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黄芪对人外周血内皮祖细胞增殖及细胞周期的影响
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［摘 要］ 目的 研究黄芪对人外周血内皮祖细胞（ EPCs） 增殖、细胞周期的影响。 方法 采用密度梯度离心法获取外周血单个
核细胞，培养7天后，收集贴壁细胞并加入不同浓度黄芪注射液（0.2、2、20和200mg／ml）干预一定时间（6、12、24和48小时） 。 激光
共聚焦显微镜鉴定人外周血 EPCs，噻唑蓝比色试验（ M T T 法） 检测黄芪对人外周血 EPCs 体外增殖作用，流式细胞仪检测细胞周
期的变化。 结果 黄芪明显促进人外周血 EPCs 的增殖，呈一定的量效时效关系；流式细胞仪分析表明，黄芪作用后，细胞周期中 S
期、G2／M 期细胞比例增加，G0／G1期细胞相对比例减少（ P＜0.01） 。 结论 黄芪对人外周血 EPCs 增殖有显著促进作用，其作用机
制可能是通过促进 DNA 合成，增加进入 S 期细胞数目来实现的。
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Effect of Huangqi （ Astragalus） on the Proliferation and Cell Cycle of Endothelial Progenitor Cells of Human Peripheral Blood
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ABSTRACT Objective T o study the effect of Huangqi （ Radix Astragali seu Hedysari） on the proliferation and cell cycle of en-
dothelial progenitor cells （ EPCs） of human peripheral blood．Methods T he mononuclear cells w ere isolated from human peripher-
al blood by density gradient centrifugation．After7days’ culture，the anchorage-dependent cells w ere collected and the Huangqi In-
jectio （0．2，2，20and200mg／ml） w as injected for intervention （ for6，12，24and48h） ．T he laser scanning confocal microscope
w as used to determine the EPCs of human peripheral blood，the methyl thiazolyl tetrazoliym （ MT T ） assay w as applied to test the
proliferation of EPCs in vitro，and the flow cytometry （ FCM ） w as adopted to detect the changes of cell cycle．Results Huangqi
promoted the proliferation of EPCs remarkably，show ing a time-and dose-effect relation．T he FCM analysis show ed that the S-
phase and G2／M-phase rate increased but G0／G1-phase rate decreased relatively （ P ＜0.01） ．Conclusion  Huangqi functions to
promote the proliferation of EPCs remarkably and its mechanism may be promoting DNA synthesis and increasing the number of
cells entering S-phase．
Key Words Endothelial progenitor cells；Huangqi （ Radix Astragali seu Hedysari） ；Cell cycle；Proliferation
  黄芪为补气行血之要药，具益气养元，养心通脉之
功。近年研究表明，它对多种原因引起内皮功能障碍具
有保护作用，可以有效保护血管内皮功能［1］，而内皮细
胞的前体内皮祖细胞（ EPCs） 在内皮损伤后的修复中
起重要作用［2］。 本研究采用体外培养健康成人外周血
EPCs，就黄芪对人外周血 EPCs 增殖和细胞周期的影
响进行初步探讨。
1 材料
1.1 标本

健康成人外周血液10份（10ml／份） ，所有献血者
均排除吸烟、近期外伤、手术史、皮肤溃疡、糖尿病、心
血管、血液系统疾病等影响 EPCs 的因素。

1.2 药物及试剂
黄芪注射液购自正大青春宝药业有限公司，批准文

号：国药准字 Z33020179，每支装10ml，相当于原药材
20g。人淋巴细胞分离液（天津灏洋生物技术公司） ，M199
培养基（ Hyclone公司） ，胎牛血清（杭州四季青生物工程
材料研究所） ，VEGF、bFGF、EGF、IGF-1（ Pepro T ech
公司） ，FIT C 标记荆豆凝集素 I （ FIT C-UEA-I） 、Dil 标
记的乙酰化低密度脂蛋白（ Dil-acLDL） （ Sigma公司） ，人
纤维连接蛋白 （ Haematologicc T echnologic 公司） ，
MTT 、DMSO、1∶250胰蛋白酶（ Amresco 公司） 。
1.3 主要仪器

恒温 CO2 细胞培养箱 （ 美国 Queue Systems 公
司） ，多波长激光共聚焦显微镜 （ 日本 Leica 公司） ，
Olympus IX70型倒置相差显微镜（ 日本 Olympus 公
司） ，Olympus BX6075型荧光显微镜 （ 日本 Olympus
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公司） ，BEKMAN Coulter 流式细胞仪（美国 Beckman
公司 ） ，Multiskan MK353酶标仪 （ 美国 T hermo 公
司） ，Air T ech 超净工作台（ YI-1450型） （ 苏州净化设
备厂） ，LXJ-Ⅱ离心沉淀机 （ 上海医用分析仪器厂） ，
Costar 细胞培养板（美国 Corning 公司） 。
2 方法
2.1 EPCs 的分离、培养

按参考文献［3～5］方法，取健康成人空腹外周静
脉血10ml，0.2ml肝素钠抗凝，PBS 对倍稀释，按1∶
2加入人淋巴细胞分离液和稀释的外周血，密度梯度
离心法获取单个核细胞：500g 离心20分钟，小心吸取
中间白膜层单个核细胞，离心后重悬于 PBS，洗涤5分
钟×3次。将3×106／ml单个核细胞铺在包被有人纤维
连接蛋白的24孔培养板。 加入含20％胎牛血清，
VEGF10ng／ml，bFGF2ng／ml， EGF10ng／ml， IGF-
12ng／ml，青霉素100U ／ml，链霉素100U ／ml 的
M199培养基0.5ml，饱和湿度、5％CO2、37℃孵育箱中
培养4天，用PBS 洗掉非贴壁细胞，换培养液继续培养至
7天，PBS 洗掉非贴壁细胞，贴壁细胞供实验用。
2.2 EPCs 的鉴定

细胞与Dil-acLDL （2.4μg／ml）37℃孵育1小时以
检测 EPCs 对Dil-acLDL 的摄取。然后用2％多聚甲醛
固定细胞10分钟。 固定后用 PBS 浸洗，将 FIT C-
UEA-I （10μg／ml） 加于上述标本于37℃下孵育1小
时。 激光共聚焦显微镜鉴定 FIT C-UEA-I 和 Dil-a-
cLDL 双染色阳性细胞为正在分化的 EPCs［4］。
2.3 实验分组

贴壁细胞随机分成5组。对照组：不含胎牛血清的
M199培养基培养24小时后，加20％胎牛血清 M199
培养基；黄芪各浓度组（共4组，分别为黄芪0.2mg／ml
组、黄芪2mg／ml 组、黄芪20mg／ml 组及黄芪200mg／
ml 组） ：不含胎牛血清的 M199培养基培养24小时
后，再分别用含终浓度（以生药计）为0.2mg／ml、2mg／
ml、20mg／ml、200mg／ml 黄 芪 的 M199 培 养 基
（ pH7.4）培养6、12、24、48小时。
2.4 噻唑蓝比色（ MT T ）实验观察黄芪对 EPCs 增殖
的影响

称取250mg MTT 溶于50ml PBS （ pH7.4） ，微孔
滤器除菌，分装，4℃保存。 0.25％胰蛋白酶消化细胞，
M199培养基配成单个细胞悬液，以每孔1×104个细
胞接种到包被有人纤维连接蛋白的96孔培养板中，每
孔体积200μl。将培养板移入 CO2孵箱中，在37℃、5％
CO2及饱和湿度条件下，分别培养6、12、24、48小时
后，每孔加入 MTT 溶液 （5g／L ）20μl，继续孵育4小

时。 终止培养，小心吸弃孔内培养上清液。 每孔加入
150μl DMSO，微量振荡器振荡10分钟，使结晶物充分
溶解。 选择490nm 波长，在酶联免疫检测仪上测定各
孔光吸收值（ A 值） ，记录结果。
2.5 PI 法流式细胞术分析黄芪对 EPCs 细胞周期的
影响

黄芪20mg／ml 浓度作用于 EPCs 12小时后，
0.25％胰蛋白酶消化细胞，收集细胞，用预冷的 PBS
洗涤3次，调整细胞数至1×106个／ml，逐滴加入预冷
的70％乙醇固定，4℃过夜。 次日，离心，弃乙醇，PBS
洗涤，用含有终浓度为20mg／L RNaseA 酶的50mg／
L 碘化丙啶（ PI） 染液避光染色30分钟，用300目筛网
过滤细胞后，流式细胞仪检测。应用 Cell Quest 软件获
取至少10000个细胞的荧光2（ FL2） 直方图，通过
ModiFit 软件分析细胞周期分布。
2.6 统计学方法

采用 SPSS11.0统计软件。计量资料以 x±s表示，
组间资料比较采用 ANOVA 和 t 检验，P＜0.05为差
异有统计学意义。
3 结果
3.1 EPCs 的鉴定

从外周血分离获得的单个核细胞在倒置显微镜下

呈圆形，然后在内皮细胞培养条件下培养，培养48小
时后出现贴壁，在培养的第4天弃去悬浮细胞，继续培
养贴壁细胞，可见梭形细胞和细胞簇出现，细胞簇的形
态包括中间的圆形细胞和周边的梭形细胞，其结构类
似于在胚胎时期血管生成出现的血岛，梭形细胞既有
单个细胞也有线带样结构，并且随着培养时间的延长，
可观察到梭型细胞首尾相连形成条索状结构。

单个核细胞培养7天后，用 Dil-acLDL 和 FIT C-
UEA-I 对细胞染色，然后通过激光共聚焦显微镜鉴
定，可观察到其具有 EPCs 特异的生物学特性：能摄取
acLDL （ 激光共聚焦显微镜下呈红色，激发波长
543nm） ，结合 UEA-I（激光共聚焦显微镜下呈绿色，激
发波长477nm） 。Dil-acLDL 和 FIT C-UEA-I双染色阳
性细胞（激光共聚焦显微镜下呈黄色）被认为是正在分
化的 EPCs，与国外文献报道相符［4］。 黄芪组双染色阳
性细胞较对照组明显增多。
3.2 黄芪对 EPCs 增殖的影响

表1示，黄芪显著增加 EPCs 的增殖能力，呈一定
的量效关系与时效关系，A 值在2mg／ml 浓度时开始
较对照组明显增加（ P＜0.01） ，在浓度为20mg／ml 时
最为显著（ P＜0.01） ；EPCs 的增殖能力在黄芪刺激后
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表1 黄芪各浓度组与对照组 EPCs 增殖比较（ x±s）
组别 标本数

A490nm值
6小时 12小时 24小时 48小时

对照组 6 0.136±0.024 0.158±0.035 0.174±0.054 0.164±0.031
黄芪0.2mg／ml组 6 0.148±0.032 0.172±0.079 0.191±0.071 0.177±0.016
黄芪2mg／ml组 6 0.206±0.066* 0.229±0.096* 0.254±0.075* 0.235±0.027*
黄芪20mg／ml组 6 0.266±0.044* 0.317±0.079* 0.324±0.094* 0.312±0.055*
黄芪200mg／ml组 6 0.219±0.062* 0.222±0.061* 0.249±0.071* 0.231±0.015*

  与对照组同时间比较，*P＜0.01
6小时开始明显改善，于24小时达到高峰（ P＜0.01） ，
48小时后有所下降，但仍明显高于对照组（ P＜0.01） 。
3.3 黄芪对 EPCs 细胞周期的影响

表2示，黄芪组以黄芪20mg／ml 浓度作用于
EPCs24小时后，细胞在 G0／G1期的比例减少，S 期及
G2／M 的比例增高，与对照组相比差异有统计学意义
（ P＜0.01） ，两组凋亡率差异无统计学意义。

表2 黄芪对 EPCs 细胞周期的影响（ ％，x±s）
组别

标本
数

G0／G1 S G2／M 凋亡率

对照组 6 86.71±5.95  8.12±3.985.76±1.88 12.11±1.43
黄芪20mg／ml组 6 77.23±6.73*16.28±3.83*7.31±2.56*11.04±1.46

  与对照组比较，*P＜0.01
4 讨论

EPCs 是一种在特定条件下可以分化成血管内皮
细胞的前体细胞，并且能形成新生的血管，属于干细胞
群体，既可自我更新，又能定向分化为成熟的内皮细
胞，存在于胚胎、骨髓、外周血中。我们从健康成人外周
血分离出的单个核细胞在倒置显微镜下呈圆形，培养
48小时后出现贴壁，在培养的第4天可见梭形细胞和
细胞簇出现，细胞簇的形态包括中间的圆形细胞和周
边的梭形细胞，其结构类似于在胚胎时期血管生成出
现的血岛，梭形细胞既有单个细胞也有线带样结构，并
且随着培养时间的延长，可观察到梭型细胞首尾相连
形成条索状结构。 通过激光共聚焦显微镜可观察到其
具有 EPCs 特异的生物学特性：能摄取 acLDL，结合
UEA-I。 这些都是 EPCs 向内皮细胞分化过程中的特
点，与国外文献报道相符［3，4］。 黄芪组 EPCs 较对照组
明显增加。

EPCs 不仅参与人胚胎期血管生成，也参与出生
后的血管新生过程和内皮损伤后的修复过程，新生血
管中25％的内皮细胞是由 EPCs 分化而来的。 近来研
究表明，EPCs 数量减少和增殖、黏附、血管形成能力
受损在缺血性疾病如冠心病、糖尿病血管病变等的发
生发展中扮演了重要角色［2，3，6］。 而 EPCs 数量及功能
的改善，可以增强血管再生和损伤血管的再内皮化过
程，有机会恢复或部分重建损伤血管的内皮结构和功

能，对损伤血管的修复和缺血组织侧支循环的形成发
挥重要作用。在缺血性疾病、创伤愈合中具有广阔的临
床运用前景。

黄芪系豆科植物蒙古黄芪和膜荚黄芪的干燥根，
含苷类、多糖类、黄酮类、微量元素、叶酸等多种化学成
分，参与机体的多种代谢，具有调节机体免疫功能、抗
氧化、抗缺氧、改善心肌缺血等广泛的药理作用。 在中
医治疗中运用广泛，为补气行血之要药，具益气养元，
养心通脉之功。近年研究表明，它对多种原因引起内皮
功能障碍具有保护作用，可以有效保护血管内皮功
能［1］。 另有研究发现，黄芪可通过上调 VEGF 的表达，
增加细胞周期中 S 期细胞的数目，促进内皮细胞增殖，
有利于缺血组织血管形成［7］。 另外黄芪可改善骨髓造
血微环境，促进造血干细胞的增殖与分化［8］。 由于
EPCs 与造血干细胞来源于共同的祖细胞，基于上述
研究以及 EPCs 和造血干细胞在发育上的密切关系，
本研究推测黄芪可能促进 EPCs 的增殖与分化，通过
影响 EPCs 参与内皮保护作用。

本实验结果表明，黄芪明显促进 EPCs 的增殖，呈
一定的量效关系与时效关系。细胞周期中，由于体内干
细胞大部分处于静止状态，大多停滞于 G0／G1期，在
某些因素激活下才能启动 DNA 合成进入 S 期和 M
期，从而实现细胞增殖分化。在流式细胞仪检测细胞周
期的实验中，我们发现，EPCs 绝大部分处于 G0／G1
期，给予黄芪干预后，DNA 合成期－－S 期和 G2／M
期的细胞显著增多，而 G0／G1期细胞相对比例减少，
提示黄芪通过缩短 G0／G1期，明显促进 DNA 的合成，
增加 S 期细胞比率，从而促进 EPCs 的增殖。另外流式
细胞仪检测初步发现，黄芪对 EPCs 的凋亡率无明显
影响。

由于外周血 EPCs 数量有限，国内外的研究机构
都在寻找 EPCs 有效体外扩增的方法。本研究表明，黄
芪能促进外周血 EPCs 的增殖，提示黄芪不但可直接
对内皮细胞具有保护及促增殖作用，还能同时促进外
周血EPCs的增殖，增加EPCs的数量，从而促进内皮

（下转第166页）
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缺血再灌注损伤具有明显的保护作用［15］。 该研究比较
了脑缺血大鼠不同时间溶栓治疗对脑组织的保护作

用，并进一步探讨了脑脉通对溶栓治疗时间窗的影响。
研究发现，缺血后不同时间窗溶栓治疗均具有脑保护
作用，但溶栓效果存在差异，3小时、6小时溶栓较9小
时能明显改善神经功能、减轻脑水肿、减小梗死灶、减
轻脑组织病理损伤和超微结构改变；脑脉通可明显增
强溶栓治疗效果，进一步扩大溶栓治疗的时间窗，从而
为急性脑梗死的临床应用提供依据。
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修复，在缺血性疾病中有较好的临床应用前景。黄芪促
进外周血 EPCs 增殖的确切机制可能与通过信号转导
途径的调节有关，尚待进一步研究。
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