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当归补血汤通过调控自噬促进大鼠缺血心肌血管新生作用  

孙  琳，王  瑛，刘莹莹，张子婷，裴  科，柴  智* 

山西中医药大学，山西 晋中  030619 

摘  要：目的  通过建立大鼠心肌缺血模型与人脐静脉内皮细胞（HUVECs）缺氧模型，探究当归补血汤（DBD）通过调控

自噬促进缺血心肌血管新生的作用机制。方法  SD 雄性大鼠随机分为 6 组：假手术组、模型组、麝香保心丸（SBP，阳性

对照，20 mg·kg−1）组和 DBD 低、中、高剂量（1.56、3.12、6.24 g·kg−1）组，除对照组外，采用冠状动脉左前降支结扎术制

备大鼠心肌缺血模型，术后 2 d 开始 ig 给药，每天 1 次，给药 7 d；2, 3, 5-氯化三苯基四氮唑（TTC）染色观察大鼠心肌梗

死面积；苏木精-伊红（HE）染色法观察心肌组织病理损伤变化；酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清中血管内皮生长因子（VEGF）

及碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）的表达水平；透射电镜观察心肌超微结构及自噬小体的产生；Western blotting 测定心肌组

织中自噬相关蛋白 Beclin-1、自噬微管相关蛋白轻链 3（LC3）-Ⅱ/I 的表达；免疫荧光共定位法观察自噬相关蛋白 LC3 与血管因

子 CD31 的阳性共表达情况。体外培养人脐静脉内皮（HUVECs）细胞，分为 6 组：对照组、单给 DBD（400 mg·L−1）组、单

给 DBD（400 mg·L−1）＋3-MA（5 mmol·L−1）组（常氧条件下培养）以及模型组、DBD 组、DBD＋3-MA 组（缺氧培养 24 h）。

通过 CCK-8 法检测细胞存活率；Transwell 实验评估细胞迁移能力；Matrigel 实验检测细胞管腔形成能力；Western blotting 检

测细胞中自噬相关蛋白 Beclin-1、LC3-Ⅱ/Ⅰ的表达。结果  体内实验结果显示，与模型组比较，DBD 可显著缩小大鼠心肌梗

死面积（P＜0.01），改善心肌组织病理损伤，显著上调血清中 VEGF 及 bFGF 的表达水平（P＜0.01）；明显改善心肌组织中

线粒体受损程度、减轻空泡化，且自噬小体数量增多，心肌组织中自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1 表达水平显著上调

（P＜0.01），LC3 与 CD31 免疫荧光阳性共表达率显著提高（P＜0.01）。体外实验结果表明，与模型组相比，DBD 可显著提

高缺氧条件下 HUVECs 活力、促进细胞迁移及管腔形成，并上调自噬相关蛋白 LC3-Ⅱ/Ⅰ、Beclin-1 的表达（P＜0.01）；加入

自噬途径抑制剂 3-MA 后，DBD 的上述作用被抑制（P＜0.01）。结论  DBD 可促进大鼠缺血心肌血管新生，其作用机制可

能与调节自噬反应有关。 
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Promotion of vascular regeneration in ischemic rat myocardium by Danggui 

Buxue Decoction by regulating autophagy 
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Abstract: Objective  To explore the mechanism of Danggui Buxue Decoction (DBD) promoting angiogenesis in ischemic 

myocardium through regulating autophagy by establishing a rat model of myocardial ischemia and a hypoxia model of human umbilical 

vein endothelial cells (HUVECs). Methods  SD male rats were randomly divided into six groups: sham operation group, model group, 

Shexiang Baoxin Pills (SBP, positive control, 20 mg·kg−1) group, and DBD low, medium, and high dose (1.56, 3.12, and 6.24 g·kg−1) 

groups. Except for the control group, myocardial ischemia models were established in rats by ligation of the left anterior descending 

coronary artery. Drug administration via ig route began two days after surgery, once daily for seven days. The rat model of myocardial 

ischemia was prepared by ligating the left anterior descending coronary artery. The myocardial infarct size in rats was observed by 
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2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining. The pathological damage of myocardial tissue was observed by hematoxylin-eosin 

(HE) staining. The expression levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and basic fibroblast growth factor (bFGF) in serum 

were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The ultrastructure of myocardium and the generation of 

autophagosomes were observed by transmission electron microscopy. The expression of autophagy-related proteins Beclin-1 and LC3-

II/I in myocardial tissue was determined by Western blotting. The co-expression of autophagy-related protein LC3 and vascular factor 

CD31 was observed by immunofluorescence co-localization. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were cultured in vitro 

and divided into six groups: control group, DBD (400 mg·L−1) group, DBD (400 mg·L−1) + 3-MA (5 mmol·L−1) group (cultured under 

normoxic conditions), and model group, DBD group, DBD + 3-MA group (cultured under hypoxic conditions for 24 h). Cell viability 

was detected by CCK-8 assay. Cell migration ability was evaluated by Transwell assay. Cell tube formation ability was detected by 

Matrigel assay. The expression of autophagy-related proteins Beclin-1 and LC3-Ⅱ/Ⅰ in cells was detected by Western blotting. Results  

In vivo experimental results showed that DBD could significantly reduce the myocardial infarct size in rats (P < 0.01), improve the 

pathological damage of myocardial tissue, and significantly up-regulate the expression levels of VEGF and bFGF in serum (P < 0.01). 

It could significantly improve the damage degree of mitochondria in myocardial tissue, reduce vacuolization, increase the number of 

autophagosomes, significantly up-regulate the expression levels of autophagy-related proteins LC3-II/I and Beclin-1 in myocardial 

tissue (P < 0.01), and significantly increase the co-expression rate of LC3 and CD31 immunofluorescence (P < 0.01). In vitro experimental 

results showed that compared with the normal control group, the viability of HUVECs was significantly decreased after 24 h of hypoxia 

treatment (P < 0.01). DBD could significantly improve the viability of HUVECs under hypoxic conditions, promote cell migration and 

tube formation, and up-regulate the expression of autophagy-related proteins LC3-II/I and Beclin-1 (P < 0.01). After adding the 

autophagy pathway inhibitor 3-MA, the above effects of DBD were inhibited. Conclusion  DBD can promote angiogenesis in rats' 

ischemic myocardium, and its mechanism may be related to the regulation of autophagic response. 

Key words: Danggui Buxue Decoction; autophagy; angiogenesis; myocardial ischemia; human umbilical vein endothelial cells 

 

缺血性心脏病（IHD）是因心脏冠状动脉狭窄

或堵塞，导致冠脉血流供应不足，使心脏血流不畅、

功能受损，无法及时提供血氧及营养。IHD 主要表

现为心律失常、心力衰竭等，严重威胁患者的健康

及生命[1]。虽然 IHD 的发病率有所下降，但它仍然

是全球范围内的主要死亡原因之一[2]。IHD 的治疗

策略通常根据疾病严重程度确定，治疗性血管生成

可以恢复缺血心脏组织的血液供应，限制梗死扩

大，并减少对介入性操作的需求[3]。血管新生在缺

血区域形成新的血管，为受损组织提供营养，减轻

心肌损伤，这一过程可能涉及多条信号通路和分子

机制。已有研究表明，细胞自噬与血管新生之间存

在密切关系[4]，抑制或增强自噬分别可以抑制或促

进血管新生，这表明自噬在这一过程中起着至关重

要的调节作用[5-9]。 

当归补血汤（（DBD）是一种传统中药方剂，由

黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge 和当

归 Angelica sinensis (Oliv.) Diels 按 5∶1 的质量比配

伍而成，广泛用于治疗心血管疾病[10-11]。DBD 的功

效以补血益气见长，当归养血得黄芪生血之助，故

血瘀血虚之症者，用此方益气补血，其症可解。已

有研究证明，DBD 在治疗心肌缺血时，能缩小心肌

缺血面积，改善心功能[12]，恢复梗死后心肌组织[13]，

增加血管密度，增强皮肤创面细胞增殖，上调血管

内皮生长因子[14]，这说明 DBD 能通过促进血管新

生而起到治疗缺血性心脏病的作用。研究显示其促

血管新生的机制与抑制可溶性蛋白表达，激活磷脂

酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（AKT）通路，

调节缺氧诱导因子（（HIF）-1α 蛋白水平等有关，但

鲜有自噬方面的报道。 

本研究基于 DBD 促血管新生的疗效，结合

自噬与血管新生的密切关系，通过建立大鼠急性

心肌缺血模型及人脐静脉内皮细胞缺氧模型，探

究 DBD 能否通过调控自噬反应而发挥促血管新

生的作用。 

1  材料 

1.1  细胞株及动物 

HUVECs 细胞购自江苏凯基生物技术股份有

限公司。SD 雄性大鼠 90 只，体质量 200～220 g，

购于斯贝福（（北京）生物技术有限公司，实验动物

生产许可证号 SCXK（京）2019-0010，合格证号

No.110324220102652872。所用实验动物均置于温度

（（22±2.0）℃、湿度（（50±5）%、12 h 明暗循环的

环境喂养；整个操作过程均按照山西中医药大学实

验动物伦理委员会的要求进行（伦理编号

AWE202403191）。 
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1.2  药品与主要试剂 

当归（（批号 230101）、黄芪（（批号 230108）购

于山西元和堂中药有限公司，经山西中医药大学中

药与食品工程学院张朔生教授鉴定，分别为伞形科

植物当归 Angelica sinensis（（Oliv.）Diels 的干燥根、

豆 科 植 物 蒙 古 黄 芪 Astragalus membranaceus

（（Fisch.）Bge. var. mongholicus（（Bge.）Hsiao 的干燥

根。麝香保心丸（（SBP，批号 C804625），购自上海

和黄药业有限公司；对照品毛蕊异黄酮葡萄糖苷

（（质量分数≥98.8%，批号 111920-201907）、阿魏酸

（（质量分数≥99.4%，批号 110773-201915）购于中

国食品药品检定研究院；乙腈、甲醇均为色谱纯。 

2% TTC 染液（（批号 G3005）、电镜固定液（（批

号 P1128）、三氯乙醛（（批号 75-87-6），北京索莱宝

科技有限公司；无水乙醇（（批号 100092683）、二甲

苯（批号 10023418）、正丁醇（批号 100052190）、

丙酮（（批号 1000418）、中性树胶（（批号 10004160），

国药集团化学试剂有限公司；戊巴比妥钠（（上海曦

耀生物科技有限公司，批号 Y2015012102）；812 包

埋剂（（SPI 公司，批号 90529-77-4）；锇酸（（Ted Pella 

Inc 公司，批号 18456）；血管内皮生长因子（（VEGF，

批号 F2992-A）、碱性成纤维细胞生长因子（（bFGF，

批号 F2592-A），上海凡科维股份有限公司；通用型

组织固定液（（批号 G1101）、苏木素-伊红（（HE）试

剂盒（（批号 G1076）、环保型脱蜡液（（批号 G1128）、

iF488-Tyramide（（tsa）（批号 G1231）、FITC-Tyramide

（（tsa）（批号 G1222）、柠檬酸抗原修复液（批号

G1202）、EDTA 抗原修复液（（批号 G1206）、牛血清

白蛋白（BSA，批号 GC305010）、DAPI 染色试剂

（（批号 G1012）、抗荧光淬灭封片剂（批号 G1401）、

CD31 抗体（（批号 GB11063-2）、自噬微管相关蛋白

轻链 3（（LC3）抗体（（批号 GB11124）、LC3Ⅰ/Ⅱ抗体

（（批号 GB113801）、Beclin-1 抗体（（批号 GB112053）、

β-actin 抗体（批号 GB15002），武汉赛维尔科技有

限公司；CCK-8（批号 KGA317）、磷酸盐缓冲液

（（PBS，批号 KGB500），江苏凯基生物技术股份有

限公司；96 孔板（（批号 3599）、Transwell 小室（（批

号 3422），康宁公司；结晶紫细胞集落染色试剂盒

（（德国达姆施塔特默克集团，批号 C3886）；Matrigel

（（BD Bioscience 公司，批号 356234）；3-甲基腺嘌呤

（（MedChemExpress 公司，批号 110721）；F-12K 培

养基（（Gibco 公司，批号 21127）；10%胎牛血清（（FBS，

苏州依科赛生物科技股份有限公司，批号 FSS500）；

兔抗 anti-β-actin 抗体（批号 ab8226）、Beclin 抗体

（（批号ab207612）、LC3抗体（（批号ab192890），Abcam

公司。 

1.3  实验仪器 

GZX-9140MBE 烘箱（上海博讯实业有限公司

医疗设备）；JB-P5 包埋机、JB-L5 冻台（武汉俊杰

电子有限公司）；RM2016 病理切片机（（上海徕卡仪

器有限公司）；KD-P 组织摊片机（（浙江省金华市科

迪仪器设备有限公司）；NIKON ECLIPSE E100 正

置光学显微镜、NIKON DS-U3 成像系统（日本尼

康）；RT-6100 酶标仪（（Rayto 公司）；UC7 超薄切片

机（（Leica公司）；HT7800透射电子显微镜（（HITACHI

公司）；18456 150 目铜网芳华膜载网（Ted Pella 

Inc）；D3024R 台式高速冷冻离心机（（DRAGONLAB

公司）；KZ-III-FPS 低温研磨仪、MS6000 掌上离心

机、SMV-4500B 涡旋混匀仪、MS-150 磁力搅拌器、

DS-3D100 多功能型摇床、SVE-2 垂直电泳仪、SVT-

2 转印电泳仪、SPW-6S 电泳电源（（Servicebio 公司）；

SPR80 制冰机（SIMAG 公司）；6100 化学发光仪

（（CLINX 公司）；Waters-e2695 高效液相色谱仪（（美

国 Waters 公司）；SYU-10-300DT 超声波清洗机（（郑

州生元仪器有限公司）；AX224ZH/E 十万分之一电

子天平（奥豪斯仪器有限公司）；SHZ-D 循环水真

空泵（（巩义市予华仪器有限责任公司）；FD-1A-50 冷

冻干燥机（北京博医康实验仪器有限公司）。 

1.4  药液制备 

DBD 水提物：分别称取黄芪 25.0 g 和当归 5.0 g，

加入 10 倍量纯净水浸泡过夜，回流提取 1 h，滤过；

滤渣加入 10 倍纯净水，回流提取 0.5 h，滤过后合

并滤液，减压浓缩至相当于含生药量为 1 g·mL−1 的

浓缩液，用 0.22 μm 的微孔滤膜滤过除菌，置于

−20 ℃储存，长期保存放于−80 ℃冰箱，使用时用

培养基稀释至所需浓度。采用相同的制备方法，减

压浓缩制成生药含量 0.26、0.52、1.04 g·mL−1 的药

液，置于 4 ℃冰箱备用，用时 37 ℃水浴加热。毛

蕊异黄酮葡萄糖苷和阿魏酸的质量分数分别为

0.836 4、0.196 9 mg·g−1。 

SBP 混悬液的制备：取 SBP，碾碎，加入适量

温开水，制备成质量浓度为 6 mg·mL−1 的混悬液，

混匀后快速 ig，现用现配。 

2  方法 

2.1  动物分组及给药 

将 90 只体质量为 200～220 g 的 SD 雄性大鼠
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经 5 d 适应性喂养后，随机分为 6 组：假手术组、

模型组、SBP（阳性对照，20 mg·kg−1）组和 DBD

低、中、高剂量（（1.56、3.12、6.24 g·kg−1）组，每

组各 15 只，除假手术组只穿线不结扎外，其余 5 组

全部制作急性心肌缺血模型。术后 2 d 开始 ig 给

药，每天 1 次，给药 7 d，假手术组与模型组均 ig

蒸馏水。 

2.2  大鼠急性心肌缺血模型的制备 

术前禁食 24 h，用 2%戊巴比妥钠（（40 mg·kg−1）

ip 麻醉大鼠，仰卧位固定，颈部正中切开行气管

插管，连接小动物呼吸机（潮气量 7 mL·min−1，

频率 70 次·min−1，呼吸比为 5∶4），并借助Ⅱ导联

心电图（ECG）监测 ST 段和心率。胸前手术区去

毛，用碘伏消毒后剪开皮肤，依次钝性分离肌肉

层，于左侧胸骨旁 3、4 肋间开胸，撕开心包膜，

轻压右侧胸廓，挤出心脏，用 7-0 聚丙烯缝线于

左心耳下缘 2 mm、肺动脉圆锥之间结扎冠状动脉

左前降支，以左前室壁变苍白，Ⅱ导联心电图 ST

段持续抬高 30 min 以上作为心肌梗死模型造模成

功的标志。结扎后快速去除胸腔内的多余气体，

用棉棒将胸腔内的残余血液擦拭干净，随后将胸

大肌及皮肤逐一进行缝合，并用注射器吸除胸腔

内空气，使胸腔内部形成负压状态，在其伤口表

面涂以青霉素注射液。将大鼠放置于恒温电热毯

上，慢慢减轻呼吸频率和潮气量，等到大鼠能自

主呼吸，即可将气管插管拔出。待大鼠麻醉苏醒

后，放回单笼喂养，于喂养 2 d 后开始 ig 给药。

末次 ig 给药 1 h 后，ip 10%水合氯醛麻醉，进行

取材。 

2.3  TTC 染色法观察大鼠心肌梗死面积 

大鼠腹主动脉取血后，迅速剪下心脏，用 PBS

冲洗，于−80 ℃冷冻 10 min 后，从心尖到心基底部

平行将心脏切成约 2 mm 厚的切片（共 5～6 片），

置于 37 ℃恒温的 2% TTC 染液中，染色过程中不

时摇动或搅拌染色液，使之与心肌充分接触，染色

10～15 min 后取出，测量心肌梗死面积，梗死组织

呈白色，非梗死组织呈红色，使用 Image Pro 软件

分析梗死面积，以白色梗死面积与全切片面积的百

分比作为梗死率。 

2.4  HE 染色观察大鼠心肌形态学变化 

快速取出心脏组织，置于 4%多聚甲醛中固定

48 h，石蜡包埋，切片。在光学显微镜 40 倍镜下进

行观察并拍照。 

2.5  ELISA 法测定大鼠血清 VEGF、bFGF 水平 

各组大鼠麻醉后腹主动脉取血，3 000 r·min−1

离心 20 min，吸取血清至无菌 EP 管，置于−80 ℃

冰箱内保存。按照 ELISA 试剂盒说明书，使用酶标

仪测定各组大鼠血清中 VEGF、bFGF 的吸光度（（A）

值，计算其表达水平。 

2.6  透射电镜观察大鼠心肌组织超微结构及自噬

小体 

快速取出心脏，将各组的心脏样本快速切成

1 mm 厚的薄片，在戊二醛碳酸钠缓冲液中固定过

夜，标本在蒸馏水中洗涤，用 2%四氧化锇和 0.5%

醋酸铀酰染色，通过一系列乙醇和环氧丙烷脱水，

包埋在环氧树脂中，聚合 3 d。切割成 90 nm 的超

薄切片并安装在槽铜网格上，用醋酸铀酰和柠檬酸

铅进行染色。使用配备 Veleta CCD 数码相机的透射

电子显微镜，获取薄片图像。 

2.7  Western blotting 法检测心肌组织中 Beclin-1、

LC3 水平 

取适量−80 ℃冻存的心脏组织，加入裂解液

后进行组织匀浆，在 4 ℃条件下将其研磨粉碎，

12 000 r·min−1 离心 30 min，得到上清液并进行分

装。取上清液，用 BCA 法对组织蛋白定量后，加入

蛋白上样缓冲液混合，沸水浴加热 5～10 min 后，

SDS-PAGE 法分离 30 μg 蛋白，转移到硝酸纤维素

膜上，室温下封闭 2 h，然后与抗体 Beclin-1、LC3

和 β-actin 于 4 ℃孵育过夜，TBST 洗涤，与 HRP-

羊抗兔 IgG 室温孵育 4 h。采用 ECL 发光试剂显影、

定影，Image J 软件分析，以目标蛋白灰度值与内参

的灰度值比值作为蛋白的相对表达水平。 

2.8  免疫荧光共定位测定 CD31 与 LC3 的共表达 

取大鼠心肌组织切片脱蜡、水化、修复组织抗

原、BSA 封闭后，取 CD31 与 LC3 抗体于 4 ℃孵

育过夜；洗涤切片后次日在避光条件下滴加 Alexa 

Flour®594 标记的驴抗大鼠 IgG（红光）和 FITC 标

记山羊抗兔 IgG（（绿光）的混合二抗，DAB 显色出

各蛋白的阳性表达情况，所有的组化图片均于正置

荧光显微镜下（（×400）拍摄，采用 Image J 软件分

析阳性细胞的表达。 

2.9  细胞培养和缺氧细胞模型的制备 

HUVECs 细胞在 F-12K 培养基中培养，培养箱

中 5% CO2和 95%空气，温度为 37  ℃。将 HUVECs

混悬液（（3×104个·mL−1）接种到 96 孔板中（（每孔

100 μL），在无血清培养基中培养 24 h，设置对照组、
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模型组、DBD（（400 mg·L−1）组，对照组在 37  ℃常

氧（5% CO2、95%空气）条件下培养，模型组在

37   ℃的缺氧培养箱（5% CO2、95% N2）中培养，

DBD 组给药后在 37   ℃的缺氧培养箱（5% CO2、

95% N2）中培养。培养 6、12、24、48 h 后，每孔

加入 10 μL CCK-8 试剂，37  ℃避光孵育 2 h 后，

使用酶标仪在 450  nm 处测量 A 值，计算细胞存

活率。 

设置对照组、DBD（200、400、600 mg·L−1）

组，在常氧和缺氧条件下培养 24 h，采用 CCK-8 法

测定细胞存活率。 

细胞存活率＝A 实验/A 对照 

2.10  CCK-8 法检测细胞存活率 

将 HUVECs 细胞悬液（5×104·mL−1）接种到

96 孔板中（（每孔 100  μL），在无血清培养基中孵育

24 h。细胞分为 6 组：对照组：常氧（（5% CO2、95%

空气）37  ℃培养 24 h；模型组：在 37   ℃的缺氧培

养箱（5% CO2、95% N2）中培养 24 h；单给 DBD

组：给予 400 mg·L−1 DBD 后，在常氧条件下培养

24 h；DBD 组：给予 400 mg·L−1 DBD 后，缺氧培

养 24 h；单给 DBD＋3-MA 组：在常氧条件下给予

400 mg·L−1 DBD 和 5 mmol·L−1 3-MA 培养 24 h；

DBD ＋ 3-MA 组 ： 给 予 400 mg·L−1 DBD ＋

5 mmol·L−1 3-MA，缺氧培养 24 h。孵育结束时，采

用 CCK-8 法测定细胞存活率。 

2.11  Transwell 法测定细胞侵袭迁移能力 

在 24 孔板中，下室中加入 500 μL 含 20% FBS

的完全培养基。将 HUVEC 悬液（（每孔 1×104个细

胞）加入上室，分组、造模及给药同“2.10”项。

37  ℃孵育 24 h 后，用棉签轻轻去除上室膜表面未

迁移的细胞。将迁移的细胞用 PBS 洗涤 3 次，在

多聚甲醛中固定 30 min，用 0.1%结晶紫溶液染色

30 min。在倒置显微镜下拍摄图像，随机选取 5 个

视野进行细胞计数。实验重复 3 次，计算平均迁移

细胞数。 

2.12  Matrigel 胶辅助法测定细胞成管能力 

细胞接种、造模、分组、给药操作同“2.10”

项。将 Matrigel（200  μL）添加到 24 孔板的每个

孔中，并在 37  ℃孵育 1 h，使其形成凝胶。将

各组 HUVECs 细胞悬液（每孔 3×104 个细胞、

500  μL）接种到 matrigel 包被的孔中。常氧条件下

孵育 8 h 后，每孔拍摄 5 个随机视野，显微镜下观

察管状网络形成情况。使用 Image J 软件分析每张

图像中形成的管的数量。数据以相对于对照组的百

分比表示。 

2.13  Western blotting 检测 HUVECs 中 Beclin-1

和 LC3 蛋白的表达 

细胞接种于 24 孔板（（每孔 1×104个细胞），分

组、造模及给药操作同“2.10”项。收集细胞，在

4  ℃下涡旋 30 s，置于冰上 5 min。这一循环重复

5 次。在 4  ℃下以 12 000 r·min−1将样品离心 5 min，

并收集上清液。使用 BCA 法测定蛋白浓度。等量蛋

白用 5% SDS-PAGE 分离，转移到硝酸纤维素膜上。

将膜置于 37  ℃、含 5%脱脂奶粉的 TBST 封闭液

中封闭 2 h，随后在 4  ℃下与 Beclin-1、LC3 和 β-

actin 一抗孵育过夜。TBST 洗涤后，于室温下与 HRP

标记的抗兔 IgG 二抗孵育 4 h。采用增强化学发光

（（ECL）试剂显影，并用 Image J 软件分析条带。蛋

白表达水平以相对于 β-actin 的灰度值比值表示。 

2.14  统计学分析 

采用 SPSS 22.0 进行统计学分析，数据以 x s

表示，多组比较采用单因素方差分析，组间多重比

较采用 LSD-t 检验。 

3  结果 

3.1  DBD对大鼠心肌缺血损伤及VEGF水平的影响 

TTC 染色结果显示，心肌组织中的白色区域代

表梗死区域，假手术组大鼠未发生心肌梗死，与假

手术组大鼠相比，模型组梗死率显著增加（P＜

0.01）；与模型组大鼠相比，经 DBD 各剂量及 SBP

给药后，心肌梗死率显著降低（P＜0.01），见图 1-A。 

HE 染色结果显示，假手术组心肌组织结构正

常，心肌纤维排列有序，细胞轮廓清晰，未见明显

变性，组织未见明显炎症细胞浸润及纤维化；与假

手术组大鼠相比，模型组大鼠心肌组织结构重度异

常，大面积心肌细胞坏死变性，细胞轮廓消失，胞

核碎裂，只见红色均染结构，周围可见炎症细胞灶

性浸润，炎症灶中可见大量成纤维细胞增生，组织

可见出血；经 DBD 各剂量及 SBP 给药后，心肌细

胞均有不同程度变性，改善了部分炎症细胞浸润，

可见少量纤维组织及炎症细胞增生，损伤程度较模

型组减轻，见图 1-B。 

ELISA 实验结果显示，与假手术组比较，模型

组大鼠血清中 VEGF 和 bFGF 含量显著增加（P＜

0.01）；与模型组比较，经 DBD 各剂量及 SBP 给

药后，VEGF 与 bFGF 含量显著增加（P＜0.01），

见图 1-C。 
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A -各组大鼠心肌梗死面积比较，白色部分为梗死心肌（n＝3）；B-DBD 对心肌缺血大鼠心肌组织形态学变化的影响（HE 染色，×200，n＝3）；

黄色箭头-胞核碎裂，只见红色均染结构；绿色箭头-炎症灶中成纤维细胞增生；红色箭头-组织出血；C-各组大鼠缺血损伤后血清中 VEGF、

bFGF 的水平（n＝6）；与假手术组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。 

A-comparison of myocardial infarct areas in rats of each group, the white areas represent infarcted myocardium (n = 3); B-effects of DBD on the 

morphological changes of myocardial tissues in myocardial ischemia rats (HE staining, ×200, n = 3); Yellow arrows-nuclear fragmentation, showing only 

uniformly stained red structures; Green arrows-fibroblast proliferation in the inflammatory foci; Red arrows-tissue hemorrhage; C-serum levels of VEGF 

and bFGF in rats of each group after ischemic injury (n = 6); **P < 0.01 vs sham group; ##P < 0.01 vs model group. 

图 1  DBD 对大鼠心肌缺血损伤及 VEGF 水平的影响 ( x ±s) 

Fig. 1  Effects of DBD on myocardial infarction and level of VEGF in rats ( x ±s) 

3.2  DBD 对缺氧 HUVECs 细胞增殖、迁移及成管

能力的影响 

如图 2-A 所示，与对照组相比，各组细胞在缺氧

12、24、48 h 后存活率均显著下降（（P＜0.01）；与模

型组比较，给予 DBD 后可显著抑制缺氧诱导的细

胞死亡，且细胞在 24 h 时存活率达到峰值（P＜
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0.01）。因此，本研究选择 24 h 缺氧处理进行后续

实验。 

在常氧条件下，DBD 以浓度相关的方式降低

细胞存活率；然而，在缺氧情况下，DBD 可显著

提高细胞存活率，其中 400 mg·L−1 的作用效果最

强（P＜0.01），故本研究选定该浓度开展后续实验。 

与对照组相比，模型组细胞存活率显著降低

（P＜0.01）；与模型组比较，DBD 可显著改善缺氧

条件下的细胞存活率降低（（P＜0.01），3-MA 可显著

抑制 DBD 的这种效应（P＜0.05）。 

如图 2-B 所示，在常氧条件下，单给 DBD 可略

微增加细胞迁移，但与对照组相比没有显著性差

异；3-MA 对这一变化无显著影响。与对照组比较，

模型组细胞迁移能力显著下降（（P＜0.01），而 DBD

可恢复细胞的迁移水平（P＜0.01），且 3-MA 抑制

了这一作用（P＜0.01）。 

如图 2-C 所示，在常氧条件下，DBD 对细胞的

管状结构形成及管长度均无显著影响；3-MA 的加

入对上述指标的影响极小。与对照组比较，在缺氧

条件下，模型组未见明显的管状结构，管状形成明 

 

A-细胞存活率 (n＝6)，；B-DBD 对缺氧 HUVECs 迁移的影响 (×100，n＝3)；C-DBD 对缺氧 HUVECs 管腔形成的影响 (×100，n＝3)；与对

照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01；与 DBD 组比较：
△

P＜0.05  
△△

P＜0.01。 

A-cell viability (n = 6); B-effect of DBD on migration of hypoxic HUVECs (×100, n = 3); C-effect of DBD on tube formation of hypoxic HUVECs (×100, 

n = 3); *P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01 vs model group; △P < 0.05  △△P < 0.01 vs DBD group.  

图 2  DBD 对缺氧 HUVECs 增殖、迁移及成管能力的影响 ( x ±s) 

Fig. 2  Effects of DBD on function of endothelial cells after hypoxia ( x ±s) 
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显减少（P＜0.01）。经 DBD 处理后，HUVECs 开

始形成管腔样结构，逐渐发展成稳定的管状网络，

树干和分支清晰，与对照组比较差异有统计学意义

（P＜0.01）。3-MA 的加入抑制了这一作用，表现为

管状结构的主干变短、分支数减少，且 DBD 组与

DBD＋3-MA 组间存在统计学差异（P＜0.01）。 

3.3  DBD 对缺血心肌组织及缺氧内皮细胞自噬水

平的影响 

透射电镜结果显示，假手术组心肌纤维结构

完整，线粒体嵴界限清晰，肌丝排列有序，细胞间

隙正常。相比之下，模型组心肌纤维出现严重结构

异常，线粒体发生广泛损伤，具体表现为线粒体空

泡化、肿胀、膜破裂、嵴断裂、基质密度降低，且

可见自噬体（红色箭头标注）；与假手术组相比，

该组线粒体数量亦有所减少。经 DBD 处理后，各

组心肌纤维与线粒体的结构损伤均得到不同程度

的缓解：其中 DBD 低、中剂量组虽观察到轻微改

善，但线粒体肿胀与空泡化仍存在，且可见少量自

噬体；而 DBD 高剂量组线粒体结构基本保持完整，

基质密度均匀，嵴结构致密，分布规律，与模型组

相比，该组线粒体与自噬体的数量均显著增加，见

图 3-A。 

为探究 DBD 是否通过调控心肌梗死大鼠的自

噬水平来促进血管新生，本研究对自噬相关蛋白的

表达情况进行了检测。通过检测 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ与

Beclin-1 表达水平来评估自噬活性。与假手术组相

比，模型组的 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ与 Beclin-1 表达水平均

显著升高（（P＜0.01）；与模型组相比，DBD 各剂量

组的上述 2 项指标水平均进一步升高（P＜0.01），

见图 3-B。 

采用免疫荧光共定位分析法，检测缺血心肌组

织中自噬相关蛋白与血管标志物的表达情况。结果

显示，假手术组中未检测到自噬活性；与假手术组

相比，模型组中自噬相关蛋白 LC3 与血管内皮标志

物 CD31 的共表达水平显著升高；与模型组相比，

DBD 各剂量组的 LC3 与 CD31 共表达水平进一步

升高，见图 3-C。 

在常氧条件下，与对照组相比，单给 DBD 组

Beclin-1 表达水平及 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ均显著升高（（P＜

0.01）；加入 3-MA 可显著降低上述 2 项指标的水平

（（P＜0.05、0.01）。在缺氧条件下，与对照组相比，

模型组 Beclin-1 表达水平及 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ同样显著

升高（（P＜0.01）；DBD 处理可显著进一步升高上述

水平（P＜0.01），但 3-MA 抑制了这种作用（P＜

0.01）。见图 3-D。 

4  讨论 

目前，IHD 的治疗以药物或手术恢复心肌血供

为核心手段。然而，此类治疗可能增加心肌缺血、

心肌梗死的发生风险，以及围手术期的发病率与死

亡率。鉴于现有治疗方案的缺陷尚无理想解决策

略，探索更为有效的治疗手段具有重要意义。 

血管新生目前被认为是 IHD 的新型治疗途径。

血管新生是指在原有血管基础上建立新的血管循

环，以实现血供重建的过程。该过程涉及多种复杂

的生物学行为，包括基底膜降解、内皮细胞增殖与

迁移及血管结构形成等[15]，其中内皮细胞的增殖、

迁移与管形成是血管新生的关键环节。近期研究发

现，DBD 具有益气生血、促进造血及保护心血管系

统的作用[16]；另有研究证实，DBD 可辅助急性心肌

梗死患者的心室重构、改善心功能[17]，并能显著促

进心肌血管新生[18]。本研究通过体内与体外联合实

验，进一步探讨 DBD 是否具有促进血管新生的作

用及相关机制。 

在体内实验中，为明确 DBD 是否对大鼠心肌

梗死具有保护作用、能否改善心肌病理功能损伤，

本研究采用 TTC 染色对心肌梗死面积进行测定，采

用 HE 染色对心肌组织进行测定；考虑到生长因子

参与缺血组织的血管新生，影响心功能的恢复，故

在病理检测中，为确定 DBD 是否会影响心肌缺血

诱导的心肌血管新生，本研究采用 ELISA 法测定大

鼠血清中 VEGF 及 bFGF 的表达水平。结果显示，

模型组大鼠心肌梗死面积显著增大，心肌组织结构

严重异常，细胞轮廓消失。经 DBD 干预后，与模型

组相比，大鼠心肌梗死面积显著缩小，心肌纤维排

列紊乱及心肌炎症细胞浸润等病理损伤程度均得

到明显改善，且血清中 VEGF 与 bFGF 的表达水平

显著升高。上述实验结果表明 DBD 可改善心肌缺

血导致的心功能异常，发挥促血管新生作用。 

自噬作为一种关键的生物过程，通过降解细胞

内受损成分维持细胞稳态，它参与心血管等多种疾

病，与心肌梗死的发生密切相关[19-20]。研究证实，

机体发生心肌梗死时，自噬被激活以保护细胞，起

初自噬对细胞具有保护作用，但若长期处于缺血缺

氧状态，会导致线粒体功能异常，自噬通量受损，

使受损蛋白质及细胞器无法降解，心肌细胞大量凋

亡，而适当促进自噬可清除凋亡细胞，以达到保护 
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A-DBD 对心肌缺血大鼠心肌组织超微结构的影响（透射电镜，×7 000）。B-DBD 对心肌缺血大鼠Beclin-1、LC3 蛋白表达的影响（n＝3）；与假手术

组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01。C-DBD 对HUVECs 自噬作用的影响（免疫荧光，×400）；D-DBD 对缺氧HUVECs 的Beclin1 和LC3

蛋白表达的影响（n＝3）；与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：##P＜0.01；与DBD 组比较：△△P＜0.01；与单给DBD 组比较：▲▲P＜0.01。 

A-Impact of DBD on the ultrastructure of myocardial tissue in myocardial ischemia rats (transmission electron microscopy, ×7 000). B- Impact of DBD 

on expression of Beclin-1 and LC3 proteins in myocardial ischemia rats (n = 3); **P < 0.01 vs sham group; ##P < 0.01 vs model group. C- Impact of DBD 

on autophagy in HUVECs (immunofluorescence, ×400); D- Impact of DBD on the expression of Beclin1 and LC3 proteins in hypoxic HUVECs (n = 3); 

**P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs model group; 
△△

P < 0.01 vs DBD group; 
▲▲

P < 0.01 vs DBD-only group. 

图 3  DBD 对缺血心肌组织及缺氧内皮细胞自噬水平的影响 ( x ±s) 

Fig. 3  Effects of DBD on autophagy levels in ischemic myocardial tissues and hypoxic HUVECs ( x ±s) 

受损心脏的作用[21-22]，因此调控自噬活性可能是保

护心脏的一个重要治疗靶点。 

为探究 DBD 是否通过调控血管内皮细胞自噬

来改善受损心肌的超微结构，本研究采用透射电子

显微镜技术与免疫荧光共定位法对受损心肌组织

进行检测。实验结果显示，假手术组未出现自噬现

象；大鼠发生心肌缺血损伤后，模型组血管内皮细

胞自噬被激活，同时伴随线粒体数量显著减少，部

分线粒体发生自噬，且整体自噬水平较低。经 DBD

处理后，大鼠心肌线粒体结构基本恢复正常，自噬
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体数量较模型组显著增加，自噬相关蛋白 LC3 与血

管内皮标志物 CD31 的荧光共表达率亦显著高于模

型组。上述结果提示，DBD 可通过促进血管新生改

善大鼠心肌缺血损伤，其机制可能与自噬调控相关。 

在体外实验中，由于细胞实验浓度与动物实

验浓度无法直接换算，本研究采用不同浓度的

DBD 处理 HUVECs。结果显示，常氧条件下 DBD

可抑制细胞活性，而缺氧条件下则表现为增强作

用。除 200 mg·L−1 外，其余质量浓度的 DBD 均

对细胞活性具有显著增强效应，其中 400 mg·L−1

时增强作用最为显著，因此最终选定该浓度用于

后续实验。同理，在缺氧时间与细胞存活率的相

关性研究中，缺氧 24 h 对细胞存活率的影响显著，

且损伤程度呈中度水平，故该时间点被确定为后续

实验条件。 

随后，本研究在体外常氧、缺氧及自噬抑制条

件下，对比分析了 400 mg·L−1 DBD 对 HUVECs 增

殖、迁移及管腔形成能力的影响。常氧条件下，DBD

对细胞增殖、迁移及管腔形成均有促进作用，但与

对照组相比差异无统计学意义；加入自噬抑制剂 3-

MA 后，上述指标并没有显著变化。然而，缺氧条

件下，DBD 可显著提高 HUVECs 的增殖、迁移及

管腔形成能力，而 3-MA 的加入可逆转这一效应。

上述结果提示，缺氧条件下 DBD 可能通过调控自

噬，增强缺氧 HUVECs 的增殖、迁移与管腔形成能

力，进而促进血管新生。 

自噬发生的重要环节是自噬小体的形成，而

自噬小体形成过程中受多种自噬相关蛋白及基因

调控，其中 Beclin-1 是自噬相关基因 Atg6 同源物，

对自噬体形成及成熟起着关键作用，最早由 Levine

等发现[23]。它包含 3 个主要结构域：Bcl-2 同源-3

（BH3）基序，一个卷曲螺旋结构域（CCD）和一

个进化保守结构域（ECD）[24]。其中，短链 BH3 基

序作为促凋亡受体，在细胞凋亡调控中发挥重要作

用，进化保守结构域能够与自噬调控功能蛋白

Vps34 结合。Beclin-1 通过其结构域与自噬调控蛋

白相互作用，参与自噬的发生与转化过程，从而影

响自噬水平[25-26]。在缺氧早期，自噬被激活以保护

细胞，而在持续缺氧状态下，自噬不足则会促进细

胞凋亡[27]。研究表明，缺氧缺血条件下 Beclin-1 表

达水平与心肌细胞凋亡呈正相关，这提示 Beclin-1

与心肌缺血缺氧损伤密切相关[22]。LC3 是自噬体

形成的标志蛋白之一，在自噬体形成早期与自噬体

膜结合，参与自噬体膜结构的延伸和解体[28]，其最

初在胞浆中形成 LC3-I，之后与 Atg7 反应被修饰

成为自噬体膜结合物 LC3-II，LC3-I 转化为 LC3-II

的过程标志着自噬体的形成，常测定 2 者比值指示

自噬水平[29]。 

本研究采用 Western blotting 检测假手术组、模

型组及 DBD 给药组大鼠的心肌组织，以观察 DBD

对 MI 大鼠心肌组织中 Beclin-1、LC3Ⅱ/LC3I 表达

的影响。结果显示，大鼠发生急性心肌缺血后，缺

血心肌细胞的自噬功能被激活；经 DBD 干预后，

Beclin-1、LC3Ⅱ/LC3I 表达水平显著升高。进一步

通过 Western blotting 对比分析 DBD 在常氧、缺氧

及自噬抑制剂处理条件下对 HUVECs 中 Beclin-1、

LC3Ⅱ/LC3I 表达的影响。结果表明，DBD 在常氧

与缺氧条件下均能显著提高 Beclin-1、LC3Ⅱ/LC3I

的蛋白表达水平；而自噬抑制剂的加入则会显著抑

制上述作用。这些结果表明，DBD 可通过调节自噬

促进血管新生。 

本研究通过体内外实验证实，DBD 可在缺血缺

氧条件下促进血管新生，其作用机制与调控自噬反

应密切相关。体内大鼠心肌缺血模型中，DBD 能显

著缩小心肌梗死面积、改善心肌病理损伤，上调血

清 VEGF 和 bFGF 表达，同时激活心肌组织自噬，

增加自噬小体数量及 Beclin-1、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白表

达。体外 HUVECs 缺氧模型中，DBD 可提升细胞

存活率、促进迁移与管腔形成，同样上调自噬相关

蛋白水平；而自噬抑制剂 3-MA 能显著抑制上述作

用。 

本研究结果表明，DBD 通过激活自噬通路发挥

促血管新生效应，为缺血性心脏病的临床治疗提供

了参考。后续仍需深入探究其调控自噬的具体分子

靶点，进一步完善作用机制研究。 
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