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黄芪赤风汤对小鼠脑微血管内皮损伤细胞脂质及炎性因子损伤的影响和
非靶向代谢组学研究 

陈平平，梁玉琴，付佳琪，卢  芳，于栋华，刘树民*  
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摘  要：目的  基于代谢组学探讨黄芪赤风汤对内皮细胞损伤的保护作用及其机制。方法  通过氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）

诱导小鼠脑微血管内皮 bEnd.3 细胞建立体外内皮细胞损伤模型。bEnd.3 细胞随机分为对照组、模型组和黄芪赤风汤低、中、

高剂量组。CCK-8 法分别检测不同浓度 ox-LDL 和黄芪赤风汤对 bEnd.3 细胞活力的影响；油红 O 染色评估 bEnd.3 细胞内脂

质聚积情况；酶联免疫吸附试验（ELISA）法检测 bEnd.3 细胞总胆固醇（TC）、游离胆固醇（FC）、胆固醇酯（CE）、白细

胞介素-1β（IL-1β）、IL-6、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、细胞间黏附分子-1（ICAM-1）和血管细胞黏附分子-1（VCAM-1）水

平和 CE/TC；非靶向代谢组学分析 bEnd.3 细胞的代谢物谱，以鉴定筛选出与内皮损伤相关的差异代谢物，从而探究黄芪赤

风汤保护内皮损伤的代谢通路及潜在作用机制。结果  CCK-8 结果确定 50 μg/mL 为 ox-LDL 的造模浓度，50、100 和 200 

μg/mL 为黄芪赤风汤干预 bEnd.3 细胞的低、中、高剂量。与模型组比较，黄芪赤风汤能有效改善 bEnd.3 细胞的泡沫化程度，

脂滴蓄积明显减少，黄芪赤风汤各剂量组 TC、CE 和 TNF-α 水平显著下调（P＜0.05、0.01），黄芪赤风汤中、高剂量组 FC、

IL-6、VCAM-1 水平和 CE/TC 显著下调（P＜0.05、0.01），黄芪赤风汤高剂量组 IL-1β 和 ICAM-1 水平显著下调（P＜0.05、

0.01）。代谢组学鉴定出 15 种差异代谢产物，包括 5-羟基吲哚乙醛、同型半胱氨酸、花生四烯酸、鞘氨醇-1-磷酸、苯丙酮

酸、谷胱甘肽、氧化谷胱甘肽和 L-磷酸精氨酸等，主要富集于谷胱甘肽代谢、烟酸和烟酰胺代谢、苯丙氨酸代谢、半胱氨酸

和蛋氨酸代谢等代谢途径。结论  黄芪赤风汤可有效改善内皮细胞损伤，抑制 ox-LDL 诱导的 bEnd.3 细胞内脂质蓄积、炎

性因子和黏附分子表达，其机制可能与调节受损内皮细胞内的代谢功能，调节细胞内氨基酸等物质代谢相关。 
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Effects of Huangqi Chifeng Tang on lipid and inflammatory factor damage in 

mouse brain microvascular endothelial injury cells and study on non-targeted 

metabolomics 
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Institute of Traditional Chinese Medicine, Heilongjiang University of Traditional Chinese Medicine, Harbin 150040, China 

Abstract: Objective  To investigate the protective effect of Huangqi Chifeng Tang on endothelial cell injury and its mechanism based 

on metabolomics. Methods  An in vitro endothelial cell injury model was established by ox-LDL induced mouse brain endothelial 

bEnd.3 cells. bEnd.3 cells were randomly divided into control group, model group and Huangqi Chifeng Tang low, medium, and high 

dose groups. Cell counting Kit-8 (CCK-8) was used to detect the effects of different concentrations of ox LDL and Huangqi Chifeng 

Tang on bEnd.3 cell viability. Oil red O staining was used to evaluate the intracellular lipid accumulation in bEnd.3 cells. Enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the levels of total cholesterol (TC), free cholesterol (FC), cholesterol esters 

(CE), interleukin-1β (IL-1β), IL-6, tumor necrosis factor-α (TNF-α), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), and vascular cell 

adhesion molecule-1 (VCAM-1) in bEnd.3 cells, as well as CE/TC. Non-targeted metabolomics analysis of the metabolite profile of 

bEnd.3 cells to identify and screen differential metabolites related to endothelial injury, in order to explore the metabolic pathways and 
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potential mechanisms of Huangqi Chifeng Tang in protecting endothelial injury. Results  CCK-8 determined 50 μg/mL as the modeling 

concentration for ox-LDL, and 50, 100, and 200 μg/mL were the low, medium, and high dose of Huangqi Chifeng Tang intervention in 

bEnd.3 cells. Compared with the modal group, Huangqi Chifeng Tang can effectively improve the foam degree of bEnd.3 cells, and 

significantly reduced the accumulation of lipid droplets. Compared with the modal group, the levels of TC, CE, and TNF-α were 

significantly decreased in each dose group of Huangqi Chifeng Tang (P < 0.05, 0.01), the levels of FC, IL-6, VCAM-1, and CE/TC 

were significantly decreased in the middle and high dose groups of Huangqi Chifeng Tang (P < 0.05, 0.01), and the levels of IL-1β and 

ICAM-1 were significantly decreased in the high dose group of Huangqi Chifeng Tang (P < 0.05, 0.01). Metabolomics results showed 

that a total of 15 differential metabolites were identified, including 5-hydroxyindolealdehyde, homocysteine, arachidonic acid, 

sphingosine-1-phosphate, phenylpyruvic acid, glutathione, oxidized glutathione and L-Phosphoarginine, mainly enriched in metabolic 

pathways such as glutathione metabolism, niacin and nicotinamide metabolism, phenylalanine metabolism, cysteine and methionine 

metabolism. Conclusion  Huangqi Chifeng Tang can effectively improve endothelial cell damage, inhibit ox-LDL induced lipid 

accumulation, inflammatory factors, and adhesion molecule expression in bEnd. 3 cells. Its mechanism may be related to regulating 

the metabolic function of damaged endothelial cells and regulating the metabolism of intracellular amino acids and other substances. 

Key words: Huangqi Chifeng Tang; endothelial cell injury; lipid accumulation; inflammation; adhesion molecule; non-targeted 

metabolomics 

 

动脉粥样硬化（AS）是一种发生在动脉内膜

的慢性炎症性疾病，其发病初期通常由脂质代谢

紊乱条件下的内皮细胞功能障碍和血管炎症引起

的[1-2]。血管内皮是阻止血浆中的脂蛋白和白细胞

进入血管壁的第一道屏障，可控制诱发 AS 的 2 个

关键病理驱动因素，包括血管内皮细胞的炎症活

化和功能障碍，对于维持血管稳态和正常血液循

环至关重要[3]。当血管稳态遭到破坏时，血管壁容

易发生脂质浸润、单核细胞募集、血管收缩、血小

板活化和氧化应激障碍，进而诱发炎症，血管内皮

的脂质沉积与黏附的炎症细胞形成脂质条纹，促

进内皮损伤部位粥样硬化斑块的形成[4]。黄芪赤风

汤是治疗瘫腿、因病虚弱的经典方剂，最早记载于

清代王清任所著的《医林改错》，由黄芪、赤芍、

防风 3 味药组成，功在益气补虚、活血化瘀。本课

题组前期对黄芪赤风汤体内抗 AS 药理作用机制

进行了深入的研究[5-6]，但黄芪赤风汤在体外受损

内皮细胞中的作用尚未明确。本研究通过体外实

验建立了氧化低密度脂蛋白（ox-LDL）诱导的内

皮细胞损伤模型，从细胞代谢组学的角度探究黄

芪赤风汤保护内皮细胞的相关机制，为后续机制

研究奠定靶向基础。 

1  材料 

1.1  细胞株 

小鼠脑微血管内皮 bEnd.3 细胞购自赛百慷（上

海）生物技术股份有限公司，货号为 iCell-m009，

经上海翼和应用生物技术有限公司进行细胞遗传质

量鉴定检测。 

1.2  试剂 

黄芪、赤芍和防风中药饮片（批号分别是

20220527、20220520、20220515，黑龙江修生堂药

业有限公司）；ox-LDL（货号 YB-002，广州奕源生

物科技有限公司）；细胞计数试剂盒-8（CCK-8，货

号 C0038，碧云天生物技术有限公司）；总胆固醇

（TC）、游离胆固醇（FC）和胆固醇酯（CE）酶联免

疫吸附试验（ELISA）试剂盒（货号 ml037202、

ml037374、ml037158，上海酶联生物科技有限公

司）；白细胞介素-1β（IL-1β）、IL-6、肿瘤坏死因子-α

（TNF-a）、细胞间黏附分子-1（ICAM-1）和血管细胞

黏附分子 -1（VCAM-1）ELISA 试剂盒（货号

ml098416、ml098430、mIC50536-1、ml002280、

ml002068，上海酶联生物科技有限公司）；油红 O 染

色试剂盒（货号 C0158S，碧云天生物技术有限公

司）； Dulbecco's 改良培养基（ DMEM，货号

C11995500BT，美国 Gibco 公司）；0.25%胰酶（货

号 C3530-0500，美国赛默飞世尔科技公司）；胎牛

血清（FBS，货号 04-002-1A，上海 VivaCell 公司）；

青霉素–链霉素溶液（货号 15070063，美国赛默飞

世尔科技公司）。 

1.3  仪器 

M200pro 型酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；KDC-

160HR 高速冷冻离心机（科大创新股份有限公司）；

AcquityTM UPLC 液相色谱仪（美国 Waters 公司）；

Synapt G2-Si 质谱分析系统（美国 Waters 公司）；

LUC-15-00269 型细胞计数仪（韩国 LUNA-Ⅱ公司）；

BB150 型 CO2培养箱（美国赛默飞世尔科技公司）；
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JY92-11N 型超声波细胞破碎仪（宁波新芝生物科技

股份有限公司）；Life EVOS FL Auto 型电子显微镜

（美国赛默飞世尔科技公司）。 

2  方法 

2.1  药物制备 

按照 10∶3∶2 的质量比分别称取黄芪、赤芍、

防风 3 种中药饮片，置于蒸馏水（质量浓度 10%）

中浸泡 1 h 后回流 3 次，每次 1.5 h，合并 3 次的滤

液。滤液浓缩并进行冷冻干燥，然后储存在−20 ℃。

黄芪赤风汤的水提提取率为 37.78%。本课题组前

期通过指纹图谱建立，检测芍药内酯苷、芍药苷、

毛蕊异黄酮葡萄糖苷、芒柄花苷、毛蕊异黄酮、芒

柄花素、黄芪甲苷的含量对黄芪赤风汤进行质量控

制[7]。通过外观均匀度和水分检查进行黄芪赤风汤

冻干粉末的质控，外观颜色为淡黄色或类黄色、形

态呈细腻粉末状，颗粒度均匀，含水分不超过 5.0%

的黄芪赤风汤冻干粉末用于后续实验。无菌环境下，

精密称取灭菌后的黄芪赤风汤冻干粉末溶解在

DMEM 完全培养基中，冰浴超声 10 min，过 0.22 μm

微孔滤膜，制备成 25、50、100、200、400 μg/mL 黄

芪赤风汤溶液。 

ox-LDL 溶液的制备：无菌环境下，精密吸取

2.0 mg/mL 的 ox-LDL 母液与 DMEM 完全培养基充

分混匀，过 0.22 μm 微孔滤膜，制备成 25、50、75、

100 μg/mL ox-LDL 溶液。 

2.2  细胞培养与传代 

bEnd.3 细胞在补充有 10%热灭活 FBS 和 1%青

链霉素混合液的 DMEM 中培养，置于含有 5% CO2、

37 ℃的细胞培养箱中。后续实验均在细胞密度约为

90%时进行。倒置显微镜下观察细胞生长至 85%左

右时，使用含有 EDTA 的 0.25%的胰酶进行细胞消

化，细胞间隙变大但未完全脱落时加入完全培养基

终止消化，根据细胞生长状态按 1∶2 或 1∶3 的比

例进行传代培养。 

2.3  CCK-8 法检测细胞活力 

使用胰酶消化 bEnd.3 细胞后离心收集细胞，再

利用培养基重悬细胞制备细胞悬液。bEnd.3 细胞混

悬液按照 4×104个/孔的密度均匀接种于 96 孔的细

胞培养板中并置于 37 ℃恒温培养箱培养 24 h。通

过 CCK-8 试剂盒分别测定黄芪赤风汤和 ox-LDL的

安全干预浓度。每孔分别加入 25、50、100、200、

400 μg/mL 黄芪赤风汤溶液，分别孵育 12、24、48 h，

均设置复孔；参考前期文献中方法[8]，每孔加入 25、

50、75、100 μg/mL ox-LDL 溶液，分别孵育 12、24、

48 h，均设置复孔。药物干预细胞结束后，每孔加入

10 µL CCK-8 溶液，随后把 96 孔板放到培养箱中孵

育 1 h。使用多功能酶标仪测定在 450 nm 处的吸光

度（A）值。 

细胞活力＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

2.4  ox-LDL 诱导内皮细胞损伤模型的建立 

bEnd.3 细胞随机分为对照组、模型组和黄芪赤

风汤低、中、高剂量组。将对数生长期的 bEnd.3 细

胞混悬液以 1×106 个/孔的密度接种于 6 孔细胞培

养板中，适应性培养 24 h 后。对照组仅更换培养基，

其余组均用 50 μg/mL ox-LDL 刺激以构建内皮细胞

损伤模型，以 bEnd.3 细胞中 TC、FC 和 CE 水平显

著性升高判断造模成功。黄芪赤风汤组在加入 ox-

LDL 溶液的同时加入对应质量浓度的黄芪赤风汤

溶液，共同孵育 24 h 后进行后续实验。 

2.5  油红 O 染色 

收集对数生长期的 bEnd.3 细胞以 2×105 个/孔

的密度均匀接种于 24 孔板中，放至 37 ℃、5% CO2

的细胞培养箱适应性培养 24 h 后更换培养基。干预

结束后弃去细胞培养基，用磷酸盐缓冲液（PBS）清

洗 2 次，加入 4 %多聚甲醛室温固定 20 min。弃掉

固定液，用 PBS 清洗 2 次，加入 Triton-100，静置 20 

min。弃掉，用 PBS 清洗。加入异丙醇内浸洗 20 s。

加入新配置好的油红 O 染色液，静置染色 15 min。弃

去染色液，入 60%异丙醇稍洗以去除余下染色液。

最后加入 PBS 清洗，显微镜下镜检拍照。 

2.6  细胞内脂质和胆固醇的含量测定 

收集对数生长期的 bEnd.3 细胞以 1×106 个/孔

的密度均匀接种于 6 孔板中，至 37 ℃、5% CO2 的

细胞培养箱适应性培养 24 h 后弃去培养基。药物干

预结束后，弃掉培养基后收集细胞沉淀，通过冰浴

超声波破碎细胞，4 ℃以 1 000 r/min 离心（离心半

径 8 cm）10 min 去除颗粒和聚合物收集上清液置于

冰上待测。采用 ELISA 试剂盒检测各组 bEnd.3 细

胞中 TC、CE 和 FC 水平并计算 CE/TC。 

2.7  细胞内炎性和黏附因子含量测定 

收集对数生长期的 bEnd.3 细胞以 1×106 个/孔

的密度均匀接种于 6 孔板中，至 37 ℃、5% CO2 的

细胞培养箱适应性培养 24 h后弃去培养基。参照 2.6

项下操作步骤制备细胞样品，采用 ELISA 试剂盒检

测各组 bEnd.3 细胞中 IL-1β、IL-6、TNF-α、ICAM-1

和 VCAM-1 水平。 
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2.8  bEnd.3 细胞代谢组学分析 

2.8.1  样品制备  bEnd.3 细胞以 1×106 个/孔的密

度均匀接种于 6 孔板中，至 37 ℃、5% CO2 的细胞

培养箱适应性培养 24 h 后弃去培养基，按照对照

组、模型组和黄芪赤风汤高剂量（200 μg/mL）组进

行干预，每组 5 个样本，在培养箱孵育 24 h 后，弃

取培养基，每孔加入 4 ℃预冷的 PBS 快速冲洗细

胞表面 2 次。然后将 6 孔板转移至冰上，6 孔板底

部接触液氮来淬灭细胞 1 min。每孔加入预冷的 80%

甲醇–水溶液（4∶1 250），使用细胞刮刀刮取细胞

并将细胞悬液转移到离心管中，再加入 250 μL 80%

甲醇水溶液冲洗 6 孔板合并细胞悬液。对样品进行

涡旋 1 min，4 ℃下 12 000 r/min 离心（离心半径

8 cm）10 min，吸取上清 200 μL 通过 0.22 μm 微孔

滤膜后转移至进样内衬管中进行上样，剩余上清转

移至新的离心管中保存于−80 ℃中备用。 

2.8.2  检测条件   采用 Waters ACQUITY UPLC 

HSS T3 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 μm），流动

相：A 为水（含 0.1%甲酸），B 为乙腈。洗脱梯度程

序见表 1。自动进样器温度：4 ℃；样品仓温度：4 ℃；

进样量∶3 μL。使用配备有加热电喷雾离子源（ESI）

的 Q-Exactive Plus 四极杆高分辨率质谱仪，在正负离

子模式下进行采集分析。采集范围m/z 50～1 500。ESI+

与 ESI−模式下喷雾电压分别为 3 500、3 000 V，脱

溶剂气温度 350 ℃，脱溶剂气流量 700 L/h。 

2.8.3  数据处理与分析   采集的原始数据使用

Progenesis QI 软件进行分析处理，包括基线滤波、

峰鉴定、积分、保留时间校准、峰比对和归一化。

利用人类代谢组数据库（HMDB），基于精确的 m/z、

二级片段和同位素分布进行化合物的定性与定量。

利用 EZinfo 2.0 软件进行主成分分析（PCA）和偏 

表 1  流动相梯度洗脱程序 

Table 1  Mobile phase gradient elution program 

流动相比例 t/min 

95% A 0～0.5 

95%～65% A 0.5～5 

65%～45% A 5～8 

45%～2% A 8～10 

2%～95% A 10～12 

95% A 12～15 

 

最小二乘判别分析（PLS-DA），观察样品间代谢物

的整体分布和聚合状态；采用变量投影重要度

（VIP）＞1 和 P＜0.05 的候选代谢物作为潜在的生

物标志物。通过 MetaboAnalyst 6.0 数据库对已鉴定

的差异代谢物进行代谢途径富集分析。 

2.9  统计学分析 

使用 Graph Pad Prism 9.5 软件进行统计分析，

数据以平均值±标准差表示。采用单因素方差分析

评估对照组与实验组之间的差异，Kruskal-Wallis 检

验用于非靶向细胞代谢组学数据的分析。当P＜0.05

时，认为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  ox-LDL 对 bEnd.3 细胞活力的影响 

与对照组相比，25、50、75、100 μg/mL ox-LDL

干预 12 h 后 bEnd.3 细胞存活率无明显变化；当干

预 24 h 时，ox-LDL 质量浓度达到 75 μg/mL 后，

bEnd.3 细胞活力显著降低（P＜0.05、0.01）；当干预

48 h 时，ox-LDL 质量浓度达到 50 μg/mL 后，bEnd.3

细胞活力显著降低（P＜0.01）。因此，后续实验选

择 24 h 为造模时间，50 μg/mL 为 ox-LDL 造模浓

度，见表 2。 

表 2  ox-LDL 对 bEnd.3 细胞活力的影响（ x s ，n = 3） 

Table 2  Effect of ox-LDL on viability of bEnd. 3 cells ( x s , n = 3 ) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 
细胞存活率/% 

12 h 24 h 48 h 

对照   0 100.00±1.74 100.00±2.80 100.00±2.17 

ox-LDL  25  98.93±2.43 102.59±2.69  96.25±3.28 

 50 101.28±2.39  99.57±1.44    91.79±2.23** 

 75  99.65±2.46  93.74±3.6*    77.21±3.72** 

100  98.75±1.04    84.21±4.22**    60.73±4.23** 

与对照组比较，*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  *P < 0.01 vs control group. 
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3.2  黄芪赤风汤对 bEnd.3 细胞活力的影响 

与对照组相比，25、50、100、200、400 μg/mL

黄芪赤风汤干预 12 h 后的 bEnd.3 细胞存活率无明

显变化；当干预 24 h 时，黄芪赤风汤质量浓度达到

400 μg/mL后，bEnd.3细胞活力显著降低（P＜0.05）；

当干预 48 h 时，黄芪赤风汤质量浓度达到 200 μg/mL

后，bEnd.3 细胞活力显著降低（P＜0.01）。因此，

后续实验设置 24 h 为干预时间，50、100、200 μg/mL

为黄芪赤风汤低、中、高剂量组的给药浓度，见表 3。 

3.3  油红 O 染色 

与对照组相比，模型组 bEnd.3 细胞内内皮细胞

体积进一步增大，胞浆疏松化并存在大量的红色脂

滴；与模型组相比，黄芪赤风汤低、中、高剂量组

可见红色脂滴生成明显减少，且随着黄芪赤风汤质

量浓度的增大，作用越明显。提示黄芪赤风汤可减

少 ox-LDL 诱导的 bEnd.3 细胞内脂滴数量，见图 1。 

3.4  黄芪赤风汤对 bEnd.3 细胞内脂质含量的影响 

与对照组相比，模型组细胞中 TC、FC、CE 水

平和 CE/TC 均显著升高（P＜0.01），且 CE/TC＞

50%，表明成功建立了内皮细胞源泡沫细胞模型；

与模型组相比，黄芪赤风汤各剂量组细胞中 TC 和

CE 水平显著降低（P＜0.01），在黄芪赤风汤中、高

剂量组中，bEnd.3 细胞中 FC 水平和 CE/TC 随黄芪

赤风汤给药剂量的增加而逐渐降低（P＜0.01），且

CE/TC低于 50%，表明黄芪赤风汤可以抑制 ox-LDL

诱导的 bEnd.3 细胞脂质积累，见表 4。 

表 3  黄芪赤风汤对 bEnd.3 细胞活力的影响（ x s ，n = 3） 

Table 3  Effect of Huangqi Chifeng Tang on viability of bEnd.3 cells ( x s , n = 3 ) 

组别 质量浓度/(μg·mL−1) 
细胞存活率/% 

12 h 24 h 48 h 

对照   0 100.00±1.87 100.00±1.90 100.00±2.88 

黄芪赤风汤  25 101.09±1.59 99.71±1.88 104.25±1.52 

 50 99.50±2.16 102.25±2.09 98.58±1.69 

100 102.26±1.76 98.79±2.48 99.63±2.15 

200 99.78±2.93 99.21±1.06 87.05±3.74** 

400 98.34±3.39 94.52±2.19* 75.77±3.43** 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。 

*P < 0.05  *P < 0.01 vs control group. 

 

图 1  油红 O 染色（×100） 

Fig. 1  Oil red O staining (×100 ) 

表 4  黄芪赤风汤对 bEnd.3 细胞内脂质含量的影响（ x s ，n = 3） 

Table 4  Effect of Huangqi Chifeng Tang on intracellular lipid content of bEnd. 3 cells ( x s , n = 3 ) 

组别 剂量/(μg·mL−1) TC/(mmol∙g−1 prot) FC/(mmol∙g−1 prot) CE/(mmol∙g−1 prot) CE/TC/% 

对照 — 0.18±0.02 0.10±0.01 0.07±0.01 43.08±2.65 

模型 — 0.86±0.03** 0.41±0.02** 0.44±0.03** 51.27±2.41** 

黄芪赤风汤  50 0.71±0.05## 0.37±0.02 0.33±0.02## 46.94±1.97 

 100 0.52±0.04## 0.32±0.01## 0.23±0.02## 41.21±2.33## 

 200 0.41±0.02## 0.25±0.03## 0.17±0.02## 39.54±1.69## 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

*P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group. 

对照                 模型          黄芪赤风汤 50 μg·mL−1  黄芪赤风汤 100 μg·mL−1  黄芪赤风汤 200 μg·mL−1 
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3.5  黄芪赤风汤对 bEnd.3 细胞内炎性因子和黏附

分子水平的影响 

与对照组比较，模型组 bEnd.3 细胞促炎因子

IL-1β、IL-6、TNF-α 和黏附分子 ICAM-1、VCAM-

1 水平显著升高（P＜0.01）；与模型组比，黄芪赤风

汤高剂量组 bEnd.3 细胞 IL-1β 和 ICAM-1 水平显著

降低（P＜0.05、0.01），黄芪赤风汤中、高剂量组

bEnd.3 细胞 IL-6 和 VCAM-1 水平显著降低（P＜

0.05、0.01），黄芪赤风汤各剂量组 bEnd.3 细胞 TNF-

α 水平显著下降（P＜0.01），见表 5。 

表 5  黄芪赤风汤对 bEnd.3 细胞内炎性因子和黏附分子水平的影响（ x s ，n = 3） 

Table 5  Effect of Huangqi Chifeng Tang on content of inflammatory factors and adhesion molecules in bEnd. 3 cells ( x s , n = 3 ) 

组别 剂量/(μg·mL−1) IL-1β/(pg∙mL−1) IL-6/(pg∙mL−1) TNF-α/(pg∙mL−1) ICAM-1/(ng∙mL−1) VCAM-1/(ng∙mL−1) 

对照 — 37.65±4.46 103.39±7.55 62.01±4.80 34.90±4.13 31.85±4.20 

模型 — 82.31±5.68** 188.03±9.24** 167.22±12.53** 65.33±5.00** 67.53±6.63** 

黄芪赤风汤  50 74.31±5.90 173.66±8.81 108.99±9.43## 60.29±5.86 62.04±4.93 

 100 72.27±6.13 150.79±7.76## 91.47±8.06## 57.47±4.52 56.35±5.08# 

 200 64.28±4.83# 147.05±7.90## 89.59±8.54## 51.73±4.34## 48.26±4.45## 

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。 

*P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group. 

3.6  代谢组学分析 

3.6.1  PCA、PLS-DA 分析  PCA 评分图显示，对

照组与模型组样本的代谢物轮廓在ESI+和ESI− 2种

模式下分离趋势明显，提示 ox-LDL 诱导的内皮细

胞损伤模型的构建干扰了内皮细胞的正常代谢；模

型组和黄芪赤风汤组的样本代谢物轮廓在 ESI+和

ESI− 2 种模式下明显分离，并有向对照组回调的趋

势，提示黄芪赤风汤干预改变了 ox-LDL 诱导的内

皮细胞的代谢特征，修复损伤内皮细胞的代谢紊乱

（图 2）。 

PLS-DA 得分图显示对照组与模型组代谢轮廓

显著分离，提示 ox-LDL 的诱导显著改变了 bEnd.3

细胞内源性小分子代谢物轮廓且可能有利于内皮细

胞功能状态的判断。黄芪赤风汤组与模型组代谢轮

廓也能明显分开，提示黄芪赤风汤对 ox-LDL 诱导

的内皮细胞代谢轮廓有一定的调控作用；PLS-DA

模型检验图显示 ESI+模式参数：R2＝0.837 0，Q2＝

0.839 1，ESI−模式参数：R2＝0.833 6，Q2＝0.747 5，

提示 PLS-DA 模型过拟合风险较低，具有较好的区

分和预测能力，见图 3。 

3.6.2  差异代谢物筛选  3 组 bEnd.3 细胞样本中共

筛选出 15 个潜在生物标志物，其中 ESI+模式下 8

个，ESI−模式下 7 个，见图 4。聚类分析显示，与对

照组比较，模型组细胞代谢物水平发生了明显变化，

其中 7 种显著上调，8 种显著下调；黄芪赤风汤干

预后显著上调 5-羟基吲哚乙醛、3-甲基二氧吲哚、

磷酸、棕榈酸、乙酰乙酸、吲哚乙酸、烟酸单核苷

酸和谷胱甘肽等代谢物，明显下调了 1-磷酸鞘氨醇、

同型半胱氨酸、花生四烯酸、苯基丙酮酸、氧化型谷

胱甘肽、烟酰胺腺嘌呤二核苷磷酸（NADP
＋
）和 L-磷

酸精氨酸等代谢物。黄芪赤风汤的生物标志物主要

与苯丙氨酸代谢、谷胱甘肽代谢、烟酸和烟酰胺代

谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢途径密切相关，见图 5

和表 6。 

 

图 2  各组 bEnd.3 细胞代谢产物在 ESI+（A）和 ESI−（B）模式下的 PCA 分析 

Fig. 2  PCA analysis of metabolic products of bEnd. 3 cells in ESI+ (A) and ESI− (B) modes in each group 
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图 3  各组 bEnd.3 细胞代谢产物在 ESI+和 ESI−模式下的 PLS-DA 得分图（A）和 PLS-DA 模型检验图（B） 

Fig. 3  PLS-DA scores map (A) and model test map (B) of metabolites from bEnd.3 cells in ESI+ and ESI− modes in each group 

 

图 4  各组 bEnd.3 细胞代谢物 VIP 分析 

Fig. 4  VIP analysis of bEnd. 3 cell metabolites in each group 

  

 

图 5  各组 bEnd.3 细胞代谢物聚类分析（A）和代谢通路分析（B） 

Fig. 5  Cluster analysis (A) and metabolic pathway analysis (B) of bEnd. 3 cell metabolites in each group 
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表 6  差异代谢物表 

Table 6  Table of differential metabolites 

编号 离子模式 代谢物 化学式 VIP m/z NC vs ox-LDL HQCFT vs ox-LDL 

 1 正 5-羟基吲哚乙醛 C10H9NO2 4.891 53 176.072 2   

 2 正 棕榈酸 C16H32O2 2.494 46 274.275 7   

 3 正 1-磷酸鞘氨醇 C18H40NO5P 1.205 06 399.308 5   

 4 正 花生四烯酸 C20H40O2 1.289 50 330.337 5   

 5 正 3-甲基二氧吲哚 C9H9NO2 2.596 55 146.061 3   

 6 正 棕榈酸 H3O4P 1.452 80  98.985 4   

 7 正 苯基丙酮酸 C9H8O3 3.394 43 165.055 8   

 8 正 乙酰乙酸 C4H6O3 5.272 74 120.082 2   

 9 负 吲哚乙酸 C10H9NO2 4.891 53 176.072 2   

10 负 氧化型谷胱甘肽 C20H32N6O12S2 1.425 36 611.146 3   

11 负 烟酰胺腺嘌呤二核苷磷酸 C21H29N7O17P3
+ 1.390 54 789.083 1   

12 负 同型半胱氨酸 C4H9NO2S 1.023 53 269.064 3   

13 负 L-磷酸精氨酸 C6H15N4O5P 5.239 99 299.075 2   

14 负 烟酸单核苷酸 C11H16NO9P 1.405 56 336.050 9   

15 负 谷胱甘肽 C10H17N3O6S 3.918 56 306.069 1   

：下调；：上调。 

: downward; : increase. 

4  讨论 

在血管稳态条件下，内皮细胞通过分泌一氧化

氮、组织型纤溶酶原激活物、抗凝血酶Ⅲ、管紧张

素 2 和前列环素等多种血管活性介质来调节血管舒

张、血小板活化、凝血和白细胞黏附、浸润[9]。然

而，一旦存在脂质沉积、血流紊乱等干扰因素，内

皮细胞就会增加黏附分子的分泌，包括 E-选择素、

ICAM-1 和 VCAM-1，从而诱导内皮炎症，促使单

核细胞黏附到内皮细胞[10]。内皮稳态紊乱会增加血

管通透性，导致血管屏障功能减弱，使血液中的脂质

和单核细胞更容易沉积在血管内膜中，会促进 AS 斑

块的积聚、破裂和糜烂。不稳定的斑块容易破裂并促

进凝块形成，导致危及生命的血栓栓塞并发症[11]。泡

沫细胞是 AS 斑块的主要细胞成分，它通过试图去

除脂蛋白和胆固醇过剩，也参与斑块的形成和破

裂[12]。脂蛋白的内化作用是 AS 发病机制的标志性

事件之一。在促 AS 的病理条件下，沉积在内皮细

胞的中的脂蛋白很容易被氧化修饰为 ox-LDL。ox-

LDL 不限制的摄取、胆固醇酯化过多或胆固醇释放

受损会导致 CE 的积累，CE 将以细胞质脂滴的形式

储存，进而触发内皮部位脂肪条纹和泡沫细胞的形

成[13-14]。巨噬细胞源泡沫细胞是目前研究最广泛且

最深入的泡沫细胞，但事实上，血管壁的巨噬细胞、

平滑肌细胞、树突状细胞、干细胞和内皮细胞均可

通过清道夫受体家族将脂蛋白内化为泡沫细胞，加

速斑块形成[15-16]。血管壁的内皮细胞是最早受到血

脂代谢紊乱影响的细胞，负责 ox-LDL 的摄取和转

吞作用[17]。异常增加的血脂刺激内皮细胞对 ox-

LDL 的渗透性增强，导致内皮细胞积累越来越多的

脂滴，进而转化为泡沫细胞，这一过程被认为是 AS

发病初期的关键步骤[18-19]。此外，ox-LDL 被吞噬后

还会触发一系列炎症信号通路，促进大量炎症因子

和内皮黏附因子的分泌[20]。因此，抑制内皮细胞对

ox-LDL 的摄取和转吞作用，改善内皮损伤，可能对

于预防 AS 的发生进展尤为重要，并为预防 AS 的

抗泡沫细胞疗法定义了新的靶点。本研究通过50 μg/mL 

ox-LDL 诱导 bEnd.3 细胞构建内皮细胞损伤模型，

通过油红 O 染色、细胞内脂质、炎性因子和黏附分

子水平测定来探究黄芪赤风汤对内皮细胞损伤的作

用，并结合代谢组学分析，初步探讨了黄芪赤风汤

抑制 bEnd.3 细胞泡沫化作用的代谢途径，为后续机

制研究奠定靶向基础。 

油红 O 染色结果表明，与对照组相比，ox-LDL

诱导的模型组 bEnd.3 细胞中可观察到大量红色脂

滴，并呈现泡沫细胞形态，提示可成功建立内皮细

胞损伤模型；黄芪赤风汤干预后，bEnd.3 细胞中红
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色脂滴生成明显减少，并呈现出黄芪赤风汤的剂量

依赖性减少。与对照组相比，模型组 bEnd.3 细胞 TC、

FC、CE 水平和CE/TC 显著上调，并且CE/TC＞50%，

成功验证了油红O染色结果所得出的成功建立内皮

细胞损伤模型的结论；黄芪赤风汤干预后，bEnd.3

细胞 TC、FC、CE 水平和 CE/TC 呈现不同程度的

下调。此外，黄芪赤风汤干预后可有效逆转 ox-LDL

诱导的 bEnd.3 细胞中 IL-1β、IL-6、TNF-α、ICAM-

1 和 VCAM-1 水平的显著上调。结果表明，黄芪赤

风汤可有效抑制内皮细胞对 ox-LDL 的摄取和转吞

作用，并抑制炎症因子和内皮黏附因子的分泌。 

非靶向代谢组学结果显示，bEnd.3 细胞差异代

谢物可能通过谷胱甘肽代谢、苯丙氨酸代谢、烟酸

和烟酰胺代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢途径参与黄

芪赤风汤对 ox-LDL 诱导的 bEnd.3 细胞损伤的保

护机制。谷胱甘肽是由谷氨酸、半胱氨酸和甘氨酸

组成的三肽，主要以还原型谷胱甘肽和氧化型谷胱

甘肽的形式出现。谷胱甘肽及其氧化形式的相对水

平可以维持内皮细胞氧化还原稳态和抗氧化防御
[21]。本研究结果显示，ox-LDL 导致 bEnd.3 内皮细

胞内还原型谷胱甘肽水平降低，氧化型谷胱甘肽水

平显著升高，进一步引起还原型谷胱甘肽/氧化型

谷胱甘肽比值显著下降，说明 ox-LDL 诱导可导致

bEnd.3 细胞处于高度氧化应激状态。黄芪赤风汤能

有效回调两者水平，升高还原型谷胱甘肽/氧化型

谷胱甘肽比值，提示黄芪赤风汤在 bEnd.3 细胞的

抗氧化防御系统中起重要作用。有研究证实，苯丙

氨酸代谢紊乱可导致其下游代谢物苯丙酮酸的异

常累积，参与 AS 的发展，可作为心血管疾病早期

诊断的有效标志物[22-23]。乙酰乙酸进入细胞线粒体

后，首先被琥铂酰 CoA 转移酶活化，催化生成乙

酰 CoA，乙酰 CoA 在硫解酶分解下生成乙酰 CoA，

随后进入三羧酸循环。一项队列研究结果表明，冠

心病患者血浆中乙酰乙酸含量显著增加，而在脑卒

中患者和心脑血管共患人群中显著下降[24]。另有

研究表明，血清代谢物中乙酰乙酸的含量与 AS 的

发展呈负相关[25]。本研究结果显示，与对照组相

比，模型组 bEnd.3 细胞乙酰乙酸含量降低和苯丙

酮酸含量升高，这可能是由于 ox-LDL 引起乙酰乙

酸含量降低，抑制三羧酸循环，导致体内苯丙酮酸

大量积累。黄芪赤风汤可以提高乙酰乙酸含量，降

低苯丙酮酸含量。 

烟酰胺可以转化为烟酸、烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸（NAD
＋
）和 NADP

＋
等生物活性物质，它参与调

节细胞能力代谢的多种氧化还原和非氧化还原反

应。烟酸单核苷酸（NaMN）是 NAD
＋
生物合成过程

的中间底物之一，主要通过转化为 NAD
＋
发挥作用。

研究发现机体中 NAD
＋
水平的下降与糖尿病、心血

管疾病和认知障碍等年龄相关的慢性疾病显著性正

相关[26]。本研究结果发现，经 ox-LDL 诱导后，细

胞内的 NaMN 明显减少，细胞氧化还原状态失衡，

促进脂质蓄积。此外，NAD
＋
通过 NAD 激酶

（NADK）、NADP
＋
依赖性脱氢酶等催化成 NADP

＋

和 NADPH，共同参与包括线粒体中的电子传递等

多种氧化还原反应的辅因子[27]。NADP
＋
与 NADPH

的比值对于维持细胞内还原性环境有重要意义。结

果显示，在 ox-LDL 干预的条件下，NADP
＋
含量升

高，推测可能是内皮细胞泡沫化的过程中 NADPH/ 

NADP
＋
值降低，细胞内氧化还原系统失衡，导致细

胞代谢障碍。黄芪赤风汤能有效提高 NaMN 含量，

降低 NADP
＋
的水平，使细胞的物质代谢和能量转化

正常进行。 

此外，本研究还发现 ox-LDL 诱导的 bEnd.3 细

胞中 Hcy 含量增加。Hcy 是甲硫氨酸和半胱氨酸在

体内的中间代谢物。但甲硫氨酸负荷或代谢酶功能

缺陷均可导致 Hcy 水平升高。高同型半胱氨酸血症

（HHcy）是 AS、高血压、血管钙化、动脉瘤等多种

血管疾病的独立危险因素[28-29]。伴有 HHcy 的 AS

性心血管疾病患者比无 HHcy 的患者有更不稳定的

斑块，更复杂的冠状 AS 病变，预后更差[30]。HHcy

通过抑制 LXRα-ABCA1 和 ABCG1 通路介导的胆

固醇外排来加速脂质积累和 AS 病变[31]。除了 Hcy

与 Cys 相互作用形成二硫键外，Hcy 还直接抑制抗

氧化剂的活性，从而破坏 SOD，激活 NADPH 氧化

酶（NOXs），进而产生超氧阴离子，导致 ROS 的积

累，并导致内皮细胞功能障碍[32-33]。ox-LDL 作用于

内皮细胞后导致的 ROS 积累可能也是 Hcy 含量蓄

积的原因。而黄芪赤风汤能有效降低 Hcy 的含量，

维持细胞代谢功能。 

综上所述，本研究表明黄芪赤风汤可抑制 ox-

LDL 诱导的内皮细胞源泡沫细胞的产生与发展，调

节细胞内胆固醇代谢紊乱，抑制炎性因子和黏附因

子的表达，从而改善内皮细胞损伤。此外，结合代

谢组学分析，初步探讨了黄芪赤风汤保护内皮细胞

损伤的特性与其对细胞内多种氨基酸代谢的调控作

用密切相关。 
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