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!基础研究!

非缺氧条件下血府逐瘀汤促内皮细胞血管形成中

EFGF

作用的实验研究

高"冬#

"张静思!
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"王一铮#

"宋"军!

"陈可冀$

摘要"目的"探讨在非缺氧条件下血府逐瘀汤对碱性成纤维细胞生长因子"

E,@<D H<EI/E0,@J AI/KJC
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#

EFGF

$促血管新生中的作用% 方法"运用血清药理学方法#在常规
5%LM
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培养条件下#以
#

!

!%L

&

!

!

%"L

&

%

!

""L

浓度的血府逐瘀汤含药血清和空白血清干预血管内皮细胞
:&.$"6 63 C

#通过体外成血管

实验&酶联免疫法和逆转录
N&O

法分别检测不同浓度血府逐瘀汤含药血清对管腔形成&

EFGF

的含量和转

录水平的影响% 结果"

#
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!%L
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含药血清均可明显促进内皮细胞参与管腔形成#尤以

#

!

!%L

&

!

!

%"L

含药血清诱导形成的管腔形态规整#而且能显著提高细胞培养上清液中
EFGF

的含量和其

转录水平% 结论"在非缺氧条件下血府逐瘀汤通过上调
EFGF

的表达#发挥促血管新生作用%

关键词"血府逐瘀汤'非缺氧'血管新生'碱性成纤维细胞生长因子
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""鉴于血管新生在缺血性疾病的治疗和预后中发挥 重要作用!使之成为该领域药物筛选的靶标'

#

(

!研究

血管新生还有助于推动治疗性血管新生临床应用的发

展'

!

(

) 血府逐瘀汤是临床上治疗缺血性疾病行之有

效的经典方!前期研究表明该方剂具有显著的促血管

新生作用'

$

#

9

(

!但其机制不甚明了) 内皮细胞管腔形

成是血管新生的重要步骤和具体表现!本实验以血管

内皮细胞
:&.$"6

为模型!运用血清药理学方法!研

究血府逐瘀汤对内皮细胞管腔形成的影响及其对碱性

成纤维细胞生长因子$

E,@<D H<EI/E0,@J AI/KJC H,D

$
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EFGF

&的作用!为药物治疗缺血性疾病提供初步

的实验依据和机制探讨)

材料与方法

#

"动物"

\S

大鼠
#!

只!

9

周龄!体重$

#%"

%

!"

&

A

!雌雄各半!由上海斯莱克实验动物有限责任公

司提供$

2/

!

""$49#6

&!由福建中医药大学实验动物

中心'许可证号#

\XQ7

$闽&

!""5

#

"""#

(饲养)

!

"细胞株"血管内皮细胞株
:&.$"6

购于武汉

大学 中 国 典 型 培 养 物 保 藏 中 心! 细 胞 序 列

号#

GS&"!$

)

$

"药物制备"血府逐瘀汤$组成#当归
5 A

"生

地
5 A

"桃仁
#! A

"红花
5 A

"枳壳
9 A

"赤芍
9 A

柴胡
$ A

"甘草
$ A

"桔梗
6

!

% A

"川芎
6

!

% A

"牛膝

5 A

&!由福建中西医结合研究院提供) 该方水煎两次!

煎液过滤!混合后加热浓缩至每毫升含生药量
#

!

$ A

!

6

&保存备用)

6

"试剂及仪器"戊巴比妥钠$美国
\<A;,

公

司&!

+#55

培养基$美国
G(_&M

公司&!

)I<[/0

引物

$美国
(?]<JI/A8?

公司&!

(? .<JI/ U?A</A8?8@<@ U@

$

@,- 7<J

$

:&+9!%

!美国
+<00<^/I8

公司&!人
EFGF

:Z\(U

试剂盒$上海森雄科技实业有限公司&!

O8]8I

$

J,<P

)+

F<I@J \JI,?P DS2U \-?JC8@<@

试剂盒和
I8

$

D/;E<?,?J ),Y

酶 $立陶宛
F8I;8?J,@

公司&!

(Q4"

倒置相差显微镜及数码摄像装置$日本
M0-;^>@

公

司&!

N: 59""

基因扩增仪$美国
N:

公司&!

N/K8I

N,D _,@<D

电泳仪*

G80 S/D QO

加凝胶成像系统及

配套软件
a>,?J<J- M?8

$美国
_</

$

O,P

公司&)

%

"方法

%

!

#

"含药血清制备"将大鼠随机分为药物组和

空白对照组!每组
9

只!参照人和动物间用药剂量的换

算$人剂量'大鼠换算系数&!分别采用
#$ Ab`A

剂量

$相当于临床口服剂量
#"

倍&的药物和等量生理盐水

灌胃!

!

次
b

天!连续灌胃
4

天!于第
3

天灌胃
! C

后

$L

戊巴比妥钠麻醉*腹主动脉取血!静置
# C

后!

6 """ I b;<?

离心
$" ;<?

分离血清!经
%9

&灭活

$" ;<?

后!

"

!

!! !;

过滤除菌!置#

!"

&保存)

%

!

!

"细胞培养及含药血清处理"内皮细胞株

:&.$"6

采用含
%L F_\

的
+#55

培养液于
$4

&*

%L&M

!

条件下培养!生长汇合后经同步化处理!以

!

!

%

'

#"

% 个
b;Z

的密度接种!随机分成药物组和空白

组!待细胞贴壁后分别换含
#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

血府逐瘀汤含药血清和空白血清的培养液!继续培养

63 C

开展各项实验)

%

!

$

"成血管能力实验"参考
(? .<JI/ U?A</

$

A8?8@<@ U@@,-

试剂盒说明书进行) 于
6

&预冷的

59

孔培养板中铺匀
%" !Z

混合好的
:&+,JI<T

)+

@/

$

0>J</?

)

$4

& 放置
! C

凝固后! 每孔分别接种

#%" !Z

!各组细胞
#"

6 个!培养
#! C

后高倍视野$

!""

'&随机计算
9

个视野下形成的管腔个数)

%

!

6

"上清液中
EFGF

浓度检测"取各组细胞培

养上清液!采用酶联免疫法!参照试剂盒说明书步骤检

测
EFGF

的含量)

%

!

%

"

O)

$

N&O

检测
EFGF

表达"采用
)I<[/0

试

剂提取各组细胞总
O2U

!取
O2U # !A

参照试剂盒说

明书进行逆转录反应) 引物序列 $表
#

&由
NI<;8I

NI8;<8I %

!

"

设计!并经
_ZU\)

验证) 反应体系为

#"

'

),Y E>HH8I % !Z

!

#" ;;/0bZ P2)N # !Z

!

!% ;;/0bZ +A&0

!

$ !Z

!

#" !;/0bZ

的上下游引物各

#

!

% !Z

!

DS2U ! !Z

!

# Wb!Z

的
),Y

聚合酶
# !Z

!灭

菌超纯水补至
%" !Z

)

56

& 预变性
$ @

!变性
$" @

*

%3

&退火
$" @

*

4!

&延伸
6% @

!共
$%

个循环!

4!

&

补齐
#" ;<?

后电泳检测) 应用凝胶成像分析系统拍

照并进行电泳条带光密度分析!靶基因与内参条带的

光密度参数之比作为该基因
;O2U

的表达水平参数)

表
#

$引物序列

名称 """"""引物序列 产物长度

EFGF %

($

GG&)G)U&)G&UUUUU&G

$

$

(

!33 E^

%

($

G)G&&U&U)U&&UU&)GG

$

$

(

"

$

,DJ<? %

($

U)&U)G)))GGGU&&))&UU&U

$

$

(

$#3 E^

%

($

&U)&)&))G&)&GUUG)&&U

$

$

(

9

"统计学方法"采用
\N\\ #9

!

"

统计软件进

行分析!组间比较采用
J

检验!

N c "

!

"%

为差异有统

计学意义)

结""果

#

"不同浓度含药血清对成血管能力的影响$表

!

! 图
#

&"体外成血管检测的结果显示!与同浓度空

白血清组比较!

#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

浓度含药血

清组的体外成血管数量明显增多!差异有统计学意义

$

N c"

!

"#

&)从所形成的管腔形态来看!

#

!

!%L

*

!

!

%"L

含药血清组所形成的管腔形态较规整!部分管

腔壁较厚)

!

"不同浓度含药血清对上清液中
EFGF

浓度的

影响 $表
!

&"与同浓度空白血清组比较!

#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

含药血清组均能提高上清液中
EFGF

的浓度$

N c"

!

"#

&)

$

"不同浓度含药血清对内皮细胞
EFGF

转录的
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影响 $表
!

!图
!

& "与同浓度空白血清组比较!

#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

含药血清组的条带较亮!灰度

值统计结果表明!

#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

含药血清可

提高
EFGF

的转录水平 $

N c"

!

"#

&)

""注#

U d&

分别为
#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

含药血清组%

S d

F

分别为
#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

空白血清组

图
#

$不同浓度含药血清影响成血管的结果$$ '

!""

&

表
!

$不同浓度含药血清对血管形成及
EFGF

表达的影响比较"$

T

%

@

&

组别
?

血清含量

$

L

&

管腔数量

$个&

EFGF

浓度

$

^Ab;Z

&

EFGF

表达灰

度值$ '

#"

#

#

&

含药血清
9 #

)

!%

#%

)

3$

%

#

)

4!

!

#4"

)

""

%

#6

)

$!

!

"

)

%%

%

"

)

"$

!

9 !

)

%"

#3

)

3$

%

#

)

64

!

#53

)

94

%

#5

)

5#

!

"

)

%4

%

"

)

"!

!

9 %

)

""

#9

)

#4

%

!

)

45

!

#4$

)

94

%

#$

)

#6

!

"

)

%5

%

"

)

"$

!

空白血清
9 #

)

!% 4

)

""

%

!

)

3$ 3$

)

3$

%

4

)

!3 "

)

66

%

"

)

"$

9 !

)

%" ##

)

$$

%

!

)

99 65

)

94

%

$

)

$5 "

)

6#

%

"

)

"#

9 %

)

"" 6

)

#4

%

#

)

56 #"#

)

%"

%

3

)

9" "

)

6!

%

"

)

"!

""注#与同浓度空白血清组比较!

!

N

*

"

)

"#

""注#

# d $

分别为
#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

含药血清组%

6 d 9

分别为
#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L

空白血清组

图
!

$不同浓度含药血清影响
EFGF

转录的

O)

$

N&O

结果

讨""论

体外培养的内皮细胞在合适的细胞外基质环境下

均可形成管腔样结构!因此管腔形成实验已成为体外

研究血管新生的常用方法'

4

(

) 本研究结果表明!

#

!

!%L

*

!

!

%"L

*

%

!

""L $

种浓度的含药血清均能明

显提高血管管腔数量!且从所形成的管腔形态来看!尤

以两个较低浓度的药物诱导形成的效果为佳!说明血

府逐瘀汤具有显著的促血管新生作用!与本项目组以

鸡胚绒毛尿囊膜和内皮祖细胞为模型的实验结论相一

致'

$

!

%

(

) 虽然有实验结果显示血府逐瘀汤通过抑制内

皮细胞增殖和迁移!具有抑制血管新生的作用'

3

(

!但

该实验中表现出显著抑制作用的含药血清浓度
"

#"L

!均高于本实验所采用的药物浓度!与本实验结

果并不矛盾) 上述有关血府逐瘀汤影响血管新生的研

究结果!提示较低浓度的血府逐瘀汤具有显著的促内

皮细胞血管新生作用!而高浓度的药物抑制血管新生!

体现出中医药独特的双向调控特点)

血管新生受到多种正向和负向因子的调节!组成

复杂的调控体系'

5

(

!其中
EFGF

作为最有效的促血管

生长因子之一'

#"

(

!在治疗性血管新生领域具有较大的

探索价值和应用前景'

##

!

#!

(

) 细胞内合成的
EFGF

通

过自分泌和旁分泌到细胞外!与靶细胞上的受体结合

发挥作用) 本实验结果显示低*中*高三种浓度的含药

血清均能显著提高
EFGF

的表达和胞外水平!表明药

物促血管形成的作用与
EFGF

这个正向调控因子直接

相关) 由于血府逐瘀汤同时还可影响其他血管新生调

控因子的表达'

#$

(

!故其促血管新生机制呈多途径*多

靶点的现象!但各调控因子之间是否具有相互作用以

及具体的作用机制!尚需要进一步的实验加以明确)

活血化瘀是中医所独有的治法之一!具有+活血

化瘀!去瘀生新,作用的血府逐瘀汤作为代表方剂!广

泛适用于各类气滞血瘀证的治疗) 祛瘀是血瘀证治疗

之首要!唐容川在-血证论.中阐述了+旧血不去!新血

断然不生,的论点!强调祛瘀生新的作用) 按现代医

学的观点!+血瘀,除静止之血外!还包括一切由血循

环障碍所致的各种病变!因此血瘀证与局部缺血缺氧

直接相关) 针对这个认识!现代药理在整体水平上探

讨血府逐瘀汤的药效机制时!可以检索到的大量研究

采用缺血动物模型%在细胞水平则采用缺氧条件培养

细胞以模拟病症环境'

#6

!

#%

(

) 本项目组曾在下肢缺血

大鼠中发现!血府逐瘀汤可促进损伤修复时肉芽组织

的血管生长'

9

(

!该模型属于血瘀证范畴!部分体现出

药物+去瘀生新,的作用) 而本项目组前期内皮祖细
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胞动员所采用的正常
\S

大鼠'

6

(和经典的鸡胚绒毛尿

囊膜'

$

(这两个整体模型!不属于中医学+血瘀证,的范

畴!加上内皮祖细胞'

%

(和包括本实验在内的血管内皮

细胞'

#$

(两个细胞模型的体外培养条件!氧含量均在正

常范围!在这些非缺血缺氧条件下药物都有促血管新

生的作用!提示除了经典的+祛瘀生新,以外!药物还

存在+活血生新,的功效) 活血即可生新!是本项目组

系列实验结果最引人注目的发现!提示活血化瘀药物

在临床应用上不仅适用于血瘀证患者!我们希望能有

越来越多的实验结果!为进一步扩大血府逐瘀汤的应

用!乃至于活血化瘀理论认识!进而为扩大其临床适用

范围提供更坚实的实验依据)
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第十七次全国中西医结合儿科学术会议征文通知

中国中西医结合学会儿科专业委员会拟于
!"#$

年
5

月
6

#

9

日在杭州萧山召开第十七次全国

中西医结合儿科学术会议# 届时将邀请知名专家进行中西医结合专题报告和学术交流#现征文如下%

征文内容""

#

$中西医结合&中医&西医防治儿童呼吸系统疾病的临床论著&实验研究和专题综

述'"

!

$中西医结合&中医&西医防治儿童常见病的临床&实验研究'"

$

$临床疑难&重症&少见病例报

道'"

6

$中西医结合理论及方法研究等'"

%

$对儿科中西医结合工作的建议等%
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