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血府逐瘀汤对人脐静脉内皮细胞一氧化氮适度

刺激作用的研究
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摘要　目的：探讨血府逐瘀汤对人脐静脉内皮细胞一氧化氮（Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）产生的影响。方法：以人脐静脉内皮细胞（Ｈｕｍａｎ
ＵｍｂｉｌｉｃａｌＶｅｉｎＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＣｅｌｌ－１２，ＨＵＶＥＣ－１２）为材料，采用不同血府逐瘀汤含药血清浓度和干预时间处理 ＨＵＶＥＣ－１２，检
测细胞培养上清液中ＮＯ浓度的变化。结果：与空白对照组对比，血府逐瘀汤可在一定干预时间段，适度诱导ＨＵＶＥＣ－１２胞外
ＮＯ的产生（Ｐ＜００５）。结论：血府逐瘀汤可能通过适度刺激人内皮细胞ＮＯ产生，发挥促进血管新生作用，又避免增生过度的
不良反应。
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　　血府逐瘀汤出自清代名医王清任的《医林改错》，
由桃红四物汤合四逆散而成。因瘀阻于胸，妨碍肝之

疏泄，疏畅肝气有利于祛瘀，故配四逆散。方中牛膝能

祛瘀血、通经脉，并有引瘀血下行的作用；桔梗与枳壳

相配，一升一降，行气宽胸，有使气行血畅之功。在中

医药现代临床上，该方常用于缺血性心脑血管疾病的

治疗，如心绞痛、冠心病等［１］。近年来，血府逐瘀汤对

血管新生的促进作用成为该方应用研究的一个新热

点［２－５］。ＮＯ是一个重要的血管新生调控分子，有报道
表明血府逐瘀汤可影响内皮细胞 ＮＯ的产生［６］。但血

府逐瘀汤对人内皮细胞产生 ＮＯ的影响是短效行为还
是长期效应，这尚无明确研究。本研究旨在探讨血府

逐瘀汤影响人内皮细胞产生 ＮＯ的模式，为该药物在
血管新生方面的研究提供一定的理论参考依据。

１　材料与方法
１１　实验材料
１１１　药物　血府逐瘀汤中各药量分别为：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。以上药
材购于福建省中医药大学国医堂。该方水煎两次，煎

液过滤，混合后浓缩至含生药量１３ｇ／ｍＬ，４℃保存备
用。

１１２　含药血清制备　根据文献［７］制备，主要步骤如

下：ＳＤ大鼠，６周龄，体重（２００±２０）ｇ，ＳＰＦ级，雌雄各
半，购于上海斯莱克实验动物有限责任公司。适应性

喂养 ３ｄ后，随机分为对照组和药物组（血府逐瘀汤
组）。药物组按１３ｇ／ｋｇ（相当于１０倍的人临床用量）
剂量灌胃，对照组采用等量生理盐水，每天２次，连续
灌胃７ｄ。末次灌胃２ｈ后，采血并分离血清，灭活补
体并过滤除菌后，－７０℃保存备用。
１１３　试剂及设备　胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）、胎牛血清
（ＦｅｔａｌＢｏｖｉｎｅＳｅｒｕｍ，ＦＢＳ）和 ＤＭＥＭ高糖培养基购自
美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；一氮化氮检测试剂盒（Ｓ００２１）购自
碧云天生物技术研究所；其余试剂均为国产分析纯；

ＩＸ７０倒置相差显微镜及数码摄像装置为ＯＬＹＭＰＵＳ公
司产品，二氧化碳培养箱产于 Ｈｅｒａｅｕｓ公司，ＥＬＸ８００
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全自动酶标仪为 ＢｉｏＴｅｋ公司产品，细胞培养瓶、培养
板购于Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。
１２　实验方法
１２１　ＨＵＶＥＣ－１２的培养　ＨＵＶＥＣ－１２细胞株由
本实验室保存，培养。采用 ＤＭＥＭ高糖培养液（含
１０％ ＦＢＳ），置于５％ ＣＯ２、３７℃培养箱中培养。
１２２　细胞分泌 ＮＯ浓度的检测　将对数生长期的
ＨＵＶＥＣ－１２以２×１０５个／ｍＬ的密度接种于细胞培养
６孔板。同步化处理后，随机分组，分别用含有不同浓
度的含药血清或空白对照血清干预。到达干预培养时

间时，收集各组培养上清液，按照试剂盒说明书所述方

法进行测定。

１３　统计分析　利用ＳＰＳＳ１１５软件对实验中所得数
据作Ｄｕｎｃａｎ（Ｄｕｎｃａｎ’ｓｍｕｌｔｉｐｌｅｒａｎｇｅｔｅｓｔ）多重检验。
２　实验结果
２１　血府逐瘀汤含药血清对ＨＵＶＥＣ－１２产生ＮＯ的
刺激作用　与相应浓度的空白对照组相比较，不同浓
度（１２５％，２５％和５％）含药血清干预２４ｈ均刺激内
皮细胞ＮＯ的分泌（Ｐ＜００１）。其中，２５％含药血清
干预效果最为明显，见表１。这一结果提示，血府逐瘀
汤含药血清对内皮细胞 ＮＯ的产生具有刺激作用，这
种刺激作用存在最适药物作用浓度。

表１　不同浓度（％）血府逐瘀汤含药血清对ＨＵＶＥＣ－１２
分泌ＮＯ的刺激作用（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 血清浓度／％ 胞外ＮＯ浓度／（μｍｏｌ／Ｌ）

血府逐瘀汤 ４ １２５ １６５２±２３５

含药血清组 ４ ２５ ２２６４±６３１

４ ５ １４１７±２０１

空白对照组 ４ １２５ ５３４±００７
４ ２５ ５３１±０８３
４ ５ ５６４±０５１

　　注：与空白对照组相同血清浓度比较，Ｐ＜００１。

图１　２５％血府逐瘀汤含药血清干预时间

对ＨＵＶＥＣ－１２产生ＮＯ的影响

注：图中字母不同者表示Ｐ＜００５；ｎ＝４。

２２　血府逐瘀汤含药血清干预时间对ＨＵＶＥＣ－１２产
生ＮＯ的影响　２５％的空白对照血清干预４８ｈ内，细
胞分泌的ＮＯ含量无显著变化。而２５％含药血清处
理能引起内皮细胞胞外 ＮＯ浓度的显著上升，此刺激
作用是一个温和、短期效应。具体而言，２５％含药血
清可诱导细胞ＮＯ产生，在干预６ｈ后，细胞培养上清
液中的可检测ＮＯ浓度有显著上升（Ｐ＜００５），２４ｈ时
达到高峰，随即开始下降，４８ｈ时药物诱导效应消失，
如图１所示。
３　讨论

ＮＯ主要是由细胞内一氮化氮合酶（ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅ
Ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）催化底物Ｌ－精氨酸形成的一种气体信
号分子。在血管内皮细胞中，内皮型一氮化氮合酶

（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅＳｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）被证明参与调
节内皮细胞迁移与血管生成［８］。本研究表明，含药血

清（１２５％，２５％和５％）处理人脐静脉内皮细胞（２４
ｈ），能显著制激 ＮＯ的产生。这同其他研究者的报道
相吻合［６］。这一结果表明，血府逐瘀汤促血管新生的

效果可能与激活内皮细胞 ｅＮＯＳ产生 ＮＯ有关。一系
列研究表明，ＮＯ调节血管新生的作用与血管内皮生长
因子（ＶａｓｃｕｌａｒＥｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）信号途
径密切相关。ＶＥＧＦ作用于其受体 ＶＥＧＦＲ－２后，通
过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ－ＰＫＢ［９］或ＰＫＡ途径［１０－１１］，改变ｅＮＯＳ磷
酸化水平［１２］，调节ｅＮＯＳ活性，刺激内皮细胞 ＮＯ的产
生。另一方面，内皮调节型一氮化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ
ＮｉｔｒｉｃＯｘｉｄｅＳｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）也可受缺氧等条件诱导，
参与ＶＥＧＦ的表达调控［１３］。ＮＯ还可通过诱导内皮细
胞表面的血管舒张来调节血管生成因子的作用，使内

皮细胞层在血管生成因子或促细胞迁移因子的作用下

呈现出正常的响应，调节血管生成［１４］。有报道证实

ＶＥＧＦ持续的促血管新生作用会加快动脉粥样硬
化［１５－１７］，增加肿瘤形成和转移的风险，提高其他血管

生成源性疾病的机率［１８－１９］。而血府逐瘀汤在临床实

践中则未有相关不良反应的报道。这提示血府逐瘀汤

在诱导血管新生的过程中，不是单纯、持续式刺激 ＮＯ
产生，可能存在较为复杂的模式，具体行为必需描述明

确。

本研究结果表明，血府逐瘀汤对血管内皮细胞ＮＯ
产生的诱导作用是一种温和、短期的模式。具体而言，

在含药血清干预一段时间后促进内皮细胞 ＮＯ的产
生，刺激效应在２４ｈ后开始下降，４８ｈ时回复至空白
对照组水平。血府逐瘀汤对内皮细胞 ＮＯ产生的适度
刺激效应，可能使其在促进血管新生的同时，避免了血

管过度增生。这可能是其没有西药治疗所产生的不良
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反应的因素之一。
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（上接第１３３１页）
能托毒，疗久溃，止痛。报道，蜂房提取物在体外对多种

肿瘤细胞存在抗增殖活性，其可以通过降低 Ｂｃｌ－２蛋
白细胞内表达，诱导细胞凋亡及细胞周期阻滞。但是蜂

房提取物在高浓度下对造血干细胞具有毒性作用，低浓

度确促进正常造血干细胞的增殖。［１１］

炮山甲为鲮鲤科鲮鲤属动物鲮鲤的鳞片。经过锅

内砂子武火炒热，拌炒至鼓起并呈金黄色而成。咸，微

寒。归肝、胃经。《本草纲目》：通经络。下乳汁，消痈

肿，排脓血。《本草再新》：解热败毒。炮山甲抗肿瘤作

用的现代研究较少，多为临床经验报道。

在本研究中，紫杉醇组设置为阳性对照，具有较好

的抑瘤率，但是进行统计发现，与空白对照组相比较，差

异无统计学意义。考虑为样本量尚偏小所导致。单纯

从抑瘤率角度进行分析，可以看到，具有炮山甲的药组

与除炮山甲外其余药物均相同的药物组，其抑瘤作用均

为明显。炮山甲是否能够作为抗肿瘤生长中药复方中

的增效单味药，值得继续深入研究。结合现有文献报

道，对于益气活血药单味中药抗肿瘤作用的研究，如黄

芪、苏木等，具有学者发现剂量依赖等关系。因此，对于

益气活血药物复方组合是否具有剂量依赖的抗肿瘤作

用，仍然需要做大量的工作。
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