
基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８１２７４００８）；湖南省科研条件专项课题（编号：２０１１ＴＴ２０５０）；湖南省科技厅一般项目（编号：
２０１４ＳＫ３０５２）
作者简介：罗银河（１９７８０７—），女，医学硕士，副教授，研究方向：中西医结合心脑血管疾病的研究，Ｅｍａｉｌ：１２８６３１３１０９＠ｑｑｃｏｍ
通信作者：葛金文（１９６５０９—），男，医学博士，教授（二级），副校长，研究方向：中西医结合防治心脑血管疾病的研究，Ｅｍａｉｌ：４０８３１５５６＠
ｑｑｃｏｍ

补阳还五汤含药血浆和含药血清对氧剥夺大鼠脑

微血管内皮细胞分泌 ＮＯ、ｖＷＦ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的
影响及与体内实验的比较研究
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摘要　目的：比较补阳还五汤含药血清和含药血浆对缺氧培养的大鼠脑微血管内皮细胞（ＢＭＥＣｓ）分泌 ＮＯ、ｖＷＦ、６ｋｅｔｏ
ＰＧＦ１α的水平与体内实验真实值的接近程度，为半体内实验选择含药血浆还是含药血清提供参考依据。方法：以氧剥夺
ＢＭＥＣｓ模型为研究对象，观察补阳还五汤含药血浆和含药血清对ＢＭＥＣｓ条件培养液中一氧化氮（ＮＯ）、血管性假血友病
因子（ｖＷＦ）、６酮前列腺素１α（６ｋｅｔｏＰＧＦ１α）含量的影响，并与补阳还五汤干预的中动脉阻塞模型大鼠血浆上述指标水
平进行比较。结果：结果发现：与空白血浆组合空白血清组比较，补阳还五汤含药血浆和含药血清均能明显降低氧剥夺

ＢＭＥＣｓ条件培养液中ｖＷＦ的含量，升高ＮＯ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α水平，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；含药血浆组
ｖＷＦ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α水平与体内实验的相关系数 ｒ分别为 ０９２８和 ０９３３，明显高于含药血清组（ｒ＝０７１５、０７７０，Ｐ＜
００５），而含药血浆组和含药血清组 ＮＯ含量与体内实验相关系数分别为 ０７０２、０７５９，两者差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。结论：运用半体内实验研究补阳还五汤对脑血管内皮细胞的作用，血浆药理学方法比血清药理学方法可靠。
关键词　血清药理学；血浆药理学；体内实验；一氧化氮（ＮＯ）；血管性血友病因子（ｖＷＦ）；６酮前列腺素 １α（６ｋｅｔｏ
ＰＧＦ１α）
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　　一般认为，中药血清药理学方法可避免了中药
复方制剂直接体外用药的一系列干扰因素，直接反

映中药及其代谢产物的药理作用，提高中药药理研

究的可信度［１２］。但仍存在许多不足［３６］，我们对此

进行了质疑［５６］，并提出建立血浆药理方法，加强多

层次半体内实验研究。已有学者［７］通过含药血浆和

含药血清平行观察，发现含药血浆作用更优于含药

血清；也有学者［８］研究发现在不同浓度给药条件下

和不同采血时间条件下，血浆药理学方法得到的量
效曲线和时效曲线更符合药效学和药动学规律，能
更好地再现药物在体内环境中产生的药理效应。但

是在半体内实验研究中，对于检测不同的指标，是选

择含药血浆还是含药血清还没有相关报道。因此，

有必要通过观察不同的检测指标，比较评价血浆药

理学方法和血清药理学方法与体内实验效应的一致

性。鉴于此，本试验比较补阳还五汤含药血清和含

药血浆对氧剥夺大鼠脑微血管内皮细胞（ＢＭＥＣｓ）分
泌ＮＯ、ｖＷＦ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的影响，并与体内实验真
实值的接近程度进行分析，为中药复方血浆药理学

方法的选择提供参考依据。

１　材料与方法
１１　实验材料
１１１　实验药物　补阳还五汤（生黄芪１２０ｇ，当归
尾６ｇ，赤芍５ｇ，地龙、桃仁、红花、川芎各３ｇ）出自
《医林改错》。中药饮片购自湖南中医药大学第一

附属医院并经鉴定符合２００５年《中华人民共和国药
典》的规定。煎两次后混合，浓缩至含生药１ｇ／ｍＬ，
４℃冷藏备用。
１１２　实验动物　清洁级ＳＤ大鼠，雌雄各半，体重
２００～３００ｇ，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司
提供，合格证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１１０００３。
１１３　主要试剂　碳酸缓冲液（ｐＨ９６）；稀释液
（ＰＢＳＴｗｅｅｎ）；封闭液；邻苯二胺溶液；终止液
（Ｈ２ＳＯ４）；羊抗鼠二抗（货号：ＣＷ０１０２，厂家：北京康
为世纪生物科技有限公司）；辣根过氧化物酶羊抗兔

ＩｇＧ（货号：ＣＷ０１０３，厂家：北京康为世纪生物科技有
限公司）；氯化三苯基四氮唑（中国医药集团上海化

学试剂公司）；大鼠脑微血管内皮细胞特制培养体

系：ＭＥＤ０００２培养基、ＳＵＰ０００２添加剂（含１０％胎
牛血清，肝素０７５Ｕ／ｍＬ，维生素 Ｃ５０μｇ／ｍＬ，Ｌ谷
氨酰胺１０ｍＭ，氢化可的松１μｇ／ｍＬ，成纤维细胞生
长因子５ｎｇ／ｍＬ，血管内皮细胞生长因子５ｎｇ／ｍＬ，
人表皮生长因子５ｎｇ／ｍＬ，胰岛素样生长因子１５ｎｇ／
ｍＬ）、进口胎牛血清（武汉原生原代生物医药科技有

限公司）；大鼠 ＮＯ、ｖＷＦ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α酶联免疫检
测试剂盒（南京建成生物工程研究所）。

１１４　主要仪器　 －８０℃超低温冰箱（型号：ＤＷ
ＨＬ５３８，中科美菱）；低温台式高速离心机（型号：
ＨＲ／Ｔ１６Ｍ，赫西仪器装备有限公司）；酶标仪（型
号：３１８Ｃ＋，上海沛欧分析仪器有限公司）；水平摇
床（型号：ＷＤ９４０５Ｂ，北京六一科技有限公司）；自动
洗板机（型号：ＤＮＸ９６２０Ｇ，北京普朗新技术有限公
司）；台式高速冷冻离心机（型号：５４２４Ｒ，Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ）；三气细胞培养箱（型号：ＣＯ４８Ｒ２３０，ＮＥＷ
ＢＲＵＮＳＷＩＣＫＧＡＬＡＸＹ４８Ｒ）；双人单面垂直净化工
作台（型号：ＳＷＣＪ２ＦＤ，苏州智净净化设备有限公
司）；倒置荧光显微镜（型号：ＩＸ７１，ＯＬＹＭＰＵＳ）。
１２　实验方法
１２１　动物造模　参照文献［１０］方法制备大鼠大脑

中动脉栓塞（ＭＣＡＯ）模型并作适当改进。２０只 ＳＤ
大鼠适应性饲养３ｄ后造模，１０％水合氯醛（０３５ｇ／
ｋｇ）腹腔注射麻醉，颈部正中切开皮肤，分离颈内动
脉、颈外动脉和翼腭动脉。结扎翼腭动脉，用动脉夹

夹闭颈内、颈总动脉，颈外动脉近心端及远心端结

扎，中间剪断。由颈外动脉插入尼龙线，０号丝线结
扎，打开颈内动脉处动脉夹，颈内动脉插入尼龙线约

（１８５±０５）ｍｍ，固定线栓，逐层缝合，尼龙线残端
留ｌｃｍ长于皮外。
１２２　动物给药及取血　动物造模后６ｈ起灌服
补阳还五汤２４ｍＬ／ｋｇ（按体表面积计算，相当人临
床等效剂量的２倍，１２８７ｇ／ｋｇ），分２次喂服，连续
给药后１、３、５、７ｄ各取５只大鼠采血，１０％水合氯醛
（０３５ｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后腹主动脉取血５ｍＬ置
于０１０９ｍｍｏｌ／Ｌ（１∶９抗凝）的枸橼酸钠抗凝剂的试
管中，轻轻混匀，静置 ３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，用皂土法去除纤维蛋白原得血浆（取４０ｍｇ皂
土和０５ｍＬ吸附缓冲液加入离心管中，充分混匀，
再加入１ｍＬ血浆，在回旋混合器上震荡混匀，缓慢
震摇１０ｍｉｎ。５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取上清液
至另一试管，再如以上步骤重复 １次，取上清液，
－２０℃冰箱中冻存）。
１２３　含药血浆、含药血清制备　５０只 ＳＤ大鼠适
应性饲养３ｄ后，随机分为空白组１０只，补阳还五
汤血浆组２０只，补阳还五汤血清组２０只。补阳还
五汤血清和血浆组按２４ｍＬ／ｋｇ灌服补阳还五汤（按
体表面积计算，相当人临床等效剂量的２倍，１２８７
ｇ／ｋｇ），分２次喂服。空白组灌服等量生理盐水，２
次／ｄ。连续给药１、３、５、７ｄ后各取５只大鼠，１０％水
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合氯醛（０３５ｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，无菌条件下腹主
动脉取血，一部分血液收集于０１０９ｍｍｏｌ／Ｌ（１∶９抗
凝）的枸橼酸钠抗凝剂的试管中，轻轻混匀，静置３０
ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取血浆，用皂土法（方
法同１２２）去除纤维蛋白原得血浆（含药血浆或空
白对照血浆）；另一部分血液收集于洁净玻璃管中，

室温静置２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取血清，５６℃
灭活６０ｍｉｎ（含药血清或空白对照血清）。取得的含
药血清、含药血浆、空白对照血清、空白对照血浆均

置于－２０℃冰箱保存备用。
１２４　大鼠ＢＭＥＣｓ的培养　原代大鼠脑微血管内
皮细胞购自武汉原生原代生物医药科技有限公司。

接种于７５ｍＬ培养瓶中，放入５％ＣＯ２、３７℃培养箱
中，贴壁生长至融合状态。用０２５％的胰酶消化１０
ｍｉｎ传代，取５０μＬ细胞悬液注入血球计数板上计
数，经台盼蓝染色证明活细胞数大于９０％，细胞密
度为１５×１０５个／ｍＬ，接种于９６孔板和２４孔板培
养。２～３ｄ细胞长满融合成片后进行试验。
１２５　细胞分组与缺氧造模　将融合生长的
ＢＭＥＣｓ随机分为１０组：空白血清组，空白血浆组，第
１、３、５、７天含药血清组，第１、３、５、７天含药血浆组。
每组５孔，分别向细胞反应体系加入终浓度为１０％
的血清，１０％血浆，置于３７℃、８５％ Ｎ２、１０％Ｈ２、５％
ＣＯ２三气细胞培养箱中孵育２４ｈ。
１２６　酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测　操作步骤
严格按照南京建成生物工程研究所提供的试剂盒说

明书进行。取酶标板，空白对照孔不加样品，生物素

标记的抗体，链霉亲和素ＨＲＰ，只加显色剂 Ａ＆Ｂ和
终止液，其余各步操作相同；标准品孔加入标准品

５０μＬ，链霉素ＨＲＰ５０μＬ（标准品中已事先整合好
生物素抗体，故不加）；待测样品孔加入样本４０μＬ，
然后各加入抗ＴＰＡ抗体 １０μＬ、链霉亲和素
ＨＲＰ５０μＬ，盖上封板膜，轻轻震荡混匀，３７℃温育
６０ｍｉｎ；将３０倍浓缩洗涤液用蒸馏水３０倍稀释后备
用；小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤

液，静置３０ｓ后弃去，如此反复５次，拍干；每孔先加
入显色剂Ａ５０μＬ，在加入显色剂 Ｂ５０μＬ，轻轻震荡
混匀，３７℃避光显色１０ｍｉｎ；每孔加终止液５０μＬ，
终止反应（此时蓝色立转黄色）；以空白孔调零，

４５０ｎｍ波长依序测量各孔的吸光值（ＯＤ值）。根据
标准品的浓度及对应的 ＯＤ值计算出标准曲线的回
归方程，再根据样品的 ＯＤ值在回归方程上计算出
对应的样品浓度。

１２７　统计学分析　应用 ＳＰＳＳ１７０软件进行统

计分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，对样
本先进行方差齐性检验，方差齐时，用 ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ检验，并进行组间的多重比较；方差不齐时，
用非参数秩和检验，先用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨｔｅｓｔ比较
总的差异，再用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ进行 ２组之间比
较。两变量间的关系用相关分析。Ｐ＜００５差异有
统计学意义。

２　结果
２１　各组不同时间点体内实验与细胞实验 ＮＯ的
变化　相同时间点含药血清组和含药血浆组表达基
本接近，无统计学意义（Ｐ＞００５）；第３、５、７天含药
血浆组、第１、３、５、７天含药血清组分别与相同时间
点体内实验比较，均有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１）；第１、３、５、７天体内实验组、第５、７天含药血
浆组、第７天含药血清组 ＮＯ均明显增加，分别与空
白血浆组比较，均有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１）；第１、３、５、７天体内实验组、第１、３、５、７天含
药血浆组、第３、５、７天含药血清组均明显升高，分别
与空白血清组比较，均有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ
＜００１）。见表１、图１。含药血浆组与体内实验组
相关系数ｒ１＝０７０２，含药血浆组与体内实验值存在
中度相关；含药血清组与体内实验组相关系数 ｒ２＝
０７５９，含药血清组与体内实验值存在中度相关，ｒ１
与ｒ２基本接近，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

表１　各组不同时间点体内实验与细胞实验ＮＯ的
表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）（μｍｏｌ／Ｌ）

时间 体内实验 含药血浆 含药血清

第１天 ２１９２±４８３★▲ １９７４±０３８▲ １８２４±０３９◆

第３天 ２３４４±４４５★▲ ２０１２±０３８◆▲ １９０３±０３１◆▲

第５天 ２４８６±１２７★▲ ２１９７±０５４◆★▲ ２０５５±０４０◆▲

第７天 ２８５８±１７５★▲ ２２５１±０３５◆★▲ ２１８１±０７７◆★▲

空白 １８３６±１４９ １６１５±０９７

　　注：与相同时间点体内实验比较，◆Ｐ＜００５或Ｐ＜００１；与空白

血浆组比较，★Ｐ＜００５；与空白血清组比较，▲Ｐ＜００５。

图１　各组不同时间点体内实验与细胞实验ＮＯ的表达
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２２　各组不同时间点体内实验与细胞实验 ｖＷＦ的
变化　相同时间点含药血清组和含药血浆组表达基
本接近，无统计学意义（Ｐ＞００５）；第１天含药血浆
组、第１天含药血清组分别与相同时间点体内实验
比较，均有统计学意义（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）；第１、
３、５、７天体内实验组、第３、５、７天含药血浆组、第１、
３、５、７天含药血清组 ｖＷＦ均明显降低，分别与空白
血浆组比较，均有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜
００１）；第１、３、５、７天体内实验组、第３、５、７天含药
血浆组、第３、５、７天含药血清组 ｖＷＦ均明显减少，
与空白血清组比较，均有统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ
＜００１）。见表２、图２。含药血浆组与体内实验组
相关系数ｒ３＝０９２８，含药血浆组与体内实验值存在
高度相关；含药血清组与体内实验组相关系数 ｒ６＝
０７１５，含药血清组与体内实验值存在中度相关，ｒ３
＞ｒ４（Ｐ＞００５）。

表２　各组不同时间点体内实验与细胞实验
ｖＷＦ的表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）（ｎｇ／ｍＬ）

时间 体内实验 含药血浆 含药血清

第１天 １２４８±１１３★▲ ９６９±０７８◆ ９０８±０８８◆★

第３天 ８０７±１５４★▲ ６８７±０７６★▲ ７１９±０５４★▲

第５天 ８１６±１４６★▲ ７４３±０４４★▲ ７３０±０７１★▲

第７天 ８４３±１６２★▲ ７９４±０３４★▲ ８０１±０７２★▲

空白 １０８７±０７４ １００５±０９４

　　注：与相同时间点体内实验比较，◆Ｐ＜００５或Ｐ＜００１；与空白

血浆组比较，★Ｐ＜００５；与空白血清组比较，▲Ｐ＜００５。

图２　各组不同时间点体内实验与细胞实验ｖＷＦ表达

２３　各组不同时间点体内实验与细胞实验６ｋｅｔｏ
ＰＧＦ１α的变化　相同时间点含药血清组和含药血浆
组表达基本接近，无统计学意义（Ｐ＞００５）；第１、３、
５、７天含药血浆组、第１、３、５、７天含药血清组分别与
相同时间点体内实验比较，均有统计学意义（Ｐ＜
００５或Ｐ＜００１）；第１、３、５、７天体内实验组、第１、
３、５、７天含药血浆组、第１、３、５、７天含药血清组均明
显增加，分别与空白血浆组、空白血清组比较，均有

统计学意义（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）。见表３、图３。

含药血浆组与体内实验组相关系ｒ５＝０９３３，含药血
浆组与体内实验值存在高度相关；含药血清组与体

内实验组相关系数ｒ６＝０７７０，含药血清组与体内实
验值存在中度相关，ｒ５＞ｒ６。
表３　各组不同时间点脑组织与细胞中６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的

表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）（ｎｇ／ｍＬ）

时间 　　体内实验 含药血浆 含药血清

第１天 １２５６６±１４８６★▲ １０８５３±０６２◆★▲ １０９０２±２８３◆★▲

第３天 １５９６３±１５１６★▲ １２０８６±１８９◆★▲ １１６９８±５２９◆★▲

第５天 １７７９７±７１９★▲ １２３６４±２０３◆★▲ １２２５２±２１１◆★▲

第７天 １８５８６±７４５★▲ １３００３±３４１◆★▲ １３３６０±２８９◆★▲

空白 ９６７２±４４４ ９８６８±７０３

　　注：与相同时间点体内实验比较，◆Ｐ＜００５或Ｐ＜００１；与空白

血浆组比较，★Ｐ＜００５；与空白血清组比较，▲Ｐ＜００５。

图３　各组不同时间点体内实验与细胞实验
６ｋｅｔｏＰＧＦ１α的表达

３　讨论
以往的体内实验研究表明补阳还五汤能抑制血

管内皮细胞释放 ｖＷＦ［９］，促进血管内皮细胞合成
ＮＯ［１０］，并升高６ｋｅｔｏＰＧＦ１α水平［１１］。本次试验我

们平行观察并比较补阳还五汤含药血清和含药血浆

对氧剥夺大鼠 ＢＭＥＣｓ培养液中 ＮＯ、ｖＷＦ、６ｋｅｔｏ
ＰＧＦ１α表达，并与体内实验真实值的作相关分析。
实验结果显示补阳还五汤含药血浆与含药血清均能

明显降低ｖＷＦ，升高ＮＯ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α水平，相同时
间点含药血清组和含药血浆组表达基本接近；含药

血浆组ｖＷＦ与体内实验相关系数高于含药血清组，
有差异性，而含药血浆组 ＮＯ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α与体内
实验相关系数接近于含药血清组与体内实验相关系

数，无差异性。因此在半体内实验研究中，检测

ｖＷＦ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α指标时，建议优先选择含药血
浆，检测 ＮＯ指标时，选择含药血浆和含药血清均
可。

ｖＷＦ主要由血管内皮细胞合成，当内皮细胞损
伤、异常活化或受到凝血酶等物质刺激时，ｖＷＦ可以
在３０ｍｉｎ内被释放入血液循环［１２］。ｖＷＦ具有加速
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血小板黏附、聚集，介导血小板释放相关因子，干扰

纤溶过程，促进血管平滑纤维化、动脉粥样斑块及血

栓形成，且与疾病的轻重呈正相关。本次试验结果

表明补阳还五汤含药血浆和含药血清均能抑制缺氧

损伤的大鼠ＢＭＥＣｓ释放ｖＷＦ；相同时间点含药血清
组和含药血浆组表达基本接近，无统计学意义。

血管内皮细胞是合成 ＮＯ最主要的细胞，ＮＯ与
心脑血管病发生、发展有密切关系。ＮＯ产生的减少
是内皮功能障碍早期典型的特征之一［１３］。６ｋｅｔｏ
ＰＧＦ１α是血管内皮细胞合成和释放的前列环素的稳
定代谢产物，具有抑制血小板聚集和扩张血管的重

要作用。本次试验结果显示补阳还五汤含药血浆和

含药血清均能促进缺氧损伤的大鼠 ＢＭＥＣｓ释放
ＮＯ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α；相同时间点含药血清组和含药血
浆组表达基本接近，无统计学意义。

中药血清药理学方法用含药血清代替煎剂或粗

提物进行体外实验，具有更强的可信性和科学

性［１４］。但含药血清药理方法不可能完全替代在体

的动物实验方法，在中药及其复方的药理学研究中，

可以作为使其更完善的一种新思路而充实到药理学

可供选择的实验方法中［１５］。而含药血浆应用于体

外反应体系更加接近药物进入体内后的环境，因此

所得到的实验结果相对可靠，其科学性较强。在半

体内试验中，应当采用含药血浆和含药血清药理学

方法同时并举的方法进行。只有这样才能排除凝血

等相关过程带来的影响，从而得到令人信服的可靠

结论［６］。本研究通过补阳还五汤含药血清和含药血

浆与体内实验平行观察，作相关性分析，发现含药血

浆组与体内实验 ｖＷＦ、６ｋｅｔｏＰＧＦ１α与体内实验相
关系数高于含药血清组，含药血浆组 ＮＯ与体内实
验相关系数接近于含药血清组与体内实验相关系

数。

综上所述，在半体内实验研究中药复方对ｖＷＦ、
６ｋｅｔｏＰＧＦ１α表达的影响时，建议优先选择血浆药
理学方法，研究ＮＯ表达时，选择血浆药理学方法和

血清药理学方法均可。
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