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［摘要］ 目的 探讨活血益气方及其拆方促进血管新生的可能作用机制。 方法 建立人脐静脉内皮细胞
( HUVEC) 缺氧损伤模型，分为模型组、活血益气方组、活血方组及益气方组。另设正常对照组常规培养。
活血益气方组、活血方组及益气方组给予含 10%相应药物血清培养，模型组及正常对照组给予生理盐水血
清培养，干预 24 h。采用 CCK-8 法检测细胞增殖，Annexin V-FITC /PI双染法检测 HUVEC凋亡，WST-1 法测
定细胞内超氧化物歧化酶 ( SOD) 活力，微板法测定丙二醛 ( MDA) 含量及细胞培养上清乳酸脱氢酶
( LDH) 含量，实时荧光定量 PCＲ法检测细胞蛋白激酶 C ( PKC) 、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA 水平。 结果 与正常
对照组比较，模型组 HUVEC增殖明显减少，SOD活力及 PKC、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA均显著下降，细胞凋亡及
MDA、LDH含量明显增加 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。与模型组比较，活血益气方组、活血方组及益气方组
HUVEC增殖均显著增加，LDH含量均显著降低，活血益气方组 SOD活力显著提高，活血益气方组、活血方
组细胞凋亡显著减少，活血益气方组、益气方组 MDA 含量显著降低，PKC、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA 水平显著升
高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。 结论 活血益气方及其拆方可不同程度地促进缺氧后 HUVEC 增殖并抑制其凋
亡，可能与增强细胞抗氧化能力和调节 PKC /Ｒas /Ｒaf-1信号通路有关; 活血益气方对细胞的保护作用优于活血
方和益气方，二者发挥协同作用。
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近年来，血管新生已成为实现缺血性心脏病心

肌缺血区“自我搭桥”的关键手段［1］。血管新生
是在原有的脉管系统基础上形成新的血管的复杂过

程，血管内皮细胞在此过程中发挥了重要作用，包

括动员骨髓中的内皮祖细胞诱导分化成内皮细胞，

促进内皮细胞增殖并穿过血管壁发生迁移，在原有

的毛细血管基础上形成血管芽后，通过进一步构建

血管结构建立起有效的侧支循环［2］。由此可见，
血管内皮细胞的增殖是新生血管形成的物质基础，

内皮细胞的增殖、迁移及其完整性是血管新生的必
要条件之一。
活血益气方是针对缺血性心脏病尤其是冠心病

气虚血瘀病机而构建的临床经验方，前期研究证实

本方可促进大鼠心肌梗死后血管新生，改善心肌缺

血［3］。本研究通过建立人脐静脉内皮细胞 ( HU-
VEC) 缺氧模型，观察活血益气方及其拆方对缺氧
HUVEC增殖和凋亡的影响，以揭示活血益气方促
进血管新生的可能细胞机制及配伍规律。

1 材料

1. 1 细胞和动物
原代 HUVEC ( 货号: 8000) 购自 ScienCell 研

究实验室。SPF级成年健康雄性 SD 大鼠 32 只，7
周龄，体重 230 ～ 250 g，购自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 药物
活血益气方组成: 黄芪 60 g，党参 60 g，丹参

10 g，川芎 10 g，赤芍 10 g，红花 10 g; 益气方组
成: 黄芪 60 g，党参 60 g; 活血方组成: 丹参 10 g，
川芎 10 g，赤芍 10 g，红花 10 g。所有药物均采用
免煎颗粒，由北京康仁堂医药有限公司生产。
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1. 3 主要试剂和仪器
ECM培养基 ( 批号: 1001 ) 、胰酶 /EDTA 消

化液 ( 批号: 0103) 、胰酶中和液 ( 批号: 0113 ) 、
牛源纤维粘连蛋白 ( 批号: 8248 ) ，均由 ScienCell
研究实验室提供; 磷酸盐缓冲液 ( DPBS，批号:
D1040-500，Solarbio科技有限公司) ; CCK-8 试剂
盒 ( 批号: CK04，日本同仁化学研究所) ; Annexin
V-FITC /PI双染细胞凋亡试剂盒 ( 批号: KGA107，
南京凯基生物科技发展有限公司) ; 超氧化物歧化

酶 ( SOD ) 试剂盒 ( 批号: A001-3 ) 、丙二醛
( MDA) 试剂盒 ( 批号: A003-4 ) 、乳酸脱氢酶
( LDH) 试剂盒 ( 批号: A020-2 ) ，均由南京建成
生物 工 程 研 究 所 提 供; Trizol 试 剂 ( 批 号:
15596026，Ambion公司) ; 反转录试剂盒 ( 批号:
K1662， ThermoFisher Scientific ) ; SYBＲ Select
Master Mix ( 批号: 4472908，Applied Biosystems) 。
EQＲ /GL-41A超净工作台 ( ESCO公司) ，IMT-2 倒
置相差显微镜 ( 日本 Olympus 公司) ，MCO-20AIC
CO2 细胞培养箱 ( SANYO 公司) ，MiniGalaxy A 三
气培养箱 ( ＲS biotech公司) ，Varioskan Flash 多功
能微孔板检测仪 ( Thermo Scientific 公司) ，Cytom-
ics FC 500 流式细胞仪 ( Beckman Coulter 公司 ) ，
GeneAmp PCＲ system 9700 基因扩增仪 ( 美国 AB
公司) ，Mx3000P实时荧光定量 PCＲ仪 ( 美国安捷
伦科技公司) ，Gene Quant紫外分光光度计 ( Phar-
macia Biotech公司) 。

2 方法

2. 1 药物血清制备
将 32 只大鼠按照随机数字表法分为正常对照

组、活血益气方组、活血方组和益气方组，每组 8
只。参考文献 ［3］，按照活血益气方组 16. 086 g /
( kg·d) ，活血方组 4. 0164 g / ( kg·d) ，益气方组
12. 0492 g / ( kg·d) 的剂量给予大鼠相应药物灌胃，
正常对照组灌服等量生理盐水，每天 1 次，连续 7
天。采血前 12 h禁食不禁水，末次给药后 1 h 无菌
腹主动脉取血，3000 r /min 离心 10 min 分离血清，
合并同组血清，56℃灭活 30 min，分装， － 20℃冻
存备用。
2. 2 细胞培养、造模及分组
将HUVEC复苏至纤维黏连蛋白预包被的75 cm2

培养瓶中，加入 15ml完全 ECM培养基 ( 含 5%胎
牛血清、1%内皮细胞生长添加物、10000 U /ml 青
霉素、10000μg /ml链霉素) ，37℃、5% CO2 培养

箱常规培养，2 天换液 1 次，待细胞融合至 80% ～

90%时传代，实验用第 4 代细胞。
取对数生长期的 HUVEC，用完全 ECM培养基

制成相应浓度的单细胞悬液，均匀接种于培养板

中，37℃、5% CO2 培养箱中常规培养 24 h 使细胞
贴壁，换用含 0. 5%胎牛血清的 ECM 培养基同步
化 24 h。将细胞分为正常对照组、模型组、活血益
气方组、活血方组、益气方组。参考文献 ［4］，
将模型组、活血益气方组、活血方组、益气方组细
胞置于 37℃、1% O2、5% CO2、94% N2 缺氧培养

箱中培养 24 h，建立缺氧 HUVEC 细胞模型。正常
对照组细胞置于 37℃、5% CO2 培养箱中培养。造
模后各给药组换用含 10%活血益气方、活血方、
益气方药物血清的 ECM 培养基，正常对照组和模
型组换用含 10%生理盐水血清的 ECM 培养基干预
24 h。
2. 3 CCK-8 法检测细胞增殖情况
将细胞按 5 × 103 个 /孔均匀接种于 96 孔板中，

按 2. 2 所述方法造模及干预后，吸弃上清，将
CCK-8 溶液按 1∶ 10 的比例与不含血清的 ECM 培
养基混匀后以 100μl /孔加入细胞中，培养箱中孵
育 2. 5 h，多功能微孔板检测仪测定 450 nm 波长处
各组的吸光度值。每组设 6 个复孔。
2. 4 流式细胞仪检测细胞凋亡情况
将细胞按 3 × 105 个 /孔均匀接种于 3. 5 cm2 的

培养皿中，按 2. 2 所述方法造模及干预后，按照
Annexin V-FITC /PI 双染细胞凋亡试剂盒说明书，
用不含 EDTA的胰酶消化收集细胞，DPBS 洗涤细
胞两次，每个样本收集 ( 1 ～ 5 ) × 105 细胞，用

500μl Bingding Buffer 重悬细胞后，加入 5μl An-
nexin V-FITC混匀，再加入 5μl PI，混匀后室温避
光孵育 15 min，用流式细胞仪检测各组细胞的早期
凋亡率和晚期凋亡率，并计算细胞总凋亡率。每组
设 3 个复孔。
2. 5 WST-1 法测定细胞内 SOD 活力，微板法测定
MDA含量及细胞培养上清 LDH含量
将细胞按 1 × 105 个 /孔均匀接种于 6 孔板中，

按 2. 2 所述方法造模及干预后，吸取各组细胞培养
上清液测定 LDH 含量，每组设 6 个复孔。将细胞
刮下，按照试剂盒说明书进行操作，测定细胞中

SOD活力及 MDA含量，每组设 3 个复孔。
2. 6 实时荧光定量 PCＲ 法检测细胞蛋白激酶 C
( PKC) 、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA水平
将细胞按 1 × 105 /孔均匀接种于 6 孔板中，按

2. 2 所述方法造模及干预后，采用 Trizol 试剂提取
总 ＲNA，紫外分光光度计测定吸光度 A260 /A280，
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计算其浓度及纯度。按照反转录试剂盒说明书将所
提取的 ＲNA反转录成 cDNA，以 cDNA为模板进行
实时荧光定量 PCＲ。每组设 5 个复孔。循环参数:
预变性 95℃ 10 min，变性 95℃ 1 min，退火 55℃
30s，延伸 72℃ 20s，共 40 个循环。以 GAPDH 作
为内参照。目的基因引物由北京诺赛基因组研究中
心有限公司合成，引物序列: PKC，上游: 5'-
CACGAGGTGAAGGACCACAA-3'， 下 游: 5'-
CAAACTTGGCACTGGAAGCC-3'; Ｒas，上 游: 5'-
TCAAACGGGTGAAGGACTCG-3'，下 游: 5'-TTGT-
GCTGCGTCAGGAGAG-3'; Ｒaf-1，上游: 5'-CCGC-
CCGAGAGTCTTAATCG-3'， 下 游: 5'-AAAAAG-
GCAGCAGAAAGCCG-3'; GAPDH，上游: 5'-CTC-
CAAAATCAAGTGGGGCG-3'，下游: 5'-TGGTTCA-
CACCCATGACGAA-3'。所得 CT值按照 2 －△△ct法均

一化处理。
2. 7 统计学方法
采用 SAS 9. 13 统计软件进行分析，计量资料

用 ( 珋x ± s) 表示。多组间差异比较采用单因素方差
分析，两两比较采用 LSD检验，P ＜ 0. 05 认为差异
有统计学意义。

3 结果

3. 1 各组 HUVEC增殖及上清 LDH含量比较
表 1 示，与正常对照组比较，模型组 HUVEC

增殖显著减少，LDH 含量显著增加 ( P ＜ 0. 01 ) 。
与模型组比较，活血益气方组、活血方组及益气方

表 1 各组 HUVEC增殖及上清 LDH含量比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数
HUVEC增殖
( OD值)

LDH ( U /L)

正常对照组 6 1. 282 ± 0. 045 275. 068 ± 61. 370
模型组 6 0. 550 ± 0. 088* 346. 362 ± 24. 425*

活血益气方组 6 0. 761 ± 0. 045＊△△ 247. 738 ± 35. 651△△

活血方组 6 0. 686 ± 0. 090＊△△ 298. 575 ± 33. 194△▲

益气方组 6 0. 705 ± 0. 033＊△△ 276. 291 ± 20. 504△△

注: HUVEC，人脐静脉内皮细胞; LDH，乳酸脱氢酶; 与正

常对照组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜

0. 01; 与活血益气方组比较，▲P ＜ 0. 05

组 HUVEC增殖均显著增加，LDH含量均显著减少
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，且活血益气方组 LDH 含
量明显低于活血方组 ( P ＜ 0. 05) 。
3. 2 各组 HUVEC凋亡比较
表 2 示，与正常对照组比较，模型组 HUVEC

晚期凋亡率及总凋亡率均显著升高 ( P ＜ 0. 01 ) 。
与模型组比较，活血方组、益气方组 HUVEC 早期
凋亡率显著降低，活血益气方组、活血方组
HUVEC晚期凋亡率及总凋亡率均显著降低 ( P ＜
0. 05 或 P ＜ 0. 01) 。
3. 3 各组 HUVEC SOD活力及 MDA含量比较
表 2示，与正常对照组比较，模型组 SOD活力

显著下降，MDA 含量显著增加 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。与模型组比较，活血益气方组 SOD 活力显
著提高，活血方组和益气方组 SOD活力显著降低，
且活血方组和益气方组 SOD 活力显著低于活血益
气方组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 活血益气方组、
益气方组 MDA含量显著降低，且益气方组显著低
于活血益气方组，活血方组显著高于活血益气方组

( P ＜ 0. 01) 。
3. 4 各组 HUVEC 中 PKC、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA 水
平比较

表 3示，与正常对照组比较，模型组细胞 PKC、
Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA 均显著下调 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。与模型组比较，活血益气方组、益气方组细
胞 PKC、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA水平显著上升 ( P ＜0. 05
或 P ＜0. 01) ，活血方组细胞 Ｒaf-1 mＲNA 显著上升
( P ＜0. 01) 。活血益气方组 PKC、Ｒas mＲNA显著高
于活血方组和益气方组 ( P ＜0. 05或 P ＜0. 01) 。

4 讨论

冠心病在中医学中属 “胸痹”“心痛”“真心
痛”范畴。《金匮要略·胸痹心痛短气病脉证治》
云: “阳微阴弦，即胸痹而痛。”心肌梗死初期表
现为以血瘀为主的损伤，瘀久伤正则易致心气虚，

最终形成以气虚血瘀为特点的本虚标实之证［5］。

表 2 各组 HUVEC凋亡及细胞中 SOD活力、MDA含量比较 ( 珋x ± s)

组别 样本数 早期凋亡率 ( % ) 晚期凋亡率 ( % ) 总凋亡率 ( % ) SOD ( U /mg) MDA ( nmol /mg)

正常对照组 3 22. 067 ± 1. 106 10. 167 ± 1. 716 32. 233 ± 1. 762 165. 175 ± 12. 804 0. 455 ± 0. 027
模型组 3 24. 100 ± 2. 568 26. 600 ± 2. 691＊＊ 50. 367 ± 6. 127＊＊ 143. 512 ± 7. 201* 0. 706 ± 0. 059＊＊

活血益气方组 3 19. 900 ± 3. 451 19. 433 ± 4. 552＊＊△△ 39. 333 ± 5. 700△ 171. 442 ± 13. 807△△ 0. 569 ± 0. 022＊＊△△

活血方组 3 17. 667 ± 4. 216△ 15. 367 ± 4. 55＊△△ 33. 033 ± 8. 000△△ 120. 333 ± 4. 583＊＊△▲▲ 0. 705 ± 0. 036＊＊▲▲

益气方组 3 16. 467 ± 0. 945△ 25. 167 ± 1. 124＊＊▲ 41. 633 ± 0. 208 105. 090 ± 2. 741＊＊△△▲▲ 0. 350 ± 0. 033＊＊△△▲▲

注: HUVEC，人脐静脉内皮细胞; SOD，超氧化物歧化酶; MDA，丙二醛; 与正常对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比

较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与活血益气方组比较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01

·977·中医杂志 2017 年 5 月第 58 卷第 9 期 Journal of Traditional Chinese Medicine，2017，Vol． 58，No． 9



表 3 各组 HUVEC中 PKC、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA水平比较 ( 2 －△△ct，珋x ± s)

组别 样本数 PKC Ｒas Ｒaf-1

正常对照组 5 1. 057 ± 0. 420 1. 006 ± 0. 056 1. 023 ± 0. 251
模型组 5 0. 551 ± 0. 142* 0. 344 ± 0. 013＊＊ 0. 393 ± 0. 081＊＊

活血益气方组 5 1. 636 ± 0. 686＊△△ 0. 897 ± 0. 166△△ 0. 605 ± 0. 096＊＊△

活血方组 5 0. 854 ± 0. 218▲ 0. 461 ± 0. 062＊▲▲ 0. 639 ± 0. 153＊△△

益气方组 5 1. 077 ± 0. 106△▲▲ 0. 634 ± 0. 033＊△ 0. 644 ± 0. 084＊△△

注: PKC，蛋白激酶 C; 与正常对照组比较，* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与模型组比较，△P ＜ 0. 05，△△P ＜ 0. 01; 与活血益气方组比

较，▲P ＜ 0. 05，▲▲P ＜ 0. 01

活血益气方是基于活血益气法构建的临床经验方，

方中黄芪、党参益气生血，丹参、川芎、赤芍、红
花活血祛瘀，全方具有扶正祛邪、标本兼顾的特
点。研究表明，活血益气方及其拆方对心肌梗死后
心力衰竭大鼠的心脏功能和左室重构均有明显的改

善作用［6 － 7］，作用机制可能与促进心肌梗死后的血

管新生有关。
SOD是生物体内重要的天然抗氧化酶，是清

除氧自由基的首要物质，其活性是反映机体抗氧化

能力的指标［8］。MDA 作为自由基作用于脂质发生
过氧化反应的终产物，能导致蛋白质、核酸等生命
大分子的交联聚合造成细胞毒性［9］。细胞受损时
细胞膜破坏，导致 LDH 从细胞内溢出，故其含量
可反映细胞膜的完整性及细胞损伤程度［10］。本研
究发现，活血益气方及其拆方均可明显减少不同时

期的缺氧 HUVEC凋亡。活血益气方组 SOD活力明
显较模型组增加，活血益气方组、益气方组 MDA
含量明显减少，活血益气方组、活血方组、益气方
组 LDH含量均明显减少，提示活血益气方及其拆
方均可不同程度地减轻缺氧对细胞造成的氧化损

伤，提高抗氧化能力，从而减轻血管内皮细胞的凋

亡。活血方可明显改善细胞凋亡，但对 SOD 活力
及 MDA含量并没有明显的影响，其具体机制有待
进一步明确。有研究表明，黄芪、人参总皂苷、赤
芍总苷、川芎总酚酸、丹酚酸等对血管内皮细胞缺
氧损伤均具有显著的保护作用［8 － 11］，为我们的研

究结果提供了一定的依据。
PKC 是 G 蛋白偶联受体系统中的效应物，广

泛分布于多种组织、器官和细胞中。研究表明，血
管内皮生长因子 ( VEGF) 能够诱导 PKCε 亚型在
HUVEC中进行重新分配，同时 PKC 参与调控了
VEGF 激活丝裂原活化蛋白激酶 ( MAPK ) 的过
程［12］，采用化学抑制剂抑制 PKC 活性可阻断
VEGF诱导的血管生长［13］，提示 PKC 可被 VEGF
激活进而对促进内皮细胞增殖发挥重要作用。有研
究表明，由 VEGF激活的血管新生关键酶一氧化氮

合成酶 ( NOS ) 影响内皮细胞的应答也依赖于
PKC的活性［14］。我们的前期研究发现，活血益气
方不仅可以增加大鼠心梗边缘区微血管密度及

VEGF mＲNA 和蛋白的表达［15］，还可促进转染
VEGF 165 基因的 HUVEC分泌 NO及内皮型一氧化
氮合成酶( eNOS) ［16］。本实验结果显示，活血益气
方及其拆方可显著促进缺氧 HUVEC 增殖，并明显
上调 PKC、Ｒas、Ｒaf-1 mＲNA水平，提示活血益气
方及其拆方可能是通过调控 PKC 活性，激活 Ｒas /
Ｒaf-1 信号通路，进而促进 NO及 eNOS的合成来参
与 VEGF诱导的内皮细胞增殖及血管新生的过程。
综上所述，活血益气方及其拆方可促进缺氧后

HUVEC增殖与存活，减少细胞凋亡，其机制可能
与减轻细胞氧化损伤及调控 PKC /Ｒas /Ｒaf-1 信号通
路有关，这可能是活血益气方促进治疗性血管新生

的作用机制之一。从综合角度来看，活血益气方对
血管内皮细胞的保护作用要优于活血方和益气方，

活血方和益气方具有协同配伍的作用。
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Effect of Huoxue Yiqi Fang ( 活血益气方 ) and Its Decomposed Ｒecipes on Proliferation and Apoptosis of
Human Umbilical Vein Endothelial Cells in Hypoxia
CHENG Wenkun1，QI Yifei1，CHEN Meng2，LOU Lixia1，DONG Bin1，ZHAO Yizhou1，JIN Qiushuo1，ＲEN
Xuejiao1，ZHU Ke1，ZHANG Dongmei1

( 1． Dongzhimen Hospital，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing，100700; 2． Preclinical Medical School of Beijing Univer-
sity of Chinese Medicine)
ABSTＲACT Objective To discuss the potential mechanism of Huoxue Yiqi Fang ( 活血益气方) and its decom-
posed recipes in promoting angiogenesis． Methods The model of human umbilical vein endothelial cell ( HUVEC)
in hypoxia was built and divided into the model group，Huoxue Yiqi Fang ( HYF) group，Huoxue Fang ( HF) group
and Yiqi Fang ( YF) Group． There was also a control group set in conventional cultivation． The three Chinese medi-
cine groups were cultivated by 10% serum containing corresponding herbs，while the model group and the control
group were by serum containing normal saline． They were all intervened for 24 hours． The cell proliferation was detected
by CCK-8 method，the HUVEC apoptosis was detected by Annexin V-FITC /PI double staining，and the super oxide
dismutase ( SOD) activity was detected by WST-1 method，the malondialdehyde ( MDA) volume and the lactate dehy-
drogenase ( LDH) volume in cell culture supernatant were detected by microplate test，and the mＲNA levels of pro-
tein kinase C ( PKC) ，Ｒas and Ｒaf-1 were detected by real-time quantitative PCＲ． Ｒesults Compared with the
control group，in the model group，the HUVEC proliferation，the SOD activity and the PKC，Ｒas，Ｒaf-1 mＲNA
declined significantly，and the apoptosis and MDA and LDH volume increased significantly ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ．
Compared with the model group，in the HYF group，HF group and YF group，HUVEC proliferation increased signifi-
cantly，LDH volume decreased significantly; SOD activity in HYF Group improved significantly; the apoptosis in HYF
group and HF group descended significantly; the MDA volume in HYF group and YF group reduced significantly，
while the ＲKC，Ｒas and Ｒaf-1 mＲNA volume ascended significantly ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclusion HYF
and its decomposed recipes could promote the proliferation of HUVEC in hypoxia and inhibit its apoptosis in varying
degrees． The mechanism may be enhancing the cellular antioxidant activity and regulating PKC /Ｒas /Ｒaf-1 signaling
pathway． HQF could protect cells better than HF and YF，so HF and YF coordinate together．
Keywords ischemic heart disease; cellular hypoxia injury; Huoxue Yiqi Fang ( 活血益气方) ; human umbilical vein
endothelial cell ( HUVEC) ; angiogenesis; proliferation; apoptosis
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