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麝香保心丸促进血管新生作用的活性成分筛选
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［摘要］ 目的 对麝香保心丸中单体入血促进血管新生活性成分进行筛选，以确定其中发挥促进血管新生作用的药效

物质。方法 采用实时细胞分析仪( xCELLigence系统) 检测麝香保心丸及其单体入血成分对内皮细胞增殖、迁移活性的影
响，并建立细胞体外成管模型和大鼠主动脉环模型评价麝香保心丸及其入血单体成分的体外血管新生活性。结果 细胞增
殖、迁移及体外成管实验结果显示，不同浓度的麝香保心丸( 10 －4 ～ 10 －2 μg /ml) 、人参皂苷 Ｒg3 ( 1 ～ 10 μmol /L) 和人参皂苷
Ｒh2( 1 ～ 10 μmol /L) 能够明显促进人脐静脉内皮细胞( HUVECs) 增殖、迁移及管腔结构形成( P ＜ 0． 05) 。此外，与对照组相
比，高浓度麝香保心丸( 10 － 2 μg /ml) 、Ｒg3 ( 10 μmol /L) 和 Ｒh2 ( 10 μmol /L) 具有诱导主动脉环内皮细胞出芽的活性 ( P ＜
0. 05) 。结论 麝香保心丸及人参皂苷 Ｒg3、Ｒh2 均在体外具有促进血管新生的活性。
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Screening of active compounds of pro-angiogenic in Shexiang Baoxin pill
LV Chao，HUANG Huimei，CHANG Wanlin，LIU Ｒunhui( School of Pharmacy，Fujian University of Traditional Chinese Medicine，
Fujian 350108，China)

［Abstract］ Objective To screen and identify the main pro-angiogenic compounds of Shexiang Baoxin pill ( SBP) presenting
in the plasma． Methods The pro-angiogenic effects of SBP and its compounds absorbed into blood were measured by the cell prolif-
eration and cell migration assays by xCELLigence． And the cell tube formation and rat aortic ring models were established to evaluate
their pro-angiogenic effect． Ｒesults SBP( 10 － 4 ～ 10 － 2 μg /ml) ，ginsenoside Ｒg3 ( 1 ～ 10 μmol /L) and ginsenoside Ｒh2 ( 1 ～ 10
μmol /L) significantly stimulated human umbilical vein endothelial cells ( HUVECs) proliferation，migration and tube-like structures
formation at different concentrations ( P ＜ 0． 05) ． In addition，compared to the control group，only the high concentration group of
SBP ( 10 － 2 μg /ml) ，Ｒg3 ( 10 μmol /L) and Ｒh2 ( 10 μmol /L) could induce endothelial cell sprouting from the aortic ring ( P ＜
0. 05) ． Conclusion SBP，ginsenosideＲg3 and Ｒh2 exhibited significantly pro-angiogenic effect in vitro．
［Key words］ Shexiang Baoxin pill ( SBP) ; ginsenosideＲg3; ginsenosideＲh2; angiogenesis

血管新生过程主要涉及到基底膜降解、内皮细
胞增殖、迁移及管腔结构形成等步骤，这些过程受到
一些生长因子的严密控制，当调节失衡会导致机体

处于病理状态，如缺血性疾病、肿瘤等［1］。目前，缺
血性疾病是威胁人类健康的严重疾病之一，这类疾

病的治疗与血管新生密不可分。
麝香保心丸( Shexiang Baoxin pill，SBP) 是迄今

为止发现的第一个具有促进血管新生作用的中成

药，它能够治疗由心肌缺血导致的心绞痛、胸闷等心
脏疾病［2］，主要由人参、麝香、肉桂、冰片、蟾酥、苏
合香、牛黄七味中药配伍组成。现代药理学研究表
明，麝香保心丸不仅能够保护血管内皮、抑制动脉粥
样硬化、减少梗死面积，还能促进心肌缺血区域的血

管新生，建立侧枝循环，实现药物性心脏“自身搭
桥”，全面改善心脏功能［3-6］。目前，已有研究证实
麝香保心丸具有促血管新生作用［7］，但主要的有效

活性成分尚不明确。本实验通过采用人脐静脉内皮
细胞( HUVECs) 体外培养体系对麝香保心丸及其 20
种单体入血进行血管新生活性成分的筛选，明确药

效物质，并对其在体外促进血管新生作用进行研究。

1 材料

1． 1 动物 SD大鼠［上海斯莱克实验动物有限公
司，许可证号: SCXK ( 沪 ) 2012-0002］，雄性，体重
180 ～ 200 g。动物饲养于第二军医大学药学院动物
房，适应 1 周后开始实验。
1． 2 药物准备 麝香保心丸由上海和黄药业有限
公司提供。将麝香保心丸研磨成粉末，制成浸膏，精
密称取 1． 5 mg，用 1． 5 ml 含 1% FBS 的 MCDB131
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基础培养基完全溶解，配制成 1 mg /ml的母液，然后
按比例稀释成 10 －4、10 －3、10 －2 μg /ml 的工作液( 麝
香保心丸含有挥发性成分，最好现用现配) 。各单
体化合物人参皂苷 Ｒg1、Ｒb1、Ｒb2、Ｒc、Ｒe、Ｒd、Ｒg3、
Ｒh2、肉桂醛、肉桂酸、去氧胆酸、胆酸、鹅去氧胆酸、
熊去氧胆酸、猪去氧胆酸、麝香酮、蟾毒灵、华蟾酥毒
基、日蟾毒它灵、酯蟾毒配和龙脑由中国药品生物制
品检定所提供，纯度为 98%以上。精密称取各单体
化合物，用 DMSO 完全溶解，制成 10 mmol /L 的母
液，用时用含 1% FBS的 MCDB131 基础培养基稀释
成 1、5、10 μmol /L的工作液( 其中麝香酮、肉桂醛、
龙脑为挥发性成分，最好现用现配) 。
1． 3 试剂 MCDB131 完全培养基、MCDB131 基础
培养基( 美国 AllCells 公司) ; M199 培养基、胎牛血
清、0． 25%胰蛋白酶 ( 美国 Gibico 公司) ; 磷酸盐缓
冲液( 美国 Hyclone公司) ;细胞周期检测试剂盒( 碧
云天生物技术有限公司) ; Matrigel基质胶( 美国 Sig-
ma公司) 。
1． 4 仪器与设备 实时细胞分析仪 ( Ｒeal-Time
Cell Analyzer，ＲTCA，xCELLigence 检测系统，瑞士
Ｒoche公司 ) 、细胞增殖培养板 ( E-16 Plates，瑞士
Ｒoche公司) 、细胞迁移培养板( CIM-16 Plates，瑞士
Ｒoche公司) ;电子分析天平( 瑞士 Mettler Toledo 公
司) ;倒置相差显微镜( 日本 Olympus 公司) ; 二氧化
碳培养箱 ( 日本 Sanyo 公司) ; 台式高速离心机 ( 德
国 Eppendorf公司) 。

2 方法

2． 1 细胞培养 原代人脐静脉内皮细胞( HUVEC，
美国 ALLCELLs公司) 采用MCDB131 完全培养基培
养( 内含 10% FBS 、5 U /ml 肝素和 30 ml 内皮细胞
生长添加剂) ，于 37℃、5% CO2 培养箱中培养，待细

胞达到 80%融合度后以 1∶4 的比例传代。
2． 2 细胞增殖与细胞迁移实验
2．2．1 xCELLigence 系统 系统主要由分析检测器、
装置工作站和放置细胞培养板的微电极平台三部分组

成。，其主要通过检测细胞的阻抗值并计算细胞指数
( cell index，CI)来衡量细胞数的多少。CI计算公式:

CI =
( Zi － Z0 )

Z0

( Zi 是实验过程中每次检测细胞时的电阻，Z0

是开始检测的基准电阻) 。
2． 2． 2 细胞增殖实验 采用含有微阵列检测电极
的细胞增殖培养板 E-16 Plates( 16 孔板) 培养细胞
( 图 1) 。取对数生长期的细胞，每孔加入 100 μl 细
胞悬液( 3 × 104 个 /ml) ，接种到培养板，室温放置 30

min，将培养板置于微电极平台，开始动态检测，待细
胞贴壁良好以后，将细胞培养液换成含 1% FBS 和
不同浓度药物的 MCDB131 基础培养基，继续动态
检测，以获得药效达到最佳的作用时间，根据 CI 值
绘制曲线( 分组: 10 －4、10 －3、10 －2 μg /ml SBP 组; 1、
5、10 μmol /L 各单体化合物组; 对照组为含等量
DMSO的不含药培养基) 。

图 1 细胞增殖培养板 E-16 Plates

2． 2． 3 细胞迁移实验 采用细胞迁移培养板 CIM-
16 Plates( 16 孔板) 培养细胞，每个培养板由上室板
和下室板两部分组成，由上室板底部的 8 μm 孔径
大小的半渗透薄膜隔开，膜下包被微阵列检测电极

( 图 2) 。取对数生长期的细胞，用 MCDB131 基础培
养基制成细胞悬液 ( 2 × 105 个 /ml) ，加药孵育，室
温，30 min( 分组: 10 －4、10 －3、10 －2 μg /ml SBP 组; 1、
5、10 μmol /L 具有增殖作用单体化合物组; 对照组
为含等量 DMSO的不含药培养基 ) 。在下室板中加
入相应培养液( 含有 20 ng /ml VEGF和 20% FBS的
MCDB131 基础培养基，160 μl /孔) ，将上室板和下
室板安装在一起，在上室板中加入已经孵育好的细

胞悬液( 100 μl /孔) ，将培养板置于微电极平台，开
始动态检测，以获得药效达到最佳的作用时间，根据

CI值绘制曲线。

图 2 细胞迁移培养板 CIM-16 Plates

2． 3 体外成管实验 在 96 孔中加入基质胶( matri-
gel) 50 μl /孔，置于 37℃、5% CO2 培养箱中 30 min，
待胶凝固后使用。取对数生长期的细胞，用含 1%
FBS的 MCDB131 基础培养基制成细胞悬液( 5 × 105

个 /ml) ，加入预包被的 96 孔板中( 100 μl /孔) ，加药
孵育 4 h后，在 40 倍显微镜下随机选取 5 个视野拍
照并计数( 分组同 2． 2． 3) 。
2． 4 主动脉环体外成管实验 取 180 ～ 200 g SD大
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鼠，10%水合氯醛麻醉，用 75%乙醇将体表消毒，转移
至超净台内，将大鼠胸部沿一侧剪开，小心剥离结缔

组织，切取 3 cm长的胸主动脉，迅速放入预冷的 PBS
( 含 100 U/ml 青霉素和 100 U/ml 链霉素) ，反复清
洗，将血管内外表面的残余血细胞去除干净，用消毒

后的锋利刀片切取 1 mm宽度的动脉环，选取大小相
似的置于预冷的 M199 培养基中备用。在 24 孔板中
加入稀释好的 matrigel 胶( 400 μl /孔，用不含血清的
M199培养基以 1∶1 的比例稀释) ，每孔随机植入 1
个动脉环，使其尽量置于孔的中央并紧贴孔底，于

37℃、5% CO2 培养箱中放置 30 min，待胶凝固，每孔
加入 200 μl含药培养基( 分组同 2． 2． 3) 。隔天换液
一次，6 d后在倒置显微镜下分别由 4 名不同观察者
观察计数，根据内皮细胞出芽情况，评价动脉环血管

新生［8］( 以 0 ～ 5 分范围作为评价标准，0 分:内皮细
胞无芽生，5分:内皮细胞大量芽生) 。
2． 5 统计学处理 实验数据以平均数 ±标准误( 珋x

± s) 表示，采用 SPSS 18． 0 统计分析软件进行分析，
组间差异采用单因素方差分析，P ＜ 0． 05 认为有统
计学意义。

3 结果

3． 1 细胞增殖实验 xCELLigence 检测 SBP 和各单
体入血成分对 HUVECs 增殖的影响。结果如图 3 所
示，CI值呈时间依赖性增加;与对照组相比，SBP 与
HUVECs共孵育 24 h，在 10 －4、10 －3、10 －2 μg /ml浓度
下 CI值依次增加，说明 SBP能够诱导HUVECs增殖，
并且呈现时间和剂量依赖关系( P ＜ 0． 05) 。在 SBP
的各单体入血成分中，只有人参皂苷 Ｒg3 和 Ｒh2 具
有较明显的促进细胞增殖的作用，二者在 1、5、10
μmol /L浓度下均表现出显著的药效( P ＜ 0． 05) 。因
此，我们将对不同浓度的 SBP( 10 －4 ～ 10 －2 μg /ml) 、
Ｒg3( 1 ～10 μmol /L) 和 Ｒh2( 1 ～10 μmol /L) 在体外促
进血管新生活性作用进行研究。

图 3 不同浓度 SBP、Ｒg3 及 Ｒh2 对 HUVECs增殖的影响，P ＜0． 05，与对照组比较

3． 2 细胞迁移实验 xCELLigence 检测 SBP、Ｒg3
和 Ｒh2 对 HUVECs迁移的影响。结果如图 4 所示，
CI值呈时间依赖性增加，SBP( 10 －4、10 －3、10 －2 μg /
ml) 、Ｒg3( 1、5、10 μmol /L) 和 Ｒh2 ( 1、5、10 μmol /L)

加药组的 CI值均比对照组明显增加，具有统计学意
义( P ＜ 0． 05) 。提示，SBP、Ｒg3 和 Ｒh2 均能显著诱
导 HUVECs迁移。

图 4 不同浓度 SBP、Ｒg3 及 Ｒh2 对 HUVECs迁移的影响，P ＜0． 05，与对照组比较

3． 3 体外成管实验 如图 5 所示，与对照组相比，加
入 SBP、Ｒg3和 Ｒh2后，管腔形成数目明显增多，小管
间距变小并逐渐交织成网状结构。对管状分支点计

数后发现: 对照组分支点数目为 18 /视野，SBP 组在
10 －4、10 －3、10 －2 μg /ml 浓度下分别为 34、41、48 /视
野，Ｒg3 组在 1、5、10 μmol /L 浓度下分别为 26、32、
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40 /视野，Ｒh2组在 1、5、10 μmol /L浓度下分别为 35、
36、42 /视野，与对照组相比均有显著性差异 ( P ＜

0. 01) 。结果显示，SBP、Ｒg3 和 Ｒh2 均能促进 HU-
VECs管腔结构形成，并呈现一定的量效关系。

图 5 不同浓度 SBP、Ｒg3 及 Ｒh2 对 HUVECs管腔形成的影响
a．对照组; b． SBP ( 10 －2 μg /ml) ; c． Ｒg3 ( 10 μmol /L) ; d． Ｒh2 ( 10 μmol /L) ; 1) P ＜ 0． 01，与对照组比较

3． 4 主动脉环体外成管实验 如图 6 所示，在实验
6 d期间，对照组动脉环仅有很少的内皮细胞芽生，
评分为 0． 9 分;与对照组相比，加入 SBP ( 10 －2 μg /
ml) 、Ｒg3 ( 10 μmol /L) 和 Ｒh2 ( 5、10 μmol /L) 后，内
皮细胞出芽显著增多，分别评为 3． 6、3． 5、2． 1、3． 2

分( P ＜ 0． 001) ，而 SBP和 Ｒg3 在其他浓度下对内皮
细胞出芽并无明显影响 ( P ＞ 0． 05 ) 。结果显示，
SBP、Ｒg3 和 Ｒh2 均能促进主动脉环体外血管新生，
并且在高浓度下效果比较显著。

图 6 不同浓度 SBP、Ｒg3 及 Ｒh2 对主动脉环血管新生的影响
a．对照组; b． SBP ( 10 －2 μg /ml) ; c． Ｒg3 ( 10 μmol /L) ; d． Ｒh2 ( 10 μmol /L) ; 1) P ＜ 0． 001，与对照组比较

4 讨论

麝香保心丸源自于《太平惠民和剂局方》，具有
芳香温通、益气强心的功效，能够促进缺血心肌血管
新生，增加冠脉血流量，从根本上治疗冠心病。临床
研究显示，长期服用 SBP 能够有效增加心肌灌注，
心肌缺血症状得到好转，胸闷、心绞痛发作频率降
低，治疗后血管新生在本病治疗中也发挥重要作

用［9］。已有动物实验结果证实，SBP 具有促进血管
新生活性，增加缺血心肌血管密度［4，6］。本研究则
通过利用人脐静脉内皮细胞和大鼠主动脉环体外培

养模型对 SBP 及其 20 种单体入血成分进行促血管
新生活性研究，结果得出，SBP及单体化合物人参皂
苷 Ｒg3、Ｒh2 具有显著的诱导内皮增殖活性。继而，
细胞迁移实验和管腔形成实验研究表明，SBP、Ｒg3、
Ｒh2 在体外具有促进血管新生的活性，并在大鼠主
动脉环模型上得到证实。
自 2004 年以来，实时细胞分析仪开始用于监测

细胞的实时动态变化过程。系统的核心是把微电子
细胞传感器芯片整合到表面适于细胞生长的细胞检

测板的底部或细胞迁移板的微孔膜，当电场加在上

( 下转第 351 页)
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面的时候可以测量到一个基线阻抗，细胞的有无

以及贴壁程度的改变都会影响电极传感器表面电

子和离子的通过。没有细胞时，检测孔底部排列
的微电极阵列的阻抗分布近似均匀; 加入细胞后，

细胞会和电极表面接触黏附，影响电极和溶液间

的离子环境，导致阻抗的升高，细胞越多阻抗增加

越多。细胞在上述表面上的贴壁、生长以及贴壁
紧密程度可引起各个电极阵列的电极结构的阻抗

变化，黏附在电极表面的细胞越多，CI 越大。当细
胞生物状态发生变化时，系统可以实时并自动获

取其模拟电信号，并可以转换成数字信号 ( CI) 以
进行进一步的分析［10，11］。
内皮细胞增殖在血管新生过程中发挥关键的调

控作用，已有研究表明三七皂苷 Ft1 具有较好的促
进细胞增殖的活性，甚至在 10 μmol /L 浓度下活性
优于 20 ng /ml VEGF［12］。人参皂苷 Ｒg3 和 Ｒh2 的
结构与 Ft1 十分相似，都属于达玛烷型四环三萜皂
苷，本研究通过利用实时细胞分析仪监测人参皂苷

Ｒg3 和 Ｒh2 处理后的 HUVECs 的动态变化过程发
现，Ｒg3、Ｒh2 在 1、5、10 μmol /L 浓度下能够诱导 CI
值依次增加，说明 Ｒg3、Ｒh2 可促进 HUVECs 增殖，
并呈现浓度依赖性。而已有研究报道 Ｒg3 和 Ｒh2
均具有抗血管新生活性，抑制肿瘤生长［13-15］，推测

可能由于细胞类型或研究体系的不同而导致与本实

验的结果相悖。
Nicosia于 l 984 年首次报道主动脉环血管生成

模型，此模型取材简单，便于观察，更接近于体内环

境，是体内外血管新生研究体系的桥梁，弥补了血管

新生模型的缺憾［16］。本实验结果表明，高浓度下的
SBP、Ｒg3 和 Ｒh2 能够明显促进主动脉环内皮细胞
芽生，中、低剂量则无显著药效( P ＞ 0． 05 ) ，这进一
步证实 SBP、Ｒg3 和 Ｒh2 的体外促进血管新生活性，
为将来的机制研究提供了理论依据。
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