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活络效灵丹加味对兔肢体缺血再灌注损伤的
影响
孙德舜 ,李忠娈 ,王小鹤 ,邢攸军
(章丘市中医医院骨科 ,山东 　章丘 　250200)

　　摘要 　目的 :探讨中药方剂活络效灵丹加味在兔肢体缺血再灌注损伤中对骨骼肌的保护作用。方

法 :健康成年兔 32 只 ,随机分为 4 组 ,每组 8 只。应用止血带环扎家兔后肢造成肢体缺血再灌注损伤模

型。Ⅰ组 (活络效灵丹加味预防和治疗)于造模前活络效灵丹加味灌胃 5 d ,并于恢复血流再灌注始继续

活络效灵丹加味灌胃 5 d ; Ⅱ组 (活络效灵丹加味治疗) 、Ⅲ组 (甘露醇治疗) 及 Ⅳ组 (模型对照) 于恢复血

流再灌注始分别中药灌胃、静推 20 %甘露醇、蒸馏水灌胃各 5 d。测定肢体缺血再灌注后 2 d 和 5 d 血

清 MDA、SOD、NO、LDH 的含量 ;制备肢体缺血再灌注后 5 d 的骨骼肌切片 ,进行光镜观察并比较各组

组织学变化。结果 :再灌注 2 d 及 5 d 活络效灵丹加味预防和治疗组、活络效灵丹加味治疗组、甘露醇治

疗组血清 MDA、LDH 值显著低于模型对照组 ;SOD、NO 值显著高于模型对照组 ( P < 0105) 。光镜下活

络效灵丹加味预防治疗组、活络效灵丹加味治疗组、甘露醇治疗组骨骼肌损害轻于空白对照组 ;活络效

灵丹加味预防治疗组、活络效灵丹加味治疗组骨骼肌细胞再生现象较甘露醇治疗组、模型对照组明显 ,

而以活络效灵丹加味预防治疗组为著。结论 :活络效灵丹加味在肢体缺血再灌注损伤中对骨骼肌有保

护作用且能促进骨骼肌细胞再生。
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Abstract 　Objective :To explore the effect of Huoluo2Xiaoling Pellets on ischemia2reperfusion injury of

skeletal muscle in rabbits. Methods :Thirty2two healthy adult rabbits were randomly divided into 4 groups (8

rabbits in each group) . The ischemia2reperfusion injury animal model was produced by prelum artery in rabbit

hind limb. Rabbits of group I were fed with Huoluo2Xiaoling Pellets for 5 days before ischemia and while blood

was recovered to reperfuse after ischemia respectively. Rabbits of group Ⅱwere fed with Huoluo2Xiaoling Pel2
lets for 5 days when blood was recovered to reperfuse after ischemia. Rabbits of group Ⅲwere injected in vein

with 20 % manicol for 5 days and rabbits of group Ⅳwere fed with distilled water for the same time. After 2

days and 5 days of reperfusion ,the contents of matondialdehyde (MDA) ,superoxide dismutase (SOD) ,lactate

dehydrogenase (LDH) and nitric oxide (NO) in serum were measured. Skeletal muscle section were observed

under light microcscope at the time of 5 days after reperfusion. Results :As compared with group Ⅳ,the con2
tents of MDA ,LDH in serum decreased significantly ( P < 0105) and the contents of SOD , NO increased

markedly ( P < 0105) in group Ⅰ,group Ⅱand group Ⅲ. The skeletal muscle injury of group Ⅰ,group Ⅱ

and group Ⅲwere milder than that of group Ⅳ. As compared with group Ⅲ,group Ⅳ,the skeletal muscle

cell regenerated markedly in group Ⅰ, group Ⅱ, specially in group Ⅰ. Conclusion :Huoluo2Xiaoling Pellets

has protective action on ischemia2reperfusion injury of skeletal muscle and can promote the regenerate ability

of skeletal muscle.
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　　肢体缺血再灌注损伤后的骨骼肌再生现象国内目前研究

较少。本实验通过设对照组比较 ,旨在探讨中药方剂活络效

灵丹加味对肢体缺血再灌注后骨骼肌的保护作用。

1 　材料

111 　动物分组 　6～10 个月龄健康新西兰大白兔 32 只 ,体
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质量 215～315 kg ,雌雄各半 ,平均体重 311 kg ,正常饲养

1 周 ,健康者入选 ,按照体重随机分为 4 组 ,每组 8 只。Ⅰ组

为活络效灵丹加味 ( HXP) 预防治疗组 , Ⅱ组为 HXP 治疗组 ,

Ⅲ组为甘露醇治疗组 , Ⅳ组为模型对照组。兔由山东中医药

大学小动物饲养室提供。

112 　药物

11211 　中药组成及制备 　采用活络效灵丹加味。由丹参

20 g、乳香 12 g、没药 12 g、当归 9 g、益母草12 g、泽兰9 g、泽

泻12 g、茯苓 9 g、白术 9 g、猪苓 9 g、木香 9 g 组成。所用药物

购自山东中医药大学附属医院 ,诸药混匀加水煎煮制成每毫

升含生药 1 g 的药液 ,水浴消毒 ,封瓶备用。按成人与家兔用

药量的换算方法 ,家兔每日应用药 6 g/ kg。

11212 　其他药品 　20 %甘露醇 (山东长富洁晶药业有限公司

0204041231) 、碘伏 (济南艾达日用化工有限公司 20010523) 、

40 %甲醛 (淄博市临淄天德精细化工研究所 20010224) 。

113 　试剂

11311 　丙二醛 ( MDA) 　采用硫代巴比妥酸法测定血清中

MDA 的含量。试剂盒由南京建成生物工程研究所提供 (批

号 :20020511) 。

11312 　一氧化氮 (NO) 　采用硝酸还原酶法测定血清 NO 的

含量。试剂盒由南京建成生物工程研究所提供 (批号 :

20020402) 。

11313 　乳酸脱氢酶 (LDH) 　采用南京建成生物研究所提供

的试剂盒 (批号 :20020511) ,按说明书测定血清 LDH 含量。

11314 　超氧化物歧化酶 ( SOD) 　采用黄嘌呤氧化酶法测定

SOD(nU/ ml) 。试剂盒由南京建成生物工程研究所提供 (批

号 :20020511) 。

114 　实验仪器 　电子天平 (上海天平仪器厂) ,721 分光光度

计 (上海申光仪器公司) ,冷冻离心机 (北京四环科学仪器厂) ,

组织切片机 (美国 AO 公司) ,恒温水浴 (上海医疗器械厂) ,

OL YMPUS研究显微镜 (日本) , IPP 医学图像处理系统 (美

国) ,弹簧秤 (浙江永康太阳衡器厂) ,手术器械、无菌巾、橡胶

手套、输液器、注射器 (使用前均已进行灭菌处理) 。

2 　方法

211 　造模方法 　采用橡皮止血带环扎兔后肢造模方法 ,预实

验应用弹簧秤测取可基本阻断动脉供血及静脉回流的橡皮带

环扎力为 218 kg ,测得橡皮带力学系数 K = 0134 kg/ cm。测

量每只兔右后肢大腿 (膝上约 215 cm 处)周长 L1 ,按公式 F =

K(L1 - L2 ) 分别计算取得环扎大腿的橡皮带原始长度 L2 。

3 %戊巴比妥钠 (30 mg/ kg)耳缘静脉麻醉 ,双后肢股三角处脱

毛剂脱毛 ,以备抽取股静脉血 ,用 L2 长度的橡皮止血带环扎

右后肢大腿 (膝上约 215 cm 处) ,4 h 后撤去止血带 ,恢复血

流 ,制成肢体缺血再灌注模型。

212 　给药方法 　Ⅰ组造模前应用制备的 HXP 灌胃 5 d ,每日

1 次 ,每次 6 g/ kg ;自恢复血流再灌注始继续每日 1 次 ,6 g/

kg ,HXP 灌胃 5 d。Ⅱ组造模后自恢复血流再灌注始 HXP 灌

胃 5 d ,每日 1 次 ,量同 Ⅰ组。Ⅲ组自造模后恢复血流再灌注

始即按 2 g/ kg 静推 20 %甘露醇 ,每日 1 次。Ⅳ组造模后自恢

复血流再灌注始即蒸馏水灌胃 ,每日 1 次 ,量同 Ⅰ、Ⅱ组。

213 　取材与观察 　全部动物于肢体缺血再灌注后 2 d 和 5 d

各抽取股静脉血 2 ml ,离心取血清 ,置于干燥管内 , - 76 ℃冻

存 ,集中检测。测定观察各组血清 MDA、SOD、LDH、NO 值的

变化。再灌注后 5 d 全部处死动物 ,立即取全部动物右侧小

腿腓肠肌 ,生理盐水冲洗后浸入 10 %福尔马林 48 h 以上 ,脱

水、包埋 ,5μm 切片 ,HE染色 ,于光镜下观察病理变化。

214 　统计学分析 　实验数据以均数 ±标准差 ( �x ±s) 表示 ,

计量资料采用方差分析 ,计数资料采用卡方检验 ,以 P < 0105

为差异具显著性。

3 　结果

311 　血清学指标

31111 　MDA 　MDA 值再灌注 2 d 和 5 d 各组差异均有显著

性意义 , P < 0105。MDA 值再灌注 2 d 时 ,预防治疗组、甘露

醇组与治疗组、模型对照组差异有显著性意义 , P < 0105 ;治

疗组与模型对照组值差异也有显著性意义 , P < 0105。MDA

值再灌注 5 d 时 ,预防治疗组、治疗组、甘露醇治疗组与模型

对照组差异有显著性意义 , P < 0105 ;预防治疗组、治疗组、甘

露醇治疗组差异无显著性意义 , P > 0105 (见表 1) 。

表 1 　肢体缺血再灌注后 2 d和 5 d血清 MDA测得值

( n = 8 , �x ±s ,nmol/ ml)

Tab. 1 　The contents of MDA in serum after 2 and 5 days of

ischemial2reperfusion ( n = 8 , �x ±s ,nmol/ ml)

Groups Count
After ischemial2reperfusion

2 d 5 d

Prevention and treatment 6 g/ kg 8. 62 ±1. 12 6. 45 ±1. 34

Treatment 6 g/ kg 8. 81 ±1. 20 6. 85 ±1. 16

Manicol 2 g/ kg 8. 25 ±0. 97 6. 63 ±1. 08

Control 6 ml/ kg 11. 73 ±2. 15 9. 31 ±1. 73

31112 　NO 　NO 值再灌注 2 d 和 5 d 各组差异均有显著性意

义 , P < 0105。NO 值再灌注 2 d 和 5 d 时 ,预防治疗组、治疗

组、甘露醇组与模型对照组差异有显著性意义 , P < 0105 (见

表 2) 。

表 2 　肢体缺血再灌注后 2 d和 5 d血清 NO测得值

( n = 8 , �x ±s ,μmol/ L)

Tab. 2 　The contents of NO in serum after 2 and 5 days of

ischemial2reperfusion ( n = 8 , �x ±s ,μmol/ L)

Groups Count
After ischemial2reperfusion

2 d 5 d

Prevention and treatment 6 g/ kg 12. 22 ±1. 81 15. 43 ±1. 14

Treatment 6 g/ kg 11. 95 ±2. 02 14. 95 ±1. 55

Manicol 2 g/ kg 12. 39 ±1. 65 15. 21 ±1. 32

Control 6 ml/ kg 7. 35 ±1. 33 10. 51 ±2. 05

31113 　SOD 　SOD 值再灌注 2 d 和 5 d 各组差异均有显著性

意义 , P < 0105。SOD 值再灌注 2 d 和 5 d 时 ,预防治疗组、治

疗组、甘露醇组与模型对照组差异有显著性意义 , P < 0105

(见表 3) 。

31114 　LDH 　LDH 值再灌注 2 d 和 5 d 各组差异均有显著

性意义 , P < 0105。LDH 值再灌注 2 d 时 ,预防治疗组、甘露

醇组与治疗组、模型对照组差异有显著性意义 , P < 0105 ;治
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疗组、模型对照组值差异也有显著性意义 , P < 0105。LDH 值

再灌注 5 d 时 ,预防治疗组、治疗组、甘露醇组与模型对照组

差异有显著性意义 , P < 0105 ;预防治疗组、治疗组、甘露醇组

差异无显著性意义 , P > 0105 (见表 4) 。

表 3 　肢体缺血再灌注后 2 d和 5 d血清 SOD 测得值

( n = 8 , �x ±s ,nU/ ml)

Tab. 3 　The contents of SOD in serum after 2 and 5 days of

ischemial2reperfusion ( n = 8 , �x ±s ,nU/ ml)

Groups Count
After ischemial2reperfusion

2 d 5 d

Prevention and treatment 6 g/ kg 110. 8 ±12. 4 183. 1 ±17. 9

Treatment 6 g/ kg 106. 9 ±15. 2 174. 2 ±20. 1

Manicol 2 g/ kg 118. 7 ±17. 5 180. 9 ±16. 2

Control 6 ml/ kg 74. 4 ±13. 1 110. 8 ±14. 3

表 4 　肢体缺血再灌注后 2 d和 5 d血清 LD H测得值

( n = 8 , �x ±s ,U/ L)

Tab. 4 　The contents of LD H in serum after 2 and 5 days of

ischemial2reperfusion ( n = 8 , �x ±s ,U/ L)

Groups Count
After ischemial2reperfusion

2 d 5 d

Prevention and treatment 6 g/ kg 2 050 ±13. 8 1 654 ±131. 2

Treatment 6 g/ kg 2 408 ±102. 5 1 709 ±109. 7

Manicol 2 g/ kg 1 950 ±160. 7 1 681 ±127. 8

Control 6 ml/ kg 3 078 ±141. 6 2 756 ±150. 1

312 　光镜观察 　缺血再灌注后 5 d 组织形态学观察显示 ,模

型对照组骨骼肌细胞坏死严重 ,呈片状 ,范围超过 1 个低倍镜

(4 ×10)视野 ,少量纤维结缔组织增生及骨骼肌细胞增生。

甘露醇组骨骼肌细胞坏死明显轻于模型对照组 ,呈散在

片状 ,范围低于 1 个低倍镜 (4 ×10) 视野 ,纤维结缔组织增生

明显 ,少量骨骼肌细胞增生。

与模型对照组相比 ,预防治疗组、治疗组骨骼肌细胞坏死

明显减轻 ,呈散在片状 ,范围低于 1 个低倍镜 (4 ×10)视野。

与模型对照组、甘露醇组相比 ,预防治疗组、治疗组纤维

结缔组织增生明显 ,且骨骼肌细胞再生显著 ,尤以预防治疗组

为著 ,而模型对照组、甘露醇组骨骼肌细胞再生较少。

4 　讨论

411 　实验指标的意义 　MDA 是脂质过氧化作用的最终产

物 ,它的含量反映机体脂质过氧化的速率及强度。SOD 是歧

化超氧阴离子的专一性酶 ,其活性高低可反映体内抗自由基

的水平。脂质过氧化使膜系统受损 ,内皮源性 NO 合成下降 ;

NO 显著下降与自由基大增有关[126 ] 。本实验中 ,预防治疗

组、治疗组、甘露醇组 2 d 和 5 d 血清 MDA 含量较模型对照

组低 ;预防治疗组、治疗组、甘露醇组 2 d 和 5 d 血清 NO 值高

于模型对照组 ,说明预防治疗组、治疗组、甘露醇组自由基引

发的脂质过氧化程度较模型对照组减轻 ;血清 SOD 值高于模

型对照组 ,说明预防治疗组、治疗组、甘露醇组体内抗氧化能

力较模型对照组增强。

骨骼肌对缺血损伤非常敏感 [7 ] 。当缺血再灌注过程损伤

骨骼肌时 ,细胞膜结构破坏 ,细胞内酶大量进入血液内 ,LDH

为其中一种 ,可作为再灌后骨骼肌损伤的一项指标 [8 ,9 ] 。本

实验表明 ,再灌注后 2 d 和 5 d 时 ,预防治疗组、治疗组、甘露

醇治疗组血清 LDH 的释放较模型对照组有显著下降 ,说明骨

骼肌细胞破坏减少。

虽然活络效灵丹加味及甘露醇均有保护作用 ,但 2 d 时

治疗组与甘露醇组 MDA、LDH 统计学处理有差异 ,而 5 d 时

没有统计学差异 ;预防治疗组与甘露醇治疗组 2 d 和 5 d 无统

计学差异。结果提示 :活络效灵丹加味的保护作用较甘露醇

起效慢 ,应尽早服用且服用时间应相对长。

412 　骨骼肌细胞再生及活络效灵丹加味对其的促进作用 　

本实验中预防治疗组、治疗组形态组织学观察骨骼肌细胞再

生现象较甘露醇组、模型对照组明显 ,尤以预防治疗组为著。

活络效灵丹加味促进骨骼肌细胞再生的机制尚待进一步研

究 ,我们认为与以下因素有关 : ①活血化瘀 ,降低血液黏度 ,改

善微循环 ,增加了血供 ,有利于卫星细胞获得营养 ,减轻骨骼

肌受损伤程度 ; ②丹参、当归、乳香、没药、茯苓、猪苓、白术均

能增强吞噬细胞功能 ,使清理坏死肌纤维的吞噬细胞增多 ,吞

噬细胞激活卫星细胞 ,分裂增殖能力增强 ; ③丹参促进组织的

修复与再生功能等。由于本实验观察时间尚短 ,还不能确定

再生肌细胞的最终去向 [10 ] ,待研究观察 ;对活络效灵丹加味

促进骨骼肌细胞再生这一现象及活血化瘀中药是否均有这一

作用须通过进一步实验来得到明确。
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