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参麦注射液对血管生成影响的研究”
尹丽慧 丁志山 高承贤楼兰花沃兴德

内容提要 目的：探讨参麦注射液(简称参麦)对血管生成的影响。方法：采用MTT法检测参麦对牛血

清促进的牛内皮细胞、人肝癌细胞sMMc7721增殖的影响；琼脂糖刮除法检测参麦对牛血清促进的牛内皮

细胞迁移的影响。利用鸡胚绒毛尿囊膜(cAM)模型，观察参麦对鸡胚绒毛尿囊膜血管生成的影响。结果：

参麦能明显抑制牛内皮细胞增殖，与sMMc一772l比较，差异有显著性；参麦能抑制牛内皮细胞迁移；并可抑

制鸡胚绒毛尿囊膜的血管生成。结论：参麦能抑制血管生成；抑制内皮细胞增殖和迁移可能是参麦抗血管生

成的机理之一；同时也说明参麦是一种特异性血管生成抑制剂。
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Objective：Tb study the effect of Shenmai injection(SMI)。n angiogenesk Methods：Effect 0f SMI on

proliferation of fetal bovine serum(FBS)induced bovlne aonic endothelial cell(BAECs)and human hepatocarci—

noma cell line SMMC一7721 was measured by MTT c。lorimetric assay；effect on migration or FBS induced

BAEC毫was inveStigated by 89arose scraping method and effect on angi。genesis in chlck chorioallantoic mem—

brane(CAM)was studied by using CAM model．Results：SMI could inhibit the prolikration of BAE(二s，as

compared with 1he inhmiti口n。n SMMC一7721，the difference was Sig“ficant SMI could inhibit the migration 0f

BAECs and the angiogcnesis in CAM concIusion：SMI can lnhlbit a”giogenesis，one ofIhe mechanisms might

be the inhibition on pmliferation and migration of end。thelial cells．The fact suggests that SMI is a spec“ic an—

gi。genesis inhibitor．
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hrane

血管生成在胚胎发育、创伤愈合等过程中起重要

作用，也与肿瘤、慢性关节炎、糖尿病、动脉粥样硬化等

病理过程密切相关“’，1987年，F01kman”’将这类毛细

血管异常增殖的疾病称为“血管生成性疾病”。近几年

来对血管生成的研究已取得较大进展，认为血管生成

是一个受多种不同层次调节的过程，已经发现多种血

管生成的抑制因子。’。血管系统已成为一个新的、有

希望的治疗血管生成性疾病的治疗靶点。

益气养阴是冠心病和肿瘤的重要治法。由人参和

麦冬两昧药组成的参麦散即是代表方药之一，具有防

治冠心病与抗肿瘤的作用。本研究旨在探讨参麦注射

液(简称参麦)对血管生成的影响，为临床治疗提供实

验依据。
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材料与方法

l 细胞株 人肝癌细胞株sMMc一7721，赡自中

国科学院细胞生物学研究所。

2试剂 超级新生牛血清，购于杭卅|四季青生物

工程材料研究所，批号20000914。RPMI 1640培养

液，美国GIBC0公司产品，批号1083954。3一(4，5一二

甲基噻唑一2)一2，5一二苯基四氮唑溴盐(MTT)，华美生

物工程公司，进口分装，批号991102。l：250胰蛋白

酶，吉泰科技有限公司，进口分装。琼脂糖，华美生物

工程公司，进口分装，批号9812。

3药物参麦注射液(由人参和麦冬组成，29生

药／10m1)，正大青春宝公司生产，批号：00lOl56。

3实验方法

3．1牛内皮细胞(Ec)培养从杭州四季青生物

工程材料研究所获得无菌新生小牛主动脉，D—Hanks

液冲洗3遍，剪开宅动脉，将内皮层朝下置于培养皿中
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加适量o．1％胰酶，消化2min后，用刮匙刮下内皮细

胞，离心5min，取沉淀，调整细胞浓度，加到含青霉素

与链霉素的10％超级新生牛血清(FBs)的RPMI 1640

培养基中置37℃培养箱培养。24h后观察细胞生长情

况。每3天换1次液，待长满后传代，第3～8代可供

实-聆用。

3．2参麦对sMMc7721和Ec增殖的影响 用

含10％FBs的RPMI 1640培养液培养的sMMe7721

以1×104／孔接种于96孔板，37℃5％O旺的培养箱中

培养24h后换成无血清培养基继续培养，24h后换成

10％FBs的RPMI 1640培养液，同时加入不同浓度的参

麦，每剂量组6复孔，继续培养36h，加入MTT孵育5h

后，吸弃上清液，加入DMsO 150出震荡10删n，酶标仪

630m波长处测其光吸收值(OD值)。同样测定参麦对
牛内皮细胞增殖的影响，并计算增殖抑制率。

抑制率(％)=(对照组oD值一实验组OD值)／

对照组OD值×100％。

3．3参麦对牛Ec迁移的影响 参照Tmch。n

方法“’，将琼脂在平皿上制成胶，并切去其中的2／3，

将消化好的内皮细胞接种在切去胶的部分，培养3天

后待内皮细胞长满单层岳，刮去另一部分胶，并同时加

入含青不同浓度参麦的培养基，每剂量组4个平板，继

续培养48h后取出培养物，甲醛固定，染色后，显徽摄

影记录结果，计数迁移细胞数，计算迁移抑制率。抑制

率(％)=(对照组细胞数一实验组细胞数)／对照组细

胞数x100％。

3．4鸡胚绒毛尿囊膜(cAM)模型的建立 白色

种鸡蛋(受精率>90％)于普通培养箱中(37．8 i

()．5)℃培养，每天转动鸡蛋3～4次。孵育第5天，用

牙科钻在蛋壳表面划刻出凹痕，用三棱针在蛋气室外

扎一小孔，置培养箱中稳定24h，用刀片轻揭凹痕处蛋

壳，轻轻撕掉蛋壳r的白色内壳膜，此时cAM连同鸡
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胚下陷，形成假气室，然后用透明胶带封贴，形成透明

观察窗，供观察和加药操作。

3．5参麦对cAM血管生成的影响 选择定性

滤纸为载体，州打孔器制成直径5mm的小圆片，双

蒸水浸泡3次，晾干备用。制备假气室第2天(鸡胚

胎发育第8天)，将鸡胚随机分成生理盐水对照组、

参麦低(5p1)、中(10p1)、高(15J-1)剂量组，共4

组，每组8个鸡胚，轻轻撕掉透明胶带纸，将定性滤

纸载体置于正对观察窗的cAM表面，然后将生理盐

水及不同浓度参麦滴加于载体上，用透明胶带纸封

贴，继续孵育。加药第3天，撕开透明胶带纸，由观

察窗加入甲醛：丙酮：1：l的固定液预崮定15min，取

下cAM，将其平铺于滤纸上，干燥后用扫描仪扫描

成图像，计数载体周围5mm内大、中、小血管数日，

分析参麦对『|1L管生成的影响。

4统计学方法数据以均数i标准差(王!s)表

示，应用￡检验。

结 果

1 牛主动脉内皮细胞培养 刮取的牛主动脉内

皮细胞光镜下观察，可见成片的内皮细咆，呈铺石状。

培养24h后，可见旱鹅卵石状的内皮细胞贴壁生长．呈

半汇合状态后传代培养。

2 参麦对sMMc一772l及Ec增殖的影响 见图

1。参麦对肿瘤细胞增殖的抑制作H』随参麦的浓度的

升高而增强，但效果不是很明显，380口1／ml时的抑制

率，只有42％。而40J-l／ml参麦即可明显抑制内皮细

胞生长，且随着参麦浓度的增加，抑制作用增强。

180“l／ml的参麦对sMMc一772l抑制率只有31％，而

Ec抑制率可达82％，与sMMc。7721比较．差异有显

著性(P<O．01)。

3 参麦对牛主动脉Ec迁移的影响 见图2，

0 10 20 40 60 80 lOO 120 140 160 l踟200 020 240 260 280 3∞320 3柏360 380

参麦剂量“上l／n·l}

圈1 参麦注射液对sMMc 7721及EC增殖的影响

2 O一／ml的参麦对Ec

迁移的抑制率为58％，

60，z1／ml的参麦抑制率

为85％，100“l／ml的参

麦抑制率为93％。从

抑制率可看出参麦对内

皮细胞迁移的抑制作用

非常明显，迁移抑制率

随着参麦浓度的增加而

明显升高。
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图2参麦对内皮细胞迁移的影响

4参麦对cAM血管生成的影响 生理盐水对

照组血管生成良好，血管分支适中，参麦低剂量组血管

生成抑制作用不明显，参麦中、高剂量组』『【L管生长明显

受到抑制，血管分支显著减少(图略)。计数载体周围

5mm内大、巾、小3种血管数目，结果见表1。

表1各组血管数比较(个，z!s)

参麦低剂帚 8 2 63i1 06 17 00 1 2 62 59 88 1 4 76

参壹中剂量 8 2．50+O 93 13 88±1 73’ 54 38 1 3．74¨

墨耋亘立i量 ! !：堑：!：坐!；：盟：：：QZ：：4§：!i：±：盟：：：

注：与生理盐水对照组比较．’P<0．05，”P<0 01．⋯P<0 001

讨 论

近年来，关于肿瘤及动脉粥样硬化血管生成的研

究取得了很大进展，研究表明原发肿瘤的生长和转移

部依赖于来源于即存f『【L管的新生血管生成，从宿丰基

质中建立F1身的血液供应系统，且血管牛成的增强强

度和肿瘤转移能力早正相关，而肿瘤细胞可以分泌多

种促内皮细胞生跃因子促进内皮细胞增殖和迁移从而

促进新生血管生成；1999年有学者”’发现抗血管生成

可以消退动脉粥样硬化斑块，并验证了血管生成可促

进斑块的发展，人们才意以刮动脉粥样硬化和肿瘤都

是细胞异常增殖引起的．都伴随着异常的血管增生。

因此，寻找有效的血管生成抑制荆，通过抗血管生成以

达到治愈疾病的目的，已经成为当前药学研究领域的

热点课题。目前已经能够证实的药物有多种，但多由

于毒性较大而不能应用于临床，寻找新的高效低毒血

管生成抑制制已经引起人们极大的兴趣。

刘鲁明”’等实验研究表明参麦对小鼠多种移植性

肿瘤具有明显的抑制作用，且呈良好的量效关系；荷瘤

小鼠化疗后生存期观察表明，给予参麦后荷瘤小鼠生

存期明显延长”’。宋建Ij|i”’发现参麦具有抗动脉粥样

硬化作用，具有改善心肌的营养性血流作用等。

血管新生是一个复杂过程，单就内皮细胞主要有

游走、增殖和管腔形成等几个步骤。本实验研究发现，

参麦能直接作用于内皮细胞，显著抑制其增殖与游走。

参麦在药物的浓度达到40“l／ml时，廿』明显地抑制内

皮细胞生长，但参麦直接抑制肿瘤细胞增殖的效果不

是很明显，180，zl／m1的参麦对sMMc一7721只有

31％，而对内皮细胞抑制率可高达82％。由此可见参

麦对内皮细胞具有选择性抑制作用，是一种特异性内

皮细胞生长抑制剂；同时参麦在较低的剂量F(20nI／

m1，迁移抑制率为58％)即可显著抑制内皮细胞迁移，

而在相同剂量下对内皮细胞的增殖抑制率只有8％，

提示参麦抗迁移能力明显大于抗增殖能力。因此作为

一种抗血管生成物质，参麦是一种特异性的抑制剂，很

少有副作用。同时我们观察了参麦对鸡胚绒毛尿囊膜

的血管生成的影响，低剂屠参麦对血管生成无明显影

响，中、大剂量组具有显著抑制血管生长效应。

戴瑞鸿等。’提出某些具有行气活血作用的中药可

能具有促进血管生成的作用，从而有利于冠心病患者

心脏侧枝循环的形成，减轻心肌缺血缺氧。我们的研

究结果提示参麦可以通过抑制内皮细胞迁移，抑制内

皮细胞增殖，从而抑制新生血管生成；而对肿瘤细胞增

殖的直接抑制作用效果不明显，提示参麦可以通过抗

If【L管生成而抑制肿瘤生长和转移；同时也说明通过抗

血管生成阻止动脉粥样硬化发展甚至消退动脉粥样硬

化，从而通畅血管，改善心肌缺血缺氧，同样也是某些

中药防治冠心病的重要机制。
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