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!基础研究!

早期应用疏风清热合剂调节急性相蛋白和

/;EF

促进骨折愈合的实验研究

袁晓芳#"

#张建芳#

#万全庆!

摘要#目的#研究不同时间段骨折处
G

线摄片评分和
'

反应蛋白"

'HI

#$纤维蛋白原"

F)J

#及血管内

皮细胞生长因子"

/;EF

#在血液中的表达情况%探讨早期应用疏风清热合剂促进骨折愈合的机制& 方法

建立家兔双侧桡骨骨折模型%将造模成功后的
&&

只家兔按随机数字表法分为模型对照组$生理盐水组和疏

风清热合剂组%每组
##

只%另设空白对照组
##

只& 疏风清热合剂组和生理盐水组于造模后
#"

天内分别

给予疏风清热合剂'

#" <4C

"

KL

!

M

#(和等体积的生理盐水灌胃& 造模后第
!9

$

6!

天检测双侧桡骨进行

G

线摄片%第
#

$

&

$

$

$

#6

天检测血液中
'HI

$

F)J

表达%第
$

$

#6

$

!9

天检测血液中
/;EF

表达情况& 结果

"

#

# 与模型对照组比较%疏风清热合剂组第
!9

$

6!

天骨折部位
G

线评分较高"

I N"

!

"#

#%且高于生理盐

水组"

I N"

!

"%

#& "

!

#与本组造模后第
&

天比较%模型对照组$生理盐水和疏风清热合剂组第
$

天
'HI

$

F)J

均表达较低"

I N"

!

"%

#& 与空白对照组比较%模型对照组第
#

$

&

$

$

天血浆
'HI

$

F)J

表达水平均升

高"

I N"

!

"#

#)与模型对照组比较%疏风清热合剂组第
&

$

$

天时间点
'HI

$

F)J

表达降低"

I N"

!

"%

%

I N

"

!

"#

#)与生理盐水组比较%疏风清热合剂组在第
&

$

$

天时间点
'HI

$

F)J

表达降低"

I N"

!
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&

#与

本组造模后第
#6

天比较%模型对照组$生理盐水和疏风清热合剂组第
$

$

!9

天
/;EF

表达降低

"
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!

"%

%

I N"

!

"#

#& 与空白对照组比较%模型对照组第
$

$

#6

$

!9

天
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表达均升高"

I N "

!

"#
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与模型对照组比较%疏风清热合剂组第
$

$

#6

$

!9

天
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表达较高"

I N"
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"#

#%且高于生理盐水组"

I N

"

!

"#

#& 结论#早期应用疏风清热合剂可以促进新西兰家兔桡骨骨折的愈合%其作用机制可能是通过降

低急性相蛋白
'HI

$

F)J

表达以及促进血液中
/;EF

的高表达实现&

关键词#骨折愈合)疏风清热合剂)

'

反应蛋白)纤维蛋白原)血管内皮细胞生长因子
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##中医学治疗骨折的三期理论中骨折早期是指骨

折后
#

$

!

周"常表现为断端疼痛"局部红肿' 治疗

原则为活血化瘀"其中活血化瘀法$桃红四物汤为

主%在骨折愈合早期尤为重要(

#

)

' 但是单纯用活血

化瘀方药"对部分患者$特别是对气血旺盛的骨折患

者%的治疗效果也不够理想' 疏风清热法出自第二

批全国名老中医学术传承人*全国名中医传承工作

室负责人*传承人叶海教授' 其治疗骨折$早期%在

临床上已应用
&"

余年"在原有的活血化瘀法指导

下"加以疏风清热法辅助"会明显缩短骨折愈合时

间*增加骨折愈合强度(

!

)

' 骨折早期患者多因脉络

受损"气血凝滞"脉络阻塞"出现各种疼痛&又因骨折

后局部脉络受损"血液流离"脉络不畅"导致气血瘀

积于肌肤腠理出现肿胀' 如果不及时治疗"不仅会

加重或延长患者的痛苦"而且会变生他病' 因此"结

合+活血化瘀*疏风清热,等功能的药物"在外科或其

他保守治疗的前提下"中医药治疗可以加快骨折愈

合进程"增强骨折愈合质量"具有重要临床意义' 然

而"疏风清热法是如何消肿止痛"其加快骨折愈合的

机制仍不完全清楚' 急性相蛋白如
'

反应蛋白$

'

"

O8-@R=^8 QO0R8=S

"

'HI

%*纤维蛋白原$

T=`O =S0L8S

"

F)J

%在机体应激*创伤*炎症时会产生明显改变' 近

年来的研究表明"

'HI

*

F)J

的表达水平对骨折的诊

断*损伤程度及并发症的发生具有较高的参考价

值(

&

)

' 此外"文献报道血管内皮细胞生长因子$

^-Z

"

@W1-O 8SM0RV81=-1 @811 LO0aRV T-@R0O

"

/;EF

%可以

促进血管内皮细胞的增殖*分化和血管形成"并与其

他生长因子有强烈的协同作用(

6

)

' 本实验将通过家

兔桡骨骨折模型"观察早期应用疏风清热合剂对骨

折愈合的影响"并进一步探讨疏风清热法干预骨折

早期加快骨折愈合的作用机制'

材料与方法

#

#动物#

%"

只清洁级雄性新西兰家兔"

%

$

9

"月

龄"体重
!

!

"

$

!

!

% KL

"由浙江中医药大学实验动物中

心提供"许可证号#

U5Gb

$浙%

!"#&

%

"#96

"饲养期间

给予家兔标准饲料及自由饮水' 室温控制在$

!"

&

!

%'"湿度
>"c

'

#! V

间隔照明"定期紫外线消毒与

排风'

!

#药物#疏风清热合剂$荆芥
#! L

#防风
#! L

连翘
#! L

#泽兰
#! L

#茜草
#! L

#土贝母
#! L

#银

花
#! L

#薄荷
#" L

#焦山桅
#" L

#赤芍
#" L

%"在浙

江中医药大学药学院制剂室由传统煎剂方法制备提

纯"生药浓度为
#

!

"% LC<4

"冷藏'

&

#主要试剂及仪器#

/;EF

*

'HI ;4)UP

试剂盒

$杭州诚维生物科技有限公司"批号#

;!"#%">!:"%

"

;!"#%">!:">

%*

U0O^-11 URO-R0Z

冷冻高速离心机*

,W1R=ZK-S F'

酶标仪 $

*V8O<0

公司"美国%*

P4'

"

';A9

型电钻$上海奥尔科特生物科技有限公司%*

'P

"

%""

全自动血凝仪$

U.Z<8Y

公司"日本%*

AHG 3B/P

型
G

线摄片机$锐珂医疗器材有限公司%

6

#动物模型的制备#参照参考文献(

%

)' 将
&:
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只家兔用
& c

戊巴比妥钠按
# <4CKL

耳缘静脉注射

麻醉后"将家兔以俯卧位固定双侧下肢于手术台上"用

剃毛器剃除家兔双侧前肢兔毛"碘伏消毒后无菌条件

下取桡骨中下
#C&

交界处$即旋前圆肌止点附近%手

术切 开 皮 肤 约
& @<

"暴 露 桡 骨 远 端" 用 直 径

!

!

& <<

的颅钻钻成
& <<

左右宽的骨缺损"保持

尺骨完整' 生理盐水冲洗"逐层缝合' 术后分笼饲

养"造模后即将双侧桡骨进行
G

线摄片"摄片显示桡

骨完全离断无移位"而尺骨保持相对完整即为造模

成功"其中有
&

只家兔由于麻醉意外死亡$主要原因

为麻醉药物推注过快"造成家兔呼吸抑制%"

&

只家

兔造模不成功$主要原因为
#

只桡骨未完全离断"

!

只尺骨离断
d%"c

%"造模成功率为
9%c

' 造模即

日起肌注青霉素$

6"

万
[

"连续
&

天%以预防感染"

%

天后拆线'造模成功后的
&&

只家兔编号后采用随

机数字表法分为模型对照组*生理盐水组和疏风清

热合剂组"每组
##

只' 另设空白对照组
##

只"与造

模组一起进行指标检测'

%

#给药方法#按+动物与人体的每千克体重剂

量折算系数表(

>

)

,折算成等效剂量"相当于临床正常

成人用量的
#"

倍"

#" <4C

$

KL

!

M

%一次性灌胃"从造

模后第
#

天开始"实验中每
&

天称重
#

次"根据体重调

节给药量"共
#"

天' 生理盐水组给予等体积的生理

盐水灌胃' 模型组与空白对照组做空灌胃$即只有灌

胃动作"不灌任何药物%"给予自由饮水*饮食'

>

#检测指标及方法

>

!

#

#骨折处
G

线评分#采用
G

线摄片观察'

&

组动物于造模后
!9

*

6!

天两个时间点进行左侧桡骨

G

摄片"曝光条件为#

%" <P

"

"

!

# Z

"

%! K/

"摄片距离

:" @<

" 兔俯卧位"使用自制木板将其固定"对骨折部

位愈合情况进行影像学评分(

$

)

'

>

!

!

#

'HI

与
/;EF

表达水平检测#采用

;4)UP

方法' 在第
#

*

&

*

$

*

#6

天检测血液中
'HI

表

达"第
$

*

#6

*

!9

天检测血液中
/;EF

表达情况' 严格

按照杭州诚维生物科技有限公司提供的
'HI

试剂盒

和
/;EF

试剂盒说明书要求"通过
;4)UP

方法分别检

测标本
'HI

和
/;EF

的表达情况' 具体方法为#耳

中央动脉取血"

&" <=S

静置后
& """ O C<=S

"离心

#" <=S

"分离出血浆后 %

!"

'保存' 按照试剂盒中

的操作步骤和试剂稀释方法检测出标准品浓度及对应

的
BA

值"在
;Y@81

工作表中回执标准品线性回归曲

线"按曲线方程计算"得出浓度值'

>

!

&

#

F)J

水平检测#采用免疫浊度方法' 各组

在第
#

*

&

*

$

*

#6

天检测血液中
F)J

的表达' 采用
'P

"

%""

全自动血凝仪进行
F)J

定量检测' 取血方法同

上"取血
:"" !4

并加入
#"" !4

浓度为
&

!

9 c

的枸橼

酸钠充分混合均匀"应用
'P

"

%""

定标液按照仪操作

步骤对仪器定标"仪器自动绘制标准曲线"根据凝固时

间$

T`L*

%得出
F)J

浓度'

$

#统计学方法#采用
UIUU #$

!

"

软件进行数

据分析"各组数据以
Y

&

Z

表示' 采用重复测量的统

计学方法"组间或组内比较采用
P3B/P

"方差齐时

采用
4UA

"方差不齐时采用
AWSS8RR

(

Z R

检验"

I N

"

!

"%

为差异有统计学意义'

结##果

#

#各组骨折处
G

线评分比较$表
#

"图
#

%#与模

型对照组比较"生理盐水组骨折修复评分差异无统计

学意义$

I d "

!

"%

%"疏风清热合剂组造模后第
!9

*

6!

天骨折部位
G

线评分较高$

I N"

!

"#

%"且高于生理

盐水组$

I N"

!

"%

%'

造模后第
!9

天模型对照组和生理盐水组桡骨断

端边缘模糊"骨膜反应浅"少量骨痂&疏风清热合剂组

断端边缘可见但接近消失"骨痂量增多&造模后第

6!

天模型对照组和生理盐水组分断端边缘接近消失"

骨痂量未填满缺损&疏风清热合剂组断端边缘完全消

失"骨痂填满缺损与骨皮质紧密连接'

表
#

$各组骨折处
G

线评分比较#$分"

Y

&

Z

%

组别
S

G

线评分

第
!9

天 第
6!

天

空白对照 - - -

模型对照
## #

)

$!

&

"

)

>% !

)

%%

&

"

)

9!

生理盐水
## #

)

9!

&

"

)

9$ !

)

>6

&

"

)

>$

疏风清热合剂
##

!

)

>6

&

"

)

%#

#"

&

)

&>

&

"

)

%"

#"

##注#与模型对照组比较"

#

I N"

!

"#

&与生理盐水组比较"

"

I N"

!

"%

!

#各组不同时间点血浆
'HI

表达比较$表
!

%

与本组造模后第
&

天比较"模型对照*生理盐水和疏风

清热合剂第
$

天
'HI

表达较低$

I N"

!

"%

%' 与空白

对照组比较"模型对照组在第
#

*

&

*

$

天血浆
'HI

表

达水平均升高$

I N"

!

"#

%"第
#6

天差异无统计学意义

$

I d"

!

"%

%&与模型对照组比较"疏风清热合剂组在第

&

*

$

天
'HI

表达降低$

I N"

!

"%

"

I N"

!

"#

%&与生理

盐水组比较"疏风清热合剂组在第
&

*

$

天
'HI

亦表

达降低"$

I N"

!

"#

%'

&

#各组不同时间点血浆
F)J

表达比较$表
&

%#与

本组造模后第
&

天比较"

&

组第
$

天
F)J

表达较低

$

I N"

!

"%

%'与空白对照组比较"模型对照组在第
#

*

&

*

$

天血浆
F)J

表达水平均升高$

I N"

!

"#

%"第
#6

天
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##注#箭头所示为骨折愈合及骨痂生长情况

图
#

$各组骨折处
G

线摄片图

差异无统计学意义$

I d"

!

"%

%&与模型对照组比较"疏

风清热合剂组在第
&

*

$

天时间点
F)J

表达降低 $

I N

"

!

"#

%&且较生理盐水组在相同时间点
F)J

表达降低

更明显$

I N"

!

"#

%'

6

#各组血浆
/;EF

表达比较$表
6

%#与本组造模

后第
#6

天比较"除空白对照组外"其他组第
$

*

!9

天

/;EF

表达较低$

I N"

!

"%

"

I N"

!

"#

%' 与空白对照组

比较"模型对照组在第
$

*

#6

*

!9

天
/;EF

表达均升高

$

I N"

!

"#

%&与模型对照组比较"生理盐水组在第
$

*

#6

*

!9

天
/;EF

的表达差异无统计学意义$

I d"

!

"%

%' 与

模型对照组比较"疏风清热合剂组第
$

*

#6

*

!9

天
/;EF

表达较高$

I N"

!

"#

%&与生理盐水组比较"疏风清热合

剂组在第
$

*

#6

*

!9

天
/;EF

表达较高$

I N"

!

"#

%'

讨##论

中医学根据骨折损伤的发展过程"分为早*中*晚

&

期"由于兔骨折愈合速度较人类相对较快"故将骨折

后
#

$

$

天为早期即血肿机化演进期"骨折后
9 e !9

天为中期即原始骨痂形成期&

!9

天以后为后期即改建

塑形期(

9

)

' 孙权等(

:

)应用瘀去接骨丸治疗兔胫骨骨

折发现实验组骨折局部肿胀消退明显快于模型对照

组"其原因主要是祛瘀药物可以减轻因创伤而产生的

应激性反应"减少炎性渗出"促进局部血液循环等作

用' 所以"在骨折早期应用活血化瘀类中草药对于加

快骨折愈合过程并且增强骨痂强度是非常有必要的'

疏风清热合剂合剂因其在活血化瘀的基础上加以

疏风清热类药物"在临床上应用已有
&"

年余(

!

)

' 近

年对于疏风清热合剂的临床研究证实该复方的早期应

用可以减轻骨折部位的肿胀程度"减少血液中
'HI

的表达(

!

)

' 本研究应用
G

线摄片观察兔骨折愈合的

程度"对比显示疏风清热合剂组在第
!9

*

6!

天时的愈

合程度明显优于其他两组"尤其在
6!

天时"合剂组多

个实验动物
G

线显示骨折断端边缘完全消失"骨痂填

表
!

$各组不同时间点血浆
'HI

水平比较#$

SLC<4

"

Y

&

Z

%

组别
S

'HI

第
#

天 第
&

天 第
$

天 第
#6

天

空白对照
## 6#$

)

9

&

%#

)

:

6!>

)

&

&

>9

)

"

#

6"&

)

!

&

:$

)

:

##

66>

)

&

&

9%

)

9

模型对照
##

$$6

)

6

&

$9

)

&

"

:!"

)

&

&

%9

)

$

"

9!6

)

$

&

##>

)

!

#"

%#$

)

&

&

$%

)

:

生理盐水
## $>#

)

%

&

9#

)

#

:6$

)

"

&

#"$

)

:

##

96"

)

%

&

#"9

)

"

#

%!&

)

9

&

>>

)

9

疏风清热合剂
## $&>

)

"

&

:#

)

6 #

9&#

)

$

&

>&

)

"

$$%

$##

)

"

&

>!

)

!

#$%

69:

)

6

&

$!

)

:

##注#与本组造模后第
&

天比较"

#

I N"

!

"#

&与空白对照组同期比较"

"

I N"

!

"#

&与模型对照组同期比较"

$

I N"

!

"%

"

$$

I N"

!

"#

&与生理盐水组同期比

较"

%

I N"

!

"#

表
&

$各组不同时间点血浆
F)J

检测结果#$

LC4

"

Y

&

Z

%

组别
S

F)J

第
#

天 第
&

天 第
$

天 第
#6

天

空白对照
## !

)

&9

&

"

)

>$ !

)

%>

&

"

)

$" !

)

!9

&

"

)

$& !

)

%!

&

"

)

>#

模型对照
##

&

)

%&

&

"

)

&$

"

%

)

#6

&

"

)

$#

"

6

)

#&

&

"

)

9&

##"

!

)

:6

&

"

)

&%

生理盐水
## &

)

>"

&

"

)

%! 6

)

::

&

"

)

>"

6

)

"$

&

"

)

>"

#

!

)

99

&

"

)

&%

疏风清热合剂
## &

)

!&

&

"

)

%:

6

)

"#

&

"

)

&9

$%

&

)

#>

&

"

)

%%

#$%

!

)

$>

&

"

)

>&

##注#与本组造模后第
&

天比较"

#

I N"

!

"%

"

##

I N"

!

"#

&与空白对照组同期比较"

"

I N"

!

"#

&与模型对照组同期比较"

$

I N"

!

"#

&与生理盐水组同期比

较"

%

I N"

!

"#
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表
6

$各组不同时间点血浆
/;EF

检测结果#$

SLC<4

"

Y

&

Z

%

组别
S

/;EF

第
$

天 第
#6

天 第
!9

天

空白对照
##

9

)

&$

&

#

)

##

###

9

)

$9

&

#

)

"&

#

9

)

!%

&

#

)

!$

# #

模型对照
##

#!

)

&&

&

#

)

!%

##"

#6

)

9"

&

!

)

!"

"

#"

)

6%

&

#

)

$6

##"

生理盐水
##

#!

)

9&

&

#

)

!"

#

#6

)

%"

&

!

)

%$

#"

)

>6

&

#

)

!%

##

疏风清热合剂
##

#6

)

%!

&

#

)

#&

##$%

#$

)

#>

&

#

)

6&

$%

#&

)

6%

&

!

)

"$

##$%

##注#与本组造模第
#6

天比较"

#

I N"

!

"%

"

##

I N"

!

"#

&与空白对照组同期比较"

"

I N"

!

"#

&与模型对照组同期比较"

$

I N"

!

"#

&与生理盐水组同期比

较"

%

I N"

!

"#

满缺损并与骨皮质紧密连接' 而其他两组大多为骨折

断端骨痂量未填满缺损"骨折边缘模糊未消失' 这足

以说明本实验作用于兔骨折早期的效果是明显的'

'HI

*

F)J

等能反映骨折早期全身或骨折处的炎症反

应及血凝状态(

&

)

"许大勇研究结果表明"在骨折修复

过程中"尤其在骨折愈合早期"复元活血汤可以调节

'HI

*

F)J

的合成与分泌"以消散炎症*改变血液的高

凝状态"从而促进骨折愈合(

#"

)

' 疏风清热合剂的中连

翘*焦山桅*银花等药物主要作用为清热解毒"活血消

肿(

##

)

' 本研究中"疏风清热合剂组血液
'HI

*

F)J

在

第
&

*

$

天下降幅度均高于其余两组"说明疏风清热合

剂对于骨折早期减少骨痂局部或全身的炎症反应以及

降低血液的高凝状态有积极作用' 本研究结果显示疏

风清热合剂组的
/;EF

在第
#6

天时的表达明显增

加"在第
$

*

!9

天时维持一个相对高的水平"其中的原

因可能为疏风清热合剂的应用减轻了局部或全身的炎

症反应以及血液的高凝状态"加速了血液循环从而促

使新生血管的生成(

#!

)

"维持新生血管的重建速度' 方

中泽兰*茜草*赤芍等行瘀*止痛*凉血"使用可以加速

骨折断端组织中血肿消散"促进骨痂中微血管的再

生(

#

)

' 因此"疏风清热合剂遵循+未病先防,的原则"

泽兰*茜草*赤芍活血化瘀活血与理气兼顾"药物选用

金银花*连翘*焦山栀等苦寒之品"苦可以清热解毒"在

热毒未甚之时直折热毒之势"使邪势得以遏制"祛除病

因"并适当辅以荆芥*防风*薄荷轻清质寒之品以防邪

郁化火"火盛酿毒的发生"从而尽早促进骨折愈合(

##

)

'

综上所述"本研究证实在骨折早期应用疏风清热

合剂中融合活血化瘀与疏风清热两者的优点"可明显

加快骨折愈合速度"其机制主要是通过降低
'HI

*

F)J

在血液中的表达"促进
/;EF

合成与分泌来实现的'

此外"骨折愈合是一个多种细胞因子共同参与*相互协

调的过程(

#6

)

"本研究仅发现疏风清热合剂对各种指标

的单独作用"对于上述指标之间是否有相互联系以及

相互协调的关系"将有待进一步证实'
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