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人参三七川芎提取物延缓衰老小鼠
血管老化的实验研究

雷 燕1 杨 静2 赵 浩3 杜雪君1 刘建刚’ 陈可冀1

摘要 目的探讨衰老小鼠血管老化所导致的血管壁结构和功能的改变以及人参、三七、川芎提取物的

干预作用。方法 建立自然衰老小鼠模型，小鼠随机分为衰老模型组、人参三七川芎提取物高、中、低剂量

组、维生素E组，另设青年对照组，观察各组主动脉形态学改变，检测血浆血管紧张素Ⅱ(AngII)、血管组织

抗超氧阴离子、晚期糖基化终末产物(AGEs)、基质金属蛋白酶(MMP-2)与其抑制剂(TIMP-2)含量以及

MMP．2／TIMP．2比值。结果 人参三七川芎提取物能够改善衰老小鼠主动脉形态学衰老变化，HE染色见

内皮细胞脱落减少，平滑肌细胞(SMC)增生减少，Masson染色显示中药各组胶原纤维相对含量降低(P<

O．05)，中药高剂量组SMC相对含量降低(P<0．05)。中药高、中、低剂量组血管组织抗超氧阴离子含量显

著增高，AGEs含量明显降低，差异均有统计学意义(P<0．05)。中药各剂量组小鼠血管组织MMP一2水平降

低，TIMP一2水平显著升高，MMP-2／TIMP．2比值明显增高，差异均有统计学意义(P<0．05)。结论 人参

三七川芎提取物能够改善衰老小鼠主动脉形态学衰老变化，降低血管组织中活性氧的生成，减少AGEs生

成，抑制MMP-2的活性，调节MMP-2／TIMP·2的平衡，从而最终降低衰老小鼠血管的僵硬度，减少血管重

构，延缓小鼠血管老化的发生。

关键词 血管老化；人参三七川芎提取物；自然衰老小鼠；活性氧；晚期糖基化终末产物；基质金属蛋白

酶一2／基质金属蛋白酶．2抑制剂

Expedmental Study on Extracts from Ginseng，Notoginseng and Chuanxiong for Delaying Vascular Aging

In Senescent Mice LEI Yan，YANG Jing，ZHAO Hao，et al Xiyuan Hospital，China Academy of Chinese Medical Sci-

ences，Be彬ng(100091)

ABSTRACT Objective To explore the vascular structural and functional change in aged mice，and the in-

tervention roles of extracts from ginseng，notoginseng and chuanxiong(Exs)on it．Methods The mice model of

natural aging was built，and all model mice were divided into 5 groups，the model group，the Vitamin E group

treated with vitamin E，and the three Exs groups treated with high，middle and low dose Exs respectively．Be-

sides，a normal control group was set up with young rats．Morphological change of aorta was observed by HE

and Masson staining．1evels of plasma angiotensin-11(AngⅡ)，anti-superoxide anion，advanced glycation end

products(AGEs)，matrix meta¨oproteinase 2(MMP-2)and tissue inhibitor of meta¨oproteinase 2(TIMP-2)in

vascular tissue．as well as the MMP-2／TIMP．2 were detected．Results Aged aortic morphologic change in mod-

eI rats was ameliorated in the Exs treated groups．decreased vascular endotheliaI exfoliative cells and vascular

smooth muscle cell(SMC)proliferation were shown in HE staining．Masson staining analysis showed relative

content of collagen fibers reduced in all Exs treated groups(P<0．05)and that of SMC decreased in high—dose

Exs group(P<0．05)．Moreover，levels of vascular tissue anti·superoxide anion，TIMP-2 and MMP-2／TIMP-2

ratio were obviously higher，AGEs and MMP-2 were significantly lower in all Exs treated groups than those in the

model group respectively，showing statistical significance(P<0．05)．Conclusion Exs can ameliorate the aged

changes in aortic morphology．reduce the production of reactive oxygen species(ROS)and AGEs in vascular

tissue，inhibit MMP-2 activity and regulate MMP-2／TIMP-2 equilibrium，so it reduces the vascular stiffness degree
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of senescent mice，decreases vascular remodeling and delays the occurrence of vascular aging ultimately．

KEYWORDS vascular aging：extracts from ginseng。notoginseng and chuanxiong；natural aging mice；re’

active oxygen species；advanced glycation end products；matrix meta¨0proteinase 2／tissue inhibitor of metallo-

proteinase 2

进入2l世纪我国老龄化的进程加快，2005年全

国人口调查显示60岁以上人口占总人口的

11．03％⋯。老年人群具有心脑血管病发病率高的特

点，存在明显血管老化的表现¨。，因此研究随年龄增

长出现的血管老化J'ⅡJ题成为防治心血管疾病的新靶

点。本研究以自然衰老小鼠为模型，观察衰老小鼠血

管老化导致的血管擘结构和功能的改变，并探讨益气

活血中药人参三七川I芎提取物的干预作用。

材料与方法

1 动物 美国癌症研究所(Institute of Cancer

Researcch，ICR)健康雄性小鼠，14月龄小鼠70只，2

月龄小鼠14只，购自北京维通利华公司，许可证号为

SCXK(京)2007旬001。

2药物人参：Panax ginseng，产自吉林抚松镇；

三七：Panax notoginseng(Burk．)，产自云南文山；川I

芎：Ligusticum chuanxiong，产自四JII，鉴定均符合《中

国药典》¨’2005年版标准。人参三七JIl芎提取物为醇

提物，由中国中医科学院中药研究所提供，含3．164 g

生药／g浸膏；维生素E粉购自北京鼎国生物公司。

3试剂盒及仪器抗超氧阴离子自由基及产生

超氧阴离子自由基测试盒(南京建成生物工程研究

所，批号20071218)；血浆血管紧张素Ⅱ放射免疫分析

试剂盒(北京科美东雅生物技术有限公司，批号

2008091 1)；小鼠晚期糖基化终末产物(AGEs)检测试

剂盒(31192，WESTINGHOUSEDR-FREMONT，ADLIT-

TERAM DlAGNOSTIC LA-BORATORIES， USA，

CA94326，LOT08-06)；小鼠基质金属蛋白酶一2(MMP-2)

ELESA试剂盒(批号0809031，货号F1122，美国RD

公司)；小鼠TIMP．2 ELESA试剂盒(批号0809033，货

号F1162，美国RD公司)。TCS．SP2激光扫描共聚焦

显微镜(Leica，德国)；SIAFRT S Wellscan MK3捌酶标

仪(Labsystems Dragon，芬兰)；Wellwash 4 MK2型洗板

机(Labsystems Dragon，芬兰)；T-18 basic型匀浆机

(IKA，德国)；DpxView Pro型彩色图像处理系统

(DehaPix，丹麦)。

4动物分组及模型制备 14月龄小鼠采用随机

数字表法分为5组：衰老模型(模型)组、人参三七川I

芎(中药)高、中、低剂量组、维生素E组，另设2月龄

小鼠作为青年对照组(对照组)，每组14只。按照小

鼠和人体的体重剂量折算系数关系¨。，中药大、中、小

剂量相当于临床用量的2倍、1．5倍、1倍，分别为

1．42、1．07、0．71和0．05 g／(kg·d)。各给药组按上

述药物及剂量灌胃给药，每天1次，模型组、对照组给

予双蒸水灌胃，喂养3个月。实验前及实验开始后每

月重复测量小鼠体重，并观察小鼠一般状况。

5观察指标及方法

5．1 动物取材 给药3个月后，各组小鼠眼球取

血，以EDTA抗凝，于离心机3 500 r／min，离，020 rain，

取上清，置于一20℃保存；，J、鼠脱颈处死后，开胸，分

离心脏及胸主动脉，处理如下：(1)沿主动脉t，下3 mm

左右剪断血管，取连接心脏的主动脉弓部分血管，以滤

纸吸1：血液，浸于10％中性甲醛固定液以制备石蜡切

片；(2)分离腹主动脉部分的血管，从髂动脉分支处剪

断，以生理盐水冲洗，滤纸吸干，微量天平称重。以

4℃生理盐水制成10％的组织匀浆，2 000 r／min离心

15 rain，取七清，置于一80℃冰箱备用。

5．2主动脉形态学观察及平滑肌细胞(smooth

muscle cells，SMC)、胶原纤维(collagen fibers，CF)相

对含量胸主动脉段固定过夜，常规脱水、透明、浸

蜡、包埋，制备石蜡切片，切片厚度5斗m。(1)HE染

色：切片常规脱蜡水化，Harris苏木素液染色，l％盐

酸乙醇分化，返蓝，乙醇伊红染色，脱水，透明，中性

树胶封片，显微镜下观察血管的一般形态。(2)Mas—

son染色：切片脱蜡水化，地农红染色，Weigert铁苏木

精染核，磷钼酸水溶液分化，亮绿染色后，脱水，透

明，树胶封固。显微镜下观察，胶原纤维染为绿色，

肌纤维为红色，胞核为蓝黑色。图像处理系统分别测

量血管壁中膜SMC、CF的绝对面积，计算不同着色面

积与测试区域整体面积之比，计算SMC、CF在各血管

壁中的相对含量(Aa％)。

5．3 血管组织抗超氧阴离子含量测定 检测各

组小鼠腹主动脉中抗超氧阴离子自由基活力的含量，

反映活性氧水平，取10％血管组织匀浆后的上清，依

据试剂盒说明操作。

5．4 血浆血管紧张素Ⅱ(Ang lI)含量测定 按

照试剂盒说明书放免法榆测Ang ii。

5．5 血管组织晚期糖基化终末产物(advanced
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glycation end products，AGES)含量测定采用EI．ESA

法，取10％组织匀浆后的卜清，按照试剂盒说明进行

操作，于酶标仪450 nm波长处测定各孔的OD值。

5．6 基质金属蛋白酶(MMP．2)及其抑制剂

(TIMPS)比值测定 采用El。ESA法，取10％血管组

织匀浆后的上清，按照试剂盒说明进行操作。在酶标

仪450／11"11处测吸光值。

6统计学方法 采用SPSS 13．0软件进行统计

处理，观察指标以身±s表示，各组间计量资料比较采

用单因素方差分析。

结 果

l各组小鼠一般情况 各组小鼠体质量正常，

青年组小鼠体毛白且光泽，行动活泼，反应灵敏；其

余各组小鼠被毛较青年组颜色稍暗，动作稍迟缓。尤

其模型组小鼠，体毛蓬松，没有光泽，运动减少，动

作相对较迟缓。

2各组小鼠主动脉形态学观察结果

2．1 各组小鼠主动脉HE染色结果比较(图1)

对照组：内膜较薄，结构完整，中膜SMC排列规则，

内皮下无脂质沉积；模型组：主动脉内膜增厚、隆起，

内皮细胞部分脱落，内皮下间隙增宽，内膜下水肿，

有泡沫细胞浸润，SMC穿过内弹力膜迁移入内皮下，

中膜明屁增厚，SMC增生并排列紊乱而垂直于内膜生

长，细胞形态改变，细胞增大似纤维母细胞；中药高、

中、低剂肇组：内膜较薄，部分见隆起，内皮细胞基本

完好，未见明显脱落，内皮下间隙未见明显增宽，部

分平滑肌细胞迁移至其中，中膜无明显增厚，平滑肌

细胞增生不明显，细胞数目接近正常，排列较规则，

部分细胞形态改变似纤维母细胞；维生素E组：内膜

较薄，内皮细胞基本完好，中膜无明显增厚，SMC增

生不明显，细胞数目接近正常，排列较规则。

2．2各组小鼠主动脉Masson染色图像分析(表

1，图2) Masson染色后平滑肌细胞呈红色，胶原纤

维呈绿色。从结果可见，模型组绿色染色区域明显多

于对照组与各用药组；与模型组比较，各用药组胶原

绿染区域减少。各组Masson染色的图像分析得出，

模型组小鼠SMC、CF相对含量显著升高，与对照组比

较差异有统计学意义(P<0．05)。与模型组比较，各

给药组CF相对含量降低(P<0．05)，中药高剂量组

和维生素E组SMC相对含量降低(P<0．05)，中药

中、低剂量组SMC含量无明显改变，中药各剂量组间

SMC含量比较差异无统计学意义；中药高剂量组CF

含量与中、低剂量组比较显著降低(P<0．05)，与维

生素E组比较，差异无统计学意义。

表1 各组小鼠主动脉SMC、CF相对

含量比较(Aa％，石±s)

注：与对照组比较．+P<0．05；与模型组比较，△P<0．05；与中药高

剂量组比较，▲P<0．05

3各组抗超氧阴离子、Ang II含量比较(表2)

与对照组比较，模型组血管组织抗超氧阴离子、血浆

Ang II含量降低，差异有统计学意义(P<0．05)。与

注：A为占年X,IN组；B为老年农老模型组；C为中药高剂量组；D为I}l约I|I剂鞋组；E

为中药低剂量组；F为维生素F=组；下图同

圈l各组主动脉HE染色结果比较(MOO)
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图2各组小鼠主动脉Masson染色结果比较(x100)

模型组比较，各给药组血管组织抗超氧阴离子含量增 低，TIMP-2含最增高，差异均有统计学意义(P<

高，差异有统计学意义(P<0．05)，而血浆AngⅡ含0．05)。中药各剂量组AGEs含量比较差异均有统计

量差异无统计学意义(P>0．05)。中药高、中、低剂量 学意义(P<0．05)；中药高剂量组MMP一2含量较中、

组血浆AngⅡ含量两两比较无明显差异；中药高剂量 低剂量组明显降低(P<0．05)，与维生素E组比较差

组抗超氧阴离子含量较中、低剂量组明显增高(P< 异无统计学意义；中药各剂量组TIMP-2含量、MMP-2／

0．05)，与维生素E组比较差异无统计学意义。TIMP一2比较差异均有统计学意(P<0．05)，与维生素

表2 各组血浆AngⅡ含量、血管组织抗超氧阴 E组比较差异有统计学意义(P<0．05)。

离子含量的比较(i 4-s)

注：与对照组比较．+P<0．05；与模型组比较，6P<0．05；与中药高

剂量组比较。▲P<O．05

4各组AGEs、MMP-2、TIMP-2含量及MMP一2／

TIMP·2比较(表3) 与对照组比较，模型组AGEs、l

MMP-2含量及MMP一2／TIMP-2增高，TIMP一2含量降

低，差异均有统计学意义(尸<0．05)。与模型组比

较，各给药组AGEs、MMP-2含量及MMP．2／TIMP．2降

讨 论

人参、三七是常见的具有抗衰老作用的天然药物，

均富含三萜类达玛烷型皂甙，国内外抗衰老药理学研

究均证实此类有效成分与抗衰老作用密切相关”冉’；

川芎主要成分为川芎嗪和阿魏酸，有抗氧化和清除自

由基、保护心血管系统的作用⋯。本研究分别从组织

病理、生化等多个方面检测血管组织中可直接或间接

反映血管老化状况的指标，从而探讨人参三七川芎提

取物延缓小鼠血管老化的作用。

随年龄的增长，血管在形态和功能上发生各种衰

老变化，结果富有弹性的动脉壁伸展性降低，僵硬血

管的组织出现内皮细胞排列紊乱，CF增生、弹力纤维

断裂、SMC、巨噬细胞等浸润，基质金属蛋白酶、转移

表3 各组AGEs、MMP-2、TIMP-2含量及MMP-2／T|blP-2比较 (i 4-s)

注：与对照组比较，‘P<O．05；与模型组比较，△P<o．05；与中药高剂量组比较，▲P<0．05；与中药中剂量组比较，oP<0．05；与中药低剂量组比

较，·P<O．05
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生长因子-B及细胞因子增加，动脉供血功能减退，机

体脏器功能逐渐降低，衰老过程开始，这提示血管衰

老是人体衰老的关键始发因素。本实验观察了小鼠主

动脉形态学的变化，HE染色发现衰老模型组小鼠血

管壁出现典型的衰老表现，而给予中药后的小鼠血管

内膜中膜增厚不明显，内皮细胞脱落减少，仅有部分

平滑肌细胞向内膜迁移，衰老改变不显著；Masson染

色显示，模型组小鼠血管壁SMC和CF含量明显增

多，给予中药后CF增生明显减少，高剂量组可使

SMC增生明显减少，从血管形态学方面说明给予人参

三七川芎提取物后小鼠血管衰老相对减缓。

活性氧学说是血管老化研究中较公认的学说。活

性氧水平过高造成的损伤，形成一系列终末产物，如

高级蛋白氧化产物、AGEs、高级脂质过氧化终产物等，

这些物质引起相关生物学效应，最终可能引起细胞功

能失调和衰老¨’9。。研究证实人内乳动脉和冠状动脉

活性氧产量很低但同衰老密切相关¨0’⋯，因而ROS

在介导血管衰老中有重要的地位。本实验小鼠给予一

定时间中药灌胃后，血管组织抗活性氧生成能力比模

型组有一定程度的增强，说明人参三七川芎提取物可

能通过减少活性氧的生成来延缓血管老化。

肾素一血管紧张素系统(renin angiotensin system，

RAS)与血管老化关系密切，可激活调节许多与细胞

生长(凋亡)、纤维化及炎症有关的物质表达，调节血

管细胞的凋亡、平滑肌细胞迁移、细胞外基质重建等与

血管病理生理有关的过程¨2’”1。局部高活性状态的

RAS通过自分泌、旁分泌、内分泌作用，在高血压、动

脉粥样硬化等心血管疾病的发生、发展中起重要作

用¨“，而Ang II作为RAS的功能多肽则是这些病理

生理改变的中心环节。本研究显示青年组血浆Ang II

含量最高，模型组最低，给予中药后Ang 1I含量有所

升高但无明显差别，很多研究表明高活性的Ang II与

血管老化密切相关，但本实验模型组Ang II含量最

低，对照组最高，提示血浆中An91I含量与血管老化

的关系不是很密切，由于局部血管组织的AnglI与血

管重构关系密切¨“，故应进一步检测血管组织中Ang

Ⅱ的含量，来确定其与血管老化的关系。

AGEs随增龄在体内逐渐积累，是临床上老年性

疾病的病理基础之一¨61。动脉MMP-2活性显著增加

可能参与与年龄相关的血管重构的发生‘17)，TIMP-2

能抑制MMP-2的活性，MMP活性或MMP／TIMP比值

的调节可以预防和控制血管重构等的发生、发展¨“。

从结果看出，青年小鼠血管组织中AGEs含量相对较

少，而老年各组的小鼠AGEs含量较多，但给予一段

时间人参三七川芎提取物灌胃后，老年小鼠AGEs含

量有一定程度的降低，这说明中药在一定程度上可能

通过减少AGEs的形成来降低动脉僵硬程度。模型组

小鼠血管组织内MMP一2、MMP-2／T1Mp02最高，TIMP．

2含量最低，由于MMP-2、MMP一2／TIMP-2的升高与年

龄相关的血管重构关系密切，表明在衰老小鼠血管组

织中已出现年龄相关的血管重构，给予中药灌胃后的

各组小鼠MMP-2、MMP-2／TIMP-2指标明显降低、

TIMP一2升高，这表示应用人参三七川芎提取物后可

能通过抑制MMP．2生成、增强TIMP．2活性，减少了

细胞外基质的降解，从而达到延缓血管老化的目的。

综上所述，衰老小鼠的血管在结构和功能上都出

现了明显的衰老改变，应用人参三七川芎提取物干预

后，能够改善衰老小鼠主动脉形态学衰老变化，可能

通过降低血管组织中活性氧的生成，减少AGEs生

成，抑制MMP一2的活性，调节MMP一2／TIMP-2的平

衡，达到降低衰老小鼠血管僵硬度、减少血管重构的

目的，从而延缓了小鼠血管老化的发生。
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第三届中医药现代化国际科技大会学术征文通知

第三届中医药现代化国际科技大会将于2010年11月25—26日在四川成都召开。现将有关征文等事项通

知如下：

1 征文内客 分会一：中医药创新与发展政府论坛：围绕中医药多边国际合作、标准化建设等征文。投稿邮

箱：ieetcmj@163．corn；分会二：中医药学的现代理念与基础理论研究：围绕中医药现代理念、基础理论及作用机

制等征文。投稿邮箱：icetcm3rd@163．corn；分会三：中医药防治慢性疾病与疗效评价研究：围绕慢性疾病中医药

诊疗方案、疗效评价等征文。投稿邮箱：icetcm2010clinic@126．corn；分会四：中医药防治重大传染痛的研究：围绕

重大传染病中医药诊疗方案、疗效评价等征文。投稿邮箱：hui931222@sina．com；分会五：中药资源的可持续开发

和保护：围绕中药资源保护、中药材规范化种植、质量标准等征文。投稿邮箱：liu—xianwu@yahoo．corn．cn；分会

六：中药创新与产业发展：围绕中药新药研究开发、关键共性技术及产业发展等征文。投稿邮箱：tcm028@126．

com；分会七：民族医药发展与创新：围绕民族医药的保护、传承与发展等征文。投稿邮箱：gujianed@163．corn

2 联系人 学术委员会办公室(成都中医药大学科技处)彭腾，电话：86—28—61800101，13880376673；E．

mail：kjchjz@163．corn

3详细征文要求及更多会议信息请关注大会网站：http：／／www．icetcm．org
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