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芪黄疽愈方对下肢动脉硬化闭塞症大鼠VEGF 

蛋白表达及相关信号通路的影响
张敏妹1，张欣2，葛建立2，张静1，何建明2，马云龙2，孙云朝2，楚信强2，苏坤2

（1河北中医学院，石家庄  050011；2河北省中医院，石家庄  050011）

摘要：目的：探讨芪黄疽愈方对下肢动脉硬化闭塞症（ASOLE）大鼠血管内皮生长因子（VEGF）及相关

信号通路的影响。方法：高脂饮食联合隐动脉内膜损伤法制作大鼠ASOLE模型。芪黄疽愈方处理12周。ELISA

检测血清VEGF。Western Blot检测肌肉组织VEGF、细胞外信号调节蛋白激酶（ERK）、p-ERK、p38、p-p38。

结果：模型组、芪黄疽愈方处理组大鼠血清VEGF显著低于空白组（P<0.01）；与模型组比较，各剂量芪黄疽愈

方处理显著增加了ASOLE大鼠血清VEGF蛋白水平（P<0.01），其中芪黄疽愈方高、中浓度组显著高于低浓度组

（P<0.01）。模型组、芪黄疽愈方各剂量组大鼠肌肉组织VEGF、ERK、p-ERK、p38、p-p38蛋白水平显著低于空

白组（P<0.05）；与模型组比较，芪黄疽愈方处理均有效升高了病变肌肉组织VEGF、ERK、p-ERK、p38、p-p38

蛋白水平（P<0.05），与药物浓度呈相关性。结论：芪黄疽愈方可促进VEGF分泌，激活ERK、p38丝裂原活化蛋

白激酶（p38MAPK）信号通路，这可能参与了其治疗ASOLE的机制。
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Effects of Qihuang Juyu Formula on the expression of vascular endothelial growth factor and 
its related signaling pathways in arteriosclerosis obliterans of lower extremities rats
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Abstract: Objective: To investigate the effect of Qihuang Juyu Formula on vascular endothelial growth factor 

(VEGF) and its related signal pathway in rats with arteriosclerosis obliterans (ASOLE). Methods: ASOLE model was 

established by high-fat diet combined with intimal injury of saphenous artery. Rats were treated with Qihuang Juyu Formula 

for 12 weeks. Serum VEGF level was detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). VEGF, extracellular 

regulated protein kinases (ERK), p-ERK, p38 and p-p38 were detected by Western Blot. Results: Compared with the model 

group, the serum VEGF level of model group and Qihuang Juyu Formula treatment group was significantly lower than that 

of control group (P<0.01); compared with the model group, Qihuang Juyu Formula treatment significantly increased the 

serum VEGF protein level of ASOLE rats (P<0.01), among which the levels of high and middle concentration groups of 

traditional Chinese medicine were significantly higher than that of low concentration group (P<0.01). The protein levels 

of VEGF, ERK, p-ERK, p38 and p-p38 in muscle tissue of model group and Qihuang Juyu Formula treatment group were 

significantly lower than those of control group (P<0.05); Compared with model group, Qihuang Juyu Formula treatment 

effectively increased the protein levels of VEGF, ERK, p-ERK, p38 and p-p38 in pathological muscle tissue (P<0.05), and the 

effect was correlated with drug concentration. Conclusion: Qihuang Juyu Formula can promote VEGF secretion and activate 

ERK and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling pathway, which may be involved in the mechanism of  

its treatment of ASOLE.
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动脉硬化性闭塞症（arteriosclerosis obliterans，ASO）是指

由于动脉硬化造成的内膜增厚、管腔狭窄或闭塞，导致相应区

域供血不足的一系列疾病[1]。腹主动脉与下肢中小动脉是ASO

最常见的病变血管[1]。ASO主要累及下肢动脉时，表现为下肢皮

温降低、间歇性跛行、疼痛，乃至发生溃疡或坏死等的慢性进

展性疾病，称为下肢动脉硬化闭塞症（arteriosclerosis obliterans 

of the lower extremities，ASOLE）[1]。既往临床研究证实，芪黄

疽愈方有效改善了ASOLE患者肢体缺血症状，但分子生物学

机制尚不完全清楚[2]。本研究以ASOLE大鼠为模型，探讨了芪

黄疽愈方治疗ASOLE的作用及可能机制。发现芪黄疽愈方显

著提高了大鼠下肢肌肉血管内皮生长因子（vascular endothelial 

growth factor，VEGF）、p38丝裂原活化蛋白激酶（p38 mitogen-

avtivated protein kinase，p38MAPK）、细胞外信号调节蛋白激酶

（extracellular signal-regulated kinase，ERK）及血清VEGF蛋白

水平。

材料

1. 动物  清洁级雄性Wistar大鼠58只，（9±1）个月龄、体质

量（200±20）g，由河北医科大学实验动物中心提供，实验动物

质量合格证号：1704031。

2. 饲料制备  高脂饲料（83.5%基础饲料、5%猪油、1%胆

固醇、0.5%胆酸钠及10%蛋黄粉[3]）。

3. 药物与试剂  芪黄疽愈方组成：红花12g，鸡血藤15g，

海藻12g，浙贝母12g，鬼箭羽12g，土鳖虫9g，延胡索12g，黄芪

20g，黄精12g，牛膝9g，河北省中医院药剂科统一购买饮片，由

河北省中医院煎药室煎制4℃冰箱保存，1周内使用。按原方的

组方比例，并根据体表面积的比率折算出200g大鼠的等效用药

剂量作为其用量（0.4g生药/mL），另取其1/2剂量和2倍剂量作

为低浓度和高浓度组（低、高浓度分别为0.2、0.8g生药/mL）；

维生素D3针剂（上海通用药业股份有限公司，批号：150804）；

ELISA试剂盒（上海纪宁实业有限公司，货号：A05264）；ECL

试剂盒（Thermo，货号：34094）；VEGF抗体 （ab53465，1∶1 000）、 

ERK抗体（ab184699，1∶3 000）、p -ERK抗体（ab76299， 

1∶3 000）、p38抗体（ab182453，1∶1 000），均购自Abcam公司；

p-p38（AM063，1∶1 000）购自碧云天公司；二抗购自Easybio 

公司。

4 .  仪器 　 电子天平（S a r t o r iu s 公司，德国）；移 液枪

（Eppendorf公司，法国）；微量加样吸头（北京中衫金桥生物有

限公司）；-80℃低温冰箱、4℃低温冰箱（青岛海尔）；去离子水

仪（PALL, Purelab Plus，美国）；PVDF膜（Millipore，美国）；通

用显影粉、酸性定影粉（天津天陆海感光材料厂）；低温离心

机（Eppendorf公司，德国）；转移脱色摇床（海门其林贝尔仪器

制造公司）；电泳仪、凝胶玻璃板、固定夹、垂直电泳槽、转移槽

（北京六一仪器厂）。

方法 

1. 分组  采用随机数字表法将ASOLE大鼠分为模型组，芪

黄疽愈方高、中、低浓度组，每组12只，另设空白组10只。

2. ASOLE模型制作  采用高脂饮食加隐动脉内膜损伤的

方法[4]制作大鼠ASOLE模型。适应性喂养1周后，1%戊苯巴比妥

钠（1mL/200g）腹腔注射麻醉，左后肢消毒，从腹股沟中点向

后肢内侧纵行切开皮肤，分离并暴露隐动脉，用动脉夹阻断隐

动脉远、近端约（1.8±0.1）cm，取胰岛素注射器1支，沿隐动脉

血管长轴由远端向近端刺入血管腔，将0.25mL注射用无菌蒸馏

水缓慢注入阻断部位血管，5min后取下针头和动脉夹，压迫止

血，缝合切口。造模过程中，模型组、芪黄疽愈方低浓度组各死

亡1只。

3. 给药方法  空白组：普通饮食喂养，自由饮水。模型组：

高脂饲料喂养，在实验开始时在大鼠右下肢肌肉注射维生素

D3针剂（3×105U/kg体质量），每隔30天重复1次，共计12周。造

模成功后，给予0.9%氯化钠溶液（1mL/100g大鼠）灌胃，每日1

次，连续12周，自由饮水。芪黄疽愈方低、中、高浓度组：高脂

饲料喂养，在实验开始时在大鼠右下肢肌肉注射维生素D3针剂

（3×105U/kg体质量），每隔30天重复1次；造模成功后，各组给

予相应浓度中药灌胃，每日1次，连续12周，自由饮水。

4. 标本采集及处理方法  10%水合氯醛溶液（0.3mL/100g）

腹腔麻醉处死。腹主动脉采血2mL，血液自然凝固10min，离

心半径：6cm，4℃ 2 000r/min离心20min，取上清液为血清。取

隐动脉造模血管段内收肌，装入冻存管，液氮浸泡后，-80℃ 

保存。

5. 检测指标	

5.1 一般状态  观察大鼠的一般状态，包括精神状态、毛

色、活动灵敏度、饮食、饮水及体质量。

5.2 血清VEGF检测  利用ELISA试剂盒检测血清VEGF。

取40μL样品稀释液、10μL样品、100μL酶标试剂，上样于酶

标板孔底部。37℃温育60min。弃去液体，甩干，洗涤5次。加入

显色剂A与B各50μL，37℃避光显色15min。加终止液50μL，终

止反应。450nm波长测量吸光度（OD值）[5] 。

5.3 Western Blot检测肌肉组织VEGF、ERK、p-ERK、p38、

p-p38  冰浴条件下，利用匀浆机，将肌肉组织在预先加入蛋

白酶抑制剂[1mmol/L PMSF，5μg/mL亮抑酶肽（leupeptin），

2μg /mL天冬氨酸蛋白酶抑制剂（pepstat in），4μg /mL胰

蛋白酶抑制剂（aprotinin）]和磷酸化酶[（10mmol /L NaF，

1mmol /L Na3VO4，10mmol /L β-甘油磷酸二钠盐五水合物

（β-Glycerophosphate disodium salt pentahydrate）的RIPA Buffer 

[50mmol/L Tris base，150mmol/L NaCl, 1%乙基苯基聚乙二醇 

（Nonidet P-40），0.25%脱氧胆酸钠（Na-deoxycholate），1mmol/L 

EDTA]中裂解60s；4℃ 10 000g离心15min。取上清液；-80℃保存[6]。
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样品与5×蛋白凝胶电泳上样缓冲液混合，95℃变性10min，

冷却后加样。90V稳压电泳120min；蛋白250mA稳流湿转60min

至NC膜。封闭；4℃孵化一抗过夜；洗涤；37℃孵化二抗1h。

ECL试剂盒化学发光法显色[6]。

6. 统计学方法  用SPSS 11.0进行统计分析。计量资料

用x-±s表示，组间比较采用单因素方差分析或秩和检验。以

P<0.05为差异有统计学意义。

结果

1. 各组大鼠一般状态  空白组大鼠毛色光泽，活动灵敏，

饮食、饮水量正常，体质量随饲养时间延长而增加；模型组、给

药组大鼠在最初1个月增长迅速，后增长速度减缓，其精神萎

靡，活动欠灵敏，毛色暗淡，食量相对空白组也减少。

2. 芪黄疽愈方对ASOLE大鼠血清中VEGF水平的影响  见

表1。模型组、各给药组大鼠血清VEGF水平显著低于空白组

（P<0.01）。各给药组血清VEGF显著高于模型组（P<0.01）；中

药处理效果与浓度呈一定相关性，芪黄疽愈方中、高浓度组较

芪黄疽愈方低浓度组效果显著（P<0.01），但芪黄疽愈方中、高

浓度组间差异无统计学意义。

表1  各组大鼠血清中VEGF水平比较（x-±s，pg/mL）

组别 n VEGF

空白组 10 200.20±10.93

模型组 11 78.92±10.95**

芪黄疽愈方低浓度组 11 107.79±20.47**△△

芪黄疽愈方中浓度组 12 161.23±35.06**△△▲▲

芪黄疽愈方高浓度组 12 164.46±22.73**△△▲▲

注：与空白组比较，**P<0.01；与模型组比较，△△P<0.01；与芪
黄疽愈方低浓度组比较，▲▲P<0.01。

3 .  芪 黄 疽 愈 方对A S OL E 大鼠 肌肉V E GF蛋白水平的

影 响   见图1。模 型 组与各给药 组V E G F显著 低 于空白组

（P<0.05）；与模型组比较，各给药组显著升高了肌肉VEGF的

表达（P<0.05），且与中药浓度有相关性。

4. 芪黄疽愈方对ASOLE大鼠肌肉p38、ERK活性的影

响  见图1。模型组与各给药组p38、p-p38、ERK、p-ERK显

著低于空白组（P<0.05）；与模型组比较，各给药组能够显著

升高肌肉p38、p-p38、ERK、p-ERK的表达（P<0.05），且升高

p-p38、p-ERK的作用较升高p38、ERK作用明显；且与中药浓度

有相关性。

讨论

治疗ASO是一个复杂的过程，改善组织缺血区域血液灌注

对促进血管新生起着重要作用[7]。对于ASOLE而言，血管新生

同样具有指导意义[7-8]。血管新生通过形成新生动脉血管改善

缺血区域的灌注达到治疗目的[9]。虽然实验室结果显示出血管

新生的可能性与有效性，但鲜有西药在临床实验中表现出证据

确凿的、疗效确切的促血管新生作用[8,10]。

促进血管新生的因子众多[8]。其中，VEGF是特异性最高、

功能最强的调控因子之一[8,11]。VEGF能特异性地作用于血管内

皮细胞，诱导内皮细胞增殖、出芽、迁移并形成管腔[12]。研究发

现，芪黄疽愈方处理有效升高了血清及病变组织VEGF蛋白水

平，且随中药浓度的增加而上升，与中药浓度呈一定的相关性。

结合笔者既往临床研究结果[2]，芪黄疽愈方有效改善了ASOLE

患者肢体循环指标。提示，VEGF促进血管新生是芪黄疽愈方

治疗ASOLE的机制之一。

VEGF的调节作用与多个信号转导通路相关[13]。研究证明，

VEGF与内皮细胞生长因子受体（VEGF-R）结合后，能够激发

内皮细胞的有丝分裂活动，促进内皮细胞增殖。MAPK是参与

VEGF调节血管新生的重要途径[13]，在促进内皮细胞增殖、转

移及管道形成方面发挥着重要作用[14]。MAPKs家族成员p38与

ERK是参与VEGF调节血管生成的重要蛋白[15]。MAPK中的p38

可通过调节VEGF发挥血管新生的作用[14]；MAPK信号转导通路

中的ERK既可受到VEGF的调节，又可调节VEGF[16]。笔者发现，

芪黄疽愈方有效提高了ASOLE病变组织内p38、ERK的活性，

图1  Western Bolt检测大鼠肌肉组织中相关蛋白的表达

注：1. 空白组；2. 模型组；3. 芪黄疽愈方高浓度组；4. 芪黄疽
愈方中浓度组；5. 芪黄疽愈方低浓度组。与空白组比较，*P<0.05；
与模型组比较，△P<0.05。
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各给药组均显著高于模型组，且同样与中药浓度呈一定的相关

性。结合前面的结果证明，通过调节p38、ERK、VEGF相关信号

转导通路或网络可能是芪黄疽愈方治疗ASOLE的机制之一。

本病属中医学“脱疽”范畴。中医认为癥积阻络不通，气血

周流受阻是导致ASOLE的病机关键。本课题组根据中医“气血

津液”“标本虚实”及“久病入络”等理论，突破“阳虚寒凝”

的固化思维，提出“癥积阻络”的发病观，确立“消癥通络”基

本治疗大法，自拟芪黄疽愈方。方中以红花、鸡血藤活血化瘀

通络，浙贝母、海藻化痰散结，四药合用消癥通络为君药；以

鬼箭羽、土鳖虫、延胡索协助主药增强活血化瘀之效为臣药；

黄芪、黄精益气养阴固本为佐药；使以牛膝引血下行。临床多

用于ASOLE的治疗，诸药合用，标本兼治，使癥积得化，经络

畅通。既往临床研究[2]表明，其治疗ASOLE取得较好疗效，证

实芪黄疽愈方能够改善ASOLE患者下肢缺血症状，促进下肢

血液循环。本研究在前期临床研究的基础[2]上，以ASOLE大鼠

为模型，进一步检测芪黄疽愈方组方药效，观察芪黄疽愈方

对ASOLE大鼠血清中VEGF及病变肌肉VEGF、ERK、p-ERK、

p38、p-p38的表达影响，发现芪黄疽愈方处理显著升高了血清

VEGF及病变肌肉VEGF、ERK、p-ERK、p38、p-p38的表达，且

与中药浓度呈一定的相关性。
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