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麝香保心丸对鸡胚绒毛尿囊膜及培养的

血管内皮细胞的促血管生成作用

汪姗姗! 李 勇 范维琥 戴瑞鸿

摘要 目的：探讨麝香保心丸在鸡胚绒毛尿囊膜模型及培养的微血管内皮细胞系统中的促血管生成作

用。方法：分别以重组碱性成纤维细胞生长因子（89:9，贝复济）和生理盐水为阳性和阴性对照，作用于绒毛

尿囊膜（6;<170’’0=>716/&/8<0=&，?@A），通过一级、二级血管计数，初步评价麝香保心丸的促血管生成活性；

并通过观察它对培养的牛肾上腺微血管内皮细胞增殖及管腔结构形成的影响，验证其促血管生成效应；同时

检测麝香保心丸作用于培养的人脐静脉内皮细胞血管内皮生长因子（B-:9）和碱性成纤维细胞生长因子

（89:9）的/CD@表达及其上清液中B-:9、89:9含量，初步探索其作用机理。结果：麝香保心丸组?@A
上血管数比生理盐水组明显增加；麝香保心丸组内皮细胞及管腔数目均较生理盐水组明显增多，前者细胞表

达B-:9和89:9/CD@明显增高，上清液中B-:9和89:9含量明显增多。结论：麝香保心丸能促进

?@A及培养的微血管内皮细胞的血管生成。
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血管生成在冠心病、缺血性脑栓塞、骨折创伤、肿

瘤及白内障等的治疗、恢复和预后中，具有重要的意

义。中医治疗缺血性疾病有着悠久的历史，也取得了

显著的成效。然而，有关促血管生成中药的开发与研

究，目前基本还是空白。麝香保心丸是中药治疗冠心

病最具影响力的代表药，经多年来的临床实践和药理

研究证明［$，!］，有显著的抗心肌缺血作用，但对其在缺

血心脏冠脉侧枝血管生成方面的作用与机制尚未探讨

过，本实验通过观察麝香保心丸对鸡胚绒毛尿囊膜

（6;7<170’’0=>716/&/8<0=&，?@A）模型、培养的牛肾上

腺微血管内皮细胞增殖及管腔结构形成等的影响，探

讨麝香保心丸的促血管生成效应，为进一步研究其在

缺血心脏侧枝循环建立方面的作用提供依据。

材料与方法

$ 药液与载体的制备 麝香保心丸由上海中药
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制药一厂生产，取!"加入蒸馏水微热搅拌制成#$%&
混悬 液（’$"／(），!’$$)／%*+离 心 去 除 沉 淀，再 用

$,##!%微孔滤膜滤过除菌，-.保存备用。重组碱性

成纤维细胞生长因子（/01*23*/)4/&015")465730254)，

/898）由珠海东大生物制药有限公司生产（商品名“贝

复济”）。载体用直径为:%%的圆形微孔滤膜（孔径

$,-’!%），!#!.、#$%*+高压灭菌备用。

# ;<= 的制备及分析 参考付生 法［>］、姜 志

钢［-］等方法加以改进。白皮种蛋购自上海沪广家禽育

种有限公司，孵蛋第?天加样，分别以生理盐水、/898
为阴性和阳性对照，每组!#胚，麝香保心丸药液经上

述处理后加样量均为每蛋!$!&，>天后制作;<=标

本，照相记录结果。以实验部位边缘!%%范围内为一

级血管，实验部位边缘’%%处为二级血管，分别观察

计数，比较各组之间的差异。

> 细胞培养 参考徐新来等［’］的方法用大白鼠

尾腱制作胶原培养基。微血管内皮细胞取材于新鲜牛

肾上腺，其原代培养与纯化参考文献［’］的方法。用含

!$+"／%&表 皮 生 长 因 子（@A*B@)%0&")4C5730254)，

D98）、!!"／%&氢 化 可 的 松、’E胎 牛 血 清（8FG）、

’$!"／%&庆大霉素及’$+"／%&两性霉素的8!#培养

液，每两天换液!次，"因子相关抗原间接免疫荧光染

色鉴定。初代内皮细胞生长汇合后用$,’E胰蛋白酶

消化传代，取第-#:代细胞进行实验。

麝香保心丸药液在’$.减压蒸干，重新定溶在细

胞培养液中，在加入细胞培养液前亦用$,##!%微孔

滤膜滤过。

- 内皮细胞增殖的检测 内皮细胞以>H!$-

个／孔接种于#-孔培养板，第!天用含’E8FG的8!#
培养 液，#-7后 换 成 分 别 加 有 麝 香 保 心 丸 药 液 或

/898、生理盐水的含$,#’E牛血清白蛋白（FG<）的

8!#培养液继续培养>天，然后用胰蛋白酶消化下来

在血球计数板上计数，比较分析麝香保心丸与/898、

生理盐水对内皮细胞增殖的作用。麝香保心丸分大

（-$!&／孔）、小（#$!&／孔）两 个 剂 量 组，/898亦 分 大

（#’$!&／孔）、小（!#’!&／孔）两个剂量组，生理盐水对照

设一个剂量组（-$!&／孔），每组I个样本，每孔为!个

样本。

’ 管腔结构形成的检测 参考J0+B0等［:］方法。

内皮细胞以-H!$’个／孔接种于#-孔培养板，用含

$,#’EFG<的8!#培养液培养:$%*+后，分别加入麝

香保心丸药液或/898、生理盐水（分组同内皮细胞增

殖的检测）接着培养>7，此时，吸除培养液，在细胞上

加入第二层胶原，待形成凝胶后再加入含$,#’EFG<

及麝香保心丸药液或/898、生理盐水的8!#培养液

培养过夜，次日，倒置显微镜下随机选取!$个高倍视

野（H!$$）计数血管芽数，显微摄影记录结果。

: KD98、/898测定 采用酶联免疫吸附反应

（D(LG<）法，培养至第-代的人脐静脉内皮细胞（细胞

株购自中国科学院细胞所细胞库）以-H!$’个／孔接

种于#-孔培养板，第!天用含’E8FG的8!#培养

液，次日换成分别加有麝香保心丸药液或/898、生理

盐水（分组同-）的含$,#’E牛血清白蛋白（FG<）的

8!#培养液接着培养#-7，留取上清液，D(LG<法（试

剂盒购自沃森生物制品公司）测定KD98和/898含

量（其中/898不测阳性对照组）。

? KD98和/898的%MN<表达量 采用MOP
Q;M法检测，按前法分组培养脐静脉内皮细胞，积累

细胞量至!$?，总MN<抽提采用异硫氰酸胍法，用紫

外分光光度计测定RS#:$／;S#I$光密度值定量并用电

泳法鉴定其分子完整性；根据人KD98基因保守序列

并应用R&*"4软件辅助设计引物，上下游引物分别为：

’TP;<O;;O9O9O9;;;;O9<O9;P>T和’TP<;O
;<<9;O9;;O;9;;OO9;P>T，预计产物长度为

>!#/A；/898测定上下游引物分别为：’TP99;O9O
<;O9;<<<<<;9P>T和’TP9O9;;<;<O<;;
<<;O99P>T，预计产物长度为#II/A；$P025*+对照引

物为：’TP99;99;<<;<;;<O9O<;;;OP>T和’TP
<9999;;99<;O;9O;<O<;OP>T，预计产物长

度为#$#/A，引物由上海申友生物工程公司合成；MO
反应；在缓冲液中加总MN<和<=K酶，-#.进行逆

转录反应’$%*+，?$.反应!$%*+灭活逆转录酶，完成

后迅速进行Q;M反应；Q;M反应：将MO产物加入

Q;M反应体系（QD’?$$全自动Q;M仪器），U-.预变

性’%*+，然后按U-.>$1!’’.>$1!?#.>$1循环>$
次；取Q;M产物各!$!&进行电泳，应用凝胶成像系统

（Q70)%02*0F*45@27）照相并进行电泳条带光密度分析，

某标本靶基因条带光密度参数与内参基因（$P025*+）条

带的光密度参数之比值作为该标本%MN<的表达水

平参数。

I 统计学方法 各组间差异比较用单因素方差

分析中的多重比较!检验。

结 果

! 麝香保心丸在;<=上的促血管生成作用

麝香保心丸促进;<=的血管生成，见图!。’$"／(浓

度的麝香保心丸!$!&，使;<=血管数比生理盐水组

明显增加，血管分支增多，但较/898组要少。计数各
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注：!：加有生理盐水的"!#；$：加有麝香保心丸的"!#；"：加有%&’&的"!#
图! 麝香保心丸对"!#血管生成的影响

处理组的一、二级血管数，进行统计分析，结果见表(。

说明麝香保心丸能促进新生血管形成；但在本实验条

件下，效果较%&’&有所不及。

表! 麝香保心丸对"!#血管生成的影响 （!!)"）

组别 胚数 一级血管数 二级血管数

麝香保心丸 (* +,-.),-/"# ,0-*),-/"#

%&’& (* 1.-/)/-,"" .1-*)/-/""
生理盐水 (* *(-2),-* +*-0)+-3

注：与生理盐水组比较，"#$2-20，""#$2-2(；与%&’&组 比

较，##$2-2(

* 麝香保心丸促进体外微血管内皮细胞增殖

见表*。麝香保心丸促进培养的牛肾上腺微血管内皮

细胞增殖，表现出一定的浓度依赖性趋势，其大剂量组

（,2!4，即*5／6）的细胞数多于其小剂量组（*2!4，即

(5／6），但在本实验条件下未显示出统计学差异。阳

性对照%&’&大剂量组（*02!4，即3222!7／84）作用

明显强于其小剂量组（(*0!4，即,022!7／84），具有显

著性意义。即使是麝香保心丸的大剂量组，其促内皮

细胞增殖作用较%&’&小剂量组要弱。

+ 麝香保心丸促进体外微血管内皮细胞形成管

腔结构 麝香保心丸促进培养的牛肾上腺微血管内皮

细胞形成管腔结构，也表现出一定的浓度依赖性趋势，

但其两剂量组在本实验条件下未显示显著性差异。与

生理盐水对照组相比，麝香保心丸处理组与%&’&阳

性对照组在显微镜下均可见内皮细胞排列成管腔结构

明显增多（见图*），尤其是后者更为显著，%&’&大剂

量组（*02!4，即3222!7／84）与 小 剂 量 组（(*0!4，

即,022!7／84）之间作用无明显差异。计数各处理

组管腔结构数目，进行统计分析，结果见表*。结果提

示麝香保心丸可能通过促进微血管内皮细胞形成管腔

结构，从而促进新生血管形成。

, 麝香保心丸促进培养的血管内皮细胞分泌

表" 麝香保心丸对培养的牛肾上腺微血管内皮细胞

增殖及管腔结构形成的影响 （!!)"）

组别 样本数
细胞数

（9(2,个／孔）

管腔结构数

（个／:;，9(22）

麝香保心丸小剂量 / ((-3)2-/""# 1-*)2-1"#
麝香保心丸大剂量 / (+-()2-/""# .-1)2-/""#

%&’&小剂量 / +*-+)2-1"" *0-.)(-.""

%&’&大剂量 / +1-+)2-3"" *,-3)(-.""
生理盐水 / .-1)2-1 +-+)2-,

注：与生理盐水组比较，"#$2-20，""#$2-2(；与两个%&’&组比

较，##$2-2(

<=’&和%&’& 细胞上清液中<=’&和%&’&的测

定结果：见表+。麝香保心丸组与%&’&组<=’&水

平均较生理盐水对照组明显增高，两药的大、小剂量组

间结果虽都显现量>效差异，但均无统计学意义。即

使是麝香保心丸的大剂量组（,2!4，即*5／6），其升高

<=’&的作用也远不及%&’&的小剂量组（(*0!4，即

,022!7／84）。上清液中%&’&水平麝香保心丸组比

生理盐水对照组明显增高，其两个剂量组间虽表现出

一定的正向量效比例趋势，但未显示统计学差异。

0 麝香保心丸增加培养的血管内皮细胞<=’&
和%&’&8?@!的表达 凝胶电泳结果见图+，各组

8?@!表达定量分析结果见表,。加入麝香保心丸或

%&’&后内皮细胞<=’&8?@!表达明显增高，而以

表# 麝香保心丸对培养的人脐静脉内皮细胞

分泌<=’&和%&’&的影响 （!!)"）

组别 样本数 <=’&（A5／6） %&’&（B5／(20CD44E）

麝香保心丸小剂量 / ,2-.),-,"# 3-()(-3"
麝香保心丸大剂量 / ,3-/),-+"# .-/)(-0"

%&’&小剂量 / ((2-*)(*-("" —

%&’&大剂量 / (**-.)/-3"" —

生理盐水 / **-+)0-( 0-*)(-(

注：与生理盐水组比较，"#$2-20，""#$2-2(；与两个%&’&组比

较，##$2-2(
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注：!：生理盐水对照组细胞；"：麝香保心丸组细胞；#：$%&%对照组细胞

图! 麝香保心丸对培养的牛肾上腺微血管内皮细胞管腔结构形成的影响

$%&%作用更显著，两者均表现出一定的量’效趋势。

加入麝香保心丸使内皮细胞$%&%()*!表达也明

显增高，大剂量组比小剂量组升高更明显。

注：!：+,&%；"：$%&%；!：麝香保心丸小剂量组；"：麝香保心丸大

剂量组；#：$%&%小剂量组；-：$%&%大剂量组；,：生理盐水组

图" 麝香保心丸对培养的人脐静脉内皮细胞+,&%和

$%&%()*!表达的影响

表! 麝香保心丸对培养的人脐静脉内皮细胞+,&%和

$%&%()*!表达的影响 （!!."）

组别
()*!表达量（灰度值）

#/01234 +,&% #/01234 $%&%
麝香保心丸小剂量 56789 :;;58 <:6== 6;5>:
麝香保心丸大剂量 58<85 787=; <7>99 6<575
$%&%小剂量 <>;9; 75885 — —

$%&%大剂量 6;>89 ::==: — —

生理盐水 59855 <8:;5 <:=8= 9;<>8

讨 论

本研究表明，麝香保心丸这一治疗冠心病最具代

表性的中药，具有较明显的促血管生成活性，在体内能

促进#!?的血管生成，在体外能促进微血管内皮细

胞增殖并形成管腔结构，它促血管生成的机理可能与

其能使内皮细胞表达+,&%和$%&%()*!增高并

释放+,&%和$%&%增多有关。这一结果是对其以往

药理研究成果的重要补充，为它用于冠心病的治疗提

供了有利依据。从我们的实验结果也可以看出，麝香

保心丸在#!?模型与培养细胞模型上的作用均弱于

$%&%，这一方面可能与实验中所取药物的浓度有关，

同时也提示我们，如果能进一步改良剂型，或找出单味

的促血管生成中药并纯化其中所含的有效化合物，可

能将大大提高临床治疗效果。然而，本实验与临床尚

有相当距离，从鸡胚和细胞得出的这一结论并不能证

明麝香保心丸一定能促进机体缺血心脏形成新生血

管、建立侧枝循环，因此，我们计划做心肌缺血动物模

型实验和临床研究以作进一步探讨。

血管生成治疗在冠心病等缺血性疾病患者中具有

潜在的广泛的市场［8］，寻求更多促血管生成药物和方

法尤其是适合于外周给药的有效药物，无疑具有重要

的意义。中医中药治疗冠心病等缺血性疾病有着悠久

的历史和明确的疗效，其机理是否和血管生成有关，至

今国内外尚缺乏研究报告，应用#!?等模型加强这

方面的研究，不仅可使我们做到在治疗中有的放矢，且

有利于药物资源的充分开发，做到物尽其用。
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