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EphrinB2/EphB4在血管生长中的作用及中医药研究展望 *
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摘要：近年来，有关 ephrin及其 Eph受体的作用研究已从神经系统方面逐步向血管生长扩展。已有研究表明 ephrinB2/EphB4及
其独特的双向信号转导几乎参与血管生长的每个方面，涉及血管发育过程中的动静脉分化、胚胎后血管新生包括内皮细胞增殖、
迁移、粘附和分化等过程，且与 VEGF、Notch等血管新生调控因子关系密切。另外，实验表明活血化瘀名方血府逐瘀汤显著的促
血管新生作用与 ephrinB2/EphB4 相关，说明中医药促血管新生中 ephrinB2/EphB4 具有重要作用。本文部分总结了
ephrinB2/EphB4在血管生长中的作用，并提出中医药在这方面的展望。
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ABSTRACT: In recent years, the mechanism research of ephrins and their Eph receptors have been gradually expanded from nerv-
ous system to vascular growth. EphrinB2/EphB4 and their unique bi-directional signals mediated almost every stage of vascular growth
including arterio-venous differentiation and postnatal angiogenesis which involved endothelial cells proliferation, migration, adhesion
and differentiation. Their angiogenesis regulation mechanism had close relation to VEGF and Notch. In addition, experimental research
have been demonstrated that the apparently angiogenic effects of Xuefu Zhuyu decoction can promote blood circulation and remove blo-
od stasis, have some relation to ephrinB2/EphB4. That suggested ephrinB2/EphB4 could play important roles in angiogenesis induced by
traditional Chinese medicine. Here we partly summarized how ephrinB2/EphB4 affected in vascular growth and prospected its work in
traditional Chinese medicine research.
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前言

已有研究表明 ephrinB2/EphB4几乎参与血管生长的每个
方面。本文从 ephrinB2/EphB4及双向信号转导在血管发育、胚
胎后血管新生以及与各血管新生调控因子相互作用等方面，部

分总结了 ephrinB2/EphB4在血管生长中的作用。

1 EphrinB2及受体 EphB4与其双向信号转导

EphB4 属于目前已知最大的蛋白酪氨酸激酶受体家族
（RTKs）亚家族，原名 Htk (hepatoma transmembrane kinase，
Htk)，由 Brian D.Bennett[1]等人于 1994年利用 RT-PCR等技术
在前人研究基础上，于人类 CD34+骨髓单核细胞和肝癌细胞
株 Hep3B中首次同时克隆出的一种酪氨酸激酶蛋白。其 N端
胞外结构包括一个配体结合域、一个半胱氨酸富集区域和两个
串联的Ⅲ型纤维连接蛋白重复体，胞内近膜端含有一个酪氨酸

激酶域、一个 SAM（sterile-motif）结合域和 C端一个 PDZ结合
模体[2-3]。随后该项目组利用 Htk-Fc融合蛋白于鼠肾小球系膜
细胞株 SV40MES13中成功克隆出配体 ephrinB2，这个跨膜分
子结构上存在约 180个氨基酸组成，大小 20kD左右的胞外受
体结合区，约 80个氨基酸组成的胞内短尾区[2-3]和 C端一个 P-
DZ模体。

EphB4与 ephrinB2在信号传递时可互被对方激活，即受
体与配体间的信号转导是双向的，这个独特、复杂的双向信号
转导机制至今未完全研究清楚。一般来说，两个相邻细胞上的
受、配体以膜附着方式相互接触从而启动各自下游信号转导通
路。以 ephrinB2激活 EphB4，通过受体二聚化主要使 EphB4胞
内 590/594[4]位点酪氨酸残基发生磷酸化，从而激活下游 PI-3K、
Src[5]等信号通路为正向信号，即经典途径；而 EphB4激活 ephr-
inB2为反向信号，可通过酪氨酸磷酸化依赖性或 JNK (c-Jun
N-terminal kinase)介导的路径向下游传递[6]，研究较多的是酪氨
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酸磷酸化依赖性路径，EphB4与 ephrinB2结合后，通过配体多
聚化快速募集 SFKs（src-family kinases）到 ephrinB2附近，将其
酪氨酸残基磷酸化，并通过结合含有 SH2和 SH3结构域的接
头蛋白 Grb4激活下游信号通路。其配体生物学效应受多聚化
类别和强度的影响[6,7]。配体磷酸化激活后，又可募集含 PDZ模
体的酪氨酸磷酸酶 PTP-BL发挥去磷酸化的负调作用，在反向
信号 Src通路开始后的短暂时间内部分关闭该信号通路[7]。

2 EphrinB2/EphB4在血管发育中的作用

由于 Htk广泛表达于胚胎脑组织[1]，最初的研究主要集中

在神经发育方面的作用，有学者研究 ephrinB2和 EphB4对神
经发育的影响时发现，二者基因突变会导致裸鼠心脏血管发育

缺陷，引起血管重塑时期小鼠死亡，进而引发其在血管发育中

的作用研究[8-10]。鼠类卵黄囊中原始血管丛最初形成于胚胎早
期，稍后卵黄囊血管重塑，含有动脉、静脉和毛细血管的血管床
形成，气体交换和物质代谢由此产生。结果表明在血管发育进
程中，ephrinB2/EphB4是否表达，表达量的多少以及表达时间
点均会显著影响胚胎血管生长。Foo[11]等指出：ephrinB2基因缺
陷小鼠在胚胎形成初期及胚胎期 18.5天即显示皮肤水肿和皮
肤、肠道、肾小球和肺大范围出血，出生后随即因呼吸衰竭死
亡，与他人部分结果一致 [12]。且在多种动物模型中的研究已证
实：ephrinB2/EphB4在原始卵黄囊中的表达范围优于重塑期卵
黄囊[10]，基因敲除 ephrinB2会使卵黄囊血管失重塑，E11天小
鼠死亡[8]。上述实验结果说明二者在胚胎血管形成中不可或缺，
有趣的是如果胚胎期 ephrinB2过表达也会导致严重的血管发
育缺陷，鼠胚活不过妊娠中期 [12]。而且，如果 ephrinB2延期表
达，虽可以延长鼠胚存活期但会引起血管缺陷[12]。
不仅于此，相关研究还表明 ephrinB2/EphB4在动、静脉分

化上也发挥重要作用，ephrinB2在胚胎形成或发生后期及成人
期的动脉表达，且表达范围会从 ECs扩大到包绕 ECs的平滑
肌细胞（SMC）和周细胞(pericytes)，提示 ephrinB2可能在动脉
壁的形成过程中扮演重要角色，而 EphB4在静脉表达[8, 13-14]。因
此，靶向去除 ephrinB2或 EphB4的鼠胚会导致动、静脉无法界
定[15]。另外，ephrinB2/EphB4对背主动脉（DA）和静脉（CV）这两
种轴性血管的发育具有调节作用，在斑马鱼胚胎中，CV形成是
由前体血管背侧芽生和形成静脉的 ECs 迁移导致的，表达
EphB4a（来源于斑马鱼的 EphB4同源受体之一）的 ECs优先移
向 CV，而表达 ephrin-B2a（哺乳动物 ephrinB2的同源配体之
一）的 ECs背侧迁移能力有限。当用吗啉代寡核苷酸(MO)阻断
ephrinB2表达或使用 C端截断型 ephrinB2，只有少量细胞滞留
于 DA中。反之，当用MO靶向阻断 EphB4，则移向 CV的 ECs

减少[16]。若胚胎缺乏 ephrinB2，静脉 ECs可能错误定位于 DA，
缺失 EphB4的 ECs则出现在扩大的 DA中[14]。同时，这种动静
脉分化的调节作用也在鼠胚中得到证实 [14]：29例 ephrinB2基
因缺失型鼠胚中，20例在胚胎期 8.75天部分 EphB4+细胞出
现在 DA，ECs在 DA中的比例上升，双侧 DA扩大，CV减小，
另外 9例则在稍后阶段出现更复杂的变化，左侧 DA扩大伴
CV毛细血管数量减少，而右侧 DA变小伴 CV毛细血管数量
增加。

3 EphrinB2/EphB4与血管生长的关系

随着研究不断地广泛和深入，越来越多学者指出，

ephrinB2/EphB4在胚胎后血管新生领域也有重要作用 [12，17，18]。
Yingdi Wang [12] 等采用绿色荧光蛋白作为报告基因标记出

ephrinB2不仅出现在动脉内皮细胞中，还可出现在真皮和视网
膜的微血管，以及芽生血管的顶部细胞（tip cells）和底部细胞
（stalk cells）中；而其受体 EphB4虽然在静脉中的表达量最多，
但也在视网膜微血管和芽生的血管内皮中出现。表明二者间在
血管生长中具有相互作用。ephrinB2失活会导致小鼠产后早期
发育过程中血管网络的大小和复杂性减弱，血管芽生长度，tip
cells数量和 ECs增殖能力下降 [12]；而 ephrinB2 过表达小鼠皮
肤血管更为扩展。另外，ephrinB2 调控血管内皮性芽生过程
ECs参与的一系列步骤，如果将 ephrinB2显微注射入单层内皮
的各个细胞中，细胞的运动性、芽生突起和迁移能力显著增加，
该作用部分依赖于受体 EphB4的活化。若用 MO注入斑马鱼
胚胎下调 ephrinB2表达，会引起节间血管端细胞丝状伪足缩
短，细胞突触和细胞间连接大部分缺失，血管芽生和 ECs形成
血管网的能力下降[12]。而且 ephrinB2与血管结构的稳定性关系
密切，活化的 ephrinB2主要表达在内皮细胞和周细胞交汇处，
是两类细胞形成血管结构所必须的[17]。Kuijper[19]等也通过研究
指出：ephrinB2缺陷导致血管壁中的 SMC与 ECs接触不完全，
造成血管内皮层包被不严密，容易发生内容物泄漏现象。
另外，通过 Salvucci[17]等人采用的 2个血管生成模型实验

说明了 ephrinB2活化具有促血管新生作用。在早产儿视网膜
病变（ROP）实验中，作者通过免疫染色、免疫印迹等实验方法
证实：发育中的视网膜血管存在 ephrinB2磷酸化激活，而成年
期的视网膜血管无 ephrinB2磷酸化；在小鼠皮肤伤口愈合模
型（skin wounded-healing model）中观察到类似现象，小鼠皮肤
伤口愈合前出现 ephrinB2 磷酸化，7 天伤口愈合后，ephrinB2
磷酸化消失，与正常小鼠 ephrinB2活性状态一致。

4 EphrinB2/ EphB4双向信号通路对血管新生的影响

内皮细胞参与血管新生的过程涉及毛细血管基底膜水解，

ECs从基底膜分离、迁移到血管周围缝隙，粘附、增殖，随之形
成管腔等一系列过程。ephrinB2/ EphB4双向信号参与了这些
步骤的调节，但由于双向信号通路的复杂性，且各实验条件和

实验设计不统一，引发信号或封闭信号的方式多种多样，以及

受到实验手段的限制，有关双向信号在血管新生中的作用易产

生一些有异议的结论，Adams[20]等人实验结果表明由 EphB4激
活 ephrinB2 的反向信号具有促血管新生作用，而将表达
EphB4的基质细胞和表达 ephrinB2的内皮细胞共同培养，却
得到相反的结论[21]。这个现象不是单一存在的，如有关正向信
号的研究中，有的实验采用 ephrinB2-Fc刺激正向信号，产生抗
ECs 粘附并诱导内皮细胞分离 [22-23]，而有的实验同样采用

ephrinB2-Fc刺激正向信号[5，24]，导致 PI3K/Akt通路激活，PI3K
活性升高 38%，进而分别上调下游内皮型 NO 合成酶
/PKG/MAPK信号通路，PKB信号通路或 MMP信号途径促进
细胞增殖和迁移，与前述正向信号抑制血管新生的结论相反。
为了得到更明确的结论，研究人员采用[23]传统检测粘附、
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迁移和趋化的技术手段结合特定的基质胶 3D成血管体系，分
析正常表达 ephrinB2/ EphB4的人脐静脉内皮细胞与过表达的
内皮细胞间血管新生差异，结果显示 EphB4介导的正向信号
通过抑制 ECs粘附、迁移和血管芽生，进而抑制血管新生；而
反向信号作用相反，与其他分别从正向或方向单方面的实验结

论一致[17，20，22-23]。应该可以说，不论实验设计如何，以何种方式
引发或封闭信号，但双向信号引发血管新生作用效应相反这个

结论得到了认同[23]，多数研究认为刺激正向信号，产生抗血管

新生的效应[23]，而诱发反向信号，则促进血管新生[20, 23]。

5 EphrinB2/EphB4与其他血管新生调控因子的相互
作用

在血管发育过程中 ephrinB2与 VEGF、Notch信号通路关
系密切，虽然三者可各自独立发挥不同作用，如动静脉血管生

成方面，Notch并不能影响 ECs的数量，其作用在于平衡动静
脉中 ECs 的比例，由此调控不同类型血管的大小，而
ephrinB2/EphB4信号通路则能分选动、静脉 ECs使之形成各自
的血管结构，但三者之间也存在相互作用，早期鼠胚 DA和 CV

的管径发育在 Notch和 ephrinB2/EphB4相互作用下保持相对
稳定[14]。VEGF-A及受体 VEGFR2以及 Notch均可上调 ephri-
nB2表达，促 DA形成并防止其过度芽生。而 VEGF-C及受体
VEGFR3可正向调控细胞 EphB4的表达促 CV形成[25]。Charles[4]

等通过实验进一步指出，它们之间的相互作用极为复杂，在胚

胎背侧可分化为动脉内皮细胞的成血管细胞中，VEGF通过
PLCγ/Raf/MEK/ERK/Foxc1/2 通路激活 Dll4 介导的 Notch 信
号通路，进一步促进 ephrinB2表达，同时 Foxc1/2诱导 Grl阻
断 EphB4表达，促使细胞分化成动脉细胞；而在腹侧成血管细
胞 中 ，VEGF 激 活 PI3K/Akt 信 号 通 路 ， 抑 制 上 述 的
PLCγ-ERK/MAPK路径，通过诱导 COUP-TFII抑制 ephrinB2

的表达，使得细胞分化成静脉细胞。
有学者认为 ephrinB2同 VEGF和 Angiopoietins一起可作

为血管新生三大关键调控因子 [26]，它们之间存在相互作用。
Kim[27]等人发现，ephrinB2虽然不能影响 VEGF和 Ang-1诱导
的受体活化，但可抑制二者诱导的 Ras/MAPK信号通路，进而
抑制 ECs增殖和 /或迁移。另外，VEGF-C受体 VEGFR3的内
吞作用和信号转导过程都需要有 ephrinB2的参与。在 ephrinB2
基因敲除的细胞中，VEGF-C诱导的 VEGFR3酪氨酸磷酸化和
小 G蛋白 Rac1的活性显著下降，下调细胞动力作用和细胞突
触形成，在血管发育早期阶段即可下调 ECs芽生活动，从而影
响血管形态发育。同时 Akt、Erk磷酸化活动减弱，由此导致
ECs增殖及其它活动信号显著减弱[12]。此外，ephrinB2敲除后，
由 VEGF-C 刺激引发的 VEGFR3 内吞作用大大下降 [12]。
ephrinB2同时还调控 VEGFR2信号通路的活性及其受体内吞
作用[28]，提示 ephrinB2可能在 VEGF信号通路中扮演一个总调
控者的角色，并在血管生长中发挥核心作用[12]。

6 中医药展望

迄今为止，ephrinB2/EphB4在血管生长的作用已被初步阐
明，但 ephrinB2和 EphB4双向信号调节作用机制复杂，且血管
新生涉及 ECs增殖、迁移等环节较多，为我们进一步深入研究

提出了极大的挑战。令人惊喜的是，虽然中医药促血管新生领
域起步较晚，其中有关 ephrin家族的作用机制研究甚少，但已
有初步成果发现血府逐瘀汤可通过调控 ephrin家族进而促进
血管新生[29]，利用基因芯片技术该项目组的研究发现血府逐瘀

汤含药血清作用内皮细胞 ECV304不同时间段促血管新生作
用不同，所影响到的家族成员有异，药物促血管新生作用最为

显著的 48h下调 ephrinA1的表达，而促血管新生作用较弱的
24h和 72h却上调 ephrinB2的表达，说明药物通过调控 ephrin-
B2/EphB4进而促进血管新生，该研究部分结果已发表[29]，同时

项目组已着手就 ephrinB2/EphB4在其中的关键作用取得国家
自然科学基金的资助，为下一步深入探讨 ephrinB2/EphB4在
中医药影响血管新生中的重要作用带来新思路。
随着中医药，尤其是活血化瘀中药对 ephrinB2/EphB4双

向信号通路影响研究的不断深入开展，我们将有可能更多地了

解活血化瘀中药在血管新生上的作用机制，也能更好地将现代

研究成果应用于实践中去，指导中医药临床处方用药。
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