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益母草注射液通过其生物碱成分上调Tie-2、
VEGFR2和VEGF促进斑马鱼血管新生
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摘 要 目的:研究益母草注射液在斑马鱼血管损伤模型中的促血管生成作用,并阐明潜在的物质基础和分

子机制。方法:采用HPLC-PAD和TLC技术检测益母草注射液的主要成分;利用舒尼替尼诱导转基因Tg
(flk1:eGFP)斑马鱼血管损伤模型,益母草注射液干预治疗后,测量斑马鱼节间血管(ISVs)长度,QT-PCR
检测血管生成相关基因的表达水平。结果:发现益母草注射液的主要成分是水苏碱、胆碱和葫芦巴碱;其中,
益母草注射液、葫芦巴碱和胆碱可减轻化学诱导的斑马鱼血管损伤,其作用机制涉及益母草注射液上调Tie-
2、VEGF和VEGFR2的表达,其主要成分葫芦巴碱上调Tie-2和VEGF的表达,胆碱上调VEGF和VEG-
FR2的表达。结论:益母草注射液及其主要生物碱成分可通过上调Tie-2、VEGFR2和VEGF来促进血管

生成。
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Abstract Objective:
 

To
 

study
 

the
 

angiogenic
 

effects
 

of
 

motherwort
 

injection
 

in
 

a
 

zebrafish
 

vascular
 

injury
 

model,and
 

to
 

clarify
 

the
 

potential
 

material
 

basis
 

and
 

molecular
 

mechanism.Methods:
 

Using
 

HPLC-PAD
 

and
 

TLC
 

techniques
 

to
 

detect
 

the
 

main
 

components
 

of
 

motherwort
 

injection.Using
 

sunitinib
 

induced
 

trans-
genic

 

Tg(flk1:eGFP)
 

zebrafish
 

vascular
 

injury
 

model,after
 

intervention
 

with
 

motherwort
 

injection,the
 

length
 

of
 

intersegmental
 

blood
 

vessels
 

(ISVs)
 

of
 

zebrafish
 

was
 

measured,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

angio-
genesis-related

 

genes
 

was
 

detected
 

by
 

QT-PCR.Results:
 

It
 

was
 

found
 

that
 

the
 

main
 

components
 

of
 

Leonu-
rus

 

heterophyllus
 

injection
 

were
 

stachydrine,choline
 

and
 

trigonelline.Among
 

them,motherwort
 

injection,

收稿日期:2023-06-30
基金项目:国家自然科学基金项目(82174193,82374245)资助

通信作者:任吉霞,女,汉族,博士,副教授,研究方向:生信和药物设计,E-mail:renjixia@lcu.edu.cn;曹治兴,男,汉族,博士,副
教授,研究方向:药理学,E-mail:caozhixing@cdutcm.edu.cn。

第37卷 第1期
2024年2月

   聊城大学学报(自然科学版)
Journal

 

of
 

Liaocheng
 

University(Nat.Sci.Ed.)
Vol.37

 

No.1
Feb.2024



trigonelline
 

and
 

choline
 

can
 

alleviate
 

chemically
 

induced
 

zebrafish
 

vascular
 

damage,and
 

its
 

mechanism
 

in-
volves

 

that
 

motherwort
 

injection
 

upregulates
 

the
 

expressions
 

of
 

Tie-2,VEGF
 

and
 

VEGFR2,and
 

its
 

main
 

component
 

trigonelline
 

up-regulates
 

the
 

expressions
 

of
 

Tie-2
 

and
 

VEGF,and
 

choline
 

up-regulates
 

the
 

ex-
pressions

 

of
 

VEGF
 

and
 

VEGFR2.Conclusion:
 

Motherwort
 

injection
 

and
 

its
 

main
 

alkaloid
 

components
 

can
 

promote
 

angiogenesis
 

by
 

up-regulating
 

Tie-2,VEGFR2
 

and
 

VEGF.
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0 引言

血管生成在生理和病理生理过程中起着至关重要的作用,它是胎儿发育、伤口愈合和肿瘤生长的重要基

础[1,2]。促进血管生成也是一种潜在的治疗策略,其可通过增加氧和营养供应来促进受损或缺血性组织的

修复[3]。促血管生成疗法有望用于治疗多种组织损伤和缺血性疾病,如外周和冠状动脉疾病、脑梗死、伤口

愈合、严重肢体缺血和组织死亡,未来将有超过5亿相关患者将受益于该疗法[4-6]。
益母草(Leonurus

 

japonicas
 

Houtt.)是一种草本植物,广泛分布于亚洲,包括中国、韩国、日本和柬埔

寨,多被用于调节妇女月经过少,同时,益母草具有活血祛瘀之功效,具有缓解或消除冠心病缺血症状以及通

过活血作用治疗心脏病等药理作用
 [7,8]。益母草注射液是益母草地上部分提取的生物碱制成,由中国成都

第一制药公司研制。临床研究表明,益母草注射液单独使用或联合缩宫素都可有效的减少子宫收缩乏力和

产后出血[9-11]。此外,益母草还被证明可以改善子宫缺血-再灌注损伤,增加子宫平滑肌的收缩强度和收缩

频率[12]。因此,益母草注射液对组织损伤和缺血性疾病都具有一定的治疗作用。
本研究旨在研究益母草注射液的促血管生成活性,并通过鉴定主要生物碱来初步阐明其分子机制。结

果发现益母草注射液可通过上调Tie-2、VEGF和VEGFR2来促进血管生成,其中葫芦巴碱和胆碱(益母草

注射液的主要生物碱)是上调这些基因表达的关键成分。

1 材料和方法

1.1 材料和试剂

益母草注射液购自成都第一制药公司;水苏碱、胆碱和葫芦巴碱(纯度≥98%)购自成都MUST生物技

术公司;将化合物溶解在DMSO(Sigma-Aldrich,St,Louis,MO)中配制25
 

mg/mL的母液浓度,然后加入到

鱼水中以获得所需浓度;TRIzol试剂购自Invitrogen(美国加利福尼亚州卡尔斯巴德);iScript
 

cDNA合成试

剂盒和iQ
 

SYBR
 

Green
 

Supermix购自Bio-Rad(Hercules,CA,USA)。

1.2 薄层色谱分离鉴定

益母草注射液样品稀释4倍,盐酸水苏碱(4.73
 

mg)溶于超纯水(4
 

mL),氢氧化胆碱(6.26
 

mg)溶于超

纯水(4
 

mL),葫芦巴碱(5.81
 

mg)溶于超纯水(4
 

mL),流动相为EA
 

+
 

95%乙醇
 

+
 

H2O(1:18:24,v/v)的
混合物。使用玻璃毛细管将样品点在硅胶板上,15

 

min后,将硅胶板从色谱罐中取出,用吹风机干燥,并在

日光下使用Dragendorff's试剂+碘试剂进行显色观察。

1.3 HPLC-PAD分析

HPLC-PAD分析在连接到SSI
 

Serise
 

1500光电二极管检测器(PAD)的SSI
 

Series
 

1500分离模块上进

行,使用Ultimate􀅹AQ-C18柱(4.6
 

mm×250
 

mm,5
 

m)分离样品溶液(10
 

L)。检测条件为:流动相

0.1
 

mol/L磷酸二氢钠溶液(0.1
 

mol/L磷酸氢二钠调节pH
 

=
 

5.5),流速1.0
 

mL/min,温度30
 

℃,PAD
扫描范围210~400

 

nm。注射前,所有样品均通过0.22
 

m微孔膜过滤器进行过滤。

1.4 斑马鱼养殖

血管标记绿色荧光转基因斑马鱼系Tg(flk1:eGFP)得到了成都中医药大学斑马鱼实验平台的支持,根
据标准方案培养斑马鱼。成年斑马鱼在鱼水中(pH

 

7.2~7.5;电导率500
 

~550
 

s/cm)维持在28.5
 

℃的
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温度下,14
 

h光照和10
 

h黑暗循环,每天两次喂食盐水虾和热带鱼食物。斑马鱼的养护和实验操作依据《美
国国立卫生研究院实验动物使用和护理指南》,并经成都中医药大学动物实验伦理委员会批准。

1.5 斑马鱼胚胎的采集和药物治疗方案

通过3~4对的4~8个月大的Tg(flk1:eGFP)斑马鱼的自然配对获得斑马鱼胚胎。选择健康的20
 

hpf(受精后20
 

h)胚胎,将其分配到24孔板中(每孔15个胚胎),并用1
 

g/mL舒尼替尼处理,4
 

h后,将胚

胎洗涤三次,并在水中暴露于0.25、0.5、1、2.4
 

L/mL益母草注射液或1.612
 

5、3.125、6.25、12.5、25
 

g/

mL主要生物碱(葫芦巴碱、胆碱、水苏碱),以及1
 

g/mL舒尼替尼中。在48
 

hpf或72
 

hpf时,使用Leica
 

M165-FC荧光立体显微镜获得斑马鱼节间血管(ISVs)的荧光图像。为了量化变化趋势,使用Image
 

J软件

测量ISVs总长度,结果表示为三个独立实验的平均值±标准误差。

1.6 RNA提取和定量逆转录聚合酶链式反应

  选择20
 

hpf胚胎,用4
 

L/mL益

母草注射液、12.5
 

g/mL葫芦巴碱或

12.5
 

g/mL胆碱处理24
 

h后,采用

TRIzol试 剂 (Invitrogen,Carlsbad,

CA)从斑马鱼胚胎中分离总RNA,然
后根据制造商的说明用iScript逆转

录试剂盒逆转录产生cDNA,用iQ
 

SYBR
 

Green
 

Supermix进行定量实时

PCR(QT-PCR)。以下循环条件用于

实时PCR分析:55
 

℃
 

20
 

min,95
 

℃
 

1
 

min,然后95
 

℃
 

10
 

s和60
 

℃
 

30
 

s的

40个循环。表1总结了用于QT-PCR
的引物。

 

表1 QT-PCR引物表

Table
 

1
 

QT-PCR
 

Primer
 

Table

Primer
 

name Primer
 

sequence

VEGF
Forward

 

5'-GATGTGATTCCCTTCATGGATGTGT-3'

Reverse
 

5'-GGATACTCCTGGATGATGTCTACCA-3'

VEGFR2
Forward

 

5'-TGGAGTTCCAGCACCCTTTA-3'

Reverse
 

5'-CGTCCTTCTTCACCCTTTCA-3'

Tie2
Forward

 

5'-AGTACCGCCGCGGCCCCAGAA-3'

Reverse
 

5'-CCACGCCGCAGCTGCTCCTCACT-3'

MMP-2
Forward

 

5'-GCTGGTGATGAGATGTGGGTAT-3'

Reverse
 

5'-TCTTGGTCTTGTGGAAGGAGTAA-3'

MMP-9
Forward

 

5'-CATATTTGTCCGTCAGCTTTACC-3'

Reverse
 

5'-GGGCTTTGCCTCGTTTTCTAC-3'

β-actin
Forward

 

5'-CGTGACATCAAGGAGAAGCT-3'

Reverse
 

5'-TCGTGGATACCGCAAGATTC-3'
1.7 数据统计

所有实验独立重复三次,每组使用15个胚胎,所有数据均表示为三个独立实验的平均值±标准偏差。

使用单因素方差分析(ANOVA)和Dunnett多重比较检验,确定数据的统计显著性,p<0.05被认为具有统

计学意义,使用GraphPad
 

5.0
 

Prism软件(GraphPad,San
 

Diego,CA,USA)进行分析并可视化数据。

2 结果和讨论

2.1 HPLC/TLC检测益母草注射液主要成分

He等人通过大孔树脂/硅胶/Sephadex
 

LH-20/重结晶从1.6
 

L益母草注射液中纯化了15种成分,包
括20

 

g水苏碱、5
 

g胆碱和2
 

g葫芦巴碱[16]。通过HPLC-PAD和TLC分析,我们证实了水苏碱、胆碱和葫

芦巴碱是益母草注射液的主要成分。HPLC-PAD结果显示,在242
 

nm的波长下,可检测到样品内两个峰

(盐酸水苏碱占29.4%,葫芦巴碱占5.1%),它们出现在保留时间(tR)约为4
 

min的峰群中。此外,在柱上

分离后,胆碱(占30.1%)在210
 

nm波长下,4.1
 

min左右出现。TLC图片显示,益母草注射液中胆碱是主

要成分。

2.2 益母草注射液对斑马鱼血管损伤的影响

使用舒尼替尼建立flk1启动子eGFP转基因斑马鱼系Tg(flk1:eGFP)血管损伤模型,并通过荧光显微

镜测量转基因斑马鱼节间血管(ISVs)的长度,以研究益母草注射液的促血管生成作用。结果如图2所示,

1
 

g/mL的舒尼替尼对血管形成造成显著损伤,并缩短了Tg(flk1:eGFP)斑马鱼胚胎的ISVs。然而,用舒
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尼替尼和益母草注射液(0.5、1、2、4
 

L/mL)联合治疗斑马鱼胚胎可显著减轻化学诱导的血管损伤。图2B

显示了受精后48
 

h和72
 

h(hpf)不同组中每个幼虫的ISVs总长度。空白对照组的ISVs长度分别为2
 

602
 

±
 

431(48
 

h)m和4
 

037
 

±
 

623(72
 

h)m,舒尼替尼治疗组的ISVs长度为926
 

±
 

517
 

m(48
 

h)和1
 

768
 

±
 

583
 

m(72
 

h),抑制率分别为65.41%(48
 

h)和57.21%(72
 

h)。1、2、4 L/mL益母草注射液处理后的ISVs

长度分别为1
 

539
 

±
 

534(48
 

h)m和2
 

825
 

±
 

583(72
 

h)m、2
 

263
 

±
 

458(48
 

h)m和3
 

687
 

±
 

684(72
 

h)

m,2
 

473
 

±
 

424(48
 

h)和3
 

915
 

±
 

637(72
 

h)m,抑制率分别为41.85%(48
 

h)和26.07%(72
 

h),14.03%

(48
 

h)和9.67%(72
 

h),5.96(48
 

h)和4.02(72
 

h)。

注:(a)
 

益母草注射液(242nm)的HPLC色谱图;(b)
 

盐酸水苏碱(242nm)的HPLC色谱图;(c)
 

葫芦巴碱(242nm)的HPLC色谱

图;(d)
 

益母草注射液(210nm)的HPLC色谱图;(e)
 

氢氧化胆碱(210nm)的HPLC色谱图;(f)
 

薄层色谱图,从左到右依次为1葫

芦巴碱、2盐酸水苏碱、3氢氧化胆碱、4益母草注射液。

Note:
 

(a)
 

HPLC
 

chromatogram
 

of
 

Matherwort
 

injection
 

injection
 

samples(242nm);
 

(b)
 

HPLC
 

chromatogram
 

of
 

Stachydrine
 

hydrochloride(242nm);(c)
 

HPLC
 

chromatogram
 

of
 

Trigonelline(242nm);
 

(d)
 

HPLC
 

chromatogram
 

of
 

Matherwort
 

injection
 

sam-

ples(210nm);
 

(e)
 

HPLC
 

chromatogram
 

of
 

Choline
 

hydroxide(210nm);(f)Thin
 

layer
 

chromatogram,
 

from
 

left
 

to
 

right,
 

showing
 

1)
 

Trigonelline
 

2)
 

Stachydrine
 

hydrochloride
 

3)
 

Choline
 

hydroxide
 

4)
 

Leonurns
 

japonieus
 

injection
 

samples.

图1 益母草注射液的主要成分

Fig.
 

1 The
 

main
 

components
 

in
 

Matherwort
 

injection
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注:(a)
 

胚胎侧视图;(b)
 

ISVs总长度量化图(n=15),与舒尼替尼组相比,*p<0.05,**p<0.01。

Note:
 

(a)
 

Lateral
 

view
 

of
 

embryos;
 

(b)
 

Quantification
 

of
 

total
 

length
 

of
 

ISVs
 

(n=15),
 

Compared
 

with
 

the
 

sunitinib
 

group,
 

*
 

p<0.05,
 

**
 

p<0.01.

图2 益母草注射液对斑马鱼血管生成损伤的影响

Fig.
 

2 Effects
 

of
 

Matherworth
 

injection
 

on
 

Angiogenesis
 

Damage
 

in
 

Zebrafish

2.3 益母草注射液内生物碱对斑马鱼血管损伤的影响

通过测定用益母草注射液处理后的转基因斑马鱼体内ISVs的长度,研究了益母草注射液及主要生物

碱的血管生成作用。如图3所示,葫芦巴碱和胆碱可以减轻舒尼替尼诱导的斑马鱼血管损伤,但水苏碱对斑

马鱼没有促血管生成作用。当浓度大于6.25
 

g/mL时,葫芦巴碱可显著减少血管损伤,6.25、12.5、25
 

g/

mL葫芦巴碱对ISVs形成的抑制率分别为35.10%、22.32%、13.80%,当浓度大于1.5
 

g/mL时,胆碱可

显著减轻血管损伤,6.25、12.5、25
 

g/mL胆碱对ISVs形成的抑制率分别为23.10%、18.05%、16.89%。

总之,这些结果表明,益母草注射液可以减轻化学性阻断的斑马鱼ISVs形成,而葫芦巴碱和胆碱是益母草

注射液促进血管生成的主要有效成分。

注:(a)
 

胚胎侧视图;(b)
 

ISVs总长度量化图,与舒尼替尼组相比,*p
 

<
 

0.05,**p
 

<
 

0.01。

Note:
 

(a)
 

Lateral
 

view
 

of
 

embryos;
 

(b)
 

Quantification
 

of
 

total
 

length
 

of
 

ISVs
 

(n=15),
 

Compared
 

with
 

the
 

sunitinib
 

group,
 

*
 

p<0.05,
 

**
 

p<0.01.

图3 葫芦巴碱、胆碱或水苏碱对化学诱导的血管生成损伤的影响

Fig.
 

3 Effects
 

of
 

Stachydrine,
 

Trigonelline
 

or
 

Choline
 

on
 

chemically
 

induced
 

angiogenesis
 

damage

2.4 益母草注射液、葫芦巴碱、胆碱对Tie-2、VEGF和VEGFR2表达的影响

进一步通过QT-PCR检测血管生成相关基因的表达,以探究益母草注射液促血管生成作用的潜在机

制。QT-PCR结果显示,益母草注射液可显著上调斑马鱼胚胎内Tie-2、VEGF和VEGFR2
 

mRNA表达,而
不改变MMP-2或MMP-9

 

mRNA表达(图4)。同时,QT-PCR结果还表明,葫芦巴碱上调Tie-2和VEGF
的表达,胆碱主要上调VEGF和VEGFR2的表达。因此,益母草注射液上调斑马鱼胚胎内Tie-2、VEGF和

VEGFR2
 

mRNA表达,而葫芦巴碱和胆碱可能是其主要活性成分。
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3 结论

血管生成对机体是一把双刃剑。一方面,血管生成不足会影响组织的营养供应,导致缺血性疾病,如冠

心病、心肌梗死、脑血栓等;另一方面,过度的血管生成会促进糖尿病视网膜病变、类风湿性关节炎、银屑病、

注:与对照组相比,*p
 

<
 

0.05,**p
 

<
 

0.01。

Note:
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

*
 

p<0.05,
 

**
 

p<0.01.

图4 葫芦巴碱、胆碱、益母草注射液对Tie-2、

VEGF、VEGFR2
 

mRNA表达的影响

Fig.
 

4 Effects
 

of
 

Trigonelline,
 

Choline
 

and
 

Motherwort
 

injection
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

Tie-2,
 

VEGF
 

and
 

VEGFR2
 

mRNA

动脉粥样硬化、肿瘤等疾病的发展[13-16]。目前,许多

抗血管生成药物,如sorafenib和Razumab,已被用于

肿瘤和年龄相关性黄斑变性等疾病的治疗[17,18]。然

而,目前仍缺乏促血管生成药物来治疗缺血性疾病。
在中医学中,血瘀证的症状和发病机制与缺血密

切相关。中药成分对血瘀有许多治疗作用,包括抗血

栓、抗凝血剂和内皮细胞保护剂。近年来,许多用于

治疗血瘀的中药和提取物已被证明可促进血管生成,
如川芎、丹参和当归[19-21]。益母草在临床上应用于

血瘀证已有多年历史。在本研究中,我们证明了益母

草注射液可以减轻化学诱导的斑马鱼血管损伤,并证

明葫芦巴碱和胆碱是益母草注射液促进血管生成的

主要活性成分。因此益母草注射液具有明显的促进

血管生成的作用,益母草对血瘀证的作用可能与其促

进血管生成的作用有关。
血管生成是一个复杂的生物学过程,包括已有血

管的萌发、分支和分化生长,以及在组织中形成更成熟的血管网络[22]。许多促血管生成因子和细胞因子参

与促进血管生成,其中,VEGF、VEGFR2和Tie-2是血管生成过程中内皮细胞增殖、迁移和分化的重要信号

转导蛋白[23,24]。同时,MMPs(基质金属蛋白酶)分解ECM(细胞外基质)并促进内皮细胞的迁移,在血管生

成中主要发挥侵袭作用[25]。在本研究中,我们证明益母草注射液及其两种主要成分(葫芦巴碱和胆碱)可以

显著上调Tie-2、VEGF和VEGFR2的表达,而不调节MMPs的表达。由此可见,益母草注射液只促进血管

生长,而不会引起侵袭。
综上所述,益母草注射液的主要生物碱成分为水苏碱、胆碱和葫芦巴碱。我们证明益母草可以通过上调

血管生成基因Tie-2、VEGFR2和VEGF的表达来促进血管生成,而这种作用可能源于葫芦巴碱和胆碱的生

物活性。
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