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摘要# 目的!研究消定膏 "无名异’ 儿茶’ 大黄等$ 对兔环氧化酶’" "GE‘’"$’ 前列腺素 0" "@c0"$’ 环磷酸腺苷
"7?C@$ 不同时相表达的影响% 探讨其对骨折愈合的作用机制& 方法!将 #"- 只新西兰大耳白兔随机分为空白组’ 模

型组’ 青鹏膏组 "棘豆’ 亚大黄’ 诃子等$ 和消定膏组% 除空白组外% 其余各组均采用骨缺损法造成尺骨 % 11骨缺

损模型% 造模成功后% 空白组’ 模型组仅做外固定& 用药后第 %’ &’ #(’ "- 天各组随机抽取 - 只% 取骨痂组织% 光

镜下观察病理形态学变化% 实时荧光定量’聚合酶链式反应 "]L*’@GL$ 检测骨痂组织 =!WV9 1LH?表达水平% 免疫

组化法检测骨痂组织@c0"’ 7?C@蛋白的表达& 结果!与模型组’ 青鹏膏组比较% 消定膏组骨痂和胶原纤维的形成明
显优于其他组% 消定膏组=!WV9 1LH?表达及@c0"’ 7?C@蛋白表达在术后 &’ #( >明显增强 ",h$M$.$% 且在术后
#( >左右出现峰值& 结论!消定膏具有明显的促进骨折愈合作用% 可能与其对 GE‘’"A@c0" A7?C@信号通路的影
响有关&

关键词! 消定膏( 骨缺损( 环氧化酶’" "GE‘’"$( 前列腺素0" "@c0"$( 环磷酸腺苷 "7?C@$
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!!骨折是临床常见病和多发病% 骨折愈合是一个
涉及多种细胞’ 细胞因子及各种基因表达的复杂生
物学过程& 现代医学研究表明% GE‘’" 的催化产物
@c0" 及其第二信使 7?C@通过成骨细胞的募集和

分化等重要环节调控骨折愈合,#- & 消定膏是甘肃
中医药大学附属医院院内制剂% 在促进骨愈合方面
疗效明确% 课题组前期通过大量病例观察证实% 消
定膏在骨折早期具有明显的消肿’ 止痛作用,"- %
且能明显促进骨折愈合% 缩短骨折愈合时间,%- %
但其机理尚未明了& 为进一步揭示其作用机制% 本
研究观察消定膏对兔尺骨骨折愈合中环氧化酶’"
"GE‘’"$’ 前列腺素 0" "@c0" $’ 环磷酸腺苷
"7?C@$ 不同时相表达的影响% 为其治疗骨折的
临床应用提供理论依据&
%K材料与方法
#M#!材料
#M#M#!实验动物!/ 月龄健康新西兰大耳白兔 #"-

只% 雌雄各半% 体质量 ""M. g$M.$ [T% 由兰州
生物制品研究所提供% 许可证号 BG‘J "甘$
"$#"’$$$#&
#M#M"!试验药物与仪器!消定膏 "甘肃中医药大
学附属医院药剂科统一提供% 院内制剂批号为甘药
制字p$($#$-&(% 每盒 "$ T% 由无名异’ 儿茶’ 酒
大黄’ 紫荆皮组成$( 青鹏膏 "西藏奇正藏药股份
有限公司% 国药准字 p.($"$#($% 组成为棘豆’ 亚
大黄’ 诃子’ 铁棒锤’ 毛诃子’ 余甘子’ 安息香’
宽筋藤’ 人工麝香$& 戊巴比妥钠 "天津金耀氨基
酸 有 限 公 司% 国 药 准 字 P#"$"$%-#% 批 号
#%$.#$#$( 苏木素 "上海如吉生物科技发展有限
公司% 批号 #"$)"#$( 伊红 "上海化学试剂总厂%
批号 -)#$"($& 无水乙醇 "天津市富宇精细化工有
限公司% 批号 "$#%###$$( ).!乙醇 "山东利尔康
医疗科技股份有限公司% 批号 ##$&"#L$( 盐酸
"北京化工厂% 批号 "$#%$%"-$( B?aG免疫组化试
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剂盒’ F?a显色试剂盒及一抗’ 二抗均购于北京
博奥森生物技术有限公司( 总 LH?提取试剂盒’
逆转录试剂盒及 @GL试剂盒由 @D81+T2公司提供(
=!WV9’ >T,"P引物由生工生物工程 "上海$ 股
份有限公司设计合成( E,41Z<9光学显微镜
"a‘.#% 日本% 奥林巴斯销售服务有限公司$(
J+;>D8高速冷冻离心机 "a38V<T+VD+978F’%&."$
E9S+D8>+% 德国% 北京昊诺斯科技有限公司$( L+’
2,’*31+荧光@GL仪 "美国伯乐公司$( 凝胶成像
分析系统 "O;3R+D92,P88> %% 美国% a38’L2> 公
司$( 图像分析系统! n12T+’@D8@,<9/M$ 软件&
#M"!方法
#M"M#!动物分组!所有动物适应性喂养 & >% 称定
体质量% 随机分为空白组 "%" 只$ 和造模组 ")/
只$% 采用骨缺损法造成尺骨 % 11骨缺损模型& 造
模成功后% 再将造模组动物随机分为模型组 "%"
只$’ 青鹏膏组 "%"只$ 和消定膏组 "%"只$&
#M"M"!动物造模!参考文献并结合实际% 采用骨
缺损法造成尺骨 % 11骨缺损模型,(- & 造模组全部
动物以 %!戊巴比妥钠 "%$ 1TA[T$ 耳缘静脉麻醉
后左前肢剪毛’ 脱毛’ 消毒% 固定于实验台% 手术
切开皮肤% 分离皮下组织% 暴露尺骨& 无菌纱布保
护周围软组织% 用微型骨膜剥离器撬起尺骨% 用咬
骨钳造成约 % 11的骨缺损% 深度约为尺骨的 #A%&
止血后% 生理盐水冲洗% 逐层缝合% 术毕缝合伤
口& 不使用任何外固定& 手术过程均在严格无菌条
件下进行% 并由同一实验人员操作% 造模后拍摄‘
光片% 以确认骨折模型是否成功& 术后抗感染治疗
% >% 给予庆大霉素注射液 ($ $$$ O肌肉注射%
# 次A>& 术后分笼饲养% 自由进食&
#M"M%!动物用药!造模成功’ 待伤口干燥无渗液
后开始用药& 消定膏组外敷消定膏% 将消定膏均匀
涂抹在约 " 71e( 71医用纱布上% 厚约 $M% k
$M. 71% 在左前肢将涂抹好的消定膏环形外敷于损
伤部位周围处 "手术切口处碘伏消毒% 并用 " 层
无菌纱布覆盖$% 绷带包扎后用自制针筒固定% 每
天更换 # 次% 连续 ( 周( 阳性对照组外敷青鹏膏%
方法同上% 每天更换 # 次% 连续 ( 周( 模型组仅在
手术切口处碘伏消毒% 无菌纱布覆盖% 绷带包扎后
用自制针筒固定( 空白组自由饲养&
#M%!标本处理及组织形态学观察!分别于用药后
第 %’ &’ #(’ "- 天 ( 个不同时相点% 各组随机抽
取 - 只% 麻醉% 栓塞致死% 取左尺骨标本& 每个标
本取材包括骨缺损及其周围组织 "长约 # 71$% 脱

钙% 苏木精’伊红 "P0$ 染色法进行染色% 光镜下
观察病理形态学变化&
#M(!免疫组化检测 @c0"! 7?C@蛋白表达!取各
组动物标本组织% 常规制片% 分别按@c0"’ 7?C@
免疫组化试剂盒说明书方法进行免疫组织化学染
色% 光镜下棕黄色或棕褐色颗粒判定为阳性细胞%
n12T+’@D8@,<9/M$ 软件分析 @c0"’ 7?C@蛋白表
达情况% 并计算平均光密度 "1+2; 8ZS372,>+;93S4%
CEF$&
#M.!骨痂组织的 =!WV9 1LH?表达!取样品加入
适量的 *D3X8,试剂提取总 LH?% 检测 LH?浓度%
逆转录为 7FH?% 逆转录参照 . e@D31+B7D3ZSL*
C29S+DC3\逆转录试剂盒说明操作& 查阅文献% 确
定 =!WV9 的引物% 以 >T,"P为内参% =!WV9 的
正’ 反 向 引 物 分 别 为 . )’?**c?GG?c?cG?c’
cG?c?*’%)’ .)’G?cG?cccG?cc?*?G?c**’%)(
内源性 >T,"P作为对照% 正’ 反向引物分别为
. )’?*cc*c??cc*Gcc?c*c??’% )’ . )’Gc*ccc
*cc??*G?*?G*cc’%)( ]@GL 反 应 参 照 BNaL
@D+13\0\*2] %荧光物质试剂盒说明操作% ). f
预变性 #$ 13;% ). f变性 #. 9% /$ f退火延伸
# 13;% 循环 ($ 次& "’))GS法定量分析&
#M/!统计学分析!所有计量资料结果采用 B@BB
#&M$ 软件分析% 数据以 Dg3表示% 组间数据和愈
合时间的主效应分别采用独立样本’检验和单因素
方差分析% 设定检验水准为 $M$.% ,h$M$. 为差异
有统计学意义&
LK结果
"M#!术后不同时相 ‘光片表现!术后 % >% 除空
白组外% 其余各组骨缺损区清晰( 术后 & >% 消定
膏组与青鹏膏组骨缺损区较为模糊% 呈云雾状阴
影( 术后 #( >% 消定膏组骨缺损区及周围出现规则
的骨痂% 骨折线模糊% 青鹏膏组骨痂桥接缺损区%
外骨痂呈梭形生长% 模型对照组骨缺损区出现大量
的云雾状阴影( 术后 "- >% 消定膏组骨缺损区骨痂
基本消失% 髓腔基本贯通% 青鹏膏组有大量骨痂填
满骨缺损区% 有少量的髓腔贯通% 模型组出现骨
痂% 骨缺损区模糊% 有骨痂生长& 见图 #&
"M"!病理形态学观察结果!术后 % >% 光镜下空白
组为正常的骨痂及胶原纤维组织形态% 消定膏组’
青鹏膏组’ 模型组均有炎性细胞浸润( 术后 & >%
消定膏组’ 青鹏膏组有少量骨小梁形成% 血肿消
失% 可见较多的肉芽组织及新生毛细血管% 消定膏
组更为明显% 模型组未见骨小梁形成( 术后 #( >%
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图 %K术后不同时相点各组动物]光片表现
T(8Q%K]4029 R+0*’0/26,+’*26(/27.(6320(’V.80’VR.2-&(**+0+6--(/+R’(6-.2*-+0’R+02-(’6

消定膏组可见大量骨小梁形成% 排列整齐% 断端间
可见大量成骨细胞% 成纤维细胞明显减少% 外骨痂
内可见大量成熟软骨细胞% 青鹏膏组次之% 模型组
则出现大量的肉芽组织和新生的毛细血管% 骨小梁
形成较少% 排列较为稀疏% 未见明显外骨痂形成(
术后 "- >% 消定膏组纤维骨痂消失% 软骨骨痂减
少% 出现大量的类骨组织% 骨小梁粗大% 排列整
齐% 骨髓腔已经贯通% 可见少量胶原纤维% 而青鹏
膏组与模型组形成大量的纤维骨痂% 软骨骨痂增
多% 骨小梁排列紊乱% 其内部仍可见大量胶原纤
维% 髓腔未贯通& 见图 "&
"M%!免疫组化检测结果
"M%M#!@c0" 在不同时相CEF变化!除空白组外%
@c0" 表达在术后逐渐增高% 术后 #( > 达到峰值%
然后下降& 与空白组比较% 模型组术后 &’ #(’
"- >时 @c0" 表达增高% 具有统计学意义 ",h
!!!!!

$M$.$( 消定膏组分别与模型组’ 青鹏膏组对比%
具有统计学意义 ",h$M$.$( 模型组与青鹏膏组
组间无统计学意义 ",i$M$.$& 术后 &’ #( > 时%
消定膏组@c0" 表达明显高于模型组和青鹏膏组(
术后 "- >时% 则明显低于模型组和青鹏膏组 ",h
$M$.$& 见表 #&
"M%M"!7?C@在不同时相 CEF变化!消定膏组和
青鹏膏组 7?C@表达在术后逐渐增高% 术后 #( >
达到峰值% 然后下降( 与空白组比较% 模型组术后
&’ #(’ "- >时 7?C@表达增高% 具有统计学意义
",h$M$.$( 消定膏组分别与模型组’ 青鹏膏组对
比% 具有统计学意义 ",h$M$.$( 模型组与青鹏
膏组组间无统计学意义 ",i$M$.$& 术后 &’ #( >
时% 消定膏组7?C@表达明显高于模型组和青鹏膏
组( 术后 "- > 时% 则明显低于模型组和青鹏膏组
",h$M$.$& 见表 "&
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图 LK术后不同时相点各组动物骨痂病理形态学观察 $B)% Y%ZZ&
T(8QLKB(.-’R2-5’7’8(,27’:.+032-(’6’*:’6+,277V.’*26(/27.(6320(’V.80’VR.2-&(**+0+6--(/+

R’(6-.2*-+0’R+02-(’6$B)% Y%ZZ&

表 %K术后不同时相点"[)L 的ACD比较 $*N+% #Ô &
=2:Q%K?’/R20(.’6’*-5+ACD’*"[)L 2-&(**+0+6--(/+R’(6-.2*-+0’R+02-(’6$*N+% #Ô &

组别 术后 % > 术后 & > 术后 #( > 术后 "- >
空白组 $M#&) g$M$$) $M#&/ g$M$$) $M#&" g$M$#" $M#&$ g$M$$-
模型组 $M#&# g$M$$. $M#). g$M$#-$ $M"(" g$M$#.$ $M"#% g$M$#/$

青鹏膏组 $M#&# g$M$$) $M"$& g$M$"/ $M"() g$M$%# $M"## g$M$#/
消定膏组 $M#&) g$M$## $M"/) g$M$".%! $M"&- g$M$%.%! $M#&- g$M$##%!

!!注!与模型组比较%%,h$M$.(与青鹏膏组比较%!,h$M$.(与空白组比较%$,h$M$.

表 LK术后不同时相点,!A"的ACD比较 $*N+% #Ô &
=2:QLK?’/R20(.’6’*-5+ACD’*,!A"2-&(**+0+6--(/+R’(6-.2*-+0’R+02-(’6$*N+% #Ô &

组别 术后 % > 术后 & > 术后 #( > 术后 "- >
空白组 $M#/- g$M$$) $M#/& g$M$$- $M#/) g$M$$- $M#/- g$M$#$
模型组 $M#/" g$M$$/ $M#-$ g$M$$&$ $M"%# g$M$$-$ $M"%/ g$M$$-$

青鹏膏组 $M#/" g$M$$- $M#-- g$M$#$ $M"/# g$M$#" $M""( g$M$#$
消定膏组 $M#/- g$M$$) $M"$" g$M$$)%! $M"-& g$M$#$%! $M"#" g$M$#"%!

!!注!与模型组比较%%,h$M$.(与青鹏膏组比较%!,h$M$.(与空白组比较%$,h$M$.

"M(!骨痂组织 =!WV9 1LH?表达结果!各组不同
时相=!WV9 1LH?的 EF"/$A"-$数值均集中在 #M- k
"M$ 之间% 说明纯度高% 杂质含有量少% 质量合

格% 可以进行L*’@GL检验& 与空白组比较% 模型
组术后=!WV9 表达下调% 术后 "- > 时下调最明显
",h$M$.$( 与模型组比较% 消定膏组和青鹏膏组
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术后=!WV9 表达上调% 在术后 #( > 时表达最明显
",h$M$.$% 消定膏组分别与模型组’ 青鹏膏组对
比% =!WV9 表达在组别及时间主效应存在统计学意
义 ",h$M$.$% 但术后 % >% 模型组’ 青鹏膏组’
消定膏组组间无统计学意义 ",i$M$.$& 见表 %&
表 MK各组,3456 />G!表达比较 $*N+% #Ô &

=2:QMK?’/R20(.’6’*,3456 />G!+UR0+..(’6.2/’68
320(’V.80’VR.$*N+% #Ô &

组别 术后 % > 术后 & > 术后 #( > 术后 "- >
空白组 #M$$ g$M$# #M$$ g$M$# #M$$ g$M$# #M$$ g$M$#
模型组 $M)& g$M$" $M)( g$M#($ $M-. g$M#/$ $M/) g$M#.$

青鹏膏组#M$/ g$M$. "M$) g$M#" (M$% g$M". %M() g$M"/
消定膏组#M$- g$M$% "M/. g$M#$%! (M)- g$M"#%! (M## g$M""%!

!!注!与模型组比较%%,h$M$.(与青鹏膏组比较%!,h$M$.(

与空白组比较%$,h$M$.

MK讨论
本研究中消定膏由紫荆皮’ 儿茶’ 无名异’ 大

黄组成& 方中无名异始载于 *雷公炮炙论+% 为氧
化物类矿物软锰矿的矿石% 主要为二氧化锰
"C;E" $

,.- % 性味咸’ 甘’ 平% 无毒% 归肾’ 肝
经% 具有去瘀止痛% 消肿生肌% 续骨长肉之功效%
.主金疮折伤内损% 止痛% 生肌肉/ " *证类本
草+$’ .咸入血% 甘和血% 治金疮折伤% 痈疽肿
毒% 止痛生肌/ " *本草丛新+$’ .去瘀止痛/’
.续骨长肉/% 具有保护骨骼’ 促进骨断面愈合及
抗炎镇痛等作用,/- % 为君药( 儿茶膏性味苦’ 涩’
微寒% 归肺’ 心经% 具有活血止痛’ 止血生肌的功
效% 用于跌扑伤痛’ 外伤出血% *本草纲目+ 云
.生肌定痛% 止血收湿/% 现代药理研究证明,&-儿
茶膏有效成分儿茶素对体外血小板聚集有明显的抑
制作用% 还可显著抑制大鼠实验性血栓的形成% 明
显降低大鼠血浆血栓素 ?" "*‘?"$ 的含有量% 具
有活血化瘀之效% 辅助无名异% 共奏去瘀止痛’ 续
骨生肌之功( 紫荆皮味苦’ 性平% 归肝’ 脾经%
*本草纲目+ 云 .紫荆气寒味苦% 色紫性降% 入手
足厥阴血分& 寒胜热% 苦走骨% 紫入营% 故能活血
消肿% 利小便而解毒/% 故具有清热解毒’ 活血通
经’ 消肿止痛之功效% 主要化学成分为黄酮类’ 二

苯乙烯类’ 酚酸类及二苯并氧杂艹卓类% 具有显著
的抗炎镇痛作用’ 抑菌活性及抗氧化活性,-- ( 大
黄性味苦’ 寒% 无毒% 归脾’ 胃’ 大肠’ 肝’ 心包
经% 功效凉血解毒’ 逐瘀通经% 主治痈肿疔疮’ 瘀
血经闭’ 跌打损伤% 现代药理研究证明,)- % 大黄
能提高血浆渗透压% 降低血液高黏度% 改善血栓素
与前列腺素的比值% 扩容及改善微循环% 增加局部

血流供应% 具有显著的活血化瘀功效% 与紫荆皮共
为佐使% 奏活血凉血’ 通经止痛’ 逐瘀生新之功&

现代医学研究证明,#$- % 骨组织中 GE‘’" 酶的
合成及其催化的@c0" 随机械负载的增加而很快增
多% 并伴有胞内 7?C@和 FH?合成的上升% 提示
GE‘’"’ @c0"’ 7?C@这一信号通路介导了应力对
骨代谢及骨折愈合的调节& 有研究表明% GE‘’" 和
@c0" 在骨的新陈代谢中具有双向调节功能% 低剂
量的 @c0" 以刺激成骨细胞增殖’ 促进骨生成为
主( 高剂量的 @c0" 则能够提高成骨细胞内的
7?C@水平% 使其向破骨细胞转化% 从而刺激骨
吸收,##- &

骨折愈合过程中% GE‘’"A@c0" 传导通路被激
活% @c0" 高表达% 促使充质干细胞 7’V8\’ 原癌基
因 "7’=<;$ 和早期生长反应基因 "+TD’#$ 表达%
加强骨间质细胞向成骨细胞的转化% 加快新骨生
成,#"- & GE‘’" 催化合成的@c0" 介导成骨细胞内的
7?C@而发挥成骨效应% 加速成骨细胞增殖分化成
熟% 促进骨痂的钙化和重塑% 以及提前形成软骨内
成骨和编织骨痂% 使骨折愈合提前& 此外% 成骨细
胞内的*型胶原纤维’ 骨钙素 "EG$ 等都与软骨
内化骨相关的重要细胞外基质蛋白% 它们的合成受
到@c0" 和7?C@调控&

本实验研究结果显示% 消定膏组和青鹏膏组
GE‘’"’ @c0"’ 7?C@表达在术后逐渐增高% #( >
左右达到峰值% 然后下降& 消定膏组分别与模型
组’ 青鹏膏组对比% GE‘’"’ @c0"’ 7?C@表达在
术后 &’ #( >明显增高% 而在术后 "- >降低% 组间
对比均有统计学意义 ",h$M$.$( 在 % > 时% 消
定膏组’ 模型组与青鹏膏组组间无统计学意义
",i$M$.$% 说明消定膏在骨愈合过程中促进
GE‘’"’ @c0"’ 7?C@表达% 激活 GE‘’"A@c0"A
7?C@信号通路% 而在术后 "- >降低% 说明消定膏
促进GE‘’"’ @c0"’ 7?C@表达并使其峰值提前%
从而诱导和增强骨形成&

综上所述% 消定膏能够早期减少炎症细胞的浸
润% 减轻机体应激反应% 降低毛细血管通透性% 减
轻炎症反应和局部肿胀% 促进骨小梁形成及骨痂改
建% 早期启动GE‘’" 因子% 激活 @c0"% 发挥对血
管内皮生长因子 " 0̂cY$’ 7?C@等水平的调节%
减轻炎症反应% 通过激活 GE‘’"A@c0" 及 7?C@’
@J?’GL0a信号传导通路% 释放骨生长因子% 启动
GE‘’"A@c0"A7?C@信号转导% 产生级联反应% 促
使骨折的愈合及骨重建% 从而达到活血化瘀’ 消肿
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止痛’ 促进骨折愈合的功效% 这可能为消定膏促进
骨折愈合的机制&
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摘要# 目的!研究飞龙掌血醇提物的抗炎镇痛作用及其机制& 方法!大鼠用角叉菜胶致炎及福尔马林致痛% 研究飞龙
掌血醇提物的镇痛作用( 0_nB?试剂盒检测角叉菜胶实验大鼠血清中&内啡肽 "&’0@$’ 前列腺素0" "@c0"$’ .’羟
色胺 ".’P*$ 的含有量% 炎症大鼠皮肤组织中肿瘤坏死因子’#"*HY’#$ 及白细胞介素’#&"n_’#&$ 的含有量% 以及
福尔马林实验小鼠血清中白三烯 a( "_*a( $ 的含有量( 免疫组化法观察大鼠脊髓 YEB 及 @物质 "B@$ 蛋白表达&
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