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·基础研究·

桃红四物汤有效成分的交互作用及其

对血清 ＶＥＧＦ浓度的影响

熊辉１，李前１，谈立明１，杨腊平２

（１．湖南中医药大学，湖南　长沙　４１０２０８；
２．湖南中医药大学第一附属医院，湖南　长沙　４１０００７）

摘　要　目的：探讨桃红四物汤主次要有效成分的交互作用及其对血清ＶＥＧＦ浓度的影响。方法：从桃红四物汤中提取４类有效

成分：总生物碱（Ａ）、总苷（Ｂ）、总多糖（Ｃ）和总挥发油（Ｄ），按照前期实验所得结果（主要成分为Ａ，次要为Ｂ、Ｃ、Ｄ），对清洁级小

白鼠徒手定点折骨造模后进行实验。按照Ｌ８（２
７）正交设计方案分组，观察分析其对血清 ＶＥＧＦ浓度的影响，探讨主次要成分之

间是否存在交互作用。结果：骨折造模后断端局部出现ＶＥＧＦ蛋白高表达，提取物组表达量显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）；动态观

察结果，第２时相点（１５ｄ）以内表达量逐渐升高，在第１５天出现表达峰值，此后表达量开始下降；各组间比较，１～８组、１０组３个

时相点表达量均明显高于９组；在表达峰值（１５ｄ）后ＶＥＧＦ表达量下降过程中，提取物及浓缩剂药物使表达量下降程度减缓，使

其在第３时相点（２５ｄ）断端骨痂组织内仍维持高量ＶＥＧＦ蛋白表达。正交实验表明，Ｂ药取水平１与水平２差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），Ｃ药和Ｄ药取水平１与水平２差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：有效成分总生物碱与总苷有交互作用，与总多糖

和总挥发油无交互作用；总苷、总多糖与总挥发油之间也无交互作用。
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　　桃红四物汤是中医活血化瘀法治疗骨折的代表

方剂，前期实验得出该方促进骨折愈合的主要成分是

总生物碱，次要成分为总苷、总多糖、总挥发油，并从
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ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｆｏｒＶＥＧＦ）蛋白表达的角度，探讨了该
方主、次要成分之间的交互作用［１］。然而这些成分对

全身血清ＶＥＧＦ浓度是否存在影响，未见报道。本研
究拟从其对血清ＶＥＧＦ浓度影响的角度，探讨其主次
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要成分之间是否存在交互作用。

１　实验药物
实验药物用桃红四物汤原方：桃红２０ｇ、红花１０

ｇ、当归２０ｇ、生地２０ｇ、赤芍２０ｇ、川芎１０ｇ，全方每剂
生药总量为１００ｇ。组方中药物均按《药典》所载道地
药材的指定主产地由湖南中医学院附一院药剂科一

次购进，经水煎煮浓缩制备出浓缩液，采用水提醇沉

法提取总苷类、总生物碱类、总多糖类；采用蒸馏法提

取总挥发油类。获得总生物碱２．０６ｇ·ｍＬ－１（生药，
下同），总苷１．１８ｇ·ｍＬ－１，总多糖１．２４ｇ·ｍＬ－１，总
挥发油０．２３ｇ·ｍＬ－１。根据前期急毒实验所得各类
有效成分部位小鼠实验用药剂量为：总生物碱为生药

２．９４６ｇ·ｋｇ－１体重，总多糖为生药１２．９７６ｇ·ｋｇ－１体
重，总甙为生药１１．６８４ｇ·ｋｇ－１体重，总挥发油为生
药４．６ｇ·ｋｇ－１体重。

２　实验动物
实验动物用３月龄昆明清洁级小鼠１２０只，体重

１８～２２ｇ。１２０只实验鼠根据要求一次选定并按顺序
编号１～１２０，先采用查随机数字表法分为３０小组，每
小组４只；再按随机数字表合为１０大组，用阿拉伯数
字１、２、３、４、５、６、７、８、９（模型组）、１０（水提浓缩剂组）
表示，每组分别含３个小组即每组１２只动物。参照

柴氏定点手法折骨术左手掌控制小鼠，并以拇、食指

固定小鼠下肢股骨中点，用右手拇、食指于该点向内

折骨，听到骨折声响后恢复原位，不予固定，术后放置

于宠中自由活动进食。造模过程不予麻醉，以模拟创

伤过程中精神和疼痛刺激。第１～８组实验鼠均在造
模手术完全恢复约４～６ｈ后进行给药实验，给药途
径采用灌胃法灌胃，每天２次。各处方组按表１和表
２方案灌胃药物，９组灌胃生理盐水，１０组灌胃给桃
红四物汤水提浓缩制剂，即 １００％浓度药液 ０．３ｍＬ
（含０．３ｇ生药）。

３　实验方法
３．１　因素水平的确定　根据前期实验结果所确定的
主、次要药效成分进行实验［１］。主要成分为总生物碱

类（Ａ），次要成分为总苷类（Ｂ）、总多糖类（Ｃ）、总挥
发油类（Ｄ）。按两水平正交试验设计，以主要成分为
基础因素（即两水平均取用药灌胃），次要成分取用药

灌胃和不用药灌胃（生理盐水灌胃）两个水平，考虑次

要成分之间及与主要成分之间的交互作用，进行正交

表头设计，按相应正交表分布，组成若干处方组进行

实验。根据结果确定主、次要成分间是否存在交互作

用。为此，采用Ｌ８（２
７）正交实验进行交互作用分析。

各有效成分所取剂量水平见表１。

表１　主、次要成分交互作用分析的因子和剂量水平

水平
主要成分（ｇ·ｋｇ－１）

Ａ（总生物碱２．９８８） Ｂ（总苷１１．５３）
次要成分（ｇ·ｋｇ－１）

Ｃ（总多糖１３．４３２） Ｄ（总挥发油４．６）
１ 用药灌胃 用药灌胃 用药灌胃 用药灌胃

２ 用药灌胃 不用药灌胃 不用药灌胃 不用药灌胃

３．２　标本取材方法　每组分别在药液灌胃治疗后第
５、１５、２５天分３个时相点处死动物，各组每时相点处
死４只。采用断头法处死实验鼠，沿左大腿外侧剖
开，暴露股骨骨折断端，剥离周围软组织，在距骨折处

上、下端各５ｍｍ左右，用牙科台式磨钻截取骨痂标
本［２］。将骨痂标本置于４％多聚甲醛中分瓶固定。
３．３　标本制备方法　将冷冻血清取出后采用双抗体
夹心 ＡＢＣ－ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＶＥＧＦ含量，选用鼠
ＶＥＧＦ试剂盒（由上海森雄科技实业有限公司提供）。
该试剂盒采用辣根过氧化物酶标记的 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ与
生物素结合，加入酶底物使之显色，测 ＯＤ值，以求出
小鼠ＶＥＧＦ浓度。
３．４　ＶＥＧＦ定量酶联检测　各时相点标本采用双抗
体夹心ＡＢＣ－ＥＬＩＳＡ法检测血清 ＶＥＧＦ含量，并作定
量计数统计。其检测程序如下。①标准品液制备：使

用前每管中加入蒸馏水２００μＬ溶解后即可。②洗涤
液制备：用重蒸水１∶２０稀释。③低物工作液配制：显
色前５～１０ｍｉｎ将ＯＰＤ片放入底物稀释液中溶解，每
片加液５ｍＬ。④备实验板条：实验前２０ｍｉｎ从冰箱
中取出试剂盒，以平衡至室温，取出所需数量的板条。

⑤建立标准曲线：设标准孔８孔，每孔中各加入样品
稀释液１００μＬ，第１孔加标准品１００μＬ，混匀后用加
样器吸出１００μＬ，移至第２孔，如此反复作对倍稀释
至第７孔，最后从第７孔中吸出１００μＬ弃去，使之体
积均为１００μＬ（第８孔为空白对照）。⑥加样：待测
品孔中每孔各加待测样品１００μＬ。⑦待反应：将反应
板置３７℃室温下置放１２０ｍｉｎ。⑧洗板：用洗涤液将
反应板充分洗涤４～６次，向滤纸上印干。⑨加一抗
液：每孔中加入一抗工作液５０μＬ。⑩待反应：将反应
板充分混匀后３７℃室温下再置６０ｍｉｎ。瑏瑡洗板：同
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前。瑏瑢加酶标抗体：每孔加酶标抗体工作液１００μＬ。

瑏瑣待反应：再将反应板置３７℃室温下置６０ｍｉｎ。瑏瑤
洗板：同前。瑏瑥待反应：每孔加入底物工作液１００μＬ，
再在３７℃室温下置暗处反应５～１０ｍｉｎ，然后每孔加
入５０μＬ终止液混匀。瑏瑦测值：在４９２ｎｍ处测吸光
值，然后经过计算机自动打印结果，所有 ＯＤ值都先
减除空白值后再行计算，以标准品 １０００、５００、２５０、
１２５、６２．５、３１．２５、１５．６２、０ｐｇ·ｍＬ－１值在半对数纸上
作图，画出标准曲线，将浓度作为 Ｘ轴（对数轴），ＯＤ
值作为Ｙ轴（线性轴）。根据样品 ＯＤ值在该曲线图
上查出相应小鼠 ＶＥＧＦ含量。每小组以 ４只小鼠
ＶＥＧＦ浓度值均值作为计数值。
３．５　统计方法　将各标本观察计数均值数据分别输入
ＳＰＳＳ１３．０ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ进行参数描述（ｘ±ｓ）并选择正交
设计方差分析（Ｆ检验）和ｑ检验，检验水准α＝０．０５。

４　结　果
骨折造模后全身血清ＶＥＧＦ浓度升高，提取物组

浓度显著高于模型组（Ｐ＜０．０５）；动态观察结果，第２
时相点（１５ｄ）以内浓度逐渐升高，在第１５天出现表
达峰值，此后浓度开始下降；各组间比较，１～８组、１０
组前２个时相点浓度均明显高于９组，提示提取物处

方组以及原方水提浓缩剂组药物有增强血清 ＶＥＧＦ
浓度的作用，在峰值（１５ｄ）后 ＶＥＧＦ浓度下降过程
中，提取物及浓缩剂药物使浓度下降程度减缓，其中

第１、１０组药物对减缓下降趋势的作用最强，使１、１０
组在第３时相点（２５ｄ）血清内仍维持高量 ＶＥＧＦ浓
度。按Ｌ８（２

７）正交实验方差分析法分析，总苷类取

水平１和水平２差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而总
多糖和总挥发油类取水平１和水平２均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。血清ＶＥＧＦ浓度计数结果见图１及表
２、表３。

图１　ＶＥＧＦ浓度－ＯＤ值图

标准曲线方程：Ｙ＝－１．６８＋０．５３（ｌｎＸ）

Ｘ为浓度值　　Ｙ为ＯＤ值

表２　不同时相点组间血清ＶＥＧＦ含量统计分析结果　ｘ±ｓ　ｎ＝４

组别
观察时相点（天）

Ａ（５ｄ） Ｂ（１５ｄ） Ｃ（２５ｄ）
１ １２４．０３±１２．０３２）４） ７１３．７４±２．８０２）４） １５１．８４±１６．０８２）３）

２ １１１．０５±７．０８２）４） ７０５．２５±３．５５１）４） １４２．１１±４．８９２）

３ １０５．４６±２．６３１）４） ６８８．８６±１．８３１）４） １３４．５６±２．６８１）

４ １０３．００±２．９１４） ６４３．０４±４．１２４） １３０．９９±１３．３６１）

５ ８８．６３±７．０２４） ５３０．６０±８．１３４） １１８．８７±１１．７５
６ ８１．１１±２．３６４） ５２７．２６±６．８３４） １１６．５２±８．０４３）

７ ７７．５４±３．００４） ５２７．１３±１４．７３４） １１１．３９±７．３４３）

８ ７７．２６±５．０６４） ５２０．４５±５．９３４） １０９．２５±６．９４４）

９ ２９．７８±３．４３ １３３．２２±５．７０ １４４．５６±３．５１
１０ １３５．９７±６．９１２）４） ７９０．４８±７．４８２）４） １５３．８４±４．０７２）３）

　注　与８组比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；与９组比较，３）Ｐ＜０．０５，４）Ｐ＜０．０１

５　讨　论
通过ＥＬＩＳＡ法测量外周血血清中 ＶＥＧＦ浓度可

以精确反映外周血中血管内皮生长因子的浓度［３，４］；

研究证实桃红四物汤有效部位不同组合能促进骨痂

的ＶＥＧＦ高表达，促进骨折的愈合；然而桃红四物汤
其有效部位不同组合在促进骨痂的 ＶＥＧＦ高表达的
同时，在全身血清中 ＶＥＧＦ浓度的影响如何，目前尚
无报导。本实验中血清ＶＥＧＦ浓度检测结果显示，骨
折后全身血清ＶＥＧＦ浓度升高，浓度显著高于模型组

（Ｐ＜０．０１）；观察结果显示，第２时相点（１５ｄ）以内
浓度逐渐升高至峰值，此后浓度开始下降，与骨痂

ＶＥＧＦ蛋白表达结果一致。各组间比较结果提示，提
取物处方组以及原方水提浓缩剂组药物有显著增强

血清ＶＥＧＦ浓度的作用，在峰值（１５ｄ）后 ＶＥＧＦ浓度
下降过程中，提取物及浓缩剂药物使浓度下降程度减

缓，使其在第 ３时相点（２５ｄ）血清内仍维持高量
ＶＥＧＦ浓度。经Ｌ８（２

７）正交实验方差分析，总苷类取

水平１和水平２差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），而总
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多糖和总挥发油类取水平１和水平２均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），表明有效成分总苷类与总生物碱类之
间存在交互作用；而总挥发油类与总生物碱类无交互

作用，总苷类、总挥发油和总多糖类彼此之间亦无交

互作用。由此证明桃红四物汤有效成分不仅能促进

骨痂局部微血管生长调控因子ＶＥＧＦ的表达，同时能
提高全身血清 ＶＥＧＦ的浓度，从而促进微血管新生，
加速骨折愈合。

表２　Ｌ８（２
７）正交实验表及血清ＶＥＧＦ浓度统计结果　ｘ±ｓ　ｎ＝１２

处方号
列号

１Ｂ ２Ｃ ３Ｂ＋Ｃ ４Ｄ ５Ｂ＋Ｄ ６Ｃ＋Ｄ ７Ｂ＋Ｃ＋Ｄ
处方组成

指标检测

血清ＶＥＧＦ浓度
１ １ １ １ １ １ １ １ Ａ＋Ｂ＋Ｃ＋Ｄ ３２９．８７±２８．９５
２ １ １ １ ２ ２ ２ ２ Ａ＋Ｂ＋Ｃ ３１９．４６±８５．２６
３ １ ２ ２ １ １ ２ ２ Ａ＋Ｂ＋Ｄ ３０９．６２±８０．３６
４ １ ２ ２ ２ ２ １ １ Ａ＋Ｂ ２９２．３４±５９．３９
５ ２ １ ２ １ ２ １ ２ Ａ＋Ｃ＋Ｄ ２４６．０３±２０．７３
６ ２ １ ２ ２ １ ２ １ Ａ＋Ｃ ２４１．６３±２１．５６
７ ２ ２ １ １ ２ ２ １ Ａ＋Ｄ ２３８．６９±２３．７０
８ ２ ２ １ ２ １ １ ２ Ａ ２３５．６５±２０．８５

模型组 １０２．３６±５３．９４
水提浓缩剂 ３６０．１０±３８．００

∑Ⅰ １２５１．２９ １１３６．９９ １１２３．６７ １１２４．２１ １１１６．７７ １１０３．８９ １１０２．５３
∑Ⅱ ９６２．００ １０７６．３０ １０８９．６２ １０８９．０８ １０９６．５２ １１０９．７０ １１１０．７６
Ｒ －２８９．２９ －６０．６９ －３４．０５ －３５．１３ －２０．２５ ５．８１ ８．２３
Ｐ ＜０．０１ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５ ＞０．０５
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·通　知·
全国水针刀三氧消融术尸体解剖研修班及中华筋骨三针法学习班通知

水针刀三氧消溶术及筋骨针法是由中国骨伤微创水针刀学术委员会会长、张仲景国医学院教授、广东省中医院主任导师吴汉卿教授在水针

刀疗法的基础上，结合三氧治疗仪所研发的新技术，研制发明的多用系列筋骨针具已获国家专利，并创立了十大筋骨针法（已编入骨伤教材），出

版了《中华筋骨三针疗法》。该项技术的培训班已举办１８０余期，来自国内包括台湾、香港等地区及国外（马来西亚、新加坡、韩国）的万余名医生
学习、掌握了该技术。为满足广大医师要求，现继续举办以下研修、学习班：

水针刀三氧融盘术及尸体解剖研修班：由吴汉卿教授主要传授：水针刀新针法治疗骨伤颈肩腰腿痛病、水针刀三氧融盘术。应用水针刀法结

合新鲜尸体详细讲解三针法安全入路法、配合独特松解液及椎间孔扩张术、侧隐窝分离术。新颖的三针法理论、独特的十大针法、结合尸体刀法

入路、水针刀挂图，有专科医院手术病人治疗，同时讲解影像诊断，保证每位学员能够独立操作。临床上可治疗腰椎间盘突出症，对颈肩腰腿痛患

者具有较好的疗效。

脊柱九病区药磁线植入技术：传授独特的脊背九大诊疗区，临床应用水针刀分离、磁线留置并配合整脊手法，快速治疗脊柱相关病，如颈源性

心脏病、颈性咽炎、面瘫、三叉神经痛、癫痫病、慢性支气管炎、哮喘、胃炎、胃溃疡、结肠炎、生殖疾病等。

中华筋骨三针法学习班：中华筋骨三针法是吴汉卿教授在水针刀针法九针疗法基础上，根据人体生物力学，提出了人体软组织立体三角平衡

学说，创立了平衡三针法。该班传授筋骨三针法原理、三针定位法、十大针法技巧。该法主要治疗：颈椎病、颈１横突综合症、颈７棘突综合症、肩
关节周围炎、肌筋膜炎、腰椎间盘突出症、股骨头坏死症、膝关节骨关节炎、神经痛、类风湿性关节炎、脊柱相关病等。

其他：参加学习班者将授予国家级中医药Ⅰ类继续教育学分（项目编号：３９０２０６３８２）

开学时间：２０１１年每月１日开课，需提前２日报到
报到地址：河南省南阳市仲景路与天山路口（水针刀专科医院）

邮政编码：４７３０００　　联系电话：０３７７－６３２８２５０７，１３７２１８２０６５７　　联系人：黄建
网址：ｗｗｗ．ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ．ｃｏｍ　　邮箱：ｓｈｕｉｚｈｅｎｄａｏ＠１６３．ｃｏｍ
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