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【摘 要】 目的 探讨高糖高脂诱导的微血管内皮细胞损伤及参松养心胶囊的干预作用。方法 2022 年 6

月—2023 年 2 月于络病理论创新转化全国重点实验室开展实验。将人微血管内皮细胞随机分为正常组、模型组和参

松养心低、中、高剂量组( 0． 25、0． 5、1． 0 mg /L) 。除正常组外，其余 4 组采用高糖高脂建立人微血管内皮细胞损伤模

型，并进行相应干预。采用 ELISA 检测细胞活性，荧光显微镜检测细胞线粒体膜电位，Western-blot 检测 DＲP1、MFN2、
GＲP78、NF-κB p65、P-selectin、E-selectin、IL-6 的蛋白表达水平。结果 与正常组比较，模型组的细胞生存活性和线粒

体膜电位显著降低，DＲP1、GＲP78、NF-κB p65、P-selectin、E-selectin、IL-6 蛋白表达明显增高，MFN2 蛋白表达明显降低

( P ＜ 0． 01 或 0． 05) 。与模型组比较，参松养心各剂量组的细胞生存活性和线粒体膜电位均显著升高( P ＜ 0． 01) ，

GＲP78、NF-κB p65、E-selectin 的蛋白表达显著降低( P ＜ 0． 01 或 ＜ 0． 05) ; 参松养心低、高剂量组的 MFN2 蛋白表达显

著升高( P ＜ 0． 05) ，IL-6 蛋白表达显著降低( P ＜ 0． 05) ; 参松养心中、高剂量组的 DＲP1、P-selectin 蛋白表达显著降低

( P ＜ 0． 05 或 ＜ 0． 01) 。结论 参松养心胶囊可提高微血管内皮细胞的生存活性，维持线粒体稳态，减轻内质网应激，

抑制炎性反应，降低黏附分子水平，从而发挥保护高糖高脂诱导损伤的微血管内皮细胞的作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the intervention effect of microvascular endothelial cell injury induced by high

glucose and high fat and the intervention effect of Shensong Yangxin Capsule( SSYX) ． Methods The experiments were con-
ducted from June 2022 to February 2023 at the State Key Laboratory for Innovation and Transformation of Luobing Theory． Hu-
man microvascular endothelial cells were randomly divided into the normal group，the model group，the SSYX-L，the SSYX-M
and the SSYX-H group( 0． 25，0． 5，1． 0 mg /L) ． In addition to the normal group，the other 4 groups were treated with high glu-
cose and high fat to establish the human microvascular endothelial cell injury model，and carried out corresponding interven-
tion． ELISA was used to detect cell activity，fluorescence microscopy was used to detect cellular mitochondrial membrane po-
tential，and Western blot was used to detect protein levels of DＲP1，MFN2，GＲP78，NF-κB p65，P-selectin，E-selectin，and
IL-6． Ｒesults Compared with the normal group，the cell survival activity and mitochondrial membrane potential of the model
group were significantly reduced，the protein expressions of DＲP1，GＲP78，NF-κB p65，P-selectin，E-selectin and IL-6 were
significantly increased，and the expression of MFN2 protein was significantly decreased． Compared with the model group，the
cell survival activity and mitochondrial membrane potential of each dose group were significantly increased ( P ＜ 0． 01) ，and
the protein expressions of GＲP78，NF-κB p65 and E-selectin were significantly decreased( P ＜ 0． 01 or ＜ 0． 05) ． The expres-
sion of MFN2 protein in the SSYX-H group was significantly increased ( P ＜ 0． 05 ) ，and the expression of IL-6 protein was
significantly decreased( P ＜ 0． 05) ，and the expression of DＲP1 and P-selectin protein in the SSYX-M and SSYX-H groups
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was significantly decreased( P ＜ 0． 05 or ＜ 0． 01) ． Conclusion Shensong Yangxin Capsule can improve the survival activity
of microvascular endothelial cells，maintain mitochondrial homeostasis，reduce endoplasmic reticulum stress，inhibit inflamma-
tory response，and reduce the level of adhesion molecules，thereby protecting microvascular endothelial cells induced by high
glucose and high fat．
【Key words】 High glucose and high fat; Microvascular endothelial cells; Shensong Yangxin Capsules; Mitochondria;

Endoplasmic reticulum stress; Inflammatory reaction; Mechanism of action

糖尿病、肥胖、吸烟、酗酒等危险因素均可增加心

律失常的发病风险，这些发病诱因均与微血管病变关

系密切［1-4］。既往络病理论指出［5］，心脏正常的搏动

是心之气络与心之脉络协同作用的结果，心之气络弥

散敷布经气的作用涵盖由窦房结发出的心脏传导系

统、参与搏动的植物神经及部分高级中枢神经功能; 心

之脉络涵盖了冠状动脉循环系统，包括广泛分布于心

肌的小血管及微循环。心之脉络功能障碍可引起心脏

血流灌注不足，发生缺血缺氧，造成微循环障碍，微循

环障碍以微血管内皮细胞损伤为核心和启动因素，内

皮功能障碍与络脉自稳状态功能异常具有内在一致

性。因此提出保护微血管内皮细胞是预防心律失常发

生的重要策略［6］。前期通过对糖尿病模型小鼠的研

究发现，其心律失常易感性增加、心电图参数异常、
心脏重构可能与内皮细胞损伤及其介导的炎性反应

有关，参松养心胶囊可能通过保护内皮细胞抑制炎

性反应降低心律失常易感性、改善心电图参数和心

脏重构［7］。既往研究发现，高糖高脂可以损伤血管

内皮细胞，引起氧化应激、内质网应激、线粒体损伤、
细胞骨架改变和炎性反应［8-12］。因此，本研究采用高

糖高脂建立微血管内皮细胞损伤模型，探讨参松养

心胶囊是否能通过保护线粒体功能、减轻内质网应

激和炎性反应等信号通路发挥微血管内皮细胞保护

作用，报道如下。
1 材料与方法

1． 1 实验材料 ( 1) 人微血管内皮细胞系: 购自上海

富衡生物科技有限公司。( 2 ) 主要试剂: 内皮细胞培

养 基 购 自 美 国 Sciencell 公 司，CCK-8 试 剂 盒

( KTA1020) 购自中国 Abbikine 公司，NF-κB p65 抗体

( proteintech) 、IL-6 抗 体 ( 66272-1-lg ) 、GＲP 78 抗 体

( 66574-1-Ig) 、P-selectin 抗体 ( 60322-1-Ig ) 、E-selectin
抗体( 26980-1-AP) 、MFN2 抗体( 67487-1-Ig) 、DＲP1 抗

体( 12957-1-AP) 均购自 proteintech 公司，线粒体膜电

位检测试剂盒购自碧云天生物技术有限公司。( 3) 实

验药物: 参松养心胶囊超微粉由石家庄以岭药业股份

有限公司提供( B2103007 ) 。( 4 ) 仪器设备: 多功能酶

标仪( 美国 BioTek 公司) 、Odyssey 型双色红外激光扫

描仪( 美国 LI-COＲ 公司) 、Forma 371 细胞培养箱( 美

国 Thermo Scientific 公司) 、C10281 自动细胞计数仪

( 美国 Invitrogen 公司) 、PrimoVert 倒置显微镜 ( 德国

Zeiss 公司) 。
1． 2 实验方法 2022 年 6 月—2023 年 2 月于络病理

论创新转化全国重点实验室开展实验。根据参考文献

［13-14］采用高糖高脂( 25 mmol /L 葡萄糖 + 50 mmol /L
棕榈酸酯) 建立人微血管内皮细胞损伤模型，将细胞

随机分为正常组、模型组、参松养心低剂量组、参松养

心中剂量组、参松养心高剂量组等 5 组，其中正常组采

用普通培养基培养 24 h; 模型组弃去原培养基，更换为

含高糖高脂的培养基培养 24 h; 参松养心低剂量组弃

去原培养基，更换为含 0． 25 mg /L 参松养心的培养基

预先孵育 4 h 后，更换为含高糖高脂和 0． 25 mg /L 参

松养心的培养基培养 24 h; 参松养心中剂量组弃去原

培养基，更换为含 0． 5 mg /L 参松养心的培养基预先孵

育 4 h 后，更换为含高糖高脂和 0． 5 mg /L 参松养心的

培养基培养 24 h; 参松养心高剂量组弃去原培养基，更

换为含 1． 0 mg /L 参松养心的培养基预先孵育 4 h 后，

更换为含高糖高脂和 1． 0 mg /L 参松养心的培养基培

养 24 h。以上各组细胞均放置于 37℃、5% CO2 的培

养箱中培养。
1． 3 观察指标与方法

1． 3． 1 ELISA 法检测细胞生存活性: 细胞分组给药

后，根据说明书操作，每孔加入 CCK-8 溶液 100 μl，在

37℃、5% CO2 培养箱中继续孵育 1 h，使用酶标仪检

测 450 nm 处的吸光度( OD) 值，并以对照组 OD 值为

参照，用各组 OD 值与对照组 OD 值的比值表示细胞

活性。
1． 3． 2 荧光显微镜检测细胞线粒体膜电位( mitochon-
drial membrane potential，MMP) : 细胞分组给药处理后，

使用增强型线粒体膜电位检测试剂盒( JC-1 ) 检测各

组细胞线粒体膜电位变化。具体操作如下: 弃去原培

养基，无菌 PBS 溶液洗涤细胞 2 次，加入 1 ml 细胞完

全培养基，6 孔板中每孔加入 1 ml 混合均匀的 JC-1 染
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色工作液( 每 5 μl JC-1 加入 1 ml JC-1 染色缓冲液) ，

试剂盒中的 CCCP 稀释至 10 μmol /L，处理细胞 20 min
作为阳性对照，细胞培养箱中 37℃孵育 20 min。孵育

结束后，弃上清，用 JC-1 染色缓冲液洗涤 2 次后，每孔

加入 2 ml 细胞完全培养基，荧光显微镜下观察。正常

线粒体中 JC-1 以聚合物的形式存在，发出红色荧光;

损伤 的 线 粒 体 JC-1 以 单 体 的 形 式 存 在，发 出 绿 色

荧光。
1． 3． 3 蛋白免疫印迹( Western-blot) 方法检测蛋白表

达: 将各组细胞进行相应处理后，弃去培养基，无菌

PBS 清洗 2 次，去除培养皿中残余液体加入等量细胞

裂解液充分裂解，将细胞裂解物离心收集上清液，采用

BCA 试剂盒测定上清中蛋白浓度，余加入 5 × 上样缓

冲液，加热 5 min 使蛋白变性，冷却备用。各组取等量

蛋白样品进行凝胶电泳，90 V 稳压电泳约 30 min，待

溴酚蓝进入分离胶后，换用 120 V 稳压电泳，至溴酚蓝

前缘移动到凝胶底部，取出凝胶。采用半干式转膜方

法将凝胶内蛋白转入 PVDF 膜。将转膜完毕的 PVDF
膜置入快速封闭液，在摇床上室温封闭 10 min，使用洗

涤缓冲液( TBST) 洗膜 3 次，将封闭后的 PVDF 膜置入

按说明书稀释后的相应一抗溶液中，4℃缓慢摇动孵育

过夜，TBST 洗膜 3 次后，将 PVDF 膜置入适量二抗溶

液中室温避光孵育 30 min，TBST 洗膜 3 次。用 Odys-
sey 双色红外激光成像系统扫描检测，以相对灰度值

( 目的蛋白灰度值 /GAPDH 灰度值) 作为蛋白表达量。
实验重复 3 次取平均值。
1． 4 统计学方法 采用 SPSS 26． 0 统计软件进行数

据分析。符合正态分布的计量数据以 �x ± s 表示，多

个样本均数 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 法 ( One-Way
ANOVA) ，多个样本均数间的两两比较用最小显著

差法( LSD) ，方差不齐的数据，进行数据转换后分析

或采用 Dunnett’s T3 检验; 不符合正态分布的数据

采用多个独立样本均数比较的非参数 Kruskal-Wallis
秩和检验。P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2． 1 各组微血管内皮细胞生存活性比较 与正常组

比较，模型组的细胞生存活性降低( P ＜ 0． 01) ; 与模型

组比较，参松养心各剂量组的细胞生存活性均显著升

高( P ＜ 0． 01) ，见表 1。

表 1 各组微血管内皮细胞生存活性比较 ( �x ± s，% )

Tab． 1 Comparison of survival activity of microvascular endotheli-
al cells in each group

组 别 n 细胞生存活性

正常组 3 100． 67 ± 0． 03

模型组 3 58． 67 ± 0． 05a

参松养心低剂量组 3 85． 33 ± 0． 01b

参松养心中剂量组 3 91． 66 ± 0． 04b

参松养心高剂量组 3 93． 00 ± 0． 05b

F 值 54． 108
P 值 ＜ 0． 001

注: 与正常组比较，aP ＜ 0． 01; 与模型组比较，bP ＜ 0． 01。

2． 2 各组微血管内皮细胞 MMP 变化情况 荧光显

微镜观察内皮细胞线粒体膜电位变化发现，正常组线

粒体呈现红色荧光; 模型组呈现绿色荧光; 参松养心各

剂量组均呈现红色荧光，见图 1。
2． 3 各组微血管内皮细胞 DＲP1、MFN2、GＲP78 蛋

白表达比较 Western-blot 结果显示，与正常组比较，

模型 组 DＲP1、GＲP78 蛋 白 表 达 明 显 增 高 ( P ＜
0． 05 ) ，MFN2 蛋白表达明显降低( P ＜ 0． 01 ) ; 与模型

组比较，参松养心中剂量组和参松养心高剂量组的

DＲP1 蛋白表达量显著降低( P ＜ 0． 05 或 ＜ 0． 01 ) ，参

松养心低剂量组的 DＲP1 蛋白表达量有所降低但差

异无统计学意义( P ＞ 0． 05 ) ，参松养心低剂量组和参

松养心高剂量组的 MFN2 蛋白表达量显著升高( P ＜
0． 05 ) ，参松养心中剂量组的 MFN2 蛋白表达也有所

增加，但差异无统计学意义( P ＞ 0． 05 ) ，参松养心各

剂量组的 GＲP78 蛋白表达均显著降低( P ＜ 0． 01 ) ，

见图 2、表 2。

图 1 各组细胞线粒体膜电位比较

Fig． 1 Comparison of mitochondrial membrane potential in each group
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注: A． 正常组; B． 模型组; C． 参松养心低剂量组; D． 参松养心中剂量组;

E． 参松养心高剂量组

图 2 各组细胞的蛋白表达电泳图比较

Fig． 2 Comparison of the protein electrophoretogram in cells in
each group

表 2 各组微血管内皮细胞 MFN2 、DＲP1、GＲP78 蛋白相对表

达量比较 ( �x ± s)

Tab． 2 Comparison of MFN2，DＲP1 and GＲP78 relative protein
expression levels in microvascular endothelial cells in each
group

组 别 n MFN2 DＲP1 GＲP78
正常组 3 0． 86 ± 0． 04 0． 44 ± 0． 03 0． 54 ± 0． 10
模型组 3 0． 48 ± 0． 03b 0． 69 ± 0． 07a 0． 96 ± 0． 09b

参松养心低剂量组 3 0． 64 ± 0． 13c 0． 63 ± 0． 08 0． 61 ± 0． 13d

参松养心中剂量组 3 0． 62 ± 0． 12 0． 57 ± 0． 09c 0． 60 ± 0． 16d

参松养心高剂量组 3 0． 73 ± 0． 17c 0． 46 ± 0． 07d 0． 58 ± 0． 15d

F 值 4． 803 6． 717 4． 880
P 值 0． 020 0． 007 0． 019

注: 与 正 常 组 比 较，aP ＜ 0． 05，bP ＜ 0． 01; 与 模 型 组 比 较，cP ＜

0． 05，dP ＜ 0． 01。

2． 4 各 组 微 血 管 内 皮 细 胞 NF-κB p65、P-selectin、
E-selectin、IL-6 蛋白表达 Western-blot 结果显示，与

正常组比较，模型组 NF-κB p65、P-selectin、E-selectin、
IL-6 蛋白表达明显增高( P ＜ 0． 01 或 ＜ 0． 05 ) ; 与模型

组比较，参松养心低剂量组和参松养心高剂量组的

NF-κB p65、E-selectin、IL-6 蛋白表达显著降低 ( P ＜
0． 01或 ＜ 0． 05 ) ，参松养心中剂量 组 的 NF-κB p65、
P-selectin、E-selectin 蛋白表达显著降低 ( P ＜ 0． 01 ) ，

IL-6 蛋白表达量也有所降低，但差异无统计学意义

( P ＞ 0． 05) ，见图 3、表 3。

注: A． 正常组; B． 模型组; C． 参松养心低剂量组; D． 参松养心中剂量组;

E． 参松养心高剂量组

图 3 各组细胞的蛋白电泳图比较

Fig． 3 Comparison of the protein electrophoretogram in cells in
each group

3 讨 论

微血管分布于循环系统末端，是远心端组织器官

血氧供应的主要渠道。内皮细胞是微血管的主要构成

部分，内皮细胞功能障碍可直接导致微血管病变。在

血管疾病发展变化中，微血管可略先于大血管出现病

变［15］，因此早期发现微血管病变对于干预疾病进展具

表 3 各组微血管内皮细胞 NF-κB p65、P-selectin、E-selectin、IL-6 蛋白相对表达量比较 ( �x ± s)
Tab． 3 Comparison of NF-κB p65，P-selectin，E-selectin and IL-6 relative protein expression levels in microvascular endothelial cells in

each group
组 别 n NF-κB p65 P-selectin E-selectin IL-6

正常组 3 0． 20 ± 0． 10 0． 44 ± 0． 07 0． 39 ± 0． 09 0． 49 ± 0． 05
模型组 3 0． 50 ± 0． 14b 0． 78 ± 0． 19b 0． 59 ± 0． 07b 0． 72 ± 0． 14a

参松养心低剂量组 3 0． 22 ± 0． 04d 0． 55 ± 0． 13 0． 47 ± 0． 05c 0． 53 ± 0． 13c

参松养心中剂量组 3 0． 24 ± 0． 12d 0． 50 ± 0． 07c 0． 45 ± 0． 05c 0． 56 ± 0． 04
参松养心高剂量组 3 0． 21 ± 0． 08d 0． 49 ± 0． 12c 0． 41 ± 0． 06d 0． 46 ± 0． 09d

F 值 5． 033 3． 275 4． 374 3． 206
P 值 0． 017 0． 058 0． 027 0． 062

注: 与正常组比较，aP ＜ 0． 05，bP ＜ 0． 01; 与模型组比较，cP ＜ 0． 05，dP ＜ 0． 01。
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有重要意义。细胞生存活性是反映细胞功能的重要指

标。本研究结果显示，高糖联合高脂共同诱导能降低

内皮细胞活性，给予不同浓度的参松养心胶囊干预后，

细胞生存活性均明显升高，其中参松养心高剂量组效

果更明显。由此可以说明，参松养心胶囊可明显改善

高糖高脂诱导的内皮细胞损伤。
线粒体是细胞中调节能量代谢的关键细胞器，并

参与细胞间的信号传递及调控细胞坏死和凋亡进程。
实验研究表明，高血糖可诱导细胞氧化并造成线粒体

功能障碍［16］。内皮细胞位于血管内膜，高血糖可直接

影响内皮细胞的通透性，造成线粒体过渡孔打开并发

生内膜的去极化，出现线粒体膜电位的降低。本研究

结果显示，高糖高脂处理内皮细胞使线粒体膜电位降

低，经参松养心胶囊干预后，线粒体膜电位升高，说明

参松养心胶囊可改善高糖高脂诱导的内皮细胞线粒体

损伤，保护线粒体功能。MFN2 位于线粒体外膜，通过

介导线粒体网络融合调节线粒体功能，并促进与其他

细胞器的相互作用［17］。实验研究表明，MFN2 可稳定

细胞间连接结构，维持内皮屏障的完整性。炎性刺激

使 MFN2 与 F-肌动蛋白连接结构分离，导致血管通透

性增加，破坏内皮屏障的完整性［18］。DＲP1 是调控线

粒体分裂的核心蛋白，生理状态下线粒体处于融合与

分裂的动态平衡中，线粒体过度分裂可造成线粒体功

能紊乱，破坏线粒体膜电位［19］，增加内皮细胞膜通透

性，损伤内皮细胞屏障功能［20］。本研究结果显示，高

糖高脂处理细胞后，MFN 蛋白表达降低，DＲP1 蛋白表

达升高，参松养心可促进内皮细胞 MFN2 表达，抑制

DＲP1 蛋白表达，恢复线粒体融合与分裂的动态平衡

关系，参松养心的这种作用可能是维持内皮屏障完整

的重要机制之一。参松养心高剂量组效果更为显著，

因样本量限制，中剂量组效果未明显优于低剂量组，还

需后续增加样本量进行实验验证。
内质网是真核细胞蛋白及脂质合成和钙离子贮存

的场所，能够完成蛋白折叠以及蛋白翻译后修饰，在生

理状态下，内质网稳态保证蛋白正确折叠并进行下一

步修饰。当内质网出现活动异常时，可产生未折叠

或折叠缓慢的蛋白，内质网可通过相关蛋白对这些

错误蛋白进行蛋白酶体降解，发生未折叠蛋白反应，

这是内质网应激当中最典型的反应。内质网应激是

一种自我保护机制，通过发生内质网应激促使自身

恢复到稳态，但长期处于内质网应激状态可引起细

胞坏死及凋亡［21］。GＲP78 是内质网上重要的分子

伴侣蛋白，是内质网应激的经典标志性蛋白分子［22］，

当细胞受到缺氧、感染等损伤时，机体可通过促进

GＲP78 的 表 达 维 持 内 质 网 钙 离 子 和 内 环 境 的 稳

定［23］，因此 GＲP78 升高可证明细胞发生了内质网应

激。当内质网应激持续发生时，过量的 GＲP78 可导

致细胞内钙稳态失衡，影响钙蛋白酶活性，促进细胞

凋亡，影响细胞功能和活力［24］。本研究结果显示，在

高糖高脂诱导下，微血管内皮细胞 GＲP78 蛋白表达

明显升高，提示发生了内质网应激。经参松养心干

预后，GＲP78 蛋白表达显著降低，说明参松养心可改

善高糖高脂诱发的内皮细胞内质网应激反应，保护

内皮细胞功能。
NF-κB 是一种控制 DNA 转录的蛋白质复合物，可

以与 κB 的靶位点结合并促进转录［25-26］。在氧化应激

的作用下，NF-κB 调节促炎细胞因子、转录因子和细胞

黏附分子的表达，在微循环障碍的发生发展中起关键

作用［27-28］。p65 是 NF-κB 的典型亚基，能增强巨噬细

胞促炎细胞因子的产生，加重高脂饮食诱导的慢性炎

性反应［29］。NF-κB 可以被多种刺激因子诱导，使其从

抑制状态转化为活化状态。有研究表明，采用 TNF-α
诱导内皮细胞损伤可激活 NF-κB 信号通路，上调黏附

分子的表达，促进白细胞黏附于血管壁并加重炎性反

应进程［30］。本研究结果表明，高糖高脂诱导了内皮细

胞 NF-κB 激 活，促 进 了 黏 附 分 子 的 表 达，模 型 组

NF-κB p65、P-selectin、E-selectin 蛋白表达明显升高，

参松养心能显著下调 NF-κB p65、P-selectin、E-selectin
的蛋白表达，说明高糖高脂刺激促进了内皮细胞表面

黏附分子的激活，为介导炎性细胞与内皮细胞的黏附

进而诱发炎性反应创造了条件，参松养心能够抑制内

皮细胞上黏附分子激活，阻断炎性反应进程。
综上，高糖高脂可降低微血管内皮细胞活性，导致

内皮细胞线粒体功能障碍、内质网应激，炎性因子和黏

附分子表达增多; 参松养心可明显改善高糖高脂诱导

的内皮细胞损伤的生存活性，抑制线粒体膜电位下降，

使线粒体融合及分裂功能平衡，抑制内质网应激、炎性

反应，降低黏附分子表达。进一步证实参松养心胶囊

对高糖高脂诱导损伤的内皮细胞具有保护作用。结合

前期研究表明［7］，微血管内皮细胞损伤及其介导的炎

性反应是诱发心律失常的原因之一，参松养心胶囊能

够通过抑制内皮细胞损伤及其介导的炎性反应预防心

律失常的发生。
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