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保护作用［６］。细胞凋亡发生的途径有多种，包括细
胞外途径，线粒体途径和内质网途径。多种蛋白分
子Ｆａｓ，ｂｃｌ２，Ｂａｘ，ＣＨＯＰ等参与其中［７］。但是此益
气活血方抑制心肌梗死后心肌细胞凋亡的具体分
子机制还需要进一步的深入研究。
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丹参多酚酸盐对大鼠骨髓间充质干细胞
增殖及血管内皮生长因子表达的影响
王晓娟

【摘要】　 目的　 观察中药丹参多酚酸盐对ＳＤ大鼠骨髓间充质干细胞的增殖及血管内皮生长
因子（ＶＥＧＦ）表达的影响，以探讨其对促骨折愈合的可能机制。方法　 将０ ５ ｍｇ ／ ｍｌ浓度丹参多酚
酸盐与大鼠骨髓间充质干细胞共培养，对照组为无药物单位培养的大鼠骨髓间充质干细胞。培养
４８小时镜下观察细胞情况，１、３、５、７天行ＭＴＴ检测细胞增殖情况。行实时荧光定量ＰＣＲ检测方法，
对培养７天的两组细胞的ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ水平进行检测分析。结果　 共培养４８小时后骨髓间充质干
细胞生长密集程度明显优于对照组；ＭＴＴ检测也显示实验组细胞增殖情况优于对照组；实验组
ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表达高于对照组。结论　 丹参多酚酸盐能促大鼠骨髓间充质干细胞增殖，并提高其
ＶＥＧＦ的表达。可能是其促骨折愈合的作用机制之一。
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　 　 丹参多酚酸盐（ｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅ）为丹参的水提物，
其主要成分为丹参乙酸镁（ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍａｔｅ
Ｂ）。文献报道［１２］丹参多酚酸盐对缺血性疾病有明
显的疗效，对人血管内皮细胞有促迁移及增殖的作
用。骨折的愈合一直是学者们长期研究的难题［３］。
骨折愈合过程中，骨折端新生血管的长入是其重要
的步骤之一［４５］，干细胞的归巢是骨折修复的重要
来源［６７］。如果提高干细胞的促新生血管形成能
力，将大大提高骨折的愈合能力。本研究采用细胞
共培养的方法，观察丹参多酚酸盐对骨髓间充质干
细胞的增殖及与血管形成密切相关的血管内皮生
长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的
表达情况，初步探讨中药对促骨折愈合的作用机制。
!

　 材料与方法
１ １　 材料与试剂

ＳＤ大鼠骨髓间充质干细胞（赛业生物科技有
限公司，广州，中国）；ＤＭＥＭ培养基（赛业生物科技
有限公司，广州，中国）；胎牛血清（ＦＢＳ）（杭州四季
青生物公司）；丹参多酚酸盐（上海绿谷生医药有限
公司，国药准字Ｚ２００５０２４６）；ＶＥＧＦ及ＧＡＰＤＨ引物
均购自上海生物工程有限公司；ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｏｇｅｎ公
司，加利福尼亚，美国），ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ ｑＰＣＲ ＲＴ Ｍａｓ
ｔｅｒ Ｍｉｘ （ＴＯＹＯＢＯ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，东京，日本）；ＳＹＢＲ
 Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ＭｉｘＰｌｕｓ（ＴＯＹＯＢＯ
Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ，东京，日本）。
１ ２　 仪器与设备

二氧化碳培养箱（型号ＤＨ８０１上海三腾仪器
有限公司，上海，中国）；酶联免疫检测仪（型号
ＲＪ１７ＤＧ５０３３Ａ中西集团，辽宁沈阳，中国）；紫外分
光光度计（Ｂｅｃｋｍａｎ ＤＵ５３０ Ｇｅｒｍａｎｙ）；ＳｔｅｐＯｎｅＴＭ Ｒｅ
ａｌＴｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ Ｃｏｍｐａｎｙ，
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＵＳＡ）。
１ ３　 分组

实验组为丹参多酚酸盐与大鼠骨髓间充质干

细胞（ｂｏｎｅ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，ＢＭＳＣ）共培养；对
照组为大鼠骨髓间充质干细胞单独培养。
１ ４　 观察指标与实验步骤
１ ４ １　 镜下观察细胞生长情况　 实验组为丹参多
酚酸盐（０ ５ ｍｇ ／ ｍｌ）与大鼠骨髓间充质干细胞（Ｐ２
代）５ × １０４ 在六孔板中共培养，将大鼠骨髓间充质
干细胞５ × １０４ 在六孔板中培养做为对照组。用含
１０％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基在３７℃饱和湿度及５％二
氧化碳孵育箱中分别进行共培养和单独培养４８小
时后观察细胞生长情况。
１ ４ ２　 ＭＴＴ检测　 用含１０％胎小牛血清得培养液
配成单个细胞悬液，以每孔５ ０００个细胞接种到９６
孔板，每孔体积２００ μｌ。培养细胞同一般培养条件，
分别于第１、３、５、７天，每组分别取５个孔，每孔加
ＭＴＴ溶液（５ ｍｇ ／ ｍｌ用ＰＢＳ配）２０ μｌ。继续孵育４
小时，终止培养，小心吸弃孔内培养上清液，对于悬
浮细胞需要离心后再吸弃孔内培养上清液。每孔
加１５０ μｌ ＤＭＳＯ，振荡１０分钟，使结晶物充分融解。
选择４９０ ｎｍ波长，在酶联免疫监测仪上测定各孔光
吸收值，记录结果，以时间为横坐标，吸光值为纵坐
标绘制细胞生长曲线。
１ ４ ３　 细胞ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ检测　 将培养７天后的
细胞用胰酶消化后收集。于匀浆器中加入１ ｍｌ Ｔｒ
ｉｚｏｌ，充分研磨后静置１５分钟，经氯仿萃取、异丙醇
沉淀、乙醇洗涤后加入３０ μｌ ＤＥＰＣ水溶解提取总
ＲＮＡ，用分光光度仪检测ＲＮＡ纯度及浓度。反转录
及扩增均选用东洋纺试剂盒，按其说明书步骤进
行。反应条件为９５℃预变性６０秒，三步法：９５℃ １５
秒，５８℃ １５秒，７２℃ ４５秒４０个循环。ＶＥＧＦ引物：
上游引物５’ＧＣＧＧＧＣＴＧＣＣＴＣＧＣＡＧＴＣ３’，下游引物
５’ＴＣＡＣＣＧＣＣＴＴＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣ３’，ＧＡＰＤＨ上游引
物５’ＧＴＧＣＣＡＡＡＡＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣ３’，下游引物
５’ＧＧＴＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡＣＡＡＡＣＡＴＧ３’，以ＧＡＰＤＨ
为内参照，根据荧光定量ＰＣＲ仪显示的ＣＴ值结果，
以对照组做参照通过２ ΔΔＣｔ方法计算ＲＱ值分析两
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图１　 显微镜下观察两组细胞生长情况（× １００）

组相对基因表达差异。
１ ５　 统计学分析

计量资料以均数±标准差（ｘ ± ｓ）表示，运用
ＳＰＳＳ １３ ０统计软件进行处理。实验组与对照组间
比较采用两独立样本的ｔ检验。Ｐ ＜ ０ ０５为差异有
统计学意义。
"

　 结果
２ １　 两组细胞显微镜下观察结果

两组细胞在相同培养条件下培养４８小时后，在
倒置显微镜下观察，两组培养细胞均未发现污染及
支原体感染迹象，１００倍显微视野下见实验组细胞
密集程度明显高于对照组，见图１。
２ ２　 ＭＴＴ测定结果

两组细胞在体外培养对数生长期第１、３、５、７天
均呈明显上升趋势，细胞生长第一天两组无统计学
差异，实验组于第三天后均高于对照组。Ｐ ＜ ０ ０５，
有统计学差异。说明丹参多酚酸盐对ＢＭＳＣ有促增
殖作用，见图２。
２ ３　 ｑＲＴＰＣＲ测定结果

提取ＲＮＡ，稀释１００位后用分光光度仪检测
Ａ２６０及Ａ２８０的ＯＤ值，求得Ａ２６０ ／ Ａ２８０比值在
１ ８ ～ ２ ０之间，说明ＲＮＡ纯度较高。据Ａ２６０的
ＯＤ值计算得ＲＮＡ浓度，经反转录及扩增后行荧光
定量，获得ＣＴ值，计算ＲＱ值，结果见图３。丹参多
酚酸盐与ＢＭＳＣ共培养组（Ｅｘｐ）的ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ表
达量明显高于ＢＭＳＣ单独培养组（Ｃｏｎ）。

图２　 大鼠骨髓间充质干细胞实验组
与对照组长生曲线

图３　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ｑＲＴＰＣＲ）检测与分析
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　 讨论
丹参为唇形科鼠尾草属植物干燥的根及根茎，

有“一味丹参，功同四物”之美誉。作为经典的传统
中药材，最早见于《神农本草经》，具有活血祛瘀、通
经止痛、凉血消痈和养血安神的功效［８］。临床上多
用于治疗缺血性疾病，研究证实其治疗机制与促血
管生成相关［９］。丹参多酚酸盐为丹参的水溶性提
取物，具有有效成分明确、质量易控以及疗效稳定
等优点。较中医药的复方合剂有效成份更纯更有
效，并减少了期副作用［１０］。中医认为，骨折的愈合
过程是一个“瘀去、新生、骨合”的过程。根据骨折
的证候特点，可分为消淤退肿期、活血生新期及固
本培元期。而在骨折发生后１ ～ ２周内，由于肢体内
部筋骨脉络均受损伤，离经之血淤积不散、气血之
道不得畅通，故疼痛剧烈，患部淤血肿胀，治宜活血
化淤，消肿止痛。

作为一种复合材料，骨组织生长的形成是一个
复杂的过程，包括分子、细胞、生化代谢的变化［１１］。
骨折的直接反应是血肿的形成和炎症反应，血肿形
成，阻止更多的流血和损耗因子。炎症反应提供两
骨端初始稳定，启动多个愈合过程中的信号转导通
路。前体细胞侵入骨折端之间并形成新的血管，成
纤维细胞，和其他支持细胞肉芽组织形成。ＭＳＣｓ
迁移至骨折端后分化为前体细胞，释放的细胞因子
具特异性抗炎作用并促新生血管生成［１２］。骨髓间
充质干细胞的招募及迁移至骨折部位可有效促进
骨折的修复已达成共识［１３］。如果能促进骨髓间充
质干细胞的增殖及提高其血管生成的能力必将提
高骨折的修复能力。ＶＥＧＦ作为目前研究较清楚，
作用最明确的促血管生长因子，其作用是血管内皮
细胞特异的有丝分裂原，合成后以旁分泌形成发挥
生物效应［２］。目前所报道的与血管生成有关的因
子许多均与ＶＥＧＦ的表达相关。提高ＶＥＧＦ的表达
则说明进一步促新生血管形成。本实验对基因表
达的研究采用实时荧光定量ＰＣＲ技术的定量分析，
其定量分析的准确度和灵敏度均远高于以前的方
法。本实验证实丹参多酚酸盐促进了骨髓间充质
干细胞的增殖，并可上调其表达ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ水平，
进而促进血管生成。丹参多酚酸盐在促血管生成
的同时还对脑、肝、肾、肺等组织有保护作用，符合
中医对骨折的全身施治的辨证治疗原则，具有良好

的发展前景。关于其对骨折早期促进愈合作用的
体内实验还有待于进一步研究。
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