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中草药提取物体外止血效果评价模型*

EstablishmentandApplicationoftheModelofExternal
HemostaticofHerb
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摘要:暰目的暱建立体外综合止血评价模型,筛选止血效果良好的中草药。暰方法暱选择凝血酶时间(Thrombin
time,TT)、血小板聚集率(Plateletaggregationrate,PAgR)和黏附率(Plateletadhesionrate,PAdR)、抗凝血酶栿
(Anti飊thrombin栿activity,AT飊栿)活性、血浆复钙时间(Recoverycalciumtime,RT)、最低抑菌浓度(MIC)、最低

杀菌浓度(MBC)7项指标,应用层次分析法建立分析评价模型,对侧柏叶、三七、两面针、止血环酸进行体外止

血活性评价,并通过小鼠出血与凝血实验验证模型的可行性。暰结果暱模型分析表明止血效果好的为侧柏叶、三
七、止血环酸;效果较好的为两面针;效果差的为生理盐水。模型分析结果与动物实验结果相吻合。暰结论暱该模

型对中草药止血效果评价方法的建立有一定的参考价值。

关键词:中草药提取物暋止血暋抗菌暋评价模型

中图分类号:R285.5暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢9164(2017)04灢0407灢06

Abstract:暰Objective暱Toestablishacomprehensiveevaluationmodelfortheselectionofthehe灢
mostaticactivityofherb.暰Methods暱Thrombintime,plateletaggregationrateandtheadhesion
rate,anti飊thrombin栿activityandplasmarecoverycalciumtime,minimuminhibitoryconcen灢
tration,minimumbactericidalconcentrationsweretestedforevaluationofinvitrohemostatic
activity.Analytichierarchyprocesswasusedtoestablishtheevaluationsystemofhemostasisin
vitro,andthefeasibilityofthemodelisverifiedbytheexperimentofhemorrhageandcoagula灢
tionofmice.暰Results暱The modelanalysisshowedthatthehemostaticeffectwasgoodfor

Platycladus orientalis leaf, Panax
notoginseng,tranexamicacid;betterforRadix
zanthoxyli;poorforphysiologicalsaline.The
resultswereconsistentwiththeexperimentalre灢
sultsoftheanimals.暰Conclusion暱Themodelhas
acertainreferencevaluefortheestablishmentof
theevaluationmethodofherbalhemostasis.
Keywords:herbalextracts,hemostatic,antibac灢
terial,evaluationmodel
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0暋引言

暋暋暰研究意义暱近年来,中草药提取物的药用研究尤

其是消炎止血方面的研究受到了广泛关注。该领域

研究方法多样,筛选方法不一,即使是同一种草药提

取物,其止血等活性的评价结果也不一致。暰前人研

究进展暱彭凯等[1]选用血浆活化部分凝血活酶时间、
凝血酶原时间、凝血酶时间和纤维蛋白原指标,比较

荷叶3种不同炮制品提取物对大鼠凝血功能的影响;
李高申等[2]选用血浆复钙时间从冬凌草中寻找具止

血活性成分;杨瑞芳等[3]使用小鼠出血时间和凝血时

间研究卷柏炒炭前后的止血效果。但如果仅选择几

种指标进行测试,往往不能全面反映中草药止血效

果。暰本研究切入点暱综合多种指标,探寻合适且有效

的方法筛选具有止血活性的中草药提取物。暰拟解决

的关键问题暱借鉴前人研究,选择凝血酶时间、血小板

聚集率和粘附率、抗凝血酶活性测试、血浆复钙时间、
最低抑菌浓度、最低杀菌浓度,建立综合评价模型,为
筛选具有止血活性的中草药提供方法。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋中草药:侧柏叶(批号20140301)、三七(批号

20141211)、两面针(批号20150122)。样品粉碎,过

40目筛,干燥,备用。

暋暋实验动物:健康家兔,体重3.0~3.5kg,雌雄兼

备;昆明小白鼠220只,体重18~22g,雌雄各半,购
自广西医科大学动物实验中心。

暋暋供试菌株:变异链球菌(ATCC25175)、牙龈卟啉

单胞菌(ATCC33277)购自广东省微生物菌种保藏

中心。

暋暋试剂:牛脑心浸液肉汤培养基(BHI培养基)、

CDC厌氧菌琼脂、定标血浆(美国IL公司)、止血环

酸由柳州两面针有限公司提供,其它试剂均为分

析纯。

1.2暋方法

1.2.1暋体外止血效果综合评价模型的建立

暋暋(1)止血评价指标体系的确定

暋暋选择从事生物学研究、动物临床实验和药理研究

的多名专业人员,对初步确定的止血评价指标进行征

询。结合专家意见,再根据评价指标体系科学性、代
表性、层次性、可操作性及可比性原则[4]确定评价一

级指标与二级指标。将止血效果评价目标层的一级

指标概括为抗菌作用、体外凝血效果,见表1。以口

腔牙龈出血为例,致龋菌(变异链球菌,Streptococcus
mutans)与 致 牙 周 病 菌 (牙 龈 卟 啉 单 胞 菌,

Porphyromonasgingivalis)均可引起牙龈出血,因
此选中草药对两株菌的最低抑菌浓度(MIC)、最低杀

菌浓度(MBC)作为抗菌作用的二级指标。凝血最直

观地表现是血液凝固,凝血酶是血液凝固的核心;血
小板聚集率(Plateletaggregationrate,PAgR)和黏

附率(Plateletadhesionrate,PAdR)发生在血管受损

处,因黏着和聚集而产生血栓;血浆复钙时间 Recov灢
erycalciumtime,RT)代表内源性凝血系统最终可生

成凝血酶达到止血效果;抗凝血酶栿(Anti飊thrombin
栿,AT飊栿)能抑制凝血酶活性起到抗凝作用。因此

选中草药凝血酶时间(Thrombintime,TT)、PAgR、

PAdR、RT、AT飊栿活性作为止血作用的二级指标。
表1暋评价指标体系表

Table1暋Evaluationindexsystem

目标层
Targetlayer

U

一级指标Ui
Level1indicators

二级指标
Level2indicators Uij

止血效果
Hemostatic
effect

抗菌作用
Antibacterial
effect

对 变 异 链 球 菌
MIC
MICofS.mutans

U11

对 变 异 链 球 菌
MBC
MBCofS.mutans U12

对牙 龈 卟 啉 单 胞
菌 MIC
MICof
P.gingivalis

U13

对牙 龈 卟 啉 单 胞
菌 MBC
MBCof
P.gingivalis

U14

体外凝血效果
Clottingeffect TT U21

PAgR U22

PAdR U23

RT U24

AT飊栿活性
Anti飊thrombin 栿
activity

U25

暋暋(2)各评价指标权重的确定及一致性检验

暋暋确定权重:利用“1~9暠标度法建立判断矩阵,赋
值并求出判断矩阵的最大特征值和所对应的特征向

量,用归一化法求得权重值[4]。

暋暋一致性检验:计算判断矩阵一致性指标(C.I.)及
一致性比例(C.R.)。当C.R.<0.1时,认为判断矩
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阵的一致性是可以接受的;否则要对判断矩阵做适当

修正。根据式C.I.= (毸max -m)/(m-1)(式中,m
为判断矩阵的阶数)与 C.R.=C.I./R.I.检验总排

序的一致性。

暋暋(3)评价因子的分级

暋暋用模糊综合评判进行定量化处理给出评价因子

的分级标准:咨询专家后给出各因子的分级标准。按

照5级评分法,将评价等级分为优、良、一般、较差、很
差5个等级,分别赋值5分、4分、3分、2分、1分。具

体分级标准见表2。
表2暋各评价因子的分级标准

Table2暋Gradingcriteriaofeachevaluationfactor

编号
Number

评价因子
Evaluationfactor

等级评分
Gradescore

U11
U12
U13

药物浓度
Concentration
(mg·mL-1)

0~50 为 5 分;50~100 为 4
分;100~150为3分;150~250
为2分;250以上为1分。

U14
U21 TT(s)

0~5 为 5 分;5~10 为 4 分;
10~15 为 3 分;15~20 为 2
分;20以上为1分。

U22 PAgR(%)
0~40为1分;40~60为2分;
60~80 为 3 分;80~90 为 4
分;90~100为5分。

U23 PAdR(%)
0~40为1分;40~60为2分;
60~80 为 3 分;80~90 为 4
分;90~100为5分。

U24 RT(s)
0~40为5分;40~80为4分;
80~100为3分;100~120为2
分;120以上为1分。

U25
AT飊栿 活 性 Anti飊
thrombin栿 activity
(%)

0~25为5分;25~50为4分;
50~75为3分;75~100为2
分;100以上为1分。

暋暋(4)综合止血评价计算

暋暋在明确评价因子的权重后,根据分级标准确定各

评价因子水平值,依式1)计算其综合止血效果。

暋暋Y=暺UijWij(i,j=1,2,3,n), 1)

式中:Y表示综合止血效果,Uij表示某评价因子的权

重值,Wij表示中草药评价因子的得分值。

暋暋(5)止血效果综合评价指数计算

暋暋Yo=暺5暳Uij(i,j=1,2,3,n), 2)

式中:Yo 表示止血效果理想值。各参评因子理想水

平值均为 5 分。根据式 3)计算出综合止血评价

指数。

暋暋CEI=Y/Yo, 3)
式中:CEI为综合止血评价指数,Y 为综合止血效果,

Yo 为综合止血效果理想值。

暋暋(6)评价结果分类

暋暋以CEI为分级依据,按照差值百分比分级法划

分栺、栻、栿、桇级。栺级表示止血效果好,等级在

60%~100%;栻级表示止血效果较好,等级在40%~

60%;栿级表示止血效果一般,等级在30%~40%;

桇级表示止血效果差,等级在0~30%。

1.2.2暋提取物凝血测试

暋暋(1)中草药提取

暋暋取侧柏叶、三七、两面针适量,与超纯水按1暶10
的比例室温浸泡2h,回流提取2次,每次2h,滤渣超

声提取40min,合并滤液,旋蒸浓缩,冷冻干燥。

暋暋样品液配制:配制10mg·mL-1的侧柏叶、三
七、两面针提取物及止血环酸溶液,经一次性进口滤

器过滤成清亮的提取液。

暋暋抗凝血液的制备:兔耳缘静脉取血,立即与109
mmol·L-1的枸橼酸钠9暶1混匀,将含抗凝剂全血

1000r·min-1离心10min,得富血小板血(PRP);

3000r· min-1 离 心 10 min,得 贫 血 小 板 血 浆

(PPP)。

暋暋(2)凝血酶时间(TT)测定

暋暋参考文献[5]方法测定 TT。

暋暋(3)血小板聚集率(PAgR)测试

暋暋参照文献[5]方法进行测定。

暋暋(4)血小板粘附率(PAdR)测试

暋暋0.1mL的PRP分别装于塑料离心管中0.1mL
与不同样品液混合,在每个离心管中加入3个大小相

等的直径为3.0mm 的玻璃珠,振荡10min,显微镜

下用血球计数器计数。血小板黏附率(%)=(黏附前

血小板数-黏附后血小板数)/黏附前血小板数暳
100%,生理盐水做空白对照。

暋暋(5)血浆复钙时间(RT)测定

暋暋0.1mL生理盐水或样品液和0.1mLPRP于离

心管中混合,37曟水浴下加入0.1mL质量分数为25
mmol·L-1的CaCl2溶液混匀并开始计时,有颗粒状

或丝状物产生时停止计时[6]。

暋暋(6)抗凝血酶栿(AT飊栿)活性测定

暋暋参照汪宏良等[7]凝固时间法制作凝固时间与

AT飊栿活性的标准曲线,得Y=0.040X-0.184,R2=
0.9994,可知 AT飊栿活性在25%~125%时,与凝固

时间呈良好线性关系。测定样品血浆 AT飊栿活性。

暋暋(7)提取物抗菌测试

暋暋菌悬液制备:将变异链球菌与牙龈卟啉单胞菌复

苏48h后,接种于BHI液体培养基中,37曟在85%
N2、10% H2、5% CO2的条件下于厌氧培养箱中培养

24h后,待细菌生长达到对数期,涂片镜检为纯培养

后,收集菌液,调菌浓度1.0暳105~1.0暳106CFU·

mL-1,备用。

暋暋 二倍稀释法[8]:将粗提物以倍比稀释法溶于

BHI液体培养基 中,配 制 成 1000 mg·mL-1 至
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0灡488mg·mL-1的12组样品液(其中侧柏叶初始

浓度为1200mg·mL-1),取样品液100毺L加入每

孔各有100毺L菌悬液的无菌96孔板中(相当于培养

体系中提取物浓度为500mg·mL-1至0.244mg·

mL-1)作为实验组;另取样品液100毺L加入BHI液

体培养基100毺L作为对照组。将96孔板37曟厌氧

培养培养24h,肉眼观察无浑浊出现的最低药物浓

度为最低抑菌浓度(MIC)值,挑取肉眼观察可能无细

菌生长的溶液,划线于 CDC血平板,37曟厌氧培养,
观察培养24h平板上有无菌落生长,无菌生长的浓

度即为最低杀菌浓度(MBC)。

1.2.3暋模型验证

暋暋灌胃样品液配制:适量样品粉末加0.5%的羧甲

基纤维素钠混悬 0.2 mL。配制浓度分别为 5g
生药·kg-1、10g生药·kg-1、15g生药·kg-1,止
血环酸作为阳性对照,灌胃量为130mg·kg-1。草

药提取物对小鼠出血时间与凝血时间的测试参考曲

香芝等[9]的方法进行。

2暋结果与分析

2.1暋评价模型指标权重及一致性检验

暋暋采用“1~9暠标度法构造止血模型和各指标的判

断矩阵,结果如下:

暋暋Au =
1 1 1 1 1/4 1/2 1/2 1/4 1/4
1 1 1 1 1/4 1/2 1/2 1/4 1/4
1 1 1 1 1/4 1/2 1/2 1/4 1/4
1 1 1 1 1/4 1/2 1/2 1/4 1/4
4 4 4 4 1 2 2 1 1
2 2 2 2 1/2 1 1 1/2 1/2
2 2 2 2 1/2 1 1 1/2 1/2
4 4 4 4 1 2 2 1 1

æ

è

ç
ç
ç
ç
ç
ç
ç
ç
ç
ç
ç

ö

ø

÷
÷
÷
÷
÷
÷
÷
÷
÷
÷
÷

4 4 4 4 1 2 2 1 1

。

暋暋各指标的权重系数可以将矩阵Au 的内容按式

4)进行处理后,根据式5)由归一法求得。

暋暋bi= 暻
9

j=1
ai( )j 1/9, 4)

暋暋ui=bi/暺
9

i=1bi。 5)

暋暋一致性检验结果:经计算总排序的C.I.=0,

R.I.=1.3450[4],C.R.=0<0.1,说明总排序满足

一致性。

2.2暋体外止血效果评价

暋暋样品凝血与抗菌指标测试结果见表3。止血测

试表明:与生理盐水相比,4种样品的 TT、RT 均缩

短,PAgR和PAdR均增加,AT飊栿活性均减小,说明

4种样品均能促凝血酶活性,促进血小板聚集与粘

附,影响内源性凝血系统,抑制 AT飊栿活性达到体外

促凝效果。抗菌实验表明:侧柏叶变异链球菌与牙龈

卟啉单胞菌的抗菌效果均较好,均出现抑菌与杀菌效

果,MIC均为150mg·mL-1,MBC均为600mg·

mL-1;其次为两面针,仅出现对变异链球菌的抑菌作

用,MIC为250mg·mL-1。此外,5项凝血测试发

现,不同样品可通过不同的止血途径,联合或单独起

到体外止血的作用。与生理盐水相比,侧柏叶、止血

环酸、两面针均能够明显的缩短 TT(P <0.05)与

RT(P <0.05),促进 PAgR(P <0.05)与 PAdR
(P <0.05),抑制 AT飊栿活性(P <0.05),达到体

外凝血效果。将所测实验数据代入模型,所得各样品

液综合止血评价结果见表4。可以看出,在10mg·

mL-1浓度下,止血效果好的为侧柏叶、三七、止血环

酸;止血效果较好的为两面针;止血效果差的为生理

盐水。

表3暋样品指标测试结果

Table3暋Resultsofsampleindextest

药物 Drug

指标Index

MIC(mg·mL-1) MBC(mg·mL-1)

变异链球菌
S.mutans

牙龈卟啉单胞菌
P.gingivalis

变异链球菌
S.mutans

牙龈卟啉单胞菌
P.gingivalis

TT(s) PAgR(%)

生理盐水Physiologicalsaline / / / / 20.3暲1.8 42.9暲3.8

侧柏叶Platycladusorientalisleaf 150 600 150 600 4.9暲0.4* 70.0暲1.4*

三七Panaxnotoginseng / / / / 3.2暲0.3* 44.5暲2.7

两面针Zanthor毺lumnitidum 250 / / / 13.7暲1.5* 63.0暲2.2*

止血环酸 Tranexamicacid / / / / 8.8暲1.3* 73.4暲2.5*

注:n=3;与生理盐水组比较,*P <0.05;“/暠表示无效果

Note:n=3;Comparedwiththephysiologicalsalinegroup,*P<0.05;“/暠indicatesnoeffect
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表4暋样品综合止血评价结果

Table4暋Comprehensivehemostasisevaluationresultsofsample

药物
Drug Y Y0 CEI(%) 等级

Grade

生理盐水
Physiologicalsaline 1.40 5.00 28.0 桇

侧柏叶
Platycladus
orientalisleaf

3.50 5.00 70.0 栺

三七
Panaxnotoginseng 3.30 5.00 66.0 栺

两面针
Zanthor毺lum
nitidum

2.90 5.00 58.0 栻

止血环酸
Tranexamicacid 3.00 5.00 60.0 栺

2.3暋止血模型验证

暋暋由表5知,3种剂量的侧柏叶组均显著地缩短小

鼠出血时间与凝血时间,且剂量越高,效果越好;三七

组低中剂量对小鼠出血与凝血的缩短效果比高剂量

显著;两面针中高剂量时,才显著地缩短出血与凝血

时间。样品所用剂量越低,对小鼠出血时间与凝血时

间越短,说明该样品的止血效果越好。各样品低剂量

的出血与凝血时间表明,三七与侧柏叶的止血效果比

两面针好,这也与模型结论一致。

表5暋小鼠出血时间与凝血时间(焻x暲s)

Table5暋Thebleedingandcoagulationtimeofmice(焻x暲s)

样品Sample
数量(只)
Number
(unit)

给药量 Dose
(g生药·kg-1)

出血时间
Bleedingtime
(min)

凝血时间
Coagulationtime
(min)

生理盐水Physiologicalsaline 10 等体积
Equalvolume 17.23暲4.02 3.00暲1.23

止血环酸 Tranexamicacid 10 0.13 10.59暲6.34** 1.93暲1.31*

低Low 侧柏叶
Platycladusorientalisleaf 10 13.91暲6.60 1.72暲1.47*

三七Panaxnotoginseng 10 5 6.00暲4.82*** 1.28暲1.04***

两面针Zanthor毺lumnitidum 10 19.68暲6.21 1.99暲1.41

中 Meium 侧柏叶
Platycladusorientalisleaf 10 1.50暲1.23** 1.50暲1.23**

三七Panaxnotoginseng 10 10 10.01暲6.82** 2.89暲1.87

两面针Zanthor毺lumnitidum 10 19.23暲6.78 1.96暲1.29*

高 High 侧柏叶
Platycladusorientalisleaf 10 5.87暲3.01*** 0.87暲0.48***

三七Panaxnotoginseng 10 15 19.97暲4.86 3.25暲2.48

两面针Zanthor毺lumnitidum 10 13.88暲4.96* 1.53暲1.49**

Note:*P <0.05,**P <0.01,***P <0.001

3暋结论

暋暋本研究考察了侧柏叶、三七、两面针、止血环酸4
种样品对血浆复钙时间、血小板聚集与粘附、凝血酶

及抗凝血酶栿活性的影响,发现4种样品均在不同程

度上缩短血浆复钙时间(影响内源性凝血系统);促进

血小板的聚集与粘附(加快血液凝固);影响凝血酶活

性并抑制抗凝血酶栿的活性等。此外,侧柏叶提取物

对口腔致病菌变异链球菌及牙龈卟啉单胞菌有明显

的杀菌作用,两面针仅可以抑制变异链球菌的生长,
而三七无抗菌效果。已有研究表明,中草药提取物中

的黄酮、生物碱、皂苷等活性成分具有止血、抗菌等作

用[10飊11],因此,本实验中几种中草药抗菌止血活性的

不同,可能是这几类成分的含量不同所致。三七的主

要活性成分为三七总皂苷,而高剂量的三七总皂苷可

显著抑制血小板聚集与粘附,具有抗血栓的作用[12],
本实验也发现15g生药·kg-1的三七与生理盐水相

比有延长小鼠出血和凝血时间的趋势,即存在抗血栓

的作用。

暋暋本研究还对3种中草药进行体外凝血及抗菌实

验,建立体外止血模型,将所得检测数据运用到模型

中,得到各样品的体外止血效果评价结果,止血效果

好的为侧柏叶、三七、止血环酸;止血效果较好的为两

面针;止血效果差的为生理盐水。小鼠出血及凝血实

验发现,几种中草药与空白组相比均可缩短小鼠出血

和凝血时间从而达到止血效果。样品止血的效果好

坏与体外评价模型的结果基本一致。表明建立与动

物实验相吻合的体外止血评价模型,解决了止血中草

药筛选时工作量大,耗时耗力等缺点,为今后筛选具

有高止血活性的中草药提供方法。此外,根据不同出
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血情况可选择不同细菌如皮肤等外伤出血可选择其

它致感染细菌带入模型,即改变抗菌评价指标,这也

体现了所建模型灵活的适应性。
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