g离心 3 min, 轻轻吸

弃上清, 用预冷的 70% 乙醇固定 24 h。1 000 ×g离心
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3 min以去除固定液, 用预冷的PBS洗涤, 加入含RNase 

A和 PI的染色液 0.3 mL, 避光 37 ℃孵育 30 min, 应用

Gallios 流式细胞仪对其进行测定 , 并使用 Kaluza 

Analysis软件分析数据。每个组平行3个复孔。

细胞划痕实验 取对数生长期的 U251 细胞 , 以

1.5×105个/孔接种于底部标记 2条标识线的 24孔板中。

待细胞贴壁后, 用 200 μL枪头沿直尺与标识线垂直划

痕 2道, PBS洗涤 2次以去除脱落细胞, 同“细胞克隆实

验”给药。于划痕给药后 0、12、24、48 h 用钙黄绿素

AM染料染色标记, 采用Leica显微镜采集同一位置划

痕图像, 用 Image J软件测量划痕宽度。

Transwell侵袭实验 取 45 μL matrigel基质胶插

入碎冰中于 4 ℃冰箱解冻, 用DMEM以 1∶8比例稀释

基质胶, 吸取稀释后基质胶 50 μL均匀铺于 Transwell

小室上室, 置于培养箱中凝胶30 min。取对数生长期的

U251 细胞 , 饥饿培养 24 h, 用 0.25% 胰蛋白酶-EDTA

消化以收集细胞, 1 000 ×g离心 3 min, 用DMEM培养

液重悬细胞, 调整细胞数至每毫升6×105个。吸取该细

胞悬液 100 μL 加入 Transwell 小室。同“细胞克隆实

验”给药, 作用 48 h。取出Transwell小室, 吸弃培养液, 

D-PBS洗涤2次, 加入4%多聚甲醛溶液800 μL, 室温固

定30 min, 将小室适当晾干, 加入结晶紫染色液800 μL, 

室温染色 30 min, 再用D-PBS洗涤 3次, 用棉签轻轻擦

去上层未迁移细胞并晾干, 采用Leica显微镜于 100倍

镜下随机采集5个视野观察细胞并计数。

3D细胞培养下血管生成拟态 将Matrigel基质胶

插入碎冰中于 4 ℃冰箱解冻, 以每孔 250 μL均匀铺于

24孔板中, 于培养箱中凝胶 30 min。收集对数生长期

细胞, 用含 200 μmol·L-1 CoCl2的DMEM培养液重悬细

胞, 调整细胞密度至每毫升 1.6×105个细胞, 吸取该细

胞悬液 500 μL加入 24孔板中。另取含 10%含药血清 

(control 组) 的 DMEM 培养液替换作为常氧对照组。

待培养 24 h 后 , 24 孔板中用含 200 μmol·L-1 CoCl2 及

10%不同时间点含药血清 (control和 2.0 h) 的DMEM

培养液 500 μL 替换。于给药后 0、1、3、6、12 h, 采用

Leica 显微镜于 50 倍镜下随机采集 5 个视野下的 VM

结构并计数。

蛋白印迹法检测蛋白表达 取对数生长期的

U251细胞, 以 3×105个/孔接种于 6孔板中, 待细胞贴壁

后, 同“细胞克隆实验”给药, 处理 48 h。用PBS溶液洗

涤 3次, 加入适量细胞裂解液 (含 1 mmol·L-1蛋白酶抑

制剂和 1 mmol·L-1磷酸酶抑制剂), 冰上裂解 30 min, 于

4 ℃下 13 000 ×g 离心 10 min, 吸取上清溶液转移至

1.5 mL 离心管中 , BCA 法测定蛋白浓度并加入适量

loading buffer, 混合均匀, 95 ℃加热 10 min, 放冷后, 分

装保存于−20 ℃冰箱中。

使用 8%～12% 十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶 (SDS-PAGE) 恒压电泳分离上清液中的蛋白 , 采

用湿转法恒流将其转印到硝酸纤维素 (NC) 膜上 , 

5% BSA 封 闭 1 h 后 , 分 别 以 HIF-1α (1∶1 000)、

VEGFA (1∶5 000)、VEGFR2 (1∶2 000)、p-VEGFR2 

(1∶1 000)、VE-cadherin (1∶1 000)、EphA2 (1∶1 000)、

MMP14 (1∶5 000) 、MMP2 (1∶2 000) 、laminin γ 2 

(1∶100)、β-actin (1∶1 000) 抗体于 4 ℃孵育过夜, 再与

相对应的二抗 (1∶5 000) 室温孵育1 h。应用超敏ECL

化学发光液于 Tanon-5200成像系统中可视化印迹条

带, 并运用 Image J软件进行量化。

统计学分析 采用GraphPad 8.0 统计学软件对实

验结果进行统计学分析。计量资料以 x̄ ± s表示。各

组分别与低氧对照组进行单因素方差分析, 以P < 0.05

为差异有统计学意义。

结果

1　西黄丸含药血清对U251细胞活力及增殖的影响

低氧状态下, 不同时间点西黄丸含药血清及其不

同百分比含量作用U251细胞 48 h的细胞活力测定结

果如图 1A所示。结果显示, 当含药血清浓度为 5%时, 

1.0 h 组西黄丸含药血清可以抑制 U251 细胞活力 
(P < 0.05）。当含药血清浓度为 10%时, 1.5和 2.0 h西

黄丸含药血清可以抑制 U251细胞活力 (P < 0.01); 其

中, 2.0 h西黄丸含药血清对 U251细胞的抑制作用最

强, 为 93.2% ± 3.6%。故选用 10%含药血清作用U251

细胞48 h为条件进一步探究其作用机制。

低氧状态下, 10%不同时间点西黄丸含药血清作

用 U251 细胞 48 h 的克隆增殖测定结果如图 1B、C 所

示。结果显示, 与对照组相比, 低氧对U251细胞增殖

有抑制作用 (P < 0.01); 与低氧模型组相比, 1.5和 2.0 h

西黄丸含药血清对U251细胞增殖呈下调趋势, 但无统

计学差异。结果表明, 西黄丸含药血清对U251细胞活

力及增殖影响作用较小。

2　西黄丸含药血清对U251细胞凋亡及周期的影响

低氧状态下, 不同时间点西黄丸含药血清对U251

细胞凋亡和细胞周期的影响结果如图 2所示。结果显

示 , 对照组细胞形态正常 , 几乎无凋亡和坏死细胞。

CoCl2低氧对U251细胞凋亡及细胞周期几无影响。给

予浓度为 10%的 1.0、1.5和 2.0 h时间点西黄丸含药血

清处理 48 h 后 , U251 细胞的总凋亡率分别为 2.23%、

2.69% 和 3.94%, 且 G1 期的细胞数量分别从 46.2% 增

加到 47.0%、48.8% 和 52.9%。与低氧模型组相比, 1.5

和 2.0 h组西黄丸含药血清能提高U251细胞总凋亡率 
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(P < 0.01)。其中, 2.0 h组西黄丸含药血清能提高细胞

晚期凋亡水平 (P < 0.01), 并使细胞增殖阻滞在 G1期 

(P < 0.01)。结果表明 , 西黄丸含药血清对 U251 细胞

凋亡及细胞周期影响较小。

3　西黄丸含药血清对 U251 细胞迁移及侵袭能力的

影响

低氧状态下, 10%不同时间点西黄丸含药血清作

用U251细胞 48 h的细胞迁移能力测定结果如图 3A、B

Figure 2　Effects of 10% XHP-medicated serum at different time points on the cell apoptosis and cell cycle in U251 cells under hypoxia. 

A, C: Effects of 10% XHP-medicated serum at different time points (1.0, 1.5 and 2.0 h) on the cell apoptosis at 48 h in U251 cells under 

hypoxia; B, D: Effects of 10% XHP-medicated serum at different time points (1.0, 1.5 and 2.0 h) on the cell cycle at 48 h in U251 cells 

under hypoxia. n = 3, x̄ ± s. **P < 0.01 vs the model group

Figure 1　Effects of Xihuang pill (XHP)-medicated serum at different concentrations and time points on the cell viability of U251 cells 

under hypoxia. A: Effects of XHP-medicated serum at different concentrations (5%, 10%, 20% and 40%) and time points (1.0, 1.5 and 2.0 h) 

on the cell viability of U251 cells at 48 h under hypoxia by CCK-8; B, C: Effects of XHP-medicated serum at different time points (1.0, 1.5 

and 2.0 h) on the cell proliferation of U251 cells at 48 h under hypoxia by cell cloning experiment. n = 3, x̄ ± s. ##P < 0.01 vs the control 

group; *P < 0.05, **P < 0.01 vs the model group
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所示。结果显示, 与对照组相比, 当划痕 48 h时, 低氧

对 U251细胞迁移能力有显著的诱导作用 (P < 0.01)。

与低氧模型组相比, 当划痕24 h时, 1.5和2.0 h西黄丸含

药血清显著抑制了 U251 细胞的迁移能力 (P < 0.01); 

当划痕 48 h 时 , 1.0、1.5 和 2.0 h 西黄丸含药血清均对

U251细胞的迁移能力有显著的抑制作用 (P < 0.01)。

低氧状态下, 10%不同时间点西黄丸含药血清作

用U251细胞 48 h的细胞侵袭能力测定结果如图 3A、C

所示。结果显示, 与对照组相比, 低氧对U251细胞侵

袭能力有显著的抑制作用 (P < 0.01); 与低氧模型组相

比 , 1.0、1.5 和 2.0 h 西黄丸含药血清均显著抑制了

U251的侵袭能力 (P < 0.01)。

结果表明, 西黄丸含药血清可显著抑制U251细胞

的迁移与侵袭能力, 抑制U251细胞转移。

4　西黄丸含药血清对U251细胞VM形成的影响

低氧状态下 , 10% 2.0 h 西黄丸含药血清对 U251

细胞中 VM 形成影响结果如图 4所示。结果显示, 与

常氧对照组相比, 低氧模型组所形成的VM结构数量

显著增加 (P < 0.01), 表明低氧环境能显著促进 U251

细胞中VM形成。与低氧模型组相比, 2.0 h西黄丸含
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Figure 3　Effects of 10% XHP-medicated serum at different time points (1.0, 1.5 and 2.0 h) on the cell migration and invasion in U251 

cells under hypoxia. A, B: Cell migration at 0, 12, 24 and 48 h. Magnification = 50×, scale bar = 200 μm; A, C: Cell invasion at 48 h. Magni-

fication = 100×, scale bar = 100 μm. n = 3, x̄ ± s. ##P < 0.01 vs the control group; **P < 0.01 vs the model group
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药血清作用 1、3、6和 12 h后均显著抑制了 U251细胞

VM形成 (P < 0.01), 促使基质胶中已形成的VM管网

样结构断裂溃散并使形成VM结构的U251细胞皱缩

成团直至死亡。结果表明, 西黄丸含药血清可显著抑

制U251细胞中VM形成。

5　西黄丸含药血清对 U251 细胞中 HIF-1α/VEGFA/

VEGFR2通路相关蛋白的影响

如图 5所示, 低氧显著上调U251细胞中HIF-1α和

VEGF 蛋白表达 (P < 0.01)。给予 10% 不同时间点西

黄丸含药血清处理 48 h 后 , 细胞中 HIF-1α和 VEGFA

蛋白表达显著下调。

如图 6 所示 , 低氧对 U251 细胞中 VEGFR2 和 p-

VEGFR2蛋白表达无明显影响。给予 10%不同时间点

西黄丸含药血清处理 48 h 后 , 含药血清对细胞中

VEGFR2 蛋白表达无明显影响; 1.5 和 2.0 h 组西黄丸

含药血清显著下调细胞中 p-VEGFR2 蛋白的表达 

(P < 0.05)。

如图 7 所示 , 低氧显著上调 U251 细胞中 VE-

cadherin、MMP14、laminin γ2 蛋白表达 (P < 0.05)。给

予 10%不同时间点西黄丸含药血清处理 48 h后, 1.0 h

组西黄丸含药血清显著上调细胞中 EphA2 蛋白的表

达 (P < 0.05); 1.5 h组西黄丸含药血清显著下调细胞中

VE-cadherin (P < 0.01)、EphA2 (P < 0.05)、MMP14 

(P < 0.05) 蛋白的表达; 2.0 h组西黄丸含药血清显著下

调了细胞中MMP14蛋白的表达 (P < 0.05); 而与低氧

模型组相比, 西黄丸含药血清对细胞中 active-MMP2/

pro-MMP2比值和 laminin γ2表达无明显影响。结果表

明, 西黄丸含药血清可能通过调节U251细胞中HIF-1α/

Model

2.0 h

0 h 3 h 6 h 12 h1 hC

A
Control

(DMEM)

Model

D

N
u

m
b

er
 o

f 
tu

b
es

N
u

m
b

er
 o

f 
tu

b
es

Time / h

(200 μmol·L-1 CoCl
2 
+ DMEM)

B

Figure 4　Effects of 10% 2.0 h XHP-medicated serum time points on the number of vasculogenic mimicry (VM) tubes in U251 cells. A, B: 

Effects of hypoxia model on the number of VM tubes in U251 cells; C, D: Effects of 10% 2.0 h XHP-medicated serum time points on the 

number of VM tubes at 0, 1, 3, 6 and 12 h in U251 cells under hypoxia. Magnification = 50×, scale bar = 200 μm. n = 3, x̄ ± s. ##P < 0.01 vs 

the control group; **P < 0.01 vs the model group
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VEGFA/VEGFR2通路相关蛋白, 抑制VM形成从而发

挥抗胶质瘤作用。

讨论

在前期研究结果基础上, 本研究确定西黄丸含药

血清作用 48 h为后续给药时间。CCK-8、细胞克隆、细

胞凋亡和细胞周期测定结果显示, 西黄丸含药血清对

U251细胞的活力、增殖、凋亡与周期影响较小。

划痕愈合与Transwell侵袭实验结果表明, 西黄丸

含药血清对U251细胞的迁移与侵袭能力有显著抑制

作用; 3D细胞培养下血管生成拟态实验结果表明 2.0 h

组西黄丸含药血清对U251细胞VM形成有显著抑制

作用 , 能破坏基质胶中已形成 VM 结构并促使形成

VM的U251细胞皱缩成团; 可见西黄丸含药血清对脑

胶质瘤的转移与侵袭能力有一定的抑制作用。研

究[19,20]表明低氧环境下, 肿瘤细胞侵袭和运动性增强。

然而本研究中, CoCl2诱导的低氧环境下U251细胞的

侵袭能力相较于常氧环境低, 侵袭细胞数减少, 推测

其原因可能为本研究选用化学诱导剂 CoCl2 诱导低

氧, 短时间内对细胞产生一定的损伤 (预实验选取了

200 μmol·L-1 CoCl2, 细胞增殖抑制率为 7.56%), 在低氧

初期细胞侵袭能力有所降低。后续将采用低氧工作站

对此进行进一步验证。

Western blot 实验结果表明 , 西黄丸含药血清对

U251 细胞中 VM 形成的抑制作用与下调 HIF-1α、

VEGFA、p-VEGFR2、VE-cadherin、EphA2、MMP14 等

蛋白表达存在密切关系。研究表明, HIF-1α/VEGF通

路可以介导VM形成, 是导致脑胶质瘤患者治疗过程

中抗血管生成方面治疗效果不佳的重要机制[5,21,22]。

Duan[5]研究中发现低氧增加人脑胶质瘤 U87 细胞中

HIF-1α、VEGF表达和诱导VM形成。Jiang等[6]研究也

证明低氧增加人脑胶质瘤T98G细胞和原代培养人脑

胶质瘤干细胞中HIF-1、VEGFA、p-VEGFR2表达和诱

导VM形成。HIF-1是介导肿瘤细胞对低氧微环境进

行适应性反应的关键性转录调控因子, 是肿瘤微血管

形成机制中的“中枢”。HIF-1由一个 α和 β亚单位组

成; 低氧微环境下, 细胞内低氧感应器脯氨酰羟化酶 

(prolyl hydroxylase, PHD) 活性降低, HIF-1α羟基化受

阻 , 允许 HIF-1α逃避 p-VHL 蛋白 (von Hippel-Lindau 

protein) 介导的泛素化降解 , 胞浆内 HIF-1α积聚并转
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移入核, 与 HIF-1β结合形成异二聚体, 随后与靶基因

缺氧反应元件结合, 激活靶基因。VEGF是促进肿瘤

VM和血管生成的关键调节因子, 也是HIF-1调控的重

要靶基因。VEGF家族主要分为VEGFA、-B、-C、-D以

及胎盘生长因子 (placenta growth factor, PIGF) 等亚

型 ; 其中 , VEGFA 在血管形成中发挥重要作用。

VEGFs通过与其受体VEGFRs结合后, 胞内激酶区构

象改变, 产生激酶活性催化底物蛋白磷酸化, 最终通过

信号级联反应产生生物效应 ; 其中 , HIF-1α/VEGFA/

VEGFR2信号通路在促进脑胶质瘤VM形成中起重要

作用[6-11]。Yao等[7]研究发现, 脑胶质瘤干细胞样细胞

中 VEGFR2、VE-cadherin、EphA2 表达增高 , VM 形成

明 显 增 加 。 有 研 究 表 明 , VE-cadherin、EphA2、

MMP14、MMP2 及 laminin5γ2 与 VM 形 成 密 切 相

关[22-25]。VE-cadherin激活MMPs是VM形成的关键通

路[22]。MMPs 涉及多种促进肿瘤进展的机制 , MMP2

和MMP14被发现与肿瘤VM形成密切相关, MMP2对

细胞外基质有强烈的蛋白水解作用, MMP14通过与金

属蛋白酶组织抑制因子 2 形成复合体 , 激活前体

MMP2促进 IV胶原降解。VM形成起始阶段, 侵袭的

癌细胞可能失去细胞间黏附 , 其运动性增加并分泌

MMPs溶解基底膜[26,27]。同时, MMPs将 laminin5γ2分

割成 γ2′和 γ2x, 是 VM 形成的最终步骤[22]。在本研究

中, 西黄丸含药血清对细胞中 VEGFR2、laminin γ2 蛋

白表达和 active-MMP2/pro-MMP2比值有一定下调作

用, 但无统计学差异, 研究结果与以上研究结果相符。

低氧模型组部分通路蛋白相较于常氧对照组未能

上调, 其可能原因为文献[4,6,25]采用低氧工作站造模, 本

研究选择化学诱导剂CoCl2 (200 μmol·L-1) 建立低氧模

型, 两种造模方法不同。CoCl2造模条件下, 低氧环境

显著上调 HIF-1α、VEGFA、VE-cadherin、MMP14 及

laminin γ2等蛋白表达, VEGFR2和EphA2蛋白表达有

Figure 7　Effects of 10% XHP-medicated serum at different time points (1.0, 1.5 and 2.0 h) on the protein expression (A) of vascular 

endothelial-cadherin (VE-cadherin, B), Eph receptor tyrosine kinases A2 (EphA2, C), active matrix metalloproteinase 2 (MMP2)/pro-MMP2 

(D), matrix metalloproteinase 14 (MMP14, E) and laminin γ2 (F) in U251 cells. n = 3, x̄ ± s. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs the control group; *P < 

0.05, **P < 0.01 vs the model group
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一定上调趋势 , 但对 p-VEGFR2 和 active-MMP2/pro-

MMP2 比例几无影响。Yao 等[7]研究发现 , 低氧状态

下, 胶质瘤细胞VEGFR2蛋白表达显著上调, 促进VM

形成。Jiang等[6]研究进一步发现人脑胶质瘤T98G细

胞在低氧环境中, p-VEGFR2蛋白表达显著增加。然

而, 近期McClellan等[28]研究表明与常氧组相比, 低氧

组 p-VEGFR2蛋白表达量无明显变化。本研究中, 低

氧状态上调VEGFR2蛋白表达, 促进VM形成, 但未上

调 p-VEGFR2蛋白, 与文献[28]报道相一致, 推测在化学

诱导剂CoCl2建立的低氧模型中, VEGFR2蛋白表达上

调, 但对 p-VEGFR2蛋白表达影响较小, 其具体作用机

制仍需要进一步研究。Zhang等[29]研究中探究了不同

浓度CoCl2模拟缺氧对HK2、786-0和HMEC-1细胞中

MMPs 表达水平的影响, HMEC-1 细胞中 MMP2 表达

量随CoCl2浓度增加呈剂量依赖性降低。在本研究中, 

低氧状态仅轻微下调 active-MMP2/pro-MMP2 比例 , 

无统计学差异, 与文献[29]报道存在差异, 推测在化学诱

导剂 CoCl2建立的低氧模型中 , MMP2 表达量变化与

具体细胞系相关, 后续将在脑胶质瘤U87细胞系中进

一步探究。

综上所述 , 西黄丸含药血清可以抑制 HIF-1α/

VEGFA/VEGFR2 通路 , 下调该通路主要活性蛋白表

达, 抑制U251细胞的迁移与侵袭能力从而发挥抗脑胶

质瘤VM形成的作用。本文是基于体外实验研究西黄

丸抗脑胶质瘤VM形成的作用及其机制, 存在一定的

局限性, 后续将继续开展体内实验, 为该作用机制提供

更可靠的支撑。同时, 本研究将对西黄丸含药血清中

具体发挥药理作用的成分及含量进行测定, 丰富其物

质理论基础。目前, 已完成其主要成分没药中单体成

分没药甾酮对VM形成影响的探究。
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