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• 药理与临床 • 

黄芪甲苷对大鼠平滑肌细胞及颈动脉内膜增生的影响及机制研究 

尉希清，刘  帅，牛  珩，胡玲爱，张金国* 
济宁医学院附属医院 心内科，山东省心脏疾病诊疗重点实验室，山东 济宁  272129 

摘  要：目的  通过细胞培养及建立大鼠颈动脉球囊损伤模型，观察黄芪甲苷对血管平滑肌细胞（VSMCs）及血管内皮损伤后

内膜增生的影响，并初步探讨黄芪甲苷抑制内膜增生的可能机制。方法  采用组织贴块法培养大鼠 VSMCs，以重组大鼠肿瘤

坏死因子（TNF-α，100 ng/mL）作为刺激因素，建立体外VSMCs增殖模型，应用 CCK-8法检测黄芪甲苷（0、0.5、5、25、
50 μg/mL）对 TNF-α 诱导的 VSMCs增殖能力的影响。采用 Fogarty（2F）球囊导管制备大鼠颈总动脉球囊损伤模型， SD大

鼠随机分为假手术组、模型组、黄芪甲苷（20、40、60 mg/kg）组，各组于造模前 3 d开始 ig给药，连续给药 17 d，术后第 15
天，取损伤颈总动脉进行HE染色，光镜下观察血管内膜的形态学变化，并用计算机图像分析系统测定管腔面积、内膜面积、

内膜面积/中膜面积；采用免疫组织化学法检测内膜增殖细胞核抗原（PCNA）和血小板源性生长因子（PDGF-BB）的表达。

结果  在 TNF-α 刺激下，VSMCs增殖活性与对照组相比均明显提高，差异显著（P＜0.01），经黄芪甲苷预处理后，各质量浓

度黄芪甲苷组细胞增殖均受到抑制，与 TNF-α 组相比差异显著（P＜0.05），且抑制作用具有时间和浓度依赖性。颈总动脉球囊

损伤模型中，模型组大鼠颈动脉内膜增生明显，管腔狭窄，与假手术组比较，内膜面积、内膜面积/中膜面积增大（P＜0.01），
管腔面积减小（P＜0.01）；与模型组比较，黄芪甲苷各剂量组内膜面积、内膜面积/中膜面积减小（P＜0.05、0.01），管腔面积

增大（P＜0.05、0.01）。与假手术组比较，模型组大鼠颈总动脉血管内膜 PCNA、PDGF-BB的阳性表达明显升高（P＜0.01）；
与模型组比较，黄芪甲苷各组大鼠颈总动脉内膜 PCNA、PDGF-BB的阳性表达明显降低（P＜0.05），且呈剂量依赖性。结论  黄
芪甲苷能够以时间和剂量依赖方式抑制 TNF-α 诱导的VSMCs增殖；黄芪甲苷能够抑制颈总动脉球囊损伤大鼠颈总动脉内膜的

增生，黄芪甲苷抑制生长因子 PDGF-BB的表达可能是黄芪甲苷抑制球囊损伤大鼠颈总动脉内膜增生的机制之一。 
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Effect of asragaloside IV on vascular smooth muscle cells and neointima 
hyperplasia in rat carotid artery and their mechanism 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of asragaloside IV (AS-IV) on cultured vascular smooth muscle cells (VSMCs) and 
neointima hyperplasia in the carotid artery of rats after ballon injury and explore the inhibitory mechanisms. Methods  For next 
related researches, primary cultures of VSMCs were prepared from the thoracoabdominal aorta of rats using explant method. Taking 
the recombinant rat tumor necrosis factor (TNF-α, 100 ng/mL ) as the stimulating factor, the model of VSMCs proliferation was 
established by TNF-α inducer in vitro and the effects of AS-IV (0, 0.5, 5, 25, and 50 μg/mL) on the VSMCs proliferation induced by 
TNF-α were determined by CCK-8 method. Rat carotid artery balloon injury model was prepared by Fogarty (2F) balloon catheter. Fifty 
healthy male Sprague-Dawley rats were randomly divided into five groups: a Sham-operation group (Sham), a model group (model), 
and three AS-IV-treated (20, 40, and 60 mg/kg) groups. Three days before the surgery, 1% CMC, AS-IV 20, 40, and 60 mg/kg were ig 
administered to each group once daily for continuous 17 d. Fifteen days after the surgery, rats were killed, and the carotid arterys were 
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harvested. Hematoxylin-elsin staining was carried out to observe the pathomorphological change in vascular intima. The measurement of 
lumen area, intimal area, intimal area/medium film area were measured by computer image analysis system; Immunohistochemistry 
staining was performed to measure the expression of proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and platelet-derived growth factor-BB 
(PDGF-BB). Results  The proliferative activity of VSMCs was obviously increased in the TNF-α group under the stimulation of TNF-α. 
There was a significant difference compared with the control group (P < 0.01). However, when pretreated with AS-IV ahead of time, we 
found that AS-IV significantly inhibited TNF-α-induced VSMCs proliferation in a dose- and time-dependent manner compared to the 
TNF-α group. Compared with the model group, the area of intima, the ratio of intima to media (I/M), and the expression of PCNA and 
PDGF-BB decreased significantly (P < 0.05) in AS-IV groups. Conclusion  AS-IV exerts the inhibitory effects on VSMCs proliferation 
in a dose- and time-dependent manner. AS-IV significantly inhibits the neointimal hyperplasia in rat carotid artery. It might be partially 
attributed to the inhibition of proliferation. It may be one of the mechanisms of inhibiting the proliferation of carotid intima in rats induced 
by balloon injury that AS-IV inhibits the expression of growth factor PDGF-BB. 
Key words: asragaloside IV; balloon injury; intimal hyperplasia; vascular smooth muscle cells; restenosis 

 
随着人们生活方式的改变，冠心病的发病率逐

年升高，目前经皮腔内冠状动脉成形术（PTCA）
和经皮冠状动脉介入治疗（PCI）已经成为治疗冠

心病、血运重建的常规手段之一，该类技术的应用，

大大降低心肌梗死患者的病死率[1]。成熟的技术、

先进的器械为该技术的广泛应用提供了保障，然而

该技术目前仍存在无法摒除的缺点，即术后再狭窄

（restenosis，RS）的发生，因此寻找一种能够解决

该问题的方法成为了介入心脏病学研究的热点之

一。目前 RS 的发病机制尚未最后阐明。研究证明

冠状动脉球囊扩张术后发生的 RS，可以使血管管

腔面积缩小，管腔的狭窄表现在组织学上便是内膜

的过度增生。内膜的过度增生是 RS 形成过程中最

为重要的环节，该过程主要是平滑肌细胞的增殖、

迁移以及细胞外基质的大量蓄积[2]。黄芪甲苷是黄

芪的主要成分，属于皂苷类，是从黄芪中提取、分

离得到的单一成分，研究发现黄芪甲苷具有保护血

管内皮细胞、平滑肌细胞，抗血栓、扩张冠状动脉、

改善循环等心血管保护作用。本研究通过不同剂量

的黄芪甲苷作用于培养的血管平滑肌细胞

（VSMCs）及 RS动物模型，药物作用 17 d后取损

伤侧颈总动脉，通过 HE染色观察血管壁的形态变

化，光镜下观察细胞核中内膜增殖细胞核抗原

（PCNA）的表达，探讨黄芪甲苷对内膜增生的影响，

通过免疫组织化学技术半定量分析血小板源性生

长因子-BB（PDGF-BB）在新生内膜的表达，探索

黄芪甲苷影响内膜增生的具体机制。 
1  材料 
1.1  主要仪器   

CO2恒温细胞培养箱（美国 Shel lab公司）；倒

置相差显微镜（日本 Olympus 公司）；电热恒温培

养箱（上海跃进医疗器械厂）；立式压力蒸汽灭菌

器（上海申安医疗器械厂）；电子天平（梅特勒-托
利多仪器有限公司）；Leica 自动脱水机、Leica 自

动染色机、Leica 石蜡包埋机、Lica 组织切片机、

Leica超薄切片机、冰冻切片机、Leica组织展片考

片机、Leica石蜡冷冻机（德国 Lecia公司）；Sunrise
酶标仪（奥地利 Tecan公司）；MoticBA600全自动

扫描显微镜及照相系统（中国麦克奥迪公司）；

Image-proplus software5.0 图像分析软件（美国

Media Cybernetics公司）；电热鼓风干燥箱（上海实

验仪器有限公司）；Fogarty（2F）球囊导管（美国

Edwards Lifescience公司）。 
1.2  药品与试剂   

黄芪甲苷（质量分数 98.34%，批号 121224），
西安旭煌生物技术有限公司；水合氯醛、羧甲基纤

维素钠，上海化学试剂公司；二甲苯，天津天河化

学试剂公司；苏木精、伊红，天津福晨化学试剂公

司；3-氨丙基-3-乙氧基甲硅烷（APES）、即用型

SABC 免疫组化试剂盒，武汉博士德生物工程有限

公司；DAB显色试剂盒，北京中杉金桥生物技术有

限公司；一抗 PCNA为兔抗鼠，Santa Cruz公司；

一抗 PDGF-BB为兔抗鼠，Abcam公司；二抗山羊

抗兔，Santa Cruz公司。CCK-8试剂盒，碧云天生

物技术研究所；肿瘤坏死因子-α（TNF-α），美国

Sigma公司。 
1.3  实验动物   

SPF级 6～8周龄的雄性 SD大鼠，体质量 80～
120 g，用于制备 VSMCs；SPF级 SD雄性大鼠 50
只，体质量 250～300 g，用于动物实验；均购于山

东济宁鲁抗辰欣药业有限公司实验动物中心，动物

使用许可证号 SCXK-鲁 20130001。实验动物的使
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用符合伦理学标准。 
2  方法 
2.1  对大鼠 VSMCs增殖的影响 
2.1.1  大鼠 VSMCs 的原代培养及传代培养  参照

段超等[3]的方法，采用组织贴块法原代培养大鼠

VSMCs成功后，然后传代培养 VSMCs，传到 5代
左右进行细胞实验。 
2.1.2  VSMCs 的鉴定 （1）细胞形态学鉴定：根

据 VSMCs 生物形态学特点，应用倒置相差显微镜

观察细胞大小、形态、排列方式、生长特点及生长

规律。（2）免疫组织化学鉴定：用特异性小鼠抗大

鼠 α-平滑肌肌动蛋白（α-SM-actin）单克隆抗体进

行免疫组织化学鉴定，同时设立阴性对照组。按

SABC 试剂盒和 DAB 显色试剂盒说明书进行免疫

组织化学染色，显微镜下观察及图像分析。 
2.1.3  细胞实验分组及处理  实验分 7组：对照组

（培养液中含 0.1%DMSO），TNF-α 组（不给予药物

预处理，单纯给予 100 ng/mL TNF-α），TNF-α＋黄

芪甲苷（0.5 μg/mL）组，TNF-α＋黄芪甲苷（5 
μg/mL），TNF-α＋黄芪甲苷（25 μg/mL），TNF-α＋
黄芪甲苷（50 μg/mL），黄芪甲苷（50 μg/mL）组。 
2.1.4  CCK-8 法检测 VSMCs 增殖能力   采用

CCK-8法测定各组细胞增殖能力，方法按照试剂盒

说明操作，具体如下：选择生长良好的对数生长期

VSMCs，按胰酶消化法收集细胞，并用完全培养基

制备单细胞悬液，细胞计数板计数并调整细胞浓度

约为 2×104个/mL，以每孔 2 000个细胞（100 μL）
接种于 96孔细胞培养板中，并将培养板置于 37℃、

5%CO2培养箱中常规培养 24 h。吸弃原培养液，更

换无血清的 DMEM培养液饥饿培养 24 h，使细胞

同步于 G0/G1期。按“2.1.3”项实验分组更换条件

培养液，预先加入不同质量浓度黄芪甲苷（0、0.5、
5、25、50 μg/mL）孵育 2 h后，再加入 TNF-α（100 
ng/mL），TNF-α 组和黄芪甲苷（50 μg/mL）组分别

加入相应的 1种药物，每组设 3个复孔。加药完毕

后，将培养板置于培养箱中继续孵育至 24、48、72 
h。吸尽孔内上清液，每孔加入新鲜培养液 100 μL，
避光加入 CCK-8工作液 10 μL，继续孵育 2 h。选

择 450 nm波长，在酶标仪上测定各孔吸光度（A）
值，记录结果并分析。 
2.2  对颈动脉球囊损伤模型大鼠的影响 
2.2.1  颈动脉球囊损伤模型的制备  依据文献报

道[4]方法，在手术前动物禁食 12 h，采用 10%水合

氯醛 3 mg/kg ip麻醉，仰卧位固定，取颈部正中切

口，暴露左侧颈总动脉、颈外和颈内动脉。显微血

管夹夹闭颈总及颈内动脉，结扎颈外动脉远心端，

在近心端做切口送入 2F Fogarty球囊导管至颈总动

脉，注入 0.1 mL生理盐水充盈球囊，扩张至动脉外

径 2倍，重复 3次剥脱内皮，退出导管，结扎左侧

颈外动脉，缝合皮肤。假手术组不插入球囊导管，

其余手术操作相同。术后 3 d内 ip青霉素（每只 20
万 U）预防感染。 
2.2.2  动物分组及给药  采用随机数字表法将 50只
健康成年雄性 SD大鼠随机分为假手术组，模型组，

黄芪甲苷低、中、高剂量（20、40、60 mg/kg）组，

每组10只。假手术组与模型组大鼠 ig等量生理盐水，

黄芪甲苷各组分别 ig相应剂量的黄芪甲苷。造模前

3 d开始给药，每天 1次，连续给药 17 d。 
2.2.3  取材  术后第 15天，大鼠禁食禁水 12 h，
麻醉大鼠，取损伤侧颈总动脉，PBS缓冲液中洗去

血液，放入 4%多聚甲醛溶液中固定 24 h，然后逐

级经 70%、80%、95%、100%乙醇脱水，二甲苯透

明、浸蜡等步骤后，垂直石蜡包埋，制成蜡块，切

片后进行 HE染色。 
2.2.4  光镜下观察血管壁形态  经过 HE染色的切

片组织，细胞胞浆为红色，胞核为蓝色。光镜下，

可以看到组织由平滑肌细胞和纤维构成。内弹力板

以内为内膜，外弹力板以外为外膜，内外弹力板之

间为中膜。100倍光镜下拍照，保存。依据文献中描

述的方法[5]，采用 Image-proplus software5.0图像分

析软件用鼠标画出内弹力板、外弹力板和管腔的轮

廓，计算管腔面积、内弹力板围绕面积和外弹力板

围绕面积，并分别计算管腔面积、内膜面积（内弹

力板围绕面积减去管腔面积）、内膜面积/中膜面积

（外弹力板围绕面积减去内弹力板围绕面积）。以该 3
项指标反映血管的狭窄程度和内膜的增生程度。 
2.2.5  免疫组织化学染色检测 PCNA 和 PDGF-BB
的表达  将颈总动脉石蜡块切成 4 μm切片，放入

40℃水中，防脱载玻片捞片，放入烤箱中烤干。二

甲苯 I、II中各脱蜡 5 min，分别放入 100%、95%、
85%、75%乙醇逐级脱水各 2 min。配制好的灭活剂

灭活内源性酶 5 min后，PBS缓冲液洗 3次。将枸

橼酸盐缓冲液倒入高压锅内，加热 3 min，冷却后

PBS缓冲液洗 3次。常温下用山羊血清封闭 15 min，
完毕后不甩，只把多余液体擦掉。加入稀释至 1∶
200的一抗，37 ℃孵育 1 h，PBS缓冲液洗 3次。
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加入稀释至 1∶300的二抗，37℃孵育 20 min，用

PBS缓冲液洗 3次，每次 2 min。37 ℃条件下滴加

SABC试剂，作用 20 min，用 PBS缓冲液洗 3次，

每次 5 min。滴加 DAB显色剂，控制反应时间，最

佳状态下终止反应。用苏木素复染，经过脱水，透

明，封片后镜下观察。镜下观察 PCNA的表达位于

平滑肌细胞的细胞核，阳性表达为胞核染为棕色。

每张切片在 400 倍视野下，选取 5 个视野，应用

Image-proplus software5.0图像分析软件计数分析功

能，计算新生内膜中阳性细胞个数占全部细胞的比

例，即 PCNA 阳性细胞标记指数。PDGF-BB 细胞

因子表达于细胞核及细胞浆，阳性表达为胞浆、胞

核棕色。采用 Image-proplus software5.0图像分析软

件以积分吸光度值表示该蛋白的相对量。400 倍视

野下拍照，校正积分吸光度值；选定阳性区域，将

背景转换为白色，新的图片转换为八灰度图片，记

录软件的读数，即为累积吸光度值。 
2.3  统计学分析 

通过SPSS 13.0统计软件进行分析，数据采用 ±x s
表示，多组间计量资料应用单因素方差分析（One-way 
ANOVA），然后用 SNK法进行组平均数的两两比较。 
3  结果 
3.1  VSMCs原代细胞、传代细胞生长状况 

大鼠胸主动脉组织块接种于培养瓶 4～7 d后，

倒置显微镜下可见 90%的组织块边缘有细胞呈放

射状爬出，向外生长形成细胞晕，进而形成细胞簇。

细胞形态多样，折光性强。第 8～10天，可见细胞

布满瓶底，细胞密度低时呈单层平行排列、交织呈

网状，密度高时则多层重叠、呈旋涡状或栅栏状，

由此形成典型的“峰-谷”状生长结构（图 1）。原

代细胞生长状况良好，能够满足实验要求。经过细

胞纯化和多次传代后，逐步排除了成纤维细胞和内

皮细胞的生长，而平滑肌细胞生长越来越占优势，

5代左右平滑肌细胞的纯度达 98%以上。在连续多

代培养后，大部分细胞生长状态良好，生长方式和

形态特点同原代细胞一致（图 1）。共计数 1 000个
细胞，其中 28 个细胞台盼蓝染色阳性，约有 97%
以上的细胞染色阴性，表明培养的细胞消化传代成

活率较高，能够用于后续研究。 
3.2  VSMCs鉴定 

形态学观察：倒置显微镜下观察原代 VSMCs
形态多样，呈长梭形、三角形或不规则形等，有长

短不一的细胞突起；胞浆丰富，均质透明；胞核卵 

 

  
原代细胞                        传代细胞 

图 1  VSMCs原代细胞和传代细胞形态 
Fig. 1  Morphology of primary and sub-culture VSMCs 

圆形，居中，可见 2～3 个核仁；折光性强。细胞

密度高时可见典型的“峰-谷”状生长结构。 
免疫细胞化学鉴定：平滑肌细胞经 α-SM-actin

抗体免疫化学染色后显示，98%以上的细胞染色阳

性，即胞浆呈现棕黄色反应，表明细胞含有肌动蛋

白，为 VSMCs（图 2），能够用于后续研究。 
3.3  对 TNF-α诱导的 VSMCs增殖能力的影响 

图 3结果显示，终质量浓度为 100 ng/mL TNF-α
刺激 VSMCs 至预定时间后，A 值增加，细胞增殖

明显，与对照组相比，差异显著（P＜0.001），随着

时间的延长，增殖能力呈上升趋势。加入黄芪甲苷

（0.5、5、25、50 μg/mL）预处理可明显抑制 TNF-α
所诱导的细胞增殖，各时间点的 A值与单独 TNF-α
组相比明显下降，且 50 μg/mL 黄芪甲苷干预 72 h
时抑制 VSMCs生长作用最强（P＜0.001），提示黄

芪甲苷在0.5～50 μg/mL内对VSMCs增殖的抑制作

用呈明显的时间与剂量依赖性。上述结果表明，黄

芪甲苷在 TNF-α 诱导的 VSMCs增殖过程中发挥负

性调节作用。而单纯 50 μg/mL 黄芪甲苷组与对照

组比较差异无统计学意义（P＞0.05），说明黄芪甲

苷对正常培养的 VSMCs增殖无调节作用。 
3.4  对颈动脉球囊损伤大鼠颈动脉内膜增生的影响 

低倍光镜下可见模型组大鼠颈动脉管腔狭窄，

内膜明显增生、变厚；而不同剂量黄芪甲苷干预后，

颈动脉内膜呈剂量依赖性地逐渐变薄，内膜增厚减  

 
图 2  VSMCs免疫细胞化学染色 

Fig. 2  Immunocytochemical staining of VSMCs 
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与对照组比较：***P＜0.001；与 TNF-α 组比较：#P＜0.05  
##P＜0.01  ###P＜0.001  
***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 
vs TNF-α group 

图 3  黄芪甲苷对 TNF-α 诱导的 VSMCs 增殖能力的影响 
( x±s, n = 3) 
Fig. 3  Effect of AS-IV on VSMCs proliferative capacity 
under TNF-α-stimulated conditions ( x±s, n = 3) 

轻。高倍镜下可见，模型组大鼠颈动脉内膜靠近管

腔侧的平滑肌细胞形态并不规则，排列也不整齐，

而细胞核明显大于正常平滑肌细胞。内弹力板处可

见平滑肌细胞，胞核小，排列紧密，黄芪甲苷呈剂

量依赖性抑制大鼠颈动脉内膜增生。结果见图 4。 
与假手术组比较，模型组管腔面积显著降低

（P＜0.01），内膜面积、内膜面积/中膜面积均显著

升高（P＜0.01）；与模型组比较，黄芪甲苷（20、40、
60 mg/kg）均抑制了大鼠颈动脉内膜的增生，使管腔

面积较模型组显著增加（P＜0.05、0.01），而内膜面

积、内膜面积/中膜面积较模型组显著降低（P＜
0.05、0.01）。结果见表 1。 
3.5  对颈动脉球囊损伤大鼠颈动脉内膜 PCNA 阳

性表达的影响 
普通光镜下显示，PCNA在平滑肌细胞的胞核

中表达，阳性细胞核为棕色，在假手术组中表达量

很低，而模型组新生内膜中阳性表达指数明显升高 
 

     

     
假手术                 模型          黄芪甲苷 20 mg·kg−1    黄芪甲苷 40 mg·kg−1    黄芪甲苷 60 mg·kg−1     

图 4  各组大鼠颈动脉血管壁形态 (HE染色) 
Fig. 4  Morphology of wall of carotid artery of rats in each group (HE staining) 

表 1  黄芪甲苷对颈动脉球囊损伤大鼠颈动脉内膜增生的影响 ( ±x s ) 
Table 1  Effects of AS-IV on intimal hyperplasia of rat carotid artery after balloon injury ( ±x s ) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 动物/只 管腔面积/µm2 内膜面积/µm2 内膜面积/中膜面积 
假手术 —  9 113 311±10 255 5 660± 6 033 0.15±0.22 
模型 —  9 22 345±11 232** 95 211±11 023** 1.77±0.12** 
黄芪甲苷 20  9 64 556±12 332# 51 511± 1 135# 0.81±0.11# 

 40 10 74 666±10 989## 40 444± 7 877## 0.66±0.16## 
 60  9 99 000±11 288## 26 433± 7 033## 0.45±0.11## 

与假手术组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01，下同 
**P < 0.01 vs Sham group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group, same as below 
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（P＜0.01），低、中、高剂量黄芪甲苷组对内膜中

PCNA的表达均有抑制作用，阳性表达指数均较模

型组显著降低（P＜0.05）。结果见图 5和图 6。 
3.6  对颈动脉球囊损伤大鼠颈动脉内膜中

PDGF-BB阳性表达的影响 
假手术组中，细胞因子 PDGF-BB有少量的阳性表

达，大鼠颈动脉球囊损伤后 PDGF-BB表达明显升高。

模型组新生内膜中有大量的 PDGF-BB的阳性表达，与

假手术组比较，差异显著（P＜0.01）。黄芪甲苷低、

中、高剂量组 PDGF-BB表达均下降，其表达累积吸光

度值均显著低于模型组（P＜0.05、0.01），且随着黄芪

甲苷剂量增加，抑制作用更显著。结果见图 5和图 6。 
 

     

     
假手术                    模型             黄芪甲苷 20 mg·kg−1     黄芪甲苷 40 mg·kg−1     黄芪甲苷 60 mg·kg−1   

箭头所示为阳性表达 
 The arrow indicated positive expression  

图 5  PCNA和 PDGF-BB在颈总动脉球囊损伤 14 d后内膜中的阳性表达 (免疫组织化学染色) 
Fig. 5  Positive expression of PCNA and PDGF-BB in intima common carotid artery after balloon injuriy in 14 d 
(immunohistochemical staining) 

 

               

 

图 6  黄芪甲苷对颈动脉球囊损伤大鼠新生内膜中 PCNA和 PDGF-BB阳性表达的影响 
Fig. 6  Effect of AS-IV on positive expression of PCNA and PDGF-BB in intima of common carotid artery after balloon injury 
in 14 d 

4  讨论 
近年来，PCI 已经发展成为冠状动脉粥样硬化

性心脏病（CHD）最有效的治疗方法之一[6]。尽管

支架制作工艺和材料不断改进，支架内 RS 发生率

从最初的裸金属支架时代的 40%～50%降至目前的

药物涂层支架的 5%～10%，但 RS仍为 PCI术的主 
要并发症[7]，因此寻找一种能够保护血管内皮、防

治冠脉球囊扩张术后 RS 的药物仍然具有重要的临

床意义[8]。黄芪甲苷是从传统中药黄芪中分离得到

的一种具有多种药理活性的皂苷类化合物，近年来
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对黄芪甲苷的研究从器官组织水平到细胞分子水

平不断深入，对其药理活性及药动学特点也有了更

为广泛的认识[9-10]。虽有报道黄芪甲苷可通过干涉

细胞分裂周期、促进细胞凋亡和提高平滑肌肌动蛋

白的表达来抑制高糖诱导的 VSMCs 增殖[11]；但黄

芪甲苷对血管损伤后 VSMCs 增殖迁移的影响及其

相关作用机制尚少报道。本研究通过 TNF-α 诱导平

滑肌细胞增殖，然后通过黄芪甲苷干预探讨黄芪甲

苷对血管平滑肌细胞增殖的影响，再通过建立球囊

损伤大鼠颈动脉内膜模型，模拟支架植入血管损伤

模型，用不同质量浓度的黄芪甲苷干预，从细胞及

动物模型水平探讨黄芪甲苷对颈动脉内膜损伤的

保护作用。 
目前普遍认为 RS 主要发生机制是 VSMCs 的

过度增殖与迁移、内皮细胞损伤、血管弹性回缩、

持续存在的炎症反应和血管重构[12]。VSMCs 作为

一种多功能性间叶细胞，是构成大、中血管的主要

细胞类型，当血管壁特别是血管内膜受到损伤后，

VSMCs 在各种刺激因素作用下发生表型转换并进

入分裂周期，此种状态下的 VSMCs 可从血管中膜

游走到内膜并在此大量分裂增殖，若能抑制这些细

胞的增殖就能有效防止新生内膜的形成。根据分化

程度的不同，VSMCs 可分为 2 种表型：分化完全

的收缩型和分化不完全的合成型，这 2种表型具有

高度可塑性，在一定条件下可以相互转化。研究表

明，VSMCs 由静止收缩型向合成分泌型转化，并

由血管中膜向内膜迁移、增殖这一过程是 RS 形成

的关键性起始步骤，既往研究显示[13]，血管成形术

后 4 d VSMCs 开始增殖，并由收缩型转变为合成

型，7 d后 VSMCs开始向内膜下迁移、增殖并形成

新生内膜，14 d后新生内膜中的细胞外基质（ECM）

逐渐增多。因此，VSMCs已成为 PCI术后 RS防治

工作的重要靶细胞之一。有证据表明[14]，VSMCs
在体外经传代培养后，会向合成型转化，据此，采

用体外培养大鼠胸主动脉 VSMCs，应用重组大鼠

生长因子 TNF-α 诱导 VSMCs发生表型转化，模拟

血管损伤时 VSMCs 的移行增殖，从而建立体外细

胞实验模型。本实验结果显示：在 100 ng/mL TNF-α
刺激作用下，VSMCs 增殖活性与未给予任何干预

措施的对照组相比，VSMCs 增殖能力明显提高，

提示细胞因子 TNF-α 促进了 VSMCs的增殖，此结

论与已有研究结果一致[15]。为了探寻黄芪甲苷能否

有效抑制 TNF-α 诱导的 VSMCs增殖，本研究使用

不同质量浓度的黄芪甲苷干预 TNF-α 刺激的

VSMCs，采用 CCK-8 法检测细胞增殖能力，结果

表明在药物干预达到 24、48、72 h，随着时间的延

长及黄芪甲苷药物质量浓度的增加，细胞增殖被抑

制越明显，黄芪甲苷以时间与浓度依赖方式拮抗了

TNF-α 对 VSMCs 的促增殖作用。因此，黄芪甲苷

可以通过抑制 VSMCs 的增殖来预防 RS 的发生。

这与 Yuan 等[16]的报道相一致，但不同的是，Yuan
在研究中以高糖作为刺激因素，以此来模拟糖尿病

动脉粥样硬化的发生，而本研究以 TNF-α 作为刺激

因素，以此来模拟血管损伤后 VSMCs 的增殖。李

丽等[11]研究报道黄芪甲苷可通过清除氧自由基和

逆转细胞内钙超载对阿霉素引起的心肌损伤发挥

保护作用。Zhang 等[17]研究发现黄芪甲苷可通过激

活内皮依赖的 NO-CGMP 信号传导途径、减少细胞

内钙离子（Ca2+）的释放和流动来对抗氯化钾和苯肾

上腺素引起的大鼠主动脉环收缩。Liu等[18]研究表明

黄芪甲苷可通过抑制肝星形细胞增生和胶原合成

来对抗猪血清诱导的肝细胞纤维化。马海涛等[19]

则通过建立过氧化氢诱导的人脐静脉内皮细胞

（HUVECs）氧化应激损伤细胞模型，观察到不同质

量浓度的黄芪甲苷预处理对 HUVECs有保护作用。 
在细胞实验证实黄芪甲苷可以抑制 VSMCs 的

过度增生后，又通过球囊损伤颈动脉内膜建立颈动

脉损伤模型模拟支架植入导致动脉内膜损伤，从动

物水平探讨黄芪甲苷对内膜损伤的作用及可能机

制。研究表明，内膜损伤导致内膜的过度增生，内

膜增生发生发展的过程实际上是机体的一种修复

血管内皮损伤的反应，该过程的始动因素便是内皮

细胞的剥脱[20-21]。研究表明大鼠血管内皮损伤后发

生 RS 的机制与人类介入术后再狭窄发生机制相

似，球囊损伤 24 h血管平滑肌细胞便可出现增殖和

迁移，14 d增殖达最高峰，可靠的内膜增生已经形

成。以往的细胞实验证明黄芪甲苷具有抑制血管平

滑肌细胞增殖的作用，但体内实验未有报道。本实

验通过应用不同质量浓度黄芪甲苷干预大鼠颈动

脉球囊损伤导致血管狭窄的动物模型，血管 HE染

色结果显示球囊损伤组较假手术组管腔面积显著

减小，内膜面积和内膜面积/中膜面积显著增大，

而黄芪甲苷使内膜面积和内膜面积/中膜面积显著

降低，从形态学角度表明其通过抑制血管内膜面积、

内膜面积/中膜面积在体内具有抑制内膜增生的作

用。实验中黄芪甲苷剂量参照相关文献设置[17]。既
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往体外实验表明，黄芪甲苷从降低平滑肌细胞增殖

活力和诱导细胞凋亡方面抑制平滑肌细胞的增殖，

改善血管重构，与本实验结果一致。杨勇等[22]研究

发现黄芪甲苷抑制异常血管平滑肌细胞的增殖是

通过抑制醛糖还原酶活性、增加一氧化氮产生的途

径实现。 
PCNA合成、表达在增殖的细胞核，很少出现

在静止细胞中，其表达与细胞 DNA 复制有关，是

细胞进行 DNA 复制和分裂增殖的表现。因此，测

定其表达量可以很好地评价血管平滑肌细胞的增

殖状态[23]。本实验中，模型组大鼠颈动脉球囊损伤

后14 d新生内膜中PCNA的量最高，其分布具有“内

疏外密”的特点，管腔侧较近弹力板侧稀疏，表明

平滑肌细胞由外向内增殖和迁移，这与其他研究得

出的平滑肌向内膜迁移的结论是一致的。在黄芪甲

苷用药组，新生内膜中 PCNA表达受到抑制，说明

黄芪甲苷是通过抑制平滑肌细胞的增殖和迁移，从

而发挥抑制新生内膜的增殖作用。 
既往研究表明[23]在冠脉球囊扩张术后，血小板

活化释放的PDGF等分子刺激中层VSMC迁移和增

殖，导致一系列修复反应，这些自身修复反应，加

重支架内 RS的发生。PDGF-BB可直接作用于平滑

肌细胞的受体上，激活细胞信号的传导通路，最终

导致基因过量表达，使细胞过度增殖。因此，如果

某类药物能够抑制这类生长因子的表达，便可抑制

内膜的过度增生[24]。PDGF-BB 是目前公认的平滑

肌细胞增殖、迁移的最强的刺激生长因子，在血管

内膜的过度增生过程中可能起主要作用。损伤的内

皮细胞、激活的巨噬细胞、血管平滑肌细胞能够释

放大量该生长因子，其与靶细胞受体结合后，一方

面可以使细胞由静止期进入增殖期，直接促使平滑

肌细胞增殖、迁移[25]，另一方面可以激活 RAS 通

路、磷脂酰肌醇-3激酶通路，介导平滑肌细胞的增

殖。血管内皮细胞损伤早期，大量血小板聚集、黏

附，释放 PDGF-BB，在 PDGF-BB刺激下，平滑肌

细胞表型发生变化，由收缩型转化为合成型，并迁

移到内膜。因此，拮抗该因子的表达或者阻断其通

路的传导，便可能抑制血管损伤后内膜的增生，达

到抗 RS 的目的。本实验表明黄芪甲苷抑制了

PDGF-BB 在新生内膜中的表达，黄芪甲苷对此生

长因子的抑制与抑制 PCNA表达的趋势是一致的，

说明该因子在平滑肌细胞的增殖、迁移过程中起到

了关键作用。ten Freyhaus 等[26]研究发现通过加入

氧化酶抑制剂能够减轻 PDGF诱导的平滑肌细胞增

殖迁移。因此，黄芪甲苷通过抑制 PDGF-BB 的表

达，从而抑制了 PDGF-BB 诱导的血管平滑肌细胞

的增殖迁移，进而减轻内膜的增生，保护血管的内

皮细胞，起到预防血管 RS的作用。 
本研究通过应用黄芪甲苷干预 TNF-α 刺激的

VSMCs 增殖及大鼠颈动脉球囊损伤模型，从细胞

及动物水平说明黄芪甲苷具有抑制血管内皮损伤

后细胞及内膜增生的作用，从 PDGF-BB 的表达情

况说明其具有抑制生长因子表达的作用，进而减轻

平滑肌细胞增殖、迁移，防止内膜过度增生。这些

为黄芪甲苷防治血管 RS 方面的应用提供了一些理

论依据，但是黄芪甲苷抑制生长因子的表达可能只

是抑制内膜增生复杂机制的一部分，其详细的机制

仍需进一步深入研究。 
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