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黄芪、当归及其组方促血管内皮细胞

增殖作用的研究!

雷 燕* 高 倩’ 李悦山# 陈可冀*

摘要 目的：探讨黄芪、当归及其组方对人脐静脉内皮细胞增殖和细胞周期的影响。方法：以离体培

养的人脐静脉内皮细胞（@<569 <5=7.7>6. A-79 -9B%?@-.76. >-..C，DEF3G）为模型，采用 H,, 法测定细胞增殖、

流式细胞仪分析其细胞周期、IJKG 法检测血管内皮生长因子（A6C><.6L -9B%?@-.76. ML%N?@ O6>?%L，F3PQ）的表

达，对黄芪、当归及其组方的促 DEF3G 增殖作用进行了观察研究。结果：黄芪、当归单用或合用均可促进

内皮细胞生长，增加细胞周期中 I 期细胞的数目，尤以复方作用明显（! R (+() 或 ! R (+((*）。同时，各给

药组均能上调 F3PQ 的表达，而对照组 F3PQ 仅有微弱表达（! R (+() 或 ! R (+(*）。结论：黄芪、当归有促

进血管内皮细胞增殖及 S$J 合成的作用，两药配伍应用时具有协同效应，提示在缺血心肌新生血管的发

生和发展中可能具有一定作用。
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益气活血是冠心病的重要治法。由黄芪、当归等

药组成的气血注射液（黄芪、红参、当归）、当归补血

汤、以及抗心梗合剂即是其代表方剂，均具有改善心

肌缺血和防治冠心病的作用。其作用机理是否与促

进缺血区血管新生有关，值得研究。本实验通过建立

人脐 静 脉 内 皮 细 胞（@<569 <5=7.7>6. A-79 -9B%?@-.76.
>-..C，DEF3G）体外培养，利用细胞计数、H,, 测定、

免疫细胞化学及流式细胞技术观察了黄芪、当归及其

组方对内皮细胞生长、S$J 合成与复制，以及对血管

内皮细胞生长因子（A6C><.6L -9B%?@-.76. ML%N?@ O6>?%L，
F3PQ）表达的影响，旨在探讨益气活血药是否有促血

管生成作用，从而为临床治疗提供实验依据。
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材料与方法

! 主要材料及设备 "#$# 细胞培养基（美国

%&’() 公司）、胎牛血清（美国，*+,-./0 公司）、表皮细

胞生长因子（$%1）、!型胶原酶、胰酶、$"23、45谷氨

酰胺、丙酮酸钠（美国，6789: 公司）和肝素（北京邦定

公司），63’( 试剂盒（武汉，博士德公司），#&44&; 35
(3"$#&(水机（#7--7<.=0 公司）、倒置相差显微镜（德

国，407,:）、()> 恒温孵育箱（?$@()，美国）；流式细胞

仪（13(6,:/，美国 ’" 公司），酶 标 仪（6A/=7B0，奥 地

利），图像分析软件（美国，#0C #.=<D 公司）。

> 实验方法

>E! 细胞培养及鉴定 细胞培养参照 F:GG0〔!〕方

法。取人新鲜脐带，采用胶原酶脐静脉灌流消化法，

分离 *H@$(，培养于含有 >IJ胎牛血清（1’6）、青霉

素 !IKH L 4、链霉素 !II98 L 4 的 "#$# 液中，MNO KJ
()> 条件下培养，待细胞汇合后，用胰蛋白酶消化传

代，实验选用第 M P K 代细胞。台盼蓝染色细胞活性

在 QKJ以上，经"因子相关抗原免疫细胞化学鉴定

阳性，倒置显微镜下观察细胞呈鹅卵石状排列，证实

所培养细胞为内皮细胞。

>E> 药物制备及实验分组 试验用黄芪〔 !"#
$%&’&()" *+*,%&-&.+)"（17B,D）’A/80〕、当 归〔 !-’+(/.&
"/-+-"/"（)-7R S）"70-B〕，均系干品，由中国中医研究院中

药研究所黄璐琦研究员鉴定为正品。按常规方法将

黄芪、当 归 分 煎 或 合 煎，并 浓 缩 至 含 生 药 !8 L 9-，
IE>>#9 微孔滤膜过滤除菌，TO保存备用。实验最大

浓度为 >TD 细胞半数致死量的 ! L T。

将培养的细胞随机分为 T 组：（!）黄芪组、（>）当

归组、（M）黄芪当归合用组，分别于 "#$# 培养液中

加入黄芪煎液、当归煎液、黄芪当归合煎液，终浓度均

KII98 L 4；（T）对照组，采用等量 U’6 加入培养基中作

为对照。MNO KJ()> 孵箱中培养，TVD 后收获细胞。

>EM 细胞生长曲线测定 取生长良好的血管

内皮细胞以 ! W !IK 个 L 9- 的密度接种于 QX 孔培养板

中，常规培养 >TD 后，按不同分组给药。分别于孵育

!、M、K、N 天后常规消化各孔细胞，按白细胞计数法，

于低倍镜下计数，然后计算每毫升细胞数，取均值，以

平均每孔细胞数作纵坐标，培养时间作横坐标绘制细

胞生长曲线。

>ET #22 法检测细胞增殖 选用生长良好的

内皮细胞悬液，调整细胞浓度为 ! W !IK 个 L 9-，接种

于 QX 孔 培 养 板，生 长 培 养 液（VIJ "#$# Y >IJ
1’6），MNO KJ ()> 培养至融合状态，按不同分组给

药。药物作用达预定时间后，每孔加入四唑盐（#22）

溶液（K98 L 9-）>I#-，MNO，继续孵育 TD，终止培养，弃

去培养液，加入 "#6) !KI#- L孔，振荡 !I97/，使结晶

物充分溶解。选择 TQI/9 波长，在酶标仪上测各孔光

吸收值（)"），结果以 )"TQI 值表示细胞增殖水平，每

组 V 复孔。试验重复 > 次。

>EK 免疫细胞化学分析 @$%1 表达 将内皮细

胞接种于 X 孔培养板，每孔内置一大小为 !EK,9> 的

盖玻片，每组 M 张玻片，培养 TVD 细胞长至融合，密闭

无菌条件下，培养板内灌注 QQEQQJZ>，流量 X P V4 L
97/，持续 !I97/ 后，按不同分组给药，再孵育 >TD 后

取出盖玻片，U’6 洗 M 次，丙酮室温固定 V97/，[ >IO
保存备测。按博士德公司推荐的免疫细胞化学 63’(
法检测 @$%1 表达，一抗为 @$%1 兔抗血清，二抗为

山羊抗兔 &8%，"3’ 室温显色，镜下控制反应时间，蒸

馏水洗涤。以 U’6 代替一抗作阴性对照。显微镜

下，细胞胞浆中具有棕褐黄色颗粒者为阳性细胞。应

用美国 #0C #.=<D 图像分析软件对 $( 阳性染色玻片

进行半定量分析，在相同放大倍率（ W >II）下，通过摄

像机摄取图像显示于荧光屏上，选择颜色喷枪确定阳

性表达细胞，经主机读取阳性染色区域所占的像素

点，平均计值后换算为面积（#9
>）。

>EX 流式细胞术检测细胞周期 取融合生长

良好的 内 皮 细 胞，换 不 含 胎 牛 血 清 的 "#$# 培 养

>TD，给予分别含有黄芪、当归或其合煎液的 "#$#
培养基，终浓度均 KJ，继续培养 TVD。对照组加等体

积的 U’6，常规消化离心细胞，U’6 洗 M 次，以预冷的

NIJ乙醇 TO固定过夜，?Z3 酶消化，MNO，MI97/，碘

化丙啶（U&）染色后上流式细胞仪检测各组细胞中

"Z3，了解个体细胞的分化增殖情况。每个样品至少

测定 V III 个细胞以上。试验重复 > 次。

M 统计学方法 数据处理采用 6232$ TEI 统

计软件，多组资料用 3Z)@3 进行分析。

结 果

! 黄芪、当归及其组方对 *H@$( 生长的影响

各组细胞生长曲线，见图 !。可见随着培养时间的延

长，各组均显示出不同程度的促生长效应，尤以合用

组作用最强。

> 黄芪、当归及其组方对 *H@$( 增殖及 @$%1
水平的影响 细胞增殖实验结果表明，黄芪当归合用

组促血管内皮细胞（$(）增殖的作用好于单纯的黄芪

组或 当 归 组，与 U’6 对 照 组 比 较 差 异 有 显 著 性

（ 0 \ I E IK），见表!。正常情况下，内皮细胞上@$%1
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图 ! 黄芪、当归及其组方对血管内皮细胞生长的刺激作用

的表达较弱，缺氧可刺激 !"#$ 的表达；经黄芪、当归

处理后对传代内皮细胞上 !"#$ 的表达均有明显的

促进作用，与 %&’ 对照组比较差异有显著性（ ! (
)*)+，! ( )*),），而黄芪与当归二药合用后的促进作

用优于单纯黄芪组和当归组（! ( )*),）。

表 ! 黄芪、当归及其组方对 -.!"’
增殖及 !"#$ 水平的影响 （!" / #）

组别 $ "0 增殖（12 值） $ !"#$ 阳性面积（!3
4）

对照 5 )*,5 / )*)6 + 784*94 / ,:5*,6
黄芪 5 )*46 / )*)+ + ,7:,*9+ / 784*:7"#
当归 5 )*44 / )*)4 + ,69,*55 / 8:8*95""#
合用 5 )*49 / )*)6" + ,+95*)+ / 667*85""

注：与对照组比较，" ! ( )*)+，"" ! ( )*),；与合用组比较，#! (

)*),

7 黄芪、当归及其组方对细胞周期的影响 见

表 4。给予黄芪当归组方干预后，内皮细胞周期各时

相的细胞数占细胞总数的百分比与对照组比较有明

显的不同。’ 期细胞显著增多，而 #) ; #, 期细胞相对

比例减少，提示两药合用可明显促进内皮细胞 2<=
的合成，加快细胞增殖（! ( )*)),），当归组也有增加

’ 期细胞数目的作用（! ( )*)+），黄芪组有此趋势，但

与 %&’ 对照组比较差异无显著性。

表 " 黄芪、当归及其组方诱导的血管

内皮细胞周期改变 （>，!" / #）

组别 $ #) ; #, 期 ’ 期 #4 ? @ 期

对照 8 :4*69 / )*9: 44*74 / )*:) +*,5 / )*6)
黄芪 8 :,*68 / )*+5 47*86 / )*55 6*9) / )*64
当归 8 :)*): / ,*,4" 4+*4+ / ,*49" 6*8: / ,*)7
合用 8 +6*85 / )*+8"" 6,*+) / )*++"" 7*54 / )*:5

注：与对照组比较，"! ( )*)+，""! ( )*)),

讨 论

血管生成（ABCDECFBFGDG）是指毛细血管从原血管

床以出芽方式生长的过程，以毛细血管增生开始，以

形成新的微血管床而告终，故又名血管新生〔4〕。目前

对冠脉病变弥漫而严重的心肌缺血、高龄或有多种合

并症的冠心病患者尚无满意疗法。治疗性血管生成

为其治疗提供了新思路。由于血管新生的过程包括

内皮细胞分裂、增殖、迁移、血管基底膜降解及管腔形

成等几个复杂的步骤，因此凡体外实验证实能促进内

皮细胞增殖、迁移和蛋白水解酶产生的物质，即可确

定为促血管生成剂，而活化的内皮细胞是血管生成的

首要靶标。已知黄芪、当归对缺血性心脏病具有明确

的治疗作用，其机理是否与血管生成有关，这是我们

建立 -.!"0 模型的目的所在。

!"#$ 是近年来倍受关注的一种新生血管因子，

为目前发现的对血管内皮细胞最具选择性的有丝分

裂原〔7，6〕，具有强烈的促进内皮细胞增殖作用，能增加

细胞外基质合成和促进血管生成。其受体 !"#$H 与

!"#$ 特异结合，亲和力强。已有研究结果表明〔+，8〕，

!"#$ 的生物学效应是通过内皮细胞表面的两个酪

氨酸受体 IJKL, 和 M2H 来发挥作用的。

我们的研究结果提示，黄芪当归组方具有促进人

脐静脉内皮细胞增殖的作用，其机理可能是通过促进

!"#$ 表达、增强人脐静脉内皮细胞周期中的 ’ 期而

发挥作用，而细胞的增殖必然伴有 2<= 的合成与复

制。同时，本研究还表明，黄芪与当归配伍应用时，具

有协同效应。这一结果为研究益气养血活血中药对

新生血管的作用提供了参考。

黄芪与当归是中医学中的“甘温补气”和“补血活

血”的要药。二药合用具有气血双调、补心益气、养血

活血、改善血行之功，使补中有动，行中有补，临床上

常配合应用于劳力性心绞痛和心肌梗死后正虚邪恋、

气血双亏、心失所养等症的治疗。现代药理研究表

明〔:〕，两药均有增强机体免疫功能、抗氧化、抗缺氧、

扩张冠脉、促进微循环、改善心肌缺血、降低耗氧量、

抑制血小板聚集、减轻心肌损伤等作用。戴瑞鸿等〔5〕

曾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。本研究通过观察中药

黄芪、当归及其组方对内皮细胞生长和细胞周期的调

控，以及对 !"#$ 表达的影响，初步证实本方参与了

血管生成的过程，推测这可能是益气活血中药防治冠

心病的重要机制。
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猕桃丸治疗慢性萎缩性胃炎 98 例
王建菊

新乡医学院第三附属医院中医科（河南 K4J88J）

慢性萎缩性胃炎，尤其伴有不典型增生和肠上皮化生是

胃癌前病变，为消化系疑难病之一。近几年，笔者采用猕桃丸

治疗本病，疗效满意，现报告如下。

临床资料 观察病例均符合《J588 个内科疾病诊断标准》

（贝政平 )北京：科学技术出版社，1229 6559），188 例均为我院胃

镜检查和病理活检确诊的住院患者及门诊患者。治疗组 98
例，男 J3 例，女 55 例；年龄 J9 X 73 岁，平均 47 岁；病程 1 X 54
年，伴肠上皮化生和不典型增生 J8 例。对照组 K8 例，男 59 例，

女 1K 例；年龄 J4 X 79 岁，平均 44 岁；病程 18 个月 X 5J 年，伴肠

上皮化生和不典型增生 58 例。胃镜下粘膜形态特征改变：治

疗组：粘膜平薄型 J8 例，粘膜粗糙型 13 例，扁平隆起型 15 例；

对照组依次为 58、15、3 例。病理诊断按 5888 年 4 月全国慢性胃

炎研讨会共识意见标准。治疗组：肠上皮化生 51 例，完全小肠

型 18 例，不完全小肠型 7 例，不完全大肠型 K 例；不典型增生 2
例。对照组：肠上皮化生 14 例，完全小肠型 7 例，不完全小肠型

4 例，不完全小肠型 J 例，不典型增生 4 例。所有病例均排除占

位性病变。

中医辨证：所有患者均有胃脘疼痛、纳差、痞满、嘈灼、饥

而不食，时有恶心、口干、大便干燥，舌质红，无苔或少苔（镜面

舌多见），脉细，证属胃阴虚型。

治疗方法 （1）治疗组：猕猴桃：猕桃丸干果 148G 白芍

148G 生山楂 148G 桃仁 188G 生地 98G 麦冬 98G 生石膏

98G 知母 98G 枳壳 98G 当归 48G 鸡内金 48G 白花蛇舌

草 28G 黄连 J8G 升麻 J8G 牛膝 J8G 甘草 J8G。制法：研细

末，过 158 箩，做成蜜丸（本院制剂室制作，约 18G 1 丸，此为 1
个月量），1 次 1 丸，日 J 次温开水空腹送服。（5）对照组：胃蛋

白酶合剂（新乡医学院三附院制剂室制作）18<-，吗丁啉片

14<G，叶酸片 18<G，均每日 J 次。两组均 J 个月为 1 个疗程。

治疗 5 个疗程（9 个月）复查胃镜并病检（活检标本尽可能在原

有病变部位钳取），并且作组织化学染色（NQAR.IR*./）。

结 果

1 疗效标准 参照慢性胃炎中西医结合诊断、辨证和疗

效标准。显效：临床症状消失，饮食正常，胃镜复查粘膜急性

炎症基本消失，活检病理证实胃镜所见腺体萎缩、肠上皮化生

（QY）和不典型增生（.P*）复常或减轻 5 个级度以上（含 5 个级

度）；有效：临床症状明显减轻，食欲改善，胃镜检查病变有所

减轻，病理活检减轻 1 个级度以上；无效：临床症状、胃镜、病

检均无改变。恶化：临床症状加重，胃镜、病检发现癌细胞或

肠化生、增生加重。

5 两组疗效比较 治疗组 98 例，显效 51 例（J4Z8[），有

效 52 例（K3ZJ[），无效 18 例（19Z7[），总有效率 3JZJ[；对照

组 K8 例，显效 2 例（55Z4[），有效 19 例（K8Z8[），无效 1K 例

（J4Z8[），恶化 1 例（5Z4[），总有效率 95Z4[。两组总有效率

比较差异有显著性（! \ 8Z81）。

J QY、.P* 两组疗效比较 治疗组 J8 例：QY 51 例，显效

18 例，有效 2 例，无效 5 例；.P* 2 例，显效 5 例，有效 K 例，无

效 J 例，总有效率 3JZJ[。对照组 58 例：QY 14 例，显效 J 例，

有效 7 例，无效 4 例；.P* 4 例，显效 8 例，有效 5 例，无效 5 例，

恶化 1 例，总有效率 98[。两组总有效率比较差异有显著性

（! \ 8Z81）。

讨 论 慢性萎缩性胃炎属中医学“胃脘痛”、“痞满”、

“嘈杂”范畴，而阴亏血瘀为致病关键，胃为阳土、喜润恶燥，故

易被辛辣炙 、劳倦情志所伤，久则耗气伤津入络，阴津亏损，

胃络失养，渐成瘀阻之变。方中猕猴桃〔张民庆，张名伟，唐德

才 )现代临床中药学 )上海：上海中医药大学出版社，5885693J〕

具有健胃消食功能，现代药理研究能阻断二甲基硝胺的合成，

使之不能致突变起到防癌作用，猕猴桃中所含丰富的抗坏血

酸物质（.N5）有直接和间接抑制癌变的作用，还能促进干扰素

产生，提高细胞内 +.Y* 和 +=Y* 含量，促进免疫功能；桃仁抗

炎消肿、增加胃粘膜血供，有利于胃粘膜转复，抑制肉芽形成，

还有明显抗癌、润便、调节免疫功能作用；玉女煎（生地、麦冬、

石膏、知母、牛膝）具有镇痛消炎作用；生山楂、鸡内金、枳壳消

食开胃，行气除胀，改善胃粘膜循环；白芍、甘草酸甘化阴，缓

急止痛；白花蛇舌草具有清热解毒，防变抗癌作用，诸药合用

具有滋阴清热、养血活血、消炎抗癌、增加胃蛋白酶，改善胃腺

体萎缩，有利于肠化生、增生消失，防治萎缩性胃炎恶变。

（收稿：588J W 8J W 5K 修回：588J W 89 W 14）
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