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活血散中6种透皮药物成分对软组织损伤修复中

成纤维细胞的影响

徐凡舒      王松立      张文龙      钱卫庆

南京中医药大学附属南京中医院，江苏南京   210000

[摘要] 目的 研究活血散中 6 种透皮药物成分对软组织损伤修复的作用。 方法 通过划痕法和 D-半乳糖法建立人

成纤维细胞（HFF-1）体外损伤模型，CCK8 法检测活血散中的 6 种药物透皮成分对细胞增殖活性的影响。配置

6种药物单体溶液，分别处理造模后细胞，Western blot 法测量血管内皮生长因子（VEGF）、表皮细胞生长因子

（EGF）蛋白表达水平，酶联免疫吸附试验法测定羟脯氨酸、Ⅰ型胶原酶、Ⅲ型胶原酶、白细胞介素（IL）-1β、IL-6、

前列腺素 E2（PGE2）含量。 结果 CCK8 实验确定了后续实验安全浓度：40 µmol/L 香豆素、80 µmol/L 葫芦巴碱、

160 µmol/L 齐墩果酸、40 µmol/L 小檗碱、160 µmol/L 肤子皂苷、40 µmol/L 芦丁。实验发现，划痕造模组、D-半乳

糖造模组 VEGF 和 EGF 蛋白表达水平高于空白对照组（P＜0.05）。与划痕造模组、D-半乳糖造模组比较，葫芦巴

碱组、齐墩果酸组、小檗碱组 VEGF 与 EGF 蛋白表达水平降低（P＜0.05）。划痕造模组、D-半乳糖造模组羟脯氨

酸、Ⅰ型胶原酶、Ⅲ型胶原酶表达量高于空白对照组（P＜0.05）。与划痕造模组比较，齐墩果酸组、小檗碱组、地

肤子皂苷组、芦丁组中羟脯氨酸表达量降低，香豆素组、齐墩果酸组、小檗碱组Ⅰ型胶原酶表达量降低，小檗碱

组、芦丁组Ⅲ型胶原酶表达量降低（P＜0.05）。与 D-半乳糖造模组比较，芦丁组Ⅲ型胶原酶表达水平降低（P＜

0.05）。划痕造模组、D-半乳糖造模组 IL-1β、IL-6、PGE2表达量高于空白对照组（P＜0.05）。与划痕造模组比较，

芦丁组中 IL-1β 的表达量降低，小檗碱组、地肤子皂苷组、芦丁组中 IL-6 表达量降低，小檗碱组、芦丁组中 PGE2

表达量降低（P＜0.05）。与 D-半乳糖造模组比较，小檗碱组、地肤子皂苷组、芦丁组中 IL-6 和 PGE2 表达量降低

（P＜0.05）。结论 活血散中的 6 种药物透皮成分能够从减轻局部组织肿胀、改善病理状态、抑制局部炎症等多途

径缓解急性损伤症状，加快恢复速度，是活血散治疗急性闭合性软组织损伤的效应物质。
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[Abstract] Objective To investigate the effect of six transdermal drug components in Huoxuesan on the repair of soft 
tissue injuries. Methods An in vitro injury model of human fibroblasts (HFF-1) was established using the scratch assay 
and D-galactose assay. The CCK8 assay was employed to evaluate the effects of six transdermal drug components in 

Huoxuesan on cell proliferation activity. Six individual 
drug solutions were prepared and applied to modeled cells. 
Western blot measured vascular endothelial growth factor 
(VEGF) and epidermal growth factor (EGF) secretion 
levels. Enzyme-linked immunosorbent assay quantified 
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hydroxyproline, type Ⅰ collagenase, type Ⅲ collagenase, interleukin-1β(IL-1β), IL-6, and prostaglandin E2 (PGE2) 
levels. Results The CCK8 assay determined the safe concentrations for subsequent experiments: 40 µmol/L coumarin, 
80 µmol/L trigonelline, 160 µmol/L oleanolic acid, 40 µmol/L berberine, 160 µmol/L momordin, and 40 µmol/L rutin. 
The experiment revealed that the expression levels of VEGF and EGF proteins in the scratch model group and the D-
galactose model group were higher than those in the blank control group (P＜0.05). Compared with the scratch model 
group and the D-galactose model group, the expression levels of VEGF and EGF proteins in the trigonelline group, the 
oleanolic acid group, and the berberine group decreased (P＜0.05). The expression levels of hydroxyproline, type Ⅰ , 
and type Ⅲ collagenases in the scratch model group and the D-galactose model group were higher than those in the 
blank control group (P＜0.05). Compared with the scratch model group, the expression levels of hydroxyproline in the 
the oleanolic acid group, the berberine group， the momordin group, and the rutin group decreased, the expression levels 
of type I collagenase in the coumarin group, the oleanolic acid group, and the berberine group decreased, and the 
expression level of type Ⅲ collagenase in the berberine group and the rutin group decreased (P＜0.05). Compared with 
the D-galactose model group, the expression level of type Ⅲ collagenase in the rutin group decreased (P＜0.05). The 
expression levels of IL-1β, IL-6, and PGE2 in the scratch model group and the D-galactose model group were higher 
than those in the blank control group (P＜0.05). Compared with the scratch model group, the expression level of IL-1β 
in the rutin group decreased, the expression levels of IL-6 and PGE2 in the berberine group, and rutin group momordin 
group decreased (P＜0.05). Compared with the D-galactose model group, the expression levels of IL-6 and PGE2 in the 
berberine group, the momordin group, and the rutin group decreased (P＜0.05). Conclusion The six transdermal 
components of Huoxuesan can alleviate acute injury symptoms through multiple pathways, including reducing local 
tissue swelling, improving pathological conditions, and inhibiting local inflammation, thereby accelerating recovery. 
These components are the active substances responsible for the therapeutic effects of Huoxuesan in treating acute closed 
soft tissue injuries.
[Key words] Huoxuesan; Acute closed soft tissue injury; Coumarin; Trigonelline; Oleanolic acid; Berberine; Momordin; 
Rutin

急性闭合性软组织损伤是软组织或骨骼肌肉受

到直接或间接暴力引起的一大类创伤综合征，组织受

创后出现微循环障碍、无菌性炎症，致使局部组织肿

胀疼痛，引起患者的运动功能障碍，对人体活动造成

限制[1]。其生理过程分为炎症期、增殖期、重塑期 3 个

阶段，临床治疗主要遵循 P.R.I.C.E 原则（保护、休息、

冰敷、加压包扎和抬高患肢），配合药物消炎镇痛。

在祖国医学中，这种外力损伤筋肉脉络，引起局部

气血瘀滞的疾病，属于“筋伤”的范畴。相较于临床医

学的疼痛治疗，中医以活血祛瘀、舒筋通络、消肿止痛

为治则。而中医外治疗法的透皮给药可避免肝脏的首

过效应和药物在胃肠道的降解，使药力直达病所，同时

降低药物的毒性和不良反应，一次给药，即可使药物以

恒定的速率进入体内，维持稳定的血药浓度。

活血散散剂（制剂批准文号：苏药制字 Z04000 
807）处方源自南京市中医院名老中医多年临床经验，

由刘寄奴、地肤子、半枝莲、虎杖、生南星、地鳖虫、黄

柏组成，临床应用于跌打损伤、瘀血肿痛的治疗已有

40 余年。课题组前期实验检测出了活血散外敷过程

中透过皮肤，进入损伤局部组织内的药物成分有香豆

素、葫芦巴碱、齐墩果酸、小檗碱、地肤子皂苷、芦丁[2]，

但这些药物成分进入体内具体发挥怎样的生物学效

应仍不明确，本研究旨在通过活血散透皮药物成分干

预软组织损伤细胞模型，探究其主要效应成分，阐明

相对应的生物学作用机制，为后期优化活血散组方、

改善剂型及开发新药提供基础。

1 材料与方法

1.1 材料

HFF-1 细 胞 购 自 上 海 中 乔 新 舟 生 物 科 技 有 限

公司。

胎牛血清（货号：A5256701）、低糖 DMEM（货号：

11885084）、PBS 缓冲液（货号：13151014）均购自美国

Gibco 公司；CCK8 试剂盒（货号：C0037）购自上海碧云

天生物技术有限公司；人白细胞介素（interleukin，IL）-1β
酶联免疫吸附试验法（enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA）检测试剂盒（货号：ED-10351）、IL-6 ELISA
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检测试剂盒（货号：ED-10377）、Ⅰ型胶原酶 ELISA 检

测试剂盒（货号：ED-14658）、Ⅲ型人胶原酶 ELISA 检

测试剂盒（货号：ED-14659）、人羟脯氨酸（hydroxypro‐
line，Hyp）ELISA检测试剂盒（货号：WLCSJZF11186）购

自 厦门仑昌硕生物科技有限公司；表皮细胞生长因

子（epidermal growth factor，EGF）抗体（货号：YP-Ab-
03849）、血 管 内 皮 生 长 因 子（vascular endothelial 
growth factor，VEGF）抗体（货号：YP-Ab-04724）购自

深圳市优品生物科技有限公司；m-IgGkBP-HRP（货

号：sc-516102）购自圣克鲁斯生物技术公司。

主要仪器：FC500 型流式细胞仪购自美国贝克曼

库尔特公司；CX41 型普通倒置显微镜购自奥林巴斯

光学技术公司；Heracell 150i 型细胞培养箱购自赛默

飞世尔科技有限公司；全波长酶标仪购自美国安捷伦

科技有限公司；ChemiDoc XRS+型全自动化学发光凝

胶成像分析系统购自伯乐生命医学产品有限公司；垂

直电泳系统、转膜印迹系统购自伯乐生命医学产品有

限公司；超纯水系统购自赛默飞世尔科技有限公司；

冷 冻 离 心 机 、低 温 离 心 机 购 自 美 国 贝 克 曼 库 尔 特

公司。

1.2 研究方法

1.2.1 细胞培养  复苏细胞，将 HFF-1 细胞置于含 15%
胎牛血清的 DMEM 高糖培养基，添加 1% 双抗溶液、

1% 丙酮酸钠（100 mmol/L），37 ℃和 5% CO2 细胞培养

箱中培养，细胞达到 80%～90% 时进行传代。每 2 d
更换 1 次培养基。

1.2.2 CCK8试剂盒检测  将第3代对数生长期的HFF-1
细胞接种于 96 孔板，基于对同类植物化学物前期研

究的文献调研，此类化合物（香豆素、葫芦巴碱、齐墩

果酸、小檗碱、地肤子皂苷、芦丁）的细胞生物学效应

通常在 0～100 µmol/L 浓度内得以观察[3-4]，为了确保

能够覆盖所有测试化合物的潜在有效浓度，并探索其

可能存在的细胞毒性效应，本研究设置了包含并略高于

该常见范围的浓度梯度（10、20、40、80、160 µmol/L），与

DMEM 培养液进行配制，并设置 0 µmol/L（仅加入完全

培养液），每个浓度设置 4 个复孔。24 h 后加入 10% 
CCK8 溶液，在培养箱内继续孵育 1 h，使用酶标仪测

定 450 nm 波长处各孔的吸光度值。

1.2.3 实验分组与处理  将细胞分为空白对照组、划痕

造模组、D-半乳糖造模组、香豆素组、葫芦巴碱组、齐

墩果酸组、小檗碱组、地肤子皂苷组、芦丁组，每组设

置 3 个复孔。划痕造模组[5]：用 20 µl 枪头在培养皿底

部平行划 3 道直线痕(每道划痕间距为 5 mm)造成机械

损伤。PBS 液清洗 3 遍以去除损伤的细胞碎片，添加

新鲜培养基继续培养并进行后续实验。D-半乳糖造

模组[6]：加入含 0.25 mol/L D-半乳糖的完全培养基。

为探究各药物组分的治疗作用，以划痕造模组或 D-半

乳糖造模组作为基准，根据 CCK8 结果，在造模后的细

胞中分别加入 40 µmol/L 的香豆素、80 µmol/L 的葫芦

巴碱、160 µmol/L 的齐墩果酸、40 µmol/L 的小檗碱、

160 µmol/L的地肤子皂苷、40 µmol/L的芦丁进行处理，

比较各药物处理组各项指标的变化。

1.2.4 Western blot法测定 VEGF、EGF蛋白表达

水平  取出第 3 代对数生长期的 HFF-1 细胞，BCA 法

检测细胞蛋白浓度，95 ℃加热 5 min 使蛋白变性，配

胶、蛋白上样、电泳、转膜后封闭，一抗（VEGF、EGF
抗体 1∶1 000 及 GAPDH 抗体 1∶20 000）4 ℃孵育过

夜 ，HRP 标记鼠二抗（1∶5 000）室温孵育 60 min 并

显影。

1.2.5 ELISA法测定羟脯氨酸、Ⅰ型胶原酶、Ⅲ型胶原

酶、IL-1β、IL-6、前列腺素 E2（prostaglandin 
E2，PGE2）含量  HFF-1 细胞按“1.2.3”进行分组，加入

待测样品 100 µl 进行处理。使用羟脯氨酸、Ⅰ型胶原

酶、Ⅲ型胶原酶、IL-1β、IL-6、PGE2 试剂盒，通过检测

其水平，绘制出标准曲线。

1.3 统计学方法

采用 GraphPad Prism 7.0 软件进行数据分析。计

量资料采用均数±标准差（x̄±s）表示，多组数据比较采

用单因素方差分析，两两比较采用 t 检验。以 P＜0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 6种药物组分对HFF-1细胞增殖活性的影响

与0 µmol/L比较，80、160 µmol/L香豆素，160 µmol/L
葫芦巴碱，80、160 µmol/L 小檗碱，80、160 µmol/L 芦

丁 HFF-1 细胞的增殖活性均降低（P＜0.05）。见图 1。

基于以上结果，为在安全浓度内追求最大药理效应，

本研究选择后续实验的药物浓度：40 µmol/L 的香豆

素 、80 µmol/L 的 葫 芦 巴 碱 、160 µmol/L 的 齐 墩 果

酸 、40 µmol/L 的 小 檗 碱 、160 µmol/L 地 肤 子 皂 苷 、

40 µmol/L 的芦丁。

2.2 6种药物组分对各组细胞生长因子分泌的影响

划痕造模组、D-半乳糖造模组 VEGF 和 EGF 蛋白

表达水平高于空白对照组（P＜0.05）。与划痕造模组

比较，葫芦巴碱组、齐墩果酸组和小檗碱组 VEGF 蛋

白表达水平降低，葫芦巴碱组、齐墩果酸组、小檗碱

组、芦丁组 EGF 蛋白表达水平降低（P＜0.05）；与 D-
半乳糖造模组比较，葫芦巴碱组、齐墩果酸组、小檗碱

组、芦丁组 VEGF 蛋白表达水平降低（P＜0.05），香豆

素组、葫芦巴碱组、齐墩果酸组、小檗碱组、芦丁组

EGF 蛋白表达水平降低（P＜0.05）。见图 2。
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图1   不同浓度的药物单体溶液对HFF-1细胞增殖活性影响（n=4）
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图2   各组血管VEGF、EGF蛋白表达比较（n=3）
2.3 6 种药物组分对各组细胞羟脯氨酸、Ⅰ型胶原酶、

Ⅲ型胶原酶表达的影响

划痕造模组、D-半乳糖造模组羟脯氨酸、Ⅰ型胶

原酶、Ⅲ型胶原酶表达量高于空白对照组（P＜0.05）。

与划痕造模组比较，齐墩果酸组、小檗碱组、地肤子皂

苷组、芦丁组中羟脯氨酸表达量降低，香豆素组、齐墩

果酸组、小檗碱组Ⅰ型胶原酶表达量降低，小檗碱组、

芦丁组Ⅲ型胶原酶表达量降低（P＜0.05）。与 D-半

乳糖造模组比较，芦丁组中Ⅲ型胶原酶表达水平降低

（P＜0.05）。见图 3。
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2.4 6 种药物组分对各组细胞炎症因子 IL-1β、IL-6、

PGE2表达的影响

划 痕 造 模 组 、D- 半 乳 糖 造 模 组 IL-1β、IL-6、

PGE2 表达量高于空白对照组（P＜0.05）。与划痕造

模组比较，芦丁组中 IL-1β 的表达量降低，小檗碱

组、地肤子皂苷组、芦丁组中 IL-6 表达量降低，小檗

碱组、芦丁组中 PGE2 的表达量降低（P＜0.05）。与

D-半乳糖造模组比较，小檗碱组、地肤子皂苷组、芦

丁 组 中 IL-6 及 PGE2 的 表 达 量 降 低（P＜0.05）。

见图 4。
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图4   各组炎症因子 IL-1β、IL-6、PGE2表达比较（n=3）

3 讨论

急性闭合性软组织损伤会为人体带来炎症反应、

局部血流灌注及血流动力学障碍等一系列病理改变，

本研究中所使用的 HFF-1 细胞，作为疏松结缔组织

中主要细胞成分，密切参与整个损伤和修复过程。

VEGF 和 EGF 因其对血管通透性、新生血管形成[7]、细

胞生长增殖分化的促进作用，能够在急性炎症期激活

损伤局部多种炎症细胞因子，引发炎症反应[8-9]。羟脯

氨酸是胶原组织主要成分，而胶原蛋白广泛分布在人

体的肌腱与皮肤中，组成细胞外基质，在纤维细胞损

伤后，其明显增长，以促进创伤愈合与组织修复过

程[10]，胶原酶的主要作用是水解胶原蛋白，持续活跃

则不利于损伤愈合。IL-1β、IL-6、PGE2 作为经典炎

症细胞因子，参与 NLRP3 信号通路、NF-κB 信号通路

等多种炎症反应通路，在急性软组织损伤过程中大量

分泌，进一步刺激外周神经，加重红肿疼痛的局部

表现[11]。

课题组前期通过在体、离体实验，在活血散外敷

时的血液，皮肤及局部肌肉组织中检测出香豆素、葫

芦巴碱、齐墩果酸、小檗碱、地肤子皂苷、芦丁为其主

要透皮成分[2]。本研究结果显示，葫芦巴碱、齐墩果

酸、小檗碱、芦丁能够有效降低损伤造模细胞中的

VEGF、EGF 水平，降低血管通透性，抑制炎症引起的

组织水肿及继发的炎症因子表达；小檗碱、芦丁对胶

原酶有一定的抑制作用，齐墩果酸、小檗碱、地肤子皂

苷、芦丁增加羟脯氨酸的利用，可对急性闭合性软组

织损伤后的纤维修复起到正向作用；小檗碱、地肤子

皂苷、芦丁各自对炎症因子 IL-1β、IL-6、PGE2 有不同

程度的下调作用。可见，6 种药物透皮成分能够从不

同层面缓解急性闭合性软组织损伤的程度，是活血散

中发挥效应的作用成分。

近年来，人们对中药作用于人体的效应成分及其

作用机制的探讨越来越深入，对于这 6 种药物成分在

炎症期、尤其急性炎症过程中起到的作用机制也有了

丰富认知，结合本研究结果，或许能对这些药物治疗

急性闭合性软组织损伤的作用机制展开一些推论。

3.1 香豆素

香豆素在自然界广泛存在，具有抗炎、抗菌、抗氧

化、抗癌等多种药理活性作用，可抑制 IL-1β 导致的

P16、P21、IL-6、TNF-α、MMP9、MMP13 等各类因子的

上调[12-14]，并通过受体 VEGFR2 及 VEGF 相关的血管

生成信号通路的抑制，起到干预癌症进展的作用[15]。

与此同时，口服香豆素在亚洲人群中被报道有肝毒性

的风险[16]，与香豆素代谢物 o-HPA 有关，尽管大部分
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患者表现为短暂的转氨酶升高，但在使用前仍需严格

评估；而化妆品原料安全性评价新方法（NGRA）的测

试结果表明，添加在面霜、化妆水中 0.1% 的香豆素对

消费者来说是安全的，进一步开发其在外用治疗中的

药理作用，或许是规避风险、发挥疗效的更好选择[17]。

3.2 葫芦巴碱

葫芦巴碱可在阻碍促炎因子的释放、减轻炎症传

播 和 减 轻 组 织 损 伤 多 个 层 面 上 抗 炎 ，可 通 过 抑 制

TLR4/NLRP3 通路相关蛋白的表达水平，阻止 NLRP3
炎症小体的激活，进而下调炎症小体传感器蛋白、IL-
1β 和 IL-18[18]。同时，它具有抗敏和皮肤保护作用，可

以通过调节 HIF-1α/VEGF 通路，降低 MMP1 活性[18-20]，

防止 UV-B诱导的胶原蛋白降解和脂质过氧化[21]。

3.3 齐墩果酸

齐墩果酸具有防腐活性与五环三萜类化合物的

抗炎和抗氧化作用，Huang 等[22]通过细胞培养和动物

实验发现，它在多种炎症和氧化应激情况下显著抑制

促炎细胞因子（IL-1β、IL-6、IL-8、TNF-α、MCP-1）的

产 生 。 它 还 可 通 过 激 活 microRNA-148-3p 介 导 的

FGF2 抑制作用，有效减少Ⅱ型胶原蛋白基因表达

障碍[23]。

3.4 小檗碱

小檗碱在自然界广泛分布，可从芸香科、毛莨科、

小檗科等多种植物中提取[24]，它对于多种炎症因子的

强 大 抗 炎 作 用[25]，在 本 研 究 中 也 有 所 体 现 ，抑 制

NLRP3/NF-κB 等经典通路的潜力可能是其作用机

制。Tan 等[26]研究发现，小檗碱和它的代谢物在脂肪

和肌肉等各种器官中的体内分布显著高于血浆，给药

后最早采样时间 0.25 h 到达组织，并分别在 2、12 h 达

到最大浓度，而肝脏是其主要代谢组织，外敷给药时，

它能在局部肌肉组织中达到持久的作用效果，稳定发

挥其抗炎、抗氧化特性。

3.5 地肤子皂苷

地 肤 子 皂 苷 通 过 下 调 EGFR 及 下 游 信 号 分 子

EGF 的 表 达 ，抑 制 了 EGF 诱 导 的 Akt 和 ERK 磷 酸

化[23]，同 时 靶 向 阻 断 TLR4/MyD88 信 号 通 路[27]，这 是

MAP 激酶(JNK，p38 MAPK) 和 NF-κB 激活和 IL-1β、

IL-6、TNF-α 产生的重要上游。同时，它可以抑制 T
细胞的成熟和 Th17 细胞分化[28]，在类风湿性关节炎、

银屑病等自身免疫性疾病模型中显示出治疗潜力。

3.6 芦丁

芦丁可以减少 NF-κB 和 STAT3 的表达、减少炎

症浸润，显著降低促炎介质 TNF-α、IFN-γ、IL-1β 和

IL-6 的合成[29]，并限制白细胞向损伤部位的迁移 。

Kim 等[30]研究发现，VEGF 通过表达 ICAM-1 增加大鼠

的血管通透性，诱导高炎症反应，芦丁可对这一过程

进行阻断，缓解局部炎症及组织水肿。

本研究通过整合成纤维细胞损伤模型实验与现

有药理学证据，系统揭示了活血散的 6 种主要透皮成

分（香豆素、葫芦巴碱、齐墩果酸、小檗碱、地肤子皂

苷、芦丁），通过抑制 VEGF/EGF、下调炎症因子、调节

胶原代谢（抑制胶原酶、促进羟脯氨酸利用）等多重机

制，共同对抗急性闭合性软组织损伤的核心病理过

程，减轻局部组织肿胀、改善病理状态、抑制局部炎

症，并加快恢复速度。本研究对 6 种主要透皮成分在

细胞分子层面的作用机制有了初步的了解，未来可在

本研究的基础上进一步研究活血散发挥作用的具体

信号通路和其他作用靶点，为提高用药效率、改善患

者治疗体验作出更多探索。

利益冲突声明：本文所有作者均声明不存在利益

冲突。
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