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炙甘草汤作为治疗“脉结代，心动悸”的主方，已沿用近

两千年，疗效显著，为广大医家所称赞。 本方为滋阴补血、通

阳复脉之剂，是治疗气血阴阳虚损之常用方剂，临床广泛运

用于冠心病、心律失常等心血管疾病，并在血液系统、肿瘤等

方面有大量研究

[1-2]

。 中医认为“心主血脉”，心通过“化赤”等

作用参与血的生成，清代名医唐宗海把炙甘草汤作为心参与

生血的代表方，临床上也不乏通过中药改善骨髓微循环加强

血生成的报道

[3]

。 右归饮为张景岳所制，属于阴阳互济法的代

表方剂，为“阴中之阳药”。 右归饮在临床有广泛应用，如血

证、火证、痰病等病证

[4]

。 两个方剂均属阴阳互济之方，但两方

又有所侧重，虽均能参与生血，但其生血机制有无差异一直

是研究者关心的问题。 本研究以人脐静脉内皮细胞为对象，

选取造血因子

TPO

与

EPO

，在体外环境下比较两方对脐静脉

内皮细胞产生的影响。

1

实验材料

1.1

细胞株 脐静脉内皮细胞株

EA.hy926

购于中科院上海

细胞库。

1.2

主要药物 炙甘草汤由炙甘草、桂枝、人参、生地黄、麦

门冬、麻仁、大枣、生姜、阿胶组成，方中各成分比例为

12:9:6:

50∶10∶10∶10∶10∶5

；右归饮由熟地、山药、山茱萸、枸杞、甘草、杜

仲、肉桂、制附子组成，方中各成分比例为

20∶10∶10∶10∶5∶10∶4∶5

。

所有中药均购自北京同仁堂。中药煎煮后进行过滤除渣、高温

灭菌，每毫升药液含生药

0.2g

。

1.3

试剂

DMEM

培养基（

GIBCO

），

FBS

（

GIBCO

），谷氨酰胺

（

GIBCO

）， 六 孔 培 养 板 （

Corning

），

0.25% Trypsin -EDTA

（

GIBCO

），

TPO ELISA

试剂盒 （

CUSABIO

），

EPO ELISA

试剂

盒（

CUSABIO

）。

2

实验方法

2.1

分组 细胞分为空白对照组（只加基本培养基，不加中

药液）、右归饮组、炙甘草汤组及混合组（添加炙甘草汤与右

归饮）， 每组样本数为

10

。 培养第

3

、

6

、

9

天收取细胞培养上

清，

1000g

离心

15min

，分装后

-20℃

保存。

2.2 TPO

检测 实验前将各试剂放至室温平衡

30min

，计算

样品孔及标准品孔数，

100μL/

孔在相应孔中加入待测样品及

标准品，摇匀，封膜后于

37℃

孵育

2h

，吸弃孔内液体，每孔加

入生物素标记抗体工作液

100μL

，

37℃

孵育

1h

， 弃去孔内液

体，洗板

3

次，每孔加入辣根过氧化物酶亲和素标记工作液

100μL

，

37℃

孵育

1h

，洗板，加入显色液，显色终止后酶标仪读

取

450nm

处

OD

值。

2.3 EPO

检测 实验前将各试剂放至室温平衡

30min

，计算

样品孔及标准品孔数，在相应孔中分别加入标准品

50μL

、检

测样本

50μL

，每孔加入酶结合物

50μL

，封板，

37℃

温育

1h

，

弃去孔内液体， 去离子水洗板

3

次， 每孔加入显色剂

A

液

50μL

、显色剂

B

液

50μL

，振荡混匀，

37℃

避光显色

15min

，每

孔加入终止液

50μL

，酶标仪读取各孔

450nm OD

值。

2.4

统计学方法 实验数据采用（

x±s

）表示，数据用

SPSS19.0

处理并作图， 组间统计学分析采用

t-test

分析，

P＜0.05

认为有

统计学差异。

3

实验结果

3.1

炙甘草汤、右归饮刺激脐静脉内皮细胞分泌

TPO

实验

摘 要 目的：比较研究炙甘草汤、右归饮对脐静脉内皮细胞分泌

TPO

与

EPO

的影响。 方法：脐静脉内皮细胞设空

白对照组、炙甘草汤组、右归饮组及混合组，每组分别加入相应的中药液，于培养第

3

、

6

、

9

天收集细胞培养上清，

ELISA

方法检测细胞培养上清中

TPO

与

EPO

的分泌水平。 结果：（

1

）

TPO

分泌方面，第

6

天，与空白对照组比较，炙甘草汤明显

刺激脐静脉内皮细胞产生

TPO

；第

9

天，炙甘草汤单独作用以及两种中药联合使用时

TPO

的产生与空白对照组相比也

有明显差异。 （

2

）

EPO

分泌方面，第

6

天与第

9

天，右归饮作用时能够刺激脐静脉内皮细胞产生

EPO

，但炙甘草汤单独作

用以及两种中药联合使用时却不能明显刺激细胞产生

EPO

。 结论：在刺激细胞产生

TPO

方面，炙甘草汤的效果最明显，

而在刺激细胞产生

EPO

方面右归饮表现出更好的效果，两个方剂作用机制存在差异，且两个方剂的刺激作用均存在持

续性。
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初期（第

3

天），所有实验组上清中均未检测到

TPO

的分泌；

从第

6

天开始在所有实验组中开始检测到

TPO

的分泌，并且

随着时间的增加

TPO

分泌量增加， 第

9

天培养上清中

TPO

检测值为最高。 统计学分析发现，在第

6

天，炙甘草汤组与空

白对照组相比，

TPO

上升明显， 右归饮组以及混合组与空白

对照组相比无明显差异；第

9

天，炙甘草汤组与空白对照组

相比

TPO

含量差异明显，同时混合组与空白对照组相比

TPO

表达也有明显差异，但右归饮组与空白对照组相比却表现出

降低趋势。 见表

1

。

表

1

中药对脐静脉内皮细胞

TPO

表达水平的影响（

x±s

）

pg/mL

空白对照组

组别

10

样本数

-

第

3

天

28.7±1.5 97.9±0.8

第

6

天 第

9

天

混合组

10 - 34.5±2.1 118.0±3.4

**▲

右归饮组

10 - 25.8±1.5 79.9±2.2

**

炙甘草汤组

10 - 68.5±1.9

***

129.3±2.3

***

注：“

-

”表示未检测到。 与空白对照组相比，

**P＜0.005

，

***P＜0.0005

。

3.2

炙甘草汤、右归饮刺激脐静脉内皮细胞分泌

EPO

实验

开始后第

3

天，所有实验组均未检测到

EPO

的分泌；第

6

天

开始在右归饮组检测到

EPO

的分泌，但在空白对照组及另外

两个加药组均未检测到

EPO

分泌； 第

9

天与第

6

天结果类

似，仅在右归饮组检测到

EPO

分泌。 见表

2

。

表

2

中药对脐静脉内皮细胞

EPO

表达水平的影响（

x±s

）

mIU/mL

空白对照组

组别

10

样本数

-

第

3

天

- -

第

6

天 第

9

天

混合组

10 - - -

右归饮组

10 - 1.476±0.050 5.730±0.228

炙甘草汤组

10 - - -

注：“

-

”表示未检测到。

4

讨论

促血小板生成素（

thrombopoietin

，

TPO

）是由

332

个氨基

酸组成的多肽糖蛋白，是一种造血生长因子，目前认为它在

体内的主要生理作用是刺激造血干细胞向巨核系祖细胞分

化，并特异性地促进巨核系祖细胞增殖、分化，以及巨核细胞

的成熟与释放血小板。 研究显示，

TPO

单独或与早期作用的

造血生长因子协同可有效维持原始造血细胞的存活并保留

其再植活性，同时促进早期祖细胞的扩增

[5-6]

。

DeBruyn

等

[7]

研

究也发现

TPO

单独使用可诱导

CD34

+

细胞向

CD41

+

细胞分

化。这些研究均表明

TPO

在造血系统发育分化中具有重要作

用。

促红细胞生成素（

Erythropoietin

，

EPO

）是一种唾液酸糖

蛋白，其分子含

196

个氨基酸残基，成熟的

EPO

分子含

166

个氨基酸残基。 红细胞的发育要经过干细胞、祖细胞、前体细

胞、网织细胞等过程，其间必须要有相应的细胞因子作用细

胞才能增殖、分化。 促红细胞生成素是红细胞最重要的必不

可少的细胞因子。 它不仅可以刺激骨髓红系祖细胞的增殖、

转化、成熟，使骨髓中网织红细胞生成并释放入血，而且可刺

激血红蛋白的合成最终导致外周血红细胞数量的增加。

EPO

作为一种集落刺激因子已被人们广泛接受和认识， 自

1985

年

EPO

的

cDNA

被成功克隆后已成功应用于临床治疗血液

系统疾病，可促进红系祖细胞增生、分化和成熟。 近年来发现

EPO

蛋白在胚胎、新生儿和成人脑脊液中均能检测到，并随

年龄的增加而降低

[8]

。

本实验通过炙甘草汤与右归饮体外刺激脐静脉内皮细

胞的方法，探讨其造血因子的分泌情况，分析两种中药在造

血相关发育分化中的作用。 实验结果显示，两种中药在体外

刺激脐静脉内皮细胞产生不同效应，炙甘草汤能够明显刺激

脐静脉内皮细胞产生

TPO

，右归饮对脐静脉内皮细胞刺激产

生

TPO

的效果却不明显，相反

TPO

的分泌反而下降，表现出

一定的抑制效应。 在混合组中当两种中药同时作用时，炙甘

草汤的刺激作用与右归饮的抑制作用同时存在，炙甘草汤的

刺激作用明显强于右归饮的抑制作用，最终刺激形成明显高

于对照组的

TPO

分泌。 由此可见，炙甘草汤能够明显刺激脐

静脉内皮细胞分泌

TPO

。在刺激细胞产生

EPO

方面表现出相

反的情况，炙甘草汤单独作用以及两种中药联合作用时效果

均与空白对照相同，不能刺激细胞产生

EPO

，但右归饮单独

作用时却能刺激细胞产生

EPO

。 综合以上实验结果可以发

现，两个中药方剂因所含成分不同，作用机制存在差异，刺激

产生细胞因子的效果表现不同，另外两个方剂的治疗作用均

表现出一定的持续性，随着时间增加刺激细胞因子的分泌也

增多。

5
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