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［摘要］ 目的 探讨养心通脉方治疗冠心病的可能作用机制。 方法 4 只家兔随机分为含药血清组 ［养心
通脉方 8ml / ( kg·d) ］和空白血清组 ( 等体积生理盐水) ，每组连续灌胃 5 天，末次给药 0. 5 h 后颈总动脉
取血，制备养心通脉方含药血清和空白血清。观察不同剂量 ( 1. 25%、2. 5%、5%、10% ) 和干预时间
( 12 h、24 h、48 h、72 h、96 h) 的含药血清对家兔骨髓内皮祖细胞 ( EPCs) 线粒体活性的影响，确定养心
通脉方含药血清最佳干预剂量和时间。EPCs 调整细胞密度至 5 × 105 个 /ml，分为治疗组和对照组，两组分
别用最佳剂量的养心通脉方含药血清和空白血清培养，干预最佳时间后，观察两组 EPCs 增殖、迁移、黏附
能力。 结果 与对照组同浓度比较，治疗组 2. 5%、5%、10%浓度含药血清均能明显增强 EPCs 线粒体活
性，且治疗组随浓度升高 EPCs线粒体活性越高 ( P ＜ 0. 05) ，故 10%浓度为最佳干预浓度。与对照组同时
间点比较，治疗组在 48 h、72 h、96 h时 EPCs线粒体活性均明显升高，治疗组与本组前一时间点比较，72 h
较 48 h及 96 h较 72 h时 EPCs线粒体活性明显升高 ( P ＜ 0. 05) ，故最佳干预时间为 96 h。两组分别用 10%
养心通脉方含药血清和 10%空白血清培养 96 h，治疗组 EPCs 的增殖、迁移、黏附能力均明显高于对照组
( P ＜ 0. 05) 。 结论 养心通脉方含药血清能明显提升 EPCs的增殖、迁移、黏附能力，进而促进缺血心肌血
管新生，这可能是其治疗冠心病的作用机制之一。
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内 皮 祖 细 胞 ( endothelial progenitorcells，
EPCs) 是出生后修复损伤血管内皮细胞和建立缺
血区侧支循环的关键，故其在冠心病等缺血性疾病
领域受到广泛关注［1 － 3］。EPCs 的数量及功能易受
机体病理因素影响，所以通过药物或其他途径改善
EPCs的数量和功能是应用 EPCs治疗缺血性疾病的
前提［4 － 7］。养心通脉方是治疗冠心病的有效验方，
其临床疗效显著［8］。前期研究表明，养心通脉方
对心肌缺血大鼠模型有显著保护作用［9］。本研究
观察养心通脉方含药血清不同量效和时效下对体外
培养兔骨髓 EPCs 线粒体活性的影响以及其最佳量
效和时效条件下对 EPCs 增殖、迁移和黏附功能的
影响，进而探讨其治疗冠心病的可能作用机制。现
报告如下。

1 材料和方法

1. 1 实验动物
SPF 级健康雄性家兔 8 只，体质量 2. 0 ～

2. 2 kg，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 10 g，黄芪、白
芍、丹参各 15 g，木香、檀香各 3 g，购于广西中
医药大学第一附属医院，以传统工艺煎煮浓缩，最
终生药浓度为 1. 66 g /ml。兔骨髓淋巴细胞分离液
( 天津灏洋公司，批号: 2013LRA) ，DIL 标记乙酰
化低密度脂蛋白 ( DIL-AC-LDL，Gibco 公司，批
号: 3484) ，FITC 标记荆豆凝集素 ( FITC-UEA-I，
Sigma公司，批号: 9006 ) ，PBS 缓冲液 ( 维森特
公司，批号: 311-010-CL ) ，人纤维连接蛋白
( HFN，美国 Roche公司，批号: 1105140700) ，胎
牛 血 清 ( FBS， Hyclone 公 司， 批 号:
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SV30087. 01) ，EPCs 专用培养基 ( EGM-2，Lonza
公司，批号: CC-3202) ，胰酶 ( HyClone 公司，批
号: SH30042. 01B) ，戊巴比妥钠 ( Serve 公司，批
号: 201505) ，CCK-8 试剂盒 ( 日本同仁公司，批
号: EJ875) 。Transwell迁移小室 ( Corning 公司) ，
96 孔板 ( Corning 公司) ，全波长酶标仪 ( Thermo
Fisher公司，型号: 1510) 。
1. 3 含药血清的制备

4 只家兔按体重应用随机数字表分为含药血清
组和空白血清组，每组 2 只。含药血清组给予养心
通脉方 8 ml / ( kg·d) 灌胃 ( 剂量为人等效剂量
的 5 倍) ［10］，每日分 2 次灌胃，空白血清组以等体
积生理盐水灌胃，连续 5 天。末次给药后 0. 5 h 颈
总动脉无菌取血，静置凝固后离心分离血清，用
56℃水浴 30 min灭活， － 20℃保存。
1. 4 EPCs的培养和鉴定

取 2 只家兔，以 3%戊巴比妥钠 ( 35 mg /kg )
耳缘静脉麻醉后，股骨干抽取骨髓组织，密度梯度
离心法［11］获取单个核细胞 ( MNC) ，并逐步离心
洗涤 MNC，将 MNC 以含 10% FBS 的 EGM-2 培养
基悬起，并参考文献 ［12］ 的方法调整细胞密度
至 2 × 106 个 /ml 后将其接种到预先用 HFN ( 包被
浓度为 5μg /cm2 ) 包被的 25 cm3 培养瓶中，放于
37℃、5%CO2 浓度培养箱培养。培养 48 h 后首次
半量换液，以后 3 天换全液 1 次，每日倒置显微镜
下观察细胞生长情况。培养到第 20 天的细胞行
DIL-AC-LDL和 FITC-UEA-I荧光染色鉴定。
1. 5 EPCs线粒体活性的量效观察

培养到第 20 天的 EPCs 用无血清培养基培养
24 h使细胞同步化，消化重悬并调整细胞密度至
5 × 105 个 /ml，应用随机数字表法分为: 1 ) 空白
组: 用含 10% FBS的 EGM-2 培养基培养; 2) 对照
组: 分别用添加了 1. 25%、2. 5%、5%、10% 空
白血清的含 10% FBS的 EGM-2 培养基培养; 3) 治
疗组: 分别用添加了 1. 25%、2. 5%、5%、10%
养心通脉方含药血清的含 10% FBS 的 EGM-2 培养
基培养。各组细胞接种到 96 孔培养板，每孔接种
100μl，各组每个浓度设 5个复孔。各组细胞继续培
养 48 h，避光下每孔加 CCK-8 试剂 10μl，避光孵育
2 h后酶标仪于 450 nm 处测定各孔吸光度 ( OD)
值，确定最佳干预剂量，并进行下一步实验。
1. 6 EPCs线粒活性的时效观察

实验分为对照组和治疗组，观察不同干预时间
( 分为 12 h、24 h、48 h、72 h、96 h ) 养心通脉方

含药血清 ( 最佳剂量 ) 及含对照血清干预下的
EPCs线粒体活力，每孔 100μl接种到 96 孔板，每
个时间点设 5 个复孔，酶标仪于 450 nm 处测定各
孔 OD值，确定最佳干预时间。
1. 7 养心通脉方含药血清对 EPCs 增殖、迁移和
黏附能力的影响
1. 7. 1 养心通脉方最佳量效和时效条件下对 EPCs
增殖能力的影响 对照组和治疗组分别用最佳剂量
的空白血清和养心通脉方含药血清培养，根据 1. 6
结果干预最佳时间后，PBS液洗涤，胰酶消化收集
贴壁细胞，调整细胞浓度至 5 × 105 个 /ml，每孔
100μl等量接种到预先用 HFN 包被的 96 孔板，每
组设 5 个复孔，37℃、5% CO2 浓度培养箱中孵育
4 h后，避光环境中每孔加 CCK-8 试剂 10μl，避光
孵育 2 h后酶标仪测 450 nm处各孔 OD值。
1. 7. 2 养心通脉方最佳量效和时效条件下对 EPCs
迁移能力的影响 对照组和治疗组分别用最佳剂量
的空白血清和养心通脉方含药血清培养，干预最佳
时间后，消化收集贴壁细胞，用无 FBS 的 EGM-2
培养基重悬，各组细胞等量注入到 Transwell 迁移
小室上室，下室添加含血管内皮生长因子、10%
FBS的 EGM-2 培养基，37℃、5% CO2 浓度培养箱
中培养 24 h 后，取出小室用干燥棉签轻轻拭去多
孔滤膜上面的细胞，PBS 浸洗后 4%多聚甲醛固定
30 min，超纯水浸洗，吉姆萨染液染色 30 min，超
纯水漂洗后晾干，将多孔滤膜完整刮下，滤膜下面
朝上放置载玻片上，中性树脂封片，倒置显微镜下
观察染色细胞，200 倍下随机取 5 个视野计数并计
算平均值。
1. 7. 3 养心通脉方最佳量效和时效条件下对 EPCs
黏附能力的影响 对照组和治疗组分别用最佳剂量
的空白血清和养心通脉方含药血清培养，干预最佳
时间后，消化收集贴壁细胞，EGM-2 培养基重悬，
计数后等量接种到预先用 HFN包被的 96 孔板，每
组设 5 个复孔，37℃、5%CO2 浓度培养箱中孵育 4
h后，倒置显微镜下观察贴壁细胞，随机取 5 个视
野计数并计算平均值。
1. 8 统计学方法

采用 SPSS 13. 0 统计学软件，数据均以( 珋x ± s)
表示，组间比较方差齐用单因素方差分析，方差不
齐用秩和检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 EPCs的培养和鉴定结果
原代培养第 3 天形成数个细胞集落，内有单个

核细胞呈半悬浮生长，集落边缘细胞呈纺锤形生
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表 1 各组不同浓度血清干预下内皮祖细胞线粒体活性比较 ( OD值，珋x ± s)

组别 样本数 0 1. 25% 2. 5% 5% 10%

空白组 5 0. 39 ± 0. 11 — — — —
对照组 5 — 0. 39 ± 0. 01 0. 36 ± 0. 01 0. 37 ± 0. 03 0. 36 ± 0. 02
治疗组 5 — 0. 40 ± 0. 04* 0. 44 ± 0. 02＊△▲ 0. 48 ± 0. 01＊△▲ 0. 51 ± 0. 06＊△▲

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 05; 与对照组同浓度比较，△P ＜ 0. 05; 与本组前一浓度比较，▲P ＜ 0. 05

表 2 两组不同时间血清干预下内皮祖细胞线粒体活性比较 ( OD值，珋x ± s)

组别 样本数 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h

对照组 5 0. 45 ± 0. 01 0. 47 ± 0. 03 0. 56 ± 0. 07 1. 51 ± 0. 01 2. 11 ± 0. 05
治疗组 5 0. 35 ± 0. 01 0. 43 ± 0. 01 0. 59 ± 0. 01* 1. 66 ± 0. 02＊△ 2. 40 ± 0. 04＊△

注: 与对照组同时间点比较，* P ＜ 0. 05; 与本组前一时间点比较，△P ＜ 0. 05

长; 第 4 天见大量梭形细胞从集落中心向外周长
出; 第 5 天见梭形细胞从集落中央以放射状向外周
生长，结构类似胚胎时期的 “血岛”，激光共聚焦
显微镜观察贴壁细胞呈 DIL-AC-LDL和 FITC-UEA-I
双荧光染色阳性，认为是正在分化的 EPCs。
2. 2 各组不同浓度血清干预下 EPCs 线粒体活性
比较

表 1 示，与空白组比较，对照组各浓度 EPCs
线粒体活性差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，而治
疗组各浓度含药血清的线粒体细胞活性均显著升高
( P ＜ 0. 05) ; 与对照组同浓度比较，治疗组 2. 5%、
5%、10%浓度含药血清能明显增强 EPCs 线粒体
活性 ( P ＜ 0. 05) ，且治疗组随浓度升高 EPCs线粒
体活性越高 ( P ＜ 0. 05 ) 。说明养心通脉方能改善
EPCs的活性，且具有剂量依赖性，故 10%浓度的
养心通脉方为最佳干预浓度。
2. 3 两组不同时间血清干预下 EPCs 线粒体活性
比较

表 2 示，与对照组同时间点比较，治疗组在
48 h、72 h、96 h 时 EPCs 线粒体活性均明显升高
( P ＜ 0. 05) ; 与本组前一时间点比较，治疗组 72 h
及 96 h时 EPCs线粒体活性明显升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。
说明养心通脉方含药血清增强 EPCs 线粒体活性的
作用具有时间依赖性，故最佳干预时间为 96 h。
2. 4 两组 EPCs增殖、迁移、黏附能力比较

根据以上结果，对照组和治疗组分别用 10%
养心通脉方含药血清和 10% 空白血清培养 96 h。
表 3 示，与对照组比较，治疗组 EPCs 的增殖能
力、迁移能力、黏附能力均明显升高 ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

当机体缺血、缺氧时，骨髓中的 EPCs 动员进
入血液循环，并在一些黏附分子的趋化下，迅速向

表 3 两组内皮祖细胞增殖、迁移、黏附能力比较( 珋x ± s)

组别 样本数 增殖能力
( OD值)

迁移能力
( 个)

黏附能力
( 个)

对照组 5 0. 480 ± 0. 035 24. 33 ± 4. 04 19. 2 ± 4. 38
治疗组 5 0. 629 ± 0. 036* 37. 66 ± 5. 50* 28. 6 ± 5. 63*

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05

损伤局部归巢，随后 EPCs 通过整合、融合以及旁
分泌的方式参与新生血管生成和内皮细胞的更
新［13 － 16］。EPCs是建立毛细血管网和修复损伤血管
的关键，但 EPCs 在外周循环数量稀少［4］，动员、
迁移能力有限，且易受病理因素如高龄、吸烟、高
血压、糖尿病等影响［5 － 6，17 － 18］。冠心病冠状动脉弥
漫性病变、多支病变无法通过经皮冠状动脉介入
( PCI) 治疗恢复血运，而移植 EPCs可使缺血心肌
重建侧支循环、保护冠状动脉内皮细胞、减轻心室
重构、保护梗死区细胞岛、改善左室功能［19 － 20］，
故提高 EPCs的增殖、迁移能力对于治疗冠心病等
缺血性疾病具有重要意义。

中医药防治冠心病已有多年历史，多数学者认
为血瘀是冠心病的重要病理基础，但也有学者认为
冠心病的根本病因是气虚［21］。血为气之母，气为
血之帅，血液的运行有赖于气的推动，气不足则血
行迟滞，脉道不利，胸痹内生; 而气虚日久，气损
及阳，阳损及阴，脉道失养，拘急作痛; 病久则血
脉空虚，脉失荣养，进一步加重经脉失养。因此，
益气养阴、活血通脉成为冠心病的重要治疗法则。
养心通脉方是名老中医李锡光治疗冠心病心绞痛的
经验方，方中红参大补元气，为君药; 黄芪、白术
甘温，助红参以补肺健脾，白芍、麦冬、五味子、
炙甘草酸甘化阴，养阴敛肺，助红参以益心复脉，
同为臣药; 当归、丹参、川芎养血活血、祛瘀通
脉，檀香、木香、桂枝芳香温通、行气活血，同为
佐使药。诸药配伍，具有益气养阴、活血祛瘀、养
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心通脉之功效。前期研究表明，该方能提高心肌抗
缺血能力，修复损伤的心肌细胞，对缺血心肌具有
明显的保护作用［9］。

本研究结果显示，养心通脉方含药血清可显著
改善兔骨髓 EPCs线粒体活性，并且改善作用与含
药血清浓度和干预时间呈正相关，在血清浓度为
10%和干预时间为 96 h 时线粒体活性最强。养心
通脉方含药血清在最佳量效和时效条件下，EPCs
的增殖、迁移、黏附能力均有显著提升。提示养心
通脉方改善冠心病症状和减少心血管不良事件发生
的机制有可能与其促进缺血心肌血管新生有关，这
部分解析了养心通脉方在临床心血管疾病中的应用
机制，同时也为临床从改善 EPCs 功能角度治疗冠
心病提供了新的思路。
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Impact of Serum Containing Yangxin Tongmai Decoction ( 养心通脉方 ) on Multiplication，Migration and
Adhesion Ability of Rabbits' Bone Marrow Endothelial Progenitor Cells
LU Jianqi1，LIN Lunan2，LI Suyi1，WEN Zhihao1，YANG Qinghua1，HE Xinbing1，HAN Jingbo1，ZHANG
Zhenqian1，LIU Jing3

( 1． First Affiliated Hospital of Guangxi University of Chinese Medicine，Nanning，530023; 2． Yulin Traditional Chinese Medicine
Hospital; 3． Guangxi University of Chinese Medicine)
ABSTRACT Objective To explore the possible mechanism of Yangxin Tongmai Decoction ( 养心通脉方) in the
treatment of coronary heart disease． Methods Four rabbits were randomized into the serum containing medicine
［8 ml / ( kg·d) of Yangxin Tongmai Decoction］ group and the blank serum group ( equivoluminal normal saline) ．
Both groups were given intragastric administration for 5 days． After 0. 5 hour of the last administration，blood in com-
mon carotid artery was sampled to prepare serum containing Yangxin Tongmai Decoction and blank serum． Impact of
serum containing medicine with different doses ( 1. 25%，2. 5%，5%，or 10% ) and different intervening time
( 12 h，24 h，48 h，72 h，or 96 h) on the mitochondrial activity of rabbits＇ bone marrow endothelial progenitor cells
( EPCs) was examined． The optimal intervening dose and time of serum containing Yangxin Tongmai Decoction was
tested． After the cell density was regulated to 5 × 105 cells /ml，EPCs were divided into the treatment group and the
control group． The two groups were cultured with the optimal dose of serum containing Yangxin Tongmai Decoction
and blank serum respectively． After inventing for the optimal time，the multiplication，migration and adhesion ability
of EPCs in both groups were examined． Results Compared with the control group at the same concentration，serum
containing medicine at the concentration of 2. 5%，5% and 10% could enhance the mitochondrial activity of EPCs．
With the increasing concentration，the mitochondrial activity was enhanced in the treatment group ( P ＜ 0. 05) ． Thus
10% was the best intervening concentration． Compared with the control group at the same time point，the mitochon-
drial activity of EPCs was enhanced in the treatment group at 48 h，72 h and 96 h． Compared the treatment group at
previous time points，the mitochondria of EPCs was more active at 72 h than that at 48 h，and more active at 96 h than
that at 72 h ( P ＜ 0. 05) ． Thus the best intervening time was 96 h． The two groups were cultured with serum contai-
ning10% of Yangxin Tongmai Decoction and 10% blank serum for 96 h，respectively． The multiplication，migration
and adhesion ability of EPCs in the treatment group was superior to that in the control group ( P ＜ 0. 05) ． Conclu-
sion Serum containing Yangxin Tongmai Decoction might enhance the multiplication，migration and adhesion ability
of EPCs． Then ischemic myocardial blood vessel angiogenesis might be promoted． This might be one of the mecha-
nisms of Yangxin Tongmai Decoction in the treatment of coronary heart disease．
Keywords coronary heart disease; endothelial progenitor cells; Yangxin Tongmai Decoction; mitochondrial activity;
cells multiplication; cells migration; cells adhesion
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