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摘要 目的：前期基础实验发现经穴注射骨髓间充质干细胞联合益气活血中药对大鼠缺血后肢骨骼肌血管密度以及后肢血流恢

复具有明显促进作用，为进一步明确其机制，本研究着重经穴注射骨髓间充质干细胞（BMSCs）联合益气活血方对大鼠血清中血
管内皮细胞生长因子（VGEF），粒细胞集落刺激因子（G-CSF），基质细胞衍生因子 -1（SDF-1）浓度的影响，从而为临床中医血管外
科防治后肢动脉缺血性疾病提供新的思路和方法。方法：25只大鼠随机分为空白对照组（CG）、下肢缺血模型组（IG）、益气活血方
缺血组（HG）、经穴注射 BMSCs缺血组（BG），经穴注射 BMSCs+益气活血方缺血组（BHG），每组 5只，在给予相应干预措施后，
于 7天后取血清，用酶联免疫吸附法（ELISA）测定大鼠血清中 VEGF、G-CSF、SDF-1质量浓度。结果：①与 CG比较，IG、HG、BG、
BHG大鼠血清中 VEGF、SDF-1、G-CSF浓度显著升高（P＜ 0.01）；②与 IG比较，HG、BG、BHG组大鼠血清中 VEGF，G-CSF浓度
显著升高（P＜ 0.01），BG、BHG大鼠血清中 SDF-1 浓度显著升高（P＜ 0.01）；③与 HG比较，BG、BHG大鼠血清中 VEGF，SDF-1，
G-CSF浓度显著升高（P＜ 0.01）；④与 BG比较，BHG大鼠血清中 VEGF，SDF-1，G-CSF浓度显著升高（P＜ 0.01），以上差异均有统
计学意义。结论：经穴注射 BMSCs联合益气活血中药可大幅提升下肢缺血模型大鼠血清中 VEGF、G-CSF、SDF-1质量浓度，为
临床中医血管外科防治后肢动脉缺血性疾病提供了新的思路和方法。
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Effect of Concentration on VEGF, G-CSF, SDF-1 Stimulated by Acupoint
Injection BMSCs Combined Chinese Herb in Rat Serum*

It was found in our early basic experiment that acupoint injection of bone marrow mesenchymal stem cells
combined Qi-tonifying and Blood-activating Chinese herb have obvious effect of promoting the vascular density and restoring the blood
flow to skeletal muscle of SD rat with hind limbs ischemic. In order to clarify the further mechanism, this study was designed to
investigate the concentration of vascular endothelial cell growth factor (VGEF), granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), stromal
cell derived factor 1 (SDF-1) stimulated by acupoint injection of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) transplantation
combined Chinese Herb in rat serum, so as to provide new methods for prevention and cure arterial ischemic disease in vascular surgery
of traditional Chinese medicine. 25 rats were randomly divided into control group (CG), lower limb ischemia model group(IG),
Herb group(HG), Acupoint injection of BMSCs ischemia group(BG), Acupoint injection of BMSCs +Herb ischemia group(BHG), and
given 7 days corresponding intervention measures. Then we measured the concentration of VEGF, G-CSF, SDF-1in rat serum by Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). ① Compared with CG, concentration of VEGF, G-CSF, and SDF-1 increased
significantly (P < 0.01) in IG, HG, BG, BHG; ②Compared with IG, concentration of VEGF and G-CSF increased significantly (P < 0.01)
in HG, BG, BHG, while SDF - 1 increased (P < 0.01) in BG, BHG; ③ Compared with HG, concentration of VEGF, G-CSF, and SDF-1
increased significantly (P < 0.01) in BG, BHG; ④ Compared with BG, concentration of VEGF, G-CSF, and SDF-1 increased
significantly (P < 0.01) in BHG. The above all differences were statistically significant. Acupoint injection of BMSCs
combined Qi-tonifying and Blood-activating Chinese herb can be sharply raised the concentration of VEGF, G-CSF and SDF-1 in the
lower limb ischemia rat model, which provide new methods for prevention and cure arterial ischemic disease in vascular surgery of
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前言
1996年以来，大量通过动脉、静脉、肌肉注射血管生成因

子或基因促进血管新生的临床实验治疗周围血管疾病并没有

取得与动物实验一样的良好结果。效果欠佳的原因可能是临床

周围动脉疾病患者因受体信号或拮抗表达改变而改变了相关

配体的浓度，甚至因血管生成因子缺乏所致[1，2]；另外，可能是因

为局部缺血组织促血管新生的药代动力学较差所致[3]。因此，寻

找一种能更促进血管生成因子分泌，提高血管生成因子浓度的

方法对于解决基因疗法治疗各类缺血性疾病有重要的临床意

义。本研究所选方药是基于前期临床用药经验，临床诊疗过程

中发现益气活血中药对下肢缺血患者血流灌注量有一定的影

响，为了明确其作用机制，本研究在临床选方用药原则基础之

上，应用经穴注射骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchy-
mal stem cells, BMSCs）联合益气活血中药应用于下肢缺血模

型大鼠，观察大鼠血清中 VEGF、G-CSF、SDF-1的质量浓度，以

探讨经穴注射 BMSCs联合益气活血中药对下肢缺血性疾病的

作用机制，为临床应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

大鼠 VEGF、SDF-1、G-CSF酶连免疫吸附（ELISA）试剂盒

均购自上海联硕生物科技有限公司；标准酶标仪型号为美国

SynergyTM4；精密移液器为德国生产 Eppendorf牌；去离子水生
成器为美国 Millipore制造；37℃孵育箱为上海福玛实验设备

厂生产。

1.2 实验动物与分组
25只体重 240-280 g雄性 SD大鼠，实验用动物均由北京

维通利华实验动物技术有限公司提供，许可证号：SCXK（京）
2012-0001。实验过程中对动物的处置符合中华人民共和国科

学技术部 2006年颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》。
25只大鼠随机分为 5组，即：

正常假手术组：（Control Group，CG，5只）

缺血模型组：（Ischemia Group，IG，5只）

益气活血中药 +缺血模型组（Herb Group，HG，5只）

经穴注射 BMSCs+缺血模型组（BMSCs Group，BG，5只）

经穴注射 BMSCs+ 益气活血中药 + 缺血模型组（BM-

SCs+Herb Group，BHG，5只）。
1.3 方法
1.3.1 造模方法 25只雄性 SD大鼠，经普食普水适应喂养 1

周后，随机分为 5组，术前大鼠用浓度为 350 mg/Kg水合氯醛

麻醉（麻醉剂量：10 ml/Kg），经常规备皮、消毒、铺巾，经左侧腹

股沟韧带中点（摸到股动脉搏动后）做一个 1-1.5 cm 的纵行皮

肤切口暴露股动脉。

正常假手术组：游离股动脉，不行结扎、也不切除动脉术，

直接缝合切口。

大鼠后肢缺血模型：大鼠左侧后肢缺血模型。游离股动脉

后，用 1号线结扎近端股动脉，切除股动脉、远端隐动脉和所有

侧支血管。术毕，5-0缝合线缝合皮肤，大鼠左侧后肢缺血模型。
1.3.2 实验用药 益气活血方：生黄芪 120克、党参 120克、炙

甘草 48克、当归 120克、鸡血藤 120克、川牛膝 48克等。（饮片

由首都医科大学附属北京中医医院中药房提供，符合 1995年

版《中华人民共和国药典》相关规定，并由北京中医医院制剂室

煎制）。

以上复方以大火煎开，文火水煎 2 次过滤去渣，合并水煎

液后在中药液体包装机中浓缩成含生药 1.5 kg/L溶液作为灌

胃剂量（相当于病人临床正常用药剂量的 18倍）。4 ℃冰箱保

存备用。

1.3.3 采集大鼠血清 正常对照组、缺血组、经穴注射 BMSCs

组大鼠每天上午行蒸馏水灌胃，剂量为 10 ml/Kg，益气活血中
药灌胃大鼠每天上午行浓度为 1.5 g/ ml益气活血中药灌胃，药

物剂量为 10 ml/Kg，经穴注射 BMSCs组大鼠每只共注射 100

滋L 1× 106个细胞，5组大鼠连续灌胃 7天，取穴如下。

注射穴位如下[4]：足太阴脾经三阴交：后肢内踝尖直上 10
mm处；足少阴经照海：后肢内踝下 1 cm；足少阳胆经环跳：后

肢髋关节后上缘；足少阳胆经阳陵泉：后三里上外侧 5 mm处；

足阳明胃经后三里：膝关节后外侧，在腓骨小头下约 5 mm处。
7天后，从各组大鼠腹主动脉取动脉血 8-10 mL，室温静置

0.5-1小时，待血液自然凝固 10-20 min后，2000-3000× g离心，

仔细收集血清，避免收集到沉淀，如保存过程中有沉淀形成，应

再次离心，置于 -70 ℃保存。
1.3.4 大鼠含药血清中 VEGF的检测 (按试剂盒使用说明书进

行) 本实验采用的是生物素双抗体夹心酶联免疫吸附法

（ELISA）测定样品中大鼠血管内皮生长因子（VEGF、G-CSF、
SDF-1）质量浓度，具体步骤如下：

（1）稀释标准品：设第 1孔为空白孔，加 100 滋L蒸馏水；标

准孔 5孔，每一浓度设 2个复孔，每孔中各加入样品稀释液
100 滋L，第一孔加标准品 100 滋L，混匀后用加样器吸出 100 滋L

，移至第二孔。如此反复作对倍稀释至第 5孔，最后，从第 5孔

中吸出 100 滋L弃去，使之体积均为 100 滋L。

（2）加样：

空白孔：只加显色剂 A&B和终止液，其他操作步骤相同；

样品孔：每组大鼠随机抽三只大鼠血清做检测，每个样品做 3

个复孔，每孔各加入待测样品 40 滋L，然后各孔加入抗 VEGF

抗体 10 滋L，链霉亲和素 -HRP 50 滋L，密封板条，37℃保温箱培

育 120 min；

（3）配洗涤液：将 30倍浓缩洗涤液用蒸馏水 30倍稀释后

备用。

（4）洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加满洗涤

液，静置 30秒后弃去，如此重复洗板 5次，用滤纸印干；

（5）显色：每孔先加入显色剂 A 50 滋L，再加入显色剂 B 50

traditional Chinese medicine.

VEGF; G-CSF; SDF-1
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Group VEGF SDF-1 G-CSF

Control Group 154.92± 3.84 206.48± 5.83 168.02± 5.45

Ischemia Group 183.69± 6.01a 255.27± 5.07a 195.52± 5.06a

Herb Group 214.77± 2.43ab 269.21± 5.51a 219.01± 2.52ab

BMSCs Group 235.11± 4.26abc 296.20± 4.73abc 241.71± 3.99abc

BMSCs+Herb Group 286.03± 2.49abcd 388.14± 4.08abcd 299.29± 3.53abcd

表 1大鼠血清中 VEGF、SDF-1、G-CSF的浓度（ng/L; x ± s）

Table 1 Concentration of VEGF, SDF-1, G-CSF in rat serum (ng/L; x± s)

注：经 ANOVA检验：与正常组比，aP＜0.01；与缺血组比，bP＜0.01；与中药缺血组比，cP＜0.01；与 BMSCs缺血组比，dP＜0.01。

Note: Compared with control group, aP＜0.01; Compared with ischemia group, bP＜0.01; Compared with herb group, cP＜0.01;

Compared with BMSCs group, dP＜0.01.

滋L，轻轻震荡混匀，置 37℃培育 15 min；

（6）终止：每孔各加终止液 50 滋L，终止反应（此时蓝色立

即转为黄色）；

（7）测定：以空白孔调零，492 nm 波长依序测量各孔的吸
光度（OD值），测定应在加终止液后 10 min内进行；（8）根据标

准品的浓度及对应的 OD值计算出标准曲线的直线回归方程，

再根据样品的 OD 值在回归方程上计算出 VEGF、G-CSF、
SDF-1的质量浓度。
1.4 统计学分析

各分组所得计量数据采用均数± 标准误 (X± S) 表示，用
SPSS19.0软件处理数据，组间均数比较用 One-way ANOVA检

验。检验水准 琢=0.05，p<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 大鼠血清中 VEGF、SDF-1、G-CSF浓度的检测

灌胃 7天后，用酶连免疫吸附（ELISA）法比较各组大鼠血

清中 VEGF、SDF-1、G-CSF因子的质量浓度，比较结果如下：

与对照组比较，缺血组、中药缺血组、BMSCs缺血组、BM-

SCs+ 中药缺血组大鼠血清中 VEGF、SDF-1、G-CSF浓度显著
升高（P＜ 0.01）；

与缺血组比较，中药缺血组、BMSCs缺血组、BMSCs+中

药缺血组大鼠血清中 VEGF，G-CSF浓度显著升高（P＜ 0.01）；

与缺血组比较，BMSCs缺血组、BMSCs+中药缺血组大鼠血清

中 SDF-1浓度显著升高（P＜ 0.01）；
与中药缺血组比较，BMSCs缺血组、BMSCs+中药缺血组

大鼠血清中 VEGF，SDF-1，G-CSF浓度显著升高（P＜ 0.01）；

与 BMSCs缺血组比较，BMSCs+ 中药缺血组大鼠血清中
VEGF，SDF-1，G-CSF浓度显著升高（P＜ 0.01），以上差异均有

统计学意义，（见表 1）。

3 讨论

生长因子 VEGF是由 BMSCs 分泌的，除促进血管生成

外，也可通过旁分泌作用直接作用于肌细胞，防止其凋亡[5,6]，是

目前发现的最重要的血管生长因子之一。有研究发现，经穴注

射 BMSCs后，能产生更多的 VEGF等生长因子[7]。G-CSF是
BMSCs动员剂，可通过旁分泌作用促进缺血组织血管新生[8]。

Kuethe[9]、华平平[10]等人通过基础与临床实验发现，G-CSF确实

能促进患者血管新生，可增加毛细血管数量与血液灌注量。内

皮祖细胞修复血管时，SDF-1是介导内皮祖细胞黏附的主要调

控因子[11]。目前已证实其作用机制与血管内皮生长因子相似，

均会聚于磷脂酰肌醇 -3-激酶 ( P13K) / 蛋白激酶 B ( Akt) (

PI3K/Akt)通路[12,13]。SDF-1琢结合于细胞表面的 CXCR4，活化
PI3K并进一步激活 Akt，受活化的 Akt通过磷酸化作用激活或

抑制其下游靶蛋白 Bad、Caspase-9、NF-资B、GSK-3、FKHR、
p21Cip1和 p27 Kip1等，进而调节细胞的增殖、分化、凋亡以及

迁移。G-CSF、VEGF、SDF-1[14]等已证实有促进骨髓干细胞迁移

的作用。SDF-1是骨髓基质细胞产生的 CXCR类趋化蛋白，是

已知惟一能与受体 CXCR4结合[15]、并能激活它的天然趋化因

子。随着研究的深入 SDF-1/CXCR4轴已成为探索干细胞迁移

及归巢行为的重要环节[16]。

根据中医基础理论，气与血的关系还可以概括为 "气为血

之帅 "，"血为气之母 "。"气为血之帅 "体现在气能生血、行血、

摄血三个方面；《血证论·阴阳水火血气论》说："守气者，即是血
"，气所以能行血，因血能载气。气与血既相互对立又相互依存，

共同维持人体生理活动。导师董建勋教授认为骨髓单个核细胞

（bone marrow mononuclear cells, BMNC）来源于骨髓血，属于

人体 "阴中之阳 "，具有生发、温煦、推动等作用。前期实验发

现，经穴注射 BMSCs可促进大鼠后肢血流灌注恢复速度[17]，另

外，有学者发现，辨证循经注射 BMNC，可以更好地发挥促进血

管再生，提高 BMSCs存活率[18]，以濡养经脉，从而起到使缺血

肢体气血调和、脉络通畅的作用。

以上研究理论说明，VEGF、G-CSF、SDF-1 除可促进血管

新生外，在血管形成过程中，G-CSF还起到 BMSCs动员剂作

用，SDF-1促进 BMSCs迁移、分化、凋亡的作用。在给予不同干

预措施后，VEGF、G-CSF、SDF-1 等因子分泌呈不同程度的增

加，众多研究表明，与健康人群相比，动脉缺血患者血浆中

VEGF浓度大幅升高[19,20]。这点与本实验结果一致，与对照组比

较，缺血模型组大鼠血清中 VEGF、SDF-1、G-CSF因子的质量

浓度明显升高，说明缺血、缺氧环境可能会刺激内皮细胞分泌

VEGF、SDF-1、G-CSF等因子的分泌。在通过经穴注射 BMSCs

联合益气活血中药条件作用下，后肢缺血大鼠血清中这些因子

4411· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.23 AGU.2014

分泌影响最多，说明 BMSCs亦可动员此类生长因子分泌，而益

气活血中药则可刺激生长因子分泌增多，提示经穴注射 BM-

SCs联合益气活血中药可促进 VEGF、G-CSF、SDF-1 的分泌，

从而推测其可促进后肢血管的形成，这一结果尚需进一步实验

来验证。

综上所述，辨证循经注射骨髓间充质干细胞联合益气活血

中药具有显著促进细胞生长因子分泌的特点，对临床应用辨证

循经注射干细胞发挥治疗性血管生成的作用具有指导意义，但

具体疗效尚待进一步研究。
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