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摘要： 目的　 制备洗伤方可溶性淀粉糊化水凝胶临方制剂， 探讨其治疗急性软组织损伤的作用机制。 方法　 采用加热

糊化法制备临方制剂， 检测其流变学与微观结构， 考察其对重物砸伤急性软组织损伤小鼠的干预作用， 检测急性软组

织损伤症候学评分， ＨＥ 染色观察患处组织病理学， 免疫组化法和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测患处组织 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ Ｐ６５
蛋白表达， ＥＬＩＳＡ 法检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。 结果　 临方制剂呈现非牛顿流体特性， 具有黏弹性， 便于局部给药。 与

模型组比较， 阳性药组和制剂各剂量组 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达和 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 并呈剂

量依赖性， 水凝胶基质对结果无干扰。 临方制剂对皮肤无刺激， 生物相容性好。 结论　 洗伤方改善急性软组织损伤的

机制可能与其下调 ｐ３８ ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 信号通路有关， 而可溶性淀粉糊化制备水凝胶工艺简便， 可作为该外洗汤剂

临方制剂的优良载体。
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　 　 外洗汤剂为中药外治急性软组织损伤的常用剂型， 但

存在流动性强、 使用不便、 经皮吸收差等问题。 本研究以

厦门大学附属中山医院院内协定方洗伤方为对象， 将其制

成水凝胶制剂， 并采用糊化可溶性淀粉作为水凝胶基质，
其成本低， 工艺简便， 无需特殊设备， 耗时短暂， 非常适

合临方制剂的制备要求。 为了评价糊化可溶性淀粉水凝胶

的黏度和流体类型， 本实验测定其流变学特征； 采用扫描

电镜观察其微观结构， 分析药物分布的均匀性和对凝胶网

络的影响， 以评估该水凝胶剂的物理稳定性， 考察糊化可

溶性淀粉用于制备外洗汤剂临方制剂的可行性。 另外， 以

重物砸伤制备小鼠软组织损伤模型， 从与软组织损伤密切

相关的 ｐ３８ 丝裂原活化蛋白激酶 （ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ， ｐ３８ ＭＡＰＫ） 和核因子 κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ
ｋａｐｐａ⁃Ｂ， ＮＦ⁃κＢ） ｐ６５ 信号通路及对损伤软组织中表达异

常的 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 炎症因子的调控等途径， 探讨洗伤方干

预软组织损伤的潜在机制［１］ 。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂、 药材与药物　 红花 （批号 ２３０５２３， 产地新疆）
购自 厦 门 燕 来 福 制 药 有 限 公 司； 北 刘 寄 奴 （ 批 号

２００８０１９０７３， 产地湖北麻城）、 伸筋草 （批号 ２３０６０１９０３６，
产地云南临沧）、 千年健 （批号 ２２０２０１８２６１， 产地广东茂

名）、 苏木 （批号 ２２０７０１７０２０， 产地广西玉林） 均购自亳

州市中药饮片厂； 荆芥 （批号 ２３０４０８２， 产地江苏） 购自

浙江华宇药业股份有限公司； 防风 （批号 ２０２２１２００７⁃４， 产

地内蒙古）、 赤芍 （批号 ２０２３０９００１⁃２， 产地内蒙古） 均购

自安国宏仁药业有限公司； 醋三棱 （批号 ２３０４０１， 产地江

苏）、 接骨草 （批号 ２００４０１， 产地福建） 均购自福建铭远

制药有限公司； 醋莪术 （批号 ２３０４０３， 产地广西） 购自浙

江中医药大学中药饮片有限公司， 均经专家鉴定为正品。
扶他林 （批号 Ｐ９５Ｇ） 购自北京诺华制药有限公司； 脱毛

膏购 自 英 国 Ｒｅｃｋｉｔｔ Ｂｅｎｃｋｉｓｅｒ 公 司。 水 合 氯 醛 （ 批 号

Ｐ１５４２４３７） 购自阿达玛斯贝塔 （上海） 化学试剂有限公

司； 福尔马林 （批号 Ｂｒｙ⁃００２０⁃００１０） 购自上海瑞雨生物科

技有限公司。 可溶性淀粉 （批号 Ｆ２００９０９１１）、 甘油 （批号

２０２２０２０９）、 甲醇 （ 批 号 ２０２３０９２１）、 无 水 乙 醇 （ 批 号

２０２４０１２３） 均购自中国医药集团有限公司。
ｐＨ 试纸 （批号 ＨＣ１６８２７０） 购自德国默克公司； ＴＮＦ⁃

α ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 ２３０６⁃２） 购自深圳市达科为生物技

术股份有限公司； ＩＬ⁃６ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （批号 Ｊａｎ ２０２４） 购

自南京博研生物科技有限公司； ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 一抗 （批号

３５２２０８０８１２） 购自武汉爱博泰克生物科技有限公司； ｐ３８
ＭＡＰＫ 一抗 （批号 Ｆ０９３５０１） 购自上海泊湾生物科技有限

公司； 山羊抗兔二抗 （批号 ＡＡ０１２２１８） 购自美国 ＯｒｉＧｅｎｅ
公司； β⁃ａｃｔｉｎ 内参 （批号 ＲＪ１０） 购自上海圣尔生物科技有

限公司； Ｍａｒｋｅｒ （批号 ＭＡ０３４２⁃１）、 二抗稀释液 （批号

Ｍ８９８８８⁃Ａｕｇ⁃０８１）、 ５×上样缓冲液 （批号 ＭＡ０００３⁃Ｄ）、 ＰＢＳ
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（批号 ＭＡ００１５⁃Ｎｏｖ⁃２４１）、 ２０×ＴＢＳ 浓缩液 （批号 ＭＡ０１４１⁃
Ｎｏｖ⁃０２１）、 ８％ ＰＡＧＥ 凝 胶 超 快 速 制 备 试 剂 盒 （ 批 号

ＭＡ０３８１⁃Ｍａｙ⁃０９Ｈ）、 ＥＣＬ 发光液 （批号 ＭＡ０１８６⁃Ａｕｇ⁃１１Ｈ）
均购自大连美仑生物技术有限公司； 一抗稀释液 （批号

ＡＺ０５０）、 ＲＩＰＡ 裂解液 （批号 ０８３０２３２３１１０７）、 脱脂奶粉

（批号 Ｐ０２１６）、 一抗二抗去除液 （批号 Ｐ００２５） 均购自上

海碧云天生物技术有限公司； 电泳液 （批号 ＧＡ２３０８０５２）、
转膜液 （批号 Ｇ２０２８） 均购自武汉赛维尔生物科技有限公

司； ＰＶＤＦ 膜 （批号 ００００２６５０８７） 购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；
ＢＣＡ 试剂盒 （批号 ２０２４０１１２） 购自江苏凯基生物技术股份

有限公司。
１􀆰 ２　 仪器　 ＢＴ２５Ｓ 电子天平 ［赛多利斯科学仪器 （北京）
有限公司］； ＲＥ⁃２０００Ａ 旋转蒸发仪 （上海亚荣生化仪器

厂）； Ｓｐａｒｋ １０Ｍ 酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； 电泳仪、 转膜

仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｉｍａｇｅ ６００ 凝胶成像系

统 （美国 ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ 公司）； ＭｉｎｉＳｐｉｎ 离心机 （德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公 司）； ＲＴ 磁 力 搅 拌 器 （ 德 国 ＩＫＡ 公 司 ）；
ＭＣＲ１０１ 旋转流变仪 （奥地利 Ａｎｔｏｎ Ｐａａｒ 公司）； 冷冻干燥

机 （美国 Ｌａｂｃｏｎｃｏ 公司）； Ｑｕａｎｔａ ２５０ ＦＥＧ 扫描电子显微

镜 （美国 ＦＥＩ 公司）。
１􀆰 ３　 动物　 ＳＰＦ 级雄性健康昆明小鼠， 体质量 １８ ～ ２０ ｇ，
购自上海中医药大学动物实验中心， 温度 １８～ ２５ ℃， 相对

湿度 ４０％ ～７０％ 。 本研究经上海中医药大学实验动物伦理委

员会批准 （实验动物伦理审查号 ＰＺＳＨＵＴＣＭ２３１１０８０００４）。
２　 方法

２􀆰 １　 水凝胶制备　 分别取红花 １０ ｇ、 苏木 １０ ｇ、 荆芥１０ ｇ、
防风 １０ ｇ、 赤芍 １０ ｇ、 三棱 １０ ｇ、 莪术 １０ ｇ、 千年键 １０ ｇ、
伸筋草 １５ ｇ、 刘寄奴 １５ ｇ、 接骨草 １５ ｇ， 加入 ８ 倍量纯水，
９５ ℃煎煮 １ ｈ， 共 ３ 次， 旋转蒸发浓缩至生药量为 １􀆰 ２
ｇ ／ ｍＬ。 浓缩液等体积平均分成 ３ 份， 其中 ２ 份分别浓缩至

生药量为 ２􀆰 ４、 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ， 作为低、 中、 高剂量 （ １􀆰 ２、
２􀆰 ４、 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ） 组， 再加入可溶性淀粉 （１ ｍＬ 浓缩液加

入 １ ｇ 可溶性淀粉和 ０􀆰 ３ ｍＬ 甘油）， 加热至 ８０ ℃， 快速搅

拌至凝胶态， 即得。 无甘油组添加与甘油等体积的纯净水，
其余制法相同。
２􀆰 ２　 水凝胶形态学观察　 加入可溶性淀粉前后， 观察制剂

由液态变为凝胶态的过程， 并拍照记录。
２􀆰 ３　 水凝胶 ｐＨ 值测定　 取第 ０ 天、 室温放置 ５ ｄ 的生药

量 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ 水凝胶各 １ ｇ， ｐＨ 试纸测定溶液 ｐＨ 值。
２􀆰 ４　 水凝胶保湿作用测定 　 取生药量 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ 水凝胶

（包括添加甘油组和无甘油组） 适量， 平铺于玻璃板上，
室温放置， 于 ０、 ６、 １２、 ２４ ｈ 拍照， 观察保湿效果。
２􀆰 ５　 水凝胶流变学测定 　 取生药量 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ 水凝胶制剂

（包括添加甘油组和无甘油组） 适量， 采用旋转流变仪测

定其流变性， 设置温度 ２５ ℃， 剪切速率 ０􀆰 １ ～ １００ ｓ－１， 记

录剪切应力和黏度随剪切速率增加的变化曲线。 再测定其

黏弹性， 设置温度 ２５ ℃， 频率 ０􀆰 １ ～ １００ Ｈｚ， 记录储存模

量和损耗模量随频率增加的变化曲线。

２􀆰 ６　 扫描电镜观察水凝胶微观结构 　 取生药量 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ
水凝胶适量， －８０ ℃冷冻保存 ２４ ｈ， 置于冷冻干燥机中干

燥， 喷金， 扫描电子显微镜下观察内部结构并拍照。
２􀆰 ７　 急性软组织损伤模型制备　 采用重物砸伤法。 小鼠腹

腔注射 ０􀆰 １ ｍＬ ４％ 水合氯醛麻醉， 使用脱毛膏对右侧腿部

脱毛， ５０ ｇ 天平砝码从高 １５ ｃｍ 处自由下落， 连续击打 ７
次， 内眼观察皮肤无损伤， 触摸无骨折视为造模成功［２］ 。
造模后， 患处现肿胀、 充血、 疼痛、 淤血等急性软组织损

伤特征为成功。
２􀆰 ８　 分组与给药　 小鼠随机分为正常组、 模型组、 阳性药

组、 辅料组和制剂低、 中、 高剂量组， 每组 ８ 只， 除正常

组外， 其余各组小鼠均进行急性软组织损伤造模。 造模 ２ ｈ
后， 制剂低、 中、 高剂量组小鼠于损伤处分别涂抹 １􀆰 ２、
２􀆰 ４、 ４􀆰 ８ ｇ ／ ｍＬ 水凝胶， 阳性药组小鼠于损伤处涂抹扶他

林乳膏， 辅料组小鼠于损伤处涂抹淀粉糊， 厚度均为 １ ～ ２
ｍｍ， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ， 正常组不给药。
２􀆰 ９　 急性软组织损伤症候学观察及评分 　 于给药后第 １、
４、 ７ 天， 观察各组小鼠患处损伤症状。 采用盲评法， 由同

一人进行评分， 标准［３］见表 １。

表 １　 损伤症状指数评分标准

症状
评分 ／ 分

２ １ ０

皮下淤血 多量块状 点状淤血 无淤血

肌肉肿胀 明显肿胀 轻微肿胀 无肿胀

皮肤颜色 紫暗色深 暗红色浅 皮色正常

伤肢活动 跛行，活动受限 活动迟缓，稍受限 活动正常

２􀆰 １０　 ＨＥ 染色观察患处组织病理学变化　 剪取各组小鼠患

处组织， 福尔马林固定， 脱水浸蜡， 石蜡包埋， 切取 ３ μｍ
切片， 常规二甲苯、 乙醇脱蜡， 水化， 苏木素染色， 返蓝，
伊红染色， 中性树胶封片， 于显微镜下观察组织病理变化。
２􀆰 １１　 制剂安全性初步评价　 观察制剂高剂量组小鼠患处

皮肤， 每天拍照记录。 给药结束后， 剪取小鼠内脏， 按

“２􀆰 １０” 项下方法于显微镜下观察病理变化。
２􀆰 １２　 ＥＬＩＳＡ 法检测患处组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平 　 严格按

照试剂盒说明书步骤， 分别取给药后第 ７ 天各组小鼠患处

组织， 加入 ９ 倍量生理盐水匀浆， 离心取上清液， 于 ４５０
ｎｍ 波长处测定吸光度， 检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 １３　 免疫组化法检测患处组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋

白表达　 将各组小鼠患处组织切片常规脱蜡至水， 用 ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ 枸橼酸⁃柠檬酸钠缓冲液 （ ｐＨ ＝ ６􀆰 ０） 热诱导修复，
室温自然冷却， ３％ Ｈ２Ｏ２ ⁃甲醇抑制内源性过氧化物酶，
１０％ 山羊血清室温封闭 ３０ ｍｉｎ， 分别在 ３７ ℃下孵育 ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５ （１ ∶ １００）、 ｐ３８ ＭＡＰＫ （１ ∶ ２００） 抗体， ４ ℃ 孵育过

夜， ＰＢＳ 洗涤后经 ＨＲＰ 酶标记的二抗 ３７ ℃孵育 １ ｈ， ＰＢＳ
洗涤后 ＤＡＢ 显色， 苏木素染核， ０􀆰 ４％ 盐酸酒精分化， 吹

干后中性树脂封片。 于显微镜下随机选取每张切片 ３ 个视

野， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白表达。
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２􀆰 １４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测患处组织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ３８ ＭＡＰＫ 蛋

白表达　 精密称取小鼠患处肌肉组织约 ５０ ｍｇ， 用含蛋白

酶和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 缓冲液裂解， 提取蛋白， ＢＣＡ
法检测含量， ＰＢＳ 稀释至质量浓度 ２ μｇ ／ μＬ， 与 ５×Ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 按 ４ ∶ １ 比例混匀， ９５ ℃加热 １０ ｍｉｎ， １２ ０００ ×ｇ 离心

１０ ｍｉｎ， 加入蛋白上样缓冲液， 冷冻保存。 制备聚丙烯酰

胺凝胶， 上样， 电泳， 湿转法转移至 ＰＶＤＦ 膜， ５％ 脱脂奶

粉溶液室温封闭 １ ｈ， 分别加入 ｐ３８ ＭＡＰＫ （１ ∶ ２ ０００）、
ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ （１ ∶ ５ ０００） 抗体， ４ ℃孵育过夜， 次日加入二

抗 （１ ∶ ５ ０００） 室温孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 发光液曝光显影， 以 β⁃
ａｃｔｉｎ 为内参， 图像分析系统分析目的条带， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ
软件计算蛋白条带灰度值。
２􀆰 １５　 统计学分析 　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差

分析， ２ 组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计

学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 形态　 低、 中、 高剂量浓缩液均呈现棕褐色至棕黑

色， 见图 １。 基于以上浓缩液制备的凝胶制剂均呈半固体

凝胶状， 黏附性和涂展性均较好， 便于在皮肤局部涂抹给

药， 且易于清洗。

注： 箭头所指为倒置瓶底黏附水凝胶。

图 １　 洗伤方水煎液及其水凝胶外观形态

３􀆰 ２　 ｐＨ 值 　 水凝胶 ｐＨ 值在 ４􀆰 ０ ～ ５􀆰 ０ 之间， 见图 ２。 同

时， 溶液呈弱酸性， 可能是由于药液中具有多种中药成分，
并以酸性物质居多。 另外， 室温放置 ５ ｄ 后其 ｐＨ 值没有受

到影响。

注： Ａ 为 ｐＨ 显色指示， Ｂ～Ｃ 分别第 ０、 ５ 天溶液 ｐＨ 值。

图 ２　 洗伤方水凝胶 ｐＨ 值

３􀆰 ３　 保湿作用　 随着制剂暴露在空气中的时间延长， 未添

加甘油的制剂比添加甘油的更干燥， 在 ２４ ｈ 内后者仍保持

湿润， 而前者在不足 ６ ｈ 时已经干燥， 见图 ３， 说明制剂中

加入甘油后可延长保湿效果， 有利于药物释放和经皮吸收。

图 ３　 制剂保湿效果观察

３􀆰 ４　 流变学　 随着剪切速率增加， 水凝胶剪切应力缓慢上

升， 剪切黏度迅速降低， 见图 ４Ａ～ ４Ｂ， 由最开始的高黏度

物质变为低黏度物质， 提示制剂在凝胶态时具有剪切稀化

行为， 为非牛顿流体， 这为其易于在局部涂抹应用提供了

理论支持。 同时， 该制剂的储存模量均大于损耗模量， 偏

向于固体特性。 可溶性淀粉糊化形成的水凝胶具有一定的

黏弹性， 涂抹于局部皮肤后可形成相对固定的凝胶膜， 有

利于在局部发挥缓释长效治疗作用。 另外， 制剂中有无添

加甘油均不影响其凝胶的流变性能， 见图 ４Ｃ～４Ｄ。

注： Ａ、 Ｂ 分别为剪切应力、 黏度随剪切速率的变化曲线， Ｃ、 Ｄ 分别为储存模量、 损耗模量随频率的变化曲

线。 Ａ、 Ｃ 均为添加甘油组， Ｂ、 Ｄ 均为无甘油组。

图 ４　 洗伤方水凝胶流变学实验结果
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３􀆰 ５　 微观结构　 水凝胶呈现疏松多孔的结构， 分布相对均

匀， 见图 ５。 但其微观结构不明显， 未观察到网状结构， 可

能与放大倍数不足及药物填充有关， 提示淀粉糊化所形成

的水凝胶网络经药物填充后， 呈现较为细腻均一的质地，
表明药物分布均匀， 并且有利于贮存、 运输和局部应用。

图 ５　 洗伤方水凝胶 ＳＥＭ 图

３􀆰 ６　 洗伤方水凝胶对小鼠肌肉损伤部位评分的影响　 造模

２ ｈ 后， 小鼠腿部肌肉明显肿胀， 皮下出血， 损伤部位皮肤

紫暗色深， 触摸腿部损伤无骨折。 与模型组比较， 给药后

第 １ 天， 各组小鼠肌肉损伤症状没有改善； 给药后第 ３ 天，
阳性药组和制剂各剂量组小鼠肌肉损伤症状均有不同程度

改善； 给药后第 ７ 天， 改善程度加大， 以制剂高剂量组最

明显， 见图 ６。 与模型组比较， 辅料组小鼠损伤评分无明显

差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 提示载体无明显药效， 不干扰药效评价；
制剂各剂量组评分随剂量增加而减小， 但差异无统计学意

义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 ７， 提示洗伤方水凝胶在一定程度上可

以改善急性软组织损伤。

图 ６　 各组小鼠腿部损伤外观

图 ７　 各组小鼠腿部损伤评分 （ｎ＝６）

３􀆰 ７　 洗 伤 方 水 凝 胶 对 小 鼠 肌 肉 损 伤 组 织 病 理 变 化 的

影响　 造模前， 小鼠腿部肌纤维排列整齐， 可见明显横纹

肌， 细胞核呈扁椭圆形， 骨骼肌肌束丰富， 细胞核位于骨

骼肌肌膜处， 毛细血管完整， 未见破裂出血， 肌肉形态结

构正常； 建立急性软组织损伤模型后， 肌纤维排列紊乱，
骨骼肌细胞点状坏死， 呈现多发性炎症细胞浸润， 间充质

细胞水肿， 并伴随红细胞破裂出血， 说明造模成功。 给药

第 ４ 天后， 与模型组比较， 阳性药组和制剂各剂量组小鼠

肌肉损伤部位均有不同程度好转， 可见炎性细胞浸润； 辅

料组仍出现大量炎症细胞浸润， 细胞染色加深， 细胞质轻

度水肿。 给药第 ７ 天后， 与模型组比较， 阳性药组和制剂

各剂量组小鼠少量炎症细胞浸润， 细胞质染色减弱， 细胞

形态结构相对完整， 以制剂高剂量组最明显。 见图 ８。
３􀆰 ８　 安全性　 与给药前比较， 制剂高剂量组小鼠 ７ ｄ 内腿

部皮肤均无明显差异， 见图 ９， 提示洗伤方水凝胶无明显皮

肤刺激性。 另外， 与正常组比较， 各组小鼠心、 肝、 脾、
肺、 肾脏组织均无明显变化， 见图 １０， 表明洗伤方水凝胶

生物安全性良好。
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图 ８　 各组小鼠腿部肌肉损伤组织 ＨＥ 染色 （２００ μｍ）

注： Ｄ０～Ｄ７ 分别为给药前及给药后 １～７ ｄ 内。

图 ９　 制剂高剂量组小鼠给药部位皮肤外观

３􀆰 ９　 洗伤方水凝胶对小鼠损伤肌肉组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平

的影响　 经人为击打的小鼠腿部受损部位明显肿胀、 淤

血［４⁃６］ 。 与正常组比较， 模型组小鼠腿部受损肌肉组织

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比

较， 阳性药组和制剂高剂量组小鼠腿部受损肌肉组织 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 制剂低、 中剂量组 ＴＮＦ⁃α 水

平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 辅料组 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平差

异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见图 １１， 提示辅料对其没有

干预作用， 洗伤方水凝胶可改善小鼠的软组织损伤情况，
并呈剂量依赖性。

图 １０　 各组小鼠主要脏器组织 ＨＥ 染色 （２００ μｍ）
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注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １１　 各组小鼠软组织损伤肌肉组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

３􀆰 １０ 　 洗伤 方 水 凝胶 对 小 鼠肌 肉 组 织 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ３８
ＭＡＰＫ 蛋白表达的影响 　 与正常组比较， 模型组小鼠肌肉

组织 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阳性药组和制剂各剂量组小鼠肌肉

　 　 　

组织 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达降低 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）， 以制剂高剂量组最明显， 见图 １２～１３， 提示洗伤

方水凝胶可有效缓解重物砸伤引起的软组织损伤， 而抑制

ＮＦ⁃κＢ 和 ＭＡＰＫ 信号通路的激活可能是其潜在机制［７⁃８］ 。

图 １２　 各组小鼠软组织损伤肌肉组织 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达免疫组化图 （１００ μｍ）

注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １３　 各组小鼠软组织损伤肌肉组织 ｐ３８ ＭＡＰＫ、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

急性软组织损伤是临床常见的运动损伤， 通常由各种

急性外伤或直接暴力作用于机体等所致， 造成人体皮肤、
皮下浅深筋膜、 肌肉、 韧带等组织的病理损害［９］ ， 临床表

现为疼痛、 局部水肿、 瘀伤、 肌纤维断裂等［１０］ ， 严重影响

患者的生活质量［１１］ 。 本病在中医中属于 “伤筋” 范畴， 病

机为外伤损及筋脉经络， 导致气血淤阻， 运行不畅， 不通

则痛； 血络破损， 血溢于外而导致肿胀［１２］ ， 临床上主张活

血化瘀、 消肿止痛， 形成以内外兼治、 筋骨并重为特色的

体系。
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中医临床常以活血止痛类中药煎汤外洗治疗急性软组

织损伤， 临床疗效良好， 如自拟活血止痛散［１３］ 。 洗伤方由

红花、 接骨草、 苏木等 １１ 味中药组成， 具有活血、 止痛、
消肿功效， 但其流动性强， 给药不便， 不利于贮存和携带，
患者依从性差。 水凝胶因其与外洗汤剂性质相近， 制备方

法快捷简便， 最适合作为后者临方制剂的剂型， 它以水为

分散介质， 在共价键、 氢键或分子间的范德华力等作用下

形成的一种互穿网络的三维网状结构材料， 因含水量高、
溶胀快、 柔软、 具有橡胶般的黏稠性、 良好的生物相容性

等优点得到广泛应用［１４］ ， 适用于皮肤、 黏膜及腔道给药。
中药凝胶剂克服了传统中药外用制剂黏附性弱、 体感不佳、
易致敏等缺点， 为后者提供了一种良好的剂型［１５］ 。

作为制备水凝胶的常用辅料之一， 淀粉是由单一类型

的糖单元组成的多糖类天然来源的高分子材料［１６］ ， 其颗粒

经受热和吸水后膨胀、 破裂、 分子链缠结， 形成含有一定

水分的网状结构复合物， 即水凝胶［１７］ 。 由于淀粉来源丰

富， 价格低廉， 无毒性和刺激性， 以其为原料制备的水凝

胶生物相容性好， 易被生物降解， 吸水性高， 成本低， 因

此被广泛应用于生物传感器、 医用敷料、 药物输送载体、
组织工程支架、 土壤保护等领域， 已成为最有前途的生物

材料之一［１８］ 。 本研究选用可溶性淀粉作为洗伤方水凝胶的

基质材料， 经过简单的加热糊化工艺制成载体， 具有良好

的载药性能和流变学性质。
以水溶性淀粉经糊化制备的洗伤方水凝胶制剂质地细

腻顺滑， 略具弹性， 局部外用黏附性强， 未出现流动及所

含水分向周围皮肤浸扩等情况， 对于小鼠急性软组织损伤

具有干预作用， 提示药物有效成分可经其扩散至皮肤角质

层， 并被有效吸收。 洗伤方中红花有效成分羟基红花黄色

素 Ａ 可通过 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 信号通路对去卵巢骨质疏松大鼠骨

组织损伤发挥保护作用［１９］ ； 赤芍主要有效成分芍药苷具有

抗炎、 镇痛等作用， 可调节 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路， 干

预血栓闭塞性脉管炎大鼠［２０］ ； 莪术有效成分莪术醇具有抗

炎、 抗氧化、 抗肿瘤等作用， 能通过激活 ｐ３８ ＭＡＰＫ 介导

的线粒体凋亡途径， 诱导人舌鳞状细胞癌细胞 Ｔｃａ⁃８１１３ 凋

亡［２１］ ； 伸筋草乙醇提取物能抑制大鼠佐剂性关节炎继发病

变， 降低血清 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６ 水平［２２］ 。 本研究显示，
洗伤方对 ＭＡＰＫ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的潜在调节作用可能是其

干预小鼠软组织损伤的重要机制之一。 另外， 洗伤方所含

众多中药具有抗炎、 抗氧化、 镇痛等作用， 共同参与改善

小鼠软组织损伤。
综上所述， 本研究为临床使用洗伤方治疗急性软组织

损伤提供了理论依据。 另外， 选择可溶性淀粉糊化水凝胶

作为其经皮给药载体时简便易行， 成本低廉， 有利于临方

配制， 生物相容性良好， 为中药汤剂局部外用提供了便捷

的制剂手段。
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摘要： 目的　 观察温胆汤对 ＡｐｏＥ－ ／ －动脉粥样硬化 （ＡＳ） 小鼠血管内皮功能及脂联素 （ＡＰＮ） 的影响。 方法　 将 ５０
只 ８ 周龄雄性 ＡｐｏＥ－ ／ － 小鼠随机分为模型组、 ＡＰＮ 组 （１０ μｇ ／ ｋｇ） 及温胆汤低、 中、 高剂量组 （３􀆰 ９、 ７􀆰 ９、 １５􀆰 ６
ｇ ／ ｋｇ）， 通过高脂饲料喂养 １２ 周构建 ＡＳ 模型； 另取 １０ 只 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠作为正常组， 予普通饲料喂养 １２ 周。 第 ９ 周

开始， 各组小鼠给予相应药物干预 ４ 周， 第 １２ 周末给药后取材。 油红 Ｏ 染色评估脂质沉积情况； ＨＥ 染色观察斑块形

成情况； 全自动生化分析仪检测血脂水平； 试剂盒检测血清 ＡＰＮ、 ＮＯ、 ＥＴ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平； 免疫荧光染色检测

主动脉血管 Ｍ１ 型巨噬细胞浸润水平； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测主动脉 ＡＰＮ、 ＭＣＰ⁃１ 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达。
结果　 与模型组比较， 温胆汤中、 高剂量组脂质沉积减少， ＡＳ 斑块面积减小 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＴＣ、 ＴＧ、 ＬＤＬ⁃Ｃ 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 血清 ＡＰＮ、 ＮＯ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＥＴ⁃１、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； Ｍ１ 型巨噬细胞

（Ｆ４ ／ ８０＋ＣＤ８６） 浸润水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ＭＣＰ⁃１ 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＡＰＮ 蛋白、 ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 温胆汤能够改善 ＡｐｏＥ－ ／ －小鼠 ＡＳ 情况， 减轻脂质沉积， 其作用机制可能与上调脂联素、 改善血管

内皮功能、 抑制炎症反应相关。
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　 　 据 ＷＨＯ 统计， 心血管疾病 （ ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ，
ＣＶＤ） 是目前全球人类死亡的主要病因［１］ ， 我国患病人数

约有 ３􀆰 ３ 亿， 其发生率和死亡率均位居世界首位， 且仍处

于上升阶段［２］ 。 动脉粥样硬化 （ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ， ＡＳ） 是

ＣＶＤ 形成的主要病理基础之一［３］ ， 涉及脂质代谢异常、 炎

症反应、 血管内皮损伤及功能紊乱等［４⁃５］ 。 研究发现， 脂联

素 （ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ， ＡＰＮ） 是血管外周脂肪组织分泌的重要活

性因子， 可通过调节脂质代谢、 改善胰岛素抵抗、 抗炎和

改善血管内皮功能发挥抗 ＡＳ 的作用［６⁃７］ 。
中医认为， 痰浊是 ＡＳ 的重要致病因素之一［８］ 。 温胆

汤是化痰经典名方， 该方及其加减方在 ＣＶＤ 治疗中应用广

泛， 临床疗效确切［９⁃１０］ 。 课题组预实验发现， 温胆汤能够

有效改善 ＡＳ 小鼠血脂代谢， 减少斑块形成， 且能上调

ＡＰＮ 表达， 但其作用机制尚不清楚。 基于此， 本研究以

ＡＰＮ 为切入点， 探讨温胆汤能否通过上调 ＡＰＮ 改善血管内

皮功能及炎症反应， 发挥抗 ＡＳ 的作用， 以期为该方临床

应用提供科学依据。
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