
基金项目：北京市自然科学基金面上项目（编号：７１２２０８４）；北京市卫生系统高层次卫生技术人才培养计划（编号：２０１３３０８０）；北京市科委
首都临床特色应用研究（编号：Ｚ１３１１０７００２２１３１１７）；北京市中医药科技年度规划项目（编号：ＷＺＦ２０１２０２）；国家中医药管理局中医外科重
点学科

第一作者简介：黄凤（１９８４—），女，内蒙古乌海，博士研究生，主治医师，研究方向：中医药治疗周围血管疾病的临床与基础研究，Ｔｅｌ：（０１０）
５２１７６６４２，Ｅｍａｉｌ：ｈｆ２０６１０４３＠１６３ｃｏｍ
共同第一作者：叶永生（１９８２—），男，中国香港，博士研究生，医师，研究方向：中医基础理论研究，Ｅｍａｉｌ：ｄｒｎｅｉｌ＠ｌｉｖｅｈｋ
通信作者：徐旭英，Ｔｅｌ：（０１０）５２１７６０５８，Ｅｍａｉｌ：ｘｘｙｉｎｇ７３４１＠１２６ｃｏｍ；荣培晶，Ｔｅｌ：（０１０）６４０８９３０２，Ｅｍａｉｌ：ｄｒｒｏｎｇｐｊ＠１６３ｃｏｍ

经穴注射 ＢＭＳＣｓ联合中药对下肢缺血大鼠促血管
生成相关因子的影响
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摘要　目的：观察经穴注射骨髓间充质干细胞（ＢｏｎｅＭａｒｒｏｗＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌＳｔｅｍＣｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）联合益气活血中药对糖尿病
（ＤｉａｂｅｔｅｓＭｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）大鼠缺血后肢骨骼肌中促血管生成因子的表达情况。方法：８０只ＳＤ大鼠１∶７随机分为２组：正常
假手术组１０只，其余７０只一次性腹腔注射链脲佐菌素（Ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ，５００ｍｇ／ｋｇ）制成ＤＭ大鼠模型，再等比例随机
分为７组，即ＤＭ假手术组、ＤＭ缺血组、益气活血中药组、局部注射 ＢＭＳＣｓ组、局部注射 ＢＭＳＣｓ＋中药组、穴位注射 ＢＭ
ＳＣｓ组、穴位注射ＢＭＳＣｓ＋中药组，每组１０只。应用 ＲＴＰＣＲ法检测大鼠后肢骨骼肌中 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ的表达。结
果：穴位注射ＢＭＳＣｓ＋中药组术侧ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量较ＤＭ假手术组升高（Ｐ＜００５）；ＤＭ假手术组、局部注射组、穴位
注射组术侧ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量较健侧升高（Ｐ＜００５）；局部注射＋中药组、穴位注射＋中药组术侧 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量
较正常血糖假手术组、ＤＭ假手术组、ＤＭ缺血组升高（Ｐ＜００５）；穴位注射＋中药组健侧ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量较正常血糖
假手术组、ＤＭ假手术组、ＤＭ缺血组、中药组、局部注射组升高（Ｐ＜００５）。结论：穴位注射 ＢＭＳＣｓ结合益气活血中药可
明显促进血管生成因子ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的表达，益气活血中药可能促进穴位注射ＢＭＳＣｓ的成活率从而提高促血管生成因子
ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的表达。
关键词　糖尿病下肢缺血；血管内皮生长因子ＶＥＧＦ；碱性成纤维细胞生长因子ｂＦＧＦ；穴位注射；骨骼间充质干细胞
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　　糖尿病下肢缺血是一种发病率高、发病较重的
缺血性病变。２００７年流行病学调查显示，我国 ７
个大中城市５０岁以上伴有一个以上危险因素的糖
尿病患者 １９４７％ 患有 ＰＡＤ，其中男性占到
１８３％，女占到２０４％，７０岁以上 ＰＡＤ患病率更
高，达３１９％［１］。目前，外科血管重建术可在一

定时间内改善缺血肢体灌注量，但却存在手术并发

症和死亡率的风险，且重建的血管再度狭窄率也较

高。药物治疗虽可改善症状，但并不能彻底改善局

部灌注。寻求最终改善缺血组织的灌注，提高患者

的生活质量，降低致残率的有效治疗方法仍是临床

工作亟待解决的问题。近年来，干细胞疗法应用于

临床与实验促进血管生成的研究［２］为这一疾病的治

疗提供了新的思路，并具有广阔的临床应用前景，

因此，研究干细胞疗法在治疗ＤＭ下肢缺血中的意
义、机制和具体应用有着十分重要的临床意义和研

究价值。

１　材料与方法
１１　动物　ＳＰＦ级雄性大鼠８０只，体重为 ２００～

２２０ｇ雄性ＳＤ大鼠，购买于北京维通利华实验动物
技术有限公司，许可证号：ＳＣＸＫ（京）２０１２０００１。实
验过程中对动物的处置符合中华人民共和国科学技

术部２００６年颁布的《关于善待实验动物的指导性意
见》。

１２　药品与试剂　提纯试剂盒 Ｚ３１００，ＧｏＳｃｒｉｐｔ试
剂盒（Ａ５０００），ＧｏＴａｑｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ａ６００１），
Ｐｒｏｍｅｇａ（北京）生物技术有限公司；ＰＣＲ引物合成，
北京诺赛基因组研究中心有限公司；Ｍｘ３０００Ｐ荧光
定量ＰＣＲ仪，ＡｇｉｌｅｎｔＳｔｒａｔａｇｅｎｅＩｎｃＵＳＡ；链脲佐菌素
（Ｓ０１３０），Ｓｉｇｍａ；益气活血方由首都医科大学附属北
京中医医院中药制剂室制备。

１３　仪器　紫外分光光度计（ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ），
ＧｅｎｅＱｕａｎｔ；ＰＣＲ扩增仪（ＧｅｎｅＡｍｐ９７００），ＡｐｐｌｉｅｄＢｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ；ＲｅａＴｉｍｅＰＣＲ（Ｍｘ３０００Ｐ），ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓＳｔｒａｔａｇｅｎｅ。
１４　动物分组与造模方法
１４１　动物分组　８０只 ＳＤ大鼠，先后随机分为８
组，分组情况及干预方法如表１。

表１　分组情况及干预方法

分组简称 分组 干预方法

正常假手术组（ＮＭＣ） 正常血糖假手术组 局部注射１×ＰＢＳ＋蒸馏水灌胃
ＤＭ假手术组（ＤＭＣ） 糖尿病大鼠假手术组 局部注射１×ＰＢＳ＋蒸馏水灌胃
ＤＭ缺血组（ＤＭＩ） 糖尿病大鼠缺血组 缺血局部注射１×ＰＢＳ＋蒸馏水灌胃
中药组（ＱＢ） 益气活血中药治疗组 缺血局部注射１×ＰＢＳ＋益气活血中药灌胃

局部注射组（ＬＢＭＳＣｓ） 局部注射ＢＭＳＣｓ组 缺血局部注射ＢＭＳＣｓ＋蒸馏水灌胃
局部＋中药组（ＬＢＭＳＣｓ＋ＱＢ） 局部注射ＢＭＳＣｓ＋益气活血方治疗组 缺血局部注射ＢＭＳＣｓ＋益气活血方灌胃
穴位注射组（ＡｃｕＢＭＳＣｓ） 穴位注射ＢＭＳＣｓ组 穴位注射ＢＭＳＣｓ＋蒸馏水灌胃

穴位＋中药组（ＡｃｕＢＭＳＣｓ＋ＱＢ） 穴位注射ＢＭＳＣｓ＋益气活血方治疗组 穴位注射ＢＭＳＣｓ＋益气活血方灌胃

１４２　造模方法　经普食普水适应喂养１周后，以
１∶７随机分为２组，正常假手术组１０只，其他７０只
大鼠在禁食６ｈ后左下腹腹腔注射ＳＴＺ５００ｍｇ／ｋｇ
（溶于０１ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值 ＝４２的柠檬酸钠 －柠檬
酸缓冲溶液）以制备糖尿病模型［３］。于造模后３、７、
１４、２８ｄ尾静脉采血针取血检测随机血糖浓度，以
血糖值＞１６０ｍｍｏｌ／Ｌ作为糖尿病模型制备成功标
准。

糖尿病模型造模１个月后，将糖尿病造模成功
血糖值 ＞１６０ｍｍｏｌ／Ｌ的大鼠，等比例随机分组后
按要求行以下方法制备左后肢缺血模型。

术前大鼠用浓度为 ３５０ｍｇ／ｋｇ水合氯醛麻醉
（麻醉剂量：１０ｍＬ／ｋｇ），经常规备皮、消毒、铺巾，经

左侧腹股沟韧带中点（摸到股动脉搏动后）做一个１
～１５ｃｍ的纵行皮肤切口暴露股动脉。
正常血糖假手术组与糖尿病大鼠假手术组：游

离股动脉，不行结扎、也不切除动脉术，直接缝合切

口。

糖尿病大鼠后肢缺血模型：大鼠左侧后肢缺血

模型。游离股动脉后，用１号线结扎近端股动脉，切
除股动脉、远端隐动脉和所有侧支血管。术毕，５０
缝合线缝合皮肤，建立糖尿病大鼠左侧后肢缺血模

型。

１４３　穴位注射　取穴：凡局部注射取缺血组织与
正常假手术组织交界处等距离选取５个点为注射部
位，注射标记的 ＢＭＳＣｓ，每只共注射１００μＬ１×１０６
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个细胞［４］，每处注射２０μＬ；假手术组、模型对照组
注射等量１×ＰＢＳ＋蒸馏水灌胃；中药治疗各组分别
选用相应中药灌胃。

穴位如表２［５］。

表２　注射穴位及定位

经络及穴位 定位

足太阴脾经 三阴交 后肢内踝尖直上１０ｍｍ处
足少阴肾经照海 后肢内踝下１ｃｍ
足少阳胆经环跳 后肢髋关节后上缘

足少阳胆经阳陵泉 后三里上外侧５ｍｍ处
足阳明胃经后三里 膝关节后外侧，在腓骨小头下约５ｍｍ处

１５　ＲＴＰＣＲ法测ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ在大鼠下肢缺血骨
骼肌中的表达　大鼠麻醉后，取每组大鼠术侧后肢
骨骼肌５０～１００ｍｇ，将取得的新鲜组织迅速放入已
标记无 ＲＮＡ酶冻存管，立即放入液氮储存，后转入
－８０℃冰箱保存。Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总ＲＮＡ。反转
录体系：总ＲＮＡ２μｇ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１μｇ，引物１μｇ，加
入ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ至１０μＬ，反应条件：７０℃、５
ｍｉｎ终止反应后，立即行 ＰＣＲ反应。引物序列：
ＧＡＰＤＨ上游５ＴＣＣＡＴＣＡＡＧＧＧＡＧＴＧＴＧＴＧＣ３，下游
５ＴＣＣＧＴＧＡＣＣＧＧＴＡＡＧＴＧＴＴＧ３；ＶＥＧＦ上游５ＧＴ
ＣＡＣＣＧＴＣＧＡＣＡＧＡＡＣＡＧＴ３，下游５ＧＡＣＣＣＡＡＡＧＴ
ＧＣＴＣＣＴＣＧＡＡ３；ｂＦＧＦ上游 ５ＴＣＣＡＴＣＡＡＧＧＧＡＧＴ
ＧＴＧＴＧ３，下游 ５ＴＣＣＧＴＧＡＣＣＧＧＴＡＡＧＴＧＴＴＧ３；
ＰＣＲ反应体系：ｃＤＮＡ２μＬ，引物０８μＬ，ＧｏＴａｑｑＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，加ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ至２０μＬ，反
应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃引物退火１５ｓ，６０
℃１ｍｉｎ；熔解曲线９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ，９５℃１５ｓ，共
４０个循环。
１６　统计学方法　采用 ＭｘＰｒｏＭｘ３００５Ｐ４０软件
分析曲线，根据标准曲线将各样品测得的Ｃｔ值换算

成拷贝数，分析各组检测样本中目的基因拷贝数相

对于阳性定量参考样品的基因拷贝数，分析方法利

用２－△△Ｃｔ方法，比较组间基因拷贝数。实验数据用
ＳＰＳＳ１９０统计软件分析比较，计量资料采用（珋ｘ±
ｓ）的形式表示，多样本均数间比较采用单因素方差
分析，Ｐ＜００５有统计学意义。
２　结果

半定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测大
鼠后肢术侧、健侧骨骼肌中 ＶＥＧＦｍＲＮＡ和 ｂＦＧＦ
ｍＲＮＡ的表达水平。
２１　各组大鼠后肢骨骼肌中 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量
的比较　经 ｔ检验，术侧与健侧 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达
量无统计学意义（Ｐ＞００５），无统计学意义。

经ＡＮＯＶＡ检验，与ＤＭ假手术组比较，穴位注
射ＢＭＳＣｓ＋中药组术侧ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达量明显升
高（Ｐ＜００５），差异有统计意义（见表３，图１）。

表３　各组大鼠后肢骨骼肌中ＶＥＧＦｍＲＮＡ
表达量分析（珋ｘ±ｓ）

分组 患侧（Ｌ侧） 健侧（Ｒ侧）

正常假手术组 ０５４±０１８ ０６４±０２６
ＤＭ假手术组 ０３８±００５ ０４８±０１９
ＤＭ缺血组 ０４３±００６ ０４６±０１２
中药组 ０７３±０３０ ０６８±００９

局部注射组 ０６１±０１６ ０６７±０２９
局部＋中药组 ０７１±０１５ ０７８±０２５
穴位注射组 ０８１±０２３ ０７１±０２２
穴位＋中药组 ０９９±０３７ ０８２±０１２

　　注：经ＡＮＯＶＡ检验：与ＤＭ假手术组比较，Ｐ＜００５。

２２　各组大鼠后肢骨骼肌中 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量
的比较　经ｔ检验，与健侧比较，ＤＭ假手术组、局部
注射组、穴位注射组术侧 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量明显
升高（Ｐ＜００５），差异有统计学意义。

图１　各组大鼠后肢骨骼肌中ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ
表达量组内与组间比较图
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　　经ＡＮＯＶＡ检验，与正常血糖假手术组、ＤＭ假
手术组、ＤＭ缺血组比较，局部注射 ＋中药组、穴位
注射＋中药组术侧ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量明显升高（Ｐ
＜００５）；且穴位注射 ＋中药组较中药组明显升高
（Ｐ＜００１），差异均有统计意义（见表４，图１）。

穴位注射＋中药组健侧 ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量明
显较正常血糖假手术组、ＤＭ假手术组、ＤＭ缺血组、
中药组、局部注射组升高（Ｐ＜００５），差异有统计学
意义（见表４，图１）。

表４　各组大鼠后肢骨骼肌中ｂＦＧＦｍＲＮＡ
表达量分析（珋ｘ±Ｓｅ）

分组 患侧（Ｌ侧） 健侧（Ｒ侧）

正常假手术组 １７９±０６３ １０３±０１０
ＤＭ假手术组 １５３±０１９ １０５±０２９
ＤＭ缺血组 １８１±０３３ ０７５±０１４
中药组 ２６２±１０３ １０８±０１８

局部注射组 ４２３±１０９ ０９０±０４８
局部＋中药组 ５４３±２３８△▲□ １１２±０３２
穴位注射组 ４４０±０８８ １１３±０４２
穴位＋中药组 ６０５±２５６△▲□■ ２０３±０１５△▲□□■○

　　注：经ｔ检验：与健侧比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１。经 ＡＮＯＶＡ

检验：与正常假手术组比较，△Ｐ＜００５；与ＤＭ假手术组比较，▲Ｐ＜

００５；与ＤＭ缺血组比较，□□Ｐ＜００１；与中药组比较，■Ｐ＜００５；与

局部注射组比较，○Ｐ＜００５。

３　讨论
缺血组织血管新生过程复杂，需要各种因子之

间相互协同或制约作用从而形成新的血管。ＶＥＧＦ
是目前最重要的、促血管生成作用最强的血管生长

因子之一。ＶＥＧＦ是血管内皮细胞特异性的有丝分
裂原，可促进内皮细胞增殖，改变细胞外基质的成

分，促进血管的新生［６］。ＶＥＧＦ主要分布在血管内
皮细胞，属于胞浆内表达抗原，可产生血管基底膜分

解所需要的蛋白酶及特定的整合素，从而促进内皮

细胞的增殖和迁移［７］；促进骨髓源性的 ＥＰＣｓ聚集
和活化，提高小血管通透性，使血浆蛋白外渗并形成

细胞外基质，引起内皮细胞和基质细胞的转移［８］，

抑制内皮细胞的凋亡［９］，其两种旁分泌因子具有维

持血管内皮的完整性和修复内皮损伤的作用。局部

应用ＶＥＧＦ可产生全身效应。
研究证明，体内许多组织都分布和表达 ｂＦＧＦ，

尤其是血管内皮细胞、血管平滑肌和高度血管化的

器官［１０１１］。ｂＦＧＦ亦是体内发现的最为有效的促血
管形成因子之一［１２１３］，可促进血管内皮细胞和平滑

肌细胞有丝分裂，促进 ＶＥＧＦ的产生和诱导细胞内
的ＶＥＧＦＲ２的表达增强ＶＥＧＦ的促血管生成作用。

本实验发现，术侧与健侧比较，ＶＥＧＦｍＲＮＡ、

ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量均不同程度升高趋势，说明在结
扎离断大鼠后肢股动脉造成骨骼肌缺血缺氧时，便

会刺激内皮细胞分泌 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ等因子，使促血
管生成因子表达升高。穴位注射 ＢＭＳＣｓ＋中药组
术侧ＶＥＧＦｍＲＮＡ、ｂＦＧＦｍＲＮＡ表达量较 ＤＭ缺血
模型组明显升高，说明经穴注射 ＢＭＳＣｓ联合中药比
单纯穴位注射ＢＭＳＣｓ、局部注射ＢＭＳＣｓ或单用中药
更能刺激 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ的分泌，说明穴位注射 ＢＭ
ＳＣｓ联合中药对促进ＤＭ缺血后肢骨骼肌中ＶＥＧＦ、
ｂＦＧＦ等促血管因子的表达量，以此推测对促进毛细
血管新生、改善ＤＭ后肢缺血有积极作用。

文献报道注射干细胞通常分为以下几种：肌肉

注射［１４］、动、静脉管腔内灌注［１５］等方式，但管腔注

射容易因为远端血管闭塞性病变而降低药物到达局

部的效果，且血流容易将细胞冲到其他非治疗部位

而引起不必要的血管增生性损伤，另外其操作难度

亦较大。本课题组在原有干细胞移植的方法（局部

肌肉注射、静脉注射与动脉注射）基础之上不断探

索、创新，提出辨证循经注射 ＢＭＳＣｓ联合中药以提
高ＢＭＳＣｓ存活率、分化能力以及疗效的观点。

对于经穴注射 ＢＭＳＣｓ联合益气活血中药促进
ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ表达增加的原因，大致归纳为以下几
点：一是刺激经穴亦可起到调节脏腑功能的作用，从

而起到一定的调节血糖的作用，对后肢缺血情况的

改善起到一定的作用，从而也提高了注射后 ＢＭＳＣｓ
的存活率；二是穴位注射有产生药理作用速度快、作

用强，与同药等剂量下静脉注射者相当或超过，治疗

优于皮下或肌肉注射［１６］，经穴给药除选择足三阴、

三阳经，取“宁失其穴，勿失其经”的理论外，亦选择

缺血局部穴位进行注射，除起到经穴效应外，亦取其

局部效应，即经络理论之“局部取穴”，加快了药物

的吸收过程，提高了细胞的存活率，亦使细胞直达病

所，发挥疗效；另外，联合益气活血中药，对促进血液

循环、调畅经络气血、增强细胞活性、滋养血管神经

组织、提高大鼠整体功能亦有促进作用。
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细胞增殖等方面效果更佳，为石斛合剂临床有效防

治老年糖尿病、延缓其并发症的发生、发展进一步提

供理论依据。

为深入明确石斛合剂防治老年糖尿病的作用机

制，尚需在其他信号途径及上述指标的基因水平做

进一步研究。
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