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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G=
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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（spjCs）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 spjCs，以重组大鼠肿瘤

坏死因子（qkcJα，NMM= ngLmi）作为刺激因素，建立体外spjCs增殖模型，应用 CChJU法检测黄芪甲苷（M、MKR、R、OR、
RM= μg/mL）对 qkcJα 诱导的 spjCs增殖能力的影响。采用 cog~rty（Oc）球囊导管制备大鼠颈总动脉球囊损伤模型，= pa大

鼠随机分为假手术组、模型组、黄芪甲苷（OM、QM、SM=mgLkg）组，各组于造模前 P=d开始 ig给药，连续给药 NT=d，术后第 NR
天，取损伤颈总动脉进行eb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（mCkA）和血小板源性生长因子（madcJ__）的表达。

结果= =在 qkcJα 刺激下，spjCs增殖活性与对照组相比均明显提高，差异显著（m＜MKMN），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 qkcJα 组相比差异显著（m＜MKMR），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（m＜MKMN），
管腔面积减小（m＜MKMN）；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（m＜MKMR、MKMN），管腔面积

增大（m＜MKMR、MKMN）。与假手术组比较，模型组大鼠颈总动脉血管内膜 mCkA、madcJ__的阳性表达明显升高（m＜MKMN）；
与模型组比较，黄芪甲苷各组大鼠颈总动脉内膜 mCkA、madcJ__的阳性表达明显降低（m＜MKMR），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 qkcJα 诱导的spjCs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 madcJ__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。=
关键词：黄芪甲苷；球囊损伤；内膜增生；血管平滑肌细胞；再狭窄=
中图分类号：oOURKR= = = = = =文献标志码：A= = = = = =文章编号：MORP=J=OSTMEOMNSFNV=J=PQPO=J=MV=
alfW=NMKTRMNLjKissnKMORPJOSTMKOMNSKNVKMNQ=

bffect=of=asragaloside=fs=on=vascular=smooth=muscle=cells=and=neointima=
hyperplasia=in=rat=carotid=artery=and=their=mechanism=

tbf=uiJqingI=ifrJphu~iI=kfrJeengI=er=iingJ~iI=weAkd=ginJguo=
ph~ndong=hey=i~bor~tory=of=C~rdi~c=aise~se=ai~gnosis=~nd=qre~tmentI=aep~rtment=of=C~rdiologyI=the=Affili~ted=eospit~l=of=gining=
jedic~l=rniversityI=gining=OTONOVI=Chin~=

AbstractW=lbjective= = qo=investig~te=the=effects=of=~sr~g~loside=fs=EApJfsF on=cultured=v~scul~r=smooth=muscle=cells=EspjCsF=~nd=
neointim~=hyperpl~si~=in=the=c~rotid=~rtery=of=r~ts=~fter=b~llon=injury=~nd=explore=the=inhibitory=mech~nismsK=jethods= = cor=next=
rel~ted=rese~rchesI=prim~ry=cultures=of=spjCs=were=prep~red=from=the=thor~co~bdomin~l=~ort~=of=r~ts=using=expl~nt=methodK=q~king=
the= recombin~nt= r~t= tumor= necrosis= f~ctor= EqkcJαI= NMM=ngLmi=F= ~s= the= stimul~ting= f~ctorI= the=model=of=spjCs=prolifer~tion=w~s=
est~blished=by=qkcJα inducer in vitro=~nd=the=effects=of=ApJfs (MI=MKRI=RI=ORI=~nd=RM=μg/mLF=on=the=spjCs=prolifer~tion=induced=by=
qkcJα=were=determined=by=CChJU=methodK=o~t=c~rotid=~rtery=b~lloon=injury=model=w~s=prep~red=by=cog~rty=EOcF=b~lloon=c~theterK=cifty=
he~lthy=m~le=ppr~gueJa~wley=r~ts=were=r~ndomly=divided=into=five=groupsW=~=ph~mJoper~tion=group=Eph~mFI=~=model=group=EmodelFI=
~nd=three=ApJfsJtre~ted=EOMI=QMI=~nd=SM=mgLkgF=groupsK=qhree=d~ys=before=the=surgeryI=NB=CjCI=ApJfs=OMI=QMI=~nd=SM=mgLkg=were=ig=
~dministered=to=e~ch=group=once=d~ily=for=continuous=NT=dK=cifteen=d~ys=~fter=the=surgeryI=r~ts=were=killedI=~nd=the=c~rotid=~rterys=were=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =

收稿日期：OMNSJMRJOM=
基金项目：山东省自然科学基金项目（woOMNNeiMMS）=
作者简介：尉希清（NVTR—），女，副主任医师，在读博士，主要研究方向为冠心病、心力衰竭的基础与临床。=

qelW=EMRPTFOVMPNVO= = bJm~ilW=weixiqingRNO]NSPKcom=
*通信作者= =张金国（NVSP—），男，教授，硕士生导师，主要研究方向为冠心病、心力衰竭的基础与临床。=

qelW=EMRPTFOVMPOVO= = bJm~ilW=cckNNOMMM]~liyunKcom 



中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QT卷=第 NV期= OMNS年 NM月=

= = = = =

·PQPP·=

h~rvestedK=eem~toxylinJelsin=st~ining=w~s=c~rried=out=to=observe=the=p~thomorphologic~l=ch~nge=in=v~scul~r=intim~K=qhe=me~surement=of=
lumen=~re~I= intim~l= ~re~I= intim~l= ~re~Lmedium= film=~re~=were=me~sured=by= computer= im~ge= ~n~lysis= systemX= fmmunohistochemistry=
st~ining=w~s=performed=to=me~sure=the=expression=of=prolifer~ting=cell=nucle~r=~ntigen= EmCkAF= ~nd=pl~teletJderived=growth=f~ctorJ__=
EmadcJ__FK=oesults= = qhe=prolifer~tive=~ctivity=of=spjCs=w~s=obviously=incre~sed=in=the=qkcJα group=under=the=stimul~tion=of=qkcJαK=
qhere=w~s=~=signific~nt=difference=comp~red=with=the=control=group=Em=Y=MKMNFK=eoweverI=when=pretre~ted=with=ApJfs=~he~d=of=timeI=we=
found=th~t=ApJfs=signific~ntly=inhibited=qkcJαJinduced=spjCs=prolifer~tion=in=~=doseJ=~nd=timeJdependent=m~nner=comp~red=to=the=
qkcJα group. Compared with the model group, the area of intima, the ratio of intima to media=EfLjFI=~nd=the=expression=of=mCkA=~nd=
madcJ__=decre~sed=signific~ntly=Em=Y=MKMRF=in=ApJfs=groupsK=Conclusion= = ApJfs=exerts=the= inhibitory=effects=on=spjCs=prolifer~tion=
in=~=doseJ=~nd=timeJdependent=m~nnerK=ApJfs=signific~ntly=inhibits=the= neointim~l=hyperpl~si~=in=r~t=c~rotid=~rteryK=ft=might=be=p~rti~lly=
~ttributed=to=the=inhibition=of=prolifer~tionK=ft=m~y=be=one=of=the=mech~nisms=of=inhibiting=the=prolifer~tion=of=c~rotid=intim~=in=r~ts=induced=
by=b~lloon=injury=th~t=ApJfs=inhibits=the=expression=of=growth=f~ctor=madcJ__K=
hey=wordsW=~sr~g~loside=fsX=b~lloon=injuryX=intim~l=hyperpl~si~X=v~scul~r=smooth=muscle=cellsX=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（mqCA）
和经皮冠状动脉介入治疗（mCf）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xNz。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，op）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 op 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 op，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 op 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xOz。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

（spjCs）及 op动物模型，药物作用 NT= d后取损

伤侧颈总动脉，通过 eb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

（mCkA）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J__（madcJ__）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。=
N= =材料=
NKN= =主要仪器= = =

ClO恒温细胞培养箱（美国 phel=l~b公司）；倒

置相差显微镜（日本 llympus 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J托
利多仪器有限公司）；ieic~ 自动脱水机、ieic~ 自

动染色机、ieic~ 石蜡包埋机、iic~ 组织切片机、

ieic~超薄切片机、冰冻切片机、ieic~组织展片考

片机、ieic~石蜡冷冻机（德国 ieci~公司）；punrise
酶标仪（奥地利 qec~n公司）；jotic_ASMM全自动

扫描显微镜及照相系统（中国麦克奥迪公司）；

fm~geJproplus= softw~reRKM 图像分析软件（美国

jedi~=Cybernetics公司）；电热鼓风干燥箱（上海实

验仪器有限公司）；cog~rty（Oc）球囊导管（美国

bdw~rds=iifescience公司）。=
NKO= =药品与试剂= = =

黄芪甲苷（质量分数 VUKPQB，批号 NONOOQ），
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；PJ氨丙基JPJ乙氧基甲硅烷（Ambp）、即用型

pA_C 免疫组化试剂盒，武汉博士德生物工程有限

公司；aA_显色试剂盒，北京中杉金桥生物技术有

限公司；一抗 mCkA为兔抗鼠，p~nt~=Cruz公司；

一抗 madcJ__为兔抗鼠，Abc~m公司；二抗山羊

抗兔，p~nt~=Cruz公司。CChJU试剂盒，碧云天生

物技术研究所；肿瘤坏死因子Jα（qkcJα），美国

pigm~公司。=
NKP= =实验动物= = =

pmc级 S～U周龄的雄性 pa大鼠，体质量 UM～
NOM= g，用于制备 spjCs；pmc级 pa雄性大鼠 RM
只，体质量 ORM～PMM=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 pCuhJ鲁 OMNPMMMN。实验动物的使
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用符合伦理学标准。=
O= =方法=
OKN= =对大鼠 spjCs增殖的影响=
OKNKN= =大鼠 spjCs 的原代培养及传代培养= =参照

段超等xPz的方法，采用组织贴块法原代培养大鼠

spjCs成功后，然后传代培养 spjCs，传到 R代
左右进行细胞实验。=
OKNKO= = spjCs 的鉴定=（N）细胞形态学鉴定：根

据 spjCs 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。（O）免疫组织化学鉴定：用特异性小鼠抗大

鼠 αJ平滑肌肌动蛋白（αJpjJ~ctin）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

pA_C 试剂盒和 aA_ 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。=
OKNKP= =细胞实验分组及处理= =实验分 T组：对照组

（培养液中含 MKNBajpl），qkcJα 组（不给予药物

预处理，单纯给予 NMM=ngLmi=qkcJα），qkcJα＋黄

芪甲苷（0.5 μg/mL）组，qkcJα＋黄芪甲苷（R=
μg/mL），qkcJα＋黄芪甲苷（25 μg/mL），qkcJα＋
黄芪甲苷（50 μg/mi），黄芪甲苷（50 μg/mi）组。=
OKNKQ= = CChJU 法检测 spjCs 增殖能力 = = 采用

CChJU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

spjCs，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 O×NMQ个Lmi，以每孔 O=MMM个细胞（NMM=μL）
接种于 VS孔细胞培养板中，并将培养板置于 PT℃、

RBClO培养箱中常规培养 OQ=h。吸弃原培养液，更

换无血清的 ajbj培养液饥饿培养 OQ= h，使细胞

同步于 dMLdN期。按“OKNKP”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（M、MKR、
R、OR、RM=μg/mi）孵育 O=h后，再加入 qkcJα（NMM=
ngLmi），qkcJα 组和黄芪甲苷（50 μg/mi）组分别

加入相应的 N种药物，每组设 P个复孔。加药完毕

后，将培养板置于培养箱中继续孵育至 OQ、QU、TO=
h。吸尽孔内上清液，每孔加入新鲜培养液 NMM=μL，
避光加入 CChJU工作液= NM=μL，继续孵育 O=h。选

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

道xQz方法，在手术前动物禁食 NO=h，采用 NMB水合

氯醛 P=mgLkg=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 Oc=cog~rty球囊导管至颈总动

脉，注入 MKN=mi生理盐水充盈球囊，扩张至动脉外

径 O倍，重复 P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 P=d内 ip青霉素（每只 OM
万 r）预防感染。=
OKOKO= =动物分组及给药= =采用随机数字表法将 RM只
健康成年雄性 pa大鼠随机分为假手术组，模型组，

黄芪甲苷低、中、高剂量（OM、QM、SM=mgLkg）组，

每组NM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

P=d开始给药，每天 N次，连续给药 NT=d。=
OKOKP= =取材= =术后第 NR天，大鼠禁食禁水 NO= h，
麻醉大鼠，取损伤侧颈总动脉，m_p缓冲液中洗去

血液，放入 QB多聚甲醛溶液中固定 OQ= h，然后逐

级经 TMB、UMB、VRB、NMMB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 eb染色。=
OKOKQ= =光镜下观察血管壁形态= =经过 eb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。NMM倍光镜下拍照，保存。依据文献中描

述的方法xRz，采用 fm~geJproplus= softw~reRKM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 P
项指标反映血管的狭窄程度和内膜的增生程度。=
OKOKR= =免疫组织化学染色检测 mCkA 和 madcJ__
的表达= =将颈总动脉石蜡块切成 Q= μm切片，放入

QM℃水中，防脱载玻片捞片，放入烤箱中烤干。二

甲苯 f、ff中各脱蜡 R=min，分别放入 NMMB、VRB、
URB、TRB乙醇逐级脱水各 O=min。配制好的灭活剂

灭活内源性酶 R=min后，m_p缓冲液洗 P次。将枸

橼酸盐缓冲液倒入高压锅内，加热 P= min，冷却后

m_p缓冲液洗 P次。常温下用山羊血清封闭 NR=min，
完毕后不甩，只把多余液体擦掉。加入稀释至 N∶
OMM的一抗，PT=℃孵育 N= h，m_p缓冲液洗 P次。
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加入稀释至 N∶PMM的二抗，PT℃孵育 OM= min，用

m_p缓冲液洗 P次，每次 O=min。PT=℃条件下滴加

pA_C试剂，作用 OM=min，用 m_p缓冲液洗 P次，

每次 R=min。滴加 aA_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 mCkA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 QMM 倍视野下，选取 R 个视野，应用

fm~geJproplus=softw~reRKM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 mCkA 阳性细胞标记指数。madcJ__ 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 fm~geJproplus=softw~reRKM图像分析软

件以积分吸光度值表示该蛋白的相对量。QMM 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。=
OKP= =统计学分析=

通过pmpp=NPKM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（lneJw~y=
AklsA），然后用 pkh法进行组平均数的两两比较。=
P= =结果=
PKN= = spjCs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 Q～T=d后，

倒置显微镜下可见 VMB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 U～NM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J谷”状生长结构（图 N）。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，

R代左右平滑肌细胞的纯度达 VUB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 N）。共计数 N=MMM个
细胞，其中 OU 个细胞台盼蓝染色阳性，约有 VTB
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。=
PKO= = spjCs鉴定=

形态学观察：倒置显微镜下观察原代 spjCs
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 N= = spjCs原代细胞和传代细胞形态=
cigK=N= =jorphology=of=primary=and=subJculture=spjCs=

圆形，居中，可见 O～P 个核仁；折光性强。细胞

密度高时可见典型的“峰J谷”状生长结构。=
免疫细胞化学鉴定：平滑肌细胞经 αJpjJ~ctin

抗体免疫化学染色后显示，VUB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 spjCs（图 O），能够用于后续研究。=
PKP= =对 qkcJα诱导的 spjCs增殖能力的影响=

图 P结果显示，终质量浓度为 NMM=ngLmi=qkcJα
刺激 spjCs 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（m＜MKMMN），随着

时间的延长，增殖能力呈上升趋势。加入黄芪甲苷

（MKR、R、OR、RM=μg/mL）预处理可明显抑制 qkcJα
所诱导的细胞增殖，各时间点的 A值与单独 qkcJα
组相比明显下降，且 50 μg/mL 黄芪甲苷干预 TO= h
时抑制 spjCs生长作用最强（m＜MKMMN），提示黄

芪甲苷在MKR～50 μg/mL内对spjCs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 qkcJα 诱导的 spjCs增殖过程中发挥负

性调节作用。而单纯 50 μg/mi 黄芪甲苷组与对照

组比较差异无统计学意义（m＞MKMR），说明黄芪甲

苷对正常培养的 spjCs增殖无调节作用。=
PKQ= =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 O= = spjCs免疫细胞化学染色=

cigK=O= = fmmunocytochemical=staining=of=spjCs=
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=

= =
=
=
与对照组比较：GGGm＜MKMMN；与 qkcJα 组比较：@m＜MKMR= =
@@m＜MKMN= = @@@m＜MKMMN= =
GGGm Y=MKMMN vs control=groupX=@m Y=MKMR= = @@m Y=MKMN= = @@@m Y=MKMMN=
vs qkcJα=group=

图 P= =黄芪甲苷对 qkcJα 诱导的 spjCs 增殖能力的影响=
E x±sI=n=Z=PF=
cigK= P= =bffect= of= ApJfs= on=spjCs= proliferative= capacity=
under=qkcJαJstimulated=conditions=E x±sI=n=Z=PF=

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 Q。=
与假手术组比较，模型组管腔面积显著降低

（m＜MKMN），内膜面积、内膜面积/中膜面积均显著

升高（m＜MKMN）；与模型组比较，黄芪甲苷（OM、QM、
SM=mgLkg）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（m＜MKMR、MKMN），而内膜面

积、内膜面积/中膜面积较模型组显著降低（m＜
MKMR、MKMN）。结果见表 N。=
PKR= =对颈动脉球囊损伤大鼠颈动脉内膜 mCkA 阳

性表达的影响=
普通光镜下显示，mCkA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= OM=mg·kg−N= = = =黄芪甲苷= QM=mg·kg−N= = = =黄芪甲苷= SM=mg·kg−N= = = = =

图 Q= =各组大鼠颈动脉血管壁形态= Eeb染色F=
cigK=Q= =jorphology=of=wall=of=carotid=artery=of=rats=in=each=group=Eeb=stainingF=

表 N= =黄芪甲苷对颈动脉球囊损伤大鼠颈动脉内膜增生的影响= E ±x s F=
qable=N= =bffects=of=ApJfs=on=intimal=hyperplasia=of=rat=carotid=artery=after=balloon=injury=E ±x s F=

组别= 剂量LEmg·kg−NF= 动物L只= 管腔面积LµmO= 内膜面积LµmO= 内膜面积/中膜面积=
假手术= —= = V= NNP=PNN±NM=ORR= R=SSM± S=MPP= MKNR±MKOO=
模型= —= = V= OO=PQR±NN=OPOGG= VR=ONN±NN=MOPGG= NKTT±MKNOGG=
黄芪甲苷= OM= = V= SQ=RRS±NO=PPO@= RN=RNN± N=NPR@= MKUN±MKNN@=

= QM= NM= TQ=SSS±NM=VUV@@= QM=QQQ± T=UTT@@= MKSS±MKNS@@=
= SM= = V= VV=MMM±NN=OUU@@= OS=QPP± T=MPP@@= MKQR±MKNN@@=

与假手术组比较：GGm＜MKMN；与模型组比较：@m＜MKMR= = @@m＜MKMN，下同=
GGm Y=MKMN=vs=ph~m=groupX=@m Y=MKMR= = @@m Y=MKMN=vs=model=groupI=s~me=~s=below=

×N00=

×Q00=

A
值
==

NKR=
=
=
=

NKM=
=
=
=

MKR=
=
=
=

M=

OQ=h=
QU=h=
TO=h=

对照= = = qkcJα= = = MKR= = = = = RKM= = = = ORKM= = = = = RMKM= = =黄芪甲苷=
= = = = = = = = = = = = = = = =黄芪甲苷LEμg·mi−NF＋qkcJα= = = = = RM=μg·mi−N=

GGG=
GGG=
GGG=

@= @@@=

@@@=
@@= @@@=

@@@= @@@=
@@@=
@@@= @@@=

@@@=

@@@=
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（m＜MKMN），低、中、高剂量黄芪甲苷组对内膜中

mCkA的表达均有抑制作用，阳性表达指数均较模

型组显著降低（m＜MKMR）。结果见图 R和图 S。=
PKS= = 对颈动脉球囊损伤大鼠颈动脉内膜中

madcJBB阳性表达的影响=
假手术组中，细胞因子 madcJ__有少量的阳性表

达，大鼠颈动脉球囊损伤后 madcJ__表达明显升高。

模型组新生内膜中有大量的 madcJ__的阳性表达，与

假手术组比较，差异显著（m＜MKMN）。黄芪甲苷低、

中、高剂量组 madcJ__表达均下降，其表达累积吸光

度值均显著低于模型组（m＜MKMR、MKMN），且随着黄芪

甲苷剂量增加，抑制作用更显著。结果见图 R和图 S。=
=

= = = = =

= = = = =
假手术= = = = = = = = = = = = = = = = = = = =模型= = = = = = = = = = = = =黄芪甲苷= OM=mg·kg−N= = = = =黄芪甲苷= QM=mg·kg−N= = = = =黄芪甲苷= SM=mg·kg−N= = =

箭头所示为阳性表达=
= qhe=~rrow=indic~ted=positive=expression= =

图 R= = mCkA和 madcJBB在颈总动脉球囊损伤 NQ=d后内膜中的阳性表达= E免疫组织化学染色F=
cigK= R= =mositive= expression= of= mCkA= and= madcJBB= in= intima= common= carotid= artery= after= balloon= injuriy= in= NQ= d=
Eimmunohistochemical=stainingF=

=

= = = = = = = = = = = = = = =

=

图 S= =黄芪甲苷对颈动脉球囊损伤大鼠新生内膜中 mCkA和 madcJBB阳性表达的影响=
cigK=S= = bffect=of=ApJfs=on=positive=expression=of=mCkA=and=madcJBB=in=intima=of=common=carotid=artery=after=balloon=injury=
in=NQ=d=

Q= =讨论=
近年来，mCf 已经发展成为冠状动脉粥样硬化

性心脏病（Cea）最有效的治疗方法之一xSz。尽管

支架制作工艺和材料不断改进，支架内 op 发生率

从最初的裸金属支架时代的 QMB～RMB降至目前的

药物涂层支架的 RB～NMB，但 op仍为 mCf术的主=
要并发症xTz，因此寻找一种能够保护血管内皮、防

治冠脉球囊扩张术后 op 的药物仍然具有重要的临

床意义xUz。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xVJNMz。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 spjCs 增殖xNNz；但黄

芪甲苷对血管损伤后 spjCs 增殖迁移的影响及其

相关作用机制尚少报道。本研究通过 qkcJα 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 op 主要发生机制是 spjCs 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xNOz。spjCs 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，

spjCs 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 spjCs 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，spjCs 可分为 O 种表型：分化完全

的收缩型和分化不完全的合成型，这 O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，spjCs 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 op 形成

的关键性起始步骤，既往研究显示xNPz，血管成形术

后 Q= d= spjCs 开始增殖，并由收缩型转变为合成

型，T=d后 spjCs开始向内膜下迁移、增殖并形成

新生内膜，NQ=d后新生内膜中的细胞外基质（bCj）

逐渐增多。因此，spjCs已成为 mCf术后 op防治

工作的重要靶细胞之一。有证据表明xNQz，spjCs
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 spjCs，应用重组大鼠

生长因子 qkcJα 诱导 spjCs发生表型转化，模拟

血管损伤时 spjCs 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 NMM=ngLmi=qkcJα
刺激作用下，spjCs 增殖活性与未给予任何干预

措施的对照组相比，spjCs 增殖能力明显提高，

提示细胞因子 qkcJα 促进了 spjCs的增殖，此结

论与已有研究结果一致xNRz。为了探寻黄芪甲苷能否

有效抑制 qkcJα 诱导的 spjCs增殖，本研究使用

不同质量浓度的黄芪甲苷干预 qkcJα 刺激的

spjCs，采用 CChJU 法检测细胞增殖能力，结果

表明在药物干预达到 OQ、QU、TO=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

qkcJα 对 spjCs 的促增殖作用。因此，黄芪甲苷

可以通过抑制 spjCs 的增殖来预防 op 的发生。

这与 vu~n 等xNSz的报道相一致，但不同的是，vu~n
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 qkcJα 作为刺激

因素，以此来模拟血管损伤后 spjCs 的增殖。李

丽等xNNz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。wh~ng 等xNTz研究发现黄芪甲苷可通过激

活内皮依赖的 klJCdjm 信号传导途径、减少细胞

内钙离子（C~OH）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。iiu等xNUz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xNVz

则通过建立过氧化氢诱导的人脐静脉内皮细胞

（ersbCs）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 ersbCs有保护作用。=
在细胞实验证实黄芪甲苷可以抑制 spjCs 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xOMJONz。研究表明大鼠血管内皮损伤后发

生 op 的机制与人类介入术后再狭窄发生机制相

似，球囊损伤 OQ=h血管平滑肌细胞便可出现增殖和

迁移，NQ=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 eb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xNTz。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xOOz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。=
mCkA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 akA 复制有关，是

细胞进行 akA 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xOPz。本实验中，模型组大鼠颈动脉球囊损伤

后NQ=d新生内膜中mCkA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 mCkA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xOPz在冠脉球囊扩张术后，血小板

活化释放的madc等分子刺激中层spjC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 op的发生。madcJ__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xOQz。madcJ__ 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xORz，另一方面可以激活 oAp 通

路、磷脂酰肌醇JP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 madcJ__，在 madcJ__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 op 的目的。本实验表明黄芪甲苷抑制了

madcJ__ 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 mCkA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= creyh~us 等xOSz研究发现通过加入

氧化酶抑制剂能够减轻 madc诱导的平滑肌细胞增

殖迁移。因此，黄芪甲苷通过抑制 madcJ__ 的表

达，从而抑制了 madcJ__ 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 op的作用。=
本研究通过应用黄芪甲苷干预 qkcJα 刺激的

spjCs 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 madcJ__ 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 op 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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