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摘要 以鸡胚绒毛尿囊膜模型 �鸡胚 ��� �用中药血清药理学

方法
，

研究补肾生血中药对血管生成活性的影响
，

并用 ��� 计

算机图像处理系统分析新生血管
。

结果表明
，

补肾生血中药含

药血清可促进鸡胚 �八� 的血管增加
，

并以细小血管为主
，

这

符合新生血管特征
。

提示补肾生血中药有促进血管生成和血管

生成活性样作用
。

提出中医肾生髓理论可能与血脉生成有关
，

补肾尘血 与血脉生成的关系值得探讨
。

主题词 补肾药�药理学 补血药�药理学 血清学试验

血管生成是指毛细血管从原血管以出芽方式形成

新血管床的过程
。

除女性月经周期
、

胚盘和胚胎发育

外
，

成热机体很少出现血管新生
。

但病理条件下则会出

现
，

这与许多疾病的发生有关
。

目前
，

靶向血管的药物

和基因治疗缺血性疾病及肿瘤的临床应用是该研究的

最新进展���
。

筛选血管生成活性的方法有体内
、

体外分

析方法
，

体内分析常用模型有兔或大鼠的角膜囊�眼前

房�模型川
、

地 鼠颊囊模型��，
‘�和鸡胚绒毛尿囊膜模型

�鸡胚 ������ 〕 。

其中
，

鸡胚 ��� 模型具有实验周期

短
、

易 �大样本重复
、

实验成本低等特点
，

得到广泛应

用
。

补肾生血中药是根据中医肾主髓理论
，

在多年临床

实践基础上总结出来的有效方剂
，

具有滋肾养阴
、

填精

生血的功效���
。

在前期动物实验中发现
，

服用该药的去

卵巢的大鼠子宫内毛细血管数 目增加
，

提示该药可能

有促进血管生成样的效用
。

� 实验材料

药品和试剂
�

补肾生血中药购 自广安门医院制剂

室
，

醇提
、

水煎后浓缩
。

�一 ��� 梭甲基纤维素
、

丙酮
、

甲醇为北京化工厂产品
。

动物
�

鸡胚
、

雌性金黄地 鼠
��一 �� 月龄为老龄动

物
，
�月龄为青年动物

，

由中国医学科学院流行病学微

生物学研究所动物中心提供
。

� 实验方法

鸡胚 ��� 模型的建立闭
�

选用受精率在 ���以

上的来航鸡种蛋
，

重 ������
。
�

�

��新洁尔灭消毒
，

��
�

�士 �
�

�
‘

�
、

��写湿度的隔水式恒温孵箱内孵育
。

每

� 中国中医研究院广安门医院分子生物学室
，

北京市宣武区北

线阁 �号��������

� 国家计划生育委员会科学技术研究所细胞生物室

收稿 日期
�����一 ��一 ���修回 日期

�����一 ��一 ��

日翻动 �次
，

孵育第 �天时�满 �� 小时为 �天 �
，

在绒

毛尿囊膜体表投影距胚头 ��� 处上划定开窗位置
。

无

菌条件下
，

磨切暴露绒毛尿囊膜
，

制出假气室
。

透明胶

带封闭窗 口
。

甲基纤维素盘制备
�

双蒸水配制 �
�

��的 �一���

梭甲基纤维素溶液
，

高温高压消毒
，

取 ���川 甲基纤维

素溶液分 �次加入直径为 ��� 的半圆形模具中
，

�� �

烤箱烘干成盘状
。

��
‘

�烤箱中烘烤 �� 分钟消毒
。

补肾生血中药含药血清制备
�

老龄金黄地鼠随机

分为老龄对照组
、

补肾生血药大剂量组
、

小剂量组
，

每

组 �� 只动物
�

青年金黄地鼠 �� 只为青年对照组
。

大剂

量组给于补肾生血中药 �� 生药��� 体重
，

小剂量组

�
�

�� 生药���体重
口

每 日灌胃两次
，

连续 �� 天
。

最后

�次喂药 �小时后处死动物
，

取血清分装
，
一 �� �保

存
。

�� �水浴灭活
，

微孔滤器过滤杀菌
。

含药血清加入鸡胚 ��� 模型
�

鸡胚开窗后 �� 小

时
，

甲基纤维素盘放入假气室 �避开大血管�
，

对照组盘

中加入 ��川灭菌蒸馏水
，

实验组盘中各加入老龄对照

血清
、

补肾生血药大剂量含药血清
、

小剂量含药血清
、

青年对照血清 ��川
，

透明胶带封闭假气室
，

继续孵育
。

每日加样 �次
，

第 �� 夭取材
。

注入假气室丙酮甲醇混

合固定液
，
�� 分钟后

，

取假气室一侧的蛋壳固定 �� 分

钟
，

剥离 ��� 膜铺在滤纸上
，

室温阴干保存
。

解剖显微镜观察���
�

统计与载体盘边缘接触的总
、

大
、

中
、

小血管数 目
，

根据血管管径将血管分为 �类
�

直

径��
�

��� 为大血管
�直径��

�

������
�

��� 为中

血管
�直径� 。

�

���� 为小血管
。

正常鸡胚 ��� 上的

血管呈叶脉状分布
，

由一主干向两侧发出细的分枝走

行
。

把从主干分枝出的血管称为一级血管
、

自一级再分

枝为二级血管
，

依次类推为三级
、

四级…… ，

记录各个

膜上的血管分级状况���〕 。

以被检物为中心
，

周围血管

放射状朝向被检物的生长状态
，

称为血管辐揍
�主干血

管向载体盘的弯曲和靠近称之为血管的吸引����
。

另

外
，

观察比较载体盘周围 �� 范围内与远离盘 �大于

����位置的血管密度
，

计数出现血管增生或抑制的鸡

胚数 目
，

并对比不同组间的差异
。

数据进行方差分析
。

使用图像分析系统 ���软件进行处理
�

解剖显微

镜落射光条件放大 ��
�

�倍时
，

观察鸡胚 ��� 上的血
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管新生情况
。

数码相机在鸡胚绒毛尿囊膜上选取两个

视野
，
�个为载体边缘部分

，
�个为载体远端距载体中

心约 �
·

��� 处
。

处理图像时
，

启动 �������一��� ����

软件
。

测量指标选取
“ ���� �面积�

” 、 “
������� �面积

比�
” 、 “ ����������周长�

” 、 “ ����������������最长最

短半径比�
” ，

计算机将自动处理图像
。

测量结果使用

����大型统计软件进行各指标的多组间单因素方差

分析
。

� 结果

补肾生血中药含药血清经微孔滤膜灭菌后
，

加在

鸡胚绒毛尿囊膜上的甲基纤维素载体盘上孵育 �天
。

取材时可见
�
��� 膜外观与甲基纤维素对照组的形

态相似
，

质地薄而透明
，

无 ��� 膜肥厚及变质
。

膜上

的血管呈叶脉状排列
，

且相互连成网状
。

解剖显微镜形态学观察
�

甲基纤维素对照组中
，

载

体盘下 ��� 膜与甲基纤维素融合
，

部分可见中血管

或大血管的贯穿
，

与载体盘接触的多是中
、

小血管
，

属

于 �一�级血管
，

未见大血管向载体的吸引和辐揍
，

整

个 ��� 上的血管呈叶脉状分布
。

老龄血清对照组中
，

载体盘周有中小血管的密集
，

血管增生的范围主要集

中在载体盘边缘 ��� 以内
，

多为 �级血管
。

补肾生血

中药大
、

小剂量组盘周有大量的细小血管围绕
，

集中在

距载体边缘 �
�

���
�

��� 的范围以内
，

多是 ���级的

细小血管
，

以载体为中心呈包绕或放射状分布
。

而且小

血管的管径比对照组增粗
，

且有扭曲和分枝
。

尤其在大

剂量血清组可见细血管的分枝等级显著增加
，

部分微

血管呈松针状成簇生长
，

血管充盈较饱满
，

整体的血管

数量有显著增加
。

各组阳性反应鸡胚数均明显高于甲

基纤维素空白组�尸��
�

���
。

见表 �
。

补肾生血中药大

剂量含药血清组 ��� 上与载体边缘相接触的血管总

数 目
、

小血管数目明显多于甲基纤维素空白组
、

老龄血

清对照组和青年对照组�尸 均��
�

���
，

小剂量血清组
、

老龄血清对照组和青年血清对照组的总
、

小血管数多

于 甲基纤维素对照组�尸��
�

���
，

大
、

中血管数 目无显

著差异�尸��
�

���
。

见表 �
。

表 � 补肾生血中药含药血清促进鸡胚 ���

血管生成作用的观察〔个�写�〕

组 别

甲基纤维素空白组

老龄对照血清组

老龄大剂量血清组

老龄小剂量血清组

青年血清对照组

鸡胚数 阳性反应数

�����

������

������

�������

������

�︸�����，白�山夕︼，︺�︺

在本实验中
，

根据鸡胚 ��� 的特点
，

计算机图像

处 理 时选 用 了 以 下 � 个 测 量 指 标 ���� 、
�������

、

��������
、

������
。

测量结果经单因素方差分析可得
�

补 肾生血 中药大剂 量 组视 野 中血管 的 总 面 积 为

������
·

�� �����
�

�象素�计算机图形大小单位�
，
显

著大于甲基纤维素对照组
、

老龄血清对照组和青年血

清对照组�尸��
�

���
，

其血管的密度呈同步增加
。

补肾

生血中药小剂量组及青年血清对照组的血管数目显著

大于甲基纤维素对照组
。

�����
�
显示

，

青年血清对照

组小于甲基纤维素对照组
。

见表 �
。

� 讨论

鸡胚绒毛尿囊膜模型是研究血管生成活性的经典

方法
，

但文献记载的方法有很大差异
，

我们选取鸡胚孵

育 ���� 天为药物刺激的最佳时间���
，‘��

�

并且采用中

药血清药理方法
，

中药在动物体内经胃肠道消化和吸

表 � 补肾生血中药含药血清对鸡胚 ��� 影响的血管计数结果 ‘ 士 ��

组 别 鸡胚数 大血管 中血管 小血管 血管总数

甲基纤维素空白组

老龄血清对照组

老年小剂量血清组

老年大剂量血清组

青年血清对照组

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士�
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

�
�

��士 �
�

��

��
�

��士 �
�

��
�

��
�

��士 ��
�

��
� △

��
�

��士 �
�

��
任 △

���
�

��士 ��
�

��△
��

�

��士 ��
�

��
赞△

��
�

��士�
�

��
�

��
�

��士 ��
�

��
爷 △

��
�

��士 �
�

��
� △

���
�

��士 ��
�

��△
��

�

��士 ��
�

��
苦 △

������︺�﹄勺自�口乙�

与老年大剂量血清组比较
， � 尸��

�

�� �
与甲基纤维素空白组比较

，△尸��
�

��

组 别

表 � 补肾生血中药含药血清对鸡胚 ��� 血管生成作用的计算机处理结果�象素
，
牙士 �”

鸡胚数 ���� ������� ��������� ������

甲基纤维素空白组

老龄血清对照组

老龄大剂量血清组

老龄小剂量血清组

青年血清对照组

������
�

�士 �����
�

�

������
�

�土�����
�

�

������
�

�士 �����
�

�
�
介▲

������
�

�士 �����
�

�
“

������
�

�士 �����
�

�
�

�
�

���士�
�

���

�
�

���士 �
�

���

�
�

���士 �
�

���
� ★▲

�
�

���士� ���
�

�
�

���士 � ���
�

�����
�

�士 ����
�

�

�����
�

�士����
�

�

�����
�

�士 ����
�

�

�����
�

�士����
�

�

�����
�

�士 ����
�

�

���
�

�土��
�

�

���
�

�士 ���
‘

�

���
�

�士 ��� �

���
�

�士 ���
�

�

���
�

�士 ���
�

�
�

�����八乙�目�白，︺翻�

关

与甲基纤维素空白组比较
，
尸� 。

�

�� ��与老龄血清对照组比较
，
尸��

�

�� �▲与青年血清对照组比较 ，
尸��

�

��
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收
，

血清中的成分可能接近于药物在人体内起效的有

效成分和水平
，

这弥补了中药生药所含的大量无效成

分对培养组织
、

细胞的非特异性影响山〕 。

本实验结果

表明血清对鸡胚 ��� 无特异性刺激作用
。

本实验采用鸡胚 ��� 模型研究了补肾生血药的

血管生成活性
，

结果表明
，

血清对鸡胚 ��� 的血管有

一定促进增生作用
，

这可能与血清中的活性成分有关
。

但补肾生血中药
，

尤其是大剂量
，

可促进鸡胚绒毛尿囊

膜模型的血管的明显增加
，

并且以细小血管增生为主
，

符合新生血管化的特征
，

效用优于血清对照组
。

表明服

用补肾生血中药后
，

血清中促进血管生成的活性物质

增加
，

其具体物质有待探讨
。

同时
，

给药组可观察到粗

大血管向药物作用局部的辐揍
。

可见
，

补肾生血中药可

以促进血管生成活性或具备血管生成活性样的作用
。

本实验采用了计算机图像处理系统－ �������

一 ��� ����
软件����软件�分析实验结果

，

比较解剖

镜下计数与计算机处理的数据
，

发现两组结果基本一

致
，

但药物刺激后
，
��� 上的血管多是围绕载体盘周

围的弥漫状增加
，

图像处理系统可测量视野内血管总

面积及血管的密度值
，

更能全面地反映 ��� 膜上血

管增减的变化
，

并且可以避免人为计数中的主观因素

干扰
。

所以
，

计算机图像处理系统是形态学计量的最佳

选择
。

中医关于血脉的生成起源的论述较少
。 《难经

·

八

难 》云 �“
诸十二经脉者

，

皆系于生气之原
，

所谓生气之

原者
，

谓十二经之根本也
，

谓肾间动气也
。

此五脏六腑

之本
，

十二经脉之根本
，

呼吸之门
，

三焦之源
” ���〕 。 《图

注八十一难难经辨真 》说
� “
经乃脉所由之真路也

，

脉

者
，

资使于肾间动气
，

资生于胃中谷气
，

贯出于十二经

中
” 。

从以上的记载可见
，

脉的生成始于先天之本一一

肾中之精气
，

并受到后天之本－脾化生水谷精微的

濡养
。

本实验发现补肾生血中药的含药血清有促进鸡

胚 ��� 模型中血管生成的作用
，

本方作为滋补肾阴

的代表方剂
，

此结果提示肾生髓与血脉生成的关系有

其客观的物质基础
，

补肾可能促进血脉的化生
。
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