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［摘要］ 目的 探讨活血益气方促血管新生的可能作用机制及配伍规律。 方法 30 只 SD大鼠随机分为假
手术组、模型组、活血益气方组、益气方组、活血方组，每组 6 只。除假手术组外其余各组建立心肌梗死模
型。造模 24 h后活血益气方组、益气方组、活血方组给予浓度分别为 3. 2 g /ml、2. 4 g /ml、0. 8 g /ml 相应中
药溶液 0. 5 ml /100 g灌胃，模型组和假手术组给予等量生理盐水，每日 1 次。4 周后取各组大鼠梗死边缘区
心肌组织用实时荧光定量 PCＲ法检测心肌梗死边缘区组织 miＲ-126、血管内皮生长因子 ( VEGF) mＲNA 的
表达。 结果 模型组大鼠梗死边缘区心肌组 miＲ-126 的表达低于假手术组 ( P ＜ 0. 01) ; 活血益气方组、益
气方组、活血方组 miＲ-126 的均表达低于模型组，活血益气方组、活血方组 VEGF mＲNA的表达高于模型组
( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 活血益气方组对 miＲ-126、VEGF mＲNA 的调节优于益气方组 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) 。 结论活血益气方促血管新生的作用机制可能与上调 VEGF及下调其上游调控因子 miＲ-126 有关，活
血药和益气药具有协同作用。
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冠心病是导致人类死亡的主要心血管疾病之

一，在我国其发病率和死亡率呈逐年增高趋势［1］。
随着人们对冠心病气虚血瘀基本病机的深入认识，

活血益气法被广泛应用于冠心病的治疗［2］。前期
研究表明，活血益气方可促进血管内皮生长因子

( VEGF) 蛋白表达和缺血心肌血管新生，进而减
轻心肌缺血、预防和逆转心室重构［3］，在生理性
和病理性的血管生成中起着重要的调节作用［4］。
microＲNA作为基因调控的分子 “开关”，在调控
血管新生过程中发挥着重要作用［5］，miＲ-126 是心
血管疾病中最容易表达的 microＲNA 之一，也是血
管内皮特异性的 microＲNA［6］，VEGF 和 miＲ-126
均在血管新生中起着重要的调控作用。因此，本研
究采用左冠状动脉前降支结扎术制备大鼠急性心肌

梗死模型，通过观察活血益气方及其拆方对 miＲ-
126 及 VEGF mＲNA表达的影响，进一步探讨活血
益气方促血管新生的作用机制及配伍规律。

1 材料与方法

1. 1 动物
成年健康雄性 SD 大鼠 30 只，SPF 级，6 周

龄，体重 ( 200 ± 20 ) g，由中国医学科学院医学
实验动物研究所提供，实验动物许可证号:

11401300011899。
1. 2 药物和主要试剂
活血益气方由黄芪 60 g、党参 60 g、丹参 10 g、

川芎 10 g、赤芍 10 g、红花 10 g 组成，益气方由黄
芪 60 g、党参 60 g组成，活血方由丹参 10 g、川芎
10 g、赤芍 10 g、红花 10 g 组成，采用北京康仁堂
药业有限公司的免煎颗粒剂 ( 黄芪、党参、川芎
每克颗粒剂相当于生药量 5 g，丹参、赤芍、红花
每克颗粒剂相当于生药量 10 g) ，各方每剂药加去
离子水定容至 50 ml，配置成含生药量分别为活血
益气方 3. 2 g /ml、益气方 2. 4 g /ml、活血方 0. 8 g /
ml的药液。水合氯醛 ( 国药集团化学试剂有限公
司，批号: 20140304) ; microＲNA提取试剂盒 ( 批
号: 148025403 ) 、 反 转 录 试 剂 盒 ( 批 号:
148027867) 、荧 光 定 量 PCＲ 试 剂 盒 ( 批 号:
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148023632 ) 、ＲNU6 引物 ( 批 号: 177027206 ) 、
miＲ-126 引物 ( 批号: 177027205 ) 均为德国凯杰
公司产品; 荧光定量试剂盒 ( 批号: 10197100 )
为罗氏公司产品。
1. 3 主要仪器
动物呼吸机 ( 上海奥尔科特生物科技有限公

司，ALC-V8 型) ，心电图机 ( CardiMax 公司，Fx-
7202 型) ，电子天平 ( 上海精密科学仪器有限公
司，JA1003N型) ，4℃离心机 ( 上海沪粤明科学
仪器有限公司，TGL-16G 型) ，基因扩增仪 ( 美国
AB公司，GeneAmp PCＲ system 9700 型) ，安捷伦
实时荧光定量 PCＲ 仪 ( 美国安捷伦科技公司，
Mx3000P型) 。
1. 4 模型制备
采用左冠状动脉前降支结扎法制备大鼠急性心

肌梗死模型［7］。大鼠用 7%水合氯醛 0. 5 ml /100 g
腹腔麻醉后，背位固定，经喉行气管插管术，连接

呼吸机，以 80 次 /分，潮气量 0. 7 ～ 0. 8 ml 行人工
呼吸。左胸前区备皮去毛，在左胸侧第三、第四肋
间处切开皮肤，长约 1. 5cm，钝性分开肌层，沿第
三、第四肋间隙打开胸腔，以开胸器扩大手术视
野，撕开心包，在动脉圆锥与左心耳之间下约

2 mm处用 5 /0 线结扎左冠状动脉前降支，当心电
图 I导联显示 ST段显著抬高后，重置心脏于胸腔，
并立即分层缝合胸壁。术后连续 3 天注射青霉素预
防感染。
1. 5 动物分组与给药

30 只大鼠采用随机数字表法分为假手术组、
模型组、活血益气方组、益气方组、活血方组，每
组 6 只。除假手术组外其余各组大鼠建立急性心肌
梗死模型，假手术组的手术过程同上，但只穿线不

结扎左冠状动脉。造模后 24 h 活血益气方组、益
气方组、活血方组给予相应中药溶液 0. 5 ml /100 g
灌胃，模型组和假手术组给予等量生理盐水，每日

1 次，连续 4 周。
1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 实时荧光定量 PCＲ 法检测 miＲ-126 的表达
处死大鼠，取大鼠心肌梗死边缘区组织，置于冻

存管，液氮中保存。在冰上，取约 40 mg 大鼠梗死
边缘区组织，microＲNA试剂盒提取包括 microＲNA
在内的总 ＲNA，测定吸光度 A260 /A280，计算
ＲNA浓度及纯度。取 1μg 总 ＲNA，根据反转录试
剂盒说明书: 5 × miScript HiSpec Buffer 4μl、10 ×
miScriPt Nucleics Mix 2μl、 miScript Ｒeverse

Transcriptase Mix 2μl、ＲNase-free water，配置 20μl
反应体系，在 37℃ 60 min、95℃ 5 min 条件下进行
反转录，得到 cDNA链。以 cDNA 为模板进行 PCＲ
反应，按荧光定量 PCＲ试剂盒说明书配置 25μl的
反应体系，放入 PCＲ仪，95℃ 15 min激活 HotStart
DNA Taq 聚合酶后，94℃ 15s，55℃ 30s，70℃
30s，40 个循环，进行实时荧光定量 PCＲ，接着检
测 PCＲ溶解曲线。以 ＲNU6 作为内参照。每个样
品设立 2 个复孔，取均值，所得 CT 值按照 2 －△△ct

的方法，进行均一化处理后再进行统计学分析。
1. 6. 2 实时荧光定量 PCＲ 法检测 VEGF mＲNA 的
表达 取 1μg microＲNA试剂盒提取的总 ＲNA，根
据反转录试剂盒说明书操作: 5 × miScript HiFlex
Buffer 4μl、10 × miScript Nucleics Mix 2μl、miScript
Ｒeverse Transcriptase Mix 2μl、ＲNase-freewater，配
置 20μl反应体系，在 37℃ 60 min、95℃ 5 min 条
件下进行反转录，得到 cDNA链。以 cDNA 为模板
进行 PCＲ反应，按荧光定量试剂盒说明书操作: 2
× QuantiTect SYBＲ Green PCＲ Master Mix 12. 5μl、
10μmol / l上下游引物各 1μl、cDNA 1μl、ＲNase-
free water 9. 5μl，配置 25μl 的反应体系，放入
PCＲ仪，95℃ 10 min 激活 FastStart DNA Taq 聚合
酶后，95℃ 15s，60℃ 1 min，40 个循环，进行实
时荧光定量 PCＲ，接着检测 PCＲ 溶解曲线。以
GAPDH作为内参照。用 NCBI PrimeＲ-BLAST 设计
引物，由北京诺赛基因组研究中心有限公司合成，

引 物 序 列 ( 5' － 3') : VEGF，上 游: GTCAC-
CGTCGACAGAACAGT，下游: GACCCAAAGTGCTC-
CTCGAA，扩增产物长度: 80bP; GAPDH，上游:
CCATGGAGAAGGCTGGG， 下 游: CAAAGTTGT-
CATGGATGACC，扩增产物长度: 195bP。每个样
品设立 2 个复孔，取均值，所得 CT 值按照 2 －△△ct

的方法，进行均一化处理后再进行统计学分析。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件，计量资料以均数 ±

标准差 ( 珋x ± s) 表示，服从正态分布组间比较采用
单因素方差分析，方差齐则采用 LSD 检验，方差
不齐时采用 Dunnett's T3 检验; 不服从正态分布者
用两个独立样本的非参数检验，显著性水平设定

α = 0. 05。

2 结果

2. 1 各组大鼠心肌梗死边缘区 miＲ-126 表达比较
表 1 示，与假手术组比较，模型组、益气方
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组、活血方组、活血益气方组大鼠心肌梗死边缘区
miＲ-126 的表达均降低 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比
较，益气方组、活血方组、活血益气方组大鼠心肌
梗死边缘区 miＲ-126 的表达进一步降低，并且活血
益气方组较益气方组降低更明显 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜
0. 01) ; 而活血方组和益气方组比较，差异无统计
学意义 ( P ＞ 0. 05) 。

表 1 各组大鼠心肌梗死边缘区 miＲ-126、VEGF mＲNA
表达水平比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 miＲ-126 VEGF mＲNA

假手术组 6 1. 000 ± 0. 036 1. 000 ± 0. 048
模型组 6 0. 722 ± 0. 106＊＊ 1. 053 ± 0. 094
益气方组 6 0. 622 ± 0. 280＊＊△▲▲1. 124 ± 0. 095＊▲

活血方组 6 0. 511 ± 0. 200＊＊△△ 1. 244 ± 0. 116＊＊△△

活血益气方组 6 0. 481 ± 0. 094＊＊△△ 1. 270 ± 0. 118＊＊△△

注: 与假手术比较，* 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

2. 2 各组大鼠心肌梗死边缘区 VEGF mＲNA 表达
比较

表 1 示，与假手术组比较，模型组大鼠心肌梗
死边缘区 VEGF mＲNA 的表达差异无统计学意义
( P ＞ 0. 05) ，而益气方组、活血方组、活血益气方
组大鼠心肌梗死边缘区 VEGF mＲNA的表达较假手
术组均升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ; 与模型组比
较，活血方组和活血益气方组 VEGF mＲNA的表达
明显升高 ( P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 ) ，且活血益气方
组明显高于益气方组 ( P ＜ 0. 05 ) 。益气方组、活
血方组VEGF mＲNA的表达差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。

3 讨论

冠心病属于中医学“胸痹”“心痛”范畴，是
多种原因引起血行瘀滞、痹阻心脉、心脉不通而导
致的以左胸前区疼痛为主症的一类病症。中医学理
论认为，该病病机为本虚标实，气虚为本，血瘀为

标，气虚血瘀为冠心病的基本病机。《素问·五脏
生成》曰: “诸血者，皆属于心”; 清代王清任在
《医林改错》中提出: “元气既虚，必不能达于血
管，血管无气，必停留而为瘀”。瘀阻心脉引起心
肌缺血是冠心病主要的病理变化，治疗性血管新生

可诱使冠脉侧枝循环形成和开放，在改善微循环和

改善器官功能上有积极的作用［8］。
近年来，基础和临床试验表明 VEGF在促进血

管生成、改善侧支循环、缓解心绞痛的症状、改善

心功能方面具有较好疗效［9 － 11］。但由于 VEGF 在
体内半衰期短，全身应用疗效有限，蛋白治疗需较

多量反复给药，基因治疗时目的基因在体内能否得

到安全、持久和可控制的表达，尚缺乏强有力的技
术保证［12］。microＲNAs 是一种长约 22 个核苷酸、
高度保守的、内源性非编码的小分子 ＲNA，心血
管 microＲNA参与了心肌细胞的生长、凋亡、电传
导及血管生成等众多生理病理过程，其病理生理意

义越来越受关注［13］，而 miＲ-126 作为血管内皮特
异性 microＲNA，在血管性疾病中具有重要意义［6］。
郑志伟等［14］研究表明，上调 miＲ-126 能降低 VEGF
mＲNA的表达，下调 miＲ-126 能增加 VEGF mＲNA
的表达。因此，miＲ-126 可能是 VEGF 的上游调控
因子，在转录后水平反向调节靶基因 VEGF mＲNA
的表达。
本实验结果显示，活血益气方及其拆方可以减

少梗死边缘区 miＲ-126 表达，而增加 VEGF mＲNA
表达，说明活血益气方可能通过下调 miＲ-126 的表
达，而减轻 miＲ-126 对 VEGF表达的抑制，从而使
VEGF表达增加。模型组 miＲ-126 的表达低于假手
术组，差异具有统计学意义，而模型组VEGF mＲNA
的表达与假手术组比较差异无有统计学意义，可能

与在缺血缺氧状态下机体组织细胞 VEGF表达的反
应性增加有关。益气活血方在抑制 miＲ-126 表达、
促进 VEGF mＲNA表达的作用方面强于益气方，说
明活血方和益气方在这方面具有协同作用［15］。因
此，活血益气方促血管新生的作用机制可能与其降

低 miＲ-126 的表达、减轻 miＲ-126 对 VEGF的表达
抑制，从而使 VEGF表达增加有关，并且活血方和
益气方具有协同作用。
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LYU Xiying1，CHENG Wenkun1，ZHANG Dongmei1

( 1． Dongzhimen Hospital，Beijing University of Chinese Medicine，Beijing，100700 2． School of Preclinical Medicine，Beijing Uni-
versity of Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To explore the possible mechanism of Huoxue Yiqi Fang ( 活血益气方) in promoting an-
giogenesis and its compatibility law． Methods Sprague Dawley Ｒats ( n = 30 ) were randomly divided into sham
operation group，model group，Huoxue Yiyi Fang Group，Yiqi Fang Group，and Huoxue Fang Group，with 6 rats in
each group． Myocardial infarction models were established in all groups except sham operation group． Twenty-four
hours after modeling，Yiqi Huoxue Fang group，Yiqi Fang group and Huoxue Fang group were given 3. 2 g /ml，
2. 4 g /ml and 0. 8 g /ml of corresponding Chinese medicines ( Chinese medicine solution 0. 5 ml /100 g) respectively，
while model group and sham operation group were given normal saline，once daily． Four weeks later，myocardial
tissue in the infarct zone of rats was taken out from each group． The expression of miＲ-126 and vascular endothelial
growth factor ( VEGF) mＲNA were detected by real-time fluorescence quantitative PCＲ． Ｒesults The expression
of miＲ-126 in model group rats ( myocardial infarction border area group) was lower than that in sham operation group
( P ＜ 0. 01) ; The expression of miＲ-126 in Yiqi Huoxue Fang group，Yiqi Fang group and Huoxue Fang group was
lower than that in model group，the expression of VEGF mＲNA in Huoxue Yiqi Fang group and Huoxue Fang group
were higher than that in model group ( P ＜0. 05 or P ＜0. 01) ; The regulation of miＲ-126 and VEGF mＲNA in Huoxue
Yiqi Fang group was better than that in Yiqi Fang group ( P ＜ 0. 05 or P ＜ 0. 01) ． Conclusion The mechanism of
Huoxue Yiqi Fang promoting angiogenesis may be related to the up-regulation of VEGF and down-regulation of its
upstream regulatory factor miＲ-126，and promoting blood circulation drugs and supplementing Qi drugs have a syner-
gistic effect．
Keywords myocardial infarction; Huoxue Yiqi Fang ( 活血益气方) ; angiogenesis; vascular endothelial growth
factor; miＲ-126
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