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桃红四物汤对急性软组织损伤大鼠的
保护作用及机制研究

王伟军1，2，3 杨傲飞2，3 汪 伟2，3 胡翔宇2，3

摘要  目的 研究桃红四物汤对急性软组织损伤大鼠的保护作用，并探讨其作用机制。方法 采用重

物打击法建立急性软组织损伤大鼠模型，将 30 只雄性 SD 大鼠分为 5 组：正常组、模型组、桃红四物汤

低、高剂量组和阳性药物组，每组 6 只。桃红四物汤低、高剂量组分别给予 4、12 g/kg 桃红四物汤灌胃，

阳性药物组给予 45 mg/kg 布洛芬灌胃，正常组和模型组给予等量生理盐水灌胃，每天 1 次，持续 1 周。 
治疗结束后处死大鼠。HE 染色观察各组大鼠损伤组织病理变化。免疫组化观察各组大鼠损伤组织中转

化生长因子 -β1（TGF-β1）表达水平。生化检测各组大鼠损伤组织中超氧化物歧化酶（SOD）和丙二

醛（MDA）水平。Western Blot 检测各组大鼠损伤组织中 IL-6、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）及血管内

皮生长因子（VEGF）蛋白表达水平。结果 与正常组比较，模型组大鼠损伤部位淤血、肿胀明显，活动

情况较差，损伤组织中可见出血，TGF-β1 阳性表达减少，MDA 浓度及 IL-6、TNF-α 蛋白表达水平显

著升高（P<0.05），SOD 活性及 VEGF 蛋白表达水平显著降低（P<0.05）。与模型组比较，桃红四物汤

低、高剂量组大鼠损伤部位淤血、肿胀及活动情况好转，损伤组织中出血减少，TGF-β1 阳性表达增多，

MDA 浓度及 IL-6、TNF-α 蛋白表达水平显著降低（P<0.05），SOD 活性及 VEGF 蛋白表达水平显著升

高（P<0.05）。结论  桃红四物汤有助于急性软组织损伤大鼠的损伤修复，其作用机制与抑制炎症反应和

氧化应激，促进 TGF-β1、VEGF 蛋白表达有关。
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Protective Effect and Mechanism of Taohong Siwu Decoction on Rats with Acute Soft Tissue 
Injury WANG Wei-jun1，2，3， YANG Ao-fei2，3， WANG Wei2，3， and HU Xiang-yu2，3 1 First Clinical College， 
Hubei University of Chinese Medicine，Wuhan （430061）； 2 Department of Orthopedics， Hubei Provincial 
Hospital of TCM， Wuhan （430061）； 3 Hubei Academy of Traditional Chinese Medicine， Wuhan （430074）

ABSTRACT Objective To observe the protective effect of Taohong Siwu Decoction （THSWD） 
on acute soft tissue injury rats and to explore its mechanism. Methods The rat model of acute soft 
tissue injury was established by heavy blow method. Totally 30 male SD rats were divided into 5 groups: 
normal， model， low dose THSWD， high dose THSWD， positive drug group， 6 rats in each group. Rats 
in low and high dose THSWD groups were respectively administered with 4 and 12 g/kg THSWD by 
gastrogavage. Rats in positive drug group were administered with 45 mg/kg ibuprofen by gastrogavage. 
The same amount of normal saline was administered to rats in normal and model groups by gastrogave. All 
administration was performed once a day for  successive 1 week. The rats were sacrificed after treatment. 
HE staining was used to observe the pathological changes of injured tissues. Immunohistochemistry 
was used to observe the expression of transforming growth factor- β1 （TGF-β1） in injured tissues. The 
levels of superoxide dismutase （SOD） and malondialdehyde （MDA） in injured tissues were detected by 
biochemical method. Western Blot was used to detect the protein expression levels of interleukin 6 （IL-6），  
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急性软组织损伤是骨科常见临床病症，包括扭

伤、拉伤、挫伤以及肿胀等，不仅影响患者的健康及

生活质量，其治疗成本以及给社会造成的生产力损

失也是巨大的 [1]。闭合性软组织损伤常伴有全身炎症

和感染 [2]，其炎症过程包括炎性细胞因子和激活的多

形核细胞地释放，可导致随后受累的肢体延迟愈合

和重要器官并发症 [3]。在中医学领域，急性软组织损

伤为“筋伤”范畴，病因复杂，中医药在治疗急性软

组织损伤方面积累了丰富的临床经验，其治疗主要以

活血化瘀、消肿止痛为主，具有疗效好且不良反应少

的特点 [4]。有临床研究显示外敷、口服或熏蒸桃红四

物汤对软组织损伤均具有较好的治疗效果 [5-7]。课题

组前期通过网络药理学分析发现桃红四物汤活性成分

具有抗炎、抗氧化应激作用，可多成分、多靶点、多

通路发挥治疗软组织损伤的作用 [8]。有研究显示，转

化生长因子 -β1（transforming growth factor-β1， 
TGF-β1）、血管内皮生长因子（vascular endothelial 
growth factor， VEGF）和胰岛素样生长因子 -1 等生

长因子对成纤维细胞增殖有促进作用，而成纤维细胞

是创伤愈合的重要介质之一，故这些生长因子对软组

织损伤部位修复具有积极作用 [9]。桃红四物汤对大鼠

骨折愈合及 VEGF 表达具有明显促进作用，且存在

剂量依赖性 [10]。因此，推测桃红四物汤可能通过影

响这些生长因子的表达对软组织损伤进行修复，本研

究从动物水平探讨桃红四物汤对急性软组织损伤大鼠

的具体作用，以期为桃红四物汤在急性软组织损伤治

疗方面地应用推广提供更多的理论依据。

材料与方法

1 动物 30 只雄性 SPF 级 SD 大鼠，6~8 周

龄，体重为 200~220 g，来源于辽宁长生生物有限公

司，动物合格证号：No.110726211001029，实验动

物生产许可证号：SCXK（鄂）2015-0001，实验动

物使用许可证号：SYXK（鄂）2018-0104，本研究

经武汉华联科生物技术有限公司动物伦理委员会审核

（No.1107262011001029）。适应性饲养 7 天，实验

前禁食 24 h，自由饮水。

2 药物 桃红四物汤颗粒冲剂组成：熟地黄（批

号：19030491）15 g 当归（批号：19051781）15 g  
川芎（批号：19060102）10 g 白芍（批号：19020211） 
10 g 红 花（ 批 号：19020101）10 g 桃 仁（ 批

号：19050051）9 g，均购自江苏省江阴天江药业

有限公司。布洛芬 50 mg 购自 Selleck 公司（货号：

S1638）。参考文献 [11，12]设置桃红四物汤低、高

剂量（4、12 g/kg，相当于临床用药的 1/2、2 倍剂量），

大鼠称重后，按 1 kg/10 mL 灌胃剂量，称取不同重

量桃红四物汤颗粒冲剂，加蒸馏水配制成本研究所设

定的给药浓度，4 ℃冰箱保存，备用。

3 主要试剂及仪器 戊巴比妥钠（25 g/ 瓶，购

自 Sigma merck 公司，批号：P3761）；动物脱毛膏（购

自济宁市鲁化生产力促进中心，批号：LOT080412）；

丙 二 醛（malondialdehyde， MDA） 测 试 盒（ 货

号：A003-1-1）、 超 氧 化 物 歧 化 酶（superoxide 
dismutase，SOD）测定试剂盒（货号：A001-1-1）
均购自南京建成生物工程研究所；苏木精染液（货号：

G1140）、伊红染液（货号：E8090）、中性树脂（货号：

G8590）、山羊血清（货号：SL038）、DAB 显色试

剂盒（货号：DA1010）购自 Solarbio 公司；无水乙

醇（货号：10009218）、二甲苯（货号：10023418）、
3 % H2O2（货号：10011218）均购自国药集团化学

试剂有限公司；TGF-β1 抗体（货号：PAB39276）、
IL-6 抗体（货号：PAB39056）、肿瘤坏死因子 -α

（tumor necrosis factor-α，TNF-α） 抗 体（ 货 号：

PAB37416）及 VEGF 抗体（货号：MAB44007）购

tumor necrosis factor-α （TNF-α）， and vascular endothelial growth factor （VEGF）. Results Compared with 
the normal group， congestion and swelling， poor activity， bleeding in injured tissue could be obviously seen in 
model group. The positive expression of TGF-β1 decreased， the concentration of MDA and the protein expression 
levels of IL-6 and TNF-α significantly increased （P<0.05）， SOD activity and VEGF protein expression level 
significantly decreased （P<0.05）. Compared with the model group， congestion and swelling， and activity of 
injured parts in low and high dose THSWD groups were improved， bleeding in injured tissues was reduced， the positive 
expression of TGF-β1 increased， the concentration of MDA and the protein expression levels of IL-6 and TNF-α 
significantly decreased （P<0.05）， SOD activity and VEGF protein expression level significantly increased （P<0.05）. 
Conclusion THSWD was helpful to the repair of acute soft tissue injured rats. Its mechanism might be related to 
inhibiting inflammatory reactions and oxidative stress， and promoting the expressions of TGF-β1 and VEGF.

KEYWORDS acute soft tissue injury； Taohong Siwu Decoction； inflammatory reaction； oxidative stress； 
vascular endothelial growth factor
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育 1 h。DAB 染色，洗去染液后，苏木精复染 3 min， 
1 % 盐酸酒精分化，洗去染液。乙醇脱水后，二甲苯透

明，中性树脂封片，显微镜观察切片染色情况，并拍照。

4.5 生化检测损伤组织中 SOD 活性、MDA
水平 取各组大鼠损伤肌肉组织，剪碎匀浆后离心 

（10 000 r/min，10 min）， 取 上 清 液。 根 据 SOD、

MDA 测试盒说明书进行实验操作，检测大鼠损伤肌

肉组织中 SOD 活性和 MDA 浓度。

4.6 Western Blot 检测损伤组织中 IL-6、TNF-α、 
VEGF 蛋白表达水平 取 20 mg 组织，剪碎后加入

200 µL 裂解液进行裂解，提取组织蛋白。蛋白质定

量后进行电泳分离，并将蛋白质从凝胶转移至 PVDF
膜上，封闭 2 h。加入兔抗鼠一抗（IL-6、VEGF、
GAPDH 稀释比 1：1 000；TNF-α 稀释比 1：1 500），
孵育 1 h。加入山羊抗兔 IgG，孵育 1 h。加入化学发

光试剂，检测蛋白表达，读取各条带灰度值。

4.7 统计学方法 采用 SPSS 23.0 软件进行

统计学分析，计量资料用 x–±s 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用 LSD 法。

P<0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1 各组大鼠右后肢损伤情况 随着时间的延长，

各组急性软组织损伤大鼠右后肢的淤血、肿胀及活动

情况逐渐好转。模型组大鼠右后肢仍有少量点状淤

血，肌肉呈浅黯红色，仍有明显肿胀，明显跛行；桃

红四物汤低剂量组大鼠右后肢有少量点状淤血，肌

肉呈浅黯红色，稍有肿胀和跛行；桃红四物汤高剂量

组和阳性药物组大鼠右后肢无淤血，肌肉组织色泽正

常，大腿肌肉正常，且无跛行。

2 各组大鼠右后肢损伤组织的病理观察比较

（图 1） 模型组大鼠右后肢损伤组织切片中可见局部

出血，桃红四物汤低剂量组中也有少量出血，桃红四

物汤高剂量组和阳性药物组组织样本中未见到出血。

自 Bioswamp 公司；DM1000 正置显微镜购自徕卡显

微系统有限公司；DNM-9602 酶标仪购自北京普朗新

技术有限公司；mini protean 3 cell 电泳仪购自 Bio-
Rad 公司；Tanon 5200 全自动化学发光分析仪购自

上海天能科技有限公司。

4 方法

4.1 急性软组织损伤模型构建 参照文献 [13]
方法造模，采用 2 % 戊巴比妥钠（30 mg/kg）腹腔

注射大鼠，麻醉后采用剃毛器剃除大鼠右侧大腿部毛

发，再用动物脱毛膏脱去毛发。将大鼠仰卧置于自制

挫伤台上，右后肢下垫海绵垫，防止骨折，用 500 g
太平砝码自 20 cm 处高度垂直自由落下，打击大鼠

大腿骨直肌部位，连续 6 次，造成封闭式软组织损伤

模型。可观察到大鼠受伤后肢肌肉肿胀，2 h 肿胀率

达到最高峰，且此后一直保持此肿胀状态。

4.2 分组与处理方法 所有大鼠适应性饲养 
7 天后，将大鼠按照随机数字法分为 5 组：正常组、

模型组、桃红四物汤低、高剂量组、阳性药物组，每

组 6 只，除正常组外，其他组大鼠均进行急性软组织

损伤模型构建。桃红四物汤低、高剂量组大鼠在模型

构建成功后，分别按照 4、12 g/kg 灌胃桃红四物汤，

每天 1 次，持续 1 周 [14]。阳性药物组大鼠在模型构

建成功后，按照 45 mg/kg 灌胃布洛芬（取 13.5 mg
布洛芬溶于 3 mL 蒸馏水中）[15]，每天 1 次，持续 1 周。

正常组和模型组大鼠灌胃等量生理盐水，每天 1 次，

持续 1 周。每天记录大鼠损伤右后肢状况 [16]。干预

结束后，采用 3% 戊巴比妥钠（40 mg/kg）腹腔注射

麻醉，取右后肢损伤肌肉组织，动物取材采用麻醉放

血法处死，若动物还未死亡，则采用 100 mg/kg 戊巴

比妥钠过量麻醉致死，麻醉后动物无呼吸无心跳则判

断动物死亡。

4.3 HE 染色观察损伤组织病理变化 将大鼠

损伤组织样本从固定液中取出，脱水浸蜡并包埋，切

成厚度为 3 µm 的切片，展片、烤片。将组织切片进

行常规脱蜡至水，加入苏木精染液、伊红染液进行染

色，然后梯度乙醇脱水，二甲苯透明，中性树脂封片，

200 倍光学显微镜下观察组织病理变化，并拍照。

4.4 免疫组化观察损伤组织中 TGF-β1 表达水

平 取右后肢肿胀部位肌肉组织制作切片，脱蜡至

水。加入 0.01 mol/L 柠檬酸钠缓冲液高压（125 ℃，

103 kPa）修复切片 23 min，清洗后将切片置于 3 % 
H2O2 湿盒孵育 10 min。清洗后，将切片置于 10 %
山羊血清中封闭 30 min。清洗后，加入 TGF-β1 抗

体，4 ℃湿盒孵育过夜。清洗后，加入羊抗鼠 IgG 孵

  注：A 为正常组；B 为模型组；C 为桃红四物汤低剂量组；D 为桃

红四物汤高剂量组；E 为阳性药物组；箭头所指处为出血位置

图 1 各组大鼠右后肢损伤组织病理变化（HE，×200）
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3 各组大鼠右后肢损伤组织中 TGF-β1 表达

水平比较（图 2） 免疫组化结果可见：黄褐色为

TGF-β1 阳性表达，与正常组比较，模型组大鼠损

伤组织中 TGF-β1 阳性表达减少；与模型组比较，桃

红四物汤低、高剂量组和阳性药物组大鼠损伤组织中

TGF-β1 阳性表达增多。

讨  论

急性软组织损伤的病理机制为毛细血管破裂、出

血，引发炎症反应，炎性细胞因子促使微血管收缩后

扩张充血，通透性增加，进而使血管内物质渗透到组

织间隙中，表现出疼痛、肿胀、活动障碍等临床症 
状 [17]。中医学认为急性软组织损伤属“伤筋”范畴，

认为其病机多为气血淤滞、经络郁结，治疗原则是活

血化瘀、疏通经络、消肿止痛 [18-20]。本研究中使用的

桃红四物汤是活血祛瘀的经典名方，为四物汤的基础

上，加入桃仁、红花两味药材配伍而成，具有活血通

经、养血补血之效，在促进骨折愈合、抗炎等方面的

研究已取得一定进展 [21-23]。熟地黄滋阴补血，益精填 
髓 [24，25]。当归补血活血、调经止痛，也具有抗炎及

免疫调节的作用 [26]。川芎具有活血化瘀、消肿止痛

之功效 [27]。红花活血通经，散淤止痛，具有调节血

液状态、抗炎、抗氧化等作用，广泛应用于妇科、骨

科等领域 [28]。桃仁是常用的活血化瘀类中药，具有

祛淤通络之功效 [29]。在本研究中，急性软组织损伤

模型大鼠损伤右后肢出现淤血、肿胀以及跛行等症

4 各组大鼠右后肢损伤组织中 MDA、SOD 水

平比较（表 1） 与正常组比较，模型组大鼠损伤组

织中 MDA 浓度显著升高（P<0.05），SOD 活性显著

降低（P<0.05）；与模型组比较，桃红四物汤低、高

剂量组和阳性药物组大鼠损伤组织中 MDA 浓度显著

降低（P<0.05），SOD 活性显著升高（P<0.05）。

表 1 各组大鼠右后肢损伤组织中 MDA 浓度和 SOD

活性水平比较  （x–±s）
组别 n MDA（ nmol/mg） SOD（ U/mg）

正常 6 3.50±0.18 4.91±0.12

模型 6 7.63±0.15 1.69±0.25

桃红四物汤低剂量 6 6.06±0.25 △ 2.47±0.12 △

桃红四物汤高剂量 6 5.15±0.09 △ 3.18±0.23 △

阳性药物 6 4.61±0.30 △ 3.57±0.24 △

  注：与正常组比较， P<0.05；与模型组比较，△P<0.05

表 2  各组大鼠右后肢损伤组织中 IL-6、TNF-α、VEGF 蛋白表达水平比较  （x–±s）
组 别 n IL-6/GAPDH TNF-α /GAPDH VEGAF/GAPDH 

正常 6 0.37±0.07 0.16±0.01 0.54±0.03

模型 6 0.80±0.03 0.76±0.02 0.33±0.01

桃红四物汤低剂量 6 0.72±0.00 △ 0.57±0.00 △ 0.40±0.01 △

桃红四物汤高剂量 6 0.66±0.02 △ 0.39±0.01 △ 0.45±0.02 △

阳性药物 6 0.48±0.01 △ 0.30±0.01 △ 0.51±0.01 △

  注：与正常组比较， P< 0.05；与模型组比较，△P< 0.05

对表达量显著升高（P<0.05），VEGF 蛋白相对表达

量显著降低（P<0.05）；与模型组比较，桃红四物

汤低、高剂量组和阳性药物组大鼠损伤组织中 IL-6、
TNF-α 蛋白相对表达量显著降低（P<0.05），VEGF
蛋白相对表达量显著升高（P<0.05）。

5 各组大鼠右后肢损伤组织中 IL-6、TNF-α、

VEGF 蛋白表达水平比较（图 3，表 2） 与正常组

比较，模型组大鼠损伤组织中 IL-6、TNF-α 蛋白相

  注：A 为正常组；B 为模型组；C 为桃红四物汤低剂量组；D 为桃

红四物汤高剂量组；E 为阳性药物组

图 3 各组大鼠右后肢损伤组织中 IL-6、TNF-α、 
VEGF 蛋白表达电泳图

27 kD

21 kD

40 kD

36 kD

IL-6

TNF-α

VEGF

GAPDH

A         B          C         D         E

A B

D E

C

  注：A 为正常组；B 为模型组；C 为桃红四物汤低剂量组；D 为桃红

四物汤高剂量组；E 为阳性药物组；箭头所指处为 TGF-β1 阳性表达

图 2 各组大鼠右后肢损伤组织中 TGF-β1 的表达水平

（免疫组化，×200）
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状，病理切片中体现出局部出血的情况，经过桃红四

物汤或非甾体抗炎药——布洛芬治疗后，大鼠损伤右

后肢无淤血、肿胀及跛行，组织切片中也无出血情况，

说明桃红四物汤和布洛芬均能改善急性软组织损伤大

鼠的病理症状。

炎性细胞因子地分泌与释放在急性软组织损伤中

起着关键性作用，在急性软组织损伤大鼠损伤肌肉组

织中 IL-6、TNF-α 等炎性细胞因子水平升高，降低

促炎细胞因子水平，抑制炎症反应可减轻急性软组织

损伤 [30]。TNF-α 不仅可诱导引发炎症，还可诱导形

成炎性细胞因子（包括 IL-6），进一步诱发和扩大炎

症反应，并生成超氧化物，释放出溶酶体，从而损伤

组织细胞 [31]。本研究结果显示，急性软组织损伤模

型大鼠损伤右后肢组织中 IL-6 和 TNF-α 水平升高，

桃红四物汤可显著降低损伤组织中 IL-6 和 TNF-α 水

平，提示桃红四物汤具有抑制急性软组织损伤大鼠炎

症反应的效果。软组织损伤时，自由基生成增多，与

自由基清除之间的动态平衡被破坏，引发自由基连锁

反应，造成组织损伤加剧 [32]。MDA 可反应机体内自

由基生成水平及组织损伤程度，SOD 是清除氧自由

基的关键酶 [32]。本研究采用桃红四物汤治疗急性软

组织损伤大鼠，大鼠损伤组织中 MDA 浓度降低，而

SOD 活性升高，提示桃红四物汤可减轻急性软组织

损伤大鼠氧化应激。

TGF-β1 对免疫细胞发育和成熟至关重要，维

持免疫耐受和内环境稳态，并调节免疫反应的各个方

面，也是急性组织损伤后愈合过程中的主要调节因 
子 [33]。VEGF 与血管生成有关，研究发现 VEGF 可

促进急性创伤后肌肉组织的再生和肌力恢复，进而改

善骨骼肌的修复 [34]。本研究结果显示，经过桃红四物

汤治疗后，急性软组织损伤大鼠损伤组织中 TGF-β1
和 VEGF 表达水平均升高，提示桃红四物汤可能通

过调控 TGF-β1 和 VEGF 表达而促进损伤软组织

修复。

综上所述，桃红四物汤有助于急性软组织损伤大

鼠的损伤修复，其作用机制与抑制炎症反应和氧化应

激，促进 TGF-β1 和 VEGF 表达有关。

利益冲突：本研究不存在利益冲突。
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