
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

"!"#"$"

基金项目#国家自然科学基金资助项目$

,-56##7%!7%

%&辽宁省自然科学基金资助项目$

,-5!"#!"!#$8

%&辽宁省高等学校优秀人才支持计划

$

,-59':!"#!"6%

%&沈阳市科学技术项目$

,-5;#!

"

!77

"

#

"

7%

%

作者单位#

#5

辽宁中医药大学附属医院血管外科$沈阳
##""%!

%&

!5

辽宁中医药大学教学实验中心$沈阳
##""%!

%

通讯作者#李大勇!

)/4

#

"!8

"

%#<=#!%"

!

>

#

0?@4

#

AB4@CBD?4@BEF5G-05GF

HI(

#

#"

!

7==#J&'(+

!

!"#$

!

##

!

#%7%

KLI

血瘀证血清对血管内皮细胞损伤的影响及

桃红四物汤的调节作用

李$鑫#

$李大勇#

$陈文娜!

$张$扬#

$刘宝清#

$李世征#

$侯俊杰#

摘要$目的$探讨动脉硬化闭塞症!

?2M/2@-AG4/2-A@A -14@M/2?FA

"

KLI

#血瘀证血清对血管内皮细胞

损伤的影响及桃红四物汤的调节作用$ 方法$建立脐静脉内皮细胞培养体系"制成
KLI

血瘀证血清内皮细

胞损伤模型"分别加入桃红四物汤低%中%高浓度大鼠含药血清"

+))

法观察内皮细胞增殖活性"透射电镜观

察内皮细胞超微结构"激光共聚焦显微镜观察细胞内钙离子浓度和细胞骨架的变化"酶联免疫吸附!

>9(LK

#

观察各组内皮细胞培养液上清中内皮素!

>)

#%一氧化氮!

,I

#和转化生长因子
!

#

!

M2?FAN-20@FO O2-PMQ

N?GM-2 !

#

"

)R;

#

!

#

#的含量$ 结果$

KLI

血瘀证血清组内皮细胞增殖活性下降"细胞结构破坏明显"钙离

子浓度升高"培养液中
>)

%

,I

及
)R;

#

!

#

含量明显升高 !

S T"

!

"#

#"

>)J,I

比例失衡$ 与桃红四物汤含药

血清共孵育后"内皮细胞增殖活性和细胞结构的损伤明显改善"

>)

%

,I

及
)R;

#

!

#

水平下降 !

S T "

!

"$

"

S T"

!

"#

#"

>)J,I

比例趋于正常$ 结论$桃红四物汤治疗血瘀证
KLI

的主要机制为改善血管内皮细胞的

损伤和分泌功能失调$

关键词$动脉硬化闭塞症&血瘀证&内皮细胞&桃红四物汤&血清药理学
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14--C AM?A@A

ABFC2-0/

$
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%
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#

E0 /FC-MQ/4@?4 G/44 @FVE2B 0-C/4 P@MQ KLI ULL P?A _2/_?2/C5 9-P

!
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!
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%
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%
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$$动脉硬化闭塞症$
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!
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% 与冠心病'缺血性中风有着共同的发病机

制(((动脉粥样硬化!是在脂质代谢异常'血流动力学

损伤'遗传'感染'物理化学等多种损伤刺激下启动的!

多种炎症因子及相关细胞因子网络交叉作用于血管

壁!内皮细胞损伤和分泌功能失调应是早期的病理过

程)

#

*

!活血化瘀中药对此具有良好的治疗作用)

!

!

%

*

+

本实验建立了内皮细胞培养系统!并制成
KLI

血瘀

证血清内皮细胞损伤模型!观察桃红四物汤对血管内

皮细胞损伤和分泌功能的调节作用+

材料与方法

#

$材料$

#

!

#

$实验动物$选用健康清洁级雄性
*@AM?2

大鼠
#$

只!体重$

!""

%

!"

%

O

!购自辽宁中医药大学

实验动物中心!实验动物质量合格证号)

L&Xb

$辽%

!"#"

"

"""#

*!实验过程中对动物处置方法符合动物

伦理要求$中华人民共和国科学技术部!关于善待实

验动物的指导性意见!

!""=

"

"<

"

%"

%+

#

!

!

$细胞来源$人脐静脉内皮细胞系
>&3

#

%"8

!购自中国科学院上海细胞生物学研究所+

#

!

%

$药物$按桃红四物汤原方的组方比例!并

根据体表面积的比率)

8

*折算出
!"" O

大鼠的等效用

药剂量作为中浓度组!另取其
#J!

剂量和
!

倍剂量作

为低浓度和高浓度组!计算出水煎剂的终浓度+ 原方

剂量为
$$ O

!大鼠与人体表面积比率为
"

!

"#6

!

$$ O

&

"

!

"#6 c "

!

<< O

!故桃红四物汤组的终浓度为#

"

!

$ O

生药
J09

'

#

!

" O

生药
J09

'

!

!

" O

生药
J09

+ 中

药饮片购自辽宁中医药大学附属医院药剂中心!由专

业药师进行饮片的鉴定及制剂!纯净水煎
%

次!时间分

别为
#

!

$

'

# Q

及
8$ 0@F

!合并煎煮液后过滤并浓缩至

预定浓度!

8

'冰箱保存+

#

!

8

$主要试剂'仪器$内皮素$

>)

%'一氧化氮

$

,I

%及转化生长因子
!

#

$

)R;

#

!

#

%酶联免疫吸附双

抗体!上海跃研生物技术有限公司&夹心法检测试剂

盒'异硫氰酸荧光素标记的鬼笔环肽!美国
L@O0?

公

司&

;4E-

#

%JK+

!美国
U@-

#

W?C

公司产品&

YY

"

U##

"

$""

电热恒温培养箱!上海医疗器械公司&微量移液

器!美国
)Q/20-

公司&

KFMQ-A!"#"

酶标仪!奥地利

KFMQ-A

公司&

'>+

#

#!"">X

透射电镜!日本电子株式

会社&激光共聚焦扫描显微镜!德国
9/@G?

公司+

!

$方法

!

!

#

$内皮细胞培养体系建立$内皮细胞用含

#$d

胎牛血清$

;UL

%的
H+>+

#

Q@OQ

培养液培养!

%

天传代
#

次!传代时!先用
SUL

洗
%

遍!加入
!

!

$d

胰酶
# 09

消化
!

(

% 0@F

!加上述已配好的完全培养

液重悬!分瓶!正常培养时每次可
#

传
%

+

!

!

!

$

KLI

血瘀证血清制备$选取
#"

例
KLI

血瘀证住院患者!

KLI

诊断标准参照,外科学"动脉

硬化闭塞症-

)

$

*

!均经临床症状'专科检查'下肢动脉

多普勒超声或动脉增强
&)

的确诊&中医证型诊断标

准参照,中医外科学"脱疽-

)

=

*

!经两位主任中医师辨

证!符合血瘀证$营养障碍期%的临床表现+ 排除
!

周

以内针对
KLI

接受过中西药物治疗者+

KLI

患者入

院后第
!

天空腹抽取静脉血
% 09

!于离心管中自凝

后!

8

''

! $"" 2 J0@F

离心
#$ 0@F

!取血清置无菌
>S

管中!

$=

'灭活
%" 0@F

! "

!"

'保存备用+

!

!

%

$含药血清制备及分组$通过随机数字表法

将大鼠随机分成
%

组#桃红四物汤低浓度'中浓度'高

浓度组!每组
$

只+ 每日给予相应的中药加生理盐水

稀释成
% 09

灌胃!连续
7

日!参照既往实验方法)

7

*

!

于末次给药后
# Q

!麻醉并通过下腔静脉采血!无菌分

离出血清!

$=

'灭活
%" 0@F

!经
"

!

!! "0

微孔滤膜

过滤除菌!将每组大鼠的血清混合! "

!"

'保存备用+

!

!

8

$内皮细胞培养系统给药方法$内皮细胞经

胰酶消化后!用含
#$d ;UL

的
H+>+

#

Q@OQ

培养液$含

有
#

&

#"

$

\J9

青霉素'

#"" 0OJ9

链霉素%制成单细胞悬

液!以浓度
#

&

#"

$

J09

接种于
<=

孔板中!进行分组干预!

分为空白对照组'

KLI

血瘀证血清组'桃红四物汤低'中'

高浓度组!待内皮细胞贴壁后!各组分别加入
#"dH+>+

培养液'

#"dKLI

血瘀证血清'

#"dKLI

血瘀证血清加

桃红四物汤低'中'高浓度血清各
#"" "9

!每组
6

个复孔!

8

周后用
SUL

封孔!继续培养
!8 Q

+

!

!

$

$内皮细胞增殖能力测定$终止培养后!

SUL

洗去培养液!加入
+))

溶液!每孔
!" "9

!细胞培

养箱内孵育
8 Q

!后弃孵育液加
H+LI #$" "9

!

#" 0@F

振荡混匀!使结晶充分溶解!选用
8<" F0

波

长在酶标仪上测定吸光度值+

!

!

=

$透射电镜检测$终止培养后!

SUL

清洗

%

次!胰酶消化!再用
SUL

重悬细胞!

# """ 2 J0@F

离

心
$ 0@F

!加入
!

!

$d

戊二醛固定!再经过漂洗!梯度

脱水!

>_-F 6#!

浸透'包埋'聚合!超薄切片!醋酸铀'
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柠檬酸铅染色!透射电镜下观察'摄片!检测内皮细胞

超微结构+

!

!

7

$钙离子浓度测定$终止培养后!将内皮细

胞取出培养皿!移去原培养液!

SUL

缓冲液洗
!

遍!加

入
# 09

染料液$

#" "0-4J9;4E-

#

%JK+

和
"

!

#d S4E

#

2-F@G ;

#

#!7

%!

%7

'!继续孵育
%" 0@F

后取出!

SUL

清洗
%

次后激光共聚焦扫描显微镜观察!

;4E-

#

%JK+

激发波长为
866 F0

+

!

!

6

$细胞骨架鬼笔环肽染色$终止培养后!将

内皮细胞取出培养皿!移去原培养液!

SUL

缓冲液洗

%

遍!加入
# 09

多聚甲醛固定
#$ 0@F

!然后
SUL

洗

%

次!每次
% 0@F

!加入
"

!

#d )2@M-FX

#

#"" # 09

做破

膜处理!用
SUL

再洗
%

次后加山羊血清封闭
!" 0@F

!

然后再用
;()&

#鬼笔环肽在室温避光条件下染色
!"

0@F

!加入
! "9 H>S(

!在同样条件下继续染色
#"

0@F

!

SUL

清洗
%

次后激光共聚焦扫描显微镜观察+

!

!

<

$内皮细胞分泌功能测定$终止培养后!采

用酶联免疫吸附$

>9(LK

%双抗体夹心法对各组内皮细

胞培养液上清中
>)

'

,I

和
)R;

#

!

#

的含量进行检测!

具体检测过程严格按照试剂盒中说明书步骤进行操

作!于
$8" F0

处检测各孔吸光度$

IH

%值!根据标准

品浓度及相应
IH

值拟合标准曲线及方程!计算各检

测孔中待测因子的浓度+

!

!

#"

$统计学方法$采用
LSLL ##

!

"

进行统计

描述和分析!数据用
`

%

A

表示!多组间比较采用单因

素方差分析!

S T"

!

"$

为差异有统计学意义+

结$$果

#

$各组内皮细胞的增殖活性比较$表
#

%$空白

对照组内皮细胞具有良好的增殖活性!与
KLI

血瘀

证血清共培养后!内皮细胞出现了明显的损伤!表现为

细胞增殖活性明显下降+ 经用桃红四物汤血清共孵育

后!内皮细胞的增殖活性明显提高!细胞的损伤状态有

了明显的改善+

表
#

$各组内皮细胞的增殖活性及钙离子浓度比较$$

`

%

A

%

组别
F

增殖活性

$

IH

值%

钙离子浓度

$荧光强度%

空白对照
6 "

)
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6

"
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"

)

"6

!

#!6

)

<<

%

!"

)

!#

!
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6
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)
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"

$$$$$高浓度
6

"

)

%%

%

"

)
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""
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)

#7

%

#6

)

=!

""

$$注#与空白对照组比较!

!

S

*

"

)

"#

&与
KLI

血瘀证血清组比较!

"

S

*

"

)

"$

!

""

S

*

"

)

"#

!

$各组内皮细胞超微结构比较$图
#

%$空白对照

组内皮细胞核椭圆形!核仁核膜清楚!核内染色质分布均

匀+ 胞质内可见核糖体'线粒体'粗面内质网'溶酶体'高

尔基复合体及脂滴等细胞器+

KLI

血瘀证血清组内皮细

胞核形不规则!核膜部分模糊!核内异染色质凝聚!胞质有

小面积的溶解!胞质内核糖体'粗面内质网'线粒体'高尔

基复合体等细胞器明显减少+ 桃红四物汤含药血清干预

后!内皮细胞的微观结构有了明显改善!内皮细胞核及核

仁核膜逐渐清楚!胞质内核糖体'线粒体'粗面内质网及高

尔基复合体等细胞器逐渐增多+

图
#

$各组内皮细胞的超微结构$$透射电镜! &

8 """

%

%

$各组内皮细胞的钙离子浓度测定比较$表
#

!图

!

%$空白对照组细胞内钙离子荧光强度正常!

KLI

血

清损伤后细胞内钙离子荧光强度明显增高!经用桃红四

物汤血清共孵育后!细胞内钙离子荧光强度明显下降+

8

$各组内皮细胞的细胞骨架鬼笔环肽染色结果

$图
%

%$空白对照组内皮细胞骨架呈丝网状排列清晰

有序+

KLI

血瘀证血清组细胞形态皱缩!细胞骨架排

列紊乱且微丝明显减少或部分缺失+ 桃红四物汤含药

血清干预后!细胞形态趋向规则!随含药血清浓度增

高!细胞骨架呈现丝网状排列且清晰可见+

$

$各组内皮细胞培养液中
>)

#

#

'

,I

及
)R;

#

!

#

含量比较 $表
!

%$

KLI

血瘀证血清组
>)

'

,I

及

)R;

#

!

#

含量明显升高 $

S T"

!

"$

%!

>)J,I

比例失衡+

经用桃红四物汤血清共孵育后!内皮细胞的
>)

'

,I

及
)R;

#

!

#

水平下降 $

S T "

!

"$

!

S T "

!

"#

%!

>)J,I

比例趋于正常+
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图
!

$各组内皮细胞的钙离子浓度测定图像

$激光共聚焦显微镜! &

8""

%

图
%

$各组内皮细胞的细胞骨架鬼笔环肽染色结果

$激光共聚焦显微镜! &

8""

%!

讨$$论

KLI

是动脉粥样硬化所致的慢性动脉闭塞性疾

病!是全身动脉硬化性病变在下肢的重要表现!亦是周

表
!

$各组内皮细胞培养液中
>)

'

,I

及

)R;

#

!

#

含量比较$$
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"#

围动脉疾病的重要组成部分+

KLI

属于中医学.脱

疽/的范畴!在不同阶段虽可分为寒湿证$局部缺血

期%'血瘀证$营养障碍期%'热毒证$坏疽期%等中医证

型!但血瘀一直是该病重要的病理过程!气血凝滞'经

脉阻塞为该病的主要病机)

=

*

!临床上往往舍证从病!

以大剂量活血化瘀甚则破血逐瘀药物贯穿治疗的始

终!希望借以建立侧支循环!改善肢体血运+ 本研究建

立
KLI

血瘀证血清内皮细胞损伤模型!观察内皮细

胞损伤和分泌功能的失调及活血化瘀经典方桃红四物

汤的调节作用!为
KLI

病证结合细胞模型的深入研

究提供实验依据+

本研究发现!与
KLI

血瘀证血清共培养后!内皮

细胞出现了明显的损伤!表现为细胞增殖活性明显下

降&鬼笔环肽染色显示细胞形态皱缩!细胞骨架排列紊

乱且微丝明显减少或部分缺失&透射电镜检测显示

KLI

血清组内皮细胞超微结构发生了明显异常变化!

且细胞质有小面积的溶解&

KLI

血清损伤后细胞内钙

离子荧光强度明显增高!细胞内钙离子浓度的突然增

高是细胞损伤的重要因素)

6

*

!与细胞形态'细胞骨架

的损伤密切相关+ 经用桃红四物汤血清共孵育后!内

皮细胞的损伤状态有了明显的改善!表现为细胞的增

殖活性明显提高&细胞形态趋向规则!细胞骨架呈现丝

网状排列且清晰可见&内皮细胞的微观结构渐趋正常&

细胞内钙离子荧光强度明显下降!随着药物浓度的增

高!这些作用均有所增强!提示了桃红四物汤能够抑制

钙离子内流!减轻内皮细胞的损伤+

与
KLI

血瘀证血清共培养后!内皮细胞的分泌

功能亦发生了明显的改变!透射电镜检测显示!

KLI

血清组内皮细胞中具有蛋白质合成'加工'转运功能的

核糖体'粗面内质网'线粒体'高尔基复合体等细胞器

明显减少+

>9(LK

检测显示内皮细胞分泌的
>)

'

,I

和
)R;

#

!

#

均发生了明显的改变+

>)

#

#

是由血管内

皮细胞分泌的一种强有力的收缩肽!具有强烈的缩血

管和促细胞增殖作用)

<

!

#"

*

!是目前所知作用最强和作
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用时间最持久的缩血管物质+

,I

亦由血管内皮细胞

分泌!在生理浓度下能舒张血管!并能抑制血管平滑肌

细胞的增殖及迁移)

##

!

#!

*

+ 生理状态下!

>)

#

#

与
,I

处于动态平衡之中!维持着血管舒缩功能的正常!两者

的平衡失调是引发动脉粥样硬化及各种血管并发症的

始动因素之一+

)R;

#

!

#

是具有多重生物学活性的细

胞因子!诱导内皮细胞表达黏附分子!促进血管新生!

刺激细胞外基质产生!与动脉粥样硬化发生密切相

关)

#%

!

#8

*

+ 本研究发现!

KLI

血瘀证血清组
>)

及

)R;

#

!

#

含量明显升高!

>)J,I

比例失衡+ 经用桃红

四物汤血清共孵育后!内皮细胞的各种细胞器数量增

多!

)R;

#

!

#

水平下降!

>)J,I

比例趋于正常!提示了

桃红四物汤能够改善血管内皮细胞的分泌功能!抑制

动脉粥样硬化及其血管并发症的进程+

桃红四物汤方以四物汤$芍药'熟地黄'川芎'当

归%为基础!加桃仁'红花而成!主要功效为养血活血+

本方以桃仁'红花为主活血化瘀&以熟地补血滋阴' 当

归活血补血!芍药和营养血&川芎行气活血!.气行则

血行/!以增化瘀之效+ 诸药同用共奏调畅气血之功+

现代药理学研究表明!桃仁中含有乙酸乙酯等!有显著

的抗血栓作用)

#$

*

+ 红花的主要有效成分为查耳酮类

化合物红花黄色素$

A?N@-2 B/44-P

!

L[

%!有抑制血小

板聚集及抗氧化等作用+ 当归'川芎中含有的蒿本内

酯具有缓解血管平滑肌痉挛与抗血小板聚集的作用+

芍药的主要成分芍药苷具有机制血小板及红细胞聚集

的作用+ 另外!桃红四物汤药味中多含有黄酮类化合

物!具有降血糖'降血脂'降血压等作用)

#=

*

+

综上所述!血管内皮细胞的损伤和分泌功能失调是

血瘀证
KLI

发病的重要病理过程!桃红四物汤对此具有

明显的改善作用!这可能是活血化瘀中药能够用于治疗

动脉粥样硬化及其血管并发症的重要机制之一+
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