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防风超临界提取物的止血作用

高 英1，李卫民1，荣向路1，吴清和1，冯毅凡2，郭晓玲2，孟 青2

(1．广州中医药大学，广东广州510405；2．广东药学院，广东广州510224)

防风Saposhnikovia divaricata(Turcz．)Schis—

chk．为辛温解表药，功能解表祛风、胜湿、止痉；用

于治疗感冒头痛、风湿痹痛、风疹瘙痒、破伤风。文献

记载防风炒炭，尚可用于治肠风下血[1]。《圣济总录》

载“防风散”取防风单味去叉生用，治妇人经血不止、

肝经受风，留伏不散，以致血得风而溢泄、倒经；《张

氏医通》载“防风散”注明防风(勿见火)主治风入胞

门，崩漏下血，色清淡者；《校注妇人良方》载“防风

散”防风上为末，每服一钱，白汤调下，主治肝经有

风，以致血得风而流散不归经，妊娠卒然下血者。《卫

生宝鉴》之防风汤，《景岳全书》之防风黄芩丸均以防

风研末生用治疗血证。说明防风生用能治疗血症，但

未见现代医学关于防风止血的药理研究。近年来发

展的超临界流体萃取技术，其接近室温的提取条件

与防风止血生用的要求相吻合。本实验将超临界

(supercritical fluid extraction，SFE)提取的防风油

进行成分分析，并对其止血作用及作用机制进行

研究。

1材料

1．1 药品与试剂：防风水提液为自制，相当于生药

1 g／mL；维生素K。片，太原卫星制药厂出品，批号

20010416；氨甲苯酸注射液，扬州制药有限公司出

品，批号0110203；安络血(肾上腺色腙片)，江苏林

海药业有限公司出品，批号0108211；止血敏(酚磺

乙胺注射液)，江苏江阴制药厂出品，批号011107；

凝血酶原时间(PT)试剂盒、活化部分凝血激酶时间

(APTT)试剂盒，均为Pacific Hemostasis公司产

品；二磷酸腺苷(ADP)：由Sigma公司提供。乙腈

为色谱纯。其余试剂均为分析纯。

1．2 仪器：5 L—sFE超临界CO。萃取装置(广州

市轻工研究所制造)；HP5890ⅡGC／HP5972MS气

相色谱／质谱联用仪(美国惠普公司)；QX一200全

血血小板聚集仪(上海医科大学仪器厂出品)。

1．3实验动物：NIH小鼠，雌雄各半，体重18～22

g，SD大鼠，雌雄各半，体重200 250 g，均由广东

省医学实验动物中心提供，合格证号分别为：

2000A025、2000A026。

2方法与结果

2．1 SFE提取物的成分分析及含量测定：SFE提

取方法：将药材粉碎成粗粉；装入超临界萃取罐中，

以压力为22 MPa、温度为35℃、流量为22 L／h的

条件萃取4 h；以压力为6．5 MPa、温度为36℃进

行解析，萃取出浅棕红色半透明的油状物即得，萃取

得率4％～4．5％[2]。GC／MS分析检索，防风SFE

提取物中分离出17个色谱峰，鉴定出11个化合

物，占气化产物总量的73．oo％；其中主要成分人参

醇占51．97％。样品的含量测定：气相色谱测得防风

SFE提取物中含人参醇14．38％。

2．2 防风SFE提取物的止血实验及结果

2．2．1小鼠出血时间的测定(断尾取血法)L3J：取

NIH小鼠，雌雄各半，随机分为空白对照组、防风水

提液(3．6 g／kg)组、安络血(3．65 mg／kg)、防风

SFE提取物(o．4、1．2、3．6 g／kg)组，均ig给药，空

白对照组碴等体积蒸馏水。药后1 h用小鼠固定架

将小鼠固定，以毫米尺测量鼠尾长度并标记，然后分

别用利剪将鼠尾尾尖3 mm处横断，待血液自行溢

出时开始计时，每隔30 S，用滤纸吸去血液一次，直

至血溢自行停止(滤纸吸时无血为止)，即为出血时

间。结果见表1。防风SFE提取物高剂量组与空白

对照组比较，在缩短出血时间方面差异极显著(P<

0．001)；与水提液组及安络血组比较，差异非常显著

(P<0．01)。说明防风SFE提取物对缩短出血时间

的作用优于同剂量的防风水提液组及安络血组。

2．2．2 大鼠PT测定[3]：取SD大鼠，分组及给药

方式同2．2．1项各组剂量，见表2。每天ig 1次，连

续6 d，末次给药1 h后，大鼠用10％乌拉坦ip 20

mL／kg麻醉，用内置有0．2 mL枸橼酸钠溶液(109

mmol／L)的塑料注射器穿刺心脏取血1．8 mL，置

离心管内，以3 000 r／min离心10 min，吸取上层澄

清血浆备用。取试管3支，每管分别加入PT试剂和
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CaCl：溶液(25 mmol／L)各0．1 mL，再加入大鼠血

浆0．1 mL，混匀后放入37℃的水浴箱中，同时开

始计时，轻摇试管，记录纤维蛋白凝固，液面不动时

所需时间，求3管平均值为每只大鼠PT值。结果见

表2。防风水提液组，防风SFE提取物中、高剂量组

及安络血组分别与空白对照组比较，在缩短PT方

面均有显著差异(P<o．001)，而防风SFE提取液

低剂量组与空白对照组比较亦有显著差异(P<

0．01)，说明防风SFE提取物在缩短PT这一止血

阶段有较强的作用。

表1 防风SFE提取物对小鼠出血时间的影响o±s)

TaMe 1 Effect of SFE from S。divaricata

on bleeding time in mice(z土s)

组别 动物／只剂量／(mg·kg_1) 出血时间／s

与对照组比较：⋯P<0．001； 与水提液组比较：△P<

0．01；与安络血组比较：4P<0．01

⋯P<0．001 v5 control group；△P<0．01 v5 aqueous

extract group：
4P<0．01 w Carbazochrome group

表2防风SFE提取物对大鼠PT的影响(工土s，n=8)

Table 2 Effect of SFE from S．divaricata

on PT in rats(；土s，露一8)

与对照组比较：一尸<O·01 ⋯P<O．001
’’P<0．01’’’P<0．001"s control group

2．2．3大鼠APTT的测定[3]：SD大鼠分组及给药

方法、剂量同2．2．2项[以维生素K。(o．112 mg／kg)

代替安络血为阳性对照]。末次给药1 h后，按

2．2．2组方法制备血浆，取试管1支，加入经过充分

混合的APTT试剂和受检血浆各0．1 mL，置37℃

水浴箱中预温3 min，然后加入已预温至37℃的

CaCl2溶液(25 mmol／L)0．1 mL，立即计时，不停倾

斜试管，使其混合均匀，每隔15 S即从水浴箱中取

出试管，缓慢倾斜，至纤维蛋白丝刚出现时，准确记

录APTT。结果见表3。维生素K。组，防风SFE提

取液低、中、高剂量组分别与空白对照组比较，缩短

APTT差异极显著(P<O．001)，防风水提液组与

空白对照组比较差异非常显著(P<o．01)，而防风

SFE提取液组与水提液组比较，同样存在显著差异

(P<o．01)，说明防风SFE提取液在缩短APTT方

面有较强作用。

表3防风SFE提取物对大鼠APTT的影响(；±s，n一8)

Tahie 3 Effect of SFE from S．divaricata

on APTT in rats(；±s，露一8)

与对照组比较：～P<0．01 ⋯P<0．001
与水提液组比较：Ap<0．05

’’P<0．01。’+P<0．001口s control group

△P<0．05 vs aqueous extract group

2．2．4大鼠优球蛋白溶解时间(ELT)的测定bo：

取SD大鼠，分组及给药方法、剂量同2．2．2项(以

氨甲苯酸为阳性对照)，氨甲苯酸组第1～5天ig等

体积蒸馏水，第6天ip氨甲苯酸溶液0．112 mg／

kg。给药1 h后，制备血浆，方法同2．2．2项。取血

浆0．5 mL加蒸馏水至9 mL，加0．1 mL 10％醋

酸，调pH为4．5，充分混合后置4℃冰箱，使优球

蛋白充分析出，10 min后取出，3 000 r／min离心5

min，弃去上清液，将试管倒立在滤纸上，使管内水

流干。加硼酸(pH一9)0．5 mL于试管中，用玻棒轻

搅拌1 min。将试管放入37℃水浴2 min后，加入

CaCl。，溶液(25 mmol／L)0．5 mL，待其凝固时开始

计时。每隔10 min观察1次，直至凝块完全溶解为

止，记录其溶解所需时间。ELT测定须在30 min内

完成。结果见表4。除了氨甲苯酸组与空白对照组

ELT差异显著外(P<o．05)，其余各组均无明显差

异，但从结果来看，防风SFE组间呈现明显的剂量

依赖关系，随着剂量的增加，ELT亦随之延长。

表4防风SFE提取物对大鼠ELT的影晌(x-4-s)

TaMe 4 Effect of SFE from S．divaricata

on ELTin rats(；土s)

组别 动物／只剂量／(mg·kg一1) 出血时问／s

与对照组比较：+P<0．05

’P<0．05口s control group
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2．2．5 大鼠血小板聚集实验(电阻法)[3]：取SD大

鼠，雌雄各半，体重200～250 g，分组及给药方法、

剂量同2．2．2项(以止血敏为阳性对照)，每天给药

1次，连续3 d，止血敏组第1、2天运等体积蒸馏

水，末次给药时则ip止血敏0．08 mL／100 g(100

mg／kg)。实验前禁食12 h，然后以10％乌拉坦20

mL／kg ip麻醉，用内置有0．1 mL的枸橼酸钠溶液

(3．4％)的塑料注射器穿刺心脏取血0．9 mL，混合

均匀后，用0．5 mL定量移液器分装于两只试管内，

置于试管架中，试管内的血液应无气泡，按QX一

200全血血小板聚集仪说明书操作部分进行电阻测

定。结果见表5。防风SFE提取液低、中、高剂量组

与空白对照组比较，虽然差异无显著性，但存在着剂

量依赖关系，随着剂量的增加，血小板聚集趋势亦逐

渐增强(电阻法测定是以两片电极插入抗凝血中，以

两电极间电阻的变化反映血小板聚集程度)。

3讨论

出血时间是指血液穿破毛细血管，自出血到自

然止血所需的时间。其长短与毛细血管功能、组织收

缩力、组织因子、血小板的数量和功能、纤溶等因素

有关。其中影响最大的是血小板和毛细血管功能，凝

血因子次之。PT是监测口服抗凝剂治疗最常用的

方法，它可以综合地反映凝血因子Ⅱ、Ⅶ和x的血浆

水平。它和APTT测定是临床工作中诊断机体止血

过程凝血系统病理变化的重要指标。本实验显示防

风SFE提取物可以明显缩短小鼠出血时间和大鼠

表5防风SFE提取物对大鼠血小板聚集的影响(；士s)

Table 5 Effect of SFE from S．divaricata on platelet

aggregation in rats(；土s)

PT及APTT，提示其可能具有促凝血作用。本实验

还显示防风SFE提取物有延长大鼠ELT的趋势，

且有剂量依赖性，提示其可能具有降低纤溶活性的

作用。血小板聚集实验也显示防风SFE提取物有促

血小板聚集的趋势。防风常用的提取方法为水煎煮，

因此本实验以防风水提液作为对照。与水提液相比，

防风SFE提取物是在较高压力、低温(36℃以下)

条件下得到的，能更有效地保护防风所提成分不受

破坏。综合以上实验可以初步得出结论，防风SFE

提取物具有一定的止血作用，与古文献记载相吻合。
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