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益气活血组方对大鼠缺血心肌血管新生作用及对血管
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摘要　目的：探讨益气活血组方对急性心肌梗死后大鼠缺血心肌组织血管新生作用和对血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）和碱
性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）表达的影响。方法：建立心梗模型后，将４０只雄性ＳＤ大鼠，采用随机数字表法分为４组：模型
组、假手术组、麝香保心丸、益气活血组方。运用免疫组化法检测梗死心肌边缘区微血管计数（ＭＶＣ）和微血管密度
（ＭＶＤ）及ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ表达；同时应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测各组大鼠缺血心肌 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦ蛋白质水平表达变化。
结果：益气活血组方和麝香保心丸组分别与模型组比较，梗死心肌边缘区微血管计数和微血管密度都显著高于后者（Ｐ＜
００１）。益气活血组方、麝香保心丸组中缺血心肌 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦ表达以及其蛋白表达水平较其余组显著升高（Ｐ＜
００１）。结论：益气活血组方能明显促进心梗后大鼠缺血心肌血管新生，上调心肌ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ蛋白表达可能是其中一
个重要的作用机制。
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　　本实验通过对益气活血组方对急性心肌梗死大
鼠缺血心肌血管新生的影响的观察，并且应用免疫

组织化学法检测大鼠缺血心肌微血管计数（ＭＶＣ）
和微血管密度（ＭＶＤ）及血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
和碱性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）表达，更进一步地解
释益气活血组方保护缺血心肌细胞，恢复心肌细胞

功能，以及促进血管新生的机制，为急性心肌梗死的

中医治疗提供科学依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康雄性 ＳＤ大鼠，体重（２３０±２０）
ｇ，所有实验大鼠均由湖南斯莱克景达实验动物有限
公司提供。

１１２　药物　益气活血组方（湖南中医药大学第一
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附属医院研制）总共由４味药组成：黄芪５０ｇ、当归
１０ｇ、川芎２５ｇ、丹参２５ｇ；麝香保心丸：批准文号为
国药准字 Ｚ３１０２００６８；由上海和黄药业有限公司提
供。

１１３　试剂与仪器　进口石蜡购于徕卡仪器有限
公司（德国）；苏木素伊红购于 Ｓｉｇｍａ公司（美国）；
兔抗鼠多克隆抗体 ＣＤ３４、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ，山羊抗兔
ＩｇＧ均购于 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ三鹰（德国）；ＤＡＢ显色试剂
盒购于博士德生物公司（武汉）；红细胞裂解液购于

Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司（上海）；ＤＨ１４０小动物呼吸机购于奥
尔特生物科技公司（上海）；ＮｉｈｏｎＫｏｈｄｅｎ型心电图
机购于光电医用电子仪器公司（上海）；低温高速台

式离心机购于贺利氏公司（德国）；石蜡切片机、石

蜡包埋机及冷冻台购于 Ｌｅｉｃａ公司（德国）；流式细
胞计数仪购于ＢＤ公司（美国）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　将４０只雄性 ＳＤ大鼠采
用完全随机的原则，共等分成假手术组、模型组、麝

香保心丸组、益气活血组方组，每组１０只大鼠。大
鼠饲养１周后开始造模，心肌梗死模型参照文献［１２］

复制。首先用１０％水合氯醛按０３ｍＬ／１００ｇ比例，
经腹腔麻醉动物，然后气管切开，插管，连接小动物

呼吸机，在第３～４肋间逐层打开胸腔，剪开心包膜、
彻底暴露心脏，最后用１根零号医用缝合线结扎左
前降支，以心电图出现ＱＲＳ波群增高、增宽、ＳＴ段抬
高为结扎成功标志，逐层关胸。假手术组只穿线不

结扎，余步骤基本相同。

１２２　给药方法　假手术组：每日用等体积蒸馏水
灌胃。模型组：每日用等体积蒸馏水灌胃。麝香保

心丸组：正常 ６０ｋｇ体重的成人，每日所需剂量为
１３５ｍｇ，大鼠给药剂量的换算按成人与大鼠剂量的
体表面积系数来计算，大鼠每日所需剂量为 ３１０
ｍｇ，将其溶于等体积蒸馏水中灌胃。益气活血组方：
正常６０ｋｇ体重成人，每日剂量为原方粉碎后１００ｇ，
计算方法同上，换算成大鼠的剂量为２２９ｇ，同样溶
于等体积蒸馏水中灌胃。手术后２４ｈ开始进行灌
胃，每天只灌胃１次，持续２周。
１２３　标本留取　最后１次灌胃后，所有大鼠禁止
喂食２４ｈ，只给水，予以颈髓离断法处死后，立即开
胸，留心脏标本。因造模手术后大鼠死亡及取材时

心脏标本筛选，最后从４个组里面选取了６个心脏
标本用于指标检测。在约为心脏乳头肌平面将心脏

横切为上下两份，近心尖部梗死区用１０％甲醛液固
定，４℃冰箱保存，用于免疫组织化学染色及心肌微

血管数及微血管密度等检测；近心底部迅速冻存于

－８０℃冰箱。
１２４　大鼠梗死心肌边缘区 ＭＶＣ和 ＭＶＤ指标和
检测方法　血管内皮细胞被 ＣＤ３４标记后，采用免
疫组织化学染色的方法，通常会被染成棕黄色。至

于判断微血管的标准以及微血管计数的方法则完全

按照参考文献［３４］进行。每张切片采用随机的原则，

选取５个视野，分别测定ＭＶＣ、ＭＶＤ的数值，取它们
的平均数作为最后的数据。

１２５　大鼠梗死心肌边缘区ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ表达的
检测（免疫组织化学法）　在光镜下面观察，ＶＥＧＦ
和ｂＦＧＦ的阳性表达以细胞内出现棕黄色或黄色颗
粒沉着。最后使用病理图像分析系统，计算梗死边

缘区心肌每视野（×４００）中平均吸光度。每张切片
随机选取５个视野，取其平均值作为本例大鼠的吸
光度（Ａ）值。
１２６　大鼠梗死心肌边缘区ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ蛋白水
平检测（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　首先将心肌匀浆蛋白从 －
８０℃冰箱中取出后，然后对浆液进行复温处理，取
蛋白上清，按照 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配置试剂盒说明书
的要求，进行电泳，转膜，封闭，然后加入一抗

（１∶１０００）（兔抗鼠 ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ），将其放置在室温
环境下，孵育２ｈ，洗涤后加入二抗，同样在室温条件
下再孵育２ｈ，再洗涤，放置 ＥＣＬ发光剂中，显影，定
影，蒸馏水冲洗终止，再使用凝胶图像处理系统分析

结果。内参使用 βａｃｔｉｎ，以 ＶＥＧＦ／βａｃｔｉｎ和 ｂＦＧＦ／
βａｃｔｉｎ灰度比值作为统计量。
１３　统计学方法　选用 ＳＰＳＳ１９０统计软件处理
数据，所有实验数据采用平均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，用单因素方差分析。以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　大鼠梗死心肌边缘区 ＭＶＣ和 ＭＶＤ比较　益
气活血组方分别与模型组和假手术组比较，麝香保

心丸与模型组和假手术比较，益气活血组方与麝香

保心丸组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。
见表１。
２２　大鼠梗死心肌边缘区ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ的表达　
　　在光镜下，４组大鼠心肌组织都可见棕黄色或
黄色阳性表达。益气活血组方分别与假手术组和模

型组比较，麝香保心丸分别与假手术和模型组比较，

益气活血组方与麝香保心丸组比较，差异均有统计

学意义（Ｐ＜００５）。见表２。
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表１　４组大鼠梗死心肌边缘区微血管计数（ＭＶＣ）
和微血管密度（ＭＶＤ）比较（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＭＶＣ ＭＶＤ

假手术组 ６ １２０００±１９５９ ００１４±０００４
模型组 ６ １６１１７±１２４２ ００２３±０００４

麝香保心丸组 ６ ２０７６７±３１４６△ ００３９±０００４△

益气活血方组 ６ ２５２６７±３７５６△▲ ００４９±０００９△▲

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５；与

麝香保心丸组比较，▲Ｐ＜００５

表２　４组大鼠梗死心肌边缘区血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）
和碱性成纤维生长因子（ｂＦＧＦ）的表达（珋ｘ±ｓ，Ａ）

组别 鼠数 ＶＥＧＦ ｂＦＧＦ

假手术组 ６ ０１５８±００３１ ０１６０±００４２
模型组 ６ ０２５７±００４１ ０２５５±００１８

麝香保心丸组 ６ ０３８０±００２４△ ０３４７±００２６△

益气活血组方 ６ ０４３３±００３９△▲ ０３９３±００３１△▲

　　注：与假手术组比较，Ｐ＜００５；与模型组比较，△Ｐ＜００５；与

麝香保心丸组比较，▲Ｐ＜００５

２３　ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ的免疫组织化学染色结果　镜
下观察（×４００），在假手术组中，可见少许散在的棕
黄色淡染细胞；模型组可见梗死周边阳性细胞有少

量片状分布；麝香保心丸组见梗死周边区有较多

ＶＥＧＦ阳性表达；益气活血方组见梗死周边有大量
ＶＥＧＦ阳性表达。ｂＦＧＦ与 ＶＥＧＦ阳性表达结果相
近，益气活血方组稍高于麝香保心丸组，两者阳性表

达显著高于假手术组和模型组（图１，图２）。

图１　４组心肌ＶＥＧＦ免疫组织化学染色（×４００）

图２　４组心肌ｂＦＧＦ免疫组织化学染色（×４００）

２４　４组大鼠的梗死心肌的边缘区域 ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ
蛋白的表达　益气活血组方分别与假手术组和模型
组比较，麝香保心丸组与假手术组和模型组比较；模

型组和假手术组比较，差异均统计学意义（Ｐ＜
００５）（图３，图４）。
３　讨论

急性心肌梗死 （ＡｃｕｔｅＭｙｏｃａｒｄｉａｌＩｎｆａｒｃｔｉｏｎ，
ＡＭＩ）是心肌的急性缺血性坏死，它是在冠状动脉病
变的基础上，出现冠状动脉供血急剧减少或者中

断［５］。目前治疗 ＡＭＩ的方法主要有以下４种：药物

治疗；经皮冠状动脉介入治疗（ＰＣＩ）；经冠状动脉旁
路衔移植术（ＣＡＢＧ）；骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣＳ）
移植术。由于受多种因素应用的限制，目前临床常

应用前３种治疗方案进行治疗［６］。药物治疗是最基

本的治疗措施，西药治疗有许多不良反应，且单用西

药疗效不是很好，在这方面，中医药对 ＡＭＩ的治疗
具有良好的疗效。

图３　４组Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果条带
　　注：Ａ为假手术组，Ｂ为模型组（Ｂ），Ｃ为益气活血组方
组，Ｄ为麝香保心丸组

图４　４组大鼠梗死心肌的边缘区域ＶＥＧＦ，
ｂＦＧＦ蛋白表达比较

　　ＡＭＩ在中医属于为“胸痹”“心痛”范畴，张仲景
就曾在《金匮要略》中写道：“夫脉当取太过不及，阳

微阴弦，即胸痹而痛”［７］。阳微即是本虚，阴弦即是

标实，而气虚血瘀是 ＡＭＩ最常见的发病机制。一切
疾病的发生都离不开邪盛与正虚２个方面，因此治
疗上应祛邪与扶正相结合。益气活血组方正是基于

此病机而创立的，全方由黄芪、当归、丹参、川芎四药

组成。全方共奏益气活血通络。本方中黄芪［８９］、当

归［１０１１］、川芎［１２］等药物，能够增加侧支循环，增加血

流灌注量，保护缺血心肌。并且既往实验研究表

明［１３］，益气活血组方可以通过防治和逆转心肌缺血

这一机制得以防止心梗症状的加重，且其改善心肌

缺血与促进缺血心肌血管新生具有相关性，提示益
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气活血中药治疗冠心病的重要机制之一可能就是促

血管新生。

ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ是促血管新生因子中最主要的２
个。在血管新生中，ＶＥＧＦ是最为关键的一个因子，
它可以调节内皮细胞胞外基质溶解、内皮细胞迁移、

增生和管腔形成。ｂＦＧＦ是当前研究最多、生物效应
最强、作用最广泛的成纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）之
一［１４］，在体内和体外均能明显促进新生血管形

成［１５］。近来有研究证实，两者在促进血管新生方面

有着十分紧密的联系。

本实验结果显示：益气活血组方与模型组比较，

微血管计数与微血管密度显著增加（Ｐ＜００１）；益
气活血组方稍高于麝香保心丸组（Ｐ＜００５）；表明
益气活血组方确实能够促进血管新生。通过对各组

大鼠梗死边缘区心肌ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ表达的检测，结
果显示：益气活血组方与模型组比较，心梗边缘区域

ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ阳性表达显著增加（Ｐ＜００１）；益气
活血组方与麝香保心丸比较阳性表达稍高（Ｐ＜
００５）；表明益气活血组方促进血管新生，可能与促
进ＶＥＧＦ和ｂＦＧＦ的表达有关。同时通过运用Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ技术，检测各组大鼠梗死心肌边缘区域中的
ＶＥＧＦ，ｂＦＧＦ的蛋白水平，结果显示：益气活血组方
大鼠梗死心肌边缘区域 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦ蛋白水平显
著提升，明显高于模型组（Ｐ＜００１），稍高于麝香保
心丸组（Ｐ＜００５）。通过对本实验数据进行整理，
分析，不难得出 ＭＶＣ、ＭＶＤ与 ＶＥＧＦ和 ｂＦＧＦ蛋白
表达呈正相关这一结论，这一结果表明益气活血组

方促进缺血心肌血管新生的机制与促进 ＶＥＧＦ和
ｂＦＧＦ蛋白的表达相关。但具体作用机制，还有待进
一步研究。
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