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丹红注射液中 5种主要活性成分促血管新生作用研究 *
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摘要 目的：研究丹红注射液（DHI）入血后 5个主要成分的促血管新生活性。方法：采用人脐静脉内皮细胞（HUVEC）正常培养体

系和鸡胚绒毛尿囊膜（CAM）模型评价。细胞和鸡胚分别随机分为正常对照组，DHI组、羟基红花黄色素 A组、丹酚酸 B组、丹参

素组，原儿茶醛组和迷迭香酸组。MTT法检测 HUVEC增殖情况，免疫印迹法测定 HUVEC促血管新生相关因子的表达，显微镜

下计数鸡胚 CAM给药区域新生血管数。结果：与正常对照组比较，10 %（V/V）DHI及相应浓度的各单体均能显著增加 HUVEC

的增殖（P<0.01），并促进 HUVEC中促血管新生因子 VEGF-A，bFGF，HGF的表达（P<0.05，P<0.01）；而 50 %（V/V）DHI及相应浓

度的各单体均能不同程度地增加鸡胚 CAM给药区域新生血管数；两个筛选模型中，羟基红花黄色素 A和丹参素均呈现一定的

作用优势。结论：DHI入血后的 5个主要活性成分都有促血管新生作用，其中羟基红花黄色素 A和丹参素活性更佳。
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Study on Proangiogenic Activities of Five Principal Active Components in
Danhong Injection*

To explore the proangiogenic activities of five main components from Danhong injection (DHI) absorbed in

blood. A in vitro culture system of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and a model of chicken embryo chorioal-

lantoic membrane (CAM) were used in this study. Cells or chicken embryos were randomly divided into control (Con) group, DHI group,

hydroxysafflor yellow A (HSYA) group, salvianolic acid B (Sal B) group, Tanshinol (Tan) group, protocatechuic aldehyde (Pra) group

and Rosmarinic acid (RosA) group. In comparison with Con group, 10 %（V/V）DHI and its five main components at corre-

sponding concentrations could significantly promote HUVEC proliferation (P<0.01) and the expression of vascular endothelial growth

factor A (VEGF-A), basic fibroblast growth Factor (bFGF) and hepatocyte growth factor (HGF) in HUVEC (P<0.05, P<0.01). Also, 50 %

（V/V）DHI and these components at corresponding concentrations were able to boost the blood vessel density on CAM to different ex-

tent. Consistently, HSYA and Tan showed better proangiogenic action in both models. All the five main components from

Danhong injection (DHI) absorbed in blood promote angiogenesis and HSYA and Tan have stronger proangiogenic activities than the

others.
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前言

冠心病是冠状动脉狭窄或闭塞导致心肌缺血、坏死，从而

使心功能受损的临床常见心血管疾病。近年来，以促进心肌缺

血区血管新生和侧支循环的建立为目的的治疗性血管新生，在

缺血性心肌病的治疗中已越来越受到重视[1]，而相较于蛋白和

基因疗法，中药治疗以其多靶点，多环节，多重功效的特点被广

泛关注[2,3]。

丹红注射液（Danhong injection，DHI）由丹参和红花两味活

血要药制成，临床上常用于冠心病等瘀血闭阻所致诸证。研究
[4,5] 表明 DHI能显著促进大鼠心肌梗死后冠状动脉微血管新

生，改善侧支循环，进而减轻心肌梗死损伤，但 DHI治疗性血

管新生的物质基础尚不明确。本课题组前期研究[6]证实 DHI入

血活性成分中含量最高的 5个单体分别是羟基红花黄色素 A
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（Hydroxysafflor yellow A，HSYA），丹酚酸 B（Salvianolic acid

B，Sal B），丹参素（Tanshinol，Tan），原儿茶醛（Protocatechuic

aldehyde，Pra）和迷迭香酸（Rosmarinic acid，RosA）。本研究拟采

用人脐静脉内皮细胞（Human umbilical vein endothelial cells，

HUVEC）体外培养体系和鸡胚绒毛尿囊膜（Chorioallantoic

membrane，CAM）模型探究这些单体的促血管新生作用，以初

步确定 DHI促血管新生的主要活性成分。

1 材料与方法

1.1 细胞及种蛋

HUVEC细胞株，购自上海拜力生物科技有限公司；种蛋，

60枚，重 50～60 g，购自西安高陵北关孵化厂。

1.2 仪器及设备

371型二氧化碳培养箱（美国 Thermo公司）；SHH-150SD

型恒温试验箱（上海建恒）；IX71+DP72型倒置显微镜（日本奥

林巴斯）；5804R型冷冻离心机（德国 Eppendorf公司）；MULTI-

SKAN GO型全波长酶标仪（美国 Thermo公司）；POWERPAC

BASIC蛋白电泳系统（美国 BIO-RAD公司）。

1.3 试药及试剂

DHI（10 mL/支，批号：14121025，山东步长制药有限公司

提供）；HSYA（含量 96.5%，批号：111637-201308），Sal B（含量

96.2%，批号：111562-201615），Tan （含量 98.8%，批号：

110855-201613），Pra （含量 99.3%，批号：110810-201608），

RosA（含量 98.5%，批号：111871-201505），购于中国药品生物

制品检定所；MCDB131完全培养基、MCDB131 基础培养基、

胎牛血清（FBS），购自美国 AllCells公司；兔抗人一抗血管内皮

生长因子（vascular endothelial growth factor A，VEGF-A）、碱性

成纤维细胞生长因子（basic fibroblast growth factor，bFGF）、肝

细胞生长因子（hepatocyte growth factor，HGF），血管生成素 1

（angiopoietin-1，Ang1)和 茁-肌动蛋白（茁-actin）以及辣根过氧
化物酶标记的羊抗兔二抗购自美国 Cell Signaling公司。

1.4 细胞培养及分组

将购入的 HUVEC细胞株复苏，加入 MCDB131完全培养

基（内含 10% FBS、100 U/mL的链霉素和青霉素和 50 ng/mL

内皮细胞生长因子），置于 37℃、含 5% CO2培养箱中培养，每

天更换培养液 1次。传代中用含 0.25%胰蛋白酶和 EDTA（乙

二胺四乙酸）的消化液进行消化，以 1：4比例分瓶传代，取第 4

代～第 6 代细胞进行实验。将接种细胞随机分为正常对照

（Con）组、DHI组、HSYA组、Sal B组、Tan 组，Pra 组和 RosA

组，分别给予 10 % (V/V) 1× PBS，10%（V/V）DHI，2.4 滋g/mL
HSYA，72.8 滋g/mL Sal B，100 滋g/mL Tan，8.8 滋g/mL Pra 和

20.5 滋g/mL RosA。
1.5 内皮细胞增殖情况检测

采用MTT法测定内皮细胞增殖情况。将处于对数生长期

的 HUVEC以 1× 104/孔的密度接种于 96孔板，正常条件培养

24 h；按方法 "2.1"中各药物浓度给药，每组设 6个复孔，以只

加培养基不加细胞的空白对照调零，继续孵育 24 h；小心吸弃

孔内培养液后，加 MTT(0.5 g/L)100 滋L/孔，继续培养 4 h；弃上

清，加二甲基亚砜 150 滋L/孔，振荡器振荡 10 min，使紫色结晶

充分溶解，570 nm波长下的测定吸光度（A）值。增值率 =（实验

组 A值 -空白组 A值）/（正常对照组 A-空白组 A值）× 100%，

检测 3次，取平均值。

1.6 促血管新生相关因子表达测定

加药培养 48 h后，收集细胞，加入蛋白裂解液，冰浴裂解，

4℃离心机上 10000× g离心 10 min，取上清，蛋白定量试剂盒

定量。100℃蛋白变性，经 SDS-PAGF电泳分离，转至 PVDF膜

上；37 ℃下，脱脂奶粉封闭 30 min，加入 1:1000 稀释的

VEGF-A、bFGF、HGF、Ang1、茁-actin 一抗，4℃孵育过夜；二抗
（1: 5000）37℃孵育 30 min，ECL显影、曝光；Quantity One软件

分析各条带灰度值，蛋白相对水平以目的蛋白与茁-actin条带灰
度值的比值表示，检测 3次，取平均值。

1.7 鸡胚 CAM模型建立及分组

参考董海燕等人[7]的方法，建立鸡胚 CAM模型。选择蛋壳

结构致密均匀的 60枚新鲜种蛋，洗净后 0.1%新洁尔灭消毒，

在 37.6± 0.2℃，60%湿度的恒温试验箱中孵育，第 3 d开始，每

日翻动 3次并观察种蛋生长情况，弃去不合格种蛋。孵育第 8

d，取发育良好的 42只鸡胚，随机分为 Con组、DHI组、HSYA

组、Sal B组、Tan组，Pra组和 RosA组。酒精消毒气室端，无菌

条件下，砂轮磨切蛋壳，眼科镊小心揭除蛋壳及壳膜，开 1.5

cm× 1.5 cm的小窗，揭去气室膜，使 CAM完全暴露。分别将滴

有生理盐水、50%（V/V）DHI，12 滋g/mL HSYA，364 滋g/mL Sal

B，500 滋g/mL Tan，44 滋g/mL Pra和 102.5 滋g/mL RosA 的药物

载体（各 20 滋L）置于各组鸡胚 CAM中央血管稀少区，然后用

无菌透明胶带密封窗口，继续孵育，连续加药 3 d。

1.8 鸡胚 CAM血管新生测定

孵育第 11天，剪开透明胶带，由观察窗加入福尔马林液

5～10滴，固定约 15 min，以含药载体为中心剪下 CAM，置于

清水中展开后铺于干净滤纸上，晾干。以滤纸为背景，解剖显微

镜下观察计数载体周围血管分支点数，以实验部位边缘 1 mm

范围内为一级血管，实验部位边缘 5 mm范围内为二级血管，

分别观察计数。

1.9 统计学分析

采用 SPSS20.0统计软件进行分析，所得数据以均数± 标

准差（mean± S.D）表示，组间比较采用方差分析（ANOVA），两

两比较使用 SNK法，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DHI及各单体对 HUVEC增殖能力的影响

MTT实验表明，与正常对照（Con）组比较，10%（V/V）DHI

及相应浓度的各单体均能显著增加 HUVEC的增殖（P<0.01）；

与其余 3个单体比较，HSYA和 Tan促细胞增殖作用更为显著

（P<0.01）。结果见图 1。

2.2 DHI及各单体对 HUVEC中促血管新生相关因子表达的影响

给药孵育 48 h后，10%（V/V）DHI及相应浓度的各单体均

能明显增加 HUVEC 中促血管新生因子 VEGF-A，bFGF 和

HGF的表达，与正常对照（Con）组比较，差异均有统计学意义

（P<0.05，P<0.01）；HSYA 和 Tan 促 HUVEC 表达 VEGF-A，

bFGF和 HGF的作用优于其余 3 个单体 (P<0.05，P<0.01)；此

外，DHI及各单体对 HUVEC中 Ang1的表达有一定促进作用，

但差异无统计学意义。结果见图 2。
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图 1 DHI及各单体对 HUVEC增殖能力的影响（n=6）

Fig.1 The effects of DHI and its five main components on HUVEC

proliferation

Note: compared with Con group, bP<0.01; compared with HSYA group,
dP<0.01; compared with Tan group, fP<0.01.

2.3 DHI及各单体对 CAM血管新生的影响

孵育 11天后，50%（V/V）DHI及相应浓度的各单体能不同

程度地促进鸡胚 CAM的血管生成；DHI、HSYA、Sal B，Tan和

RosA组的新生一级血管数较阴性对照（Con）组均显著增加

（P<0.05，P<0.01），Pra组新生一级血管数与 Con组比较，差异

无统计学意义；与此类似，除 Pra和 RosA组外，DHI、HSYA，

Sal B和 Tan组新生二级血管数较 Con组亦显著增加（P<0.05，

P<0.01）；此外，HSYA和 Tan促 CAM血管生成能力较其他单

体均有不同程度增加。结果见表 1。

3 讨论

丹参与红花是中医治疗 "胸痹 " 和 " 真心痛 " 的常用中

药，二者均为活血的要药，具有祛瘀生新，通经利脉的功效。现

代药理表明，其都具有扩张冠状动脉，增加冠脉血流量；改善微

循环，提高机体耐缺氧能力的作用[8-11]。DHI是丹参和红花经现

代工艺提取制成，在临床上用于冠心病、中风等心脑血管疾病

的治疗，疗效确切。进一步的研究证实，DHI具有显著的促血管

新生活性，且具有一定的量效关系[12,13]。此外，DHI能够促进心

梗大鼠缺血心肌血管再生，提高其侧支循环代偿能力，从而减

小心肌梗死面积[4]。这些结果表明，DHI对缺血心肌的保护作用

与其促血管新生能力具有密切的相关性。本研究利用 HUVEC

体系和 CAM模型对本课题组前期研究鉴定出的 DHI入血后

的 5个主要活性成分（HSYA、Sal B、Tan，Pra和 RosA）进行促

血管新生活性研究。这对于阐明 DHI作用机制，寻找具有开发

价值的冠心病治疗药物都具有重要意义。

血管内皮细胞在各种内源性或外源性刺激信号引起的机

体血管新生过程中都发挥着关键作用，血管网的形成依赖于血

管内皮细胞结构和功能的完整性[14]。因此，本研究首先采用体

外培养 HUVEC模型，观察 DHI及 5个单体对 HUVEC增殖和

表达促血管新生因子功能的影响。预实验结果表明 DHI促细

胞增殖作用的最佳浓度是 10 %（V/V），即以该浓度 DHI中上

述 5个单体的含量为各单体的给药剂量。MTT实验结果表明，

10 %DHI及相应浓度的各单体均能显著促进 HUVEC的增殖，

且 HSYA和 Tan的促细胞增殖作用优于其余 3个单体。血管

新生过程离不开内皮细胞的增殖，更需要多种促血管新生因子

的综合调节。在众多因子中，VEGF-A，bFGF，HGF和 Ang1研

究较多。VEGF-A是血管内皮细胞特异性的肝素结合生长因

子，可促进内皮细胞增殖、出芽和管腔形成，抑制内皮细胞凋亡

并增加血管内皮血管通透性[15,16]；bFGF作用靶点广泛，在毛细

血管基底膜降解、内皮细胞迁移增生、胶原合成、管腔形成等多

个环节均有明显促进作用 [17,18]；HGF较 VEGF-A副作用少，促

血管新生作用更强[19]，而 Ang1促血管成熟方面更有优势，常与

其他因子联合使用[20]。本研究中 10 %DHI及相应浓度的各单体

均能显著促进 HUVEC中 VEGF-A，bFGF和 HGF的表达，且

HSYA和 Tan促 HUVEC表达因子的作用更强。这些结果提

示，HSYA和 Tan在促血管新生方面可能更有优势。

鸡胚 CAM模型因重复性好、结果可靠而被广泛应用于血

管新生活性物质的筛选[21]。本研究亦采用该模型观察 DHI及 5

个单体的促血管新生效应。DHI的给药剂量参考罗海明等人[13]

的研究结果，选择 50%（V/V）浓度。相应地，各单体的给药剂量

即按该浓度下 DHI中各单体的含量确定。结果显示，50%DHI

图 2 DHI及各单体对 HUVEC中促血管新生相关因子表达的影响

（n=6）

Fig.2 Effects of DHI and its five main components on the expression of

proangiogenic factors in HUVEC.

Note: compared with Con group, aP<0.05, bP<0.01; compared with HSYA

group, cP<0.05, dP<0.01; compared with Tan group, eP<0.05, fP<0.01.

Note: compared with Con group, aP<0.05, bP<0.01; compared with HSYA

group, cP<0.05; compared with Tan group, eP<0.05, fP<0.01.

表 1 DHI及各单体对鸡胚 CAM血管生成的影响（mean± SD，n=6）

Table 1 Effects of DHI and its five main components on newborn vessels

formation on CAM of chicken embryo (mean± SD, n=6)

Groups First grade vessel Second grade vessel

Con 11.4± 2.7 16.2± 2.0

DHI 24.6± 3.8b 31.4± 4.4b

HSYA 19.0± 3.2b 25.4± 3.4b

Sal B 17.4± 3.4a 24.0± 3.2a

Tan 20.8± 3.3b 27.6± 4.2b

Pra 15.0± 2.5ce 20.0± 2.8cf

RosA 16.4± 2.9a 19.8± 3.1cf
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及相应浓度的各单体均能不同程度地促进 CAM血管生成，且

HSYA和 Tan促 CAM血管作用较其余 3个单体均有不同程

度地增加；这与 HUVEC体系的观察结果一致，不仅为 HSYA

和 Tan促血管新生作用的优效性提供更为直接的证据，同时也

提示 DHI及其活性成分的促血管新生功能可能与其促进血管

内皮细胞增殖和增加促血管新生因子的表达有关。

综上所述，DHI入血后的 5个主要活性成分均可显著地促

进 HUVEC 增殖和表达促血管新生因子 VEGF-A，bFGF 和

HGF，且能不同程度地增加鸡胚 CAM血管生成；5个单体中，

HSYA和 Tan促血管新生活性最为显著。当然，本研究中的两

个研究体系与动物模型尚有诸多不同，HSYA和 Tan在促进动

物缺血心肌的血管新生方面的优效性仍有待进一步研究。
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综上所述，orexin-A对脑缺血再灌注损伤具有保护作用，

可能与其降低脑内自由基水平，控制脂质过氧化物酶有关。本

实验从抗氧化应激方面为 orexin-A的神经保护作用提供了新

的证据，为脑缺血再灌注损伤的治疗提供了新思路。
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