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接骨柔筋方促进骨折后成血管及改善骨代谢的
作用机制研究
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【摘要】目的：评价接骨柔筋方的药物安全性并探讨其促进胫骨骨折模型大鼠成血管、改善骨代谢的作用机制。

方法：SD 大鼠制备胫骨骨折模型，造模成功后随机分为模型组、接骨柔筋方组及仙灵骨葆组，每组 15 只，另取

15 只大鼠设为空白组。空白组不进行任何干预措施；模型组给予生理盐水 10 mg/（kg·d）灌胃；仙灵骨葆组按照

10 mg/（kg·d）灌胃仙灵骨葆混悬液；接骨柔筋方组按照 13. 5 mg/（kg·d）灌胃，均每日 2 次，干预 2 周。采用生化检

测血清肌酐、尿素氮评价药物安全性；采用生化检测碱性磷酸酶、钙、磷、睾酮水平评价接骨柔筋方对骨代谢的影

响；采用血液流变学检测纤维蛋白原、红细胞沉降率、血浆黏度和红细胞压积评价接骨柔筋方干预后血液流变学

改变；采用CD31免疫荧光染色检测骨折断端软组织微血管密度评价其成血管作用。结果：与模型组比较，仙灵骨

葆组和接骨柔筋方组大鼠全血中肌酐、尿素氮水平降低（P < 0. 05），碱性磷酸酶、钙、磷、水平升高（P < 0. 05），红

细胞沉降率、血浆黏度和红细胞压积显著降低（P < 0. 05），骨折断端腓肠肌及比目鱼肌 CD31 阳性微血管比例增

加（P < 0. 05），接骨柔筋方组睾酮水平和纤维蛋白原含量显著降低（P < 0. 05），仙灵骨葆组睾酮水平和纤维蛋白

原含量有下降趋势，但差异无统计学意义（P > 0. 05）。结论：接骨柔筋方药物安全性良好，具有促进成血管、改善

血液流变学、改善骨代谢等作用，其促进骨折愈合的作用机制可能与其成血管以及改善骨代谢有关。
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随着社会经济发展水平的提升，危及生命的创伤

性骨折的发病率急剧升高，骨折后骨延迟愈合或骨不

愈合等并发症的发生率高达 5%～10%［1］。骨折治疗

周期长，并发症发生率高，严重增加了患者的心理负担

和经济压力，如何促进骨折愈合已成为一个多层面关

注的社会问题。近年来，中药及其相关制剂辅助治疗

骨折成为研究热点［2］。

接骨柔筋方由《伤科大成》中的“壮骨续筋丹”化裁

而来，全方由补骨脂、三七、益智仁、刘寄奴等 13味中

药配伍而成，是临床广泛使用的经验方。本团队前期

研究发现，骨折后 3～4周，骨折处肿痛渐消，局部软组

织损伤已修复，骨折断端骨痂初步形成。该期瘀血渐

退，肿胀已消，但瘀阻未尽，气血未和，筋骨未长，故治

则当以和营生新、接骨续筋为主。该方基于“筋骨并

重”和骨折“三期辨证”理论，应用于临床骨折中期修

复，疗效显著。
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基于此，本研究拟通过建立胫骨骨折大鼠模型，通

过检测接骨柔筋方安全性、对成血管和骨代谢的作用，

明确其成血管及改善骨代谢的疗效，为此复方的临床

应用提供理论支撑，同时为临床上骨折的中药辅助治

疗提供新选择。

1　材料

1. 1　实验动物

3 月龄健康 SPF 级 SD 大鼠 60 只，雌雄各半，体质

量（240 ± 20）g，由中国农业科学院兰州兽医研究所实

验动物中心提供，许可证号：SCXK（甘）2020－0002。
分笼饲养于甘肃省中医院动物实验中心，每笼 4只，均

采用 SPF级动物实验室专用普通无菌饲料喂养，自由

进食水，适应性喂养一周。饲养条件：室温 22～24 ℃，

相对湿度 50%～60%，每日光照时间 12 h，隔 2～3 d更

换垫料，实验室采光、通风均良好。

1. 2　实验药品及试剂

血磷浓度检测试剂盒、血钙浓度检测试剂盒［货

号 ：D799344－0100、D799342－0100，生 工 生 物 工

程（上海）股份有限公司］；羊抗鼠一抗、羊抗兔二抗（货

号：HA1006、HA1001，杭州华安生物技术有限公司）；

超敏 Ecl发光液（货号：MA0186，大连美仑生物技术有

限公司）；仙灵骨葆胶囊（货号：Z20025337，国药集团

贵州同济堂制药有限公司）；兔 SP试剂盒（货号：SP－
9001 2122B1013，北京中杉金桥生物技术有限公司）；

BSA（货号：A8020 1211A0516，北京索莱宝科技有限公

司）；DAPI染色液（货号：BL105B 22165222，Biosharp）；

CD31（货号：AF6191 4b61226，Affinity）。

1. 3　实验仪器与设备

超低温冰箱（型号：DW－HL52，中科美菱低温科

技公司）；恒温水浴锅（型号：HH－1，常州市江南仪器

厂）；摇床（型号：TS－92，海门市麒麟医用仪器厂）；包

埋机、病理切片机（型号：LEICA HistoCore Arcadia、
LEICA RM2016，德国徕卡公司）；显微拍照系统（型号：

BX43 + sc50，广州奥林巴斯有限公司）；组织摊片

机（型号：KD－P，浙江科迪仪器设备有限公司）；全自

动动物血液细胞分析仪（型号：BC－5000 VET，深圳迈

瑞生物医疗电子股份有限公司）；台式恒温鼓风干燥

箱（型号：101－1AB，天津市泰斯特仪器有限公司）；全

景切片扫描仪（型号：Pannoramic MIDI Ⅱ，济南丹吉尔

电子有限公司）；血液流变仪（型号：HT－100A，淄博恒

拓分析仪器有限公司）。

2　方法

2. 1　药物制备

接骨柔筋方组方：补骨脂 12 g，三七 6 g，益智仁

9 g，刘寄奴 12 g，当归 12 g，党参 12 g，黄芪 20 g，川芎

12 g，五加皮 9 g，木瓜 12 g，白芍 12 g，千年健 10 g，茜草

10 g。将中药复方饮片（三七除外）倒入煎药锅中，加

入 200 mL饮用水浸泡 30 min，武火煮沸后改用文火继

续煎煮，取煎液。再加入饮用水以没过药面为宜，火候

同第一煎，取煎液。随后将两次药液混合，置于提前放

置好 6 g三七粉的药罐中，搅拌均匀，最终得到 150 mL
水煎液。药液浓度 = 药材投料量（g）/药液体积（mL），

本研究最终药液浓度为0. 85 g/mL。
2. 2　大鼠胫骨骨折模型建立

大鼠骨折模型的制备参考文献［3］。大鼠适应性

喂养 1 周后开始建立胫骨骨折大鼠模型，造模前大鼠

禁食水 12 h。大鼠称重后均采用 2% 戊巴比妥钠

（2 mL/kg）进行腹腔注射麻醉，待完全麻醉后，无菌操

作，于大鼠右侧膝关节中部沿胫骨长轴作长约 1. 5 cm
纵行切口，剥离胫前肌，显露胫骨中段；打孔后将

0. 8 mm 克氏针经胫骨平台自上而下完全插入胫骨髓

腔，取胫骨中段切开并环形分离部分骨膜，用摆动锯

横行截断胫骨，形成胫骨中段开放骨折后冲洗，缝合。

造模后立即拍摄右下肢正位 X线片，观察模型建立情

况。模型建立由同一组实验人员遵循统一的操作流

程进行操作。造模完成后，置于保温箱等待苏醒。大

鼠苏醒后给予 40 万 U 青霉素肌内注射，1 次/d，连续

3 d。
2. 3　动物分组与给药

将造模成功的 SD大鼠随机分为模型组、接骨柔筋

方组及仙灵骨葆组，每组15只。参照《中药药理实验方

法学》［4］计算大鼠给药剂量。空白组：无干预措施；模型

组：给予0. 9%生理盐水10 mg/（kg·d）剂量灌胃，每日给

药2次；仙灵骨葆组：仙灵骨葆人常用剂量是3 g/d，按照

体表面积换算成大鼠每日的剂量 = 人每日剂量（3 g） × 
人与大鼠体表面积比值（0. 018）/标准大鼠体质量

（200 g） = 0. 27 g/kg，计算出给药量后，按照剂量将仙灵

骨葆加入到 0. 9% 生理盐水中配成混悬液，并按照

10 mg/（kg·d）进行灌胃，每日给药 2次；接骨柔筋方组：

人常用剂量 128 g/d，按照同样的方法计算出大鼠的每

日剂量为11. 52 g/kg，大鼠中药复方药液灌胃剂量 = 大
鼠生药剂量（g/kg）/药液浓度（g/mL） ≈ 13. 5 mL/kg，即接

骨柔筋方组按照复方药液13. 5 mg/（kg·d）剂量灌胃，每

日给药 2次。另取 15只大鼠设为空白组，不给予任何

干预措施。共干预2周。

2. 4　观察指标

2. 4. 1　生化及血液流变学检测

各组大鼠干预 2 周后经腹主动脉采大鼠全血，将
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全血样本室温放置，上下颠倒全血样本 4～5 次，使其

充分混匀，并观察是否存在凝血、溶血及脂血现象。样

本状态合格后使用全自动生化分析仪检测碱性磷酸

酶、睾酮水平；使用血钙、血磷检测试剂盒检测钙、磷水

平；使用血液流变仪检测纤维蛋白原、红细胞沉降率、

血浆黏度和红细胞压积。

2. 4. 2　CD31免疫荧光染色

各组干预 2 周后，切取骨折断端腓肠肌及比目鱼

肌，4%甲醛固定 24 h以上，脱水，常规石蜡包埋，作肌

肉横截面切片，染色，封片，用全景扫描仪对切片进行

全景采集，将图用 Image Pro Plus 软件进行分析，读取

图片中蛋白表达的累计荧光强度和面积（area），进行

计算，得到平均荧光强度。

2. 4. 3　统计学方法

采用 SPSS 26. 0 进行统计分析，符合正态分布的

计量资料采用均数 ± 标准差表示，组内比较用配对

样本 t 检验，组间比较用独立样本 t 检验。不符合正

态分布，则采用中位数、四分位数表示，组间比较采

用独立样本秩和检验，组内比较采用配对样本秩和

检验。计数资料用率或构成比表示，采用卡方检验，

等级资料采用秩和检验。P < 0. 05 代表差异具有统

计学意义。

3　结果

3. 1　各组大鼠生化指标比较

与空白组比较，模型组肌酐、尿素氮水平明显上

升，差异具有统计学意义（P < 0. 05）；与模型组比较，

接柔筋方组与仙灵骨葆组肌酐、尿素氮水平下降，差异

具有统计学意义（P < 0. 05）。与空白组比较，模型组

睾酮水平下降，差异具有统计学意义（P < 0. 05）；接柔

筋方组与仙灵骨葆组可不同程度逆转睾酮下降趋势，

其中，接骨柔筋方组与模型组比较，睾酮水平明显上

升，差异具有统计学意义（P < 0. 05）；仙灵骨葆组睾酮

水平较模型组有所上升，但差异无统计学意义。结果

见表1。

3. 2　各组大鼠血清磷、钙、碱性磷酸酶比较

模型组血磷、血钙及碱性磷酸酶水平较空白组明

显下降，差异具有统计学意义（P < 0. 05）；接骨柔筋方

组和仙灵骨葆组血磷、血钙水平较模型组升高，差异有

统计学意义（P < 0. 05）。接骨柔筋方组、仙灵骨葆组

可部分逆转碱性磷酸酶水平降低，差异具有统计学意

义（P < 0. 05）。结果见表2。

3. 3　各组大鼠血液流变学指标比较

与空白组相比，模型组大鼠纤维蛋白原（FIB）、红

细胞沉降率（ESR）、血浆黏度（PV）、红细胞压积（PCV）
均升高（P < 0. 05），接骨柔筋方组 FIB 较模型组降低，

差异有统计学意义（P < 0. 05），仙灵骨葆组有下降趋

势，但差异无统计学意义；接骨柔筋方组、仙灵骨葆组

ESR、PV、PCV 较模型组均明显下降，差异有统计学意

义（P < 0. 05）。结果见表3。

3. 4　CD31免疫荧光染色

CD31 免疫荧光染色结果显示，模型组骨折断端

CD31阳性血管较空白组显著减少，接骨柔筋方组及仙

灵骨葆组骨折断端的 CD31阳性血管的比例较模型组

增加，但低于空白组，差异具有统计学意义（P < 
0. 05）。结果见图1。

表1　各组大鼠生化指标比较（x̄ ± s）

组别

空白组

模型组

接骨柔筋方组

仙灵骨葆组

n

3
3
3
3

肌酐/（µmol/L）
44. 69 ± 5. 33
61. 18 ± 7. 26*

52. 26 ± 4. 56#

49. 06 ± 3. 31#

尿素氮/（mmol/L）
3. 87 ± 0. 34
7. 81 ± 0. 51*

6. 09 ± 0. 47*#

5. 27 ± 0. 66*#

睾酮/（ng/mL）
8. 08 ± 0. 35
5. 82 ± 0. 25*

7. 33 ± 0. 56#

6. 48 ± 0. 46*

注：与空白组比较，*P < 0. 05；与模型组比较，#P < 0. 05。

表2　各组大鼠血清磷、钙、碱性磷酸酶比较（x̄ ± s）

组别

空白组

模型组

接骨柔筋方组

仙灵骨葆组

n

3
3
3
3

磷/（mg/dl）
230. 09 ± 4. 83
191. 08 ± 2. 86*

212. 40 ± 8. 97*#

202. 22 ± 2. 92*#

钙/（mg/dl）
157. 58 ± 4. 01
122. 74 ± 8. 86*

136. 60 ± 6. 59*#

133. 77 ± 5. 28*#

碱性磷酸酶/
（U/L）

60. 77 ± 3. 24
39. 89 ± 2. 74*

52. 67 ± 2. 59*#

48. 71 ± 1. 63*#

注：与空白组比较，*P < 0. 05；与模型组比较，#P < 0. 05。

表3　各组大鼠血液流变学指标比较（x̄ ± s）

组别

空白组

模型组

接骨柔筋方组

仙灵骨葆组

纤维蛋白原（FIB）/（g/L）
2. 41 ± 0. 23
2. 98 ± 0. 39*

2. 76 ± 0. 29*#

2. 81 ± 0. 31*

红细胞沉降率（ESR）/（mm/h）
7. 98 ± 0. 33
9. 23 ± 0. 56*

8. 56 ± 0. 37*#

8. 23 ± 0. 22#

血浆黏度（PV）/（mPa·s）
1. 74 ± 0. 18
2. 22 ± 0. 11*

1. 87 ± 0. 25#

1. 91 ± 0. 09#

红细胞压积（PCV）/（L/L）
0. 62 ± 0. 09
0. 97 ± 0. 13*

0. 81 ± 0. 10*#

0. 79 ± 0. 11*#

注：与空白组比较，*P < 0. 05；与模型组比较，#P < 0. 05。
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4　讨论

随着经济社会的快速发展，创伤性骨折在临床中

的发病率居高不下。骨折的治疗周期长，并发症发生

率高，中医药治疗骨折历史悠久，认为筋骨并重，相互

依存，可见肝、肾密切联系［5－8］。肝主筋，肝血充盈则筋

力强健而能束骨；肾主骨，肾精充足，则生髓壮骨方能

连筋、张筋。“接骨续筋、舒筋活络”理论强调从内而治，

活血通络，在促进骨修复方面起到了至关重要的作用。

如采用八仙散内服，配合活血接骨散、壮骨膏外敷等中

药外用薰洗治疗后疼痛肿胀改善，能够获得较为满意

的疗效。也有研究显示，骨折初期使用活血化瘀类药

物能够改善机体的血液流变学及凝血功能，骨折中后

期接骨续筋、补肝益肾类中药能够诱导成骨细胞的生

成，促进骨胶原纤维合成及钙、磷沉积，有利于加快骨

折愈合速度，提高骨生物力学强度［9－16］。

接骨柔筋方是长期应用于临床骨折中期修复的临

床经验方，目前已经在多中心多种骨折的临床治疗中

广泛应用于骨折中期修复。该方以“筋骨并重”理论为

指导思想，以补骨脂、三七共为君药，二药合用，祛残瘀

以促新生，温脾肾以助骨合。以黄芪、当归、党参、川

芎、千年健五药为臣药，共奏补气健脾、补血活血、补益

肝肾之功。以白芍、木瓜、益智仁、五加皮、茜草五药为

佐药，佐助君臣荣肝养血、壮骨强筋、祛瘀通经。以刘

寄奴为使药，助其发挥接骨荣筋之功。因此本研究通

过测定肌酐、尿素氮等水平评估该复方对肝肾功能的

影响，检测血钙、血磷及碱性磷酸酶及睾酮等成骨相关

指标评价该复方促成骨作用，选用血管生成的标志物

CD31评估该复方促进血管生成的疗效。结果显示，接

骨柔筋方干预后大鼠全血中肌酐、尿素氮水平降低，表

明接骨柔筋方对骨折大鼠肾功能无明显不良影响，药

物安全性良好；接骨柔筋方干预后能够提高大鼠血钙、

血磷及碱性磷酸酶及睾酮水平，可能对骨代谢有积极

作用；免疫荧光 CD31染色可见 CD31阳性血管的比例

显著增多，表明接骨柔筋方一定程度上促进了新生毛

细血管数量，促进了骨折后骨折部位局部血管的生成；

血液流变学检测显示纤维蛋白原、红细胞沉降率、血浆

黏度和红细胞压积等显著降低，表明接骨柔筋方能够

部分改善因骨折引起的血液流变学改变。

5　结论

接骨柔筋方药物安全性良好，该复方能够促进血

管生成与修复，改善骨代谢相关因子水平，同时具有改

善骨折后血液流变学状态，改善骨代谢等作用。接骨

柔筋方促进骨折愈合的作用机制可能与其成血管以及

改善骨代谢有关。
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Mechanism Study of Jiegu Roujin Formula in Promoting Angiogenesis and Improving Bone 
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【Abstract】 Objective： To evaluate the drug safety of Jiegu Roujin Formula and explore its mechanism in promoting 
angiogenesis and improving bone metabolism in rats with tibial fracture.  Methods： SD rats were used to establish tibial 
fracture models.  After successful modeling， rats were randomly divided into model group， Jiegu Roujin Formula group， and 
Xianling Gubao group （15 rats each）， with an additional 15 rats as blank group.  The blank group received no intervention； 
the model group received saline ［10 mg/（kg·d）］ by gavage； the Xianling Gubao group received Xianling Gubao suspension 
［10 mg/（kg·d）］by gavage； and the Jiegu Roujin Formula group received the formula ［13. 5 mg/（kg·d）］by gavage， all 
administered twice daily for 2 weeks.  Drug safety was assessed by serum creatinine and urea nitrogen levels； Bone 
metabolism was evaluated by alkaline phosphatase， calcium， phosphorus， and testosterone levels； Hemorheological changes 
were measured by fibrinogen， erythrocyte sedimentation rate， plasma viscosity， and hematocrit after the Jiegu Roujin 
Formula intervention； Angiogenesis was assessed by CD31 immunofluorescence staining of microvessel density in 
fracture site soft tissues.  Results： Compared with the model group， both Xianling Gubao and Jiegu Roujin Formula 
groups showed decreased creatinine and urea nitrogen levels （P < 0. 05）， increased alkaline phosphatase， calcium， and 
phosphorus levels （P < 0. 05）， significantly reduced erythrocyte sedimentation rate， plasma viscosity， and hematocrit 
（P < 0. 05）， and increased CD31－positive microvessel proportion in gastrocnemius and soleus muscles at the fracture 
site （P < 0. 05）.  The Jiegu Roujin Formula group additionally demonstrated significantly lower testosterone and 
fibrinogen levels （P < 0. 05），although the there are descending trend for testosterone level and fibrinogen in Xianling 
Gubao group， the difference was not statistically significant（P > 0. 05）.  Conclusion： Jiegu Roujin Formula 
demonstrates good safety and effects in promoting angiogenesis， improving hemorheology， and enhancing bone 
metabolism.  Its fracture－healing mechanism may involve angiogenesis promotion and bone metabolism regulation.  
【Key words】Fracture； Simultaneous bone－tendon treatment； Jiegu Roujin Formula； Bone metabolism； Angiogenesis
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