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摘要： 目的　 探究血必净注射液对高糖高脂 （ＨＧ ／ ＨＦ， ４４ ／ １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 诱导血管内皮细胞损伤的影响。 方法　 先设

置对照组和 ２、 ５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组； 后设置对照组、 ＨＧ ／ ＨＦ 组、 ＨＧ ／ ＨＦ＋２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射

液组； 最后设置对照组、 ＨＧ ／ ＨＦ 组、 ＨＧ ／ ＨＦ＋ １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组、 ＨＧ ／ ＨＦ＋ １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液＋ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＹ２９４００２ （ＰＩ３Ｋ 抑制剂） 组。 采用 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导建立 ＨＵＶＥＣｓ 细胞损伤模型； 划痕实验检测细胞修复能力；
ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖能力； ＥＬＩＳＡ 法检测细胞培养上清液内皮素⁃１ （ＥＴ⁃１） 水平； 生化试剂盒检测细胞上清液一氧

化氮 （ＮＯ） 水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路相关蛋白表达； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测细胞肿瘤坏死

因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃６ （ ＩＬ⁃６） ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与对照组比较， ＨＧ ／ ＨＦ 组细胞修复能力、 细胞迁移能

力及细胞存活率均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ＥＴ⁃１ 水平和 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＶＧＦＲ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较， ＨＧ ／ ＨＦ＋５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净

注射液组细胞修复能力、 细胞迁移能力及细胞存活率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＮＯ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＥＴ⁃１ 水平和 ＩＬ⁃６、
ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＶＧＦＲ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； 与 ＨＧ ／ ＨＦ＋ １０
μＬ ／ ｍＬ血必净注射液组比较， ＨＧ ／ ＨＦ＋１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液＋ＬＹ２９４００２ 组细胞 ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＥＴ⁃１ 水平

和 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 血必净注射液可能通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路改善 ＨＧ ／
ＨＦ 诱导的血管内皮细胞损伤。
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　 　 随着科技生活和物质生活的极大提升， 高糖高

脂 （ｈｉｇｈ ｇｌｕｃｏｓｅ ／ ｈｉｇｈ ｆａｔ， ＨＧ ／ ＨＦ） 饮食摄入显著

增加， 机体长期呈现 ＨＧ ／ ＨＦ 代谢超负荷病态［１］，
形成高血糖、 高血脂症。 这种病态不仅增加血液黏

稠度， 促进动脉粥样硬化形成， 还会严重累及血管

内皮细胞并产生应激损伤［２］。 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导的血管

内皮损伤已成为多种心血管疾病发生发展的关键

性病理基础［３⁃９］ 。 目前， 针对内皮损伤的干预手

段有限， 探索高效、 多靶点的治疗策略成为研究

热点。
磷脂酰肌醇 ３⁃激酶 ／蛋白激酶 Ｂ ／血管内皮生长

因子受体 （ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ） 信号通路是调控内

皮细胞存活、 增殖及血管稳态的核心信号网络［１０］。
现代研究已证实， 芹菜素和柚皮苷均能通过激活

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路改善 ＨＧ ／ ＨＦ 应激造成的血管内皮细

胞失调［１１⁃１２］。
血必净注射液是由红花、 赤芍、 川芎等组成的

复方制剂［１３］， 具有活血化瘀、 抗炎、 抗氧化等作

用［１３］。 临床常用于脓毒症、 多器官功能障碍等疾

病的辅助治疗。 现代研究证实， 血必净注射液对心

肌细胞缺血再灌注损伤具有保护作用［１４］， 但其对

ＨＧ ／ ＨＦ 诱导的血管内皮细胞损伤及其可能机制尚

未见报道。 本研究旨在阐明血必净注射液对 ＨＧ ／
ＨＦ 诱导的血管内皮细胞损伤的修复作用及其可能

的机制， 以期为其临床辅助治疗 ＨＧ ／ ＨＦ 引起的相

关代谢性疾病提供实验依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株 　 人体脐静脉内皮细胞 （ＨＵＶＥＣｓ）
购自美国 ＡＴＣＣ 细胞库。
１􀆰 ２　 药物、 试剂与仪器 　 血必净注射液 （批号

２３０１２４１） 由天津红日药业股份有限公司生产；
ＰＩ３Ｋ 抑制剂 （ＬＹ２９４００２， 货号 ＨＹ⁃１０１０８Ａ） 购自

美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公司。 胎牛血清购自浙江天

杭生物科技股份有限公司； ＤＭＥＭ 培养基购自北

京索莱宝科技有限公司； β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、 山羊抗兔

二抗、 山羊抗鼠二抗 （货号 Ａ０１２６３、 ＢＡ１０５４、
ＢＡ１０５０） 均购自武汉博士德生物工程有限公司；
ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＶＧＦＲ 抗体 （货号 ＡＢ３０２９５８、 ＡＢ８８０５、
ＡＢ７６４６４） 均购自英国 Ａｂｃａｍ 公司； ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃
Ａｋｔ 抗体 （货号 １７３６６Ｓ、 ４０６０Ｓ） 均购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＥＴ⁃１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货
号 ２Ｈ⁃ＫＭＬＨｊ３１１０９５） 购自南京建成生物工程研究

所。 细胞孵育箱、 ６８０ 型酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）； 荧光倒置显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。

２　 方法

２􀆰 １　 ＨＵＶＥＣｓ 细胞培养 　 参考王昆等［１５］ 方法，
ＨＵＶＥＣｓ 细胞用完全培养基 （含 １０％ 胎牛血清和

１％ 内皮细胞生长因子的 ＤＭＥＭ）， 置于 ３７ ℃、 ５％
ＣＯ２ 细胞孵育箱中培养。
２􀆰 ２ 　 实 验 分 组 　 探究血必 净 注 射 液 对 正 常

ＨＵＶＥＣｓ 细胞存活率的影响时， 设置对照组和 ２、
５、 １０、 ２０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组。 探究血必净注

射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞存活率、
修复能力、 迁移能力、 细胞因子分泌能力和 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路的影响时， 设置对照组、 ＨＧ ／
ＨＦ 组、 ＨＧ ／ ＨＦ ＋ ２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液

组。 探究 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路抑制剂逆转血

必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞分

泌细胞因子的影响时， 设置对照组、 ＨＧ ／ ＨＦ 组、
ＨＧ ／ ＨＦ＋１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组、 ＨＧ ／ ＨＦ＋１０
μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液＋１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＬＹ２９４００２ 组。 使

用含有 ４４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 葡萄糖和 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 棕榈酸的

ＨＧ ／ ＨＦ 溶液作用 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ２４ ｈ 建立损伤

模型［１１］。
２􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 实验检测细胞存活率 　 取状态良好的

ＨＵＶＥＣｓ 细胞接种于 ９６ 孔细胞培养板， 贴壁生长

至融合度约为 ９０％ 时， 按照 “２􀆰 ２” 项下分组处理

细胞 ２４ ｈ 后， 加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 试剂， 继续培养

１ ｈ后， 使用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定吸光度

值， 记录并计算细胞存活率［１５］。
２􀆰 ４　 细胞划痕实验检测细胞修复能力　 取状态良

好的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞接种于 ６ 孔细胞培养板， 贴壁生

长至融合度约为 ９０％ 时， 用 ２００ μＬ 移液枪头沿着

直尺划痕， 弃细胞培养液， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 于倒置

显微镜下拍照记录 ０ ｈ 细胞划痕距离， 按照 “２􀆰 ２”
项下分组处理细胞 ２４ ｈ 后取出， 于倒置显微镜下

拍照记录 ２４ ｈ 细胞划痕距离［１６］。
２􀆰 ５　 细胞 ＮＯ 水平检测 　 取状态良好的 ＨＵＶＥＣｓ
细胞接种于 ６ 孔细胞培养板， 贴壁生长至融合度约

为 ９０％ 时， 按照 “２􀆰 ２” 项下分组处理细胞 ２４ ｈ，
取细胞培养基至 ＥＰ 管中， 按照 ＮＯ 试剂盒说明书

配好试剂并加入到 ＥＰ 管中， 混匀， ３７ ℃水浴孵育

６０ ｍｉｎ， 加入显色剂后混匀， 室温静置 １０ ｍｉｎ， 用

酶标仪在 ５５０ ｎｍ 波长处测定吸光度值［１５］。
２􀆰 ６　 细胞 ＥＴ⁃１、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平检测 　 取状态

良好的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞接种于 ６ 孔细胞培养板， 贴壁

生长至融合度约为 ９０％ 时， 按照 “２􀆰 ２” 项下分组

处理细胞 ２４ ｈ， 按相应试剂盒说明书步骤操作， 使
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用标准溶液建立标准曲线， 完成样品制备， 最后用

酶标仪测定吸光度， 代入标准曲线中计算样品 ＥＴ⁃
１、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平［１７］。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测相关蛋白表达　 取状态良

好的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞接种于 １０ ｃｍ 细胞培养皿， 贴壁

生长至融合度约为 ９０％ 时， 按照 “２􀆰 ２” 项下分组

处理细胞 ２４ ｈ， 弃去培养基， ＰＢＳ 清洗 ２ 次， 每皿

细胞加入 ４００ μＬ 细胞裂解液 （ＰＭＳＦ ∶ ＲＩＰＡ 裂解

液 ＝ １ ∶ １００）， 置于 ４ ℃冰箱裂解 １５ ｍｉｎ （每 ５ ｍｉｎ
摇动 １ 次）， 用细胞刮刮取细胞， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １５ ｍｉｎ， 取上清液 （即总蛋白）， 测定蛋白浓

度。 蛋白样本加入 ４×上样缓冲液， 煮沸 １０ ｍｉｎ 进

行变性， 根据蛋白浓度结果计算上样量， 采用

１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离， 湿转到 ＰＶＤＦ 膜

上， ＰＶＤＦ 膜用 ７％ 脱脂牛奶封闭 １􀆰 ５ ｈ， 加一抗

４ ℃冰箱孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加二抗 ４ ℃
冰箱孵育 ８ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 最后用 ＥＣＬ 化学

发光法于凝胶成像系统进行检测［１７⁃１８］。

２􀆰 ８　 统计学分析 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件

进行处理， 计量资料以均数±标准差 （ｘ±ｓ） 表示，
２ 组间比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用单因素方

差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 血必净注射液对正常 ＨＵＶＥＣｓ 细胞和 ＨＧ ／ ＨＦ
诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞存活率的影响 　 与对照

组比较， 正常 ＨＵＶＥＣｓ 细胞经过 ２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ
血必净注射液处理 ２４ ｈ 后， 细胞存活率无明显变

化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； 当血必净注射液质量浓度增至 ２０
μＬ ／ ｍＬ 时， 细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明 ２０
μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液具有细胞毒性， 故选择 ２、 ５、
１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液进行后续实验， 见图 １Ａ。
与对照组比较， 加入 ＨＧ ／ ＨＦ 溶液干预时， 细胞存

活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 经过 ５ 和 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净

注射液处理后， 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明

血必净注射液能够改善 ＨＧ ／ ＨＦ 造成的增殖损伤，
并呈浓度依赖性， 见图 １Ｂ。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 血必净注射液对正常 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 （Ａ） 和 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 （Ｂ） 存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ
细胞修复能力的影响 　 如图 ２ 所示， 与对照组比

较， ＨＧ ／ ＨＦ 组细胞自我修复能力减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０５）；
与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较， ＨＧ ／ ＨＦ＋５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净

注射液组细胞自我修复能力提高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ３　 血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ
细胞迁移能力的影响 　 如图 ３ 所示， 与对照组比

较， ＨＧ ／ ＨＦ 组细胞迁移率降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）； 与

ＨＧ ／ ＨＦ 组比较， ＨＧ ／ ＨＦ＋５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注

射液组细胞迁移率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ４　 血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ
细胞 ＥＴ⁃１、 ＮＯ 水平及 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达的

影响　 如图 ４ 所示， 与对照组比较， ＨＧ ／ ＨＦ 组细

胞 ＥＴ⁃１ 水平和 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜

０􀆰 ０５）， ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比

较， ＨＧ ／ ＨＦ＋ ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组细胞

ＥＴ⁃１ 水平和 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， ＮＯ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明血必净注

射液能够修复 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞因

子分泌障碍， 减少炎症发生。
３􀆰 ５　 血必净注射液对 ＨＧ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ
细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路蛋白表达的影响　 如

图 ５ 所示， 与对照组比较， ＨＧ ／ ＨＦ 组细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／
ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、 ＶＧＦＲ 蛋 白 表 达 降 低 （ Ｐ＜
０􀆰 ０５）； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较， ＨＧ ／ ＨＦ＋５、 １０ μＬ ／ ｍＬ
血必净注射液组细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ、
ＶＧＦＲ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
３􀆰 ６　 ＰＩ３Ｋ 抑制剂逆转血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱
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注： Ａ 为对照组， Ｂ 为 ＨＧ ／ ＨＦ 组， Ｃ ～ Ｅ 分别为 ＨＧ ／ ＨＦ＋２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组。 与对照组比

较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ２　 血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞修复能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为 ＨＧ ／ ＨＦ 组， Ｃ～ Ｅ 分别为 ＨＧ ／ ＨＦ＋２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组。 与对照组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞迁移能力的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞分泌细胞因子的影响 　 如

图 ６ 所示， 与 ＨＧ ／ ＨＦ＋１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组

比较， ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 逆转了血必净注射液

的作用， ＥＴ⁃１ 水平和 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＮＯ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 这表明

血必净注射液修复 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细

胞因子分泌障碍作用及减少炎症发生均依赖于

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路的激活。
４　 讨论

ＨＧ ／ ＨＦ 在体内形成的长期代谢应激环境， 是

诱发血管内皮损伤、 加速动脉粥样硬化及糖尿病血

管并发症发生发展的重要因素［１⁃３］。 内皮功能障碍

是该过程的早期关键事件， 主要表现为舒血管因子

（如 ＮＯ） 与缩血管因子 （如 ＥＴ⁃１） 的失衡， 以及

促炎因子 （如 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 释放的增加。 这些改

变共同削弱内皮的修复能力与稳态维持功能， 进而

推动血管病变进展。 尽管近年来研究逐步深入， 但

ＨＧ ／ ＨＦ 导致内皮损伤的确切分子机制尚未完全

明确。
血必净注射液是一种中药复方制剂， 临床常用

于治疗脓毒症、 全身炎症反应综合征等， 既往研究

报道， 其在肺缺血再灌注损伤和修复 ＡＲＤＳ 大鼠肺

血管屏障功能中具有保护作用［１９⁃２０］。 本研究首次

探讨血必净注射液在 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的人脐静脉

内皮细胞 （ＨＵＶＥＣｓ） 模型中的修复作用， 通过激

活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路， 恢复该通路及其下游

ＶＧＦＲ 的活性， 从而逆转 ＨＧ ／ ＨＦ 所致的细胞功能

异常， 包括恢复细胞增殖与迁移能力、 重建 ＮＯ ／
４５０２
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注： Ａ 为对照组， Ｂ 为 ＨＧ ／ ＨＦ 组， Ｃ ～ Ｅ 分别为 ＨＧ ／ ＨＦ＋ ２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组。 与对照组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞分泌细胞因子的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为 ＨＧ ／ ＨＦ 组， Ｃ～Ｅ 分别为 ＨＧ ／ ＨＦ＋２、 ５、 １０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较，
＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为ＨＧ ／ ＨＦ 组， Ｃ 为ＨＧ ／ ＨＦ＋１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组， Ｄ 为ＨＧ ／ ＨＦ＋１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液＋ＬＹ２９４００２ 组。 与对

照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＨＧ ／ ＨＦ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＨＧ ／ ＨＦ＋１０ μＬ ／ ｍＬ 血必净注射液组比较，＆Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 ＰＩ３Ｋ 抑制剂逆转血必净注射液对 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞分泌细胞因子的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＥＴ⁃１ 平衡以及抑制炎症因子释放， 实现多靶点内

皮保护。
本 研 究 证 实， ＨＧ ／ ＨＦ 环 境 可 显 著 损 害

ＨＵＶＥＣｓ 的核心功能， 包括细胞增殖与迁移能力下

降， 舒血管因子 ＮＯ 分泌减少， 强效缩血管及促增

生因子 ＥＴ⁃１ 分泌增加， 导致 ＮＯ ／ ＥＴ⁃１ 平衡破坏；
同时促炎因子 ＩＬ⁃６ 与 ＴＮＦ⁃α 分泌显著上升， 提示

ＨＧ ／ ＨＦ 引发了明显的炎症反应。 给予血必净注射

液干预后， 上述异常被有效逆转， 细胞增殖与迁移

能力恢复， ＮＯ ／ ＥＴ⁃１ 平衡重建， 炎症因子释放受
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抑， 表明血必净具备修复内皮损伤的潜力。
ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路是调控细胞存活、 增殖、 代谢

及血管功能的关键信号轴。 在糖尿病及代谢综合征

状态下， 该通路的活性常受到抑制， 进而导致内皮

功能障碍和血管损伤。 研究结果显示， ＨＧ ／ ＨＦ 显

著抑制了 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 通路的活化， 而血必净

干预能有效逆转该抑制状态， 重新激活该通路。 本

研究使用 ＰＩ３Ｋ 特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２ 进行干预，
发现抑制 ＰＩ３Ｋ 活性后， 血必净对 ＮＯ、 ＥＴ⁃１、 ＩＬ⁃６
及 ＴＮＦ⁃α 分泌的改善效应被基本抵消， 表明其保

护作用严格依赖于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 通路的激活，
这与现有关于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路在内皮保护中核心作

用的认知相一致［１５］， 但首次在 ＨＧ ／ ＨＦ 环境下验证

了血必净通过该通路发挥效应的具体机制， 填补了

该领域的空白。
综上所述， 血必净注射液可能通过激活 ＰＩ３Ｋ ／

Ａｋｔ ／ ＶＧＦＲ 信号通路改善 ＨＧ ／ ＨＦ 诱导的血管内皮

细胞损伤。 本研究为血必净注射液防治糖尿病血管

并发症提供了新的实验依据， 并为后续药物研发及

内皮功能障碍的干预策略开辟了新方向。
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