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［摘　要］　目的　研究血府逐瘀汤促进内皮细胞参与血管新生的作用机制。 方法　选择ＳＤ大鼠１２只，随机分为血府逐瘀

汤组和空白对照血，每组６只。分别制备血府逐瘀汤含药血清和空白对照血清，采用１．２５％、２．５％、５．０％不同浓度血府逐瘀

汤含药血清和空白对照血清诱导内皮细胞４８ｈ，检测不同浓度血清对内皮细胞ＥＣＶ３０４增殖、迁移和体外成血管的影响，并检

测细胞培养上清液中一氧化氮（ＮＯ）浓度、胞内ＮＯ浓度和内皮型一氧化氮合成酶（ｅＮＯＳ）活性及表达。 结果　与空白对照

组相同血清含量比较，１．２５％、２．５％药物浓度下细胞增殖明显增加（Ｐ＜０．０５），２．５％、５．０％药物浓度下迁移细胞数明显增加
（Ｐ＜０．０１），各药物浓度下管腔个数均明显增加（Ｐ＜０．０１）；各浓度药物均可显著提高内皮来源的胞内、胞外ＮＯ浓度及ｅＮＯＳ
表达（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），１．２５％、２．５％浓度药物还可显著提高ｅＮＯＳ的活性（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　血府逐瘀汤

通过促进ｅＮＯＳ的表达和活性，提高胞内、外气体分子ＮＯ水平发挥促血管新生作用。

［关键词］　血府逐瘀汤；血管新生；一氧化氮；内皮型一氧化氮合成酶；内皮细胞

Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　Ｘｕｅｆｕ　Ｚｈｕｙｕ　Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ＧＡＯ　Ｄｏｎｇ１，ＣＨＥＮ　Ｗｅｎｙｕａｎ１，ＷＵ　Ｌｉｙａ１，ＺＨＥＮＧ　Ｌｉａｎｇｐｕ２，ＬＩＮ　Ｗｅｉ　２，ＳＯＮＧ　Ｊｕｎ３，ＣＨＥＮ　Ｋｅｊｉ　４

（１．Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ａｎｄ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｆｕｊｉａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｆｕｚｈｏｕ３５０１０８；２．
Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　ａｎｄ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｆｕｊｉａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ；３．Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎ－
ｔａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ，Ｃｈｉｎａ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ；４．Ｘｉｙｕａｎ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ，Ｃｈｉｎａ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ　ｔｈｅ　ｍｅｃｈａｎｉｓｍ　ｏｆ　Ｘｕｅｆｕ　Ｚｈｕｙｕ　Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ（Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｒｅｍｏｖｉｎｇ　ｂｌｏｏｄ　ｓｔａｓｉｓ　ｉｎ　ｔｈｅ
ｃｈｅｓｔ）ｉｎ　ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｗｅｌｖｅ　ＳＤ　ｒａｔｓ　ｗｅｒｅ　ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ　ｉｎｔｏ　Ｘｕｅｆｕ　Ｚｈｕｙｕ　Ｄｅｃｏｃ－
ｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ　ａｎｄ　ｂｌａｎｋ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ　ｗｉｔｈ　６ｉｎ　ｅａｃｈ．Ｔｈｅ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｅｒｕｍ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　Ｘｕｅｆｕ　Ｚｈｕｙｕ　Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ　ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ
ｉｎ　ｉｔ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｂｌａｎｋ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｅｒｕｍ　ｗｅｒｅ　ｐｒｅｐａｒｅｄ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｂｙ　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｓｅｒｕｍ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ，ｔｈｅ　１．２５％，２．５％，

ａｎｄ　５％ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　Ｘｕｅｆｕ　Ｚｈｕｙｕ　Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｅｒｕｍ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｂｌａｎｋ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｅｒｕｍ　ｗｅｒｅ　ａｄｏｐｔｅｄ　ｆｏｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　４８ｈ．Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｖａｓｏｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ　ＥＣＶ３０４ｗｅｒｅ
ｅｘａｍｉｎｅｄ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅ　ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｓｕｐｅｒｎａｔｅ　ｗａｓ　ｅｖａｌｕａｔｅｄ，ｔｈｅ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＯ　ｃｏｎｃｅｎ－
ｔｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ（ｅＮＯＳ）ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｗｅｒｅ　ｓｔｕｄｉｅｄ，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅＮＯＳ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｗａｓ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ

　Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｓｅｒｕｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｌａｎｋ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ　ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｏｗ
（１．２５％）ａｎｄ　ｍｅｄｉｕｍ（２．５％）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｅｒｕｍ　ｗａｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５），ｔｈｅ　ｍｉｇｒａ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｅｌｌｓ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ （２．５％）ａｎｄ　ｈｉｇｈ（５％）ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｅｒｕｍ　ｗａｓ　ｓｉｇｎｉｆｉ－
ｃａｎｔｌｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅ　ｌｕｍｅｎｓ　ｕｎｄｅｒ　ｔｈｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｌｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｅｒｕｍ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉ－
ｃａｎｔｌｙ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ａｌｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　ｓｅｒｕｍ　ｃｏｕｌｄ　ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｔｈｅ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｅｘｔｒａ－
ｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＯ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｅＮＯＳ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５ｏｒ　Ｐ＜０．０１）．Ａｎｄ　ｔｈｅ　１．２５％ａｎｄ　２．５％ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｅｄ－
ｉｃｉｎｅ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｓｅｒｕｍ　ｃｏｕｌｄ　ｅｎｈａｎｃｅ　ｔｈｅ　ｅＮＯＳ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ａｓ　ｗｅｌｌ（Ｐ＜０．０５ｏｒ　Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｘｕｅｆｕ　Ｚｈｕｙｕ　Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ
ｉｎｃｒｅａｓｅｓ　ｔｈｅ　ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＯ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇａｓ　ｔｏ　ｐｒｏｍｏｔｅ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｉｍｐｒｏｖｉｎｇ　ｔｈｅ　ｅＮＯＳ　ｅｘ－
ｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎｄ　ａｃｔｉｖｉｔｙ．
Ｋｅｙ　Ｗｏｒｄｓ　Ｘｕｅｆｕ　Ｚｈｕｙｕ　Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ（Ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｒｅｍｏｖｉｎｇ　ｂｌｏｏｄ　ｓｔａｓｉｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｃｈｅｓｔ）；ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ（ＮＯ）；ｅｎ－
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ（ｅＮＯＳ）；ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ

·２５８１· 中医杂志２０１１年１１月第５２卷第２１期　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｃｈｉｎｅｓｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１１，Ｖｏｌ．５２，Ｎｏ．２１　　　　

DOI:10.13288/j.11-2166/r.2011.21.034



　　血管新生是指在原有血管网络基础上通过内皮
细胞增殖、迁移，最终形成血管管腔结构的过程。本
课题组前期分别以血管新生的体内、外模型，包括内
皮祖细胞、内皮细胞和鸡胚绒毛尿囊膜为研究对象，
开展活血化瘀经典方剂血府逐瘀汤影响血管新生的

作用研究，结果表明血府逐瘀汤具有显著的促血管
新生作用，且作用机制呈多途径、多靶点的现
象［１－７］。由于血管内皮细胞与血管新生直接相关，
且一氧化氮（ＮＯ）是血管新生重要调控信号之一，本
研究通过观察血府逐瘀汤含药血清对内皮细胞

ＥＣＶ３０４合成和分泌 ＮＯ的影响，进一步揭示其促
血管新生的作用机理，为该药物临床治疗缺血性疾
病提供更多的实验依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物、药物与细胞

ＳＤ大鼠１２只，ＳＰＦ级，体重（１５０ｇ±２０）ｇ，雌
雄各半，由福建斯莱克实验动物有限公司提供（实验
动物许可证号：ＳＹＸＫ（闽）２００９－０００１，在福建中医
药大学实验动物中心饲养。
血府逐瘀汤，药物组成为当归９ｇ、生地黄９ｇ、桃

仁１２ｇ、红花９ｇ、枳壳６ｇ、赤芍６ｇ、柴胡３ｇ、甘草６ｇ、
桔梗４．５ｇ、川芎４．５ｇ、牛膝９ｇ，购自福建中医药大
学中西医结合研究院中药房。水煎２次，煎液过滤，
混合后加热浓缩至含生药量１．３ｇ／ｍｌ，４℃保存备用。
内皮细胞ＥＣＶ３０４购于武汉大学生命科学院中

国典型培养物保藏中心。

１．２　试剂与仪器
戊巴比妥钠 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＧＩＢＣＯＴＭ

Ｍ１９９培养基干粉，Ｔｒｉｚｏｌ、引物（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；胎牛血清（Ｆｅｔａｌ　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、胰蛋白
酶－ＥＤＴＡ（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；体外成血管检测
试剂盒（ＥＣＭ６２５，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；一氧化氮
合成酶（ＮＯＳ）活性检测试剂盒、ＮＯ检测试剂盒、蛋
白测定试剂盒（南京建成生物工程研究所）；３－氨基－
４－氨甲基－２’，７’－二荧光黄乙酰乙酸盐（ＤＡＦ－ＦＭ－
ＤＡ，江苏碧云天生物技术研究所）；ＲＴ－ＰＣＲ试剂盒
（立陶宛Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；ＩＸ７０倒置相差显微镜及
摄像装置（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；流式细胞仪ＦＡＣＳ－
Ｃａｌｉｂｕｒ（美国ＢＤ公司）；ＰＥ９６００基因扩增仪（美国

ＰＥ公司）；电泳仪、凝胶成像系统及配套软件Ｑｕａｎ－
ｔｉｔｙＯｎｅ（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。

１．３　含药血清制备
参考文献［３］的方法进行。采用随机数字表法

将ＳＤ大鼠分为血府逐瘀汤组和空白对照组，每组６
只。血府逐瘀汤组以１３ｇ／ｋｇ剂量灌胃给药，空白
对照组采用等量生理盐水灌胃，每天２次，连续灌胃

７天，于第８天灌胃２ｈ后腹主动脉取血，静置１ｈ
后，４　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ分离血清，经５６℃灭活

３０ｍｉｎ，０．２２μｍ过滤除菌后，置－２０℃保存。

１．４　血管内皮细胞培养及含药血清处理
参考文献［５］的方法进行。ＥＣＶ３０４培养体系

为含５％ＦＢＳ的 Ｍ１９９培养液，置于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱，生长汇合后同步化处理，以２．５×１０５ 个／ｍｌ
的密度接种，培养４ｈ待细胞贴壁后弃去培养液，分
别更换血府逐瘀汤含药血清和空白对照血清，每组
血清以１．２５％、２．５％和５．０％低、中、高３个药物浓
度添加于无血清 Ｍ１９９培养液中，继续培养４８ｈ后
开展实验。

１．５　增殖实验
参考文献［３］的方法进行。９６孔培养板每孔接

种１００μｌ同步化的ＥＣＶ３０４，经药物处理４８ｈ后加
入２０μｌ　５ｍｇ／ｍｌ噻唑蓝（ＭＴＴ），孵育４ｈ后弃去培
养液，每孔加入２００μｌ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振荡

１０ｍｉｎ后于ＥＬＸ８００全自动酶标仪上５７０ｎｍ波长
（参比波长６３０ｎｍ）检测吸光度值。

１．６　迁移实验
参考文献［３］的方法进行。收集各组细胞培养

上清液将其置于ｂｏｙｄｅｎ小室的下室，室间覆盖孔径

８μｍ的聚碳酸酯膜，上室加入对应组别的细胞２×
１０４ 个，继续培养１ｈ，用棉签轻轻刮去膜上室面的细
胞后以中性甲醛固定，苏木素常规染色，４００×视野
下随机计数６个视野细胞数。

１．７　管腔形成实验
参考文献［３］的方法进行。稀释 ＥＣＭａｔｒｉｘＴＭ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ，于预冷的９６孔板中每孔均匀铺５０μｌ。

３７℃、２ｈ使其凝固。每孔接种处理后的细胞１０４

个，培养１２ｈ后随机计算６个视野下（２００×）的管腔
个数。

１．８　上清液ＮＯ浓度检测
取各组细胞培养上清液，采用硝酸还原酶法，具

体步骤按照试剂盒说明书操作。

１．９　细胞内ＮＯ浓度检测

ＰＢＳ洗涤细胞３次去除残余血清和酚红，按

１ｍｌ　５μＭ　ＤＡＦ－ＦＭＤＡ／１０ｃｍ
２ 面积的比例添加荧光

探针，３７℃孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ重新洗涤３次，消化收
集细胞后于流式细胞仪上以４９５ｎｍ 为激发波长，
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５１５ｎｍ发射波长的参数检测荧光强度。

１．１０　内皮型一氧化氮合成酶（ｅＮＯＳ）活性检测
各组细胞经ＰＢＳ反复冻融法裂解，取１００μｌ裂

解液用考马斯亮蓝法测定蛋白含量，另取１００μｌ裂
解液测定ＮＯＳ活性，按试剂盒说明书操作并计算

ｅＮＯＳ活性。

１．１１　ｅＮＯＳ表达检测

ｅＮＯＳ引物上游序列５＇－ＣＣＡ　ＧＣＴ　ＡＧＣ　ＣＡＡ
ＡＧＴ　ＣＡＣ　ＣＡＴ－３＇，下游序列５＇－ＧＴＣ　ＴＣＧ　ＧＡＧ
ＣＣＣ　ＡＧＧ　ＡＴＴ－３＇，产物长度为３５４ｂｐ；内参β－ａｃｔｉｎ
引物上游序列５＇－ＡＴＣ　ＡＴＧ　ＴＴＴ　ＧＧＧ　ＡＣＣ　ＴＴＣ
ＡＡＣＡ－３＇，下游序列５＇－ＣＡＴ　ＣＴＣ　ＴＴＧ　ＣＴＣ　ＧＡＡ
ＧＴＣ　ＣＡ－３＇，产物长度为３１８ｂｐ。采用５０μｌ反应体
系，在无核酸酶的０．２ｍｌ　ＰＣＲ反应管中相继加入

１０Ｘ Ｔａｑ　ｂｕｆｆｅｒ　５μｌ，１０ｍＭ　ｄＮＴＰ　１μｌ，２５ｍＭ
ＭｇＣｌ２３μｌ，１０μＭ 的上下游引物各１．５μｌ，ｃＤＮＡ
２μｌ，１ｕ／μｌ的ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｔａｑ酶１μｌ，灭菌超纯水

３５μｌ。预变性３ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、５８℃３０ｓ、７２℃４５ｓ共

３５个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ后染色、电泳，应用凝胶
成像系统拍照并进行电泳条带光密度分析，靶基因
条带光密度与内参基因条带光密度之比值作为

ｍＲＮＡ表达水平参数。

１．１２　统计学方法
采用Ｅｘｃｅｌ数据分析软件进行数据处理，数据

以珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验。

２　结果

２．１　两组不同浓度血清含量对细胞增殖、迁移细胞
数、管腔个数的影响
表１示，与空白对照组相同血清含量比较，

１．２５％和２．５％药物浓度下细胞增殖明显增加（Ｐ＜
０．０５），２．５％和５％药物浓度下迁移细胞数明显增
加（Ｐ＜０．０１），３个药物浓度下官腔个数均明显增加
（Ｐ＜０．０１），提示３个药物浓度下均有显著的促血
管形成作用（Ｐ＞０．０５）。

表１　两组不同浓度血清含量对细胞增殖、

　　迁移细胞数、管腔个数的影响（珚ｘ±ｓ）

组别
血清含
量（％）
样本
数
细胞增殖
（×１０－１）

迁移细胞数
（个）

管腔个数
（个）

血府逐 １．２５　 ６　２．２９±０．０４＊ ２８．５０±２．５９　 １６．６７±２．２５＊＊

瘀汤组 ２．５　 ６　２．５３±０．１４＊ ３９．６７±２．０７＊＊１８．８３±１．７２＊＊

５．０　 ６　２．１４±０．１４　 ３７．００±２．８３＊＊１７．００±３．１０＊＊

空白对 １．２５　 ６　２．１９±０．０８　 ２９．１７±１．９４　 ８．３３±１．０３
照组 ２．５　 ６　２．０８±０．３０　 ２９．００±２．８３　 ９．３３±２．５０

５．０　 ６　２．１５±０．０６　 ２７．６７±３．０１　 ６．３３±２．２５

　　注：与空白对照组相同血清含量比较，＊Ｐ＜０．０５；＊＊Ｐ＜０．０１

２．２　两组不同浓度血清含量对胞外ＮＯ浓度、胞内

ＮＯ浓度、ｅＮＯＳ活性、ｅＮＯＳ表达的影响
表２示，与空白对照组相同血清含量比较，３个

药物浓度均可显著提高内皮来源的胞内、胞外 ＮＯ
浓度、ｅＮＯＳ表达（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），１．２５％、

２．５％两个药物浓度还可显著提高ｅＮＯＳ的活性
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。提示药物通过提高ｅＮＯＳ
的表达和活性，进而显著提高胞内、外ＮＯ的水平。

３　讨论
血管新生研究的立足点在于血管管腔的形成，

从本研究结果来看，１．２５％、５．０％两个药物浓度对
细胞迁移和增殖功能影响并不全面，但这两个药物
浓度与中等浓度（２．５％）一样，都具有促进血管管腔
形成的功效，说明血府逐瘀汤具有显著的促血管新
生作用，与本项目组前期研究结果一致。值得注意
的是，虽然不同检测项目药物浓度影响趋势各不相
同，但２．５％含药血清不仅对所有检测指标皆产生
显著影响，且其检测数值基本上都是最高的，提示血
府逐瘀汤体外促血管新生作用存在最佳的药物浓

度。
内皮细胞产生的气体信号分子 ＮＯ，是由管家

基因产物ｅＮＯＳ催化底物Ｌ－精氨酸形成的，最初在
研究乙酰胆碱舒张动脉平滑肌过程被外界所知后，
其针对血管系统多方面的生理活性包括抑制平滑肌

细胞增殖、血管重塑和血管新生等功能逐渐被揭

表２　两组不同浓度血清含量对胞外ＮＯ浓度、胞内ＮＯ浓度、ｅＮＯＳ活性、ｅＮＯＳ表达的影响（珚ｘ±ｓ）

组别
血清含量
（％）

样本数
胞外ＮＯ浓度
　（μＭ）

胞内ＮＯ浓度
　（ＡＵ）

ｅＮＯＳ活性
　（Ｕ／ｍｌ）

ｅＮＯＳ表达
（相对光强）

血府逐瘀汤组 １．２５　 ６　 ８．２６±０．９７＊＊ ５１．３７±６．９４＊＊ ２．５２±０．９４＊ ０．４１±０．０１＊＊

２．５　 ６　 １８．５６±０．８１＊＊ ５８．００±６．２５＊＊ ４．４７±０．９６＊＊ ０．４０±０．０２＊

５．０　 ６　 ７．５４±１．９３＊＊ ５５．８０±１．５７＊＊ ３．１２±０．９７　 ０．４１±０．０２＊

空白对照组 １．２５　 ６　 ３．４５±１．１７　 １７．０４±６．９２　 ０．９０±０．２１　 ０．３５±０．０１
２．５　 ６　 ２．５７±０．８９　 １４．０５±０．５２　 １．６０±０．３６　 ０．３８±０．０１
５．０　 ６　 ２．９９±１．０４　 １８．０２±４．９４　 １．３７±０．４６　 ０．３６±０．０２

　　注：与空白对照组相同血清含量比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１
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示［８］，Ｚｉｃｈｅ及其合作者的实验结果为ＮＯ具有促血
管新生作用提供了最早线索［９］，随后Ｐａｐａｐｅｔｒｏｐｏｕ－
ｌｏｓ等直接证实了这方面作用［１０－１１］。内皮来源的

ＮＯ不仅能促进胚胎细胞参与血管的形成［１２］，在心
脏缺血动物模型中还可通过提高 ＮＯ诱导血管新
生，增加冠状动脉的侧枝循环［１３］，ＮＯ能提高侧枝血
管数量的作用在下肢缺血的ｅＮＯＳ高表达转基因小
鼠中同样得到验证［１４］。抑制血管新生的Ａｎｇｉｏｓｔａ－
ｔｉｎ等也可通过抑制ｅＮＯＳ活性，降低ＮＯ浓度进而
发挥作用［１５］。ＮＯ水平取决于ｅＮＯＳ活性，近年来
逐渐发现存在一个复杂而精准的调节系统，在各种
机械、药物和化学因素包括钙离子，氧自由基和

ＶＥＧＦ等刺激下，均可使该酶在特定的多个丝氨酸
和苏氨酸位点发生磷酸化修饰［１６］。
本研究中，与空白对照组比较血府逐瘀汤对内

皮细胞增殖、迁移和成血管能力均有显著提高（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１），从细胞角度说明药物促血管新
生存在多途径现象，而且药物能显著提高ｅＮＯＳ表
达（Ｐ＜０．０５），升高ｅＮＯＳ活性和胞内外 ＮＯ浓度
（Ｐ＜０．０１），从分子角度提示药物通过影响 ＮＯ水
平发挥作用。本课题组曾开展的该药物在体实验结
果也表明［２］，药物能提高体内ＮＯ水平，与本体外实
验结论一致，进一步说明血府逐瘀汤通过提高 ＮＯ
水平，进而发挥促血管新生的调节作用。另外，本研
究中的３个药物浓度皆可显著影响 ＮＯ水平，但对
细胞功能的影响结果却不一致，提示在众多的血管
新生调控因子中，不同的药物浓度除影响ＮＯ外，还
能影响不同的调控信号，各信号之间综合作用效果
不同，表现出细胞行为上的差异。
本实验仅对血府逐瘀汤提高ＮＯ水平发挥促血

管新生作用展开初步的研究，但药物对ｅＮＯＳ活性
的影响机制以及磷酸化位点尚未明确，更为重要的
是揭晓该药物影响的所有调控因子以及各因子相互

作用的调控模式，有待进一步研究。
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ｄｉａｔｅｓ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｎ　ｖｉｖｏ　ａｎｄ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ

ａｎｄ　ｍｉｇｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｐｒｏｍｏｔｅｄ　ｂｙ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅ　Ｐ［Ｊ］．Ｊ

Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ，１９９４，９４（５）：２０３６－２０４４．
［１０］Ｐａｐａｐｅｔｒｏｐｏｕｌｏｓ　Ａ，Ｄｅｓａｉ　ＫＭ，Ｒｕｄｉｃ　ＲＤ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｉｔｒｉｃ

ｏｘｉｄｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ　ａｔｔｅｎｕａｔｅ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ－

ｇｒｏｗｔｈ－ｆａｃｔｏｒ－ｂｅｔａ１－ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ　ｃａｐｉｌｌａｒｙ　ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎ

ｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ａｍ　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ，１９９７，１５０（５）：１８３５－１８４４．
［１１］Ｐａｐａｐｅｔｒｏｐｏｕｌｏｓ　Ａ，Ｇａｒｃｉａ－Ｃａｒｄｅｎａ　Ｇ，Ｍａｄｒｉ　ＪＡ，ｅｔ

ａｌ．Ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｉｎ　ｈｕ－
ｍａｎ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ，１９９７，１００（１２）：

３１３１－３１３９．
［１２］Ｂａｌａｓｕｂｒａｍａｎｉａｍ　Ｖ，Ｍａｘｅｙ　ＡＭ，Ｆｏｕｔｙ　ＢＷ，ｅｔ　ａｌ．Ｎｉ－
ｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ　ａｕｇｍｅｎｔｓ　ｆｅｔａｌ　ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　ａｒｔｅｒｙ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ［Ｊ］．Ａｍ　Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｌｕｎｇ　Ｃｅｌｌ

Ｍｏｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌ，２００６，２９０（６）：１１１１－１１１６．
［１３］Ｍａｔｓｕｎａｇａ　Ｔ，Ｗａｒｌｔｉｅｒ　ＤＣ，Ｗｅｉｈｒａｕｃｈ　ＤＷ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｓ－
ｃｈｅｍｉａ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｃｏｒｏｎａｒｙ　ｃｏｌｌａｔｅｒａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｉｓ　ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｏｎ　ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ａｎｄ　ｎｉｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ
［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２０００，１０２（２５）：３０９８－３１０３．

［１４］Ａｍａｎｏ　Ｋ，Ｍａｔｓｕｂａｒａ　Ｈ，Ｉｂａ　Ｏ，ｅｔ　ａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ　ｏｆ

ｉｓｃｈｅｍｉａ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ　ｂｙ　ｅＮＯＳ　ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
［Ｊ］．Ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，２００３，４１（１）：１５６－１６２．

［１５］Ｋｏｓｈｉｄａ　Ｒ，Ｏｕ　Ｊ，Ｍａｔｓｕｎａｇａ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．Ａｎｇｉｏｓｔａｔｉｎ：ａ

ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ　ｏｆ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｖａｓｏｄｉｌａｔｉｏｎ
［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００３，１０７（６）：８０３－８０６．

［１６］Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ　Ａ，Ｂｌａｃｋ　ＳＭ，Ｃａｔｒａｖａｓ　ＪＤ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｎｉ－
ｔｒｉｃ　ｏｘｉｄｅ（ＮＯ）ａｎｄ　ｉｔｓ　ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．

Ｖａｓｃｕｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，２００８，４９（４－６）：１３４－１４０．
（收稿日期：２０１１－０３－０１；修回日期：２０１１－０７－２０）

［编辑：侯建春］

·５５８１·２０１１年第２１期 高冬等　血府逐瘀汤诱导内皮细胞血管新生中一氧化氮的作用


