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【摘要】   目的     研究天然水蛭素对人微血管内皮细胞（human microvascular endothelial cells，HMVECs）增
殖的影响及其诱导血管再生的机制。 方法     取 HMVECs 接种至 Matrigel 基质胶培养 24 h，体外建立三维培养模

型，于倒置相差显微镜下观察细胞生长情况。然后将细胞三维培养模型随机分为不同浓度天然水蛭素培养组（1、
4、7 ATU/mL 组）以及单纯含 10%FBS 的 DMEM 培养基培养组（对照组）。各组细胞三维培养模型加入对应培养

基后，培养 24、48、72 h 采用细胞计数试剂盒 8（cell counting kit 8，CCK-8）检测细胞增殖情况；培养 24 h 行成管

实验并采用免疫荧光染色法测定细胞 VEGF 及 Notch1 表达水平。 结果     细胞三维培养观察示，HMVECs 于基质

胶上贴附良好，24 h 时完全形成管腔样结构。CCK-8 检测示，各时间点 1、4 ATU/mL 组 A 值均高于对照组

（P<0.05），其中 4 ATU/mL 组最高；而 7 ATU/mL 组 A 值显著低于对照组以及 1、4 ATU/mL 组（P<0.05）。细胞成

管实验示，1、4 ATU/mL 组成管数量较对照组及 7 ATU/mL 组明显增多，且 4 ATU/mL 组多于 1 ATU/mL 组，差异

有统计学意义（P<0.05）；7 ATU/mL 组与对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。免疫荧光染色示，与对照组

比较，1、4 ATU/mL 组 Notch1 表达量增高，7 ATU/mL 组降低；其中 4、7 ATU/mL 组与对照组比较差异有统计学

意义（P<0.05）。1、4、7 ATU/mL 组 VEGF 表达量均较对照组增高，4 ATU/mL 组高于 1、7 ATU/mL 组，差异均有

统计学意义（P<0.05）。 结论     低、中浓度天然水蛭素可促进 HMVECs 增殖使血管再生，高浓度天然水蛭素则对

HMVECs 增殖及血管再生起抑制作用；其作用机制可能与 VEGF-Notch 信号通路有关。
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【Abstract】 Objective     To explore the effect of natural hirudin on proliferation of human microvascular
endothelial cells (HMVECs) and its preliminary mechanism of promoting angiogenesis. Methods     Three-dimensional
culture models of HMVECs were established in vitro and observed by inverted phase contrast microscopy after 24 hours
of culturing. Then, the three-dimensional culture models of HMVECs were treated with different concentrations (1, 4,
and 7 ATU/mL) of the natural hirudin, respectively, and Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 10% fetal
bovine serum as control. The cell proliferations of 4 groups were detected by cell counting kit 8 (CCK-8) method at 24,
48, and 72 hours; the angiogenesis of 4 groups were observed by tube formation assay at 24 hours; the expressions of
vascular endothelial growth factor (VEGF) and Notch1 of HMVECs in 4 groups were observed by immunofluorescence
staining at 24 hours. Results     The observation of cells in three-dimensional culture models showed that HMVECs
attached to Matrigel well, and the cells formed tube structure completely after 24 hours. The results of CCK-8 test showed
that the absorbance (A) value of 1 and 4 ATU/mL groups were higher than that of control group at each time point
(P<0.05), and A value of 4 ATU/mL group was the highest. The A value of 7 ATU/mL group was significantly lower than
those of 1 and 4 ATU/mL groups and control group (P<0.05). The tube formation assay showed that the tube structure
was more in 1 and 4 ATU/mL groups than in 7 ATU/mL group and control group, and in 4 ATU/mL group than in
 

 

 
 
DOI：10.7507/1002-1892.201806055
基金项目：国家自然科学基金资助项目（81460297）
通信作者：殷国前，Email：yingq61@163.com

• 1586 • Chinese Journal of Reparative and Reconstructive Surgery, Dec. 2018, Vol. 32, No.12

http://dx.doi.org/10.7507/1002-1892.201806055
http://dx.doi.org/10.7507/1002-1892.201806055
http://dx.doi.org/10.7507/1002-1892.201806055


1 ATU/mL group, showing significant differences (P<0.05). There was no significant difference between 7 ATU/mL group
and control group (P>0.05). The results of immunofluorescence staining showed that compared with control group, the
Notch1 expression was higher in 1 and 4 ATU/mL groups and lower in 7 ATU/mL group; and there was significant
difference between 4 and 7 ATU/mL groups and control group (P<0.05). The VEGF expression was higher in 1, 4, and
7 ATU/mL groups than in control group, in 4 ATU/mL group than in 1 and 7 ATU/mL groups, showing significant
differences (P<0.05). Conclusion     Natural hirudin can promote angiogenesis at low and medium concentrations, but
suppress angiogenesis at high concentrations. Its mechanism may be related to the VEGF-Notch signal pathway.

【Key words】 Hirudin; microvascular endothelial cells; three-dimensional culture; Notch signaling pathway;
angiogenesis
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天然水蛭素为水蛭的主要成分，临床首先将其

用于治疗血栓类疾病。近年来研究发现，天然水蛭

素还具有抗炎、改善循环、促进血管生成等作用，

进一步扩展了临床应用范围[1-2]。本课题组研究发

现，天然水蛭素能缓解微动脉壁痉挛、扩张血管、

加快血液循环，通过刺激内皮细胞释放 VEGF 来促

进微血管生成[3]。有研究者[4]还发现，天然水蛭素具

有促进内皮细胞释放 VEGF 和提高在淤血皮瓣局

部起抗炎作用的超氧化物歧化酶含量，且效果优于

重组水蛭素。Pan 等 [5]的相关作用机制研究证实，

天然水蛭素可通过调节 p38、MAPK 和 ERK 分子的

交互作用，促进大鼠缺血皮瓣模型的血管生成。

Notch 信号通路在人血管形成中起重要作用[6]，

它有 4 个受体（Notch1、2、3、4）[7]。Notch 信号通路

被配体激活后释放 Notch 胞内段，进入细胞核激活

Notch 下游靶基因。人体中只有 Notch1 和 Notch4
在血管内皮表达，研究表明敲除 Notch1 会导致缺

少血管重塑必需的原始血管丛[8]，其在后天血管形

成中起重要作用[9]。而 VEGF 作为 Notch 信号通路

的上游启动因子共同参与了血管形成过程[10]。本实

验拟探究天然水蛭素是否通过 VEGF-Notch 信号通

路，发挥促人微血管内皮细胞（human microva-
scular endothelial cells，HMVECs）增殖和血管再生

的作用。

1    材料与方法

1.1    主要试剂及仪器

HMVECs 购自北京北纳创联生物技术研究

院。天然水蛭素（南宁市净雪皇生物工程有限公

司）；Matrigel  基质胶（Corning 公司，美国）；

VEGF 抗体、Notch1 抗体（Abcam 公司，英国）；H-

DMEM 培养液、FBS（Thermo Fisher 公司，美国）；

细胞计数试剂盒  8（cell counting kit 8，CCK-8；
Dojindo 公司，日本）。

血管生成载玻片（Ibidi 公司，德国）；超净工

作台、细胞培养箱（Thermo Fisher 公司，美国）；低

温高速离心机（Eppendorf 公司，美国）；倒置相差

显微镜（Leica 公司，德国）；37℃ 温水浴箱（宁波

新芝生物科技股份有限公司）；酶标仪（Synergy 公
司，美国）；倒置荧光显微镜（Olympus 公司，日本）。

1.2    实验方法

1.2.1    细胞三维培养模型制备及分组　取 Matrigel
基质胶 4℃ 过夜后，转移至血管生成载玻片，每孔

10 μL，置于 37℃ 培养箱 20 min，使液态基质胶凝

固。取  H M V E C s  以胰蛋白酶消化后，采用含

10%FBS 的 DMEM 培养基制成密度为 2×105个/mL
的细胞悬液，并充分混匀；将已成胶的血管生成载

玻片置于冰上，每孔接种 50 μL 细胞悬液后，置于

37℃、5%CO2 培养箱中培养 24 h，制备细胞三维培

养模型，倒置相差显微镜下观察细胞成管情况。

取细胞三维培养模型，随机分为不同浓度天然

水蛭素培养组（1、4、7 ATU/mL 组）以及单纯含

10%FBS 的 DMEM 培养基培养组（对照组）。各组

细胞三维培养模型加入对应培养基后，置于 37℃、

5%CO2 培养箱中培养，于相应时间点取标本进行

观察。

1.2.2    CCK-8 细胞增殖实验　培养 24、48、72 h
后，各组取 6 个复孔分别加入 5 μL CCK-8 溶液，继

续培养 2 h 后，用酶标仪测定 450 nm 处吸光度（A）

值。以无细胞的单纯培养基作为空白对照。实验

重复 3 次。

1.2.3    细胞成管实验　培养 24 h 后，各组取 6 个复

孔，倒置相差显微镜下观察细胞成管情况，并应用

Image J 软件计数成管数量。

1.2.4    免疫荧光染色测定 VEGF 和 Notch1 表达　培

养 24 h 后，各组取 6 个复孔，细胞回收液收集细胞

并接种至细胞爬片。细胞爬片用 PBS 浸洗 3 次，每

次 3 min；4% 多聚甲醛固定 15 min，PBS 浸洗；
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0.5%TritonX-100 室温通透 20 min。滴加正常山羊

血清封闭后，滴加稀释的一抗（VEGF、Notch1）、

4℃ 过夜；滴加荧光二抗，1 h 后 PBST 洗 2 次、每

次 2 min；滴加 DAPI 复染，用含抗荧光淬灭剂的

封片液封片。最后，置于荧光显微镜下观察，呈绿

色荧光为阳性染色细胞。

1.3    统计学方法

采用 SPSS25.0 统计软件进行分析。数据以均

数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用 LSD 检验；检验水准 α=0.05

2    结果

2.1    细胞三维培养模型构建观察

HMVECs 接种至基质胶三维培养至 24 h 时，

细胞基本形成血管腔隙结构，形态规则，成管情况

较好。见图 1。
2.2    CCK-8 细胞增殖实验

各时间点，1、4 ATU/mL 组 A 值均高于对照

组，差异有统计学意义（P<0.05），提示该浓度天然

水蛭素促进细胞增殖。其中，24 h 时 4 ATU/mL 组
A  值高于  1  A T U / m L  组，差异有统计学意义

（P<0.05）；而 48、72 h 时两组 A 值比较差异无统计

学意义（P>0.05）。各时间点，7 ATU/mL 组 A 值
显著低于其他  3  组，组间差异均有统计学意义

（P<0.05），提示该浓度天然水蛭素抑制细胞增殖。

见图 2。
2.3    细胞成管实验

培养 24 h，对照组及 1、4、7 ATU/mL 组成管数

量分别为（3.33±0.57）、（5.66±1.52）、（9.33±1.15）、
（3.00±1.00）个。1、4 ATU/mL 组成管数较对照组及

7 ATU/mL 组明显增多，4 ATU/mL 组多于 1 ATU/mL
组，差异有统计学意义（P<0.05）。而 7 ATU/mL 组
与对照组比较，差异无统计学意义（P>0.05）。见

图 3。
2.4    细胞 VEGF 和 Notch1 表达测定

荧光染色检测示，对照组及 1、4、7 ATU/mL 组
Notch1 表达量分别为 181.33±6.65、183.33±7.50、
263.00±7.93、141.00±8.88。与对照组比较，1、
4 ATU/mL 组 Notch1 表达量增高，7 ATU/mL 组降

低；其中 4、7 ATU/mL 组与对照组比较差异有统

计学意义（P<0.05），1 ATU/mL 组与对照组比较差

异无统计学意义（P>0.05）；1、4、7 ATU/mL 组间

比较，差异均有统计学意义（P<0.05）。见图 4。
对照组及 1、4、7 ATU/mL 组 VEGF 表达量分

别为  88.60±5.50、184.00±11.53、283.33±16.16、

176.33±9.71。1、4、7 ATU/mL 组 VEGF 表达量均较

对照组增高，差异有统计学意义（P<0.05）；4 ATU/mL
组高于  1、7 ATU/mL 组，差异均有统计学意义

（P<0.05）；而 1、7 ATU/mL 组间比较差异无统计

学意义（P>0.05）。见图 5。

3    讨论

国内外研究已证实，水蛭素可以改善动物微循

环 [ 1 1 -1 2 ]，但其改善血运的机制尚不清楚。1992 年
Donayre 等[13]的研究证实水蛭素抗凝作用远优于肝

素，其作用不依赖凝血酶Ⅲ，可以直接与凝血酶结

合，特异性强。而凝血酶有致炎作用，Huang 等[14]

研究发现 EGFR 是凝血酶导致炎症的重要调节点。

近年在肿瘤学领域，Turpin 等[15]和 Xu 等[16]发现凝

血酶具有通过炎性反应促进肿瘤生长的作用，因此

反向分析水蛭素可能是通过拮抗凝血酶抑制各种

炎性因子。结合国内外文献和本课题组前期研究

结果，我们分析水蛭素除了通过拮抗凝血酶起到抗

炎作用外，可能还具有直接促进微血管再生的作用。

本课题组既往研究主要采用鼠皮瓣淤血模型，

 

 
图  1      三维培养  24 h 后倒置相差显微镜下观察  HMVECs
   （×200）

Fig.1   HMVECs observation by inverted phase contrast micro-
   scope at 24 hours after three-dimensional culture (×200)
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图 2     CCK-8 检测 HMVECs 生长曲线

Fig.2   The growth curve of HMVECs by CCK-8
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本次改用细胞三维培养技术。主要原因为，传统单

层培养细胞在体外环境会逐渐丧失原有性状，不能

产生体内细胞外基质屏障，生长特性与体内差异较

大[17]。而动物实验虽在体内进行，但由于体内多种

因素制约以及体内和外界环境相互影响，不能观察

中间细胞生长过程，其为研究重点关注内容。而细

胞三维培养技术能模拟人体内微环境，培养细胞呈

立体生长，更接近于人体内自然生长环境[18]，填补

了单层细胞培养和动物实验的不足[19]。近年来，国

内外一些研究者已通过各种细胞三维培养模型来

研究人类疾病的发生发展规律[20]。

VEGF-Notch 信号通路是经典的促血管生成分

子通路，可以使人多功能干细胞分化成 HMVECs [21]。

本实验采用细胞三维培养模型，通过细胞增殖实

 

 
图 3     各组细胞成管实验观察（倒置相差显微镜×100）     a. 对照组；b. 1 ATU/mL 组；c. 4 ATU/mL 组；d. 7 ATU/mL 组

Fig.3   The tube formation observations of different groups (Inverted phase contrast microscope×100)     a. Control group;   b. 1 ATU/mL
group ;   c. 4 ATU/mL group;   d. 7 ATU/mL group

 

 
图 4     各组 Notch1 免疫荧光染色观察（倒置荧光显微镜×200）     a. 对照组；b. 1 ATU/mL 组；c. 4 ATU/mL 组；d. 7 ATU/mL 组

Fig.4   The Notch1 expressions of different groups by immunofluorescence staining (Inverted fluorescence microscope×200)     a. Control
group;   b. 1 ATU/mL group;   c. 4 ATU/mL group;   d. 7 ATU/mL group

中国修复重建外科杂志 2018 年 12 月第 32 卷第 12 期 • 1589 •



验、成管实验和免疫荧光染色直接测定水蛭素作用

下 HMVECs 的 VEGF、Notch1 表达情况，结果提示

天然水蛭素可能通过上调 VEGF-Notch 信号通路，

促进细胞增殖和微血管形成。同时，我们也观察到

这种促进作用仅在 1、4 ATU/mL 浓度时明显。随

着药物浓度的增加，VEGF-Notch 信号通路表达量

开始下降并逐渐转向抑制，且高浓度水蛭素明显抑

制细胞增长，分析可能与高浓度水蛭素开始表现抗

炎作用有关。当水蛭素表现抗炎作用抑制各种炎

性因子释放时，也抑制了促进细胞增殖的 VEGF、
Notch1 等再生因子的作用。

免疫荧光染色观察发现 3 个浓度的天然水蛭

素均能促进 HMVECs 分泌 VEGF。但是仅 4 ATU/mL
浓度天然水蛭素能促进  HMVECs 分泌  Notch1，
1  ATU/mL 浓度时促进作用不明显，而浓度为

7 ATU/mL 时表现为抑制作用。我们分析 VEGF 是
Notch1 的上游因子[10]，所以低浓度天然水蛭素作用

时，VEGF 受体敏感性较高，开始释放 VEGF；当浓

度达 4 ATU/mL 时，大量释放的 VEGF 刺激下游

Notch1 受体释放  Notch1。而浓度为  7 ATU/mL
时，天然水蛭素主要表现为抗炎作用，VEGF 受体

开始关闭，虽然细胞中还残存大量 VEGF，但不能

达到下游 Notch1 受体的阈值，导致下游 Notch1 受
体关闭，进而 Notch1 表达水平下降。

综上述，天然水蛭素浓度为 4 ATU/mL 时，可

能通过 VEGF-Notch 信号通路促进 HMVECs 增殖

及血管生成；而浓度为 7 ATU/mL 时则主要通过拮

抗凝血酶和抗炎改善微循环，对 HMVECs 的增殖

和微血管生成起抑制作用。但天然水蛭素通过

VEGF-Notch 信号通路促进血管生成的作用机制仍

不明确；VEGF-Notch 信号通路与其他细胞增殖通

路的是否存在交互作用，也需进一步研究探讨。
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