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［摘要］ 目的　探讨不同浓度益气活血方含药血清对大鼠骨髓间充质干细胞 （ＢＭＳＣｓ）增殖活力及血管内
皮生长因子 （ＶＥＧＦ）的影响。 方法　将８只ＳＤ大鼠随机分为空白对照组４只、益气活血方组４只，纯化
培养ＢＭＳＣｓ，采集空白对照组 （灌胃蒸馏水）、益气活血方组 （灌胃益气活血方）大鼠血清；将ＢＭＳＣｓ分
为空白血清对照组、５％、１０％、２０％益气活血方血清组，分别以含１０％空白血清及含５％、１０％、２０％益
气活血方血清培养液干预培养ＢＭＳＣｓ。ＭＴＴ法检测ＢＭＳＣｓ增殖活力，ＥＬＩＳＡ法检测培养ＢＭＳＣｓ上清液

ＶＥＧＦ水平。 结果　第２天、第４天、第６天，１０％益气活血方血清组ＢＭＳＣｓ去基线增殖率较５％益气活
血方血清组与２０％益气活血方血清组明显增加 （Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；第２天、第４天组间ＢＭＳＣｓ上清

ＶＥＧＦ水平比较，１０％益气活血方血清组明显高于空白血清对照组、５％益气活血方血清组、２０％益气活血
方血清组 （Ｐ＜０．０１）。 结论　１０％益气活血方含药血清可明显提高ＢＭＳＣｓ增殖能力，促进ＶＥＧＦ表达。
［关键词］骨髓间充质干细胞；细胞增殖；益气活血方；血管内皮生长因子

　　骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ　ｍａｒｒｏｗ　ｍｅｓｅｎｃｈｙ－
ｍａｌ　ｓｔｅｍｃ　ｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）是一种来源于骨髓，具
有多向分化潜能与分裂增殖能力的细胞，在特定条
件下可诱导分化为内皮细胞［１］、软骨细胞［２］、骨细
胞［２］、脂肪细胞［３］、心肌细胞［４］、神经细胞［５］等，
是干细胞疗法常用细胞之一。但骨髓中的ＢＭＳＣｓ
数量很少，必须经过体外的扩增传代、纯化才能符
合基础与临床应用要求［６］。本研究探讨不同浓度益
气活血方含药血清对ＢＭＳＣｓ增殖活力及血管内皮
生长因子 （ＶＥＧＦ）表达的影响，为益气活血法联
合干细胞疗法治疗缺血性疾病提供依据。

１　材料

１．１　实验动物
清洁级雄性ＳＤ大鼠４只，体重１００～１２０ｇ，

提取 ＢＭＳＣｓ；清洁级雄性 ＳＤ 大鼠８只，体重

２８０～３００ｇ，制备含药血清。动物均由北京维通利

华实验动物技术有限公司，实验动物许可证号：

ＳＣＸＫ （京）２０１２－０００１。

１．２　主要试剂和仪器
低糖ＤＭＥＭ培养基 （Ｌ－ＤＭＥＭ，美国Ｇｉｂｉｃｏ

公司，批号：２０１３０６２４），噻唑兰 （ＭＴＴ，美国

Ａｍｒｅｓｃｏ公司，批号：７０５Ｂ０５１０），大鼠 ＶＥＧＦ
ＥＬＩＳＡ试剂盒 （上海联硕生物科技有限公司，批
号：ＡＥ９８００６Ｒａ）。

ＣＫＸ４１倒置相差显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司），ＴＤＺ４－ＷＳ低速离心机 （湖南赛特湘仪公
司），ＭＣＯ－２０ＡＪＣ二氧化碳培养箱 （日本三洋公
司），ＭＫ３酶标仪 （芬兰雷勃公司），流式细胞仪
（美国ＢＤ公司）。

１．３　药物
益气活血方由黄芪１２０ｇ、党参１２０ｇ、炙甘草

４８ｇ、当归１２０ｇ、鸡血藤１２０ｇ、川牛膝４８ｇ组成。

由北京中医医院中药房加工浓缩至含生药１．５ｇ／ｍｌ
（相当于成人临床用药量的１８倍）药液。
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２　方法

２．１　含药血清制备
将８只雄性ＳＤ大鼠采用随机数字表法分为空

白对照组与益气活血方组，每组４只。益气活血方
组灌胃益气活血方１０ｍｌ／ （ｋｇ·ｄ），空白对照组
灌胃等量蒸馏水，连续７天，末次灌胃２ｈ后，腹
主动脉取血，静置３０ｍｉｎ，分离血清，５６℃灭活

３０ｍｉｎ，无菌分装，－２０℃备用。

２．２　ＢＭＳＣｓ培养及鉴定
将大鼠麻醉，无菌条件下取出后肢股骨、胫

骨，冲洗骨髓腔获取全骨髓细胞，以１×１０９ 密度
接种于培养瓶中，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养箱培养［７］。
当原代细胞生长约１０天，细胞达到８０％～９０％融
合时，消化、传代、纯化为ＢＭＳＣｓ。经流式细胞
仪鉴定第３代细胞表面分子ＣＤ４４、ＣＤ１０６表达率
为９４．５％、２０．７％，表面分子ＣＤ３４、ＣＤ４５表达
率均为１．６％，故采用第３代 ＢＭＳＣｓ作为实验
对象。

２．３　细胞分组
将ＢＭＳＣｓ分为空白血清对照组 （含１０％空白

血清培养）、５％益气活血方血清组 （含５％益气活
血方血清培养）、１０％益气活血方血清组 （含１０％
益气活血方血清培养）、２０％益气活血方血清组
（含２０％益气活血方血清培养），各组均采用 Ｌ－
ＤＭＥＭ培养液。

２．４　ＭＴＴ法检测细胞增殖活力
取对数生长期的ＢＭＳＣｓ以８×１０７／Ｌ密度分

别接种在９６孔培养板，每组设６个复孔，每孔加

１００μｌ细胞悬液，无血清 Ｌ－ＤＭＥＭ 同步化２４ｈ，

依组别加入不同浓度血清培养１天后，行 ＭＴＴ法
检测细胞活力，连续检测７天。去基线增殖率＝
（实验组ＯＤ值－空白血清对照组ＯＤ值）／空白血
清对照组ＯＤ值×１００％。

２．５　ＥＬＩＳＡ法检测ＶＥＧＦ水平
收集第２天和第４天培养ＢＭＳＣｓ的上清液采

用ＥＬＩＳＡ法检测ＶＥＧＦ表达水平，按照试剂盒说
明书操作，样品设３个复孔。

２．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１９．０统计软件进行数据分析，计量

资料以均数±标准差 （珚ｘ±ｓ）表示，组内比较采用

ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析 （Ｏｎｅ－
ＷａｙＡＮＯＶＡ），两两比较采用ＬＳＤ检验。

３　结果

３．１　各组ＢＭＳＣｓ不同时间增殖活力比较
表１示，空白血清对照组、１０％益气活血方血

清组第２、４、６、７天ＢＭＳＣｓ增殖能力与第１天比
较显著提高 （Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；５％益气活血
方血清组第２、４、５天ＢＭＳＣｓ增殖能力与第１天
比较显著提高 （Ｐ＜０．０１）；２０％益气活血方血清
组第２、４、５、６、７天ＢＭＳＣｓ增殖能力与第１天
比较显著提高 （Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

３．２　各组ＢＭＳＣｓ不同时间去基线增殖率比较
根据组内比较结果，选取ＢＭＳＣｓ增殖能力最

强的第２天、４天、６天进行去基线增殖率比较。
表２示，第２、４、６天，１０％益气活血方血清

组ＢＭＳＣｓ去基线增殖率明显较５％益气活血方血清
组与２０％益气活血方血清组增加 （Ｐ＜０．０５或Ｐ＜
０．０１）；第６天，５％益气活血方血清组ＢＭＳＣｓ去

表１　各组ＢＭＳＣｓ不同时间增殖活力比较 （ＯＤ值，珚ｘ±ｓ）

　　　组别 样本数 第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天

空白血清对照组 ６　 ０．３６１±０．０２６　０．５４７±０．０９４＊ ０．５４１±０．０３０　０．５７３±０．０３９＊＊０．６６９±０．０６２　 ０．７５２±０．０３０＊＊ ０．７１９±０．１２９＊

５％益气活血方
血清组

６　 ０．３７７±０．０２７　０．４８３±０．０２０＊＊ ０．４６８±０．０３５　０．５６１±０．０２８＊＊０．６１４±０．０４１＊＊０．６１０±０．０３５　 ０．６６３±０．０３１

１０％益气活血方
血清组

６　 ０．３６５±０．０３５　０．５９０±０．０６９＊＊ ０．５４４±０．０５０＊０．７５９±０．０３１＊＊０．８６２±０．０８０　 ０．７７２±０．０４８＊＊ ０．７１４±０．０４８＊＊

２０％益气活血方
血清组

６　 ０．３５１±０．０２２　０．４４８±０．０２８＊ ０．４６７±０．０１４　０．５２９±０．０５２＊＊０．５６０±０．０２９＊ ０．５７９±０．０２９＊＊ ０．５５１±０．０３４＊

　　注：与本组第１天比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１

表２　各组ＢＭＳＣｓ不同时间去基线增殖率比较 （％，珚ｘ±ｓ）

　　　组别 样本数 第２天 第４天 第６天

５％益气活血方血清组 ６ －１２．４１±４．６５ －１．５２±２．０５ －１８．７５±１．０８
１０％益气活血方血清组 ６　 ６．０５±４．０３＊ ３２．８７±２．０２＊＊ ２．８５±１．７３＊＊

２０％益气活血方血清组 ６ －１８．５２±５．２５▲ －７．２３±２．５１▲ －２２．７４±１．３３＊▲

　　注：与５％益气活血方血清组同时间比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与１０％益气活血方血清组同时间比较，▲Ｐ＜０．０１
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除基线增殖率较２０％益气活血方血清组高 （Ｐ＜
０．０５）。

３．３　各组ＢＭＳＣｓ上清不同时间ＶＥＧＦ水平比较
表３示，空白血清对照组、１０％益气活血方血

清组、２０％益气活血方血清组第４天ＢＭＳＣｓ上清

ＶＥＧＦ水平较第２天明显升高 （Ｐ＜０．０５）。１０％
益气活血方血清组第２天、第４天ＢＭＳＣｓ上清

ＶＥＧＦ水平明显高于同时间其他３组 （Ｐ＜０．０１）；
空白血清对照组高于同时间５％ 益气活血方血清
组、２０％益气活血方血清组 （Ｐ＜０．０１）；５％益气
活血方血清组高于同时间２０％ 益气活血方血清组
（Ｐ＜０．０５）。

表３　各组ＢＭＳＣｓ不同时间上清ＶＥＧＦ

　　水平比较 （ｐｇ／ｍｌ，珚ｘ±ｓ）

　　组别 样本数　第２天 　第４天

空白血清对照组 ６　 ３９１．５６±１．６９　 ４３１．０７±１７．２２＊

５％益气活血方
血清组

６　 ３２７．８８±８．４２▲ ３７４．２３±１７．４９▲

１０％益气活血方
血清组

６　 ４３６．１２±７．９７▲△△ ５１８．２６±１５．７２＊▲△△

２０％益气活血方
血清组

６　 ３０３．８４±１５．６４▲△ ３４１．９４±１１．６２＊▲△

　　注：与本组第２天比较，＊Ｐ＜０．０５；与同时间点空白血清对

照组比较，▲Ｐ＜０．０１；与５％益气活血方血清组比较，△Ｐ＜

０．０５，△△Ｐ＜０．０１；与１０％益气活血方血清组比较，Ｐ＜０．０１

４　讨论

ＢＭＳＣｓ是骨髓内除造血干细胞外具有多向分
化潜能的成体干细胞，经诱导可分化为内皮细
胞［１］、软骨细胞［２］、骨细胞［２］、脂肪细胞［３］、心肌
细胞［４］、神经细胞［５］等，被认为是干细胞研究领域
中最有前途的细胞之一，常用于各种组织工程学。
中医学认为，精与血都是由水谷精微化生和充

养，两者相互资生、相互转化，肾主骨生髓藏精，
肝藏血，称为 “精血同源”，同时 “气能生精”，精
的化生依赖于气的充盛。ＢＭＳＣｓ来源于骨髓血，
故认为ＢＭＳＣｓ的化生与增长与气血关系非常密
切。《中国药典》记载：“黄芪，补气固表，利尿托
毒，排脓，敛疮生肌；党参，功效补中益气，健脾
益肺；炙甘草，补脾和胃，益气复脉”；“当归，功
能补血活血，调经止痛，润肠通便。鸡血藤，补
血，活血，通络；川牛膝补肝肾，强筋骨，逐瘀通
经，引血下行”。清代医家张璐 《本经逢原》： “黄
芪，……性虽温补，而能通调血脉，流行经络，可
无碍于壅滞也。”黄芪注射液可促进贫血小鼠骨髓
成纤维细胞增殖，刺激骨髓基质细胞分泌干细胞因

子，从而促进细胞的增殖［８］。本研究发现，与

５％、２０％益气活血方血清相比，１０％益气活血方
含药血清对ＢＭＳＣｓ增殖具有显著的促进作用，说
明１０％益气活血方含药血清是促进ＢＭＳＣｓ增殖。

ＶＥＧＦ是目前最重要的、促血管生成作用最强
的血管生长因子。在缺血缺氧环境下，ＶＥＧＦ与血
管内皮细胞特异性受体ＶＥＧＦＲ结合后，可能改变
了部分细胞基因的表达，从而刺激血管内皮细胞增
殖以及内皮细胞通透性，使血浆蛋白外渗并形成细
胞外基质，引起内皮细胞和基质细胞的增殖、迁移
和顶端细胞萌芽，从而形成新生血管，以达缓解下
肢缺血之急［９］。本研究发现，与５％、２０％益气活
血方血清相比，１０％益气活血方含药血清更能促进

ＶＥＧＦ的分泌与表达。
本研究采用不同浓度血清对大鼠ＢＭＳＣｓ进行

体外培养干预，结果提示应用１０％益气活血方含
药血清能促进ＢＭＳＣｓ增殖，促进ＶＥＧＦ表达，对
缺血组织血管内皮细胞的的增殖及毛细血管新生的

研究亦有指导意义。
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２０１１—２０１３年合订本 （每年４本），每年２８０元，《中医杂
志》２００６－２００９年增刊每册４０元。以上免费邮寄，如需
挂号每件另加３元。
欲购者请汇款至北京东直门内南小街１６号中医杂志

社读者服务部，邮编：１００７００
电话：（０１０）６４０１４４１１－３０３６

欢迎邮购 《中医杂志》光盘合订本
１９５１－１９８６年 （４张光盘）４８０元；１９８７－１９９４年

（１张光盘）２６０元；１９９５－２００４年 （１张光盘）２８０元。
光盘合订本为计算机用数据光盘，收入了同期出版的全部
《中医杂志》的内容，可对所有文章进行任意字检索，方
便实用。
汇款地址：北京东直门内南小街１６号中医杂志社北

京医海林音像书店，邮政编码：１００７００
电话：（０１０）６４０３５６３２
网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｔｃｍ．ｎｅｔ．ｃｎ
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