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黄芪多糖促进中性粒细胞与血管内皮细胞黏附及

相关黏附分子表达
郝 钰1 邱全瑛1 吴 琚1 王伊光2

摘要 目的 观察黄芪多糖对中性粒细胞与血管内皮细胞黏附作用及相关黏附分子表达的影响，以探

讨黄芪托毒生肌作用与其对伤口愈合中炎症反应作用的关系。方法 以黄芪多糖或黄芪多糖加白细胞介素

l(IL—1)、肿瘤坏死因子(TNF)处理人中性粒细胞(PMN)或人脐静脉内皮细胞(HUVEC)后，用蛋白染料染

色法研究黄芪多糖对PMN与HUVE(、黏附的作用，用Cell—ELISA、APAAP法研究黄芪多糖对细胞表面黏

附分子表达的影响．、结果 黄芪多糖作用于HuVEc能明显促进其与PMN的黏附，而作用于PMN未见其

作用增强。，黄芪多糖与IL一1共同处理HUVEC，能促进IL一1诱导的PMN与HUVEC的黏附增强，且能增

加由II。一l、TNF诱导的HuVEc表达黏附分子ICAM一1的表达；黄芪多糖处理PMN后对黏附分子cDl8的

表达无作用。结论 黄芪多糖可通过促进内皮细胞表面ICAM—l的表达而促进中性粒细胞与内皮细胞的黏

附，促进伤口愈合中的炎症反应，这可能是黄芪托毒生肌作用的生物学基础之一。
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ol¨ective To exp}ore the detoxica“on and tissue generation effect of Astragalus(As)in wound healing

and its relation with inflamnlatory reaction，through observing the effect of Astragalus p01ysaccharides(AP)on

neutroI)hil—endothelial cell adhesion and expression of related adhesive molecules．】Ⅵethods Human polvmor—

phonuclear leucocyte(PMN)or human umbilical vein endothelial cell(HUVEC)was treated separatelv with

AP，AP plus interleukin l(IL—1)and tunlor necrosis factor(TNF)to study the effect of AP on PMN adhesion

with HUVEC by rose bellgal staining，and that on expression of superficial adhesive factor by means of Cell一

ELlSA and APAAP method．Results When AP acted on HUVEC，it could significantly promote the adhesion

of HUVEC with PMN，while when AP acted on PMN，the adhesion would not increase．When HUVEC was

treated by AP plus IL—l，the IL—l induced PMN adhesion with HUVEC could be strengthened，and the expres—

sion of HUVE(：superficiaI adhesive factor ICAM一1 induced by IL一1 and TNF was strengthened also，but when

PMN treated with AP，it showed no effect on the expression of adhesive factor CDl8．Conclusion AP Dro—

m()tes the adhesion between neutroph订and endothelial cell by way of promoting the expression of superficial I—

CAM一1 on surface of endothelial cells，so as to improve the inflammatory reaction in the wound healing course，

it possibly is one of the biological bases of the detoxication and tissue generation effects of AP．

Key words Astragalus polysaccharides；neutrophil；vascular endothelial cell，adhesive molecule；detoxica—

t i()n and tissue generation
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的作用，临床治疗气血不足所致疮疡内陷、脓成不溃、

溃久不敛，是中医外科经典方剂透脓散的主药，也有报

道单用黄芪促进伤口愈合¨’2 3。伤口愈合是一个复杂

的过程，炎症反应是伤口愈合的起始反应，而白细胞与

血管内皮细胞黏附在炎症信号的启动和急性炎症反应

的发生发展过程中具有重要的意义。本研究观察黄芪

的主要有效成分黄芪多糖(Astragalus Polysaccharides，
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APs)对I{l性粒细胞与血管内皮细胞粘附及相关黏附

分子表达的影响，以探讨黄芪托毒生肌作用与其对伤

lj愈合中炎症反应作用的关系。

材料与方法

l 药品与试剂 APS(中国药品生物制品检定

所提供)，内皮细胞qi长因子(endothelial ceU growth

fact()r’E(、(jF，德国13M产晶)，I型胶原酶(美国Sig—

nla，托品)，鼠抗人细胞间黏附分子一l(intercellular ad—

hesioll n1()lecule—l，I(、AM—1)单克隆抗体(美国

zYMED)，鼠抗人(、D18单克隆抗体、重组白细胞介素

l(interlHlkin—l，IL—1)、重组肿瘤坏死因子(tunlor

nacrosis fator，TNF)、APAAP试剂盒(邦定生物医学

公司)。

2 实验方法

2．1 人脐静脉内皮细胞(human umbilical cord

vein endothelial cell，HUVEC)的培养与鉴定 参照文

献¨1方法，以0．1％胶原酶消化法分离内皮细胞，用完

全M199(含20％FCS，20ftg／m1 ECGF)接种细胞于培

养瓶(预先用1％明胶包被)，置37℃5％C()，孵箱培

养，当细胞融合成单层时，以0．125％胰酶一0．02％

EDTA消化传代，实验用第3～5代。用第Ⅷ因子相关

抗原检测(sP免疫细胞化学染色法)鉴定内皮细胞。

2．2 制备人外周血中性粒细胞(polymor—

phonuclear neutrophil，PMN) 参考文献¨。，细胞活力

为98％，纯度大于97％。

2．3 PMN与HUVEC黏附实验 方法同参考

文献¨。。观察黄芪多糖对PMN与HUVEC黏附的影

响，实验分为4组：对照组，黄芪多糖1nlg／ml、200肛g／

nll、40ftg／ml组，每组3复孔。对照组细胞无任何处

理，其余3组用不同浓度黄芪多糖处理呈单层的HU—

VEC 20h或PMN 30min后进行细胞黏附实验。

黄芪多糖对II。一l诱导的PMN与HUvEC黏附的

影响，实验分为5组：对照组、IL一1组、黄芪多糖(1mg／

nll、200ftg／nll、40ftg／n11)加IL—l组，每组3复孔。对照

组细胞无任何处理，其余4组分别用IL一1或不同浓度

黄芪多糖加Il。一l处理呈单层的HUvEC 20h或PMN

30min后进行细胞黏附实验。

黄芪多糖对TNF诱导的PMN与HUvEC黏附

的影响，实验分为5组：对照组、TNF组、黄芪多糖

(1nlg／nll、200肛g／ml、40pg／m1)加TNF组，每组3复

孑L。处理细胞方法同上。

2．4 HUVEC表达ICAM—l表达的检测 采用

细胞ELISA法。实验分为6组：对照组、黄芪多糖

(1mg／m1)组、TNF(1 000U／m1)组、TNF(1 000U／m1)

加黄芪多糖(1mg／m1)组、IL一1(1 000U／m1)组、IL一1

(1 000U／m1)加黄芪多糖(1mg／m1)组，用黄芪多糖或

黄芪多糖加IL—l、TNF处理96孔板中呈单层的HU—

VEC 20h后，PBS洗两遍，进行Cell—ELISA实验，方法

同参考文献、5。。

2．5 PMN表面CDl8表达的检测 用APAAP

桥联酶标法。实验分组同2．4，用不同药物处理PMN

30min后，用离心涂片机制备细胞涂片(每组3张片)，

按试剂盒说明操作。显微镜下计数200个PMN，计算

阳性细胞百分率，并观察阳性细胞的染色密度。

3 统计学处理 采用￡检验，数据用乏±s

表示。

结 果

1 黄芪多糖对PMN与HUVEC黏附的影响

见表1。黄芪多糖处理HUVEC能明显促进其与

PMN的黏附(P<0．01，P<0．05)，黄芪多糖处理的

PMN未见其黏附增加(P>0．05)。

表1 黄芪多糖对PMN与HuvEc黏附的

影响 (A570，骨±s)

注：与对照组比较，”P<O．05，”P<0．01

2 黄芪多糖对IL—l诱导的PMN与HuvEC黏

附的影响 见表2。IL一1处理HUVEC能明显促进其

与PMN的黏附(P<0．05)，黄芪多糖1mg／ml与IL一1

共同处理HUVEC可增强IL一1的作用(P<0．05)。

IL一1处理的PMN未见与HuVEc黏附增加(P>

0．05)，黄芪多糖与IL—l共同处理PMN亦无明显差异

(P>0．05)。

表2 黄芪多糖对IL—l诱导的PMN与HuvEc

黏附的影响 (A570，~f±s)

注：与IL一1组比较，”P<0．05；与对照组比较，6P<0．05

3 黄芪多糖对TNF诱导的PMN与HUVEC黏

附的影响 见表3。TNF处理HUVEC能明显促进其

与PMN的黏附(P<0．01)，TNF处理PMN亦能使其
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与HUvEC问的黏附增强(P<0．05)，而黄芪多糖对

TNF的这种作用无影响。

表3 黄蓖多糖对TNF诱导的PMN

与HUVFC黏附的影响 (A57()一1±s)

注：’J刈照组比较．+，’<()．()5，“P<(1．0l

4 黄苠多糖对HUVEC表面ICAM一1表达的影

响 见表4。黄芪多糖、IL一1、TNF均能诱导HuVEc

表面lCAM—l表达增加(P<0．01)，而黄芪多糖能促

进IL—l和TNF的作用(P<0．叭，P<0．05)。

表4 黄芪多糖对HUVEC表面IcAM—l

表达的影响 (A490，。±s)

f}：‘4 x寸照封l比较．。P<0．0l；与TNF组比较，凸P<0．05；与JL一1

组比较．‘P<0．Ol

5 黄芪多糖对PMN表面cDl8表达的影响

静止的PMN CDl8阳性率即达97％，经IL一1、TNF作

用后，CDl8阳性率无明显改变，但静止的PMN CDl8

密度较低，阳性染色较浅；经TNF作用后，CDl8密度

增高，阳性染色变深，说明TNF促进PMN CDl8的表

达。黄芪多糖与TNF共同处理PMN后，CDl8染色

较TNF组差异无显著性。

讨 论

中医学认为创面的愈合与“脾主肌肉”、“脾生气

血”密切相关，明·汪机《外科理例》中说：“肌肉，脾之所

主也，溃后收敛迟缓者，乃气血虚衰使然，⋯⋯生肌之

法，当先理脾胃，助气血为主，则肌自生。”故气血不足

之伤口的愈合多用黄芪以鼓舞正气、托毒生肌。炎症

是伤口愈合的起始阶段，一切抑制损伤后炎症的措施，

如应用皮质激素等都会导致伤口愈合不良或延迟。对

许多具有生肌作用的中药进行实验研究发现，在愈合

早期中药组伤口面积非但未减小，反而比对照组大，创

面分泌物明显增多，有大量中性粒细胞和单核巨噬细

胞渗出¨1；而由放射线照射造成的伤口愈合延迟模型，

早期创面分泌物减少，创口的分泌细胞总数也减少。¨，

说明伤口愈合早期的炎症反应是非常重要的。急性炎

症反应主要由中性粒细胞介导，中性粒细胞在多种介

质作用下经过附壁、黏着、游走和渗出，进入伤口区域。

白细胞可通过吞噬作用、氧自由基抗菌效应和补体激

活等作用清除坏死组织和异物，保护正常组织、防止感

染发生。同时它也分泌释放多种化学介质、细胞因子

和酶，有助于单核细胞、成纤维细胞、内皮细胞的趋化

迁移和基质结构的降解，促进伤口愈合∽’。研究表明

糖尿病溃疡、放射性溃疡、激素治疗和化疗后溃疡愈合

的迟缓均与中性粒细胞功能的异常有关。

中性粒细胞与血管内皮细胞黏附是急性炎症反应

早期的必经过程，也是影响炎症发生发展的关键因

素∽，。研究表明，中性粒细胞与血管内皮细胞的黏附

是通过存在于其表面的多种黏附分子及其配体分子相

互作用的结果。在急性炎症早期细菌内毒素、补体激

活产物等既能激活巨噬细胞释放前炎症因子如IL—l、

TNF—a等，又能协同这些前炎症因子进一步激活中性

粒细胞和血管内皮细胞，从而促使其在不同的阶段表

达不同的黏附分子，介导循环中的中性粒细胞在血管

壁上滚动、黏附，直至渗出到炎症局部，其中ICAM一1／

CDl8介导了中性粒细胞与血管内皮细胞强有力而稳

定的黏附¨⋯。

本研究表明，黄芪多糖能上调内皮细胞表面黏附

分子ICAM—l的表达，增强中性粒细胞与血管内皮细

胞的黏附，从而促进中性粒细胞穿越血管内皮渗出在

伤口局部聚集，吞噬消化细菌、清除坏死组织，最终通

过化学介质、细胞因子及各种细胞的相互作用而使伤

口愈合。这体现了中医学“去腐生肌”、“偎脓长肉”理

论的现代生物学基础。
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行部。通讯地址：北京朝阳区芍药居北里304号楼406室杂志社

发行部，邮编：l()0029；查询电话：叭0—84640739 84649522，传

真：010～84640279。

·征文通知·

由中华中医药学会内科分会主办，山西省中医药学会内科

分会、太原市中医药学会承办的“中华中医药学会第五届内科

疑难病证辨治规律研讨会”，将于2004年8月在山西省太原市

举行，现开始征文。欢迎有志于中医内科疑难病研究的中西医

学工作者踊跃投稿。

1 会议主题 中医内科疑难病证辨证辨治规律研讨。

2征文内容 (1)中医内科疑难病证辨治规律探讨；(2)

中医内科疑难病证的临床经验总结；(3)中医内科疑难病证的

独特诊治方法、方药、心得体会；(4)诊治中医内科疑难病证的

新思路、新方法；(5)中医内科疑难病证的诊断标准和疗效评价

研究；(6)中医内科疑难病证新的科研成果；(7)尤其欢迎病毒

性疾病和脏器纤维化疾病的有关论文。

3征文要求 (1)来稿要求资料真实，具有科学性和先进

性，名词术语准确，采用法定计量单位，参考文献规范。(2)一

般稿件全文不超过2 500字，附关键词及150字中文摘要。(3)

来稿一式两份，用A4纸打印，宋体字，标题3号字，内容5号

字。(4)来稿请寄30元论文审查费。(5)论文题目下注明作者

姓名、职称，工作单位、通讯地址及邮政编码。

4征文截止日期2004年7月15日。

5来稿请寄 山西省太原市并州西街山西省中医药研究

院刘光珍、张克敏、刘智，邮编：030012；或中国中医研究院广安

门医院高荣林，邮编100053。
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