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海螵蛸含药血清对高糖诱导的血管

内皮细胞增殖及血管生成的影响
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　　摘要：目的 探究海螵蛸含药血清调控ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路对高糖诱导血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）增殖、凋亡及
血管生成的影响。方法 选取２０只ＳＤ大鼠，随机对１０只大鼠灌胃海螵蛸水煎剂，１０只灌胃等量生理盐水，末次给药后
２ｈ制备相应血清。体外培养ＨＵＶＥＣｓ，筛选最佳造模高糖浓度，对细胞诱导２４ｈ，建立高糖损伤模型。根据诱导情况分
为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组（Ｍｏｄｅｌ组）、海螵蛸低剂量组（ＣＬＧ组）、海螵蛸中剂量组（ＣＭＧ组）、海螵蛸高剂量组
（ＣＨＧ组），相应血清干预２４ｈ。采用ＣＣＫ－８法检测各组细胞增殖情况；细胞划痕实验评估各组细胞的迁移能力；流式
细胞术检测各组细胞的凋亡情况；体外成管实验检测各组血管生成情况；采用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）
测定各组细胞ｍＲＮＡ表达；采用蛋白免疫印迹法检测磷脂酰肌醇３－激酶（ＰＩ３Ｋ）、ｐ－ＰＩ３Ｋ、蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）、ｐ－Ａｋｔ、
内皮型一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）、人体抑癌基因（ｐ５３）蛋白表达情况。结果 高糖诱导内皮细胞损伤的最佳浓度为 ３０
ｍｍｏｌ／Ｌ；与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组细胞活性下降，划痕愈合率降低，体外成管数量减少，凋亡率及 ｐ５３蛋白表达升高，
ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达降低，ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达降低，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）；与Ｍｏｄｅｌ组对
比，ＣＬＧ、ＣＭＧ、ＣＨＧ组细胞存活率上升，划痕愈合率提高，体外成管数量增加，凋亡率及ｐ５３蛋白表达下降，ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－
Ａｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达及ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达均升高，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论 海螵蛸含药血清可

介导ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路，从而促进血管内皮细胞的增殖、迁移及血管生成。
　　关键词：海螵蛸；高糖；人脐静脉内皮细胞；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ通路；增殖；血管生成
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ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ

　　糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）是一种常见多发的慢性代
谢性疾病，而糖尿病溃疡是糖尿病最严重的慢性并发症之一，

其发病率高至１９％～３４％［１］，属难愈性创面首要病因，严重影

响患者生存质量。糖尿病溃疡成因复杂，涉及血管病变、神经

系统功能障碍、代谢紊乱等因素［２］，另外创面微环境中致病菌

与共生菌的失衡状态亦影响糖尿病溃疡创面的修复［３］，故如

何改善糖尿病溃疡的创面愈合疗效仍是当前医学界亟需解决

的问题。

海螵蛸（Ｃｕｔｔｌｅｂｏｎｅ）是乌贼科动物的干燥内壳，具有收敛
止血、制酸止痛等功效［４］，现代药理学研究多聚焦海螵蛸甲壳

素及壳聚糖，且已被证实具有止血及促进组织修复的作

用［５－６］。磷脂酰肌醇３－激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）是一
条参与细胞生长、增殖、代谢等过程的经典信号通路，如一氧化

氮合酶（ｅＮＯＳ）受Ａｋｔ磷酸化激活后可促进一氧化氮（ＮＯ）的
生成，进而促进血管扩张与血管生成；抑癌因子 ｐ５３调节细胞
凋亡，维持细胞的基因组稳定性等［７］。然而海螵蛸对高糖诱

导下的血管内皮细胞增殖、迁移等功能的影响及作用机制尚未

明确。本研究旨在探索海螵蛸含药血清对人脐静脉内皮细胞

（ＨＵＶＥＣｓ）的增殖、凋亡、促血管生成的影响，并验证与 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ通路之间的关系，为糖尿病溃疡的治疗提供新思路。
１　材料与方法
１．１　实验动物、细胞

动物：６周龄ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠２０只，体质量２１０～２５０
ｇ，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司，动物生产许可号：
ＳＣＸＫ（湘）２０１９－０００４；实验单位使用许可证编号：ＳＹＸＫ桂
２０２４－０００４。所有大鼠均饲养于ＳＰＦ级动物房，饲养期间自由
饮食水，保证每天光照１２ｈ，温度２０～２２℃，相对湿度５０％ ～
７０％。本研究符合一般动物实验伦理学原则。

细胞：人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ），购于上海葵赛生物科
技有限公司。

１．２　药品及试剂
海螵蛸药典品（５００ｇ／袋）购自北海市中医医院；原代内皮

细胞培养体系（货号８００３）购自上海葵赛生物科技有限公司；
细胞基础培养基（货号Ｇ４５１１）、胎牛血清（货号 Ｇ８００３）、胰蛋
白酶消化液（货号Ｇ４０１１）、ＰＢＳ缓冲液（货号Ｇ４２５０）、ＣＣＫ－８
试剂盒（货号 Ｇ４１０３）均购自武汉赛维尔生物科技有限公司；
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒（货号 ＫＧＡ１０８）购自南
京凯基生物科技发展有限公司；基质胶（货号３５６２３４）购自北
京Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；Ｐ５３（货号ａｂ２６）、ｅＮＯＳ（货号ａｂ１９９９５６）、ＰＩ３Ｋ
（货号ａｂ１８０９６７）、Ａｋｔ（货号ａｂ１７９４６３）抗体均购自美国Ａｂｃａｍ
公司；ｐ－ＰＩ３Ｋ（货号ＡＦ３２４２）、ｐ－Ａｋｔ（货号ＡＦ００１６）抗体均购
自美国Ａｆｆｉｎｉｔｙ公司；ＧＡＰＤＨ（货号６０００４－１－Ｉｇ）购自武汉三
鹰生物技术有限公司。

１．３　主要实验仪器
二氧化碳（ＣＯ２）培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ），ＶＩＣＴＯＲＮｉｖｏ多功

能酶标仪（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ），ＣＫＸ４１倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ），通用电泳仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ），凝胶成像系统（美国Ｂｉｏ－
Ｒａｄ），荧光定量ＰＣＲ仪（美国罗氏）。
１．４　方法
１．４．１　含药血清与含药血清培养基配制　含药血清制备：取
１０ｇ海螵蛸与１００ｍＬ蒸馏水混合，浸泡１ｈ后煎煮１．５ｈ，滤
出药液，过滤后的药渣再加１００ｍＬ蒸馏水重复煎煮１．５ｈ，合
并２次滤液，浓缩制成终质量浓度为２００ｍｇ／ｍＬ的海螵蛸水煎
剂。２０只ＳＤ大鼠随机分为空白组（１０只）和药物组（１０只），
分别灌胃生理盐水（５ｍＬ／ｋｇ）和海螵蛸水煎剂（生药含量１ｇ／
ｋｇ），连续灌胃７ｄ，药物剂量等效于临床剂量（按照人和动物
表面积折算等效剂量比率计算）。末次给药前大鼠禁食不禁

水１２ｈ，末次给药后２ｈ处死大鼠，腹主动脉取血，静置２ｈ后
经离心机４０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心１５ｍｉｎ，分离血清；过滤血清，
５６℃水浴灭活３０ｍｉｎ，分装，置于－８０℃冰箱备用。

含药血清培养基配制：将空白血清及含药血清用无血清的

基础培养基（无糖 ＤＭＥＭ）按比例配成终浓度为 ５％、１０％、
２０％的培养基。
１．４．２　细胞培养　在３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中，以含有１０％
胎牛血清与１００ｍｇ／Ｌ青 －链霉素的 ＤＭＥＭ完全培养基培养
ＨＵＶＥＣｓ。当细胞融合度达到８０％左右时，胰酶消化传代，收
集３～５代对数期生长的细胞进行后续研究。
１．４．３　高糖模型的制备　将 ＨＵＶＥＣｓ接种于９６孔板，５．０×
１０４个／孔，２００μＬ／孔，随机分为对照组和模型组，Ｄ－葡萄糖
终浓度为：对照组（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ），模型组（１０、２０、３０、４０ｍｍｏｌ／
Ｌ），每组设置 ６个平行复孔，培养箱中培养 ２４ｈ后，加入
ＣＣＫ－８溶液１０μＬ／孔，培养箱中继续孵育１ｈ。用酶标仪在
４５０ｎｍ波长下测量吸光度（ＯＤ）值，计算细胞存活率，存活率
（％）＝（样品 ＯＤ值 －空白 ＯＤ值）／（对照 ＯＤ值 －空白 ＯＤ
值）×１００％。最终选取存活率为 ５０％左右的高糖浓度建立
ＨＵＶＥＣｓ损伤模型。
１．４．４　含药血清干预后细胞活力检测　收集１．４．３中使用３０
ｍｍｏｌ／ＬＤ－葡萄糖诱导 ２４ｈ的 ＨＵＶＥＣｓ，接种于 ９６孔板，
５．０×１０４个／孔，随机分为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ组）、模型组
（Ｍｏｄｅｌ组）、海螵蛸低剂量组（ＣＬＧ组）、海螵蛸中剂量组
（ＣＭＧ组）、海螵蛸高剂量组（ＣＨＧ组），用１．４．１制备的空白
血清及不同浓度含药血清培养基处理相对应的不同组别的细

胞２４ｈ，采用ＣＣＫ－８法检测细胞活力，方法同前。
１．４．５　含药血清干预后细胞凋亡检测　收集１．４．２中的ＨＵ
ＶＥＣｓ接种于６孔板，１．０×１０５个／孔，按照１．４．４的方法干预
不同组别的细胞，分别收集细胞培养液于离心管中备用，胰酶
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（不含ＥＤＴＡ）消化细胞，ＰＢＳ洗涤、重悬细胞，将细胞悬液、Ａｎ
ｎｅｘｉｎＶ／ＦＩＴＣ和 ＰＩ溶液加入 ５ｍＬ流式管中，混合后轻微振
荡，室温避光环境下孵育１５ｍｉｎ，流式细胞仪进行检测。
１．４．６　细胞划痕实验　弃去培养瓶中的培养基，ＰＢＳ清洗，胰
酶消化，细胞计数后接种于６孔板中，１．０×１０５个／孔。待细胞
扩散至孔板底部，用无菌枪头在板底部中间垂直划痕后采用

１．４．４方法干预各组细胞２４ｈ，每组设６个复孔，倒置显微镜下
拍照，ＩｍａｇｅＪ软件测量２４ｈ划痕宽度计算各组平均愈合率。愈
合率＝（０ｈ划痕宽度－２４ｈ划痕宽度）／０ｈ划痕宽度×１００％。
１．４．７　体外血管生成实验　取对数期生长的 ＨＵＶＥＣｓ按照
１．４．４方法干预各组细胞２４ｈ，提前取 Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质胶铺于２４
孔板中，２５０μＬ／孔，静置１ｈ备用；收集给药干预后的各组细
胞制成细胞悬液，加入２４孔板中，５００μＬ／孔，培养４ｈ。倒置
显微镜下随机选取不同视野观察细胞成管状态。

１．４．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ蛋白印迹分析　采用１．４．４方法进行分
组、铺板，使用海螵蛸含药血清干预后，将 ＲＩＰＡ裂解液加入细
胞内，提取蛋白，采用 ＢＣＡ法测定总蛋白含量。通过 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳分离蛋白，湿转法将蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上，快速封
闭液封闭１５ｍｉｎ，与稀释比例为１∶１５００的ｐ－ＰＩ３Ｋ、ＰＩ３Ｋ、ｐ－
Ａｋｔ、Ａｋｔ、ｅＮＯＳ、ｐ５３抗体孵育过夜；次日 ＴＢＳＴ漂洗３次，加入
二抗（１∶５０００），４℃孵育１ｈ。ＥＣＬ显色，曝光条带，保存图
片，导出数据进行下一步分析。

１．４．９　ｑＲＴ－ＰＣＲ　提取１．４．４各组细胞总ＲＮＡ，并利用反转
录试剂盒得到 ｃＤＮＡ。采用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＧＣ在 ７３００
Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ系统中进行测定。反应条件：９５℃预变性５
ｍｉｎ；９５℃变性１５ｓ，６０℃退火延伸１ｍｉｎ（４０个循环）。引物
由南宁捷尼斯生物科技有限公司合成，ＰＩ３Ｋ：上游 ５’－ＧＧＧＡ
ＣＡＡＡＡＴＡＧＧＡＡＴＧＡ－３’，下 游 ５’ －ＧＣＡＣＡＧＧＡＡＴＡ
ＡＡＣＧＡＡＴ－３’；Ａｋｔ：上游５’－ＧＣＴＣＴＴＣＴＴＣＣＡＣＣＴＧＴＣ－３’，
下游 ５’－ＡＧＣＣＣＡＡＡＡＴＣＴＧＴＡＡＴＣＴ－３’；ｅＮＯＳ：上游５’－
ＣＡＧＣＡＣＡＴＴＴＧＧＧＡＡＴＧＧＧＧ－３’，下游 ５’－ＧＡＧＧＡＣＡＣ
ＣＡＧＴＧＧＧＴＣＴＧＡ－３’；ｐ５３上游５’－ＣＴＧＣＴＣＡＧＡＴＡＧＣＧＡＴ
ＧＧ－３’，下游５’－ＡＣＡＡＡＣＡＣＧＣＡＣＣＴＣＡＡＡ－３’。以２－ΔΔＣｔ

法计算相对表达量。

１．５　统计学分析
采用ＳＰＳＳ２４．０统计学软件进行数据分析，计量资料用均

数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分析，组
间多重比较采用 ＳＮＫ－ｑ检验；计数资料组间比较采用 χ２检
验。Ｐ＜００５认为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　高糖诱导对ＨＵＶＥＣｓ增殖抑制作用

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，经高糖干预后的 ＨＵＶＥＣｓ的细胞存活
率随着作用浓度和时间的增加逐渐下降，细胞存活率分别为

（９４．３３±２．３１６）％、（８０．３１±４．４２５）％、（７０．５５±３．６０９）％、
（５７．４４±４．１１６）％、（４４．３５±４．２６８）％（Ｐ＜００５）；作用２４ｈ
后３０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖干预后的 ＨＵＶＥＣｓ细胞存活率高于５０％；
４０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖干预后的 ＨＵＶＥＣｓ细胞存活率低于５０％。为
了更好地检测海螵蛸含药血清的作用，选取存活率为５０％左
右的高糖浓度建立 ＨＵＶＥＣｓ损伤模型，因此，选取３０ｍｍｏｌ／Ｌ
高糖干预ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ为最佳造模条件。见图１。
２．２　海螵蛸含药血清对高糖诱导的ＨＵＶＥＣｓ活力的作用

比较海螵蛸低、中、高剂量含药血清和无海螵蛸血清处理

后２４、４８、７２ｈ的高糖诱导的ＨＵＶＥＣｓ活性，结果显示，与Ｃｏｎ
ｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组细胞活性下降（Ｐ＜００５）；与 Ｍｏｄｅｌ组相

注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５。
图１　不同浓度高糖对ＨＵＶＥＣｓ增殖抑制作用

比，ＣＬＧ、ＣＭＧ、ＣＨＧ组 ＨＵＶＥＣｓ存活率依次升高（Ｐ＜００５），
呈现剂量依赖性。见图２。

注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５；＃与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜００５。
图２　海螵蛸含药血清对高糖诱导的ＨＵＶＥＣｓ活力的影响

２．３　海螵蛸含药血清对高糖诱导的ＨＵＶＥＣｓ凋亡的影响
流式细胞结果显示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组细胞凋亡率

升高（Ｐ＜００５）；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＣＬＧ、ＣＭＧ、ＣＨＧ组 ＨＵＶＥＣｓ
的凋亡率均降低（Ｐ＜００５），呈现剂量依赖性。见插页ⅩⅨ图３。
２．４　海螵蛸含药血清对高糖诱导的ＨＵＶＥＣｓ迁移的作用

与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组ＨＵＶＥＣｓ细胞划痕愈合率下降
（Ｐ＜００５）；与Ｍｏｄｅｌ组比较，ＣＬＧ、ＣＭＧ、ＣＨＧ组均能促进ＨＵ
ＶＥＣｓ的细胞迁移，细胞划痕愈合率依次升高（Ｐ＜００５），呈现
剂量依赖性。见插页ⅩⅩ图４、图５。

注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５；＃与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜００５。
图５　不同组别ＨＵＶＥＣｓ细胞划痕愈合率

２．５　海螵蛸含药血清对高糖诱导的ＨＵＶＥＣｓ血管生成能力的
影响

体外血管成管实验结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组
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环形管状结构减少，管腔呈破碎状；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＣＬＧ、
ＣＭＧ、ＣＨＧ剂量组环形管状结构逐渐增多，成管的长度及分支
点数量提高，促进血管生成。见插页ⅩⅪ图６。
２．６　海螵蛸含药血清对高糖诱导的ＨＵＶＥＣｓ相关蛋白表达的
影响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组 ｐ－
ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达均降低，ｐ５３蛋白表达升高（Ｐ＜
００５）；与Ｍｏｄｅｌ组比较，ＣＬＧ、ＣＭＧ、ＣＨＧ组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、
ｅＮＯＳ蛋白表达依次升高，ｐ５３蛋白表达依次降低（Ｐ＜００５），
呈现剂量依赖性。见图７。
２．７　海螵蛸含药血清对高糖诱导的 ＨＵＶＥＣｓｍＲＮＡ表达的
影响

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｍｏｄｅｌ组 ＰＩ３Ｋ、
Ａｋｔ、ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达均降低，ｐ５３ｍＲＮＡ表达升高（Ｐ＜
００５）；与 Ｍｏｄｅｌ组比较，ＣＬＧ、ＣＭＧ、ＣＨＧ组 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｅＮＯＳ
ｍＲＮＡ表达依次升高，ｐ５３ｍＲＮＡ表达依次降低（Ｐ＜００５），呈
现剂量依赖性。见图８。

３　讨论
国内一项调查显示，２０２０年我国老年人口占总人口的

１８４％，其中约１／３老年人罹患糖尿病［８］，其所诱发的血管并

发症是导致患者病死率高的首要因素，而血管内皮细胞功能受

损和血管修复受限是血管并发症发展的核心机制之一［９］。血

管内皮细胞是构成血管内壁的一层细胞，它们在维持血管功能

和结构完整性方面起着重要作用［１０］。健康的血管内皮细胞能

够分泌多种生物活性物质，如一氧化氮（ＮＯ），调节血管的收缩
和舒张，维持血管的正常张力等。长期高血糖会引发氧化应激

反应，生成大量活性氧（ＲＯＳ），直接损伤内皮细胞的脂质、蛋白
质和 ＤＮＡ［１１］；此外，高血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，增加炎症和氧化应激［１２］，致使血管通透性增加，加

重内皮细胞的损伤，无法维持正常的生理功能。本实验为探究

中药能否逆转高糖诱导下内皮细胞损伤的作用机制，通过预先

构建高糖损伤模型，设置不同浓度梯度筛选最佳造模浓度，最

终选取３０ｍｍｏｌ／Ｌ高糖干预ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ为最佳造模条件。

　　注：Ａ：蛋白印迹实验条带；Ｂ：ｐ－ＰＩ３Ｋ／ＰＩ３Ｋ蛋白印迹条带的定量分析；Ｃ：ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ蛋白印迹条带的定量分析；Ｄ：ｅＮＯＳ／ＧＡＰＤＨ蛋白
印迹条带的定量分析；Ｅ：Ｐ５３／ＧＡＰＤＨ蛋白印迹条带的定量分析。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５；＃与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜００５。

图７　不同组别ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｅＮＯＳ、ｐ５３蛋白表达比较

注：与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００５；＃与Ｍｏｄｅｌ组比较，Ｐ＜００５。
图８　不同组别ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｅＮＯＳ、ｐ５３ｍＲＮＡ表达比较
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　　海螵蛸，又称乌贼骨，药用部分来源于乌贼科动物的干燥
内壳，具有收敛止血、制酸止痛等功效［１３］。现代研究发现海螵

蛸含有多种无机物和有机物，其中碳酸钙为主要成分，约占其

中的８０％～８５％［５］，可用于成骨、止血、制酸［１４－１６］等；此外，海

螵蛸中还含有如氨基酸、多肽、多糖等有机物质，具有抗菌、抗

炎、促进创面愈合等作用［１７－１８］。ＸＵＧＬ等［１９］为突出海螵蛸

衍生基质底物特性在生物医学应用的潜力，发现其可维持良好

的细胞生长微环境从而促进内皮细胞增殖和体外血管生成。

ＪＡＮＧＫＪ等［２０］提出海螵蛸提取物具有促进大鼠烧伤创面愈

合的作用，猜测与其所含的多种微量元素和生物活性化合物有

关，能够调节局部蛋白质代谢，促进细胞增殖和组织再生。本

研究结果提示，海螵蛸含药血清能够促进高糖诱导下ＨＵＶＥＣｓ
细胞迁移及体外成管能力，这与前者研究结果一致。因此，海

螵蛸有望成为改善ＤＭ血管并发症，促进创面修复的有效海洋
中药之一。

血管内皮细胞的增殖及促血管生成是一个复杂的过程，其

中涉及多种因子的相互作用与调控，如 Ａｋｔ、ｅＮＯＳ、ｐ５３等，可
通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进内皮细胞的增殖、迁移与细胞存
活。ＰＩ３Ｋ激活后产生磷脂酰肌醇 －３，４，５－三磷酸（ＰＩＰ３），
ＰＩＰ３进一步激活下游Ａｋｔ，而Ａｋｔ活化后能够抑制细胞凋亡并
促进细胞增殖［２１］。ｐ５３作为一种转录因子，能够上调磷酸酶
及张力蛋白磷酸酶同源物（ＰＴＥＮ）的表达，而 ＰＴＥＮ可以将
ＰＩＰ３去磷酸化为 ＰＩＰ２，抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路，继而抑制细胞增
殖并诱导细胞凋亡［２２］。高糖条件下，ｐ５３可能会通过上调
ＰＴＥＮ而抑制 Ａｋｔ活性，减少内皮细胞的增殖和血管生成［２３］。

本研究中，ＨＵＶＥＣｓ暴露在高糖环境中，ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、ｅＮＯＳ
蛋白表达降低，但 ｐ５３蛋白表达升高，表明高糖可能抑制
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，上调 ｐ５３表达。经海螵蛸含药血清干预
后，ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达升高，而 ｐ５３蛋白表达降
低，提示海螵蛸可能通过激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｅＮＯＳ通路活性，增加
ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－Ａｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达，降低 ｐ５３蛋白表达，改善创
面愈合情况。由于高糖条件下血管内皮细胞与肿瘤血管内皮

细胞在细胞内环境方面（基因表达谱、代谢状态等）存在显著

差异，而本研究结果同样表明海螵蛸含药血清对高糖环境中血

管内皮细胞的增殖和血管生成作用存在剂量和时间的依赖性，

由此猜测其可能通过特定的生物途径选择性地促进正常血管

的形成，而不过度激活肿瘤相关的异常路径，未达到促进血管

内皮细胞瘤形成的阈值，主要体现在正常血管与创面的修复及

愈合功能的恢复。此外，根据现有文献，尚未记载使用海螵蛸

而出现或促进血管内皮细胞瘤发生、恶化的证据，这也支持了

海螵蛸在合理剂量和控制下使用的安全性。

综上，海螵蛸含药血清可以增强ＨＵＶＥＣｓ细胞迁移、增殖、
成管等能力，减少细胞凋亡，这可能与抑制 ｐ５３的表达从而激
活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路有关，表明海螵蛸在治疗 ＤＭ血管并发
症及创面修复等方向存在研究价值，为后续开拓海洋中药应用

前景提供了前期研究基础。本研究亦存在不足，如研究时间有

限，未对７２ｈ后的细胞增殖、凋亡等情况展开对比研究，在今
后的研究中，可延长实验观测时间，补充实验组别，多维度探讨

海螵蛸对治疗ＤＭ血管并发症疗效的影响。
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