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三七皂苷 R1对大鼠缺血心肌 VEGF、bFGF的影响 *
于俊民 鞠 礼 王慧冬 万晓京 杨敬生 王 勤 张小波

（哈尔滨医科大学附属第四医院老年病一病房 黑龙江哈尔滨 150001）

摘要 目的：探讨三七皂苷 R1对大鼠缺血心肌 VEGF、bFGF的影响。方法：选择雄性 Wistar大鼠 39只，建立心肌梗死（AMI）模
型，术后 24h 存活大鼠随机分为药物组（n=13）、对照组（n=13），另设假手术组（n=8）。药物组给予三七皂苷 R1水溶液（2.5 mg·
kg-1·d-1）腹腔注射、对照组及假手术组给予等体积生理盐水腹腔注射，用药 4周。于实验终点处死大鼠，心肌组织取材，Ⅷ因子染色
计数微血管数（MVC）及微血管密度（MVD），免疫组织化学法观察缺血心肌 VEGF、bFGF蛋白的表达。结果：药物组及对照组
MVC、MVD均高于假手术组，且药物组高于对照组（P<0.05）；大鼠缺血心肌药物组及对照组 VEGF、bFGF蛋白表达均高于假手
术组（P<0.05），且药物组高于对照组（P<0.05）。结论：三七皂苷 R1促进大鼠缺血心肌血管再生同时可上调缺血心肌 VEGF、bFGF
蛋白水平。
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Effects of Notoginsenoside R1 on VEGF and bFGF Expression
in Ischemic Myocardium of Rats*

To study the effects of notoginsenoside R1 on the levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) and
basic fibroblast growth factor (bFGF) in ischemic myocardium of rats. The myocardial infarction (MI) model was established in
thirty-nine male Wistar rats. 24h later, the surviving rats were randomly divided into drug group (n=13), control group (n=13), and
sham-operated group (n=8). Rats in the drug group were injected with notoginsenoside R1 (2.5 mg·kg-1·d-1) intraperitoneally, while the
control group and the sham-operated group received same volume of saline intraperitoneally. 4 weeks after treatment, the rats were
euthanized for myocardial tissue samples. The miniature blood vessel (MVC) and microvascular density (MVD) were quantified
according to F Ⅷ staining, and the expression of VEGF and bFGF were detected by immunohistochemistry. MVC and MVD
were increased in drug and control group compared with sham-operated group and the amount in drug group was higher than in the
control group (P<0.05). The expression levels of VEGF and bFGF in ischemic myocardial drug group and control group were also higher
than sham-operated group (P<0.05) and the highest expression levels were observed in drug group (P<0.05). Notoginsenoside
R1 can promote angiogenesis and increase the expression of VEGF and bFGF in ischemic myocardium of rats.
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;
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前言

目前冠心病中西医结合防治研究正在向促进侧支循环建

立方向转变，中药影响血管新生机制的研究逐步得到深入。缺

血心肌侧支循环建立的主要方式为血管新生（angiogenesis）[1]，

中药可能通过一种或多种机制促进血管新生[2]，在心肌缺血发

生后促进血管新生，形成或开放冠状动脉侧支循环，改善预后。

三七改善缺血心肌血供，其特征性成分三七皂苷 R1能够促进
缺血心肌血管新生，但机制不清楚。本实验通过观察三七皂苷

R1对缺血心肌血管内皮生长因子（vascular endothelial growth
factor, VEGF）、碱性成纤维细胞生长因子（basic fibroblast

growth factor, bFGF）水平的影响，探讨三七皂苷 R1 促进缺血

心肌血管新生的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康清洁级雄性 Wistar 大鼠 39 只，体重 220-280 g（长春

亿思实验动物技术有限责任公司提供）。

1.2 实验器材与试剂

实验器材包括小动物呼吸机、电子天平、分析天平、离心

机、电热恒温箱、病理切片机、图像采集系统、酶标仪、眼睑牵开

器、眼科镊、眼科剪、持针器双头针等（哈尔滨医科大学第二临

床医学院麻醉与危重病实验室及黑龙江中医药大学解剖与组

胚教研室提供）；试剂三七皂苷 R1（批号：MUST-23091001，成
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都曼思特生物有限公司提供）；Ⅷ因子兔源性多克隆抗体、

VEGF兔源性多克隆抗体、bFGF兔源性多克隆抗体（武汉博士

德生物技术有限公司提供）；VEGF、bFGF ELISA试剂盒（美国
R&D公司提供）。
1.3 心肌梗死模型建立与实验分组

大鼠称重后以 1％戊巴比妥钠 40 mg/kg腹腔注射麻醉，气

管插管后用小动物呼吸机有氧正压通气。于左侧胸腔第四肋间

逐层开胸，开放心包后挤压右侧胸腔使心脏暴露于胸腔外，用

丝线结扎左冠状动脉前降支后，将心脏放回正常位置，并逐层

缝合胸腔[3]。恢复自主呼吸后拔管，保温待其清醒。术后将建模

24 h 后存活大鼠随机分为 2 组：药物组（n=13）及对照组

（n=13），另设假手术组（n=9），采用相同的方法开胸、穿线，仅在

冠状动脉下留置丝线，不结扎，余与制模组相同。药物组给予三

七皂苷 R1水溶液 2 mL（2.5 mg·kg-1·d-1）腹腔注射，对照组及假

手术组分别给予等体积生理盐水腹腔注射，4周后处死。
1.4 标本采集

于实验终点处死大鼠，剪去主动脉弓、右心室、心房、心耳

等，左心室生理盐水冲洗，沿左室梗死区长轴纵行切开，留取心

肌组织于 4 %多聚甲醛液固定 24 h后，经脱水、透明、浸蜡、封

埋成蜡块后进行组织学检测。

1.5 观察指标
1.5.1 心肌组织病理改变 各组大鼠心肌 HE染色，观察心肌的

病理变化。

1.5.2 缺血心肌组织 MVC、MVD 计数 对各组大鼠心肌组织

中Ⅷ因子相关抗原进行测定。阳性点成棕黄色或棕褐色，定位

于血管内皮细胞胞质。参照 Weidner[4]法，先用 40倍光镜扫视

整个切片，选择梗死区周围 5个血管密度最高的区域作为“热

点”，之后在 400倍光镜视野下计数热点区染成棕黄色的血管

数目，相互分离的内皮细胞、内皮细胞簇、内皮细胞条索均按 1

个血管计数，不考虑管腔或有无红细胞存在，管腔内径 >20 滋m

或有较厚肌层（3层以上）的血管则不予计数，每份标本均选 5

个高倍视野(× 400)计数 MVC。微血管密度（microvessel dens-
ity, MVD）计数每个视野的 MVC，取其均值作为本只大鼠的
MVD值，以微血管数 /视野作为大鼠的MVD值。
1.5.3 缺血心肌组织 VEGF、bFGF水平检测 采用免疫组织化

学染色法显微镜下观察，阳性点定位于心肌细胞胞质，呈黄色

或棕褐色。采用图像分析软件 Image-Pro Plus 6.0计算积分光密

度 IOD（mean）值，每张切片测定蛋白表达最高的 5个视野，取

其均值作为该大鼠 VEGF、bFGF的 IOD值。
1.6 统计学分析

实验数据以均数± 标准差(x± s)表示，应用 SPSS 17.0 统

计软件行统计学分析。组间比较应用 SNK-q检验，P＜ 0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般基线资料
建模过程中及术后 24小时共死亡大鼠 5只。术后 24小时

存活大鼠饲养过程中对照组及药物组各死亡 4只，假手术组死

亡 1只，存活率为 73.5%，死亡原因考虑严重心律失常、心力衰

竭、术后呼吸道护理不充分等。

2.2 心肌组织学特征
大鼠心肌组织 HE染色后，显微镜下可见假手术组心肌横

纹肌纤维排列整齐，药物组及对照组梗死区心肌细胞排列紊

乱、心肌细胞溶解、横纹断裂消失、心肌纤维化、炎症细胞浸润、

非梗死区心肌纤维排列整齐、梗死区与非梗死区边界清楚。见

图 1。

图 1 各组大鼠心肌组织学观察 HE染色结果（× 400）

Fig.1 HE staining of rat myocardium（× 400）

注：a.假手术组；b.对照组；c.药物组。

Note: a. sham-operated group; b. control group; c. drug group.

2.3 MVC、MVD计数

大鼠缺血心肌组织经Ⅷ因子染色，对照组、药物组均可见

到新生血管。对照组及药物组大鼠 MVC、MVD高于假手术组

（P＜ 0.01），且药物组 MVC、MVD高于对照组（P＜ 0.05），各组

间差异有统计学意义（P＜ 0.01）。见图 2、表 1。
2.4 各组大鼠缺血心肌 VEGF、bFGF蛋白表达

术后 4周，对照组及药物组大鼠缺血心肌 VEGF、bFGF蛋

白水平表达高于假手术组，差异有统计学意义 (P <0.05)，药物

组蛋白表达水平高于对照组 (P <0.05)。见图 3，图 4、表 2。

3 讨论

心肌梗死（Myocardial infarction, MI）发生后, 心肌局部血

管新生对心肌的修复至关重要[5]，然而，冠心病的自然病程中，

靠再生血管以适应缺血变化的过程缓慢，一般情况下只能部分

代偿冠状动脉阻塞引起的心肌缺血[6]，中药促进缺血心肌血管

新生能够弥补传统治疗的不足以挽救缺血心肌。在中药促进血

管新生机制研究中，细胞因子已成为重要的研究切入点之一。

血管再生相关因子在生理状态下处于一定的平衡状态[7]，当机
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体组织缺血缺氧时，促血管再生因子与抑血管再生因子失衡，

已知的促血管新生的因子有 20余种，在生理性和病理性血管
新生过程中发挥着重要的作用。血管新生受血管新生因子的调

控，通过上调血管新生促进因子使心肌血管内皮细胞增殖、黏

附、迁移以及管腔形成并开放[8]。

目前研究认为 VEGF、bFGF为体内发现的最为有效的促

血管因子[9]。正常心肌内可有少量的 VEGF和 bFGF的表达，心

肌缺血、缺氧可反馈地诱导心肌内 VEGF和 bFGF的表达量增
加，同时开胸、麻醉等损害引起心肌缺氧亦可导致心肌内

VEGF和 bFGF的表达量稍增[10,11]，实验中发现各组大鼠缺血心

肌组织均可检测到 VEGF、bFGF蛋白表达，与上述报道相符。

已有学者证实 VEGF具有强烈的促内皮细胞分裂增殖活性，能

图 2 各组大鼠Ⅷ因子染色情况（× 400）

Fig.2 TheⅧ coagulation factor expression in ischemic myocardium(× 400)

注：a.假手术组；b.对照组；c.药物组。

Note: a. sham-operated group; b. control group; c. drug group.

表 1 各组大鼠MVC、MVD计数情况（x± s）

Table 1 MVC and MVD in rats with myocardial infarction（x± s）

Group MVC MVD

Sham-operated group(n=7)

Control group (n=9)

Drug group(n=9)

4.71± 2.87

20.33± 4.95△

26.19± 6.76△*

4.71± 2.87

20.33± 4.95△

26.19± 6.76△*
Note: △ Compared with sham-operated group, P <0.01；* Compared with control group, P <0.05.

图 3 各组大鼠 VEGF表达情况（× 400）

Fig3. Protein expression of VEGF in ischemic myocardium（× 400）

注：a.假手术组；b.对照组；c.药物组。

Note: a. sham-operated group; b. control group; c. drug group.

图 4 各组大鼠 bFGF表达情况（× 400）

Fig.4 Protein expression of bFGF in ischemic myocardium(× 400)

注：a.假手术组；b.对照组；c.药物组。

Note: a. sham-operated group; b. control group; c. drug group.
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促进细胞迁移并形成血管腔样结构，是血管新生的重要启动因

子[12]，在体内外均可特异性地促进血管内皮细胞生长并诱导血

管形成[13]。 bFGF能够促进冠状动脉侧支血管的形成，增加心

肌的血管密度，增加侧支血流量，挽救急性心肌梗死边缘区域

的濒死心肌，使梗死面积缩小，心室收缩能力改善[14,15]。

实验通过对大鼠缺血心肌进行Ⅷ因子染色，观察到药物组

及对照组 MVC、MVD均高于假手术组, 且药物组 MVC、MVD

高于对照组，同时药物组及对照组 VEGF、bFGF表达均高于假

手术组，且药物组高于对照组。Ⅷ因子相关抗原位于血管内皮

细胞的Weibel-palada小体上，抗Ⅷ因子抗体是特异的内皮细

胞标记物，能较好地显示组织中的小动脉、小静脉和毛细血管[16]，

Ⅷ因子相关抗原抗体复合物的免疫组化染色常作为反映血管

生成的间接手段 [17]，MVD现已被很多实验用于作为检测血管

新生的指标[18]。实验证实了大鼠心肌梗死 4周时缺血心肌存在
血管新生，三七皂苷 R1对大鼠缺血心肌血管新生有促进作用

并可上调大鼠梗死心肌 VEGF及 bFGF水平。

在对中药影响缺血心肌 VEGF表达及下游信号转导途径

的研究中发现，PI3K/Akt信号通路参与了血管新生和改善内皮

祖细胞（endothelial progenitor cell，EPC）功能的过程，抑制 PI3K

信号通路活性可降低 VEGF及受体 VEGFR2的活性及其底物

水平磷酸化，抑制 VEGF导致的 EC增殖、迁移以及管腔形成，

从而抑制血管新生[19]。实验中观察到大鼠 MVC、MVD计数与

缺血心肌 VEGF、bFGF蛋白表达具有相同趋势，推测三七皂苷
R1 促进大鼠缺血心肌血管新生可能与上调梗死心肌 VEGF、
bFGF蛋白表达水平相关，但目前中药对 bFGF相应受体和与
受体结合后下游信号转导通路的研究却较为有限，三七皂苷

R1可促进大鼠梗死心肌血管新生，但影响心肌组织中 VEGF、
bFGF表达水平的同时是否对其上下游信号转导途径发挥作用

尚不清楚，尚待更进一步的研究和探讨。
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Group VEGF bFGF

Sham-operated group(n=7)

Control group(n=9)

Drug group(n=9)

68.47± 23.77

216.27± 76.83△

293.16± 87.86△*

37.22± 23.96

83.93± 26.74▲

128.10± 64.25▲☆

Note: △ compared with sham-operated group,P <0.05；

＊ compared with control group,P <0.05；

▲ compared with sham-operated group,P <0.05；

☆ compared with control group,P <0.05.

表 2 各组大鼠缺血心肌 VEGF与 bFGF蛋白表达（IOD, x± s）

Table 2 The expression of VEGF and bFGF in ischemic myocardium in MI rats（IOD, x± s）
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