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通心络体外促进人外周血内皮祖细胞的增殖
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［摘要］　目的：观察中药通心络（Ｔｏｎｇｘｉｎｌｕｏ）对体外培养的人外周血内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）增殖的

影响。方法：采用密度梯度离心法分离培养人外周血单个核细胞，经ＦＩＴＣ标记荆豆凝集素Ⅰ（ＦＩＴＣＵＥＡⅠ）和Ｄｉｌ标记的

乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ）双染色鉴定为正在分化的ＥＰＣｓ，并进一步通过流式细胞仪检测其表面标志ＣＤ３４、ＣＤ１３３。

分别以不同浓度（０、５０、１００、２００、５００、７５０和１０００μｇ／ｍｌ）通心络超微粉溶液作用３６ｈ，以及５００μｇ／ｍｌ通心络超微粉溶液作

用不同时间（０、６、１２、２４和３６ｈ）后，ＭＴＴ法观察ＥＰＣｓ增殖的情况。结果：与对照组比较，不同浓度通心络组均改善了ＥＰＣｓ
的增殖功能（Ｐ＜０．０５），在５００μｇ／ｍｌ时最为显著（Ｐ＜０．０１）；５００μｇ／ｍｌ通心络能明显促进ＥＰＣｓ增殖能力（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜

０．０１），随时间延长促进作用逐渐增强，３６ｈ达到高峰（增殖率为５４．１８％，Ｐ＜０．０１）。结论：通心络体外能显著改善外周血内

皮祖细胞增殖的能力。
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　　血管内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，

ＥＰＣｓ）是血管内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＥＣ）的前

体，可以被动员至外周血，迁移、归巢至受损部位，并

在迁移部位增殖、分化为ＥＣ，修复受损的血管内皮

并参与血管再生，在成体血管新生和受损内膜的再
内皮化中发挥着重要作用。内皮功能稳定与冠心病

密切相关，血管内皮功能受损是动脉粥样硬化（ＡＳ）

发生的始动环节，是多种心血管疾病产生和恶化的
基础［１］，且贯穿于冠心病发生发展的全过程，因此逆
转失调的血管内皮功能是治疗心血管疾病的新趋

势［２３］。通心络胶囊是以中医络病理论为基础研制
的中成药，目前已广泛应用于心脑血管疾病的预防

和治疗。不少研究［４５］证实，通心络能显著改善冠心

病患者的血管内皮舒张功能，稳定斑块，延缓动脉粥

样硬化，促进一氧化氮（ＮＯ）的合成，保护血管内皮

功能，但其血管内皮保护的具体机制尚不明确。本

研究通过观察通心络对体外培养的外周血ＥＰＣｓ数

量和增殖的影响，进一步探讨其防治心脑血管疾病
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的可能机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂和材料　通心络超微粉由石家庄以

岭药业股份有限公司提供；淋巴细胞分层液、ＭＴＴ、

Ｍ１９９、血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、ＦＩＴＣ标记荆豆

凝集素Ⅰ（ＦＩＴＣＵＥＡⅠ）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司；

人纤连蛋白（ｈｕｍａｎｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）购自美国 Ｃｈｅｍｉ

ｃｏｎ公司；Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂蛋白（Ｄｉｌ

ａｃＬＤＬ）购自 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ公司；胎牛血清购自

杭州四季青生物工程材料研究所；胰蛋白酶购自上

海生工生物工程技术服务有限公司。血液样本采自６
位健康成人志愿者，每份５０ｍｌ。

１．２　通心络超微粉溶液的制备　用ＤＭＥＭ 培养

基溶解通心络超微粉，配置成１０ｍｇ／ｍｌ原始液，室

温条件下，充分震荡１０ｍｉｎ，超声溶解１ｍｉｎ，以

１０００×ｇ离心２０ｍｉｎ后，除去沉淀物，保留上清用

于细胞培养。

１．３　细胞培养与鉴定　取健康成人外周血５０ｍｌ，

用密度梯度离心法分离出单个核细胞，以５×１０６／

ｃｍ２密度接种于铺在预先包被有人纤连蛋白的６孔

板培养皿中，每皿中加入３ｍｌ培养液 Ｍ１９９（含胎牛

血清２０％，青霉素１００Ｕ／ｍｌ，链霉素１００Ｕ／ｍｌ，

ＶＥＧＦ１０ｎｇ／ｍｌ，ｂＦＧＦ２ｎｇ／ｍｌ）。置３７℃５％ＣＯ２
饱和湿度培养箱中培养。４ｄ后，ＰＢＳ洗掉非贴壁细

胞，换培养液继续培养。７ｄ后，细胞以０．２５％胰酶

消化，制成１×１０６／ｍｌ的单个核细胞悬液，细胞与

ＤｉｌａｃＬＤＬ（２．４μｇ／ｍｌ）３７℃孵育１ｈ以检测ＥＰＣｓ
对ＤｉｌａｃＬＤＬ的摄取。然后用２％多聚甲醛固定细

胞１０ｍｉｎ。固定后用ＰＢＳ浸洗，将ＦＩＴＣＵＥＡⅠ
（１０μｇ／ｍｌ）加入上述标本中在３７℃下孵育１ｈ。通

过激光共聚焦显微镜鉴定 ＦＩＴＣＵＥＡⅠ和 Ｄｉｌ

ａｃＬＤＬ双染色阳性细胞为正在分化的ＥＰＣｓ。同上

细胞悬液中加入 ＦＩＴＣ 荧光标记的小鼠抗人的

ＣＤ３４抗体、ＣＤ１３３抗体及同型对照１０μｌ（１ｍｇ／

ｍｌ），以成熟内皮细胞做对照，流式细胞仪分析细胞

ＣＤ３４、ＣＤ１３３的表达。

１．４　实验分组及细胞处理　取培养７ｄ的ＥＰＣｓ用

于研究，细胞同步化后，洗掉非贴壁细胞。分为正常

对照和通心络干预两组。分别观察不同浓度通心络

（０、５０、１００、２００、５００、７５０和１０００μｇ／ｍｌ）孵育３６ｈ
后，体外培养的ＥＰＣｓ形态学的改变及其增殖能力

的变化。观察５００μｇ／ｍｌ通心络不同孵育时间（０、

６、１２、２４和３６ｈ）对体外培养的ＥＰＣｓ形态学及增殖

能力的影响。

１．４．１　ＥＰＣｓ形态学观察　普通倒置显微镜下观察

各组不同时期细胞的生长特点及形态。

１．４．２　ＭＴＴ法测定ＥＰＣｓ增殖能力　将不同处理

组处理后的ＥＰＣｓ，用０．２５％胰蛋白酶消化后收集，

制备成细胞悬液，再按每孔１００μｌ接种于９６孔培养

板，每组设６个复孔和空白对照，每孔加２０μｌＭＴＴ
试剂（５ｇ／Ｌ）培养４ｈ后，弃上清，再加入二甲基亚

砜每孔１００μｌ，于微量振荡器充分振荡５ｍｉｎ，使结

晶物充分溶解，波长为４９０ｎｍ时测定各孔光密度

（Ｄ）值。ＥＰＣｓ增殖率（％）＝（实验组Ｄ值－对照组

Ｄ值）／对照组Ｄ值×１００％。

１．５　统计学处理　各组实验重复测量５次；计量资

料用珚ｘ±ｓ表示。采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学
处理，采用多样本均数间比较的方差分析，Ｐ＜０．０５
为显著性检验水平。

２　结　果

２．１　ＥＰＣｓ的生长及形态学改变　普通倒置显微镜

下动态观察可见，细胞在培养的第２日开始出现成

簇现象（图１Ａ）；第４日细胞由圆形转变为梭形，贴

壁细胞成集落生长（图１Ｂ）；第７日成为纺锤形、鹅

卵石样的单层细胞，呈条索状或管状分布（图１Ｃ）。

２．２　ＥＰＣｓ的鉴定及ＣＤ３４、ＣＤ１３３的表达　用Ｄｉｌ

ａｃＬＤＬ和ＦＩＴＣＵＥＡⅠ对细胞染色后，通过激光共

聚焦显微镜鉴定，显示红色荧光的细胞为摄取Ｄｉｌ

ａｃＬＤＬ阳性（图２Ａ），显示绿色荧光的细胞为摄取

ＵＥＡⅠ阳性（图２Ｂ），双染色阳性细胞（橙黄色）为

正在分化的ＥＰＣｓ（图２Ｃ）。流式细胞仪示贴壁细胞

表达ＣＤ３４阳性率为（６９．７±６．５）％，ＣＤ１３３阳性率

为（８０．４±８．３）％；而成熟内皮细胞ＣＤ３４阳性率为

（７２．７±７．５）％，ＣＤ１３３阳性率为（２．７±１．７）％，

ＣＤ１３３表达明显缺失。

２．３　不同浓度通心络对外周血 ＥＰＣｓ增殖的影

响　ＭＴＴ法检测结果显示，１００、２００、５００、７５０μｇ／

ｍｌ通心络组培养３６ｈ后，外周血ＥＰＣｓ的增殖能力

较对照组明显增加（Ｐ＜０．０５，图３）；在５００μｇ／ｍｌ
时达到最大，增殖率为５４．１８％（Ｐ＜０．０１，图４）；但
浓度为１０００μｇ／ｍｌ时，细胞增殖能力明显低于其

他浓度组，与对照组无明显差异。这提示较高浓度

的通心络可能对细胞增殖有一定抑制作用。
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图１　单个核细胞培养第２日（Ａ）、第４日（Ｂ）、第７日（Ｃ）形态观察

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄＭＮＣｓｏｎｔｈｅ２ｎｄ（Ａ），４ｔｈ（Ｂ），７ｔｈ（Ｃ）ｄａｙ（×２００）

图２　共聚焦显微镜鉴定体外培养的ＥＰＣｓ

Ｆｉｇ２　ＥＰＣｓｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）

Ａ：ＤｉｌａｃＬＤＬｕｐｔａｋｉｎｇ（ｒｅｄ）；Ｂ：Ｌｅｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇ（ｇｒｅｅｎ）；Ｃ：Ｄｏｕｂｌｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓａｐｐｅａｒｅｄｙｅｌｌｏｗ

图３　共聚焦显微镜观察对照组（Ａ、Ｂ、Ｃ）及５００μｇ／ｍｌ通心络干预３６ｈ（Ｄ、Ｅ、Ｆ）后ＥＰＣｓ生长状态

Ｆｉｇ３　ＥＰＣｓｗｅｒｅａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×２００）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ，Ｂ，Ｃ）ａｎｄＴｏｎｇｘｉｎｌｕｏｇｒｏｕｐ（Ｄ，Ｅ，Ｆ），５００μｇ／ｍｌｆｏｒ３６ｈ



第６期．梁小卫，等．通心络体外促进人外周血内皮祖细胞的增殖 ·６０１　　 ·

图４　不同浓度通心络培养３６ｈ后

ＥＰＣｓ增殖率变化曲线图

Ｆｉｇ４　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＥＰＣｓ３６ｈａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＴｏｎｇｘｉｎｌｕｏ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．４　５００μｇ／ｍｌ通心络对外周血ＥＰＣｓ增殖的影
响　结果显示，ＥＰＣｓ增殖能力随时间推移逐渐增
强，其中６、１２ｈ对 ＥＰＣｓ的增殖明显高于对照组
（Ｐ＜０．０５），且２４、３６ｈ组与对照组存在着显著差异
（均Ｐ＜０．０１），３６ｈ达到高峰。以上结果表明通心
络在５００μｇ／ｍｌ时对外周血ＥＰＣｓ的增殖存在着明
显时效关系（图５）。

图５　５００μｇ／ｍｌ通心络与ＥＰＣｓ培养

不同时间ＥＰＣｓ增殖率变化曲线图

Ｆｉｇ５　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＥＰＣｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

５００μｇ／ｍｌＴｏｎｇｘｉｎｌｕｏｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓ
Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　通心络胶囊由人参、水蛭、全蝎、土鳖虫、蜈蚣、
蝉蜕、赤芍和冰片等多种成分组成，在中医络病理论
指导下研制而成，主要用于防治心脑血管疾病，具有
益气活血、通络止痛的功效。已有研究［６７］证实，通
心络胶囊具有改善冠脉血供、缩小梗死面积、抑制缺
血再灌注心肌细胞损伤、改善梗死后室壁运动、恢复
冠心病患者受损内皮功能等作用。

　　ＥＰＣｓ在血管再生及血管损伤后内源性内皮自
体修复中扮演着极为重要的角色。研究［８］表明新生

血管中约２５％的内皮细胞由ＥＰＣｓ增殖分化而来。

ＥＰＣｓ缺失或调动不良均会导致血管内皮细胞功能
不良，促使ＡＳ的发生和发展［８９］。随衰老而导致的
骨髓干细胞耗竭，也可促进ＡＳ的发生［１０］。ＥＰＣｓ可
在血管损伤部位附着，分化为血管细胞，参与损伤后
血管修复、介入治疗后再狭窄以及 ＡＳ的病理进
程［１１］。临床研究［１２１３］发现，外周血ＥＰＣｓ数目与一
些ＡＳ危险因素如高血脂、吸烟、高血压、糖尿病等
呈负相关（下降近５０％），且相关危险因素会明显损
伤ＥＰＣｓ功能，推测ＥＰＣｓ功能受损可能会影响血管
内皮的修复而加重内皮功能紊乱。相反，他汀类药
物、雌激素、罗格列酮、运动可以动员更多ＥＰＣｓ从
骨髓进入到外周血中，并显著改善ＥＰＣｓ功能受损，
修复损伤的血管内皮，抑制新生内膜的增生。

　　本研究采用密度梯度离心法分离外周血单个核
细胞，经培养后发现这些细胞具有内吞乙酰化低密
度脂蛋白、结合凝集素、表达ＣＤ３４、ＣＤ１３３等内皮细
胞的特性。ＣＤ１３３一种造血干细胞和祖细胞的表型
标记物，被发现存在于循环ＥＰＣｓ的亚类中，而已分
化的成熟内皮细胞不表达［１４］。因此，本研究对体外
培养细胞ＣＤ１３３的表达进行了检测，结果发现贴壁
细胞ＣＤ１３３阳性表达率＞８０％，而成熟内皮细胞

ＣＤ１３３表达明显缺失，提示培养细胞是具有分化和
增殖能力的ＥＰＣｓ。本研究利用 ＭＴＴ法观察到通
心络在一定浓度范围内能使人外周血ＥＰＣｓ的数量
和增殖能力明显改善，在５００μｇ／ｍｌ时最为显著；观
察５００μｇ／ｍｌ通心络的作用，发现通心络呈时间依
赖性地增强ＥＰＣｓ增殖能力，３６ｈ达到高峰。以上
结果说明，通心络可能通过影响 ＥＰＣｓ的“质”和
“量”，促进血管损伤后的内皮修复和心肌缺血后的
血管再生。

　　有研究［１５］表明通心络可明显抑制缺氧引起的

血管内皮细胞ｃａｓｐａｓｅ３活性增高并减少缺氧所诱
导的动脉内皮细胞凋亡。最近一项研究发现，转染

ｅＮＯＳ的ＥＰＣｓ可在损伤血管局部高表达，较未转染

ｅＮＯＳ的ＥＰＣｓ相比，更能明显地促进血管内皮再
生、减少新生内膜的增生［１６］。推测通心络影响

ＥＰＣｓ数量和增殖功能的机制可能与抑制ＥＰＣｓ凋
亡、上调细胞内源性ｅＮＯＳ的表达有关，但确切机制
尚未明确，尚待进一步研究探讨。
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　　《古今中医皮肤性病辨治精要》和《古今中医儿科病辨治精要》是古今中医辨治精要丛书的分册，人民军医出版社２００７年２
月出版，小１６开，平装。

　　《古今中医皮肤性病辨治精要》ＩＳＢＮ：９７８７５０９１０６１６７，定价：５８．００元。本书由陈志伟主编，全面、系统地介绍了皮肤病

的中医诊疗精要。总论内容包括中医皮肤病的范畴与概念、病因病机、皮肤病的常见症状、辨治要点、治疗原则、常用方药及常

用中药、常用中成药，以及皮肤病的预防与调护等，在各论分别详细介绍了带状疱疹、皮肤真菌病、梅毒、非淋球性尿道炎、尖锐

湿疣、生殖器疱疹、湿疹、荨麻疹、银屑病、红斑狼疮、皮肌炎、硬皮病、黄褐斑、白癜风、痤疮等在概述、病因病机、临床表现及辅

助检查、诊断与鉴别、治疗、古今效方精选、名家医论精华、医案选萃、预防与调护、现代研究概述的１０个方面进行阐述。本书

内容全面，充分体现了中医在皮肤疾病的诊治优势。适合各级皮肤专科医师参考阅读。

　　《古今中医儿科病辨治精要》ＩＳＢＮ：９７８７５０９１０６７９２，定价４９．００元。本书由吴柱中主编，重点介绍儿科疾病的中医药辨

证思路和治疗特色及优势，既有传统的儿科常见病，如呼吸道感染、哮喘、肺炎、腹泻等，又有近年来引起广大医务工作者关注

的儿科常见新病种，如川崎病、性早熟、小儿肥胖症等等。上篇总论中医儿科病学的范畴、源流，概括论述儿科疾病病因病机、

证治特点的一般规律；下篇各论部分以西医病名为纲，参考中西医结合研究的相关进展及编写者经验，分别从中医证治源流、

病因病机、临床表现、诊断要点到临床辨治思路、辨证辨病药店、预防调护等方面逐一进行介绍，并选古今效方、历代验案及当

代名家医论精华以飨读者，同时还简要介绍有关的西医诊治要点及现代中医药研究成果。本书重点突出、特色鲜明、实用性

强，反映了儿科最新进展。适合中医和中西医结合儿科临床工作者和医学院校师生和科研人员阅读参考。
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