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鳖甲煎丸对体外培养大鼠主动脉环血管新生的影响
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(四川大学华西医院，四川省成都市武侯区国学巷 37 号，610041)

［摘要］ 目的 观察不同浓度鳖甲煎丸含药血清对血管新生的影响。 方法 14 只 SD大鼠随机分成鳖甲煎
丸组 ( 12 只) 和生理盐水组 ( 2 只) 。鳖甲煎丸组给予鳖甲煎丸 6 mg / ( kg·d) 灌胃，生理盐水组给予等量
生理盐水灌胃，连续 5 天。末次给药 1 h后，腹主动脉取血分离血清。采用体外培养大鼠腹主动脉环血管生
成模型，用含不同浓度的鳖甲煎丸血清 ( 含 5%、10%、15%、20%、30%、40% ) 培养基培养，并设对照
组 ( 生理盐水组血清) ，共培养 10 天。倒置显微镜下观察并拍摄微血管生长图像，计算微血管出芽面积;
将培养物进行免疫组织化学染色，计算每高倍视野中平均微血管密度。并将血管环新生微血管密度与鳖甲煎
丸含药血清浓度进行 Spearman等级相关分析。 结果 与对照组比较，20%、15%、10%、5%鳖甲煎丸含
药血清组微血管出芽面积均明显减少 ( P ＜ 0. 01) ，30%、40%鳖甲煎丸含药血清组微血管出芽面积差异无
统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。15%鳖甲煎丸含药血清组出芽面积最少，明显低于 5%、20%、30%、40%鳖甲煎
丸含药血清组 ( P ＜ 0. 01) ，但与 10%鳖甲煎丸含药血清组比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05) 。相关分析结
果显示，鳖甲煎丸含药血清浓度≤15%时，随着浓度增加，对血管环新生血管抑制作用逐渐增强，血管环新
生微血管密度逐渐减少 ( r = － 0. 637，P ＜ 0. 05) 。 结论 鳖甲煎丸对新生血管具有抑制作用，且以 15%
浓度含药血清效果最好。
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血管新生是指在成熟血管的基础上，内皮细胞

通过增生和迁移，向特定区域延伸并形成新的血

管
［1］。血管新生不仅在生殖、发育及损伤修复等
生理过程中具有重要作用，而且与实体瘤的生长、
增殖性视网膜病变、冠心病及风湿性关节炎等病理
变化密切相关

［2］。中药鳖甲煎丸目前临床用于治
疗肿瘤及肝脏疾病，并取得一定疗效

［3 － 5］，但其作

用机制尚未明确。既往动物实验研究表明，鳖甲煎
丸能够显著降低肿瘤组织的微血管密度、抑制血管
内皮生长因子 (VEGF) 及增殖细胞核抗原(PCNA)
的表达

［6 － 7］。为探究鳖甲煎丸对新生微血管结构及
功能的影响，本研究采用体外培养大鼠腹主动脉环

血管生成模型研究鳖甲煎丸对新生微血管的影响。

1 材料与方法

1. 1 实验动物
SPF级 SD大鼠 16 只 ，雌雄各半，6 ～ 8 周龄，

体重 (200 ± 10) g，购自成都达硕实验动物有限
公司，实验动物许可证号: SCXK (川) 2014 －
028，由四川大学华西实验动物供应站普通饲料喂
养，自由饮水。
1. 2 实验药物
鳖甲煎丸 (50 g /瓶，购于武汉中联药业集团

股份有限公司，批号: Z42020772)，称取 12 g 加
入 10 ml生理盐水，制备成 0. 6 g /ml 的混悬液，置
于 4℃冰箱备用。
1. 3 主要试剂及仪器

Matrigel ( BD Bioscience 公 司， 批 号:
356234); 羊抗鼠 CD31 多克隆抗体 (Santa Cruz公
司，批号: sc-1506); 戊巴比妥钠 ( Sigma 公司，
批号: P3761 ); MCDB131 培养基 ( Sigma 公司，
批号: AL133A)。倒置显微镜 (Olympus 公司，型
号: IX50); 成像系统: (日本尼康公司，型号:
DS-U3); 超净工作台 ( SANYO 公司 ，型号:
ClassⅡ); CO2 恒温培养箱 (SANYO公司 ，型号:
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MCO-15AC)。
1. 4 鳖甲煎丸含药血清制备

14 只 SD大鼠采用随机数字表法分成鳖甲煎丸
组 (12 只) 和生理盐水组 (2 只)。鳖甲煎丸组给
予鳖甲煎丸 6 mg / (kg·d) 灌胃，生理盐水组给
予等量生理盐水灌胃，连续 5 天。末次给药前禁食
12 h，不禁水。末次给药 1 h 后，采用 4 mg /100 g
戊巴比妥钠腹腔麻醉大鼠，于超净工作台中腹主动

脉取血，待血液凝固后 4000 r /min离心 30 min分离
血清，56℃水浴灭活 30 min，0. 22μm 过滤除菌，
分装， － 20℃保存备用。
1. 5 腹主动脉环获取［8 － 9］

及培养

取剩余 2 只 SD 大鼠，颈椎脱臼处死，75%乙
醇浸泡 15 min，于超净工作台中无菌条件下剪取腹
主动脉，放入 100 mm 培养皿中，PBS 缓冲液清洗
2 次，去除动脉外周膜组织和纤维组织，将血管切
成 1 ～ 1. 5 mm长的主动脉环，PBS缓冲液清洗动脉
环 2 次，MCDB131 培养基漂洗 2 次。将动脉环纵
切面平行于培养孔底部，放进预先铺有 Matrigel 基
质胶的 48 孔板 (50 μl /well)，随后每孔加入预先
融化的 Matrigel 基质胶 70μl，放入细胞培养箱中
(37℃、5% CO2) 孵育 2 h，使基质胶凝固。待基
质胶凝固后，加入含有不同鳖甲煎丸含药血清的

MCDB131 培养基 100μl。按鳖甲煎丸含药血清浓
度不同分为无血清组 (只加入 MCDB131 培养基)、
对照组 (于 MCDB131 培养基中加入 10%生理盐水
组大鼠血清) 和 40%、30%、20%、15%、10%、
5%鳖甲煎丸含药血清组 (于 MCDB131 培养基中
加入不同浓度鳖甲煎丸含药大鼠血清)。完成后，
将 48 孔板放回细胞培养箱中继续培养，每 2 天换
液一次，共培养 10 天。每天于倒置显微镜下观察
微血管生长情况，并拍照记录，每组设 3 个复孔，
实验重复 3 次。
1. 6 观察指标及方法
1. 6. 1 新生微血管出芽面积 整个实验过程由同
一人操作、观察和记录。每天在同一时间于显微镜
下观察主动脉环生长情况，拍摄新生微血管图像。
待血管较多时则每孔从 3 个平面分别拍摄生成的微
血管，取 3 个平面微血管面积的平均值作为该孔的
新生微血管面积

［10 － 11］，于培养第 10 天结束拍摄，
并用 Image-Pro Plus 6. 0 版图像分析软件进行图像
分析，计算各组新生微血管出芽面积。
1. 6. 2 微血管计数和血管结构观察 血管培养物
用 10%甲醛固定过夜，石蜡包埋，切片，常规 HE

染色或用于免疫组化染色。用免疫组织化学法对血
管内皮细胞 CD31 分子进行染色后，按照 Weidner
标准
［12］
进行血管密度计数，被抗 CD31 抗体染成

棕黄色的内皮细胞或内皮细胞簇，同时根据管腔大

小区分新老血管内皮细胞，内皮细胞及微小血管均

予计数。在 100 倍光镜下扫查整个切片，寻找血管
高密度区，再在高倍镜 (400 倍) 下采集 4 个相应
血管高密度区视野照片，每个高倍镜视野 (HP)
的面积为 150μm × 100μm。后用 Image-Pro Plus
6. 0 图像分析软件计算每高倍视野中的微血管密
度，并取其平均值作为各组微血管数。另在显微镜
下观察血管周细胞和内皮细胞的覆盖情况。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 统计软件分析，计量数据以均

数 ±标准差 (珋x ± s) 表示，用单因素方差分析及
Spearman等级相关分析，P ＜ 0. 05 表示差异有统
计学意义。

2 结果

2. 1 各组大鼠主动脉环新生微血管形态学观察
除无血清组，各组在培养 3 ～ 5 天后，可观察

到动脉环周围有大量的内皮细胞迁移、增殖，大鼠
主动脉环开始出芽。出芽的细胞呈细长梭形，从血
管环外膜表面呈放射状向四周延伸，多个细胞首尾

相接，使出芽伸长或出现分支或几个芽间交织成网

状结构。图 1 示，在培养第 10 天，无血清组仍然
无微血管新生; 微血管出芽较多的对照组、40%及
30%鳖甲煎丸含药血清组新生微血管开始出现萎
缩，结构凌乱模糊; 20%及 5%鳖甲煎丸含药血清
组新生微血管较为均匀，呈树枝状向周围空间延

伸; 10%及 15%则仅见少量粗短小血管芽。
2. 2 各组大鼠主动脉环新生微血管出芽面积比较
表 1 示，与对照组比较，20%、15%、10%、

5%鳖甲煎丸含药血清组微血管出芽面积均明显减
少 (P ＜ 0. 01)，30%、40%鳖甲煎丸含药血清组
微血管出芽面积差异无统计学意义 (P ＞ 0. 05)。
15%鳖甲煎丸含药血清组出芽面积最少，明显低于
5%、20%、30%、40%鳖甲煎丸含药血清组 (P ＜
0. 01)，但与 10%鳖甲煎丸含药血清组比较差异无
统计学意义 (P ＞ 0. 05)。5%、10%、20%鳖甲煎
丸含药血清组微血管出芽面积组间比较差异无统计

学意义 (P ＞ 0. 05)，但都较 30%、40%鳖甲煎丸
含药血清组微血管出芽面积明显减少 (P ＜ 0. 01)。
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A B C D

E F G H

注: A，无血清组; B，对照组; C，40%鳖甲煎丸含药血清组; D，30%鳖甲煎丸含药血清组; E，20%鳖甲煎丸含药血清组;
F，15%鳖甲煎丸含药血清组; G，10%鳖甲煎丸含药血清组; H，5%鳖甲煎丸含药血清组

图 1 各组大鼠主动脉环培养 10 天后微血管出芽情况 ( × 100)

A B C D

E F G H
注: A，无血清组; B，对照组; C，40%鳖甲煎丸含药血清组; D，30%鳖甲煎丸含药血清组; E，20%鳖甲煎丸含药血清组;
F，15%鳖甲煎丸含药血清组; G，10%鳖甲煎丸含药血清组; H，5%鳖甲煎丸含药血清组

图 2 各组大鼠主动脉环培养 10 天后培养物免疫组织化学染色结果 ( × 400)

表 1 各组大鼠主动脉环新生血管出芽

面积比较 (μm2，珋x ± s)

组别 样本数 微血管出芽面积

对照组 8 1361. 19 ± 335. 20
5%鳖甲煎丸含药血清组 8 832. 93 ± 275. 87＊△▲

10%鳖甲煎丸含药血清组 8 585. 70 ± 124. 92＊▲

15%鳖甲煎丸含药血清组 8 372. 25 ± 168. 34*

20%鳖甲煎丸含药血清组 8 811. 06 ± 168. 61＊△▲

30%鳖甲煎丸含药血清组 8 1203. 02 ± 383. 59△

40%鳖甲煎丸含药血清组 8 1362. 65 ± 322. 08△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 01;与 15%鳖甲煎丸含药血清组比
较，△P ＜ 0. 01;与 30%、40%鳖甲煎丸含药血清组比较，▲ P ＜ 0. 01

2. 3 各组大鼠主动脉环培养物免疫组织化学染色
结果

图 2 示，无血清组内可见较多空泡，但无棕黄
色内皮细胞; 对照组、40%及 30%鳖甲煎丸含药
血清组可见较多染成棕黄色的内皮细胞或内皮细胞

簇，血管结构分布密集、内皮细胞着色较深; 20%
及 5%鳖甲煎丸含药血清组可见均匀分布的棕黄色
内皮细胞或内皮细胞簇，血管结构分布也较为均匀

清晰; 15%及 10%鳖甲煎丸含药血清组仅偶见较
为完整的内皮细胞。
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2. 4 各组大鼠主动脉环培养新生微血管密度比较
表 2 示，与对照组比较，20%、15%、10%、

5%鳖甲煎丸含药血清组微血管密度均明显降低
(P ＜ 0. 01)，而 30%、40%鳖甲煎丸含药血清组微
血管密度差异无统计学意义 (P ＞ 0. 05)。与 15%
鳖甲煎丸含药血清组比较，30%、40%鳖甲煎丸含
药血清组微血管密度明显升高 (P ＜ 0. 01)，10%、
20%鳖甲煎丸含药血清组微血管密度亦明显低于
40%鳖甲煎丸含药血清组 (P ＜ 0. 05)。
血管环新生微血管密度与鳖甲煎丸含药血清浓

度之间的相关性采用 Spearman 等级相关分析，结
果显示: 鳖甲煎丸含药血清浓度≤15%时，随着浓
度增加，对血管环新生血管抑制作用逐渐增强，血

管环新生微血管密度逐渐减少，特别是含药血清浓

度为 15%时与对照组比较差异显著 ( r = － 0. 637，
P ＜ 0. 05); 当鳖甲煎丸含药血清浓度≥15% 时，
随着浓度增加，对血管环新生微血管抑制作用逐渐

减弱，当含药血清浓度≥30%后，与对照组比较差
异无统计学意义 ( r = 0. 447，P = 0. 146)。

表 2 各组大鼠主动脉环新生微血管
密度比较 (血管数 /HP，珋x ± s)

组别 样本数 微血管密度

对照组 4 106. 50 ± 13. 201
5%鳖甲煎丸含药血清组 4 70. 00 ± 8. 178*

10%鳖甲煎丸含药血清组 4 63. 25 ± 9. 784＊▲

15%鳖甲煎丸含药血清组 4 50. 50 ± 10. 780*

20%鳖甲煎丸含药血清组 4 65. 25 ± 9. 581＊▲

30%鳖甲煎丸含药血清组 4 84. 50 ± 7. 588△

40%鳖甲煎丸含药血清组 4 93. 50 ± 5. 513△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 01; 与 15%鳖甲煎丸含药血清组
比较，△ P ＜ 0. 01; 与 40%鳖甲煎丸含药血清组比较，▲ P ＜ 0. 05

3 讨论

血管新生在很多生理和病理过程中发挥着重要

的作用，它既与机体正常发育生殖和组织修复有

关，也与某些疾病的病理过程如慢性炎症、伤口愈
合等息息相关; 在肿瘤疾病、风湿性关节炎及糖尿
病等疾病中，血管新生过度将会导致病理组织过度

增生，进而损坏正常组织
［13］。中医理论中虽然没

有血管新生的概念，但却有“生脉”“生肌”等理
论的记载，认为温阳益气、活血生肌均可 “生
脉”。有研究表明，一些中药单体或复方制剂能够
有效促进或抑制血管新生

［14 － 15］。鳖甲煎丸出自
《金匮要略》，具有攻补兼施、益气活血、活血化
瘀、解毒散结之功。张绪慧等［6 － 7］

研究表明，鳖甲

煎丸可以显著降低荷瘤小鼠肿瘤的微血管计数，这

说明鳖甲煎丸可通过抑制荷瘤小鼠肿瘤的血管生成

来达到抑瘤作用。郑艳等［16］研究亦表明，鳖甲煎
丸能够抑制人脐静脉血管内皮细胞的快速增殖并且

显著地降低 HepG2 中 VEGF 的表达水平，从而在
抗肝细胞癌血管生成方面具有一定作用。
体外培养主动脉环血管新生模型是研究血管新

生的重要实验方法，既排除了体内一些刺激因子及

血管环境的影响，也便于及时观察血管新生情

况
［17］。本研究结果显示，在血管出芽的过程中，
当鳖甲煎丸含药血清浓度在 0 ～ 15%之间时，血管
新生的抑制作用随着含药血清的浓度增加逐渐增

强，当含药血清浓度为 15% 时，抑制作用最强。
然而，当含药血清浓度大于 15%时，对血管新生
的抑制作用随着含药浓度的增加其抑制作用反而逐

渐减弱，当浓度到 30%及以上对血管新生没有抑
制作用。为何会出现这样的量效关系，目前尚不明
确。有研究发现，强效的抗血管生成药物在过度抑
制血管生成后，可能刺激其他促血管生成通路的旁

路激活，抵消抗血管生成药物的血管抑制作用，使

得对抗血管生成治疗耐受
［18 － 20］。我们推测鳖甲煎

丸在浓度大于 15%后，随着浓度的增加，对血管
的抑制作用逐渐减弱是否与激活了其他促血管生成

旁路有关，或者还存在其他原因，值得进行进一步

研究。
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The Effect of Biejia Jian Wan (鳖甲煎丸) on Angiogenesis of vitro Cultured Aorta Ｒing in Ｒats
TIE Minghui，WANG Ke，ZHANG Ying
(Huaxi Hospital，Sichuan University，Chengdu，610041)

ABSTＲACT Objective To observe the effect of Biejia Jian Wan (鳖甲煎丸) medicine-containing serum of different
concentration on angiogenesis． Methods Ｒandomly divided 14 SD rats into the Biejia Jian Wan group (12 rats)
and the saline group (2 rats) ． The Biejia Jian Wan group was given Biejia Jian Wan 6 mg /(kg·d) for gavage while
the saline group was given the same volume of saline for gavage，both groups for 5 days． Took blood from abdominal
aorta and separated serum one hour after the last gavage． Adopted in vitro cultured rat abdominal aorta ring to develop
the model． Used culture medium contending Biejia Jian Wan serum of different concentrations ( containing 5%，
10%，15%，20%，30% and 40% respectively) for culture． Set the control group (serum of the saline group)，cul-
tivated for 10 days in total． Observed and filmed microvascular growth images under inverted microscope． Calculated
microvascular budding areas; Conducted immunohistochemical staining on the culture． Calculated the average density
of microvascular in every high power field． Conducted Spearman ranking correlation analysis between density of nas-
cent capillaries in aorta ring and the concentration of Biejia Jian Wan serum． Ｒesults Compared with the control
group，microvascular budding areas of the 20%，15%，10% and 5% Biejia Jian Wan serum groups all remarkably
decreased (P ＜ 0. 01) ． There is no statistical significance in difference between microvascular budding areas of the
30% and 40% Biejia Jian Wan serum groups (P ＞ 0. 05) ． Microvascular budding area of the 15% Biejia Jian Wan
serum group was the lowest，remarkably lower than the 5%，20%，30%，and 40% Biejia Jian Wan serum group
(P ＜ 0. 01) ． But the difference between it and the 10% Biejia Jian Wan serum group has no statistical significance
(P ＞ 0. 05) ． As is shown by related analysis results，when the concentration of Biejia Jian Wan serum≤15%，its
function to inhibit angiogenesis in aorta ring generally reinforced and density of nascent capillaries in aorta ring
decreased with concentration increased ( r = － 0. 637，P ＜ 0. ． 05) Conclusion Biejia Jian Wan had restraining
function on new vessels and drug concentration of 15% seems to be the most effective．
Keywords Biejia Jian Wan; ring of aorta; angiogenesis; microvessel density
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