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　 　 ［摘要］ 　目的 　确定黎药裸花紫珠的止血活性部位 ，为其止血活性成分的研究提供依据 。方法 　裸花紫珠经醇提获得

醇提物（EtOH唱extract） 、醇提物经大孔吸附树脂处理分别获得水洗脱物（HP唱H２ O唱elution）和乙醇洗脱物（HP唱EtOH唱elution） ，

将 EtOH唱extract 、HP唱EtOH唱elution和 HP唱H２O唱elution分别配制成高 、中 、低剂量的供试药物 ，云南白药为阳性对照 。每日给

小鼠灌胃 １次 ，在连续给药 ７ d后 ，记录小鼠体质量的变化 ，采用断尾法和玻片法测定小鼠的出血时间和凝血时间 ，并以此为

筛选指标对各部位止血效果进行评价 。结果 　与模型对照组相比 ，HP唱EtOH唱elution对缩短小鼠出血时间的作用效果显著 ，

并且其低剂量组和中剂量组的效果均优于阳性对照组 。 EtOH唱extract 、HP唱EtOH唱elution和 HP唱H２O唱elution在缩短小鼠的凝
血时间和增加小鼠的体质量方面 ，效果均不显著 。结论 　裸花紫珠的止血活性成分主要集中在醇提物经大孔树脂处理后的

乙醇洗脱部位 ，并且可能是通过影响内源性凝血途径发挥止血作用 。
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Screening for the hemostatic active extracts of Callicarpa nudi f lora ，in mice in vivo
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cal Garden ，Chinese Academy of Sciences ，Shenzhen ５１８００４ ，China ；３ ．College of Life Science ，Northwest A&F University ，

Yangling ７１２１００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To screen the hemostatic active extracts from Callicarpa nudi f lora ．Methods 　 The powdered
Callicarpa nudi f lora was extracted with ７０％ EtOH and concentrated to give EtOH唱extract ．The EtOH唱extract was further
chromatographed over HP唱２０ macroporous resin column ，eluting with aqua and ９５％ EtOH to get HP唱H２ O唱elution and HP唱
EtOH唱elution ，respectively ．The obtained three extracts of EtOH唱extrract ，HP唱EtOH唱elution and HP唱H２ O唱elution were set as
large ，middle and small dosage groups for drug preparation ，respectively ．Yunnan Baiyao was used as a positive control group ．

The weight increment ，bleeding time and clotting time of fed mice were detected by cutting tail and grass slide methods after in 唱
tragastric administration for ７ days ．Results 　 As compared with blank model and positive control ，each dosage groups of HP唱
EtOH唱elution could significantly shortened the bleeding time ，of which the small dosage group and middle dosage group even ex唱
hibited better results than the positive control group ．Whereas the EtOH唱extract ，HP唱EtOH唱elution and HP唱H２O唱elution didn′t
demonstrated significant effect on clotting time as well as the weight increment ．Conclusion 　 The HP唱EtOH唱elution was suggested
to be the major active extract possessing hemostatic activity to mice under tested dosages ．The hemostatic mechanism may through in唱
trinsic coagulation pathway ．This study would be helpful for further phytochemical investigation of C ．nudi f lora ．
　 　 ［Key words］ 　 Callicarpa nudi f lora ；active extracts ；bleeding time ；clotting time ；mice

　 　 裸花紫珠 （Callicarpa nudi f lora Hook et
Arn）是马鞭草科紫珠属植物 ，别名紫珠草 、止血草 、

贼仔叶白花茶等 ，为我国海南黎族同胞的习用药

材［１］
。分布于海南 、广东 、广西等省 ，目前海南多地

有大面积栽培种植 ，尤以海南五指山产的为上品 。

裸花紫珠主要取地上干燥部分入药 ，具有止血消炎 、

散瘀消肿 、解毒 、祛风湿之功效 ，民间主要用于治疗

创伤出血 、呼吸道及消化道出血 、化脓性炎症等 ，外

用治烧 、烫伤及外伤出血［２ ，３］
。我院前身之一解放
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军 １６２医院在上世纪六七十年代已经将裸花紫珠运

用于临床 ，在烧 、烫伤救治等方面取得良好效

果［４ ，５］
。现代研究表明 ，裸花紫珠主要含有黄酮 、鞣

质 、萜类和酚类等成分［６唱１３］
，其中总黄酮提取物具有

抗血栓形成 、降低全血黏度 、抑制血小板凝集和抗炎

等作用 。目前市场上的裸花紫珠成药主要为其水提

物浸膏制成的片剂 、胶囊等 ，在临床应用中 ，裸花紫

珠片口服对肛肠病 、鼻腔鼻窦 、流产和上环等术后止

血作用效果显著［１４ ，１７］
。然而 ，针对裸花紫珠不同溶

剂提取部位的止血活性和止血机制却鲜有报道 。为

了明确裸花紫珠止血活性的部位及效果 ，本研究以

裸花紫珠地上部分的醇提物 、醇提物经大孔吸附树

脂处理后获得的水洗脱物和醇洗脱物制备成供试药

物 ，经小鼠灌胃给药后 ，测定药物对小鼠的止血作用

及给药期间小鼠体重的变化［１８］
。 本研究最终将明

确裸花紫珠止血作用的活性部位 ，为下一步止血活

性成分和止血机制的研究提供依据 。

1 　材料

1 ．1 　试药 　裸花紫珠药材（地上部位全株 ，于 ２０１３

年 ４月采于海南省五指山 ，经深圳市中科院仙湖植

物园陈涛研究员鉴定 ，自然风干备用） ；云南白药

（４ g装 ，云南白药集团股份有限公司 ，国药准字

Z５３０２０７９８） ；HP唱２０ 大孔吸附树脂（日本三菱化工

集团） ；其他试剂均为市售分析纯 。

1 ．2 　样品制备 　裸花紫珠 １ ．０ kg ，粉碎 ，经 ７０％ 乙

醇于 ７０ ℃水浴锅回流提取 ３次 ，每次提取 １ h ，合并

提取液并过滤 ，滤液于旋转蒸发仪减压浓缩获得醇

提总浸膏 （EtOH唱extract １２５ ．０ g ） 。 取总浸膏
８０ ．０ g水溶解后经大孔吸附树脂柱处理 ，依次用水

和 ９５％ 乙醇洗脱 ，分别洗脱 ３ 个柱体积 ，合并洗脱

液 ，减压浓缩成浸膏状 ，分别获得 HP唱H２ O唱elution
２６ ．０ g和 HP唱EtOH唱elution ４８ ．０ g 。
　 　 EtOH唱extract 、HP唱EtOH唱elution 和 HP唱H２ O唱
elution浸膏冷冻干燥 ，各取 １０ ．０ g ，用 DMSO唱蓖麻
油（１ ∶ １）配制成浓度为０ ．５ g／ml的储备液 ；临用前 ，

以 ０ ．５％ CMC唱Na稀释为相应剂量浓度 。

1 ．3 　动物 　昆明种 SPF级 KM 小鼠 ，♀ ♂各半 ，体

质量（２０ ± ２） g ，由广州中医药大学（大学城）实验动

物中心提供 ，许可证号 ：SCXK（粤）２００８唱００２０ 。饲养

环境恒温 ２０ ℃ ，恒湿 ５０％ 。饲料用６０ Co 照射过 ，达

SPF级 。

2 　方法

2 ．1 　对小鼠出血时间的影响 　小鼠 １１０只 ，♀ ♂各

半 ，称量体质量 ，用苦味酸标记［１９］
。按照给药方案

共分为模型对照组（０ ．５％ CMC唱Na） 、阳性对照组
（云南白药 ，０ ．６６７ g ／kg ）以及 EtOH唱extract 、HP唱
EtOH唱elution和 HP唱H２O唱elution ３个给药组 ，每个

给药组分低 、中 、高 ３ 个剂量组 （０ ．５ 、１ ．０ 、

２ ．０ g／kg） ，试验小鼠为每个剂量组 １０ 只 ，♀ ♂ 各

半 。采用灌胃法给药 １次／d ，按小鼠体质量计算灌

胃量［２０ ，２１］
：０ ．０１ ml／（g · d） ，连续 ７ d ，测定前再次

记录每只小鼠的体质量 。试验组在第 ７天给药后 １

h ，采用断尾法测定出血时间［２１唱２３］
。具体操作 ：剪去

鼠尾 ５ ．０ mm ，自血液流出时开始计时 ，每隔 １０ s用
滤纸轻轻拭血 １ 次 ，直到拭后不再出血为止 。从开

始出血至停止出血 ，记录所用时间即为小鼠出血

时间 。 　

2 ．2 　对小鼠凝血时间的影响 　 分组及给药情况同

“２ ．１”项 ，末次给药后 １ h ，选取玻片法测定凝血时

间［２３唱２５］
。具体操作 ：采用眼眶取血法用眼科弯镊迅

速摘取一侧眼球 ，在洁净载玻片的两端各滴 １ 滴直

径为 ５ ～ ８ mm的血滴 ，立即计时［２０］
。每隔 １５ s用

清洁大头针自血滴边缘向里轻轻拨动 １ 次 ，并观察

有无血丝（纤维蛋白丝）挑起［２５］
。从采血开始至挑

起血丝 ，记录所用时间即为小鼠凝血时间 ，另一滴血

平行试验 。

2 ．3 　统计学方法 　各组数据使用 SPSS １９ ．０统计

软件 ，检验方差齐性 ，并进行 One唱Way ANOVA 分
析差异的显著性［２６］

，数据以均数 ± 标准差 （珚x ± s）
表示 。

3 　结果

3 ．1 　裸花紫珠提取部位对小鼠体质量的影响 　 给

药 ７ d 后 ，计算给药前后小鼠体质量的变化 。 将

EtOH唱extract 、HP唱EtOH唱elution 和 HP唱H２ O唱elu唱
tion低 、中 、高 ３个给药浓度下小鼠体质量的增加值

与模型对照组体质量增加值比较 ，各组小鼠体质量

的变化没有明显区别 ，差异无统计学意义

（P＞ ０ ．０５） ，呈平稳增长趋势 。试验结果见表 １ 。

3 ．2 　裸花紫珠提取物对小鼠出血时间和凝血时间
的影响

3 ．2 ．1 　对小鼠出血时间的影响 　 与模型对照组比

较 ，EtOH唱extract 中 、高 ２ 个浓度对试验小鼠的出

血时间无明显影响（P ＞ ０ ．０５） ，低剂量组对其有一

定的缩短作用（P ＜ ０ ．０５） ，但与阳性对照组比较均

无显著性差异 （P ＞ ０ ．０５） 。 与模型组比较 ，HP唱
EtOH唱elution各剂量组可明显缩短小鼠的出血时
间 ，整体差异显著 ，其中低 、中剂量组的效果非常明
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显（P＜ ０ ．００１） ，高剂量组次之（P ＝ ０ ．０１） ；并且低 、

中剂量组的出血时间均小于阳性对照组 ，其作用效

果较阳性对照更为明显（P ＜ ０ ．０５ ，P ＝ ０ ．００１） 。与

模型对照组比较 ，HP唱H２ O唱elution各剂量组也可不
同程度地缩短小鼠的出血时间 ，其中中剂量组的出

血时间缩短最为显著（P＜ ０ ．００１） ，相比较而言低剂

量和高剂量组出血时间缩短程度较小（P ＜ ０ ．０５） ；

与阳性对照组相比 ，只有中剂量组的出血时间有明

显的缩短（P＜ ０ ．０１） 。试验结果见表 １ 。

3 ．2 ．2 　 对小鼠凝血时间的影响 　 EtOH唱extract 、
HP唱EtOH唱elution 和 HP唱H２ O唱elution 低 、中 、高 ３

个给药浓度的凝血时间与模型组比较 ，均无显著影

响 ，差异无统计学意义（P ＞ ０ ．０５） 。仅阳性对照药

组比模型对照组凝血时间缩短较明显（P ＜ ０ ．０５） 。

表明裸花紫珠各提取物对小鼠的凝血时间没有显著

影响 。试验结果见表 １ 。

表 1 　裸花紫珠提取物对小鼠体质量 、

出血时间和凝血时间的影响（n＝ １０ ，珚x ± s）

组别
剂量
（g ／kg）

体质量
增加值
（m／g）

出血时间
（ t／s）

凝血时间
（ t／s）

模型对照组 － ７ t．５４ ± ３ ．２５ １８６ 潩．４０ ± ２８ ．０５ 　 ７８  ．７０ ± １９ ．１０

阳性对照组 ０ 拻．６６７ ８ t．４９ ± ２ ．７６ １６１ 潩．２０ ± ３８ ．８３ ５０  ．００ ± ６ ．４８１）

EtOH唱ex tract 组
　 低 ０ 拻．５ ７ t．８８ ± ２ ．００ １４１ 潩．３０ ± ４３ ．３６１） ４６  ．７０ ± １７ ．４１

　 中 １ 拻．０ ８ t．１６ ± ２ ．２９ １６０ 潩．２０ ± ４６ ．６７ ５５  ．４０ ± １２ ．５０

　 高 ２ 拻．０ ７ t．３０ ± １ ．７９ １５３ 潩．５０ ± ３５ ．０３ ４９  ．８０ ± １７ ．００

HP唱EtOH唱elution 组
　 低 ０ 拻．５ ９ t．１６ ± １ ．５９ １２６ 潩．００ ± ２８ ．２１３）４） ５７  ．８０ ± ２３ ．３０

　 中 １ 拻．０ ６ t．９８ ± ２ ．６３ １１３ 潩．１０ ± １８ ．２１３）５） ６０  ．９０ ± ２５ ．００

　 高 ２ 拻．０ ８ t．２１ ± ２ ．０５ １３７ 潩．３０ ± ２２ ．２８２） ５２  ．６０ ± １８ ．１５

HP唱H２O唱elution 组
　 低 ０ 拻．５ ８ t．５３ ± ２ ．６６ １５２ 潩．８０ ± ３１ ．５８１） ７１  ．８０ ± １１ ．９８

　 中 １ 拻．０ ８ t．８９ ± ２ ．４９ １１４ 潩．９０ ± ２２ ．８７３） ５） ５６  ．３０ ± １４ ．７７

　 高 ２ 拻．０ ９ t．２７ ± １ ．４２ １５０ 潩．３０ ± ３８ ．２２１） ７０  ．６０ ± ３２ ．６３

　 　 １） P ＜ ０ ．０５ ，２） P＜ ０ ．０１ ，３） P ＜ ０ ．００１ ，与模型对照组比较 ；

　 　 ４） P ＜ ０ ．０５ ，５） P ＜ ０ ．０１ ，与阳性对照组比较

4 　讨论

　 　在上述止血活性试验中 ，出血时间（BT ）是指穿
破毛细血管 ，自出血到自然止血所需的时间 ，其止血

时间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等因素相关 ，影响最大的是血

小板和毛细血管功能 ，凝血因子次之 ；而凝血时间

（CT ）是指血液自离体至凝固所需的时间 。 血液离

体后 ，接触带阴电荷的表面（玻璃器材）时 ，因子被激

活 ，其后一系列凝血因子相继活化 ，最后使纤维蛋白

原转化为纤维蛋白而凝血 ，其时间的长短主要与各

种凝血因子的含量和凝血活性有关［２６］
。在药物止

血化瘀功效的研究中常以上述 ２个指标作为考察对

象 ，不仅常用于单味药材提取物的止血或者活血活

性部位的筛选 ，为进一步明确相关活性成分及其作

用机制提供了一定的实验依据［９ ，２５ ，２６］
，而且也多应

用于研究复方制剂和单一组分止血药物的止血效果

及有效剂量［２４ ，２７］
。血液凝固可分为内源性凝血途

径和外源性凝血途径 ，两条途径相互联系 ，同时进

行［２８］
。在更为深入的止血机制研究中 ，还需结合血

浆凝血酶原时间 PT （用于检测机体外源性凝血系
统）和活化部分凝血活酶时间 APTT （用于检测机
体内源性凝血系统） ，用于开发安全有效的止血制剂

和产品 。

　 　本研究的止血试验结果表明 ，裸花紫珠提取物

有一定的止血作用 ，其中以大孔吸附树脂处理后

９５％ 乙醇洗脱部位对出血时间的缩短作用最为明

显 ，其效果更是优于阳性对照药（云南白药） ；裸花紫

珠提取物对凝血时间均无显著影响 。 裸花紫珠

７０％ 乙醇提取物经过大孔吸附树脂柱处理 ，将提取

物分为两个部位 ，水洗脱物和醇洗脱物 ，其中水洗脱

物主要是大分子的多糖类 、蛋白质 、氨基酸等水溶性

成分 ，而醇洗脱物则主要集中了裸花紫珠的次生代

谢产物 ，包括糖苷类成分［７ ，２９］
。由以上初步活性试

验结果可以推测 ，裸花紫珠止血的活性成分主要是

其次生代谢产物 ，并且可以通过大孔吸附树脂法进

行富集 。结合前期文献对裸花紫珠凝血途径的研

究 ，表明其化学成分可明显缩短家兔活化部分凝血

活酶时间（APTT ） ，由此推测提取物可能是通过影响

内源性凝血途径来发挥止血作用［１ ，９］
。因此 ，本研究

明确了裸花紫珠止血作用的活性部位 ，推测可能是通

过内源性凝血途径起效 ，并在低浓度下体内无毒 ，为

下一步分离和鉴定止血的有效成分提供了依据 。
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3 　讨论

　药材粗提物的水溶液中还有很多不溶性的杂质 ，

如果直接上大孔树脂会堵塞大孔树脂 ，影响分离纯

化效果 ，因此在上样前应对样品液进行一定的前处

理 。洗脱溶剂为乙醇溶液 ，成本低廉且绿色环保 ，不

污染环境 。本实验中严格控制水和乙醇的用量 ，先

用少量的水洗脱 ，既可以洗掉大量的水溶性成分 ，又

能避免环烯醚萜苷中极性大的成分被洗脱出来 ，控

制 ２０％ 乙醇的用量 ，在环烯醚萜苷类成分基本洗脱

出来的同时减少大豆异黄酮成分的流失 。本实验优

选的最佳纯化工艺是上样液吸附浓度为 ０ ．１ g／ml
（该浓度以每 １ ml中所含生药材质量计） ，上样量与

树脂体积比是 ２ ∶ １ ，吸附时间 ２ h ，依次用 １ BV 水 ，

６ BV ２０％ 乙醇洗脱 ，６ BV ６０％ 乙醇洗脱 。按照此

工艺分离纯化栀子豉汤中的有效成分 ，总环烯醚萜

苷的平均得率和纯度分别为 ７ ．９％ 、７２ ．７％ ；总大豆

异黄酮的平均得率和纯度分别为 ６ ．０％ 、５８ ．３％ 。

本实验中的优化工艺使栀子豉汤中的两类有效成分

得到了很好的分离 ，得率和纯度也很高 ，且成本低 ，

绿色环保无污染 ，适合大规模的工业化生产 ，并为栀

子豉汤进一步开发和研究奠定了基础 。
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