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3.2  血清生化指标改变   

模型组大鼠血清 FT3、FT4 和 rT3 与空白对照

组相比显著降低(P<0.01)，黄连组和胆黄连组大鼠

血清 FT3 与模型组比明显增高(P<0.05)，猪胆汁组

大鼠血清 FT4 与模型组相比明显降低(P<0.05)，

rT3 没有显著性变化，结果见表 2。 

表 2  各组大鼠血清 FT3、FT4 和 rT3 测定结果(n=10, 

sx  ) 

Tab. 2  Results of FT3, FT4 and rT3 of the rats’ serum in all 
the groups(n=10, sx  ) 

组别 FT3/pg·mL1 FT4/ng·dL1 rT3/pg·mL1 

空白对照组 3.53±1.00 2.03±0.45 0.16±0.05 

模型组 1.92±0.132) 1.14±0.222) 0.10±0.022) 

黄连组 2.40±0.392)3) 0.98±0.172) 0.12±0.031) 

猪胆汁组 2.01±0.572) 0.86±0.222)3) 0.11±0.032) 

胆黄连组 2.66±0.952)3) 0.90±0.292) 0.12±0.07 

注：与空白对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较，3)P<0.05。 

Note: Compared with normal group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
model group, 3)P<0.05. 

4  讨论 

根据中医临床“物极必反”原则，选用温理

药造模，借鉴酵母制热原理的造模方法，造成热

证模型，使模型组大鼠体温、血清中 FT3、FT4

和 rT3 均与空白对照组产生显著性差异(P<0.01， 

P<0.05)。黄连味苦性寒，具有清热燥湿，泻火解

毒的作用，成分主要含有季胺型生物碱[3]，猪胆汁

具有清热、润燥、解毒的功效[4]，主要含有胆汁酸

及胆酸盐类化学成分，故用猪胆汁炮制黄连，不

但起协同作用增加黄连的寒性，也同样增加生物

碱在小肠内的吸收，增强解热疗效。 

由结果可知，猪胆汁和胆黄连解热效果最好，

黄连在 3 h 时解热效果较好，可以看出猪胆汁不单

单是只起到辅助作用的辅料，还具有一定的药效

协同作用，可以更深入地影响主药的性味[5]。但可

能由于黄连主要含有的小檗碱极性较大，在肠道

的吸收较差，所以只是在 3 h 内体现了显著的解热

效果。在生化指标方面，模型组均呈现甲状腺功

能减弱，黄连与胆黄连的治疗可以促使其恢复正

常水平，这与有关文献报道实热证早期时是交感

神经和垂体-肾上腺系统机能增强，随后垂体-甲状

腺系统机能也随之提高[6]，会呈现甲状腺功能亢进

相违背，其原因可能是实热证的研究进展还只是

处于发展阶段，对于实热证的造模方法及检测指

标还未有相对统一的标准，每个报道的结果只能

说明单一方面的问题，对于实热证的确切发热机

制及多种指标的内在联系也还未明确，所以对于

实热证还需进一步研究。 
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摘要：目的  探讨 PI3Kα 抑制剂 BYL719 对人脐静脉血管内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells，HUVEC)增殖

与血管生成的影响。方法  采用 MTT 法测定 BYL719 对 HUVEC 活力的抑制作用；用流式细胞术检测 BYL719 对其细胞

周期的影响；体外小管形成实验观察 BYL719 对血管生成的影响；Western blot 检测 Akt、p-Akt、cyclinD1 和 CDK4 蛋白
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表达水平的变化。结果  BYL719 抑制了 HUVEC 中 Akt 的磷酸化水平；BYL719 作用细胞后，HUVEC 的细胞活力显著

降低；BYL719 能够通过下调 cyclinD1 和 CDK4 的表达而阻滞细胞于 G1 期，进而抑制 HUVEC 的增殖；HUVEC 经 BYL719

处理后，体外小管形成能力受到显著抑制。结论  BYL719 降低了 HUVEC 中 Akt 的磷酸化水平，能够抑制 HUVEC 的细

胞增殖和血管生成。 
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Inhibitor of PI3Kα, BYL719 Suppresses Proliferation and Tube Formation of Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To assess the effects of BYL719, an inhibitor of PI3K, on cell proliferation and angiogenesis in 

cultured human umbilical vein endothelial cells(HUVEC) in vitro. METHODS  Cell viability was detected by MTT assay. Cell 
cycle was analyzed by flow cytometry. The expression of Akt, p-Akt, cyclinD1 and CDK4 was examined by Western blot 
analysis. RESULTS  BYL719 inhibited the phosphorylation of Akt in HUVEC. MTT results indicated that BYL719 inhibited 
the growth of HUVEC in a dose-dependent manner. BYL719 decreased the expression of cyclinD1 and CDK4, and arrested cell 
cycle progression at the G1 phase. In addition, tube formation of HUVECs was markedly inhibited by BYL719. CONCLUSION  
BYL719 inhibits the growth and exerts anti-angiogenic activity in HUVEC. 
KEY WORDS: human umbilical vein endothelial cells(HUVEC); BYL719; PI3Kα; cell proliferation; cell cycle; angiogenesis  

 

磷酯酰肌醇-3 激酶/蛋白激酶 B(phosphatidy- 

linositol 3-kinase/protein kinase B，PI3K/PKB)信号

通路在肿瘤的发生、发展过程中发挥重要作用[1]。

该通路中相关因子过度激活或功能缺失能够引起

肿瘤细胞增殖、凋亡及侵袭的异常。根据结构特

征和活化机制，通常将 PI3K 家族成员分为 3 种类

型：Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型。Ⅰ型 PI3K 根据 p110 所

结合亚基的不同又分为ⅠA 和ⅠB 2 个不同的亚

型；而ⅠA 类 PI3K 又分为 PI3Kα、PI3Kβ、PI3Kδ 

3 个亚型，其中 PI3Kα和肿瘤的发生发展关系最为

密切[2-3]。由于 PI3K 和肿瘤发生发展的密切相关

性，设计 PI3K 的特异性抑制剂并用于肿瘤的临床

治疗已成为药物研究的热点，部分针对 PI3K 分子

的靶向抑制剂已进入临床研究阶段[4]。 

选择性 PI3K抑制剂在保留其治疗效果的同时

能够减少不良反应，从而增加机体的耐受力[5]。

BYL719 是一种新型的 PI3Kα选择性抑制剂，能够

抑制 PI3K 下游底物 PKB(Akt)的磷酸化，进而在

非小细胞肺癌等多种肿瘤中表现出较好的抑制活

性 [6-7]。本研究以人脐静脉血管内皮细胞(human 

umbilical vein endothelial cells，HUVEC)为实验材

料，探讨 BYL719 的体外抑制血管生成活性，为

BYL719 用于肿瘤的临床治疗提供实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料  

BYL719 抑制剂(Selleck Chemicals，批号：

S2814)；HUVEC 细胞株(南京凯基生物科技发展有

限公司)；RPMI 1640 培养基和胎牛血清(Gibco)；

Matrigel(BD 公司)；β-actin 抗体(Sigma)；cyclinD1

和 CDK4 抗体(Santa cruz)；Akt 抗体(Cell Signaling 

technology)；p-Akt(S473)抗体(Abcam)；山羊抗小

鼠 IgG(批号：112971)和山羊抗兔 IgG(批号：109525)

均购自北京中杉金桥生物公司。 

1.2  细胞培养   

HUVEC 用含有 10%胎牛血清的 RPMI 1640

培养基，于 37 ℃和 5% CO2 条件下，孵箱培养。 

1.3  MTT 法测定细胞活力 

胰酶消化细胞后接种于 96 孔板中，次日加入

不同剂量的 BYL719 进行实验处理。终止培养前

4 h 加 20 µL(5 g·L1)的 MTT 于各个孔中，吸去培

养液后加入 150 µL 的 DMSO，室温振荡 10 min；

490 nm 波长下测定各孔的 OD 值，以同样的方法

测 6 个平行孔，并对结果进行统计分析。 

1.4  流式细胞术检测细胞周期  

HUVEC 经 BYL719 处理 24 h 后，胰酶消化并

离心收集细胞，加入终浓度为 75%的冷乙醇 4 ℃
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固定过夜。用 PBS 洗细胞 2 次后加入 50 mg·L1

的 RNase A，37 ℃孵育 30 min；然后加入 PI，闭

光染色 30 min 后上机检测。用 Cell Quest 软件分

析细胞周期分布，实验重复 3 次。 

1.5  体外小管生成实验   

将 Matrigel 基质胶放置 4 ℃过夜融化。次日，

在预冷的 96 孔板中加入 50 μL 融化的 Matrigel 基

质胶溶液，37 ℃放置 40 min 使基质胶凝固。然后

每孔加入 HUVEC(每孔 1.5×104)于凝胶表面，

37 ℃ 5% CO2 培养箱中继续培养 10 h，倒置显微

镜下观察体外管腔生成结果。 

1.6  免疫印迹分析   

用含有蛋白酶抑制剂的RIPA细胞裂解液冰上

裂解细胞 20 min，然后 4 ℃ 12 000 r·min1 离心

20 min，收集上清并测定蛋白含量。取 30 μg 总蛋

白进行 SDS-PAGE 实验，电泳结束后将蛋白电转

移至 PVDF 膜上，5%脱脂奶粉封闭 2 h，然后加入

一抗，4 ℃孵育过夜；PBST 洗膜 3 次，每次 10 min；

接着分别加入相应的山羊抗小鼠 IgG 和山羊抗兔

IgG 室温孵育 2 h，PBST 洗膜 3 次，每次 10 min；

最后用 ECL 显色试剂盒于暗室曝光显影。实验重

复 3 次。 

1.7  统计处理  

各组实验均独立重复 3 次。实验数据以 sx 
表示，2 组间比较采用 t 检验，P<0.05 为差异具有

统计学意义。 

2  结果 

2.1  BYL719 抑制 HUVEC 中 Akt 的磷酸化  

由于 BYL719 是 PI3Kα 的选择性抑制剂，所

以检测了 BYL719 对 PI3K 通路下游关键因子 Akt

磷酸化的抑制作用。用Western blot法检测HUVEC

中 Akt 和 p-Akt 蛋白的表达，结果表明，经 BYL719

处理 24 h 的 HUVEC 中，Akt 的磷酸化水平明显受

到抑制。结果见图 1。 

2.2  BYL719 抑制 HUVEC 细胞活力   

用不同浓度的 BYL719处理内皮细胞 24 h后，

MTT 法检测细胞活力。结果表明，BYL719 能够

显著抑制 HUVEC 的细胞活力，且抑制作用呈剂量

依赖性，结果见图 2。 

2.3  BYL719 诱导 HUVEC 阻滞于 G1 期  

由于 BYL719 对内皮细胞的生长具有显著抑

制作用，因此推测 BYL719 可能通过调节细胞周

期的进程而抑制 HUVEC 的增殖，因此采用流式细

胞术检测 BYL719 对 HUVEC 细胞周期的影响。结

果发现，HUVEC 经 BYL719 作用 24 h 后，细胞阻

滞于 G1 期。结果见图 3。 

不同浓度的 BYL719 处理内皮细胞 24 h 后，

Western blot 法检测与细胞周期进程密切相关的

cyclinD1 和 CDK4 蛋白水平的变化。发现 BYL719

诱导细胞 G1 期阻滞与其抑制 cyclinD1 和 CDK4

的蛋白表达密切相关，结果见图 4。 

 
图 1  BYL719 抑制 HUVEC 中 Akt 的磷酸化(n=3, sx  ) 

与 0 μmol·L1 BYL719 比较，1)P<0.01。 

Fig. 1  BYL719 inhibits the phosphorylation of Akt in 
HUVEC(n=3, sx  ) 
Compared with 0 μmol·L1 BYL719, 1)P<0.01. 

 
图 2  BYL719 抑制 HUVEC 细胞活力 

Fig. 2  BYL719 reduces the viability of HUVEC 
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图 3  BYL719 阻滞 HUVEC 细胞周期于 G1 期 

Fig. 3  Effect of BYL719 on HUVEC cell cycle is detected by flow cytometry 

 
图 4  BYL719 下调 cyclinD1 和 CDK4 的蛋白表达(n=3, 

sx  ) 
与 0 μmol·L1 BYL719 比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 4  BYL719 down-regulates cyclinD1 and CDK4 
expression in HUVEC(n=3, sx  ) 
Compared with 0 μmol·L1 BYL719, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

2.4  BYL719 对 HUVEC 体外小管形成的抑制作用 

显微观察 BYL719 对血管生成的影响。体外

小管形成实验结果表明，BYL719 作用 HUVEC 

10 h 后，小管数目减少，结构松散且不完整，而

对照组(0 μmol·L1 BYL719)可形成密度较高的管

状结构，表明 BYL719 能够显著抑制 HUVEC 的体

外小管形成。结果见图 5。 

 
   BYL719 0 μmol·L1  BYL719 10 μmol·L1  BYL719 20 μmol·L1 

图 5  BYL719 抑制 HUVEC 体外小管生成  

Fig. 5  BYL719 inhibits the tube formation of HUVECs 

3  讨论  

血管生成是指从既存血管中长出新生血管的

过程，是机体生长、炎症反应和伤口愈合等生理

过程所必需的。但在原发性肿瘤和转移性肿瘤等

病理情况下，血管生成出现调控紊乱[8-9]。上世纪

70 年代，美国哈佛大学医学院 Folkman 教授首次

指出血管生成在肿瘤的生长过程中发挥着重要作

用，认为肿瘤的生长、增殖均与血管生成密切相关，

抑制血管生成能够减缓肿瘤的生长和转移[10]。随后，

以肿瘤血管生成信号通路中的关键分子为靶点开

发抗肿瘤药物便成为药物研发的热点，而抑制肿

瘤血管生成也成为转化医学中最为成功的范例之

一[11]。另外，抗血管生成的抑制剂能够特异性靶

向遗传稳定的内皮细胞，不容易产生耐药性，且

不良反应少。 

本研究首先观察了BYL719对HUVEC细胞中

Akt 活性的抑制，发现较低浓度的 BYL719 能够显

著抑制 Akt 的磷酸化。由于血管内皮细胞的增殖

和迁移是血管生成的基础，本研究检测了 BYL719

对 HUVEC 增殖的影响。MTT 实验和流式细胞术

结果显示，BYL719 能够剂量依赖性地抑制

HUVEC 的细胞活力，并通过抑制 cyclinD1 和

CDK4 的表达阻滞 HUVEC 细胞周期于 G1 期，从

而抑制细胞的增殖。另外，BYL719 作用于内皮细

胞后，可明显抑制体内 HUVEC 在基质胶中延伸生

长，并抑制其形成管腔状结构。综合以上研究结

果推断，PI3Kα抑制剂 BYL719 对血管形成的抑制

作用与其抑制血管内皮细胞的增殖相关。 
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蒲公英有机萃取物的抗甲型 H1N1 流感病毒作用 
 

王晓丹 1，夏晓玲 2，赵玉娇 1，王新华 3，张荣平 2*，孙强明 1*
(1.北京协和医学院/中国医学科学院医学生物学研究所、

云南省重大传染病疫苗研发重点实验室，昆明 650118；2.昆明医科大学，昆明 650500；3.广州医科大学附属第一医院，广州医科大学呼吸疾病

国家重点实验室，广州 510230) 
 

摘要：目的  通过检测蒲公英不同的萃取物体外抗甲型 H1N1 流感病毒作用，探讨其在甲型 H1N1 流感治疗上的应用。

方法  首先用乙醇萃取而得到蒲公英的乙醇萃取物，然后依次采用乙酸乙酯、正丁醇、石油醚、水萃取蒲公英的乙醇萃

取物，得到不同溶剂的萃取物；选用狗肾传代 MDCK 细胞作为病毒的宿主对病毒进行培养和扩增；通过血凝效价和 Real 

time RT-PCR 实验，间接或直接检测蒲公英不同萃取物对病毒的中和作用和增殖抑制作用。结果  4 种不同溶剂的蒲公英

萃取物作用病毒后，只有石油醚、乙酸乙酯组的血凝效价数值出现了一定程度的下降，其中乙酸乙酯萃取物组的值下降

了 2~4 倍；而石油醚萃取物在 96 h 时，中和实验组和增殖抑制组的血凝效价值分别下降了 256 倍和 128 倍。Real time 

RT-PCR 检测表明，石油醚和乙酸乙酯萃取物明显抑制病毒的扩增量。作用 96 h 时，无论是中和实验还是增殖抑制实验，

石油醚萃取物的作用都是最显著的，病毒扩增率较阳性对照分别减少了 92.4%和 95.6%。结论  蒲公英乙酸乙酯萃取物和

石油醚萃取物在体外有明显的抗甲型 H1N1 流感病毒的作用。 
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