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摘= =要：目的= =探讨丹参水溶性成分对肝窦内皮细胞功能及血管新生的影响。方法= =采用肝窦状内皮细胞eepbC细胞株，

与不同浓度丹参水溶性成分丹酚酸 A、丹酚酸 C、丹参素钠、咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B共孵育 OQ= h，CChJU法评估各

成分细胞毒性。采用内皮细胞生长补充因子（bCdp）诱导 eepbC细胞增殖，以索拉非尼为阳性对照，bdr法检测细胞增

殖；荧光探针法检测胞内 kl水平和 klp活力；免疫荧光法检测 CaPN表达；转基因斑马鱼实验观察斑马鱼荧光血管数量；

鸡胚绒毛尿囊膜实验检测血管面积。结果= =与对照组比较，bCdp能够诱导 eepbC细胞增殖，kl水平和 klp活性升高，

CaPN表达升高；与模型组比较，索拉非尼及丹酚酸 C、丹酚酸 B、丹酚酸 A能显著抑制 bCdp诱导的 eepbC细胞增殖，

降低细胞 kl量和 klp活性，CaPN表达明显降低。丹酚酸 B、丹酚酸 A、咖啡酸能够显著抑制鸡胚绒毛尿囊膜血管新生；

丹酚酸 C对转基因斑马鱼功能血管数量具有显著抑制作用。结论= =丹参水溶性成分丹酚酸 A、B、C能够抑制肝窦内皮细胞

功能，且具有抑制血管新生的活性。=
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have=the=potential=effects=on=function=of=endothelial=cell=proliferation=and=angiogenesisK=
hey=wordsW=palvia miltiorrhiza=BungeX=waterJsoluble=componentX=angiogenesisX=liver=fibrosisX=salvianolic=acid=AX=salvianolic=acid=CX=
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=
肝纤维化是多种慢性肝病的共同病理过程，以

细胞外基质（bCj）成分的过度增生与异常沉积为

特征。近年研究发现，肝脏血管新生是肝纤维化的

重要病理特点xNz，也是门脉高压发生、发展的病理

机制xOJPz，更重要的是，血管新生是肝纤维化难以逆

转的重要原因xQz，其中肝窦内皮细胞是肝纤维化血

管新生的关键细胞学基础。=
丹参始载于《神农本草经》，具有活血散瘀、

通经止痛、宁心安神等功效xRz。现代药理学研究发

现，丹参在治疗慢性肝病，尤其是抗肝纤维化方面

有很好的疗效xSz。同时研究也表明丹参对肿瘤及缺

血性疾病的血管新生具有干预作用xTz。丹参成分包

括水溶性和脂溶性两大类，其中水溶性成分主要为

酚酸类化合物，包括丹参素钠、丹酚酸 A、丹酚酸

C、迷迭香酸、咖啡酸、丹酚酸 B等，研究证实丹

参对急慢性肝损伤有治疗作用xUz。本研究通过观察

丹参水溶性成分对人肝窦内皮细胞增殖、转基因斑

马鱼及鸡胚血管生成的影响，评价丹参水溶性成分

抑制肝窦内皮细胞功能及血管新生的活性。=
N= =材料=
NKN= =药物=

丹参素钠、丹酚酸 A、丹酚酸 B、丹酚酸 C、
咖啡酸、迷迭香酸，由上海融禾医药科技发展有限

公司分离、提取、鉴定，质量分数＞VUB；甲苯磺

酸索拉非尼片（简称索拉菲尼，商品名多吉美），

购自 Bayer公司，质量分数＞VUB，批号 mvRVRNNO。
CChJU检测试剂盒，上海翊圣生物科技有限公司。=
NKO= =试剂=

内皮细胞培养基、胎牛血清（cBp）、内皮细胞

生长补充因子（bCdp），购自 pcinecellqj公司；二

甲基亚砜（ajpl）购自国药集团化学试剂有限公

司；CaPN，购自 Abcam公司；bdr细胞增殖试剂

盒，购自广州锐博生物科技有限公司；kl 荧光探

针、klp试剂盒，购自碧云天生物技术研究所。=
NKP= =实验对象=

人来源的肝窦状内皮细胞 eepbC 细胞株，上海

中医药大学附属曙光医院肝病研究所长期保存，以含

RB=cBp的内皮细胞培养液培养，每 P天传代 N次。斑

马鱼购自山东省科学院，鸡胚购自上海市农业科学院。=
NKQ= =主要仪器=

llympus= fuTM 倒置显微镜（日本 llympus）；
fmageJpro= mlus= SKN 图像分析软件（美国 jedia=
Cybernetics 公司）；Arraypcan®= sqf=高内涵筛选分

析仪（美国 qhermo= pcientific）；微孔板扫描分光光

度计（美国 BioJqek）；qhermo= pcientific= sarioskan=
clash 光谱扫描多功能读数仪（美国 qhermo=
pcientific）。=
O= =方法=
OKN= = eepbC细胞增殖实验=
OKNKN= = CChJU 法确定各成分的无毒浓度  按每孔

T=RMM个 eepbC细胞接种于 VS孔板，长至亚单层，

弃原培养液。S种丹参主要水溶性成分以含 RB=cBp
的内皮细胞培养液稀释成 R～NSM= μmol/L 添加至

eepbC细胞，同时设正常培养液作为对照组，设 Q
个复孔，孵育 QU=h。弃原培养液，添加 CChJU工作

液，NMM=μiL孔，再孵育 O=h，于波长 QRM=nm处微孔

板扫描分光光度计测定各孔吸光度（A）值。分别

与对照组进行比较，以各药物组与对照组 A值有显

著差异（m＜MKMR）的相应浓度为有毒浓度，从而确

定各成分无毒浓度。丹酚酸 A、丹酚酸 C、丹参素

钠、咖啡酸、迷迭香酸、丹酚酸 B浓度分别在 NOKR、
NMM、OR、RM、RM、NOKR= μmolLi 以下时对 eepbC
细胞活力无显著影响。=
OKNKO= = CChJU 法检测各成分对 bCdp诱导 eepbC
细胞活力的影响= =以每孔 T= RMM个 eepbC细胞接

种于 VS 孔板，待细胞长至亚单层，在无毒浓度范

围内，分别选择丹酚酸 A=NM=μmol/L、丹酚酸 C=UM=
μmolLi、丹参素钠 OM=μmol/L、咖啡酸 QM=μmol/L、

丹酚酸 B=NM=μmol/L、迷迭香酸 QM=μmol/L（各成分

对细胞无毒浓度的 MKU 倍）及阳性对照索拉非尼 R=
μmol/L 与 OB=bCdp共同孵育 QU=h诱导细胞增殖，

以正常培养基为对照组，单独 bCdp作用为模型组。

按照“OKNKN”项方法测定各组 A值。=
OKNKP= = bdr法检测各成分对 bCdp诱导 eepbC细

胞增殖的影响= =细胞接种及分组给药同“OKNKO”项。

细胞经药物处理 QU= h 后，弃原培养液，加入 RM=
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μmol/L=bdr溶液孵育 O=h，QB多聚甲醛固定 NR=min，
MKOB甘氨酸孵育 NM=min，mBp洗 R=min×O次，MKRB=
qriton=uJNMM透化 NM=min，mBp洗 R=min，Appllo®

染色反应液避光孵育 PM=min，mBp洗 R=min×P次，

eoechst 避光孵育 NM= min，mBp 洗 R= min×O 次，

Arraypcan®=sqf高内涵筛选分析仪检测各组细胞荧

光强度。=
OKNKQ= =荧光探针法检测细胞内kl和klp水平= =（N）
kl 水平检测：细胞接种及分组给药同“OKNKO”项。

细胞经药物处理 QU=h后，弃药物培养液，原位装载 R=
μmol/L=aAcJcj=aA（kl探针），NMM=μi/孔，PT=℃
培养箱内孵育 OM=min，mBp洗 P次，qhermo=pcientific=
sarioskan= clash光谱扫描多功能读数仪上检测各组细

胞荧光强度，使用 QVR=nm激发波长，RNR=nm发射波

长。（O）klp活性检测：细胞接种及分组给药同“OKNKO”
项。细胞经药物处理 QU=h后，弃原培养液，加入 NMM=
μi=klp检测缓冲液，加入 NMM=μi检测反应液，PT=℃
细胞培养箱内孵育 O=h，mBp洗 P次，qhermo=pcientific=
sarioskan= clash光谱扫描多功能读数仪上检测，使用

QVR=nm激发波长，RNR=nm发射波长。=
OKNKR= =免疫荧光法检测细胞CaPN表达= =细胞接种及

分组给药同“OKNKO”项，细胞经药物处理 QU=h后，弃

原培养液，多聚甲醛固定 NR=min，mBp洗涤 O次，OKRB
小牛血清白蛋白室温封闭 N= h，一抗 PT=℃孵育 SM=
min，mBp洗涤 P次，相应的荧光二抗 PT=℃孵育 N=h，
aAmf染核 R=min，mBp洗涤 P次，高内涵分析xVz。=
OKO= =鸡胚绒毛尿囊膜实验=

种蛋大头朝上，无菌培养箱孵育 TO= h，温度

PTKU=℃，湿度 SMB。眼科剪在种蛋大头打孔，NM=mi
无菌注射器吸取蛋清 Q～S=mi，弃去。在种蛋中间位

置开口，加 100 μmol/L 的各药物成分（部分药物剂量

高于 NMM=μmol/L，出现鸡胚坏死，各成分浓度统一确

定为 NMM=μmol/L）NMM=μi，对照组加生理盐水，每组

S个种蛋，透明胶带密封开窗处，继续孵育 OQ=h，摄

片，fmageJpro=plus=SKN图像分析软件分析血管面积。=
OKP= =斑马鱼血管新生实验=

转基因斑马鱼（sbdco:dcm）受精卵发育 OQ=
h，移至 VS孔板中，每孔预加入受试样品溶液（多

次实验摸索发现 NMM= μmol/L 药物浓度为斑马鱼可

耐受浓度），每组 R 个复孔，对照为胚胎培养用水

加相应量的助溶剂，加盖封闭，置于光照培养箱

（OU=℃）内继续发育 OQ=h，于倒置显微镜下观察，

记录节间血管（fps）的血流情况。麻醉，荧光显

微镜下对体节间血管进行计数并拍照。=
OKQ= =统计学处理=

计量资料以 ±x s表示，数据均使用 pmpp=NOKM软
件进行统计学分析，组间比较使用单因素方差分析。=
P= =结果=
PKN= =对bCdp诱导的eepbC细胞活力及增殖的影响=

CChJU法检测结果（图 N）显示，丹酚酸 A（NM=
μmol/L）、丹酚酸 C（UM= μmol/L）、丹酚酸 B（NM=
μmol/L）均能显著抑制 bCdp刺激的eepbC细胞活

力；丹参素钠（OM=μmol/L）、咖啡酸（QM=μmol/L）、

迷迭香酸（40 μmol/L）无明显抑制作用。=
bdr法检测细胞增殖显示，与对照组相比，模型

组 bCdp诱导的 eepbC细胞增殖明显；与模型组

相比，索拉非尼、丹酚酸 A、丹酚酸 C、丹酚酸 B
可以明显抑制 bCdp诱导的细胞增殖（图 O）。=

=

=
=

kJ对照= = jJ模型= = pJ索拉非尼= = pAApJ丹参素钠= = pAAJ丹酚酸 A= =
oAJ迷迭香酸= = pACJ丹酚酸 C= = CAJ咖啡酸= = pABJ丹酚酸 B，与对

照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@ m＜
MKMN，下同=
kJcontrol= = jJmodel= = pJsorafenib= = pAApJsalvianic= acid= A= sodium= =
pAAJsalvianolic= acid=A= = oAJrosmarinic= acid= = pACJsalvianolic= acid=C= =
CAJcaffeic= acid= = pABJsalvianolic= acid= BI= Gm Y= MKMR= = GGm Y= MKMN= vs 
control=groupX=@m Y=MKMR= = @@m Y=MKMN=vs model=groupI=same=as=below= = =

图= N= =丹参水溶性成分对 bCdp 诱导的 eepbC 细胞活力=
的影响= E x±sI=n=Z=QF=
cig=K=N= = bffects=of=water-soluble=components=from=p.=miltiorrhiza=
on=eepbC=cells=activity=induced=by=bCdp=E x±sI=n=Z=QF=

PKO= =对eepbC细胞内kl水平和klp活性的影响=
与对照组相比，bCdp诱导的 eepbC细胞 kl

水平和 klp 活性明显升高；与模型组相比，索拉

非尼、丹酚酸 C、丹酚酸 B、丹酚酸 A可显著降低

细胞kl量及klp活性，其余组无显著变化（图 P）。=
PKP= =对 eepbC细胞 CaPN表达的影响=

与对照组相比，bCdp诱导的eepbC细胞CaPN
表达明显升高；与模型组相比，索拉非尼、丹酚酸 A、
丹酚酸 C、丹酚酸 B组细胞内 CaPN表达显著降低，

其余各药物组对 CaPN无明显影响（图 Q）。=

A
值
=

NKM=

MKU=

MKS=

MKQ=

MKO=

MKM=

=

=

=

k= = = =j= = = p= = pAAp=pAA= oA= = pAC==CA= = pAB= =

@@= = @@= =

@@= =@@= =

GG= =
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图 O= =丹参水溶性成分对 bCdp诱导的 eepbC细胞增殖的影响= E x±sI=n=Z=QF=
cigK=O= =bffects=of=water-soluble=components=from=p. miltiorrhiza=on=eepbC=cells=proliferation=induced=by=bCdp=E x±sI=n=Z=QF=

= = = = =
=

图 P= =丹参水溶性成分对 eepbC细胞内 kl水平和 klp活性的影响= E x±sI=n=Z=QF=
cigK=P= =bffects=of=water-soluble=components=from=p. miltiorrhiza=on=intracellular=kl=level=and=klp=activity=of=eepbC=cells=E x±sI=n=Z=QF=

= =

图 Q= =丹参水溶性成分对 eepbC细胞 CaPN表达的影响= E x±sI=n=Z=QF=
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PKQ= =对鸡胚绒毛尿囊膜血管新生的影响=
实验结果显示，与对照组相比，索拉非尼、丹

酚酸 B、丹酚酸 A、咖啡酸可显著抑制鸡胚绒毛尿

囊膜血管新生，其余各药物无明显作用（图 R）。=

PKR= =对斑马鱼血管新生的影响=
实验结果显示，与对照组相比，索拉非尼和丹

酚酸 C对斑马鱼功能血管具有明显的抑制作用，其

余组无明显抑制作用（图 S）。=

=
=

 
 

=
=

图 R= =丹参水溶性成分对鸡胚绒毛尿囊膜血管新生的影响= E x±sI=n=Z=SF=
cigK=R= =bffects=of=water-soluble=components=from=p. miltiorrhiza=on=angiogenesis=in=chick=chorioallantoic=membranes=E x±sI=n=Z=SF=

=
图 S= =丹参水溶性成分对斑马鱼血管新生的影响= E x±sI=n=Z=RF=

cigK=S= =bffects=of=water-soluble=components=from=p.=miltiorrhiza=on=angiogenesis=of=transgenic=zebrafish=E x±sI=n=Z=RF=
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Q= =讨论=
近年来，随着肝纤维化、肝硬化研究的不断深=

入，相关认识也发生很大变化。肝纤维化不仅存在

严重程度、病理特点、分子病理机制的差异，而且

存在静止性与活动性的区别。与静止性肝纤维化相

比，活动性肝纤维化纤维间隔内有大量血管增生与

炎性细胞浸润，这种血管新生特征明显的肝纤维化

进展迅速，且难以逆转，即使纤维胶原成分被降解

吸收，肝小叶结构亦难以恢复到正常状态，其危害

更为严重xNINMz。=
肝脏血管结构由肝窦内皮细胞（ipbCs）和周

细胞组成。ipbCs构成血管腔，是血管或肝窦的基

础。在炎性损伤等病理情况下，ipbCs可发生“去

分化”表型改变：失窗孔、CaPN 表达增加，回到

原始幼稚状态；胞内 kl水平可影响细胞表型发生

改变xNNJNPz，促进血管新生的发生与发展。研究结果

显示，丹酚酸 A、丹酚酸 C、丹酚酸 B能够抑制细

胞增殖；降低胞内 kl 水平以及 klp 活性；下调

eepbC细胞 CaPN表达。=
鸡胚绒毛尿囊膜是高度血管化了的、附着于蛋

壳内面、薄而透明的膜结构，无需特别准备便能观

察到其微血管结构变化，是公认的测试促进或抑制

血管新生药物的试验器官xNQz。斑马鱼血管以其直观

性强、易于获得、重复性好且基因组与人类基因组

具有高度同源性xNRz，逐渐被用作筛选血管活性药物

的模型。故本研究采用这两个模型，从器官和整体

水平评价药物抑制血管新生的活性。结果提示，丹

酚酸 A、咖啡酸、丹酚酸 B对鸡胚绒毛尿囊膜血管

具有抑制作用；丹酚酸 C能够显著抑制斑马鱼功能

血管数量。=
本研究采用肝窦内皮细胞增殖模型、鸡胚绒毛

尿囊膜实验及转基因斑马鱼模型，从细胞、器官、

整体层次评价丹参水溶性成分抑制血管新生的活

性，综合不同层次实验结果，初步发现丹酚酸 A、
丹酚酸 B、丹酚酸 C具有调节内皮细胞功能、抑制

血管新生的良好效果，其作用机制仍有待于后期结

合体内实验进一步研究=
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