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摘  要：目的  探讨穿破石总黄酮（total flavonoids from Maclura cochinchinensis，TFMC）对血管瘤内皮细胞（hemangioma 

endothelial cells，HemECs）增殖、迁移及血管生成的影响及作用机制。方法  设置对照组、TFMC（40 μg/mL）组、磷脂酰

肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）抑制剂 LY294002（20 μmol/L）组、缺氧诱导因子-1α（hypoxia inducible 

factor-1α，HIF-1α）抑制剂 LW6（30 μmol/L）组、TFMC＋LY294002 组、TFMC＋LW6 组、PI3K 激动剂 740Y-P（15 μmol/L）

组、HIF-1α 激动剂 DMOG（0.5 μmol/L）、TFMC＋740Y-P 组和 TFMC＋DMOG 组。HemECs 给予药物干预 24 h 后，收集上

清液和细胞。采用 MTT 法检测细胞增殖能力；克隆形成实验检测克隆形成能力；划痕和 Transwell 实验检测细胞迁移和侵

袭；AnnexinV-FITC/PI 双染检测细胞凋亡；PI 染色检测细胞周期；免疫荧光法检测细胞线粒体膜电位和细胞中活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）水平；比色法和 ELISA 法检测细胞上清液中乳酸脱氢酶（lactate dehydrogenase，LDH）和细胞中血管

内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）、血管内皮生长因子受体 2（vascular endothelial growth factor receptor 

2，VEGFR2）、纤连蛋白（fibronectin，FN）、基质金属蛋白酶-2（matrix metalloproteinase-2，MMP-2）及 MMP-9 含量；血

管生成实验检测细胞成管能力；qRT-PCR 和 Western blotting 测定迁移、侵袭、VEGF/VEGFR2 和 PI3K/蛋白激酶 B（protein 

kinase B，Akt）/HIF-1α 信号通路相关基因和蛋白表达。结果  与对照组比较，TFMC、LY294002 和 LW6 可显著抑制 HemECs

增殖、迁移、侵袭和成管能力，促进细胞凋亡、LDH 释放和 G0/G1 期阻滞，升高细胞内 ROS 水平，降低线粒体膜电位和细

胞中 VEGF、VEGFR2、FN、MMP-2 及 MMP-9 含量，下调迁移、侵袭、VEGF/VEGFR2 和 PI3K/Akt/HIF-1α 信号通路相关

基因和蛋白表达（P＜0.01）。与 TFMC 组比较，TFMC 与 LY294002 或 LW6 联用可进一步加重这种改变（P＜0.01）。相反，

740Y-P 和 DMOG 则可以恶化上述变化；TFMC 与 740Y-P 或 DMOG 联用可逆转这种改变（P＜0.01）。结论  TFMC 可抑制

HemECs 增殖、迁移、侵袭及血管生成，其作用机制与抑制 VEGF/VEGFR2 和 PI3K/Akt/HIF-1α 通路激活密切相关。 
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Abstract: Objective  To investigate the effect and mechanism of total flavonoids from Maclura cochinchinensis (TFMC) on 

proliferation, migration and angiogenesis of hemangioma endothelial cells (HemECs). Methods  Control group, TFMC (40 μg/mL) 

group, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) inhibitor LY294002 (20 μmol/L) group, hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) inhibitor 

LW6 (30 μmol/L) group, TFMC + LY294002 group, TFMC + LW6 group, PI3K agonist 740Y-P (15 μmol/L) group, HIF-1α agonist 

DMOG (0.5 μmol/L), TFMC + 740Y-P group and TFMC + DMOG group were set up. After 24 h of drug intervention with HemECs, 

the supernatant and cells were collected. MTT assay was used to test cell viability. Clony formation assay was utilized to detect the 

colony formation ability. Cell scratch and Transwell was used to test cell migration and invasion. AnnexinV FITC/PI double staining 

was utilized to detect cell apoptosis. PI staining was utilized to test cell cycle. Immunofluorescences were used to detect mitochondrial 

membrane potential and reactive oxygen species (ROS) level in HemECs. Colorimetric and ELISA methods were utilized to test the 

level of lactate dehydrogenase (LDH) in supernatant and levels of vascular endothelial growth factor (VEGF), vascular endothelial 

growth factor receptor 2 (VEGFR2), fibronectin (FN), matrix metalloproteinase-2 (MMP-2) and MMP-9 in cells. Angiogenesis assays 

was used to detect the anti-angiogenic ability of cells. qRT-PCR and Western blotting were used to measure the expressions of 

migration, invasion, VEGF/VEGFR2 and PI3K/protein kinase B (Akt)/HIF-1α signaling pathways related genes and proteins. Results  

Compared with control group, TFMC, LY294002 and LW6 significantly inhibited the proliferation, migration, invasion and 

angiogenesis of HemECs, promoted cell apoptosis, LDH release and G0/G1 phase arrest, elevated intracellular ROS level, reduced 

mitochondrial membrane potential and VEGF, VEGFR2, FN, MMP-2 and MMP-9 contents in HemECs, down-regulated the 

expressions of migration, invasion, VEGF/VEGFR2 and PI3K/Akt/HIF-1α signaling pathway related genes and proteins (P < 0.01). 

Compared with TFMC group, the combination of TFMC with LY294002 or LW6 could further exacerbate this change (P < 0.01). On 

the contrary, 740Y-P and DMOG could worsen the above changes; The combination of TFMC with 740Y-P or DMOG could reverse 

this change (P < 0.01). Conclusion  TFMC could inhibit the proliferation, migration, invasion and angiogenesis of HemECs, and its 

mechanism is closely related to the inhibition of VEGF/VEGFR2 and PI3K/Akt/HIF-1α pathway activation. 

Key words: total flavonoids from Maclura cochinchinensis; hemangioma endothelial cells; proliferation; migration; angiogenesis; 

VEGF/VEGFR2 signaling pathway; PI3K/Akt/HIF-1α signaling pathway; axifolin; naringenin; artocarpesin; isocudraniaxanthone B; 

kaempferol; quercetin 

血管瘤（haemangiomas，HAs）是一种婴幼儿

常见的良性血管肿瘤，可发生在婴幼儿的头部、面

部、颈部、四肢和内脏等各个部位。通常 HAs 的大

多数病变可以自发缩小，但仍有 10%～15%婴幼儿

的 HAs 病变会出现潜在并发症，如永久性畸形、溃

疡、疤痕、出血、视力障碍、气道阻塞、充血性心

力衰竭等，严重者甚至可能危及生命[1]。尽管手术、

激光、放射和激素、干扰素、长春新碱、β 受体阻

滞剂等治疗手段可以遏制 HAs，但是对于眼、耳、

鼻等特殊部位的 HAs 难以用手术进行根除，常见的

激素治疗不良反应较大。因此，亟需寻找一种新的

非手术治疗方法[2]。 

内皮细胞是构成 HAs 的主要细胞类型之一，未

成熟内皮细胞积聚是增殖性 HAs 的核心特征[3]。研

究表明，血管瘤内皮细胞（hemangioma endothelial 

cells，HemECs）组织病理学的独特特征是血管内皮

细胞过度增殖和血管快速生长 [4]。肿瘤细胞需要

血管生成来提供必需的营养和氧气，以实现持续

增殖[5]。肿瘤微血管密度高的患者复发疾病风险增

加，总体生存率降低[6]。因此，血管生成已被公认

为是肿瘤的独立危险因素和重要的预后标志物。最

新研究发现，在实体瘤中，肿瘤细胞分泌的血管内

皮生长因子（vascular endothelial growth factor，

VEGF）与内皮细胞膜上的血管内皮生长因子受体 2

（（ vascular endothelial growth factor receptor 2 ，

VEGFR2）结合，促进内皮细胞活化和血管生成；进
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一步研究证实VEGF/VEGFR2分泌通路催化了磷脂

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

蛋白激酶 B（protein kinase B，Akt）信号通路的磷

酸化，促进了缺氧诱导因子-1α（hypoxia inducible 

factor-1α，HIF-1α）核移位，从而促进细胞增殖和血

管生成[7-8]。Zhang 等[9]研究发现在敲除 HIF-1α 后，

HemECs 的存活率、增殖、侵袭、迁移和内皮小管

生成均受到抑制，凋亡加剧，细胞被阻滞在 G0/G1

期，VEGF 和 VEGFR2 的 mRNA 和蛋白表达水平

明显降低；而 HIF-1α 的过表达则逆转了这些趋势。

Pan 等[10]研究发现，普萘洛尔可抑制去甲肾上腺素

诱导的 HemECs 细胞周期进程、侵袭和血管生成，

下调细胞中 PI3K/Akt/ 内皮型一氧化氮合酶

（（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）/VEGF 通

路相关基因的 mRNA 和蛋白表达，降低一氧化氮

（（nitric oxide，NO）和 VEGF 水平；Lou 等[11]和 Zhao

等[12]发现枸杞多糖和鬼臼毒素 C 环修饰酯衍生物

对 HemECs 显示出强大的抗增殖和促凋亡活性，证

实与抑制 VEGF、VEGFR2 和 PI3K/Akt 通路相关基

因的表达有关。由此可见，VEGF/VEGFR2 和

PI3K/Akt/HIF-1α 通路异常激活与 HAs 发生发展密

切相关，靶向 VEGF/VEGFR2 和 PI3K/Akt/HIF-1α

通路可为 HAs 提供一种有效的治疗手段。 

穿 破 石 为 桑 科 柘 属 植 物 构 棘 Maclura 

cochinchinensis (Lour.) Corner 或柘树 M. tricuspidata 

Carr.的根，性凉，味淡、微苦，具有祛风利湿、清

热解毒、活血通经等功效，主要用于风湿关节疼痛、

跌打损伤、肺结核、黄疸型肝炎肝脾肿大及胃、十

二指肠溃疡等疾病的治疗[13]。穿破石总黄酮（total 

flavonoids from Maclura cochinchinensis，TFMC）是

其重要的活性成分，Rueankham 等 [14]研究发现

TFMC 对急性髓系白血病 AML 细胞具有显著的细

胞毒性、抗氧化、抗炎和抗细胞迁移活性，可显著

促进 AML 细胞凋亡，并将其阻滞于 G2/M 期，下调

VEGF/PI3K/Akt 通路相关蛋白表达，上调线粒体介

导的凋亡通路相关基因的表达；Lee、Chien、

Promden 和 Sainz-hernández 等[15-18]研究发现 TFMC

或其中的成分对乳腺癌 MCF-7 和 MDA-MB435 细

胞具有较好的抗增殖、迁移和抑制血管生成活性，

可抑制 iNOS、环氧化酶-2（（cyclooxygenase-2，COX-

2）、p-PI3K、p-Akt 和磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白 （ phosphorylated mammalian rapamycin target 

protein，p-mTOR）的表达，并证实其机制与阻滞细

胞周期、抑制炎性反应、抑制 VEGF/PI3K/Akt 通路

和激活线粒体凋亡通路密切相关。Nakashima 等[19]

研究发现 TFMC 及其中 gerontoxanthone B 对

HemECs 具有较好的抗增殖、迁移和血管生成活性，

然而其确切的机制尚不清楚。基于此，本研究以

HemECs 为研究对象，评估 TFMC 对 HemECs 增

殖、侵袭和血管生成的抑制作用，并从 VEGF/ 

VEGFR2和PI3K/AKT/HIF-1α途径深入探讨其可能

的作用机制，旨在为 TFMC 作为潜在 HAs 治疗药

物的开发提供理论依据和实验支持。 

1  材料 

1.1  细胞 

人血管瘤内皮细胞 HemECs（批号 20240921-

083）购自上海泽叶生物科技有限公司。 

1.2  药材 

穿破石购自湖北省五峰稷源中药材种植基地，

经三峡大学汪鋆植教授鉴定为桑科柘属植物构棘

M. cochinchinensis (Lour.) Corner 的根。 

1.3  药品与试剂 

TFMC（（批号 2024092601，质量分数为 98.52%）

由本实验室从穿破石中分离制备而得；二甲基亚砜

（（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 6120541）、MTT

（（批号 320168）购自美国 Sigma 公司；RPMI 1640

培养基（批号 621035）、胎牛血清（批号 10569-

157B）、线粒体膜电位（JC-1）检测试剂盒（批号

T7526）、活性氧（（reactive oxygen species，ROS）检

测试剂盒（（DCFH-DA，批号 S0019）购自美国 Gibco

公司；PI3K 抑制剂 LY294002（（批号 S8738）、HIF-

1α 抑制剂 LW6（批号 541852S）购自美国 Selleck

公司；PI3K 激动剂 740Y-P（（批号 HY-P0175）、HIF-

1α 激动剂 DMOG（批号 HY-G0149）购自美国

MedChemExpress 公司；Annexin V-FITC/PI 试剂盒

（（批号 CA1023）、PI 试剂盒（（批号 CA0572）购自上

海康朗生物科技有限公司；乳酸脱氢酶（lactate 

dehydrogenase，LDH）试剂盒（（批号 20241124）购

自南京建成生物工程研究所；纤连蛋白（（fibronectin，

FN）、基质金属蛋白酶-2（matrix metalloproteinase-

2 ， MMP-2 ）、 MMP-9 试剂盒（批号分别为

202503215、20250319、20250318）购自深圳达科为

生物技术公司；VEGF、VEGFR2、PI3K、Akt、mTOR、

HIF-1α、FN、MMP-2、MMP-9、甘油醛-3-磷酸脱氢

酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase ，

GAPDH）引物（（批号分别为 A0250314、A0250321、
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A0250315、A0250318、A0250320、A0250312、

A0250311、A0250317、A0250310、A0250309）及

DEPC 水（（批号 20250229）、TRIzol（（批号 12236752）

购自生工生物工程（（上海）股份有限公司；Taq DNA

聚合酶（（批号 603524）、Prime ScriptTM RT reagent kit

（（批号 602637）购自日本 TaKaRa 公司；VEGF、p-

VEGFR2、VEGFR2、p-PI3K、PI3K、p-Akt、Akt、

p-mTOR、mTOR、HIF-1α、FN、MMP-2、MMP-9、

β-actin、GADPH 抗体（批号分别为 sc-16324、sc-

3478S、sc-32267、sc-2738S、sc-20254、sc-2547S、

sc-23561、sc-31839、sc-3047S、sc-24250、sc-10435、

sc-4623S、sc-2074S、sc-4368S、sc-2542S）购自美

国 CST 公司；DyLightTM 550、DyLightTM 488、

DyLightTM 405 荧光二抗（批号分别为 2503471S、

2523492S、2503218S）购自美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；抗荧光淬灭剂（（批号 20250324）购

自北京索莱宝科技有限公司；HRP 标记 IgG 抗体

（（批号 ab35479）购自英国 Abcam 公司；蛋白提取

试剂盒（批号 P0267）和 ECL 发光试剂盒（批号

P0358）购自南京碧云天生物技术有限公司。 

1.4  仪器 

VORTEX-6型涡旋仪（（美国Aoran公司）；MA54

型电子天平[梅特勒托利多科技（（中国）有限公司]；

5427R 型高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公司）；

MCO-18AIC 型 CO2 培养箱（日本 Sanyo 公司）；

HVA-110 型高压灭菌锅（（日本 Hirayama 公司）；SW-

CJ-2FD 型超净工作台（苏州净化设备有限公司）；

Infinite 200PRO 型酶标仪（瑞士 Tecan 公司）；

FACSCantoTM II 型流式细胞仪（美国 BD 公司)；

MA200 型倒置显微镜（（日本 Nikon 公司）；OLS3100

型激光共聚焦显微镜（日本 Olympus 公司）；Nano 

Drop One 型核酸测定仪（（美国 Thermo 公司）；CFX 

Opus 96 型实时定量 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）；

DYCZ-24A/B 型转膜电泳槽、DYCZ-20G 型电泳仪、

DYCZ-40S 型垂直电泳槽（北京六一生物科技有限

公司）；Tanon MINI Space2000 型凝胶成像分析系统

（（上海天能生命科学有限公司）。 

2  方法 

2.1  TFMC 的制备和含量测定 

取干燥的穿破石粗粉 1.0 kg，加入 75%乙醇 28 

L 回流提取 2 次，每次 2 h，滤过，合并 2 次滤液，

回收乙醇，得总浸膏 87 g。加蒸馏水充分溶解浸膏，

滤过。取滤液，调 pH 4～5，选用 AB-8 型大孔吸附

树脂纯化，上样，体积流量 4～5 mL/min，上样后静

止 12 h，先用 3 倍树脂体积的 30%乙醇洗脱，而后

用 4 倍树脂体积的 70%乙醇洗脱，体积流量 2～3 

mL/min，收集 70%乙醇的洗脱液，回收乙醇后，减

压浓缩干燥。采用 HPLC 法进行含量测定，GL 

Sciences InertSustain AQ-C18 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈（A）-0.1%磷酸水

溶液（（B），梯度洗脱：0～25 min，5%～15% A；25～

55 min，15%～25% A；55～60 min，25%～5% A；

60～65 min，5% A。体积流量为 1.0 mL/min；检测

波长为 230 nm；柱温为 30 ℃；进样量为 10 μL。结

果显示，花旗松素、柑桔素、桂木生黄素、异胡椒酮

B、山柰酚、槲皮素的质量分数分别为（15.81±

0.24）%、（28.32±1.25）%、（3.06±0.51）%、（4.63±

0.49）%、（9.08±0.13）%、（17.85±0.40）%。 

2.2  TFMC、LY294002、LW6、740Y-P、DMOG

母液的配制 

精密称取适量 TFMC、LY294002、LW6、740Y-

P、DMOG 样品，分别用细胞级别 DMSO 溶解为 20 

mg/mL、40 mmol/L、10 mmol/L、30 mmol/L 和 10 

mmol/L 的母液，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，于 4 ℃

避光保存，使用时用培养基稀释。 

2.3  细胞培养 

HemECs 用含 10%胎牛血清、100 U/mL 青霉

素和 100 μg/mL 链霉素的 RPMI 1640 培养基，在

37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。隔天换 1 次培养液，

待细胞生长至对数生长期时，用胰酶消化细胞，制

成悬液后，接种于培养板中用于后续实验。 

2.4  细胞活力测定 

将 HemECs 以 6×103个/孔接种于 96 孔板中培

养 24 h 后，用 TFMC（（5、10、20、40、60、80 μg/mL）

处理 24、48 h，对照组加入不含药物的培养基，于

超净台中避光操作每孔加入 20 μL MTT 溶液，放入

培养箱继续培养 4 h，用 200 μL 移液枪吸尽培养液，

每孔加入 150 μL DMSO，于微孔振荡板上以 500 

r/min 速度振荡 5 min，采用酶标仪在 490 nm 波长

处测定吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.5  平板克隆实验 

将处于对数生长期的 HemECs 以 1×103 个/孔

接种于 6 孔板中培养 24 h，设置对照组和 TFMC

（（10、20、40 μg/mL）组。TFMC 组加入相应药物处

理细胞，对照组加入不含药物的培养基，培养 24 h
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后，更换为完全培养基继续培养 14 d，每 3 天更换

1 次培养基。培养结束后，依次用 4%多聚甲醛固

定、0.1%结晶紫染色、PBS 溶液清洗后，拍照，用

Image J 软件计数。 

2.6  划痕和 Transwell 侵袭实验 

2.6.1  划痕实验  将处于对数生长期的HemECs以

1×105 个/孔接种于 24 孔板中培养 24 h，设置对照

组和 TFMC（（10、20、40 μg/mL）组。用 200 µL 枪

头尖端在每个培养板上刮取融合的细胞单层，制成

划痕，并在划痕区域的孔上做好标记。用 PBS 冲洗

去除漂浮细胞后，TFMC 组加入相应药物处理细胞，

对照组加入不含药物的培养基，分别在划痕后 0、

24 h，置于倒置显微镜下固定视野拍摄照片，用

Image J 软件计算细胞迁移率。 

细胞迁移率＝(0 h 划痕面积－24 h 划痕面积)/0 h 划痕面积 

2.6.2  Transwell 侵袭实验  将处于对数生长期的

HemECs 以 3×105个/孔接种于 24 孔板中培养 24 h，

设置对照组和 TFMC（（10、20、40 μg/mL）组，TFMC

组加入相应药物处理细胞 24 h，对照组加入不含药

物的培养基。收集细胞，用无血清培养基将细胞浓

度调节至 2×105 个/mL 单细胞悬液。向 24 孔板下

室中加入 600 μL 完全培养基，上室加入 100 μL 预

冷基质胶，待其凝固后，Transwell 上室加入 200 μL

单细胞悬液（（2×105 个/mL），于培养箱中培养 24 h

后，取出小室，PBS 洗涤，于 4%多聚甲醛中固定

20 min 后晾干，用 0.1%结晶紫染料染色，置于倒置

显微镜下观察并拍照，用 Image J 软件计算各组侵

袭细胞数量。 

2.7  AnnexinV-FITC/PI 双染检测细胞凋亡 

将处于对数生长期的 HemECs 以 5×105 个/孔

接种于 6 孔板中培养 24 h，设置对照组、TFMC（（40 

μg/mL）组、PI3K 抑制剂 LY294002（20 μmol/L）

组、HIF-1α 抑制剂 LW6（30 μmol/L）、TFMC＋

LY294002（40 μg/mL＋20 μmol/L）组和 TFMC＋

LW6（40 μg/mL＋30 μmol/L）组[9,12]。另取 6 孔板

接种细胞培养 24 h 后，设置对照组、TFMC（40 

μg/mL）组、PI3K 激动剂 740Y-P（（15 μmol/L）组、

HIF-1α 激动剂 DMOG（（0.5 μmol/L）、TFMC＋740Y-

P（（40 μg/mL＋15 μmol/L）组和 TFMC＋DMOG（（40 

μg/mL＋0.5 μmol/L）组[20-21]。药物干预组加入相应药

物处理，对照组加入不含药物的培养基，培养 24 h 后，

收集细胞，按照 AnnexinV-FITC/PI 试剂盒说明书操

作，采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。 

2.8  PI 染色检测细胞周期 

将处于对数生长期的 HemECs 以 5×105 个/孔

接种于 6 孔板中培养 24 h，按照（“2.7”项下方法进

行分组和处理，收集细胞，按照 PI 试剂盒说明书操

作，采用流式细胞仪检测细胞周期。 

2.9  免疫荧光检测细胞线粒体膜电位和细胞中

ROS 水平 

将处于对数生长期的 HemECs 以 5×105 个/孔

接种于 6 孔板中培养 24 h，按照（“2.7”项下方法进

行分组和处理，收集细胞，按照 JC-1 和 DCFH-DA

检测试剂盒说明书操作，检测各组细胞线粒体膜电

位和 ROS 水平[22]。 

2.10  细胞上清液中 LDH 活性检测 

按照（“2.7”项下方法进行分组和处理，吸取上

清液，按照试剂盒说明书检测各组细胞 LDH 活性。 

2.11  血管生成实验 

将处于对数生长期的 HemECs 以 5×105个/孔接

种于 6 孔板中培养 24 h，按照“2.7”项下方法进行分

组和处理，收集各组上清液，获得条件培养基。

HemECs 以 3×105 个/孔重悬于 100 µL 不同的条件

培养基后，接种于 Matrigel 包被的 96 孔板中，培养

10 h。于倒置显微镜下拍照，通过 Image J 软件计算血

管分支点个数、血管连接点个数和血管总长度[23]。 

2.12  细胞中 VEGF、VEGFR2、FN、MMP-2 及

MMP-9 含量检测 

将处于对数生长期的 HemECs 以 5×105 个/孔

接种于 6 孔板中培养 24 h，按照（“2.7”项下方法进

行分组和处理，收集细胞，按照试剂盒说明书检测

VEGF、VEGFR2、FN、MMP-2 和 MMP-9 含量。 

2.13  qRT-PCR检测HemECs中VEGF/VEGFR2、

PI3K/Akt/HIF-1α 通路和迁移、侵袭相关基因表达 

按照（“2.7”项下方法进行分组和处理，收集细

胞，按照 TRIzol 试剂盒说明书提取 HemECs 总

RNA，用 PrimeScript RT 将其反转录为 cDNA 后，

用 SYBR 荧光染料、高效 PCR 酶在实时定量 PCR

仪上进行扩增，以 GAPDH 作为内参，扩增的结果

用 2−ΔΔCt 表示，引物序列见表 1[9,24]。 

2.14  Western blotting 检测 HemECs 中 VEGF/ 

VEGFR2、PI3K/Akt/HIF-1α 通路和迁移、侵袭相

关蛋白表达 

按照（“2.7”项下方法进行分组和处理，收集细

胞，按照试剂盒说明书提取总蛋白，用核酸测定仪

测定蛋白质含量。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚丙 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因  上游引物序列 (5’-3’) 下游引物序列 (5’-3’) 

VEGF 

VEGFR2 

GGGCAGAATCATCACGAAGT   

CAAGTGGCTAAGGGCATGGA  

AAATGCTTTCTCCGCTCTGA  

ATTTCAAAGGGAGGCGAGCA  

PI3K CCACGACCATCATCAGGTGAA CCTCACGGAGGCATTCTAAAGT 

Akt ATGGCACCTTCATTGGCTAC AACGGACTTCGGGCTCTTG 

mTOR 

HIF-1α 

FN 

MMP-2 

MMP-9 

GCCGCGCGAATATTAAAGGA  

GAACGTCGAAAAGAAAAGTCTCG  

CGGTGGCTGTCAGTCAAAG 

AGCATGTCCCTACCGAGTCT 

TCTCTACTGGGCATTAGGG 

CTGGTTTCCTCATTCCGGCT  

CCTTATCAAGATGCGAACTCACA  

AAACCTCGGCTTCCTCCATAA 

CCCTTGTCTAGGCTCTGCTA 

GTGTCCGAGGAAGATACTTG 

GAPDH AACGGCACAGTCAAGGCTGA  ACG CCAGTAGACTCCACGACAT  

烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF 膜，封闭后分别加入

VEGF（（1∶1 000）、p-VEGFR2（（1∶800）、VEGFR2

（（1∶800）、p-PI3K（1∶600）、PI3K（1∶600）、p-

Akt（（1∶800）、Akt（（1∶1 000）、p-mTOR（（1∶800）、

mTOR（（1∶800）、HIF-1α（（1∶800）、FN（（1∶600）、

MMP-2（（1∶600）、MMP-9（（1∶600）抗体，4 ℃孵

育过夜；洗涤后加入二抗，室温孵育 2 h，加入 ECL

化学发光试剂显影，采用凝胶成像仪成像，通过

Image J 软件分析条带灰度值[8-9,12]。 

2.15  统计学分析 

实验结果用 x s 表示，采用 GraphPad Prism 9

软件对数据进行统计分析，组间比较用 Student’s t

检验，多组间比较用单因素方差分析。 

3  结果 

3.1  TFMC 对 HemECs 增殖的影响 

如图 1-A 所示，与对照组比较，TFMC 作用 24、

48 h 对 HemECs 呈现不同程度的增殖抑制作用，且

具有时间和剂量相关性。经 GraphPad Prism 9 软件计

算，其作用于 HemECs 24、48 h 的半数抑制浓度（half 

inhibitory concentration，IC50）分别为 65.90、34.12 

μg/mL。为了排除 TFMC 对 HemECs 的细胞毒性作

用对细胞迁移、侵袭及血管新生的影响，选用 10、

20、40 μg/mL TFMC 作用 24 h 进行后续研究。 

3.2  TFMC 对 HemECs 克隆形成的影响 

如图 1-B 所示，与对照组比较，TFMC（10、20、

40 μg/mL）可显著抑制 HemECs 克隆形成数（P＜

0.05、0.01），且呈剂量相关性，表明 TFMC 可抑制

HemECs 增殖。 

3.3  TFMC 对 HemECs 迁移和侵袭的影响 

如图 2-A 所示，与对照组比较，TFMC（10、

20、40 μg/mL）组 HemECs 的迁移面积显著减少

（（P＜0.05、0.01）。如图 2-B 所示，与对照组比较，

TFMC（10、20、40 μg/mL）组 HemECs 的侵袭细

胞数量和侵袭指数明显降低（（P＜0.05、0.01）。表明

TFMC 可抑制 HemECs 迁移和侵袭能力。 

3.4  TFMC 对 HemECs 凋亡和细胞周期的影响 

如图 3-A 所示，与对照组比较，TFMC、

LY294002 和 LW6 干预可显著促进 HemECs 凋亡

（（P＜0.01），740Y-P 和 DMOG 可显著抑制细胞凋亡

（（P＜0.01）；与 TFMC 组比较，TFMC 与 LY294002 

 

 

A-TFMC 对 HemECs 存活率的影响；B-TFMC 对 HemECs 克隆形成的影响；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，图 2 同。 

A-effect of TFMC on survival rate of HemECs; B-effect of TFMC on colony formation of HemECs; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group, same as Fig. 2. 

图 1  TFMC 对 HemECs 增殖的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 1  Effect of TFMC on proliferation of HemECs ( x s , n = 5)
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A-划痕实验检测细胞迁移（×100）；B-Transwell 实验检测细胞侵袭（×200）。 

A-cell migration detected by scratch assay (× 100); B-cell invasion detected by Transwell assay (× 200). 

图 2  TFMC 对 HemECs 迁移和侵袭的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 2  Effect of TFMC on migration and invasion of HemECs ( x s , n = 5)

 

与对照组比较：#P＜0.05   ##P＜0.01；与 TFMC 组比较：**P＜0.01，图 4～9 同。 

#P < 0.05  ##P < 0.01 vs control group; **P < 0.01 vs TFMC group, same as Figs. 4—9. 

图 3  TFMC 对 HemECs 凋亡 (A) 和细胞周期 (B) 的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 3  Effect of TFMC on apoptosis (A) and cell cycle (B) of HemECs ( x s , n = 5) 

0 h 

 

 

 

 

24 h 

对照     TFMC 10 μg·mL−1 

TFMC 20 μg·mL−1    TFMC 40 μg·mL−1 

 

对照    TFMC 10 μg·mL−1 TFMC 20 μg·mL−1 TFMC 40 μg·mL−1 

 

对照     10      20      40 
            TFMC/(μg·mL−1) 

对照      10      20      40 
            TFMC/(μg·mL−1) 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

180 

150 

120 

90 

60 

30 

0 

# 

## 

## 

# 

## 

## 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

对照           TFMC        LY294002         LW6   TFMC＋LY294002  TFMC＋LW6 

对照          TFMC         740Y-P         DMOG    TFMC＋740Y-P  TFMC＋DMOG 

TFMC 
LY294002 

LW6 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

40 

30 

20 

10 

0 

对照   TFMC   LY294002 

30 
 

20 
 

10 
 

0 

LW6    TFMC＋L Y294002 

TFMC＋LW6 

对照    TFMC   740Y-P 

DMOG   TFMC＋740Y-P 

TFMC＋DMOG 

对照           TFMC        LY294002         LW6   TFMC＋LY294002  TFMC＋LW6 

对照          TFMC          740Y-P         DMOG    TFMC＋740Y-P  TFMC＋DMOG 

75 

60 

45 

30 

15 

0 

60 

40 

20 

0 

－    ＋     －    －         ＋        ＋ 
－    －     ＋    －         ＋        － 
－    －     －    ＋        －         ＋ 
 
 

－    ＋     －    －         ＋        ＋ 
－    －     ＋    －         ＋        － 
－    －     －    ＋        －         ＋ 
 
 

细
胞
凋
亡
率

/%
 

细
胞
凋
亡
率

/%
 

细
胞
比
例

/%
 

细
胞
比
例

/%
 

细
胞
迁
移
率

/%
 

细
胞
侵
袭
数
量

 

侵
袭
指
数

/%
 

## 

## 
## 

G0/G1         S        G2/M 

** 
## 

** 
## ** 

## ** 
## 

## 

## ## 

G0/G1         S        G2/M 

## ## 
## ## ## 

## # # 

## 

## ## 
## 

## 

0   103  105    

 
0   103  105    

 
0   103  105    

 

0   103  105    

 

0   103  105    

 

0   103  105    

 

0   103  105    

 
0   103  105    

 
0   103  105    

 

0   103  105    

 

0   103  105    

 

0   103  105    

 

105 
104 
103 

102 
 
 

105 
104 
103 

102 
 
 

A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 

0  50 100 150     0  50 100 150     0  50 100 150     0  50 100 150    0  50 100 150     0  50 100 150 

  

 

200 

100 

0 

 

 

FITC-A 

P
I-

A
 

PI 

细
胞
数

 

0  50 100 150     0  50 100 150     0  50 100 150     0  50 100 150    0  50 100 150     0  50 100 150 

  

 

200 

100 

0 

 

 

# 

## 

## 

对照        10        20        40 

              TFMC/(μg·mL−1) 

60 

50 

40 

30 

20 

10 

0 



·9034· 中草药 2025 年 12 月 第 56 卷 第 24 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 December Vol. 56 No. 24 

   

和 LW6 联用可进一步促进 HemECs 凋亡（P＜

0.01），TFMC 与 740Y-P 和 DMOG 联用可显著抑制

细胞凋亡（P＜0.01）。如图 3-B 所示，与对照组比

较，TFMC、LY294002 和 LW6 可显著增加阻滞在

G0/G1期的细胞数量（（P＜0.01），740Y-P 和 DMOG

可显著降低阻滞在 G0/G1期的细胞数量（（P＜0.01）；

与 TFMC 组比较，TFMC 与 LY294002 和 LW6 联

用可进一步增加阻滞在G0/G1期的细胞数量，TFMC

与 740Y-P 和 DMOG 联用可减少阻滞在 G0/G1 期的

细胞数量。表明 TFMC 可促进 HemECs 凋亡，并能

将其阻滞在细胞周期的 G0/G1期。 

3.5  TFMC 对 HemECs 内 ROS 水平和线粒体膜

电位的影响 

如图 4 所示，与对照组比较，TFMC、LY294002

和 LW6 干预可显著升高 HemECs 内 ROS 水平并降

低线粒体膜电位（P＜0.01），740Y-P 和 DMOG 可

显著降低 HemECs 内 ROS 水平并升高线粒体膜电

位（（P＜0.01）；与 TFMC 组比较，TFMC 与 LY294002

和 LW6 联用可进一步升高 HemECs 内 ROS 水平并

降低线粒体膜电位（（P＜0.01），TFMC 与 740Y-P 和

DMOG 联用可降低 HemECs 内 ROS 水平并升高线

粒体膜电位（P＜0.01）。 

 

图 4  TFMC 对 HemECs 内 ROS 水平 (A, ×100) 和线粒体膜电位 (B, ×200) 的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 4  Effect of TFMC on ROS level (A, × 100) and mitochondrial membrane potential (B, × 200) of HemECs ( x s , n = 5) 
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3.6  TFMC 对 HemECs 释放 LDH 的影响 

如图 5 所示，与对照组比较，TFMC、LY294002

和 LW6 组 LDH 活性明显升高（P＜0.01），740Y-P

和 DMOG 组 LDH 活性显著降低（P＜0.01）；与

TFMC 组比较，TFMC 与 LY294002 和 LW6 联用可

进一步促进 HemECs 释放 LDH（（P＜0.01），TFMC

与 740Y-P 和 DMOG 联用可抑制 LDH 释放（P＜

0.01）。 

3.7  TFMC 对 HemECs 血管生成的影响 

如图 6 所示，与对照组比较，TFMC、LY294002 

 

图 5  TFMC 对 HemECs 释放 LDH 的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 5  Effect of TFMC on LDH release of HemECs ( x s , n = 5)

 

图 6  TFMC 对 HemECs 血管生成的影响 (×200; x s , n = 5) 

Fig. 6  Effect of TFMC on angiogenesis of HemECs (× 200; x s , n = 5) 
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和 LW6 组 HemECs 血管分支数量、连接点数量和

总长度明显降低（P＜0.01），740Y-P 和 DMOG 组

HemECs 血管分支数量、连接点数量和总长度显著

升高（P＜0.01）；与 TFMC 组比较，TFMC 与

LY294002 和 LW6 联用可进一步降低血管分支数

量、连接点数量和总长度（（P＜0.01），TFMC 与 740Y-

P 和 DMOG 联用可进一步升高血管分支数量、连接

点数量和总长度（P＜0.01）。表明 TFMC 可抑制

HemECs 血管生成。 

3.8  TFMC 对 HemECs 中 VEGF/VEGFR2 通路

相关基因和蛋白表达的影响 

如图 7 所示，与对照组比较，TFMC、LY294002

和LW6组HemECs中VEGF、VEGFR2分泌，VEGF、

VEGFR2 mRNA 和 VEGF、p-VEGFR2 蛋白表达及

p-VEGFR2/VEGFR2 比值明显降低（P＜0.01）；

740Y-P 和 DMOG 组 HemECs 中 VEGF、VEGFR2

分泌，VEGF、VEGFR2 mRNA 和 VEGF、p-VEGFR2

蛋白表达及 p-VEGFR2/VEGFR2 比值明显升高（P＜

0.01）。与 TFMC 组比较，TFMC 与 LY294002 和

LW6 联用可进一步降低 HemECs 中 VEGF、

VEGFR2 分泌，VEGF、VEGFR2 mRNA 和 VEGF、

p-VEGFR2 蛋白表达及 p-VEGFR2/VEGFR2 比值

（（P＜0.01）；TFMC 与 740Y-P 和 DMOG 联用可显

著升高 HemECs 中 VEGF、VEGFR2 分泌，VEGF、

VEGFR2 mRNA 和 VEGF、p-VEGFR2 蛋白表达及

p-VEGFR2/VEGFR2 比值（P＜0.01）。 

 

图 7  TFMC 对 HemECs 中 VEGF/VEGFR2 通路相关基因和蛋白表达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 7  Effect of TFMC on gene and protein expressions of VEGF/VEGFR2 pathway in HemECs ( x s , n = 5) 
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3.9  TFMC 对 HemECs 中 PI3K/Akt/HIF-1α 通路

相关基因和蛋白表达的影响 

如图 8 所示，与对照组比较，TFMC、LY294002

和 LW6 组 HemECs 中 PI3K、Akt、mTOR、HIF-1α 

mRNA 和 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、HIF-1α 蛋白表

达及 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 比值

明显降低（（P＜0.01）；740Y-P 和 DMOG 组 HemECs

中 PI3K、Akt、mTOR、HIF-1α mRNA 和 p-PI3K、

p-Akt、p-mTOR、HIF-1α 蛋白表达及 p-PI3K/PI3K、

p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 比值显著升高（P＜

0.01）。与 TFMC 组比较，TFMC 与 LY294002 和

LW6 联用可进一步降低 HemECs 中 PI3K、Akt、

mTOR、HIF-1α mRNA 和 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、

HIF-1α 蛋白表达及 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-

mTOR/mTOR 比值（（P＜0.01）；TFMC 与 740Y-P 和

DMOG 联用可显著升高 HemECs 中 PI3K、Akt、

mTOR、HIF-1α mRNA 和 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR、

HIF-1α 蛋白表达及 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-

mTOR/mTOR 比值（（P＜0.01）。各组间 PI3K、Akt、

mTOR 蛋白表达未见有明显差异。 

 

图 8  TFMC 对 HemECs 中 PI3K/Akt/HIF-1α 通路相关基因和蛋白表达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 8  Effect of TFMC on gene and protein expressions of PI3K/Akt/HIF-1α pathway in HemECs ( x s , n = 5) 
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3.10  TFMC 对 HemECs 中迁移、侵袭相关基因和

蛋白表达的影响 

如图 9 所示，与对照组比较，TFMC、LY294002

和 LW6 组 HemECs 中 FN、MMP-2、MMP-9 分泌，

FN、MMP-2、MMP-9 mRNA 和蛋白表达明显降低

（（P＜0.01）；740Y-P 和 DMOG 组 HemECs 中 FN、 

 

图 9  TFMC 对 HemECs 中迁移、侵袭相关基因和蛋白表达的影响 ( x s , n = 5) 

Fig. 9  Effect of TFMC on gene and protein expressions of migration and invasion in HemECs ( x s , n = 5)

FN 

MMP-2 

MMP-9 

β-actin 

 

 

 

2.62×105 

7.20×104 

9.20×104 

4.20×104 

 

FN 

MMP-2 

MMP-9 

β-actin 

 

 

 

2.62×105 

7.20×104 

9.20×104 

4.20×104 

 TFMC 
LY294002 

LW6 

－  ＋  －  －    ＋   ＋ 
－  －  ＋  －    ＋   － 
－  －  －  ＋   －    ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－  ＋  －  －   ＋   ＋ 
－  －  ＋  －   ＋   － 
－  －  －  ＋  －    ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
LY294002 

LW6 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －    －       ＋     ＋ 
－    －    ＋    －       ＋     － 
－    －    －    ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －    －      ＋     ＋ 
－    －    ＋    －      ＋     － 
－    －    －    ＋     －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －    －       ＋     ＋ 
－    －    ＋    －       ＋     － 
－    －    －    ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －    －       ＋     ＋ 
－    －    ＋    －       ＋     － 
－    －    －    ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －    －       ＋     ＋ 
－    －    ＋    －       ＋     － 
－    －    －    ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －    －       ＋     ＋ 
－    －    ＋    －       ＋     － 
－    －    －    ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

－    ＋    －   －       ＋     ＋ 
－    －    ＋   －       ＋     － 
－    －    －   ＋      －      ＋ 
 
 

TFMC 
740Y-P 
DMOG 

100 

80 

60 

40 

20 

0 

150 

120 

90 

60 

30 

0 

80 

60 

40 

20 

0 

1.4 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

0 

1.5 

1.2 

0.9 

0.6 

0.3 

0.0 

0 

1.4 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

0 

1.4 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

0 

1.4 
1.2 
1.0 
0.8 
0.6 
0.4 
0.2 
0.0 

0 

1.5 

1.2 

0.9 

0.6 

0.3 

0.0 

0 

160 

120 

80 

40 

0 

200 

160 

120 

80 

40 

0 

140 
120 
100 
80 
60 
40 
20 

0 

2.0 

1.6 

1.2 

0.8 

0.4 

0.0 

2.1 
1.8 
1.5 
1.2 
0.9 
0.6 
0.3 
0.0 

0 

2.1 
1.8 
1.5 
1.2 
0.9 
0.6 
0.3 
0.0 

0 

2.0 

1.6 

1.2 

0.8 

0.4 

0.0 

1.8 

1.5 

1.2 

0.9 

0.6 

0.3 

0.0 

0 

1.5 

1.2 

0.9 

0.6 

0.3 

0.0 

0 

## 
## ## ** 

## ** 
## ## ## ## ** 

## ** 
## ## 

## ## ** 
## ** 

## 

## 
## 

## ** 
## ** 

## 
## 

## ## ** 
## 

** 
## ## 

## ## ** 
## 

** 
## 

## 
## ## ** 

## 
** 
## 

## ## ## ** 
## ** 

## 
## 

## ## ** 
## ** 

## 

## 

## 
## 

** 
## 

** 
## 

## 

## 
## 

** 
## 

** 
## 

## 

## 
## 

** 
## 

** 
## 

## 

## 
## 

** 
## 

** 
## 

## 

## ## 

** 
## 

** 
## 

## 

## 
## 

** 
## 

** 
## 

## 

## 

## 

** 
## 

** 
## 

## 

## 
## 

** 
## 

** 
## 

## 

## ## 

** 
## 

** 
## 

F
N

 m
R

N
A

相
对
表
达
量

 

M
M

P
-2

 m
R

N
A

相
对
表
达
量

 

M
M

P
-9

 m
R

N
A

相
对
表
达
量

 
M

M
P

-9
蛋
白

相
对
表
达
量

 

F
N

/(
n
g
·m

L
−

1 ) 

M
M

P
-2

/(
n
g
·m

L
−

1 ) 

M
M

P
-9

/(
n
g
·m

L
−

1 ) 

F
N
蛋
白

 
相
对
表
达
量

 
F

N
 m

R
N

A
相
对
表
达
量

 
F

N
/(

n
g
·m

L
−
1 ) 

F
N
蛋
白

 
相
对
表
达
量

 

M
M

P
-2
蛋
白

相
对
表
达
量

 

M
M

P
-2

 m
R

N
A

相
对
表
达
量

 
M

M
P

-2
/(

n
g
·m

L
−
1 ) 

M
M

P
-2
蛋
白

相
对
表
达
量

 

M
M

P
-9

 m
R

N
A

相
对
表
达
量

 
M

M
P

-9
蛋
白

相
对
表
达
量

 
M

M
P

-9
/(

n
g
·m

L
−
1 ) 



 中草药 2025 年 12 月 第 56 卷 第 24 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 December Vol. 56 No. 24 ·9039· 

    

MMP-2、MMP-9 分泌，FN、MMP-2、MMP-9 mRNA

和蛋白表达显著升高（（P＜0.01）。与 TFMC 组比较，

TFMC 与 LY294002 和 LW6 联用可进一步降低

HemECs 中 FN、MMP-2、MMP-9 分泌，FN、MMP-

2、MMP-9 mRNA 和蛋白表达（P＜0.01）；TFMC

与 740Y-P 和 DMOG 联用可显著升高 HemECs 中

FN、MMP-2、MMP-9 分泌，FN、MMP-2、MMP-

9 mRNA 和蛋白表达（P＜0.01）。 

4  讨论 

HAs 虽然是一种良性血管肿瘤，但常常会出现

较为严重的并发症，给患者特别是婴幼儿造成了较

大的伤害。当前放化疗和手术方法虽然在一定程度

上可以防治，但是特殊部位的 HAs 化疗药物的不良

反应严重影响着婴幼儿的治疗。中医虽无此病名，

但从临床表现似属祖国医学（“癥瘕”“积聚”等范畴，

其防治方法有着西医无可比拟的优势。穿破石广泛

应用于风湿痹痛和跌打损伤的治疗[13]。TFMC 为穿

破石中一种重要的黄酮类成分[14]，前期研究发现其

对白血病、乳腺癌具有较好的防治作用，证实其作

用机制与阻滞细胞周期、抑制炎性反应及 VEGF/ 

PI3K/Akt 和促进线粒体凋亡通路密切相关[15-18]；同

时研究还证实 TFMC 及其中成分 gerontoxanthone B

对 HemECs 具有较好的抗增殖、迁移和血管生成活

性[19]。以上研究表明 TFMC 具备作为肿瘤治疗药物

的潜质，值得进一步深入研究。基于上述发现，本

研究以 HemECs 为对象，开展了其防治 HAs 的机

制研究。发现 TFMC、PI3K 抑制剂 LY294002 和

HIF-1α 抑制剂 LW6 均可显著抑制 HemECs 增殖、

迁移、侵袭和成管能力，促进细胞凋亡、LDH 释放

和 G0/G1 期阻滞，升高细胞内 ROS 水平，降低线粒

体膜电位和细胞中 VEGF、VEGFR2、FN、MMP-2

及 MMP-9 含量，下调 HemECs 中 VEGF、VEGFR2、

PI3K、Akt、mTOR、HIF-1α、FN、MMP-2、MMP-

9 mRNA 和 VEGF、p-VEGFR2、p-PI3K、p-Akt、p-

mTOR、HIF-1α、FN、MMP-2、MMP-9 蛋白表达及

p-VEGFR2/VEGFR2、p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-

mTOR/mTOR 比值；TFMC 与 LY294002 或 LW6 联

用可进一步加重这种改变。相反，PI3K激动剂 740Y-

P 和 HIF-1α 激动剂 DMOG 则可以恶化上述变化；

TFMC 与 740Y-P 或 DMOG 联用可逆转这种改变。 

缺氧是导致肿瘤内皮细胞迁移、凋亡敏感性和

血管生成的关键刺激因素[25]。HIF-1a 是缺氧诱导的

血管生成的重要调节因子，而缺氧是各种缺氧实体

瘤中主要的促血管生成因子，HIF-1α 的过表达会促

进 VEGF 表达和 HemEC 生长[9,26]；Lou 等[27]和

Maimaiti 等 [28]研究发现姜黄素可通过抑制 HIF-

1α/VEGF 通路激活来抗 HemECs 增殖，沉默 HIF-

1α 可抑制 HemEC 的存活和迁移；Chen 等[29]进一

步研究发现普萘洛尔通过 HIF-1α 依赖机制抑制

HAs 增殖、血管生成和迁移。由此可见，HIF-1α 的

参与使得 HemEC 更具攻击性的行为。本研究发现

在给予 TFMC 或 HIF-1α 抑制剂 LW6 后，HemECs

的存活率、增殖、迁移、侵袭和成管能力均受到抑

制，导致凋亡加剧和 HemECs 阻滞在 G0/G1期，LDH

释放和 ROS 升高、线粒体膜电位降低，细胞中 HIF-

1α、VEGF mRNA 和蛋白表达明显降低；TFMC 和

LW6 联用则进一步降低上述变化。在给予 HIF-1α

抑制剂 DMOG 后，则呈现相反的改变。上述结果表

明 TFMC可通过干预HIF-1α 来促进HemECs凋亡，

抑制其增殖、迁移、侵袭和成管能力。 

HAs 是由 HemECs 过度增殖形成的肿瘤，

VEGF/VEGFR2 通路的激活在此过程中扮演着重要

角色，具体表现为 VEGF 与 VEGFR2 的结合导致

VEGFR2细胞质结构域中特定酪氨酸残基的自磷酸

化，抑制 VEGF/VEGFR2 通路是阻碍肿瘤生长的有

效途径[30-31]。Zhang 等[9]研究发现敲除 HIF-1α 后，

HemECs 中 VEGF、VEGFR2 mRNA 表达和 VEGF、

p-VEGFR2 蛋白表达水平降低，细胞增殖、存活率、

迁移、侵袭和成管能力受到抑制；通过沉默 HemEC

中的 HIF-1α 并同时转染 pcDNA3.1 VEGF进一步研

究发现，在转染 pcDNA3.1 VEGF 后，HemECs 中

的VEGF、VEGFR2 mRNA表达和VEGF、p-VEGFR2

蛋白表达水平升高，HemECs 的 G0/G1期阻滞减少，

其增殖、存活率、迁移、侵袭和成管能力得以提升；

相反，VEGF 的缺失抑制白细胞介素-6 诱导的 HAs

增殖、迁移、侵袭和成管能力[32-33]。上述研究表明，

VEGF/VEGFR2 通路激活可促进 HemECs 的增殖、

迁移、侵袭、成管能力等恶性行为。本研究发现

HemECs 中 VEGF、VEGFR2 含量，VEGF、VEGFR2 

mRNA 和 VEGF、p-VEGFR2 蛋白表达较高，其细

胞增殖、迁移、侵袭和成管能力强悍；给予 TFMC、

LY294002、LW6 干预及 TFMC 和 LY294002 或 LW6

联用后，HemECs 中 VEGF、VEGFR2 mRNA 表达

和 VEGF、p-VEGFR2 蛋白表达降低，G0/G1 期阻滞

的细胞增加，其增殖、迁移、侵袭和成管能力等恶

性行为得到了有效遏制。而给予 740Y-P、DMOG 干
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预后，HemECs 中 VEGF、VEGFR2 mRNA 表达和

VEGF、p-VEGFR2 蛋白表达升高，G0/G1期阻滞的

细胞降低，其增殖、迁移、侵袭和成管能力等恶性

行为得到了促进；TFMC 和 740Y-P 或 DMOG 联用

后，上述变化得到了逆转。 

近年来，学者们研究发现 PI3K/Akt/mTOR 通路

在调节各种细胞功能中起着重要作用，包括代谢、生

长、增殖、存活、转录和蛋白质合成[34]；该通路也是

人类癌症中最常见的失调信号通路，对肿瘤细胞的

代谢、增殖和细胞存活等基本细胞功能和迁移、侵袭

和成管能力等恶性行为有着广泛影响 [35-36] 。

Longatto-Filho 等[37]研究发现宫颈癌患者的癌组织

中存在 VEGF/VEGFR2 自分泌通路，它可通过催化

PI3K/Akt/mTOR 通路的磷酸化，从而促进细胞增殖

和血管生成等多种作用；Liu 等[8]进一步研究发现沉

默宫颈癌 HeLa 细胞 VEGF 或用 PI3K 抑制剂

LY294002 处理后，细胞中 VEGFR2、PI3K、Akt 和

mTOR 的磷酸化水平、VEGF 表达和细胞的迁移、

侵袭和成管能力明显降低；Li 等[26]和 Ji 等[38]研究

发现，HemECs 中 VEGF/VEGFR2 通路被激活后，

可通过激活其下游的 PI3K/Akt/mTOR 通路触发多

种下游信号，进而促进血管生成；Pan、Lou 和 Medici

等[10-11,39]进一步研究发现，HemECs 在给予枸杞多

糖、雷帕霉素、普萘洛尔和 LY294002 处理后，细

胞中 PI3K、Akt 和 mTOR 的磷酸化水平和细胞的迁

移、侵袭和成管能力明显降低；相反，HemECs 在

给予 Akt 激动剂 IGF-1 后，上述变化被逆转。由此

可见，PI3K/Akt/mTOR 通路激活在 HemECs 迁移、

侵袭和血管生成及 HAs 发病机制中发挥着重要作

用。本研究发现在给予 TFMC、PI3K 抑制剂

LY294002 后，HemECs 中 PI3K、Akt、mTOR mRNA

和 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR 蛋白表达及 p-PI3K/ 

PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/mTOR 比值明显降低；

TFMC 和 LY294002 联用则进一步降低上述变化。

而给予 PI3K 激动剂 740Y-P 干预后，HemECs 中

PI3K、Akt、mTOR mRNA 和 p-PI3K、p-Akt、p-mTOR

蛋白表达及 p-PI3K/PI3K、p-Akt/Akt、p-mTOR/ 

mTOR 比值明显升高；TFMC 和 740Y-P 联用后，上

述变化得到了逆转。上述结果表明 TFMC 可通过抑

制 PI3K/Akt/mTOR 通路的激活来抑制 HemECs 增

殖、迁移、侵袭和成管能力（图 10）。 

FN 是细胞外基质（（extracellular matrix，ECM）

的重要成分，也是 ECM 成分间的支架，在促进 ECM

聚集及炎症细胞趋化和肿瘤细胞迁移和侵袭过程

中发挥着重要作用[40-41]；此外，FN还可以诱导MMP

（（如 MMP-2、MMP-9）的表达，来促进肿瘤细胞的

转移、侵袭和血管生成[42]。研究发现橙皮油素和加

蓬酸可显著抑制黑色素瘤 B16F10 细胞迁移、侵袭 

 

图 10  TFMC 抑制 HemECs 增殖、迁移和血管生成的作用机制 

Fig. 10  Mechanisms of TFMC restraining proliferation, migration and angiogenesis in HemECs 
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和成管能力，且与抑制 FN、MMP-2、MMP-9 活性

及降低 FN、MMP-2、MMP-9 mRNA 和蛋白表达有

关[43-44]。临床研究也证实，FN、MMP-2、MMP-9 表

达与乳腺浸润性导管癌患者和结肠癌患者的生存

率负相关，与淋巴结转移密切相关，研究表明它们

的高表达是乳腺浸润性导管癌、结肠癌预后不良的

指标[45-46]。由此可见，FN、MMP-2、MMP-9 在肿

瘤的转移、侵袭过程中扮演重要角色[47]。本研究发

现 TFMC、LY294002 和 LW6 干预可显著降低

HemECs 中 FN、MMP-2、MMP-9 含量，FN、MMP-

2、MMP-9 mRNA 和蛋白表达；TFMC 和 LY294002

或 LW6 联用可进一步降低以上指标的表达水平。

而给予 740Y-P、DMOG 干预可显著升高 HemECs

中 FN、MMP-2、MMP-9 含量，FN、MMP-2、MMP-

9 mRNA 和蛋白表达；TFMC 和 740Y-P 或 DMOG

联用后，上述变化得到了逆转。此结果与其抑制

HemECs 增殖、迁移、侵袭和成管能力，促进其凋

亡的结果相一致。 

综上，TFMC 可抑制 HemECs 增殖、迁移、侵

袭和血管生成，其作用机制与抑制 VEGF/VEGFR2

和 PI3K/Akt/HIF-1α 通路激活密切相关。本研究为

阐明 TFMC 抗肿瘤机制提供了新视角，TFMC 有望

成为治疗 HAs 的新型候选药物。 
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