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紫草素通过 Wnt 信号通路促进人脐静脉内皮细胞血管生成
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摘　要：目的 本研究旨在评价紫草素对人脐静脉内皮细胞（HUVECs）血管生成的作用，揭示 GSK-3β 和 Wnt/β-Catenin

信号通路参与糖尿病溃疡愈合过程中血管生成的机制。方法 在高糖处理条件下，用低、中、高（5、10、20umol/L）剂量

紫草素孵育 HUVECs，采用 CCK8 法检测细胞活力，TUNELl 实验观察细胞的凋亡水平。ELISA 检测血管生成关键因子

VEGF、VEGFR2、eNOS的变化，Western Blot 检测血管生成关键因子及Wnt信号通路中相关蛋白的表达。结果 在高糖条件下，

高剂量紫草素处理显著提升了细胞增殖水平（P<0.01）；同时 TUNEL 实验显示紫草素处理明显降低了细胞的凋亡水平。

紫草素处理也显著提升了 VEGF、VEGFR2、eNOS 的表达水平（P<0.05）。通过 WB 实验，发现紫草素处理显著抑制了

GSK-3β 的表达（P<0.05）。给 HUVECs 施以 Wnt 抑制剂，则得到和紫草素处理相反的结果。结论 紫草素通过 GSK-3β

介导的 Wnt/β-Catenin 信号通路的激活，刺激人脐静脉内皮细胞（HUVECs）的增殖，进而促进内皮细胞血管生成。该研

究为深入理解紫草素促进糖尿病溃疡伤口愈合的作用机制提供了一定的理论基础。
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前言

糖尿病溃疡 (diabetic ulcer，DU)，特别是足部皮肤溃疡，

是糖尿病的一种严重并发症，溃疡经久难愈，反复发作，最

终甚至导致截肢而残废 [1]。伤口愈合受损是糖尿病溃疡患者

面临的一个主要临床问题，糖尿病溃疡愈合的确切机制尚不

完全清楚，但可能包括炎症细胞反应异常、血管生成受损和

胶原原合成减少 [2, 3]。因此，解剖糖尿病溃疡情况下伤口愈

合的机制，开发出可靠的治疗糖尿病溃疡的药物，对糖尿病

溃疡患者的健康极为重要。

紫草素（Shikonin）是从紫草根部组织中提取的一种脂

溶性萘醌类化合物，是紫草的主要活性成分。紫草素具有较

高的药用价值和多种药理功能，如抗癌、抗炎、抗菌等功能
[4-6]。临床及动物研究表明，紫草素可刺激成纤维细胞和内

皮细胞的增殖和迁移，促进血管生成和组织重塑，从而加快

伤口愈合 [7]。已有的研究表明，铁 / 紫草素纳米颗粒嵌入水

凝胶，具有强大的粘附和愈合功能，可用于治疗糖尿病口腔

溃疡 [8]。此外紫草素具有促进伤口愈合的特性使其成为一种

极具吸引力的治疗剂，可用于治疗与损伤相关的肠道炎症 [9]。

然而，紫草素是如何促进伤口的愈合，以及背后的分子靶点

和作用机制，目前还不甚清楚。

创面愈合是一个复杂而有序的过程，是涉及炎性细胞、

细胞外基质和细胞因子等多种因素的级联反应 [10-13]。此

外创面愈合过程涉及多种功能特化的细胞群体协同作用，主

要包括角质形成细胞（介导上皮再生）、成纤维细胞（参与

细胞外基质重塑）及内皮细胞（驱动新生血管形成）[14]。随

着皮肤组织工程学的发展，许多学者关注到皮肤伤口愈合信

号传导通路的研究，Wnt 信号通路作为其中之一，被认为与

皮肤发育、创伤愈合关系密切 [15-17]。具有调控皮肤及其附

属器的发育，诱导皮肤附件的形态发生，调节毛囊的周期生

长，促进创面血管新生及上皮重塑等多方面的功能 [18]。亦

有研究表明，Wnt 信号通路参与了血管内皮细胞的增生调控，

在保持内皮细胞和内皮祖细胞的功能中发挥了重要作用 [19, 

20]。可见 Wnt 信号通路与创面愈合有密切的关系，它可以通

过对多种细胞、多种因子、多种过程的调控来促进创面愈合。

亦可通过调控血管内皮细胞的增生参与创面愈合。因此，通

过调节 Wnt 信号通路可能在调控内皮细胞增生中发挥着重

要作用，但紫草素能否通过调控该通路影响血管内皮细胞的

增生从而促进糖尿病溃疡创面愈合尚需进一步研究。

因此，本研究使用体外细胞培养和分子检测技术，探

索紫草素在血管内皮细胞中的功能，旨在阐明紫草素影响

血管内皮细胞的增生，从而促进糖尿病溃疡创面愈合的作

用机制。
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1 实验材料与方法

1.1 细胞培养

HUVEC 细胞（购自武汉普诺赛生物科技有限公司，

CL-0675） 培 养 于 含 10% 胎 牛 血 清、100U/mL 青 霉 素、

100U/mL 链霉素的 DMEM 培养基（Gibco，11995-065）中，

并在恒温培养箱中以 37℃、5%CO2 以及饱和湿度条件下培

养。细胞状态良好、处于对数生长期时进行后续实验操作。

细胞分组及处理：共分为 6 组：NG 组（5.5mmol/L 葡萄糖）、

HG 组（50mmol/L 葡萄糖）、HG+ 紫草素低剂量组（50mmol/

L 葡萄糖 +5μmol/L 紫草素）、HG+ 紫草素中剂量组（50mmol/

L 葡萄糖 +10μmol/L 紫草素）、HG+ 紫草素高剂量组（50mmol/

L 葡萄糖 +20μmol/L 紫草素）、HG+Wnt 通路抑制剂（50mmol/

L 葡萄糖 +10μmmol/L IWR-1-endo）组，各处理组均在高

糖基础上进行干预，处理时间均为 24 h。

1.2 细胞增殖（CCK8）实验

采用 CCK-8 试剂（购自北京索莱宝科技有限公司，

CA1210）检测细胞活力。将细胞以 3×104 个 /mL 的密度接

种于 96 孔板中，每孔加入 200 μL 细胞悬液，置于 37℃、

5% CO2 培养箱中培养 24 h，使细胞充分贴壁。随后按照实

验分组向各孔加入不同浓度的葡萄糖，继续培养 24 h。处理

结束后，进一步按照分组加入通路抑制剂及不同浓度的紫草

素，继续培养 24 h。处理结束后，弃去各孔培养基，每孔加

入 100 μL CCK-8 工作液（按照试剂说明书配制），继续于

37℃、5% CO2 条件下孵育 2 h。孵育结束后，使用酶标仪在

450 nm 波长处测定各孔的吸光度值（OD 值），以评估细胞

的代谢活性及增殖能力。

1.3 细胞凋亡（TUNEL）检测实验

各组细胞处理结束后，采用 TUNEL 法检测人脐静脉内

皮细胞（HUVECs）的凋亡情况。实验过程中，细胞经固定、

通透和酶消化处理后，加入 TUNEL 标记反应液于 37℃湿盒

中孵育 60 min，随后进行 PI 染色。操作过程中各步骤均避

光进行，反应结束后使用抗荧光淬灭封片剂封片，于荧光显

微镜下观察，TUNEL 阳性细胞呈绿色荧光，PI 染色细胞核

呈红色荧光。图像采集在 200 倍视野下进行，记录凋亡细胞

数与总细胞数。实验具体操作步骤均按照 TUNEL 试剂盒（购

自上海七海复泰生物科技有限公司，AT005）说明书进行。

1.4 酶联免疫吸附（ELISA）测定血管新生相关指标

按照实验分组处理细胞后，96 孔板分别在 5% CO2、

37℃条件下培养 24 小时，随后分别吸取细胞上清液。分别

采用酶联免疫吸附法（ELISA）检测细胞分泌的血管内皮生

长因子（VEGF）、血管内皮生长因子受体（VEGFR2）及

内皮型一氧化氮合酶（eNOS）的表达水平。所有检测均依

据各试剂盒（均购自睿信生物公司，RX105003H）说明书操

作进行，检测波长为 450 nm。实验重复 3 次，结果取平均

值进行统计分析。

1.5 Western blot 检测血管新生相关蛋白相对表达量

将 HUVECs 接种于培养皿中，待细胞融合度达到 80%

时，给予不同处理。弃去培养基，PBS 预冷清洗 2 次后，

加入裂解液，置于冰上裂解 20min。以 12000 rpm 离心 20 

min，收集上清，采用 BCA 法测定蛋白浓度。各组总蛋白

经 SDS-PAGE 电 泳 分 离 后， 转 膜 至 PVDF 膜（Millipore，

IPVH00010）。PVDF 膜于含 5% 牛奶的 TBST（封闭液）中

进行封闭，室温摇床封闭 2 h，随后分别加入一抗，于 4℃

孵育过夜。所用一抗信息如下（均购自 Affinity）：VEGFA

（AF5131，1:1000 稀释）、VEGFR2（AF6281，1:1000 稀释）、

eNOS（AF0096，1:1000 稀释）、β-catenin（AF6266，1:1000

稀 释 ）、p-β-catenin（DF2989，1:1000 稀 释 ）、GSK3β

（AF5016，1:1000 稀释）、p-GSK3β（AF2016，1:1000 稀释）。

封闭与孵育完成后，用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min；加入

HRP 标记的二抗（1:5000 稀释），室温孵育 60 min，再次

用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min。最终用 ECL 化学发光试剂

显色，胶片曝光显影后，使用凝胶成像系统进行蛋白条带分

析。曝光结束后，用 TBST 充分洗涤 PVDF 膜 3 次，5min/ 次，

膜洗脱再生后，再次进行封闭，内参孵育（GAPDH---1:5000

稀释），加二抗，曝光。

1.6 统计分析

所有数据均来自至少三个独立实验，并以均数 ± 标

准差表示。多组间采用 ANOVA 进行统计比较，随后采用

GraphPad Prism9.0 软件进行 Tukey 事后检验。P 值 <0.05 被

认为具有显著性差异。

2 结果

2.1 紫 草 素 促 进 高 糖 诱 导 的 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 系

（HUVECs）增殖

在 48 h 后测定不同浓度紫草素对高糖诱导下人脐静脉

内皮细胞增殖的影响。如图 1 所示，与 NG 组（5.5mmol/L

葡萄糖）相比，HG 组（50mmol/L 葡萄糖）细胞活力显著降
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低（P<0.000 1），表明高糖环境会显著抑制 HUVECs 的增

殖，也表明高糖诱导的 HUVECs 模型构建成功。在紫草素

处理组别中，发现中剂量（10μmol/L）和高剂量（20μmol/

L）的紫草素均会显著提高高糖诱导下 HUVECs 的活力，其

中中剂量（10μmol/L 紫草素）对细胞活力的促进作用最佳

（P<0.001）。添加 Wnt 通路抑制剂后，细胞活力也呈现降

低趋势，跟高糖组相比差异不显著（图 1）。该实验结果表

明紫草素可以促进高糖诱导下人脐静脉内皮细胞的增殖。

图 1  CCK8 实验检测人脐静脉内皮细胞增殖的情况。ns: 无显著性，

**P<0.01，***P<0.001，****P<0.001。

2.2 紫 草 素 改 善 高 糖 诱 导 的 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

（HUVECs）凋亡

为评估紫草素对高糖诱导下 HUVECs 细胞凋亡的影响，

采用 TUNEL 染色检测各组细胞的凋亡情况。PI（红色）标

记所有细胞核，TUNEL 阳性细胞（绿色）标识发生 DNA

断裂的凋亡细胞（图 2）。在正常葡萄糖组（NG 组），

TUNEL 阳性细胞较少，细胞凋亡率较低；而高糖组（HG

组）中，TUNEL 阳性细胞明显增多，提示高糖处理显著诱

导了 HUVECs 细胞凋亡。紫草素干预组（HG+ 紫草素中剂

量组、HG+ 紫草素高剂量组）中，TUNEL 阳性细胞数量较

HG 组明显减少，表明紫草素干预能够有效抑制高糖诱导的

HUVECs 细胞凋亡。该实验结果表明，中剂量和高剂量紫草

素处理显著降低了细胞凋亡率，具有一定的细胞保护作用。

图 2  TUNEL 染色显示不同组别细胞凋亡情况。绿色代表 TUNEL

阳性细胞，红色为 PI 核染。（放大倍数：×200，比例尺：

50μm），HG+L（HG+ 紫草素低剂量组），HG+M（HG+ 紫草素

中剂量组），HG+H（HG+ 紫草素高剂量组）。

2.3 ELISA 检测结果

为探究紫草素对高糖条件下 HUVECs 细胞分泌因子

和 血 管 生 成 的 调 节 作 用， 采 用 ELISA 方 法 检 测 VEGF、

VEGFR2、eNOS 三种蛋白的表达水平。如图 3A 所示，与

NG 组相比， HG 组 VEGF 蛋白水平显著下降（P<0.000 1），

紫草素（10μmol/L）干预后，VEGF 蛋白的表达水平显著

上升，差异具有统计学意义（P ＜ 0.000 1）。VEGFR2 蛋

白的检测结果显示（图 3B），与 NG 组相比，高糖组（HG

组）中 VEGFR2 蛋白水平同样显著下降（P < 0.000 1），

而紫草素（10μmol/L）处理提高了 VEGFR2 蛋白的表达水

平，但差异不显著（P ＞ 0.05）。eNOS 蛋白的检测结果显
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示（图 3C），与 NG 组相比， HG 组中 eNOS 蛋白的表达

水平显著下降（P < 0.000 1），紫草素（10μmol/L）处理

后，eNOS 蛋白的表达水平显著上升（P < 0.000 1）。以上

的研究结果提示，在高糖诱导的 HUVECs 细胞中，紫草素

对 VEGF 和 eNOS 两种分泌因子的调控具有一定促进作用，

但对 VEGFR2 蛋白的促进效果不显著。

图 3  紫草素对高糖诱导下 HUVECs 细胞中 VEGF，VEGFR2，eNOS 蛋白表达的影响（ELISA 检测）A.VEGF 蛋白；B.VEGFR2 蛋白；

C.eNOS 蛋白。ns: 无显著性，*P<0.05，****P<0.0001。

2.4 Western blot 检测结果

为了探讨紫草素对内皮细胞血管生成的作用机制，采

用 Western blot 检 测 VEGF、VEGFR2、eNOS、β-catenin、

p-β-catenin、GSK-3β 和 p-GSK-3β 蛋白的表达水平（图

4A）。如图所示，与 NG 组相比， HG 组中 VEGFA（P<0.05）、

VEGFR2（P<0.01）、eNOS（P<0.05） 蛋 白 表 达 水 平 明 显

降 低（ 图 4B-C）， 而 β-catenin 和 p-β-catenin 表 达 无

显著差异（图 4E-F）；与此同时，GSK-3β（P<0.05）和

p-GSK-3β（P<0.001）蛋白水平显著上升（图 4G-H）。

与 HG 组对比，紫草素中剂量干预组（HG+10μmol/L 紫草

素）中 VEGF、VEGFR2、eNOS、β-catenin 和 p-β-catenin

蛋白的表达有变化趋势，但变化不显著（P>0.05，图 4B-

F），而 GSK-3β（P<0.05）和 p-GSK-3β（P<0.01）蛋白

水平显著下降（图 4G-H）；Wnt 通路抑制剂处理组中，

VEGF、VEGFR2、p-β-catenin、GSK-3β 和 p-GSK-3β

蛋白表达水平无显著差异，而 eNOS（P<0.01）和 β-catenin

（P<0.05）蛋白的表达显著降低。以上结果表明紫草素可能

通过抑制 GSK-3β 通路来影响伤口愈合过程。

图 4  Western blot 检测 HUVECs 细胞中 VEGFA，VEGFR2，
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eNOS，β-catenin，p-β-catenin，GSK-3β，p-GSK-3β 蛋

白表达水平。A. 蛋白的 Western blot 检测情况；（B-H）蛋白的相

对表达水平。ns: 无显著性，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

3 讨论

糖尿病（diabetes mellitus，DM）是一类全球高发的代

谢类疾病，严重影响患者的身心健康。皮肤溃疡是 DM 的一

种常见并发症，其发病机制涉及多种细胞和分析调控因子。

在本研究中，我们深度探索了紫草素在治疗糖尿病溃疡中

的潜在功能，以及其调控的下游分子靶点。通过在 HUVECs

中建立高糖模型，发现紫草素处理可显著促进 HUVECs 的

活性，并降低凋亡率。通过探索下游的分子靶点，发现紫草

素处理可显著改变 VEGF 和 GSK-3β 等分子的表达水平，

揭示了紫草素在治疗 DU 中潜在的分子机制，为紫草素治疗

糖尿病足提供了新的理论基础和潜在的治疗靶点。

 紫草素提取于中国传统中药紫草，并在癌症治疗、抗

炎症应答、以及伤口愈合中有较多的应用 [15]。在本研究中，

我们发现紫草素在高糖环境下，可以促进 HUVECs 的增殖，

并抑制其凋亡。HUVECs 是研究血管增生的模式细胞系，用

于在体外模拟血管生成过程 [21]；我们的结果表明，紫草素

在高糖环境下可能具有促进血管生成的功能，这虽然与其抗

肿瘤的功能结果不符 [22]，但也能说明紫草素在糖尿病溃疡

中的潜在功能和作用方式，也进一步意味着紫草素在多种疾

病中的治疗作用。进一步的研究显示，紫草素可直接影响

VEGFA、VEGFR2 和 eNOS 的表达，后者是血管生成的关键

影响因子 [23]。因此，我们的研究表明紫草素可能通过影响

VEGFA-VEGFR2 配对关系，以及 eNOS 的表达，来促进血

管生成，从而进一步起到促进伤口愈合的功能。

 进一步的实验研究表明，紫草素处理后，除了会升高

VEGF 等内皮生长因子的表达外，还会显著降低 GSK-3β

和 p-GSK-3β 的表达。以往的研究表明，GSK-3β 是导致

胰岛素缺乏和胰岛素抵抗的关键因素之一，说明 GSK-3β

是诱导 DM 病发的关键因子之一 [24]。紫草素在高糖环境下

抑制 GSK-3β 的表达，进一步说明了紫草素在抑制糖尿病

溃疡中的潜在作用机制。与此同时，GSK-3β 也是 Wnt 通

路的上游调控因子，GSK-3β 通过磷酸化 β-catenin 来抑制

其表达，从而起到了抑制经典 Wnt 通路的功能 [25]。在本研

究中，加入 Wnt 通路抑制剂后，抑制了血管生成因子 VEGF

的表达，进而起到抑制血管生成和伤口愈合的功能 [26]。因此，

我们发现紫草素通过 GSK-3β 介导的 Wnt 通路，在糖尿病

伤口愈合中起到修复和促进的功能。

 总的来说，本研究在进一步证实紫草素促进糖尿病

溃疡伤口愈合的基础上，深入探索了紫草素的下游分子靶

标，以及促进伤口愈合的分子作用机制。通过本研究，发

现紫草素可以促进血管生成中关键蛋白分子的表达，包括

VEGFA、VEGFR2 和 eNOS。在分子调控机制上，紫草素可

通过抑制 GSK-3β，来激活下游的 Wnt 通路，从而促进了

伤口愈合过程。本研究的发现为紫草素在糖尿病溃疡治疗中

的功能进行了延申，其下游的分子靶点可进一步作为治疗的

研究对象，并开发新的药物。
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