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摘  要：目的  探究大黄酸调控血管内皮细胞糖脂代谢功能的机制。方法  用棕榈酸干预人脐静脉内皮细胞（human umbilical 

vein endothelial cells，HUVECs），随后用 2.5、5.0、10.0 μmol/L大黄酸处理 24 h。qRT-PCR检测脂肪酸氧化（fatty acid oxidation，

FAO）及糖酵解的关键酶[肉碱棕榈酰转移酶-1A（carnitine palmitoyltransferase-1A，CPT-1A）、葡萄糖转运蛋白 1（glucose 

transporter protein 1，GLUT1）、6-磷酸果糖-2-激酶/果糖-2,6-双磷酸酶 3（6-phosphofructose-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 

3，PFKFB3）、己糖激酶 2（hexokinase 2，HK2）]的表达情况；Seahorse XF96分析仪检测 FAO和糖酵解水平；ELISA法检

测一氧化氮（nitric oxide，NO）和血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）水平；Western blotting及免

疫荧光观察一氧化氮合酶（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）、VEGF、CPT-1A、PFKFB3表达情况；利用分子对接预

测大黄酸的作用靶点。给予 PPARα抑制剂 norathyriol、FAO抑制剂 etomoxir、糖酵解抑制剂 3PO进行干预，观察大黄酸调

节内皮细胞糖脂代谢功能的变化。结果  棕榈酸能显著上调 HUVECs糖脂代谢酶 CPT-1A、GLUT1、PFKFB3、HK2的表达

（P＜0.05、0.01）；与模型组比较，10.0 μmol/L 大黄酸显著上调 CPT-1A 的 mRNA 表达（P＜0.05），并显著下调 GLUT1、

PFKFB3、HK2的 mRNA表达（P＜0.01）。代谢表型实验发现，大黄酸可以促进 FAO并抑制糖酵解，加入 PPARα抑制剂后

上述现象发生逆转。细胞功能评价结果显示，大黄酸能促进血管舒张因子 NO并抑制病理性血管生成因子 VEGF水平（P＜

0.05、0.01）。分子对接发现大黄酸与 PPARα的亲和力较高。3PO联用大黄酸可抑制糖酵解、促进 FAO，可以升高 eNOS、

NO水平，降低 VEGF水平；大黄酸联用 etomoxir能抑制糖酵解及 FAO，并恢复 eNOS、NO水平，降低 VEGF水平。结论  

大黄酸通过激活 PPARα促进 FAO并抑制糖酵解，进而调节血管内皮细胞 NO、VEGF表达。 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of rhein in regulating function of glucose and lipid metabolism in vascular endothelial 

cells. Methods  Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) was used for intervention with palmitic acid, followed by treatment 

with 2.5, 5.0, 10.0 μmol/L rhein for 24 h. qRT-PCR was used to detect the expressions of fatty acid oxidation (FAO) and key enzymes of 

glycolysis [carnitine palmitoyltransferase-1A (CPT-1A), glucose transporter protein 1 (GLUT1), 6-phosphofructose-2-kinase/fructose-2,6-

bisphosphatase 3 (PFKFB3) and hexokinase 2 (HK2)]; Seahorse XF96 analyzer was used to detect FAO and glycolysis levels; ELISA was 
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used to detect the levels of nitric oxide (NO) and vascular endothelial growth factor (VEGF); Western blotting and immunofluorescence 

were used to observe the expressions of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), VEGF, CPT1-A and PFKFB3; Molecular docking was 

used to predict the target of rhein. After intervened with PPARα inhibitor norathyriol, FAO inhibitor etomoxir and glycolysis inhibitor 3PO, 

the changes in regulation of endothelial cell glucose and lipid metabolism function by rhein was observed. Results  Palmitic acid could 

significantly up-regulate the expressions of glucose and lipid metabolism enzymes (CPT-1A, GLUT1, PFKFB3, HK2) in HUVECs (P < 

0.05, 0.01); Compared with model group, 10.0 μmol/L rhein significantly up-regulated the mRNA expression of CPT-1A (P < 0.05), and 

significantly down-regulated the mRNA expressions of GLUT1, PFKFB3 and HK2 (P < 0.01). Metabolic phenotype experiments found 

that rhein could promote FAO and inhibit glycolysis, and this phenomenon was reversed after the addition of PPARα inhibitors. The results 

of cellular functional evaluation showed that rhein could promote vasodilator factor NO and inhibit the level of pathological angiogenic 

factor VEGF (P < 0.05, 0.01). Molecular docking revealed a high affinity between rhein and PPARα. The combination of 3PO and rhein 

could inhibit glycolysis, promote FAO, increase eNOS and NO levels, and reduce VEGF level; The combination of rhein and etomoxir 

could inhibit glycolysis and FAO, restore eNOS and NO levels, and reduce VEGF level. Conclusion  Rhein promotes FAO and inhibits 

glycolysis by activating PPARα, thereby regulating the expressions of NO and VEGF in vascular endothelial cells. 

Key words: rhein; vascular endothelial cells; glycolysis; fatty acid oxidation; PPARα

在有氧条件下，通过氧化磷酸化产生三磷酸腺

苷（adenosine triphosphate，ATP）是多数细胞的主要

代谢表型，而血管内皮细胞主要通过糖酵解途径供

能[1]。这一代谢表型在保障细胞 ATP 需求的同时，

还满足了血管内皮细胞增殖、迁移和血管生成的需

要[2-3]。此外，脂肪酸氧化（fatty acid oxidation，FAO）

对血管内皮细胞能量代谢和功能的维持同样具有重

要作用，研究显示，内皮细胞的 FAO活跃，与三羧

酸循环偶联的代谢产物主要用于脱氧核糖核苷三磷

酸（deoxyribonucleoside triphosphate，dNTP）、DNA

的合成[4]。特殊的糖脂代谢模式为内皮细胞活动提供

了充足的能量供应，是血管功能的独立调控因素[5-6]。 

近年来，关于内皮细胞在疾病发生发展中的代

谢变化规律及机制研究也取得了新的突破[7]，其中最

受关注的 6-磷酸果糖-2-激酶/果糖-2,6-双磷酸酶（6-

phosphofructose-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase，

PFKFB）家族是一类双功能酶，能同时催化果糖-2,6-

二磷酸的合成和水解，显著提高糖酵解速率。目前

研究认为，PFKFB在缺氧、血流剪切力增加等条件

下过表达[8]，其代谢物乳酸促进了肺动脉高压[9]、动

脉粥样硬化[10]、糖尿病[11]的进展，以及肝癌、直肠

癌、乳腺癌等疾病的病理性血管生成[12-13]，而靶向

抑制内皮细胞 PFKFB显示了良好的治疗效果[10,14]。

同时，FAO紊乱也会影响内皮细胞的正常功能[15-16]，

干预 FAO 关键酶肉碱棕榈酰转移酶-1A（carnitine 

palmitoyltransferase-1A，CPT-1A），可有效抑制病理

性血管生成。提示调节内皮细胞糖脂代谢是抑制血

管相关性疾病的有效方法。 

在初步明确调节糖脂代谢的关键环节后，另一

个重要问题就是寻找作用于内皮细胞代谢关键环

节的有效药物。大黄酸是来源于大黄的主要有效成

分，具有抗炎、调节免疫等作用[17-18]。课题组前期

研究发现，大黄酸入血后不仅含量高且对血管病变

有明显改善作用[19]。且已有研究发现，大黄酸也可

影响肠道嘌呤代谢[20]、控制内分泌和糖脂代谢改善

胰岛素抵抗[17]。但大黄酸是否通过调节血管内皮细

胞代谢治疗血管性疾病及其相关机制尚不清楚。因

此，本研究以人脐静脉内皮细胞（human umbilical 

vein endothelial cells，HUVECs）为研究对象，明确

大黄酸能否通过调节糖脂代谢影响血管内皮细胞

功能，并寻找大黄酸调控糖脂代谢的关键靶点，为

治疗代谢性血管病变提供新的见解。 

1  材料 

1.1  细胞 

HUVECs（货号ZQ1099）购自上海中乔新舟生物科

技有限公司，用含10%胎牛血清的DMEM培养基培养。 

1.2  药品与试剂 

大黄酸（批号 19361-S240901，质量分数为

95.7%）购自上海诗丹德标准技术服务有限公司；FAO

抑制剂 etomoxir（批号 11799，质量分数为 99.40%）、

糖酵解抑制剂 3PO（批号 785839，质量分数为

99.85%）、过氧化物酶体增殖物激活受体 α

（peroxisome proliferators-activated receptor α，PPARα）

抑制剂 norathyriol（批号 244269，质量分数为

99.83%）、棕榈酸（批号 524254，质量分数为 99.76%）

购自美国MedChemExpress公司；CCK-8检测试剂盒

（批号 20240920）购自苏州新赛美生物科技有限公司；

CPT-1A 抗体（批号 00171597）、内皮一氧化氮合酶
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（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）抗体（批号

00098131）、PFKFB3抗体（批号 00131360）、血管内

皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）

抗体（批号 00161541）、β-actin抗体（批号 23006205）

购自武汉三鹰生物技术有限公司；FAO试剂盒（货号

103693-100）、糖酵解试剂盒（货号 103344-100）购自

美国 Agilent 公司；人 L-乳酸 ELISA 试剂盒（批号

20240926）、人一氧化氮（nitric oxide，NO）ELISA试

剂盒（批号 20241011）、人血管内皮生长因子（vascular 

endothelial growth factor，VEGF）ELISA试剂盒（批

号 20241016）购自盐城君行生物科技有限公司。 

1.3  仪器 

SW-CJ-1G型双人无菌操作台（苏州市苏杭科技器

材有限公司）；Leica SP8型共聚焦显微镜（德国Leica

公司）；1736R型低温高速离心机（韩国Geen公司）；

INCO108型CO2细胞培养箱（德国美墨尔特上海贸易

有限公司）；Synergy2 型酶标分光光度读板仪（美国

BioTek公司）；实时荧光定量 PCR系统（美国Applied 

Biosystems公司）；电泳仪、凝胶成像系统（美国Bio-

Rad公司）；Seahorse XF96分析仪（美国Agilent公司）。 

2  方法 

2.1  大黄酸溶液的制备与给药 

将1 mg大黄酸溶于35.2 μL二甲基亚砜（dimethyl 

sulfoxide，DMSO），制备浓度为 100 mmol/L的大黄

酸储备液。取 10 μL储备液，加入 9 990 μL DMEM培

养基，得到 100 μmol/L的大黄酸溶液。HUVECs在棕

榈酸溶液诱导 24 h后，加入 2.5、5.0、10.0 μmol/L大

黄酸溶液干预 24 h后检测相应指标[21]。 

2.2  norathyriol 溶液的制备与给药 

将 0.1 mg norathyriol溶于 414 μL DMSO得到

浓度为 0.93 mmol/L的 norathyriol储备液。取 10 μL

储备液，加入90 μL DMEM培养基，得到92.8 μmol/L

的 norathyriol 溶液。HUVECs 在棕榈酸溶液诱导

24 h后，单独或和大黄酸（10 μmol/L）联合干预 24 h

后检测相应指标[22]。 

2.3  3PO 溶液的制备与给药 

将 1 mg 3PO溶于 475.7 μL DMSO得到浓度为 10 

mmol/L的 3PO储备液。取 2 μL储备液，加入 19.998 

mL DMEM 培养基，得到 10 μmol/L 的 3PO 溶液。

HUVECs 在棕榈酸溶液诱导 24 h 后，单独或和大黄

酸（10 μmol/L）联合干预 24 h后检测相应指标[23]。 

2.4  etomoxir 溶液的制备与给药 

将 1 mg etomoxir溶于 38.2 μL DMSO得到浓度为

80 mmol/L的 etomoxir储备液。取 2 μL储备液，加入

19.998 mL DMEM培养基，得到 80 μmol/L的 etomoxir

溶液。HUVECs在棕榈酸溶液诱导 24 h后，单独或和

大黄酸（10 μmol/L）联合干预 24 h后检测相应指标[15]。 

2.5  棕榈酸溶液的制备与给药 

将 0.1 mg棕榈酸溶于 13 μL DMSO得到浓度

为 3 mmol/L的棕榈酸储备液。取 10 μL储备液，加

入 90 μL DMEM培养基稀释至 300 μmol/L。在细胞

生长至 50%～60%密度时，加入 300 μmol/L的棕榈

酸溶液，诱导 24 h[24]。 

2.6  CCK-8 检测大黄酸对细胞活力的影响 

细胞接种于 96 孔板中，待细胞生长至 70%～

80%密度时，给予不同浓度（（0、1.25、2.50、5.00、

10.00、20.00 μmol/L）大黄酸溶液孵育 24 h。加入

10% CCK-8溶液，孵育 30 min 后，采用酶标仪在

450 nm波长下检测各孔吸光度（A）值，并计算细

胞存活率。 

细胞存活率＝(A 给药－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

2.7  qRT-PCR 检测 CPT1-A、PFKFB3、己糖激酶

2（hexokinase 2，HK2）、葡萄糖转运蛋白 1（glucose 

transporter protein 1，GLUT1）mRNA 表达水平 

收集细胞，按照试剂盒说明书提取总 RNA 并

合成 cDNA，进行 qRT-PCR分析。引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’-3’) 

CPT1-A F: AGGTCGGAAGCCCATGTTGTA 

R: GCTGTCATGCGCTGGAAGTC 

PFKFB3 F: ATTGAATATGCCGTCTCC 

R: CACAAGATACACACATGG 

HK2 F: TACACTCAATGACATCCGAACTG 

R: CGTCCTTATCGTCTTCAATATCC 

GLUT1 F: AGAGTCCATCCCATCCACCA 

R: CCTGCCAAAGCGATTAACAA 

GAPDH F: GACATGCCGCCTGGAGAAAC 

R: AGCCCAGGATGCCCTTTATT 

2.8  细胞能量代谢表型检测 

将 HUVEC 以 1.5×105 个/孔接种在 96 孔板

中，每组 4个复孔。细胞贴壁后，加入大黄酸和/或

抑制剂干预 24 h。分别用加入 FAO试剂盒进行 FAO

测试，糖酵解试剂盒进行糖酵解应激测试，采用

Seahorse XF96分析仪检测 FAO和糖酵解 2种主要

的能量代谢途径。 

2.9  分子对接验证大黄酸与 PPARα 的结合情况 

从 PDB数据库（www.rcsb.org）获取 PPARα蛋

白靶点的 3D 结构文件，转换为 PDB 格式，利用
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Pymol去除无关金属离子，并进行去 H2O、加氢处

理；从 PubChem数据库获得 PPARα抑制剂/激动剂

的 3D 结构，下载 SDF 文件转换成 PDB 格式。从

PubChem 数据库下载大黄酸结构，转换成 PDB 格

式，以进行对接。利用 AutoDock Vina进行受体-配

体对接模拟计算，统计对接结合能及结合位点。 

2.10  免疫荧光检测 CPT-1A、PFKFB3、eNOS、

VEGF 的表达情况 

将细胞爬片置于 24孔板中，细胞以 1×105个/孔

接种。细胞贴壁后，加入大黄酸和/或抑制剂干预

24 h。用 4%多聚甲醛进行固定，并使用 0.3% Triton 

X-100通透处理，滴加 5%牛血清白蛋白，室温封闭

1 h。滴加 100 μL一抗稀释液，4 ℃孵育过夜；滴加

荧光二抗，在室温下孵育 1 h。滴加 DAPI避光孵育

7 min染核，加入抗荧光淬灭剂后，在共聚焦显微镜

下进行图像采集。 

2.11  Western blotting 检测 CPT1-A、PFKFB3、

eNOS、VEGF 的表达情况 

收集细胞，加入裂解液提取蛋白，采用 BCA试

剂盒测定蛋白浓度。蛋白样品经十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF膜，加入 5%牛血清

白蛋白，于摇床上封闭 1 h，用 TBST洗涤 3次，每

次 5 min，加入一抗，4 ℃孵育过夜。TBST洗涤 3次，

加入二抗，室温下摇床孵育 1 h，TBST洗涤 3次后，

滴加 ECL发光液，并使用Chemiscope成像系统成像。 

2.12  L-乳酸、NO 和 VEGF 水平的测定 

收集细胞，加入裂解液裂解后，4 ℃、12 000 

r/min离心 15 min，收集上清液，按照试剂盒说明书

测定 L-乳酸、NO和 VEGF水平。 

2.13  统计学分析 

使用 Graphpad Prism 9软件进行统计分析及作

图。采用 One-way ANOVA检验单因素变量多组间

差异，使用 Tukey进行显著差异检验，实验数据以

x s 表示。 

3  结果 

3.1  大黄酸对 HUVECs FAO 和糖酵解的影响 

HUVECs分别给予 1.25～20.00 μmol/L大黄酸

处理 24 h后，采用 CCK-8法测定细胞存活率，结

果如图 1-A 所示，1.25～10.00 μmol/L 大黄酸对细

胞存活率无明显影响，20.00 μmol/L 大黄酸显著降

低细胞存活率（P＜0.01）。因此，选择 2.5、5.0、10.0 

μmol/L 3个剂量进行后续实验。CPT-1A为 FAO的

限速酶，常被用于评价 FAO水平[25]。通过检测 CPT-

1A的mRNA表达来考察大黄酸对HUVECs中 FAO

的影响。结果显示，与对照组比较，模型组 CPT-1A

的 mRNA表达水平显著升高（P＜0.01，图 1-B）；

与模型组比较，10.0 μmol/L 大黄酸显著上调 CPT-

1A mRNA表达水平（P＜0.05）。为了进一步考察细

胞 FAO 的能力，研究了基于棕榈酸的氧气消耗率

（（oxygen consumption rate，OCR），发现给予外源性

脂肪酸能显著增加 HUVECs中 FAO消耗和线粒体

的呼吸能力（P＜0.01，图 1-G～K），而 10.0 μmol/L

大黄酸能进一步促进 FAO（P＜0.05、0.01）。 

GLUT1、HK2、PFKFB3均是糖酵解的关键酶，

能反映糖酵解情况。结果显示，与对照组比较，模

型组 GLUT1、HK2、PFKFB3的 mRNA表达水平均

显著升高（P＜0.05、0.01，图 1-C～E）；与模型组

比较，2.5、5.0 μmol/L 大黄酸仅对 HK2 的 mRNA

表达水平有显著抑制作用（P＜0.05），而 10.0 μmol/L

大黄酸能显著下调GLUT1、HK2、PFKFB3的mRNA

表达（P＜0.01）。此外，与模型组比较，大黄酸呈

剂量相关性地降低乳酸水平（P＜0.05、0.01，图 1-

F）。进一步进行糖酵解功能测试，发现大黄酸能降

低细胞基础糖酵解水平、糖酵解最大值及糖酵解储

备功能（P＜0.05、0.01，图 1-L、M），且呈剂量相

关性。上述结果显示，促进 FAO、抑制糖酵解是大

黄酸影响 HUVECs代谢的主要特征。 

3.2  大黄酸与 PPARα 的相互作用研究 

PPARα 是细胞代谢变化的关键上游调节因

子[26]，能够上调驱动线粒体和FAO能力增加的基因，

包括线粒体脂质输入蛋白[CPT-1A、CPT2、肉毒碱脂

酰转移酶（ solute carrier family 25 member 20，

SLC25A20）]、过氧化物酶质蛋白[过氧化物酶体发

生因子 11A（peroxisomal biogenesis factor 11A，

PEX11A）、酰基辅酶 A氧化酶 1（acyl-CoA oxidase 

1，ACOX1）以及糖酵解的负调节因子[硫氧还蛋白

相互作用蛋白（ thioredoxin interaction protein，

TXNIP），从而导致 FAO增加，同时限制糖酵解。为

明确 PPARα是否是大黄酸促进 FAO、抑制糖酵解的

有效靶点，利用分子对接分析大黄酸与 PPARα相互

作用的结合能及结合残基（表 2），发现大黄酸与

PPARα的结合能为−8.56 kcal/mol（1 kcal/mol＝4.182 

kJ/mol），仅低于BMS687453，而高于其他7种PPARα

激动剂。大黄酸与 PPARα 的结合残基中 ASP466、

LYS448与绝大多数 PPARα激动剂重合，且 ARG465

残基为大黄酸与 PPARα独有的结合残基（图 2）。 
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A-CCK-8检测不同浓度的大黄酸对细胞存活率的影响（n＝3）；B～E-糖脂代谢酶的 mRNA相对表达量（n＝3）；F-乳酸水平（n＝3）；G-使用

Seahorse XF96分析不同浓度的大黄酸对 HUVECs FAO的影响（n＝4）；H-FAO消耗量；I-基础呼吸；J-ATP产生量；K-最大呼吸量；L-使用

Seahorse XF96分析不同浓度的大黄酸对 HUVECs糖酵解的影响（n＝4）；M-糖酵解、糖分解能力及糖酵解储备能力定量分析；与对照组比较：

*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下图同。 

A-effect of different concentrations of rhein on cell survival rate detected by CCK-8 (n = 3); B—E-relative mRNA expression levels of glycolipid 

metabolism enzymes (n = 3); F-level of lactate (n = 3); G-effect of different concentrations of rhein on FAO in HUVECs analyzed by Seahorse XF96 (n = 

4); H-FAO consumption; I-basal respiration; J-ATP production; K-maximum respiration; L-effect of different concentrations of rhein on glycolysis in 

HUVECs analyzed by Seahorse XF96 (n = 4); M-quantitative analysis of glycolysis, glycolysis capacity and glycolysis reserve capacity; *P < 0.05  

**P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below figures. 

图 1  大黄酸对 HUVECs FAO 和糖酵解的影响 ( x s ) 

Fig. 1  Effect of rhein on FAO and glycolysis in HUVECs ( x s ) 

对照 1.25 2.50 5.00 10.00 20.00 

       大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5  5.0 10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 

模型  

大黄酸 2.5 μmol·L−1 

大黄酸 5.0 μmol·L−1 

大黄酸 10.0 μmol·L−1 

 

对照 

模型  

大黄酸 2.5 μmol·L−1 

大黄酸 5.0 μmol·L−1 

大黄酸 10.0 μmol·L−1 

 

对照 

模型  

大黄酸 2.5 μmol·L−1 

大黄酸 5.0 μmol·L−1 

大黄酸 10.0 μmol·L−1 

 

对照 模型 2.5  5.0 10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5  5.0  10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5   5.0  10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5   5.0  10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5   5.0  10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5  5.0 10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5   5.0 10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

对照 模型 2.5  5.0  10.0 

      大黄酸/(μmol·L−1) 

0  10  20  30  40  50  60  70  80  90 100 110 120 130 

t/min 

0     10   20    30     40   50   60    70   80 

t/min 
糖酵解         糖分解       糖酵解储备 

150 
 
 

100 
 
 

50 
 
 

0 

2.0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

1.5 
 
 

1.0 
 
 

0.5 
 
 

0.0 

3 
 
 

2 
 
 

1 
 
 

0 

2.0 

 

1.5 

 

1.0 

 

0.5 

 

0.0 

8 

 

6 

 

4 

 

2 

 

0 

250 
 

200 
 

150 
 

100 
 

50 
 

0 

250 
 

200 
 

150 
 

100 
 

50 
 

0 

400 

 

300 

 

200 

 

100 

 

0 

800 

 

600 

 

400 

 

200 

 

0 

120 
 

100 
 

80 
 

60 
 

40 
 

20 
 

0 

120 
 

100 
 

80 
 

60 
 

40 
 

20 
 

0 

700 

600 

500 

400 

300 

200 

100 

0 

细
胞
存
活
率

/%
 

 

C
P

T
-1

A
 m

R
N

A
 

相
对
表
达
量

 
 

G
L

U
T

1
 m

R
N

A
 

相
对
表
达
量

 
  

H
K

2
 m

R
N

A
 

相
对
表
达
量

 
  

P
F

K
F

B
3

 m
R

N
A

 
相
对
表
达
量

 
  

乳
酸

/(
m

m
o
l·

L
−

1
) 

O
C

R
/(

p
m

o
l·

m
in

−
1
) 

F
A

O
消
耗
量

/(
p

m
o
l·

m
in

−
1
) 

基
础
呼
吸

/(
p

m
o

l·
m

in
−

1
) 

A
T

P
产
生
量

/(
p
m

o
l·

m
in

−
1
) 

最
大
呼
吸
量

/(
p

m
o
l·

m
in

−
1
) 

糖
酵
解
产
酸
速
率

/ 

(m
p

H
·m

in
−

1
) 

糖
酵
解
产
酸
速
率

/ 

(m
p

H
·m

in
−

1
) 

# 

** 

## 

* 

* 

# # 
** 

## 

# # 
## 

** 

** 

## 

** 

## 

** 

# 

** 

# 

** 

# 

# # 

## 

** 

# # 

## 

** # # 
## 

** 

葡萄糖   寡霉素    2-DG 

A                                  B                           C                          D 

E                              F                            G 

H                              I                             J                             K 

L                                                             M 

etomoxir    寡霉素     FCCP  rotenone/ 
                            antimycin A 



·6212· 中草药 2025年 9月 第 56卷 第 17期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 September Vol. 56 No. 17 

   

 表 2  PPARα 与大黄酸及 PPARα 激动剂的结合能及结合残基情况 

Table 2  Binding energy and residues of PPARα with rhein and agonist of PPARα 

化合物 
结合能/ 

(kcal·mol−1) 
结合残基 化合物 

结合能/ 

(kcal·mol−1) 
结合残基 

BMS687453 −8.85 ASP466、LYS448、MET467 WY-14643 −7.26 LYS448、TRY464、GLN445 

大黄酸 −8.56 ASP466、LYS448、ARG465 吉非罗齐 −7.10 LYS448、GLN445 

埃拉菲布拉诺 −8.47 ASP466、LYS448 沙罗格列扎 −7.10 LYS449 

非诺贝特酸 −7.69 LYS448、GLN442 氯贝酸 −6.09 ASP466 

非诺贝特 −7.52 ASP466、LYS448、GLN442    

1 kcal·mol−1＝4.182 kJ·mol−1 

 

图 2  PPARα 与大黄酸的互作情况 

Fig. 2  Interaction between PPARα and rhein 

3.3  大黄酸通过激活 PPARα 调节糖脂代谢关键酶

CPT-1A 及 PFKFB3 表达 

为了验证分子对接结果的准确性，采用

PPARα抑制剂 norathyriol观察大黄酸对CPT-1A及

PFKFB3 表达的影响（图 3-A）。免疫荧光结果显

示，与模型组比较，大黄酸显著增强了 CPT-1A的

荧光强度（（P＜0.01，图 3-B、C），降低了 PFKFB3

的荧光强度（P＜0.01，图 3-D、E），而 norathyriol

能显著逆转上述变化（P＜0.01）。Western blotting结

果显示，与模型组比较，大黄酸显著上调 CPT-1A的

蛋白表达（P＜0.05，图 3-F、G），显著下调 PFKFB3

的蛋白表达（P＜0.05，图 3-F、H），而 norathyriol

干预能显著抑制 CPT-1A 蛋白表达（P＜0.01），并

促进 PFKFB3蛋白表达（P＜0.05），与免疫荧光结

果一致。 

3.4  大黄酸通过激活 PPARα 调节 eNOS 及 VEGF

表达 

eNOS、VEGF为血管舒张功能及病理性血管生

成的代表性指标[27]，因此通过检测 eNOS、VEGF的

表达探讨大黄酸通过调控糖脂代谢对内皮细胞功

能的影响。免疫荧光结果显示，大黄酸显著增加

eNOS的荧光强度（P＜0.05，图 4-A、B），显著降

低 VEGF的荧光强度（P＜0.01，图 4-C、D）；而加

入 PPARα抑制剂 norathyriol后，eNOS的荧光强度

显著降低（P＜0.01），VEGF 的荧光强度显著增加

（（P＜0.01）。Western blotting结果显示，与模型组比

较，大黄酸显著上调 eNOS的蛋白表达（P＜0.05，

图 4-E、F），显著下调 VEGF的蛋白表达（P＜0.01，

图 4-E、G）；给予 norathyriol干预后，显著逆转大

黄酸对 eNOS、VEGF的调控作用（P＜0.05）。 

BMS687543                                 大黄酸                                  埃拉菲布拉诺 

非诺贝特酸                                 非诺贝特                                   WY-14643 

吉非罗齐                                 沙罗格列扎                                   氯贝酸 
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A-大黄酸调控糖脂代谢机制图；B、C-免疫荧光检测 CPT-1A的表达（×40，n＝3）；D、E-免疫荧光检测 PFKFB3的表达（×40，n＝3）；F～

H-Western blotting检测 CPT-1A、PFKFB3蛋白表达（n＝3）；&P＜0.05  &&P＜0.01，下图同。 

A-mechanism diagram of rhein in regulating glycolipid metabolism; B, C-CPT-1A expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); D, E-PFKFB3 

expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); F—H-CPT-1A and PFKFB3 protein expressions detected by Western blotting (n = 3); &P < 0.05  

&&P < 0.01, same as below figures. 

图 3  干预关键靶点 PPARα 后 HUVECs 中 CPT-1A 及 PFKFB3 的表达情况 ( x s ) 

Fig. 3  Expressions of CPT-1A and PFKFB3 in HUVECs after intervention of key target PPARα ( x s )
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A、B-免疫荧光检测 eNOS的表达（×40，n＝3）；C、D-免疫荧光检测 VEGF的表达（×40，n＝3）；E～G-Western blotting检测 eNOS、VEGF

蛋白表达（n＝3）。 

A, B-eNOS expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); C, D-VEGF expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); E—G-eNOS 

and VEGF protein expressions detected by Western blotting (n = 3). 

图 4  干预关键靶点 PPARα 后 HUVECs 中 eNOS 及 VEGF 的表达情况 ( x s ) 

Fig. 4  Expressions of eNOS and VEGF in HUVECs after intervention of key target PPARα ( x s ) 

3.5  大黄酸调控 HUVECs 糖脂代谢及功能的相关

性研究 

为进一步探讨大黄酸影响糖脂代谢与调节血管

活性分子表达之间的关系，分别给予糖酵解抑制剂

3PO和 FAO抑制剂 etomoxir进行干预（图 5-A）。结

果显示，与对照组比较，模型组 NO、VEGF水平显

著升高（P＜0.01，图 5-B、C）；与模型组比较，3PO

联用大黄酸显著升高NO水平（P＜0.01），并显著降

低VEGF水平（P＜0.01）；etomoxir联用大黄酸可显

著降低 NO水平（P＜0.01），且其效果优于单用大黄

酸（P＜0.05）；etomoxir单独或联用大黄酸均能显著

降低VEGF水平（P＜0.01），但二者作用无明显区别。 
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A-内皮细胞代谢机制示意图；B、C-ELISA检测 NO及 VEGF水平（n＝6）；D-使用 Seahorse XF96分析加入不同抑制剂后大黄酸对 HUVECs 

FAO 的影响（n＝4）；E-FAO 消耗量；F-基础呼吸；G-ATP 产生量；H-最大呼吸量；I-使用 Seahorse XF96 分析加入不同抑制剂后大黄酸对

HUVECs糖酵解的影响（n＝4）；J-糖酵解、糖分解能力及糖酵解储备能力定量分析。 

A-schematic diagram of endothelial cell metabolism mechanism; B, C-NO and VEGF levels detected by ELISA (n = 6). D-effect of rhein on FAO of 

HUVECs after adding different inhibitors analyzed by Seahorse XF96 (n = 4); E-FAO consumption; F-basal respiration; G-ATP production; H-maximum 

respiration; I-effect of rhein on glycolysis of HUVECs after adding different inhibitors analyzed by Seahorse XF96 (n = 4); J-quantitative analysis of 

glycolysis, glycolysis capacity and glycolysis reserve capacity. 

图 5  大黄酸调控 HUVECs 糖脂代谢及功能的相关性研究 ( x s ) 

Fig. 5  Correlation study on regulation of glucose and lipid metabolism and function of HUVECs by rhein ( x s )
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通过检测细胞能量代谢表型，发现 norathyriol 显著

逆转大黄酸促进 FAO、抑制糖酵解的作用（P＜0.05、

0.01，图 5-D～J），etomoxir显著逆转大黄酸促进 FAO

的作用（P＜0.01）；与单用大黄酸相比，3PO联用大

黄酸对 FAO的作用没有明显变化，但对糖酵解表现

出显著的抑制作用（P＜0.05）。上述结果提示，血管

舒张因子 NO的合成及分泌主要受 FAO的影响，而

VEGF的调节可受糖酵解与 FAO的双重影响。 

3.6  抑制 FAO 关键酶后大黄酸对 eNOS 及 VEGF

表达的影响 

为了进一步阐明大黄酸调控 HUVECs 糖脂代

谢与病理性血管生成及血管舒张之间的关系，考察

了加入 etomoxir后 HUVECs中 eNOS及 VEGF 的

表达情况。免疫荧光结果显示，与模型组比较，大

黄酸组 eNOS的荧光强度显著增加（P＜0.01，图 6-

A、B），加入 etomoxir后 eNOS荧光强度显著减弱 

 

A、B-免疫荧光检测 eNOS的表达（×40，n＝3）；C、D-免疫荧光检测 VEGF的表达（×40，n＝3）；E～G-Western blotting检测 eNOS、VEGF

蛋白表达（n＝3）。 

A, B-eNOS expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); C, D-VEGF expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); E—G-eNOS 

and VEGF protein expressions detected by Western blotting (n = 3). 

图 6  抑制 FAO 关键酶后 HUVECs 中 eNOS 及 VEGF 的表达情况 ( x s ) 

Fig. 6  Expressions of eNOS and VEGF in HUVECs after inhibition of key enzymes of FAO ( x s ) 
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（（P＜0.01）。与模型组比较，大黄酸组 VEGF的荧光

强度显著减弱（P＜0.01，图 6-C、D），加入 etomoxir

后 VEGF荧光强度没有明显变化。Western blotting

结果（图 6-E～G）进一步证实，与单用大黄酸相比，

大黄酸联用 etomoxir 显著抑制 eNOS 的表达（P＜

0.01），而对 VEGF的表达无明显影响。 

3.7  抑制糖酵解关键酶后大黄酸对 eNOS及VEGF

表达的影响 

进一步考察了糖酵解关键酶 PFKFB3 抑制剂

3PO 对 HUVECs 中 eNOS 及 VEGF 的表达情况。

免疫荧光结果显示，与模型组比较，大黄酸组 eNOS

的荧光强度显著增加（P＜0.01，图 7-A、B），加入

3PO后 eNOS荧光强度进一步增加（P＜0.05）。与

模型组比较，大黄酸组 VEGF的荧光强度显著减弱

（（P＜0.01，图 7-C、D），加入 3PO后 VEGF荧光强

度进一步减弱（P＜0.05）。Western blotting结果（图

7-E～G）显示，与单用大黄酸相比，大黄酸联用 3PO

显著促进 eNOS的表达（P＜0.05），显著抑制 VEGF

的表达（P＜0.05）。表明在大黄酸和 3PO双重抑制

糖酵解后，可促进 eNOS表达，并抑制 VEGF表达。 

 

A、B-免疫荧光检测 eNOS的表达（×40，n＝3）；C、D-免疫荧光检测 VEGF的表达（×40，n＝3）；E～G-Western blotting检测 eNOS、VEGF

蛋白表达（n＝3）。 

A, B-eNOS expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); C, D-VEGF expression detected by immunofluorescence (× 40, n = 3); E—G-eNOS 

and VEGF protein expressions detected by Western blotting (n = 3). 

图 7  抑制糖酵解关键酶后 HUVECs 中 eNOS 及 VEGF 的表达情况 ( x s ) 

Fig. 7  Expressions of eNOS and VEGF in HUVECs after inhibition of key enzymes of glycolysis ( x s ) 
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4  讨论 

内皮细胞糖脂代谢的正常运转不仅维持细胞

生长、控制迁移和调节血管新生的必要因素[28]，还

可通过细胞-细胞、细胞-基质间的通讯影响相邻细

胞及周围组织微环境[29-31]。糖脂代谢异常在糖尿

病、动脉粥样硬化、纤维化疾病、癌症等众多疾病

中均有发现，可以说从一定程度上也促成了上述疾

病的发生发展[32]。如肝癌作为富血管肿瘤，其代偿

性机制导致的大血管病变与微血管生成是一大治

疗难点。在病理性血管生成的过程中，血管舒缩因

子[NO、内皮缩血管肽-1（（endothelin-1，ET-1）、血

栓素 A2（thromboxane A2，TXA2）等]失调导致的

内皮细胞功能障碍、糖脂代谢异常均推动了肝癌恶

化。近年来，也有研究发现，MK/整合素信号通路[33]、

RhoA/ROCK[34]等机械力学信号通路直接或间接参

与了血管病变，可能与CD36/PPAR/CPT-1[35]、磷脂酰

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

白激酶 B（（protein kinase B，Akt）[36]等经典的代谢

相关通路形成串扰。因此，深入研究内皮细胞代谢

异常，寻找生化与机械力学偶联机制的新调控点是

未来研究的热点，不仅可为开发抗异常血管生成药

物提供基础，还可以为各种血管相关疾病的诊断和

治疗提供有益帮助。 

在本研究中，首先构建了棕榈酸诱导的代谢应

激模型，使 HUVECs 呈现出糖脂代谢的共激活状

态，这可能由于长链脂肪酸一方面激活了线粒体 β-

氧化[37]，另一方面低浓度的棕榈酸可能模拟生理性

脂肪酸信号，通过 G 蛋白偶联受体 40（G protein-

coupled receptor 40，GPR40）/游离脂肪酸受体 1（（free 

fatty acid receptor 1，FFAR1）等受体激活 PI3K/Akt，

促进了葡萄糖摄取[38]。随后给予不同浓度的大黄酸

干预，发现 10.0 μmol/L大黄酸在促进 FAO的同时

抑制糖酵解，这种特殊调节方式可能与 PPARα的作

用一致。PPARα激活可上调 CPT-1A等线粒体 β-氧

化关键酶，但会降低胰岛素受体底物敏感性，阻碍

PI3K/Akt信号传导，减少 GLUT膜转位和葡萄糖摄

取[39]。为探究 PPARα是否是大黄酸作用的靶点，利

用分子对接方法将大黄酸和 8 种已知的 PPARα 激

动剂与 PPARα进行结合能和结合残基的分析，证实

了大黄酸与 PPARα 结合的可能性。免疫荧光和

Western blotting结果证实，抑制 PPARα能逆转大黄

酸促进 FAO并抑制糖酵解的作用。同时发现，抑制

PPARα后能够逆转大黄酸促进 NO、抑制 VEGF表

达的作用。为了进一步明确大黄酸与 PPARα调节糖

脂代谢的潜在机制，分别抑制下游 FAO和糖酵解后

观察 eNOS 及 VEGF 的表达，发现抑制 FAO 会降

低血管内皮细胞 eNOS和 VEGF的表达；单独抑制

糖酵解后，血管内皮细胞 eNOS表达升高，而 VEGF

表达下降。上述结果证明，大黄酸可通过 PPARα促

进 FAO 影响血管内皮细胞 eNOS 与 VEGF 表达。

同时，大黄酸通过激活 PPARα抑制细胞糖酵解，进

一步减少了VEGF表达，从而抑制病理性血管生成。

本研究揭示了大黄酸调节血管内皮细胞糖脂代谢

的作用机制，明确了大黄酸调节血管内皮细胞糖脂

代谢的关键靶点，为大黄酸更好地应用于富血管疾

病的治疗提供了理论依据。 
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