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养心通脉方含药血清预处理内皮祖细胞对急性
心肌梗死兔心肌ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ水平的影响
庞　延１，卢健棋１，朱智德２，温志浩１，梁逸强１，韩景波１，彭志林１，林　浩２

摘要：目的　 观察养心通脉方含药血清预处理内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）对急性心肌梗死（ＡＭＩ）兔心肌血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和碱性

成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）水平的影响。方法　从３５只雄性ＳＰＦ级 兔 中 随 机 选 取２５只 建 立 急 性 心 肌 梗 死 兔 模 型，随 机 分 为 模

型组、中药ＥＰＣｓ心肌注射组、中药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组、ＥＰＣｓ心肌注射组、ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组，每组５只，另设正常组和假手

术组，各５只，通过移植干预后１４ｄ取梗死心肌区及缺血心肌区组织，荧光定量聚合酶链式反应（ＰＣＲ）检测ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的ｍＲＮＡ
表达，蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ）检测ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ蛋白表达。结果　 在梗死心肌区及缺血心肌区，中药ＥＰＣｓ心肌注射组和中

药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ及蛋白表达明显高于假手术组、模型组、ＥＰＣｓ心肌注射组、ＥＰＣｓ耳缘静脉注 射

组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但中药ＥＰＣｓ心肌注射组ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ及蛋白表达与中药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组比

较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＥＰＣｓ心肌注射组ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的 ｍＲＮＡ及 蛋 白 表 达 与ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组 比 较 差 异 均 无

统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　养心通脉方含药血清预处理ＥＰＣｓ，能够明显增加损伤心肌ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ表达，但耳缘 静 脉 注 射 与

心肌注射疗效相当。
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·１４·中西医结合心脑血管病杂志２０２１年１月第１９卷第１期



　　 急 性 心 肌 梗 死 （ａｃｕｔｅ　ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ　ｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ，

ＡＭＩ）是一种冠状动脉急性、持续性缺血缺氧引起心肌

坏死的急危病症，虽然通过药物治疗、搭桥手术以及支

架置入等有效干预治疗措施取得了实质性进展，但是

在损伤心肌的功能恢复方面仍存在一定局限，预后不

够理想。研究提示干细胞移植在治疗缺血性心脏病中

具 有 巨 大 潜 力，内 皮 祖 细 胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ
ｃｅｌｌ，ＥＰＣｓ）能够通过分泌各种血管生成因子以及直接

分化为内皮细胞，迁移到损伤部位并形成新的血管而

改善心功能，但由于移植的ＥＰＣｓ在损伤组织中 存 活

率较低，其临床试验结果并不令人满意。因此，寻找一

种保护和促进移植ＥＰＣｓ发挥最大效能的药物具有重

要意义［１－２］。前期研究表明，养心通脉方含药血清能够

明显促进 ＡＭＩ兔骨髓ＥＰＣｓ增殖、迁移 和 黏 附 能 力，
而 血 管 内 皮 生 长 因 子（ｖａｓｃｕｌａｒ　ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）和 碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子（ｂａｓｉｃ　ｆｉ－
ｂｒｏｂｌａｓｔ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）被 认 为 是 调 节 内 皮 细

胞增殖、活化和分化的重要因素之一［３－４］。本研究主要

通过体内实验探讨养心通脉方含药血清预处理ＥＰＣｓ
对ＡＭＩ兔 心 肌ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ水 平 的 影 响，以 期 为 中

医药联合干细胞移植治疗缺血性心脏病提供一定临床

思路和科学依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＳＰＦ级 健 康 雄 性 家 兔３９只，体 质 量

２．０～２．２ｋｇ，１２周龄，由广西医科大学动物实 验 中 心

提供，实验动物合格证号：ＳＣＸＫ（桂）２００９－０００２。

１．２　药物、试 剂 及 仪 器　养 心 通 脉 方 组 成：红 参、麦

冬、五味子、当归、川芎、白术、桂枝、炙甘草各１０ｇ，黄

芪、白芍、丹参各１５ｇ，木香、檀香各３ｇ，购于广西中医

药大学 第 一 附 属 医 院，ＴＲＩｚｏｌ　Ｒｅａｇｅｎｔ（天 根 公 司 生

产，批号ＤＰ４２４），戊巴比妥钠 （Ｓｅｒｖｅ，批号：２０１５０５），
兔骨髓 淋 巴 细 胞 分 离 液（天 津 灏 洋 公 司 生 产，批 号：

２０１３ＬＲＡ），磷酸缓 冲 盐 溶 液（ＰＢＳ，维 森 特 公 司 生 产，
批号：３１１－０１０－ＣＬ），荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应（ＰＣＲ）
检测试剂盒（Ｇｅｎｅｃｏｐｉｅｓ，ＡＯＰＲ－１２００），人纤维连接蛋

白（ＨＦＮ，美 国 Ｒｏｃｈｅ生 产，批 号：１１０５１４０７００），焦 碳

酸二 乙 酯（ＤＥＰＣ，Ｖｅｔｅｃ生 产，Ｖ９００８８２），胎 牛 血 清

（ＦＢＳ，Ｈｙｃｌｏｎｅ生 产，批 号：ＳＶ３００８７．０１），ＥＰＣｓ专 用

培养基 （ＥＧＭ－２，Ｌｏｎｚａ生产，批号：ＣＣ－３２０２），蛋白酶

抑制剂混合物（弗德生物生产，ＦＤ１００２），ＢＣＡ蛋白定

量试剂盒（弗德生物生产，ＦＤ２００１），ＲＩＰＡ裂 解 液（弗

德生物 生 产，ＦＤ００８），荧 光 定 量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ公 司 生

产，货号７５００），微量核酸定量仪（Ｍｅｒｉｎｔｏｎ公司生产，

ＳＭＡ　４　０　０　０），小 动 物 呼 吸 机（ＣＫＥＮＴ　ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ

ＯＲＰＯＲＡＴＩＯＮ公 司 生 产，型 号：ＲＳＰ－１００２），ＥＧＣ－
６５１１型心电图机（上海光电医用电子仪器厂）等。

１．３　养 心 通 脉 方 含 药 血 清 预 处 理ＥＰＣｓ培 养 液 的 制

备　４只家兔取１只制备含药血清，含药 血 清 组 给 予

养心通脉方灌胃，参照《药理试验中动物间和动物与人

体间的等效剂量换算》换算给药量为８ｍＬ／（ｋｇ·ｄ）［５］，
每日２次，连续５ｄ，末次给药后无菌取血离心分离血

清，灭活后备用。取３只家兔麻醉后从股骨干抽 取 骨

髓组织，离 心 和 洗 涤 获 取 单 个 核 细 胞（ＭＮＣ），以 含

１０％ＦＢＳ的ＥＧＭ－２培养基接种到预先处理的培养瓶

中培养，培养至第２０天的ＥＰＣｓ用无血清培养基培养

２４ｈ使细胞同步化，调整细胞密度至５×１０５ 个／ｍＬ，
将１０％养 心 通 脉 方 含 药 血 清 置 入 含１０％ＦＢＳ的

ＥＧＭ－２培养基培养９６ｈ制成养心通脉方含药血清预

处理ＥＰＣｓ培养液［３］。

１．４　方法

１．４．１　ＡＭＩ兔模型建立　ＳＰＦ级 健 康 雄 性 家 兔 腹 腔

注射１％戊巴比妥钠４０ｍｇ／ｋｇ麻醉，气管插管后连接

小型动物呼吸机机械辅助通气，连接肢体导联观察心

电图，行左侧胸廓切开术后撕开心包膜暴露心脏，找到

左心耳位置，强光下暴露动脉血管，用７．０聚丙烯缝线

于右室流出道和左心耳之间结扎左冠状动脉前降支中

上１／３处，心电图可见ＳＴ段抬高，左心室心肌颜色逐

渐由粉红色变暗苍白，将心脏回纳入胸腔，关胸后分别

对肌层和皮层进行缝合，术后予青霉素抗感染。

１．４．２　家兔实验分组　将３５只雄性ＳＰＦ级兔随机选

取５只家兔作为正常组，不做处理；随机选取５只家兔

作为假手术 组，只 开 胸 穿 线，不 结 扎 左 冠 状 动 脉 前 降

支；其余２５只家兔进行ＡＭＩ造模，造模成功后随机分

为模型组、养心通脉方含药血清预处理ＥＰＣｓ心 肌 注

射组（中药ＥＰＣｓ心 肌 注 射 组）、ＥＰＣｓ心 肌 注 射 组、养

心通脉方含药 血 清 预 处 理ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组（中

药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组）、ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组，每

组５只。

１．４．３　各 组 干 预 及 细 胞 移 植 方 法　正 常 组、假 手 术

组、模型组不予 干 预；中 药ＥＰＣｓ心 肌 注 射 组：将 养 心

通脉方含药血清预处理的ＥＰＣｓ细胞混悬液浓度调整

为８×１０５／ｍＬ，在 建 立 ＡＭＩ模 型 手 术 结 扎 冠 状 动 脉

１５ｍｉｎ后，再次 打 开 胸 腔，分 别 于 结 扎 区 附 近 心 肌 组

织分５点注射 浓 度 为８×１０５／ｍＬ的 养 心 通 脉 方 含 药

血清预处理的ＥＰＣｓ细胞混悬液２５０μＬ后关闭胸腔；

ＥＰＣｓ心肌注射组：在建立 ＡＭＩ模型手术结扎冠状动

脉１５ｍｉｎ后，再次打开胸腔，分别 于 结 扎 区 附 近 心 肌

组织分５点注射ＥＰＣｓ培养液１ｍＬ后关闭胸腔；中药
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ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组：建立 ＡＭＩ家兔模型后即刻从

耳缘静脉注射 浓 度 为１×１０７／ｍＬ的 养 心 通 脉 方 含 药

血清预处理的ＥＰＣｓ细胞混悬液；ＥＰＣｓ耳缘静脉注射

组：建立ＡＭＩ家兔模型后即刻从耳缘静脉注射ＥＰＣｓ
培养液１ｍＬ。术后２周处死各组家兔取心肌组织进

行ＰＣＲ、蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ）检测。

１．５　检测指标

１．５．１　ＰＣＲ检 测ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ的ｍＲＮＡ表 达　提

取 总ＲＮＡ，扩 增ｍＲＮＡ，再 逆 转 录 为ｃＤＮＡ，荧 光

定量ＰＣＲ法检测ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ表达。引物合成由广

州四和生物科技有限公司合成。ＶＥＧＦ引 物 序 列：正

向引 物 ＧＣＣＧＡＧＡＡＡＧＡＧＡＡＡＡＡＧＴＧ，反 向 引 物

ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＡＣＡ，片 段 长 度 为 １６３
ｂｐ；ｂＦＧＦ引 物 序 列：正 向 引 物 ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＡＣＧ－
ＧＣＴＧＣＴＧＧ，反 向 引 物 ＣＧＴＴＴＣＡＧＴＧＣＣＡＣＡＴ－
ＡＣＣＡＡ，片段长度 为１６２ｂｐ；Ａｔｃｂ（内 参）引 物 序 列：
正 向 引 物 ＣＴＴＣＴＡＧＧＣＧＧＡＣＴＧＴＴＡＧＡ，反 向 引

物ＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＴＴＴ，片 段 长 度 为１７９
ｂｐ。采用２－△△Ｃｔ法进行各基因表达的相对定量。

１．５．２　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔ检 测ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ蛋 白 表 达　

提取蛋白，采用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒等试剂进行蛋白

浓度测定，经上样→电泳→转膜→免疫反应→化学发

光显色等处理后，利用Ｉｍａｇｅ　Ｊ软件处理系统分析目

标条带。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ　２３．０统计学软件进行

数据分析。计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，方
差齐时采用单因素方差分析，方差不齐时采用秩和检

验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　各组缺血心肌及梗死心肌区ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ　ｍＲ－
ＮＡ表 达 比 较　在 梗 死 心 肌 区 及 缺 血 心 肌 区，中 药

ＥＰＣｓ心肌 注 射 组 和 中 药ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组ｂＦ－
ＧＦ、ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表 达 明 显 高 于 假 手 术 组、模 型 组、

ＥＰＣｓ心肌注射 组、ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组，差 异 均 有

统计学意义（Ｐ＜０．０５），但中药ＥＰＣｓ心肌注射组ｂＦ－
ＧＦ、ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达与中药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组

比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＥＰＣｓ心肌注射

组ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ 表 达 与ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射

组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。详见表１。

表１　各组术后２周不同心肌组织ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ表达比较（ｘ±ｓ）

　　　　组别 只数
　　　　　ｂＦＧＦ　ｍＲＮＡ　　　　　
梗死心肌区 缺血心肌区

　　　　　ＶＥＧＦ　ｍＲＮＡ　　　　　
梗死心肌区 缺血心肌区

正常组 ５ 　１．００±０．０２ 　１．００±０．０６ 　１．００±０．０３ 　１．００±０．０４
假手术组 ５ 　１．１３±０．１１ 　１．５３±０．１５ 　１．２５±０．１２ 　１．６８±０．２７
模型组 ５ 　２．２８±０．１７① 　２．６１±０．１２① 　２．４５±０．１６① 　２．９７±０．１２①

ＥＰＣｓ心肌注射组 ５ 　２．７５±０．１３①② 　３．２５±０．２４①② 　３．１９±０．３１①② 　３．８９±０．４７①②

ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组 ５ 　２．６８±０．１７①② 　３．２１±０．２２①② 　３．１６±０．２３①② 　３．７４±０．３６①②

中药ＥＰＣｓ心肌注射组 ５ 　３．８４±０．２５①②③④ 　４．４２±０．２７①②③④ 　４．３１±０．２９①②③④ 　４．９９±０．２５①②③④

中药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组 ５ 　３．７３±０．１９①②③④ 　４．３１±０．２３①②③④ 　４．２４±０．３２①②③④ 　４．７１±０．３４①②③④

　　与假手术组比较，① Ｐ＜０．０５；与模型组比较，② Ｐ＜０．０５；与ＥＰＣｓ心 肌 注 射 组 比 较，③ Ｐ＜０．０５；与ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组

比较，④ Ｐ＜０．０５。

２．２　各组缺血心肌及梗死心肌区ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ蛋白

表达比较　在 梗 死 心 肌 区 及 缺 血 心 肌 区，中 药ＥＰＣｓ
心肌 注 射 组、中 药 ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组 ｂＦＧＦ、

ＶＥＧＦ蛋白表达高于假手术组、模型组、ＥＰＣｓ心肌注

射 组、ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组，差 异 均 有 统 计 学 意 义

（Ｐ＜０．０５），但 中 药ＥＰＣｓ心 肌 注 射 组ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ

蛋白表达与中药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组比较差异均无

统计学 意 义（Ｐ ＞０．０５），ＥＰＣｓ心 肌 注 射 组 ｂＦＧＦ、

ＶＥＧＦ蛋白表达与ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组比较差异均

无统 计 学 意 义（Ｐ ＞０．０５），各 组 缺 血 心 肌 区ｂＦＧＦ、

ＶＥＧＦ蛋白表达高于梗死心肌区。详见表２。

·３４·中西医结合心脑血管病杂志２０２１年１月第１９卷第１期



表２　各组术后２周不同心肌组织ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ蛋白表达比较（ｘ±ｓ）

　　　　组别 只数
　　　　　ｂＦＧＦ蛋白　　　　　
梗死心肌区 缺血心肌区

　　　　　ＶＥＧＦ蛋白　　　　　
梗死心肌区 缺血心肌区

正常组 ５　 ０．９８±０．０８　 １．０２±０．１３　 １．０１±０．０２　 １．０１±０．０３
假手术组 ５　 １．９７±０．２２　 ２．３２±０．１８　 １．７５±０．１９　 １．８２±０．１５
模型组 ５　 ３．０３±０．３１① ３．８６±０．２７① ２．８８±０．２４① ３．５５±０．２１①

ＥＰＣｓ心肌注射组 ５　 ４．６６±０．３７①② ５．３２±０．４４①② ４．２７±０．４５①② ５．５５±０．４９①②

ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组 ５　 ４．４８±０．４１①② ５．３１±０．３７①② ３．９７±０．５１①② ５．２１±０．７３①②

中药ＥＰＣｓ心肌注射组 ５　 ６．８５±０．４７①②③④ ８．０５±０．５３①②③④ ５．３４±０．３８①②③④ ６．９６±０．３６①②③④

中药ＥＰＣｓ耳缘静脉注射组 ５　 ６．３６±０．３８①②③④ ７．８５±０．５５①②③④ ５．０２±０．４４①②③④ ６．６０±０．４５①②③④

　　与假手术组比较，① Ｐ＜０．０５；与模型组比较，② Ｐ＜０．０５；与ＥＰＣｓ心 肌 注 射 组 比 较，③ Ｐ＜０．０５；与ＥＰＣｓ耳 缘 静 脉 注 射 组

比较，④ Ｐ＜０．０５。

３　讨　论

ＡＭＩ后心肌细 胞 大 量 坏 死 是 预 后 不 良 的 主 要 原

因之一，长期以来，人们普遍认为，一旦心肌细胞死亡，
几乎无再生能力，然而，越来越多的证据表明，即使在

梗死区也存 在 具 有 修 复 和 促 进 心 肌 再 生 作 用 的 祖 细

胞，但在缺乏最佳氧气和营养物质的情况下，新生心肌

细胞存活率很低［６］。大量基础研究及 临 床 研 究 提 示，
在损伤组心肌区移植干细胞不仅能够分化产生有功能

的新生心肌细胞，还可分化成内皮细胞分泌多种促血

管生成分子，促进干细胞归巢，参与血管生成而改善损

伤心肌血运重建并抑制心脏重塑过程，提示干细胞移

植在未来辅助治疗ＡＭＩ中的可行性［７］。

ＥＰＣｓ于１９９７年在人外周血液中被发现，是一种

对缺血信号极为敏感的干细胞，能够在缺血早期迅速

向缺血部位归巢，产生大量的血管生成细胞因子及促

进原位细胞增殖，通过整合蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）通路、内

皮型一氧化氮合成酶（ｅＮＯＳ）传导、基质细胞衍生因子

１等信号通路，并激活以及分泌ＶＥＧＦ在内的多种生

长因子发 挥 保 护 和 修 复 损 伤 组 织 的 作 用，如ｂＦＧＦ、

ＶＥＧＦ等细胞生 长 因 子，由 于 移 植 的ＥＰＣｓ面 临 着 损

伤组织低氧浓度、炎症反应等复杂环境，移植的ＥＰＣｓ
在临床试验中的结果并不令人满意，通过ＥＰＣｓ预 处

理来保护ＥＰＣｓ活性可能是治疗缺血性心脏病有效的

治疗策略，相关研究提示，逆转录病毒、慢病毒等介导

的基因传递系统及使用两种细胞组合移植被证明具有

明显提高细胞存活率和增强细胞功能，但天然化合物

很容易从动物或植物分离，并且副作用更少，使之更具

有优势，如褐藻和褐藻的提取物岩藻聚糖预处理ＥＰＣｓ
能够明显减弱ＥＰＣｓ衰老和增强缺血组织的体内细胞

增殖和细胞存活，雷公藤碱能促进ＥＰＣｓ迁移、增殖能

力等［２，８－９］。
养心通脉方是我院全国名老中医李锡光教授治疗

冠心病的常用方，其疗效肯定，沿用至今。本研究结果

提示，养心通脉方预处理ＥＰＣｓ移植治疗能够 明 显 增

加ＡＭＩ兔 损 伤 心 肌ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ表 达，损 伤 心 肌 处

移植与耳缘 静 脉 注 射 移 植 两 种 干 预 方 式 并 无 明 显 差

异。由于本研究样本量较小，干预时间短，缺少短期及

远期疗效评价，仍需进行多基因、多蛋白、多通路的深

入研究，同时进行远期疗效对比以及中药复方药理学

交叉探讨其主要作用机制，以期为中医药预处理干细

胞移植治疗ＡＭＩ提供更为准确的研究证据。
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