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目的$探讨跌打万应膏治疗踝关节软组织损伤的作用机制!方法$选取雄性大鼠
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只"称重"

随机分为
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组"每组
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只"分别为空白组#模型对照组#跌打万应膏高#中#低剂量组#对照组$冰敷%"空
白组不用药"其他组按体重各自给药!?用经典的重锤坠落法造模建立大鼠踝关节急性软组织损伤模
型"观察各组大鼠第
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天后血清炎性递质
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的水平以及应用荧光聚合酶链式反应
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%及蛋白质免疫印迹技术$
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通路表
达水平的变化!结果$跌打万应膏可降低外周血中的
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基因及蛋白的激活和表达!结论$跌打万应膏
外敷以中剂量疗效为佳"
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信号通路可能是跌打万应膏的作用途径之一!
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跌打万应膏是清代上驷院绰班处传承下来的一种
专门治疗跌打损伤的外用药膏$沿用至今已有上百年
的历史$在本院使用也已有近

%"

年历史'数据显示临
床上踝关节急性软组织损伤发病率逐年升高$且有逐
步年轻化的趋势$对患者的身心健康造成了很大的影
响(

'
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'通过前期临床研究及实验研究已证实跌打万应
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膏具有很好的消肿*消炎*镇痛作用(
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'本研究在前期
研究的基础上进一步探讨跌打万应膏的作用机制$从
血清炎性递质的测定以及从分子生物学角度出发$应
用荧光聚合酶链式反应"
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#及蛋白质免疫印迹技术
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#检测踝关节急性软组织损伤模型大鼠
受损软组织中
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平的变化来阐明和明确跌打万应膏的起效机制'
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材料和方法
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试验动物和分组
选取中国中医科学院实验动物中心体重在
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间
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个月龄的雄性
VG

大鼠$无特定病原体
"

V=<

#级$共
%!

只$许可证编号为
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$随机分为
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组$每组
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只$分别为空白组*模型
对照组*跌打万应膏高*中*低剂量组*对照组"冰敷#$

空白组不用药$其他组按体重各自给药'动物喂普通
饲料$饲养于清洁柜中$饲养时湿度
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动物造模和干预
实验前
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大鼠双腿去毛'实验当天用
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巴比妥钠麻醉后$固定大鼠'采用经典的重锤坠落法
建立皮肤无破损且无骨折的急性软组织损伤动物模
型'剂量设置根据体重进行设计$设计低*中*高三个
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法检测大鼠踝关节软组织中炎性因子
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入二抗$随后加入
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上机显影'
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统计学方法
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统计软件进行数据的录入*管理和统
计$数据均数以
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形式表示'组间比较先检验各组
数据是否符合正态分布$符合正态分布数据采用单因素
方差分析和独立样本
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结果
F7E

"

血清炎性递质的测定
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&高剂量组与对照组相比$

<c"7%II

$

%c"7"$(

$

说明跌打万应膏低剂量组及高剂量组抗炎疗效不及对
照组'中剂量组与对照组相比$

<c"76HI

$

%c"76H!

$

说明两者疗效相当'治疗后第
%

天对照组与模型组相
比$

<c'7IH$

$

%

#

"7"'

&低剂量组与模型组相比$

<c

"d%6$

$

%c"7"$'

&中剂量组与模型组相比$

<c'76%H

$

%

#

"7"'

&高剂量组与模型组相比$

<c"7%H!

$

%c

"d"!H

$说明各组在炎症控制方面均有效'低剂量组与
对照组相比$

<c"7%!%

$

%c"7"$&

&高剂量组与对照组
相比$

<c"7%IH

$

%c"d"$(

$说明跌打万应膏低剂量组
及高剂量组抗炎疗效不及对照组'中剂量组与对照组
相比$

<c"7I!6

$

%c"7HI&

$说明两者疗效相当'各组
血清炎性递质的测定数据见表

$

'

表
G

"

各组血清炎性递质的测定数据表"

:Z;

$

.1

%

*9

#

组别 89#'

"

治疗后第
$

天
""

治疗后第
%

天
""

:;<#

#

治疗后第
$

天
""

治疗后第
%

天
""

空白组
H!7!!Z$7!( HI7%HZI7$6 &!7%'Z67$! &"7(HZ67($

模型组
!'(76%Z''7'%

'

#

'$!76&Z'"7H!

'

#

!'&7(!ZH7'6

'

#

'I'7(%Z'I7'%

'

#

对照组
'6$7HHZ'!7(6

'

#

$

#

&"7('Z(7%%

$

#

'%'7'&Z'$7%!

'

#

$

#

&(7%'Z67%$

$

#

低剂量
'H(7I$Z'$76$

'

#

I

#

(

#

'"&7((ZH7%H

!

#

I

#

(

#

!"$7%%Z'"7!6

'

#

I

#

(

#

'!'7I$Z&7%I

'

#

I

#

(

#

中剂量
'(H76$Z'$7%!

'

#

$

#

H67%$Z67"(

$

#

'6$7&$Z'!7H%

'

#

$

#

&$7!%Z676&

$

#

高剂量
'&'7'6Z'!7&(

'

#

I

#

(

#

'"(7H$Z%7&'

!

#

I

#

(

#

!"(7'%Z''7$$

'

#

I

#

(

#

'!!7H!Z&7(6

'

#

I

#

(

#

注!各组与空白组比较$

'

#

%

#

"7"'

$

!

#

%

#

"7"(

&各组与模型组比较$

$

#

%

#

"7"'

$

I

#

%

#

"7"(

&各剂量组与对照组比较$

(

#

%

#

"7"(

'

F7F

"

荧光实时定量
=>?

检测结果
治疗后第

$

天
:9?A

%

;<#

$

D

通路主要元件
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D*?;J

表达水平各组
与空白组相比$差异均有统计学意义"

%

#

"7"'

#$说明
各组造模成功*合理&各组与模型组数据比较差异均有
统计学意义$说明各组在

:9?A

%

;<#

$

D

通路主要元件
改变方面均有效"

%

#

"7"(

#&跌打万应膏各剂量组与
对照组相比$低剂量组及高剂量组与对照组相比差异
有统计学意义"

%

#

"7"(

#$且数据高于对照组$说明跌

打万应膏低剂量组及高剂量组疗效不及对照组&中剂
量组与对照组数据差异无统计学意义"

%

$

"7"(

#$说
明两者疗效相当&治疗后第

%

天各组与空白组相比$各
组与空白组数据差异有统计学意义"

%

#

"7"'

#$说明
病变仍然存在&对照组及跌打万应膏中剂量组数据略
高于空白组$说明两种效果较好&各组与模型组比较数
据差异均有统计学意义$说明各组均有效"

%

#

"7"(

或
%

#

"7"'

#&跌打万应膏各剂量组与对照组相比$低剂
量组及高剂量组与对照组相比差异有统计学意义

$
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"

%

#

"7"(

#$且数据高于对照组$说明跌打万应膏低剂
量组及高剂量组疗效不及对照组&中剂量组与对照组
数据差异无统计学意义"

%

$

"7"(

#$说明两者疗效

相当'

治疗后第
$

天和第
%

天
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D*?;J

表达水平见图
'

和图
!

'

图
E

治疗后第
$

天
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D*?;J

表达水平

图
F

治疗后第
%

天
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D*?;J

表达水平

F7G

"

@/AB/C0D-4B

法检测结果
治疗后第

$

天
:9?A

%

;<#

$

D

通路主要元件
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D

的蛋白表达水平各组与
空白组相比$数据差异均有统计学意义"

%

#

"7"'

#$说
明各组造模成功*合理&各组与模型组比较数据差异均
有统计学意义$说明各组在

:9?A

%

;<#

$

D

通路主要元
件改变方面均有效"

%

#

"7"(

#&跌打万应膏各剂量组
与对照组相比$低剂量组及高剂量组与对照组相比差
异有统计学意义"

%

#

"7"(

#$且数据高于对照组$说明
跌打万应膏低剂量组及高剂量组疗效不及对照组&中
剂量组与对照组数据差异无统计学意义"

%

#

"7"(

#$

说明两者疗效相当'治疗后第
%

天各组与空白组相
比$数据差异有统计学意义"

%

#

"7"'

#$说明病变仍然
存在&对照组及跌打万应膏中剂量组数据略高于空白
组$说明两种效果较好&各组与模型组比较数据差异均
有统计学意义$说明各组均有效"

%

#

"7"(

或
%

#

"d"'

#&跌打万应膏各剂量组与对照组相比$低剂量组
及高剂量组与对照组相比差异有统计学意义"

%

#

"d"(

#$且数据高于对照组$说明跌打万应膏低剂量组
及高剂量组疗效不及对照组&中剂量组与对照组数据
差异无统计学意义"

%

#

"7"(

#$说明两者疗效相当'

治疗后第
$

天和第
%

天
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D

蛋白表达水平见图
$

和图
I

'

G

"

讨论
急性软组织损伤病理机制是无菌性炎症的改变$

炎症细胞因子在急性软组织损伤的病程发展中发挥重
要的作用(

$

)

$其主要病理过程以局部组织坏死*炎性细
胞膨胀*炎症介质释放*毛细血管扩张*组织水肿等为
主要表现(

I

)

'

89#'

"

和
:;<#

#

是两个主要的促炎细胞因子$参
与炎症早期反应(

(

)

$

89#'

"

是炎症反应中重要的促炎因
子(

6

)

$在体内未受到损伤时的含量较低$但当组织受到
损伤时含量急剧上升$经自分泌和旁分泌刺激细胞因
子产生和炎症介质传递$从而引起组织损伤(

%

)

$因此判
断软组织损伤炎症的严重程度的标准可以依据血液及
局部组织中的

89#'

"

含量(

H

)

'

:;<#

#

是
:;<

家族的
重要成员$也是一类拥有多种生物效能的关键炎性介
质(

&

)

$可以在细胞*亚细胞层次引发一连串炎症级联反
应$且可在血管内皮细胞起作用$诱发血管壁通透性出
现异常$使得血栓生成和局部缺血&还可以激活并诱导
炎性细胞$增加氧自由基*黏附分子*一氧化氮等介质
从而破坏局部组织(

'"

)

'

:;<#

#

具有广泛的生物学效
应$并可诱导细胞凋亡$能使机体发热$促进炎症反应
和诱导炎性细胞因子产生"如

89#'

"

*

89#6

等的产生#$

扩大和诱发炎症反应$通过刺激*生成超氧化物$溶酶
体释放而损伤组织细胞$聚集炎症介质$进而引起连锁
反应$是多种信号通路的关键环节(

''

)

$使机体产生过
度炎症反应$

:;<#

#

含量与创伤严重程度正相关(

'!

)

'

创伤*手术及术后感染等因素$均可导致骨折患者血清
炎症因子水平显著上升(

'$

)

'本研究证实$治疗后第
$

I

>3,0/A/_:C+OE/O:C+N* ` aCB34

.

$

JN

1

7!"!$

$

b4-7$'

$

;47H



图
G

治疗后第
$

天
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D

蛋白表达水平

图
H

治疗后第
%

天
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D

蛋白表达水平
天和第

%

天各组血清
89#'

"

*

:;<#

#

含量与模型组相
比差异均有统计学意义"

%

#

"7"(

或
%

#

"d"'

#$说明
各组在炎症控制方面均有效$治疗后第

%

天跌打万应
膏中剂量组与空白组数据差异无统计学意义"

%

$

"d"(

#$说明跌打万应膏中剂量组是通过抑制局部损伤
组织中

89#'

"

*

:;<#

#

的产生$从而抑制局部炎症反
应$起到治疗大鼠急性软组织损伤的效果'

:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号通路在免疫*炎症*肿
瘤等疾病的发生发展中起着重要作用$是细胞中广泛
存在的信号转导途径(

'I

)

$探讨中药对相关疾病治疗的
分子基础$有大量研究通过中药对这一通路的调节作

用来分析(

'(

)

'

中药具有多组分的物质基础和多环节*多靶点
的作用特性$许多中药对于免疫系统具有调节作用
和良好的刺激活性$研究证实多数中药发挥免疫调
节作用$可以通过调节巨噬细胞分泌

:;<#

#

*增强
;W

细胞活性及刺激
;W

细胞的增殖$以及促进巨噬
细胞*中性粒细胞的吞噬功能和杀菌能力等起效'

最近的研究表明$这些作用与
:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号通路密切相关$如发现桔梗根多糖可通过
:9?I

激活巨噬细胞(

'6

)

&红花多糖可通过
:9?I

激活转录
因子

;<#

$

D

$诱导巨噬细胞合成细胞因子(

'%

)

&白芍有

(
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效成分桂皮醛*白芍总苷可以抑制滑膜成纤维细胞
中

:9?!

*

:9?I

*

89#'

"

*

EE#'$

的表达从而起到抑制
滑膜炎的作用(

'H

)

'近年来对中药复方进行药理研究
一直是中医药现代研究的热点$有关复方对

:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号通路的调节的研究报道也较
丰富'

跌打万应膏方由乳香*没药*血竭*当归*川芎*红
花*苏木*刘寄奴*土鳖虫*自然铜*制马钱子药味组成'

诸药合用$既重活血散瘀$又兼消肿止痛'本方重用红
花*当归各

$"

1

为君药$研究表明当归和红花在剂量
接近时活血效应较好(

'&

)

$前期中医古方数据挖掘的最
常见配比

'e'

正好在这个范围内(

!"

)

$本组方也印证了
这一结果'红花性温$味辛$具有散瘀止痛*活血通经
等功效$其主要化学成分有黄酮*亚精胺*木脂素等$现
代药理研究表明其有较好的调节改善血管作用(

!'

)

'

当归性温$味甘辛$有补血*活血之效'现代药理研究
发现其含有水溶性物质和挥发油$其中当归挥发油部
分中的最主要成分是藁苯内酯$水溶性的主要成分为
阿魏酸及多糖等$阿魏酸能刺激中性白细胞向组织迁
移$可以显著抑制各种致炎因子引起的多种急*慢性炎
症(

!!

)

'现代药理学研究发现当归能够在一定范围内
缓解血流动力学的改变$从而减少缺氧对组织造成的
损害$可在组织局部发挥抗组织纤维化*抗氧化*清除
自由基和抗炎的作用$延缓疾病发展(

!$

)

'

本研究结果表明$与空白组相比$模型组*对照组
及跌打万应膏各剂量组在

:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号
通路元件的

*?;J

和蛋白表达含量差异均有统计学
意义$表明重锤造模成功模拟了急性软组织损伤过程
中

:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号通路在软组织中的激
活'对照组*跌打万应膏各剂量组中

:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号通路元件
:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D

*?;J

和蛋白表达均显著低于模型组而高于空白组$

表明该治疗方法均可以一定程度的抑制受损软组织中
:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号通路激活表达'跌打万应
膏各剂量组与对照组相比显示$跌打万应膏中剂量组
在

*?;J

和蛋白表达效果与对照组相当$跌打万应膏
高*低剂量组在

:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

信号通路元件
的

*?;J

和蛋白表达含量与对照组相比差异有统计
学意义'

大量研究表明炎症和血瘀证在病理*病机及治疗
方面存在密切的关系$炎性因子水平在一定程度上可
以反映瘀血的轻重程度(

!I

)

$活血药还能明显抑制
:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

通路的表达(

!(

)

'跌打万应膏君
药以活血为主$本研究从

:9?A

%

E

F

GHH

%

;<#

$

D

炎症
信号通路角度考虑$结果显示跌打万应膏治疗急性软
组织损伤使得炎症得到缓解$

:9?!

*

:9?I

*

E

F

GHH

*

;<#

$

D

的
*?;J

和蛋白表达均显著降低$使炎症通
路的表达得到抑制$从而控制缓解软组织损伤的症状'

研究结果从分子生物学层面阐释了跌打万应膏治疗急
性软组织损伤的作用机制'
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