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补阳还五汤对多因素诱导急性血瘀证模型大鼠血小板功能及
相关炎性因子的影响

王紫艳，李磊，刘建勋*，孟红旭，史跃，马彦雷，王奥奥，尤越

（中国中医科学院 西苑医院 基础医学研究所，国家中医心血管疾病临床医学研究中心，

中药药理北京市重点实验室，北京 100091）

［摘要］ 目的：探究补阳还五汤对急性血瘀证模型大鼠的血小板功能及炎性因子的影响。方法：运用冰水浴复合注射肾

上腺素的方法建立 SD 大鼠急性血瘀证模型，大鼠随机分为 4 组，分别为正常组、模型组、补阳还五汤组（3.2 g·kg-1）、阿司匹林

组（60 mg·kg-1）。造模同时持续给药 7 d，第 8 天皮下注射盐酸肾上腺素。观察中医证候宏观评价指标舌象、脉象，检测血液流

变学、大鼠凝血功能、血小板聚集率等西医凝血系统评价指标，酶联免疫吸附测定法检测血清炎性及黏附因子相关指标［细胞

间黏附分子 -1（ICAM-1）、基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）］。结果：与正常组比较，模型组大鼠脉搏幅度显著降低（P<0.01），补阳

还五汤较模型组可显著改善血瘀证大鼠脉象（P<0.01），模型组舌象呈现紫暗的血瘀证特点，舌底脉络瘀紫，舌面红（R）、绿
（G）、蓝（B）值较正常组显著降低（P<0.01）；与模型组比较，补阳还五汤可显著改善血瘀证大鼠舌象 R、G、B 值（P<0.01）；与正

常组比较，模型组血液黏度在高、中、低切剪应力下及血浆黏度检测值均明显升高（P<0.05，P<0.01），与模型组比较，补阳还五

汤可以明显改善高、中、低切剪应力下的全血黏度及血浆黏度（P<0.05，P<0.01）；凝血四项结果显示，模型组较正常组凝血酶原

时间（PT）和凝血酶时间（TT）明显缩短（P<0.05，P<0.01），纤维蛋白原（FIB）含量显著升高（P<0.01）；与模型组比较，补阳还五

汤可显著改善血瘀证大鼠 TT、FIB 指标（P<0.01）；模型组大鼠血小板聚集率（花生四烯酸、二磷酸腺苷诱导）也显著高于正常组

大鼠（P<0.01），与模型组比较，补阳还五汤可显著降低血瘀证大鼠血小板聚集率（P<0.01）；扫描电镜结果显示，与正常组比较，

模型组血小板过度活化，伪足伸出明显，血小板之间聚集现象增多；与模型组比较，补阳还五汤组少见血小板活化和聚集现象。

与正常组比较，模型组大鼠血清中炎性因子 MMP-9 和黏附因子 ICAM-1 含量显著升高（P<0.01），与模型组比较，补阳还五汤可

明显降低血瘀证大鼠血清中 MMP-9、ICAM-1 含量（P<0.05，P<0.01）。结论：冰水浴复合盐酸肾上腺素诱导的 SD 大鼠急性血

瘀证血小板功能及形态存在明显改变，并存在炎症及细胞黏附功能异常，补阳还五汤治疗大鼠急性血瘀证的机制可能是通过

减少炎性及细胞黏附因子过表达，改善血小板形态及功能，进而减少血栓形成，改善血液浓黏凝聚状态。
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and inflammatory cytokines in the rat model of acute blood stasis. Method：：The model of acute blood stasis was

established with SD rats by ice water bath combined with injection of epinephrine. Rats were randomly assigned

into four groups：normal group，model group，BYHWT（3.2 g·kg-1）group，and aspirin（60 mg·kg-1）group.

The rats were injected with epinephrine hydrochloride on day 8 after 7 days of modeling. The macroscopic

indexes of triditional Chinese medicine （TCM） syndrome including tongue manifestation and pulse

manifestation were observed，while hemorheological indexes，blood coagulation，and platelet aggregation were

detected. The serum levels of the inflammatory cytokine matrix metalloprotein-9（MMP-9）and the adhesion

factor intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）and were determined by enzyme-linked immunosorbent assay

（ELISA）. Result：：The pulse distention of rats in the model group was lower than that in the normal group（P<

0.01），while BYHWT improved the pulse distention of the rats with the syndrome of blood stasis（P<0.01）. In

the model group，the tongue showed the characteristics of blood stasis syndrome，with dark purple veins at the

tongue bottom and lower values of R，G，B on the tongue surface than those in the normal group（P<0.01），
which，however，can be recovered by BYHWT（P<0.01）. The blood viscosity at high，medium，and low shear

stress and the plasma viscosity in the model group were higher than those in the normal group（P<0.01，P<

0.05）. Compared with the model group，BYHWT restored the whole blood viscosity under high，medium and

low shear stress and plasma viscosity（P<0.05，P<0.01）. The model group had shorter prothrombin time（PT），
shorter thrombin time（TT），and higher fibrinogen（FIB）than the normal group（P<0.05，P<0.01）. BYHWT

improved the TT and reduced the FIB in the rats with blood stasis syndrome（P<0.01）. The platelet aggregation

rate induced by arachidonic acid（AA）and adenosine diphosphate（ADP）in the model group was higher than

that in normal group（P<0.01）and BYHWT decreased the platelet aggregation rate of the rats with blood stasis

syndrome（P<0.01）. The results of scanning electron microscopy showed that the model group exhibited

excessive platelet activation，obvious pseudopodia，and increased aggregation of platelets compared with the

normal group，while platelet activation and aggregation were rare in the BYHWT group. The serum levels of

MMP-9 and ICAM-1 in the model group were higher than those in the normal group（P<0.01），which were

decreased in the BYHWT group（P<0.05，P<0.01）. Conclusion：：The SD rats with the syndrome of acute blood

stasis induced by ice water bath combined with injection of epinephrine demonstrate obvious changes in platelet

function and morphology，inflammation，and abnormal cell adhesion. In the treatment of acute blood stasis in

rats，BYHWT may reduce thrombosis and improve blood consistency and cohesion by mitigating inflammation，

down-regulating cell adhesion factor overexpression，and improving platelet shape and function.

［［Keywords］］ blood stasis；syndrome；Buyang Huanwutang；platelet；activation；inflammatory cytokine

血瘀证是指体内血流不畅，经脉受阻，血液瘀

滞所引起的证候，是中医临床中常见的基本证候［1］。

血瘀证与气血理论一直是历代医家关注的热点，现

代医学研究发现，血瘀证会导致血液呈现浓、黏、

凝、聚的病理状态，而血小板功能异常激活与该状

态息息相关，血小板的黏附、活化和聚集是维持血

栓形成和出血之间平衡的重要环节［2-3］。血瘀证主

要与血液循环和微循环障碍、血液高粘滞状态、血

小板活化和粘附聚集、血栓形成、免疫功能障碍等

多种病理生理改变有关［4-8］。

补阳还五汤始载于清代名医王清任的《医林改

错》，其组方由黄芪（生）、当归尾、赤芍、地龙、川芎、

红花、桃仁 7 味中药组成，具有益气活血、祛瘀通络

等功效，中医临床常用于治疗气虚血瘀证［9］。目前

研究发现，补阳还五汤能够通过抗炎、抗氧化应激

等途径预防治疗血瘀证，其主要有效活性成分为黄

芪甲苷、芍药苷、苦杏仁苷、山柰素、红花黄色素和

羟基红花黄色素、川芎嗪、阿魏酸等，具体与抑制核

转录因子 -κB（NF-κB）信号通路、炎症因子表达、丝

裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路、调节一氧化

氮（NO）产生，抗脂质过氧化反应、上调沉默信息调

节因子 1（SIRT1）表达水平等有关［10-12］。中药复方

具有多靶点多通路作用的特点，但目前针对血小板

自身靶点的药效研究机制还不明确［13-14］。本实验从

血小板功能改变及血小板与炎症因子相互作用的

角度，探讨补阳还五汤治疗急性血瘀证，改善血小
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板聚集功能及活化后激活物质释放情况，为治疗血

瘀证证候实质提供新的研究思路和实验依据。

1 材料

1.1 动物与分组 选取 SPF 级鼠龄相同（5~6 周

龄）、体质量 200~250 g 的雄性 SD 大鼠 60 只。大鼠

随机分为 4 组（正常组、模型组、补阳还五汤组、阿司

匹林组），每组 15 只。由北京维通利华实验动物技

术有限公司提供，合格证号 SCXK（京）2021-0006。

本实验经中国中医科学院西苑医院伦理委员会审

批通过，编号 2018XLC003-2。

1.2 药物 龙芪溶栓肠溶胶囊（补阳还五汤原方，济

宁华能制药厂有限公司，批号 14000206164）；阿司匹

林（拜耳医疗保健制造有限公司，批号 J20171021）。
1.3 试剂与仪器 盐酸肾上腺素注射液（天津金耀

药业有限公司，批号 H12020526）；异氟烷（100 mL/瓶，

鲁南贝特制药有限公司，批号 H20020267）；戊巴比

妥钠（德国进口分装，北京化学试剂公司提供，批号

020402）；凝血酶时间（TT）、活化部分凝血活酶时间

（APTT）、凝血酶原时间（PT）、纤维蛋白原（FIB）测
定试剂（上海太阳生物技术有限公司，批号分别为

211201300、211208100、21125002、211206900）；大鼠

基质金属蛋白酶 -9（MMP-9）试剂盒、大鼠细胞间黏

附分子-1（ICAM-1）试剂盒（北京九邦生物技术有限

公司，批号分别为 QZ-24191、QZ-24700）；血小板聚

集诱导剂二磷酸腺苷（ADP）、花生四烯酸（AA）（法

国 HYPHEN BioMed 公司，批号分别为 F2000702、

FA0394））；加样针清洗维护液（规格 4 L，北京赛科

希德科技股份有限公司，批号 SAWZ-20211204）；戊
二 醛 固 定 液（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号

CR2202015）；四氧化锇（美国 Polysciences 公司，批

号 33376）；叔丁醇（国药集团化学试剂有限公司，批

号 20170425）。
1.4 仪器 血小板功能检测样品杯（江苏英诺华医

疗技术有限公司）；D90 型数码单镜反光相机（日本

尼康公司）；比色卡（日本 Bear Medic 公司）；PL-12

型血小板聚集仪（江苏英诺华医疗技术有限公司）；
LBY-N6C 型血液流变学检测仪（北京普利生仪器有

限公司）；Synergy4 型全功能酶标仪（美国 BioTek 公

司）；IEC-CL31R 型离心机（美国 Thermo 公司）；DW-

3000S 型双通道小动物呼吸机（安徽正华生物仪器

设备有限公司）。
2 方法

2.1 造模及给药

2.1.1 造模 适应性喂养 3 d 后，根据前期文献研

究条件［15］，开始造模。下午 15：00 开始冰水浴，将等

量碎冰放入 3 个圆桶中。圆桶规格一致，为直径

40 cm 内壁光滑的塑料桶。然后在 3 个桶里注入自

来水直至水深 15 cm。待冰水温度至 0~1 ℃，将除

空白组外大鼠放入圆桶，10 min 后，将全身僵直大鼠

取出，毛巾擦干，放回笼中，再给食物正常饲养。每

天按照上述造模方法造模，连续造模 7 d。第 8 天下

午大鼠皮下注射盐酸肾上腺素 0.8 mL·kg-1，共 2 次，

间隔 4 h。2 次之间将大鼠置于冰水中浸泡 5 min；空
白组按体质量注射生理盐水。造模结束后，大鼠出

现血黏度显著升高，并伴有弓背竖毛、进食量减少、

毛色枯槁等体征，证明模型制备成功。

2.1.2 给 药 补 阳 还 五 汤 组 和 阿 司 匹 林 组

（60 mg·kg-1）于每天上午 9：00 进行灌胃给药（按照

10 mL·kg-1的剂量），根据前期结果选择最佳生药量

为 3.2 g·kg-1·d-1［16］，连续灌胃 8 d，正常组和模型组给

予等体积生理盐水。

2.2 中医证候评价指标

2.2.1 脉象 大鼠用 2%~3% 异氟烷吸入麻醉。大

鼠左侧卧位，头戴呼吸面罩维持麻醉，用探头夹子

轻轻夹住大鼠右后足，红外感受器在足掌侧。应用

MouseOx 型小动物无创脉搏血氧仪对大鼠脉搏进

行检测，此时应注意探头避光，待脉搏曲线稳定后，

记录数据。

2.2.2 舌象 固定光照条件：色温 5 500 K，照度

1 000~1 500 lx，45° 侧 光 。 调 整 拍 摄 条 件 为

60 mmf/2.8 G 微距镜头，M 档，ISO400，光圈 F8，快

门 1/80 ｓ。大鼠麻醉状态取仰卧位。用镊子轻轻

将大鼠的舌头拉出，确保舌面平整，尽量保持自然

状态。将标准比色卡与舌面置于同一平行面进行

拍照，记录大鼠舌象。照片利用 Adobe photoshop

CS6 图像处理软件，读取比色卡灰色中间点及舌面

的红（R）、绿（G）、蓝（B）值。舌面选取固定三点，取

平均值。按照公式：Ｘ相对＝128/Ｘ比色卡×Ｘ舌面（X=R、

G、B），用绝对中性灰度值将读取值标准化，得到相

对值，最后统计分析各组 R、G、B 相对值。

2.2.3 血液流变学 大鼠腹腔注射戊巴比妥钠麻

醉，腹主动脉取血，每只肝素管内装血液 3 mL，轻轻

颠倒混匀，上机检测。全血黏度检测条件为低切

（5 s-1），中切（60 s-1），高切（150 s-1）；血浆黏度检测条

件 100 s-1。

2.3 血小板活化功能指标检测

2.3.1 血小板聚集率 ①诱导剂的制备：AA 样品

为白色粉末，用纯水溶解，移液枪吸取纯水 0.5 mL
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注入样本瓶中，配制成母液，分装为 100 μL 的微型

离心管中，放置于冰上，待用。ADP 样品为白色粉

末，用纯水溶解，移液枪吸取 0.5 mL 纯水注入样本

瓶中，配制成母液，实验时取母液 100 μL，加入生理

盐水 300 μL 稀释成 10×溶液，放置于冰上，待用。②
血样的采集：大鼠用戊巴比妥钠麻醉，取仰卧位，腹

主动脉取血，3.8% 枸橼酸钠抗凝，静置 30 min。采用

PL-12型全自动血小板聚集仪，按流程进行检测。

2.3.2 血 小 板 电 镜 大 鼠 用 戊 巴 比 妥 钠 按 照

10 mL·kg-1的标准进行腹腔注射麻醉。腹主动脉取

血 2 mL，3.8% 枸 橼 酸 钠 抗 凝 。 200×g 室 温 离 心

10 min，取上层富血小板血浆（PRP）10 μL。将 PRP

轻柔地均匀涂抹于玻片上，静置 10 min。吸去多余

的 PRP，倒入预冷的戊二醛溶液。 4 ℃固定至少

1 h。 PBS 清洗样品 3 次。 1% 四氧化锇固定 1 h。

PBS 清 洗 样 品 3 次 。 乙 醇 按 照 50%、70%、90%、

100% 的浓度梯度脱水，每次 15 min。99.9% 的叔丁

醇脱水，30 min。冷冻干燥 2 h。用导电的双面碳带

将玻片固定在样品台上。喷涂纳米金颗粒。用

S-3400N 型扫描电子显微镜上机观察。

2.4 大鼠血清炎性及黏附因子含量检测 大鼠腹

主 动 脉 取 血 ，血 清 管 静 置 30 min 以 上 。 4 ℃下

3 500 r·min-1 离心 10 min（离心半径 6 cm）分离血

清，-80 ℃冻存待检测。实验步骤严格按照试剂盒

说明书进行，检测相关指标含量。

2.5 统计学方法 采用 SPSS 22.0 统计软件进行统

计学处理，计量资料使用 x̄± s 表示，若数据符合正态

分布方差齐用最小显著性差异法（LSD）检验反之用

Tamhane's T2 检验，P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

3.1 对急性血瘀证大鼠舌象的影响 舌象结果显

示，正常组大鼠舌面和舌底都呈淡红色，舌面有少

量薄白苔。与正常组比较，血瘀证模型组大鼠舌面

和舌底的舌色明显偏紫暗，舌面舌底 R、G、B 值有明

显降低（P<0.05），阿司匹林组可改善模型组大鼠舌

色暗紫的情况，对舌底 R 值和舌底 G、B 值及舌面 R、

G、B 值都有明显改善（P<0.05，P<0.01）。补阳还五

汤组可有效改善模型组大鼠舌象，使舌面和舌底的

R、G、B 值均显著升高（P<0.01）。本实验还测定了

深麻醉和浅麻醉条件下的大鼠舌底与舌面的 R、G、

B 值，比较发现，不同麻醉状态未见大鼠舌色有明显

差异。见表 1、图 1 和图 2。

3.2 对急性血瘀证大鼠脉象的影响 脉象实验结

果显示，正常组大鼠的脉象均匀有力，流畅平稳，节

奏快且具有一致性。与正常组比较，血瘀证模型组

大鼠脉搏幅度显著降低（P<0.01），从脉象图上来看，

明显低、平，不够流畅等特点。与模型组比较，阿司

匹林组对模型组大鼠脉象有改善作用（P<0.05），而
补阳还五汤组能显著改善模型组大鼠的脉象（P<

0.01），使脉搏幅度明显升高，脉象呈现流动性更好，

节奏平稳有力等特点。见表 2。

3.3 对急性血瘀证大鼠血液流变学的影响 与正

常组比较，模型组血液黏度在高、低剪应力作用下

均显著黏度升高（P<0.01），在中剪应力作用下也有

明显增长（P<0.05）。其血浆黏度与正常组比较有明

显增长（P<0.05）。与模型组比较，阿司匹林组在低

切、高切剪应力下，全血黏度显著下降（P<0.01），在
中切条件下和血浆黏度也明显下降（P<0.05）。与模

型组比较，补阳还五汤组全血黏度在高切条件下显

著下降（P<0.01），在低、中切条件下和血浆黏度检测

中，明显下降（P<0.05）。见表 3。

3.4 对急性血瘀证大鼠凝血功能的影响 与正常

组比较，模型组大鼠 FIB 水平显著升高（P<0.01），PT

和 TT 明显缩短（P<0.05，P<0.01），APTT 差异无统计

学意义，提示血瘀证模型大鼠血液呈现高凝状态。

与模型组比较，阿司匹林组大鼠血液的 FIB 明显降

低（P<0.05），PT、TT 明显增长（P<0.05）。补阳还五

汤组较模型组 TT 显著增长（P<0.01），FIB 显著降低

表 1 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠舌象的影响（x̄± s，n=13）

Table 1 Effect of Buyang Huanwutang（BYHWT）on tongue of acute blood stasis syndrome in rats（x̄± s，n=13）

组别

正常组

模型组

阿司匹林组

补阳还五汤组

剂量/g·kg-1

0.06

3.2

舌底

R

135.31±9.49

119.00±8.421）

126.82±7.643）

135.47±4.724）

G

71.74±10.24

57.74±5.461）

64.48±5.574）

68.11±5.724）

B

91.69±10.16

76.33±6.651）

85.12±6.644）

87.75±5.534）

舌面

R

141.05±4.88

121.56±6.411）

136.09±5.944）

139.19±6.714）

G

92.18±6.93

80.46±8.881）

93.52±6.204）

90.50±8.624）

B

109.10±8.59

96.54±8.101）

112.27±5.714）

108.03±10.504）

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01；与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01（表 2-表 7 同）
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（P<0.01）。见表 3。

3.5 对急性血瘀证大鼠血小板聚集率的影响

3.5.1 抗 AA 诱导的血小板聚集实验 实验数据显

示，与正常组比较，血瘀证模型组大鼠血小板最大

聚集率（MAR）和平均聚集率（AAR）均显著升高

（P<0.01）。与模型组比较，阿司匹林组显著改善作

用（P<0.01）。与模型组比较，补阳还五汤组可明显

降低由 AA 诱导的血瘀证模型大鼠的血小板 MAR

（P<0.05），但对血瘀证大鼠血小板 AAR 的作用差异 无统计学意义。见表 5。

3.5.2 抗 ADP 诱导的血小板聚集实验 实验数据

显示，与正常组比较，血瘀证模型组大鼠血小板最

大聚集率（MAR）和平均聚集率（AAR）均明显升高

（P<0.05）。与模型组比较，阿司匹林组对血瘀证模

型 MAR 具有改善作用（P<0.05），AAR 显著降低（P<

0.01）。与模型组比较，补阳还五汤组可明显降低由

图 2 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠舌底的影响

Fig. 2 Effect of BYHWT on sublingual of acute blood stasis

syndrome in rats

表 2 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠脉象的影响（x̄± s，n=13）

Table 2 Effect of BYHWT on pulse distention of acute blood

stasis syndrome in rats（x̄± s，n=13）

组别

正常组

模型组

阿司匹林组

补阳还五汤组

剂量/g·kg-1

0.06

3.2

脉搏幅度/μm

42.82±12.03

18.84±1.722）

28.54±7.883）

42.73±13.204）

注 ：A. 正 常 组；B. 模 型 组；C. 补 阳 还 五 汤 组；D. 阿 司 匹 林

组（图 2 和图 3 同）
图 1 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠舌面的影响

Fig. 1 Effect of BYHWT on tongue of acute blood stasis

syndrome in rats

表 3 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠血液流变学的影响（x̄± s，n=13）

Table 3 Effect of BYHWT on hemorheology of acute blood stasis syndrome in rats（x̄± s，n=13） mPa·s-1

组别

正常组

模型组

阿司匹林组

补阳还五汤组

剂量/g·kg-1

0.06

3.2

低切（5 s-1）
9.38±0.89

11.35±1.542）

8.72±0.954）

9.61±1.023）

中切（60 s-1）
4.69±0.33

5.58±0.801）

4.81±0.443）

4.99±0.593）

高切（150 s-1）
4.13±0.27

4.72±0.442）

4.07±0.254）

4.18±0.314）

血浆（100 s-1）
1.26±0.02

1.40±0.111）

1.42±0.19

1.29±0.053）

表 4 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠凝血功能的影响（x̄± s，n=13）

Table 4 Effect of BYHWT on coagulation function of acute blood stasis syndrome in rats（x̄± s，n=13）

组别

正常组

模型组

阿司匹林组

补阳还五汤组

剂量/g·kg-1

0.06

3.2

PT/s

13.84±0.83

12.96±0.441）

13.90±1.173）

12.72±0.75

APTT/s

21.03±1.12

20.85±0.86

20.80±0.48

20.30±0.44

FIB/g·L -1

2.02±0.09

4.32±0.172）

3.97±0.613）

3.93±0.344）

TT/s

30.15±0.43

24.57±0.872）

25.40±1.103）

25.52±0.734）
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ADP 诱导的血瘀证模型大鼠的血小板 AAR 和 MAR

（P<0.01）。见表 6。

3.6 对急性血瘀证大鼠血小板显微结构的影响

扫描电镜下观察，正常组血小板轮廓较规整，外

壁较圆滑，有零星轻度活化现象，但外型规整仍呈

类圆形。血小板整体情况散在，呈现不聚团现象，

伪足较少伸出。与正常组比较，模型组大鼠血小板

的活化聚集情况明显，血小板间联结情况多发，伪

足互相交错，聚集情况明显多发，细胞膜表面不平

滑，细胞间膜融合现象明显。与模型组比较，阿司

匹林组对血小板聚集率有明显改善作用，血小板表

面伪足伸出情况明显减少，表面较为光滑，整体聚

集情况减少。与模型组比较，补阳还五汤可明显抑

制血瘀模型大鼠血小板的活化，使血小板表面轮廓

较完整，伸出伪足较少，整体聚集现象明显改善，使

血小板微血栓解聚。见图 3。

3.7 对急性血瘀证大鼠血清中相关炎症因子表达

水平的影响 与正常组比较，模型组大鼠血清中

MMP-9 和 ICAM-1 含量均显著增加（P<0.01）。与模

型组比较，阿司匹林组 MMP-9、ICAM-1 表达水平显

著下降（P<0.01），补阳还五汤组大鼠血清 MMP-9、

ICAM-1 因子表达水平明显降低（P<0.05，P<0.01）。
见表 7。

4 讨论

血瘀证是多种原因造成的与血液循环障碍有

关的诸多疾病，而形成血瘀后又可以引发多种更严

重的病变［17］。传统中医理论认为，血瘀证的始发原

因可因寒、因热、因气、因血。《黄帝内经》中记载有

关“寒邪”入侵机体所导致的血瘀证内容为“血得温

而行，逢寒则凝”，而这种寒可是六淫之“外寒”，也

可是阳虚之“内寒”所致［18-19］。因此本课题选用“因

寒所致”的急性血瘀证造模方法，通过冰水浴刺激

模拟“寒邪”侵袭机体，注射盐酸肾上腺素模拟激动

的情绪变化。现代血瘀证动物模型的研究显示，急

性血瘀证候模型的造模表现为寒战、蜷缩少动、喜

扎堆、爪尾紫暗、耳色暗红、舌质紫暗、舌下脉络增

粗增长、毛色不荣、食少便溏等［20-21］。本实验研究发

现，模型组大鼠的舌象与正常组比较，舌面呈瘀紫

色，舌底脉络黑紫色且清晰明显，R、G、B 值具有显

著性差异，阳性药组有改善效果；而补阳还五汤组

则更针对改善急性血瘀证大鼠的舌色及舌底脉络，

其 R、G、B 值与模型组比较均有显著改善效果。脉

象实验结果显示，模型组较正常组脉搏幅度显著下

降，阳性药组大鼠脉搏较模型组有增长趋势，但补

阳还五汤益气活血效果更为明显，表现在该组大鼠

的脉搏幅度较模型组显著提升。

表 5 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠血小板聚集率的影响（AA 诱

导）（x̄± s，n=13）

Table 5 Effect of BYHWT on platelet aggregation rate of acute

blood stasis syndrome in rats（induced by AA）（x̄± s，n=13） %

组别

正常组

模型组

阿司匹林组

补阳还五汤组

剂量/g·kg-1

0.06

3.2

MAR

81.6±9.4

87.7±1.82）

81.7±6.34）

82.7±6.63）

AAR

65.5±10.9

80.5±7.62）

68.8±7.04）

74.3±8.9

表 6 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠血小板聚集率的影响（ADP诱

导）（x̄± s，n=13）

Table 6 Effect of BYHWT on platelet aggregation rate of acute

blood stasis syndrome in rats（induced by ADP）（x̄± s，n=13） %

组别

正常组

模型组

阿司匹林组

补阳还五汤组

剂量/g·kg-1

0.06

3.2

MAR

72.2±9.0

85.3±3.71）

76.5±10.03）

78.7±7.04）

AAR

56.5±12.8

79.8±5.21）

63.0±12.54）

65.7±13.24）

图 3 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠血小板形态学的影响（透射电

镜，×2 000）
Fig. 3 Effect of BYHWT on platelet morphology in rats with

blood stasis syndrome of acute blood stasis（TEM，×2 000）
表 7 补阳还五汤对急性血瘀证大鼠炎症因子及黏附因子的影响

（x̄± s，n=13）

Table 7 Effect of BYHWT on inflammatory factors and

adhesions in rats with acute syndrome of blood stasis（x̄± s，n=13）

μg·L-1

组别

正常组

模型组

阿司匹林组

补阳还五汤组

剂量/g·kg-1

0.06

3.2

MMP-9

15.09±0.77

17.05±1.302）

15.10±0.794）

15.70±0.904）

ICAM-1

16.20±0.56

17.61±0.782）

16.54±0.374）

16.77±0.403）
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血瘀证与现代医学中的凝血、抗凝功能失常、

微血栓形成有关，临床上常以血液流变性、凝血功

能等作为血瘀证的客观评价指标，本实验除了中医

证候指标外，还检测了血液流变学、凝血四项等西

医临床指标［22］。结果显示，与正常组比较，模型组

凝血功能明显受损，大鼠血液呈“浓黏凝聚”状态。

血液流变学数据显示，模型组大鼠血液在高、中、低

剪应力条件下血液黏度较正常组相比均显著上升，

血浆黏度也显著上升。给予阳性药阿司匹林后与

模型组比较大鼠血液黏度在高、中、低剪应力下均

显著降低。补阳还五汤组大鼠相对模型组血液黏

度在高、中、低剪应力下也有明显改善，其血浆黏度

也显著降低。以上模型评价指标证明血瘀证模型

大鼠造模成功，初步贴合人类发病情形。

血小板是来源于骨髓的具有生物活性的微小

胞质，在止血、炎症反应及血栓形成等病理生理过

程中均扮演了极其重要的角色，血小板的功能异常

在血瘀证的发病与演化中发挥着重要作用，对其机

理的阐释是研究血瘀证疾病及治疗方案的关键科

学问题。临床研究显示，当血管内皮发生损伤后，

会激活局部血小板进而导致大量血小板活化、黏

附、聚集的发生［23］。动物实验研究显示，血瘀证大

鼠与正常组比较，血小板具有活化功能亢进，颗粒

释放增加的特点［13］。本实验大鼠血小板聚集率实

验结果显示，与正常组比较，AA、ADP 诱导的模型

组大鼠血小板最大聚集率和平均聚集率均显著升

高，说明血瘀证大鼠血小板可能已高度活化聚集。

阿司匹林对于 AA 诱导的大鼠血小板最大聚集率和

平均聚集率均有显著的降低作用，而补阳还五汤对

于 ADP 诱导的大鼠血小板最大聚集率和平均聚集

率均有显著的降低作用，考虑可能与作用的相关代

谢通路有关［24］。为直观观察血小板聚集情况，本实

验对大鼠血小板进行扫描电镜观察，结果显示与正

常组相比模型组大鼠血小板高度活化，伪足伸出明

显，聚集抱团情况多发；阿司匹林组和补阳还五汤

组均能改善血小板过度聚集情况的发生。

有研究指出，血瘀证与炎症、ICAM-1 存在相关

性［25-26］，机体健康状态下很少表达 ICAM-1。而炎症

也可诱发血管内皮损伤引起血小板聚集，并产生一

系列病理变化，如脂质沉积、白细胞黏附增强等，导

致动脉粥样硬化斑块的形成；同时损伤内皮细胞的

表面炎症受体被激活，使得促炎细胞因子如肿瘤坏

死因子、白细胞介素 -1、白细胞介素 -6 分泌增加，这

些介质和细胞因子导致血管内皮损伤进一步加重，

形成恶性循环，导致斑块破裂、裂隙或者侵蚀，诱发

血栓形成致缺血事件［27］。因此，炎症参与心血管事

件链的全程。炎症引起局部血栓形成，血栓形成又

放大炎症反应，血小板及其活化产物在其中起着关

键性作用。

在血小板活化后，释放血小板源生长因子增

加，而后者是 MMPs分泌的刺激因子，可使 MMPs水

平升高。MMPs 与白细胞和内皮细胞的相互作用，

参与的炎症反应被认为是导致动脉粥样硬化斑块

不稳定的重要因素［28］。多项研究证实，MMPs 的水

平 与 冠 心 病 血 瘀 证 患 者 发 病 率 呈 正 相 关［29-30］。

MMP-9 属于 MMPs 家族中的明胶酶，能降解细胞外

基质中的胶原，影响平滑肌增殖等作用。研究显

示，MMP-9 过表达可刺激其他炎症因子的表达而促

进冠状动脉粥样硬化斑块的形成或增加其不稳定

性而破裂，导致不稳定型心绞痛发作［31］。在心血管

相关疾病研究中，检测血清中 MMP-9 含量可评估心

血管疾病患者与健康对照组体内炎症的差异。有

研究表明，急性心肌梗死患者与健康对照组比较，

血清 MMP-9 的水平显著升高［32］。有学者采用解毒

通络合剂治疗冠心病 PCI 术后患者，与安慰剂组比

较，血清 MMP-9 水平显著下降［33］。

ICAM-1 是细胞间的黏附因子，其功能可介导

细胞间黏附，当 ICAM-1 过表达时可诱导细胞异常

增殖、迁移，进而导致动脉粥样硬化的发生，可作为

心血管事件的独立靶向预测因子［34］。MMP-9 作为

炎性细胞因子，是降解胶原的主要酶类之一，在诱

导炎症细胞迁移、血管重构、斑块不稳定性及其破

裂中起着重要作用［30］。有实验证明多种炎性因子

如肿瘤坏死因子-α（TNF-α）等可诱导机体内部巨噬

细胞和中性粒细胞释放大量的 MMP-9，局部 MMP-9

含量增多可能与炎症有关［35］。而活化的血小板通

过释放活性颗粒因子来影响并促进血瘀证的发生

和发展，其中血小板因子 4（PF4）的含量最丰富，被

认为是巨噬细胞成熟和血小板活化的标记［36］。有

研究表明，PF4 经 TLR4 上调巨噬细胞 MMP-9 表达，

进而促进炎症和血瘀斑块不稳定性的发生发展［37］。

本实验结果显示，与正常组比较，模型组大鼠血清

中 MMP-9 和 ICAM-1 含量均显著增加；与模型组比

较，阿司匹林和补阳还五汤均可显著降低大鼠血清

中的 MMP-9 和 ICAM-1 因子表达水平，以改善大鼠

炎症以及血瘀斑块不稳定等问题，发挥药物抗炎、

抗凝的作用。

炎症和血小板功能亢进贯穿整个血瘀证发生
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发展过程，而调控这一过程是多通路多靶点共同作

用的结果。其中发现，NF-κB 途径激活与 ICAM-1

表达之间存在相关性，从而能够确定 ICAM-1 为这

一炎症过程的关键参与者［38］。而多篇报道表明，通

过激活 NF-κB 途径可诱导血管平滑肌细胞中的 C

反应蛋白（CRP）和 MMP-9 表达，从而加剧炎症反

应［39-40］。推测通过抑制 NF-κB 途径，可能减轻血瘀

证造成的炎症损伤，从而缓解炎症造成的血小板功

能亢进，减轻血栓形成，达到活血化瘀的效果。补

阳还五汤中含有黄芪甲苷、芍药苷、苦杏仁苷、山柰

素等有效活性成分经试验证实可以入血分，具有多

靶点协同、拮抗、整合、调节等作用特点，并且国内

外多个实验证实该方具有抑制 NF-κB 信号通路的

活化、抑制炎症因子的表达的作用［41-43］。

综上所述，本研究发现补阳还五汤具有活血化

瘀、抗炎等作用，可用于治疗多因素诱导的大鼠急

性血瘀证，其机制可能通过调节炎症从而抑制血小

板过度活化聚集，改善大鼠血液凝血功能。血瘀证

血小板活化功能异常是多通路多靶点共同作用的

结果，其机制复杂难以正确调控成为目前治疗血瘀

证的一大难题。改善血小板功能，以及在血小板蛋

白上找到新型抗血栓药物的靶点，是未来治疗心血

管事件的思路，望本文可为中医药学和现代医学活

血化瘀的研究发展提供重要参考。
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