
骨伤论坛
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中药单体及复方研究一直是国内外关注的焦点, Am aga

等自 1984年建立血清药理方法以来, 这种方法被不断地用于

体外药理实验中, 为中药复方药理研究提供了一条新的途

径 [ 1]。载药血清方法有着中药体外药理学实验普遍采用的

中药提取物直接添加法显著的方法学上的优势, 特别是疾病

模型血清药理学的提出和建立,已经成为研究中药单体及复

方的常用方法。本文就疾病模型血清药理学的若干问题以及

血清药理学在骨代谢中研究现状作一综述。

1 传统的中药药理体外实验存在的不足

传统的中药药理体外实验是将中药或复方制剂直接加入

离体反应体系中进行的, 这种方法忽视了中药的下列特

点 [ 2 3]:  中药绝大数为口服剂, 经体内代谢后, 最后进入血
液的并不完全是原药成分, 有的是药物本身物质发挥作用, 还

有经体内代谢而发挥的; ! 中药多成分的整体效应并非简单
等于各部分效应之和; ∀ 中医临床注重辨证施治, 关联证侯体

现药效; #由于中药或中药复方中存在的干扰成分以及本身
不同酸碱度、渗透压、理化性质的影响, 有可能对体外实验产

生干扰作用, 影响药效的判断和评价。故而通过单纯的粗制

剂直接进行体外实验难以获得与体内药物作用相同的结果,

即使是正确的也是不完整的。

2 当前血清药理学存在的普遍问题

血清药理实验方法的最大优点是体外和体内实验结果的

一致性, 它不仅可反映药物中可吸收部分的直接作用, 也可以

反映药物在机体作用下形成代谢产物和药物诱生的机体内源

性物质的间接结果, 并且排除了粗制剂中非有效成分对实验

结果的干扰 [ 4]。目前, 多数研究者 [ 5 6]对药物、血清供体动物

以及观察指标上的不同, 其载药血清的时效和量效存在差异,

通过对时效 (不同采血时间和不同喂药时间的载药血清药

效 )和量效 (不同灌胃剂量和不同血清添加量的载药血清药

效 )关系进行研究, 以确定合适的动物给药方案、取血时间、

载药血清添加浓度等实验条件,但是往往忽视了在不同的体

内状态, 中药的代谢与所产生的药理作用存在差异。近年来,

随着临床药理学研究的深入, 不少学者进行了多项比较性研

究 [ 7] ,从而揭示出在不同生理、病理或遗传背景的基础上, 不

同人群对同一种药物的药代动力学参数具有不同的特点。这

种比较研究的结果更加直接地告诉人们,药物发挥其药理作

用,是药物与机体相互作用的结果。在进行血清药理学研究

时要摸清中药血清药理研究的基本资料 [ 8] , 如在动物给药方

案、取样时间、血清处理、反应系统、载药血清成分的定性和定

量、可能进入血清有效成分的生物膜转运等方面积累数据, 加

强理论探索和实验研究。

动物在正常生理状态下制备的载药血清与在病理状态下

制备的载药血清是不同的,这是因为两种状态下的动物对药

物的消化吸收功能不同, 对药物的生物转化不同,尤其是在药

物作用下机体的反应不同, 产生的内生性有效成分也不同, 因

此,为了与临床患者用药的实际情况相符,宜采用病理状态下

的动物制备载药血清 [ 9]。而目前的大多数文献均采用正常

动物做为血清供体动物, 未能考虑血清供体动物的造模问题

可能对实验结果产生的影响。

3 疾病模型血清药理学的建立和探索

疾病模型血清药理学仍然采用血清药理的方法, 即指将

中药或中药复方经口给疾病模型动物灌服一定时间后采集动

物血液、分离血清 ,用此含有药物成分的血清进行体外实验的

一种方法。

3 1 疾病模型血清药理学的相关研究 机体不同疾病状态

对药物体内代谢的影响已普遍引起人们的注意, 樊亚营等 [ 10]

研究证治药动学假说时认为: 同一药物不同 ∃证%的药代动力

学参数经统计学处理后有显著差异, 这种差异明显影响药物

疗效和毒性反应, 经过辨证施治后,这种差异可消失或减轻并

且采用血瘀证进行了假说的验证。石磊等 [ 11]在研究高蛋白

高脂肪饮食对普罗帕酮 ( PPF)在大鼠体内药物动力学的影响

发现高蛋白高脂肪饮食可使其 T1 /2缩短, AUC降低, 清除率

( CLS)增高, 从而加速大鼠 PPF的清除, 表明体内不同的病理

生理状态影响药物的药动学。文爱东等 [ 12]研究阿魏酸发现,

阿魏酸在对不同证大鼠的处理其代谢特征有显著差异。表明

疾病模型血清本身以及其在探索药物的药理作用和机制中不

容忽视。
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3 2 疾病模型的动物选择及造模时间长短的考虑 在选择

血清供体动物方面, 不少文献已作论述, 不外乎大鼠 [ 13 15]、

兔 [ 16]、豚鼠 [17]不同种属的动物血清对实验会产生一定的影

响 [ 18] ,不但要考虑模型的选择, 还要与人类生物学特性近似,

与体外培养细胞一致 ,血量丰富的实验病理模型动物制备载

药血清, 家兔和大鼠可考虑为首选 [9]。

在时效方面, 血清药理学中给药方法中的连续给药

3 d[ 19] ,并且很多学者也采用此种方法 [ 15] ; 但在实际临床以

及中药应用过程中, 药物的起效往往很缓慢, 这就牵涉到药物

的累积效应问题, 所以有学者采用灌胃 1个月的大鼠血

清 [ 14]。

然而不少学者研究发现长时间与短时间灌胃对细胞增殖

的影响无明显的差异 [ 20] ,因而在确定灌胃的时间上可参照中

药的半衰期, 5~ 7个半衰期一般可达到中药的峰值, 以此峰

值血药浓度为好, 但中药的药代动力学异常复杂,很难确定。

也有人采用血药浓度测定的方法来研究中药的峰值 [ 21] , 方法

科学但比较繁琐, 限制在研究中的应用。故而一般需要进行

时效的摸索, 通常取 1 d看即时吸收入血而未进行完全代谢

转化的中药有效成分, 也有取 3~ 7 d看吸收入血已经达到稳

态的中药, 其中有进行代谢转化的也有未转化的, 还有取 1个

月看中药在体内进行转化生成并且已经稳定的活性物质等。

对于大多数药动学特性不明的中药, 可通过时效关系的研究

来摸索, 一般可能给药期限选用 7~ 10 d[ 4]。对于疾病模型血

清药理来说, 不仅要看即时血清,更要看在病理状态下的药物

转化血清, 或许更符合实际真实情况。而在确定理想的采血

时间方法则要考虑血药浓度的高峰期,这样能够避免由于有

效物质尚未吸收或代谢殆尽而造成的假阴性结果。不同药物

甚至同一药物的不同有效成分, 它们的达峰时间 ( T im e m ax,

Tm ax )不尽相同,而且动物的个体差异、生理状态、病理状态

同样会造成 Tm ax的不同。大多数学者在研究过程认为中药

血清药理学实验中常用的采血时间可为 60、90、120、180 m in

等 [ 22 24], 一般不超 360 m in。李仪奎 [ 25]对 412种药物的药动学

指标分析认为, 如以人为给药对象,每日给药 2次, 连续给药

3 d, 末次给药后 1 h采血, 80% 以上的药物其血药浓度大于

1次给药的峰浓度, 对动物可做参考。可见多数药物到达峰

值时间在用药后 1~ 2 h, 故采血时间以用药后 1~ 2 h为宜。

而我们在研究强骨宝方糖尿病鼠血清时应用连续给药 3 d, 间

隔 2 h, 末次给药后 1 h采血的方法疗效最强, 值得尝试。当然

最好是通过预试确定最佳采血时间。

对于灌胃剂量问题,合适的给药剂量对保证实验的成功

很重要。由于加入反应系统的血清要被稀释, 应尽可能增大

剂量。李仪奎 [ 25]提出两种方法:  增大给药剂量, 给药剂

量 =在体实验的给药剂量 &反应系统中被稀释的倍数 (实际

等同上述参考模式 ); ! 血清冻干粉法,此法最大的优点是可

在较大范围内控制实际加入反应系统中的药量。王宁生

等 [ 8]建议采用整体模型动物的有效剂量 (即临床成人剂量的

8~ 18倍 )为妥。采用 8 ~ 10倍临床剂量有一定的依据。不

少学者采用低剂量 ( 1/2临床量 )、等剂量 (临床使用量 )、高

剂量 ( 3 /2或 2或 5 /2临床量 ) [ 6, 20], 我们在研究强骨宝方糖尿

病鼠血清时应用 8倍临床剂量方法疗效较好,实验结果稳定。

3 3 血清添加及处理的若干问题 在对健骨二仙丸载药血

清细胞毒性的观察中 [ 15]发现 100%、50%、25%、12 5%、

6 25%、3%条件下的载药血清显示 50%、100% 浓度组细胞

生长明显受到抑制、细胞数显著减少, 3%和 6 25% 组细胞生

长缓慢, 细胞数显著少于 12 5% 和 25% 组并且 12 5% 和

25%组间比较差异无显著性统计学意义。詹红生等 [ 6]在研

究补肾益精方时发现 30%的载药血清浓度更为合适。由于

培养液中包含有较丰富的营养物质以及含药血清的细胞毒作

用。在离体实验中, 载药血清的浓度不宜太高,应以梯度方式

进行比较以确定合适的添加剂量。我们在研究强骨宝方糖尿

病鼠血清时应用 20%载药血清时疗效较好, 且呈剂量依赖。

在采血清时, 我们建议采用无菌状态下腹主动脉,取血质

量高,量充足,较少溶血发生。所取血清静置 1 h或 4 ∋ 过

夜,每分钟 1 800~ 3 000 r离心 15~ 20 m in, 0 22 m的滤膜

过滤, - 20 ∋ 保存备用。血清中存在的补体和抗体成分, 为

了防止发生免疫反应和细胞毒性, 可采用灭活,然而灭活也会

可能损耗药物血清的有效成分, 因而在实际操作中对于灭活

(一般采用 56 ∋ 水浴 30 m in)与否的问题, 主要看对细胞的

影响,不必拘泥。特别在对于疾病状态下如糖尿病状态,细胞

膜的稳定性是影响是否发生溶血的关键。实验条件需要摸

索,对于血清是否需要特殊的处理方法,不能完全参照文献方

法。对于血清使用的长短问题, 我们的意见是能尽快就不要

留置,放置需在 - 20∋ 条件保存。

4 血清药理学在骨代谢研究中应用

骨代谢较特殊, 骨转化时间较长,一般需要 6个月。体外

培养骨系细胞应用血清药理学的方法具有一定的科学依据,

具有抑制骨吸收的西药同样在体外仍有明显的作用 [13]。针

对破骨细胞是骨吸收的直接承担者, 破骨细胞的破骨活动相

对强于成骨细胞的造骨活动, 是骨质疏松症发生的细胞学基

础,不但在体外采用正常大鼠制备的补肾方载药血清可显著

抑制体外培养破骨细胞的活性, 而且采用切除卵巢模型大鼠

经补肾方治疗后制备载药血清对破骨细胞同样具有抑制骨吸

收作用,表明补肾方一方面可能是由于血清中含有抑制破骨

细胞活化的药物活性成分,另一方面还可能与补肾方治疗后

血清中促破骨细胞活化的作用因子水平降低有关。健骨二仙

丸对成骨细胞凋亡具有抑制作用,这可能是中药防止骨丢失

的作用机制之一。增龄可致成骨细胞活性下降, 采用老年大

鼠作为实验材料, 与壮年大鼠相比, 其整体呈现衰老 (性腺功

能下降、骨质疏松 )趋势,其血清中含有促进细胞生长分化的

因素,特别是促进成骨细胞生长的因子可能较少,制备的淫羊

藿载药血清在体外能够增强成骨细胞的活性, 表明淫羊藿载

药血清可能是通过多环节来发挥其刺激成骨细胞增殖和分化

的作用的, 而不是单一因素在起作用 [ 14]。

5 疾病模型血清药理学研究展望

中药血清药理学是一门新兴的科学,将中医药研究向前

推进了一大步,是中医药研究的一个里程碑,虽然较客观地反

映了中药体内作用的具体机制和可能的环节, 但是仍然存在

着很大的缺陷。而疾病模型血清药理学可望很好的解决这一

难题。在病理状态下, 体内物质的代谢途径、代谢方式、代谢

产物、代谢环节等与正常状态下显然存在着巨大的差距,用正

42 中国骨伤 2007年 1月第 20卷第 1期 Ch ina JO rthop& T raum a, Jan. 2007, Vo.l 20, No. 1



常动物来研究病理状态某种程度上只能反映一部分作用机

制, 也许一点都不能反映。虽然疾病动物模型与人疾病模型

也有一定的差异, 但在很大程度上能够反映药物防治疾病的

作用机制和环节。

在应用疾病模型血清药理学时, 首先要明确需应用血清

药理学的方法包括时效与量效关系的探索, 再次要考虑模型

的造模方法, 主要在于研究的目的比如糖尿病可取高糖状态

下的病理生理, 也可免疫状态下的病理生理即 1、2型还是

1 5型糖尿病模型; 造模的时限、造模的程度、造模对可比性

的影响、时效与量效关系与造模等,应综合起来加以考虑, 权

衡利弊。
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好及施 同息通 临床应用有奖征文通知

好及施 同息通 是由广东省医药进出口公司珠海公司总代理的消炎镇痛外贴剂和肾上腺皮质激素类药物。目

前, 在临床应用中得到广大医务工作者的认可。为了更好地总结、交流好及施 同息通 临床应用的经验, 现将有奖征

文形式通知如下。

1 征文内容 使用 ∃同息通%∃好及施%的临床疗效和经验总结, 主要方向是:  临床治疗进展、临床药物应用评价、
临床实验结果分析等; ! 外用药临床应用进展和评价; ∀ 激素应用临床进展和评价; #独特的案例分析、总结; ( 药物不

良反应监测和对策。

2 征文要求 3 000字以内全文及 500字左右摘要各 1份 (打印并附磁盘 ), 姓名、单位及地址、邮政编码请务必写

清楚。

3 征文评选方法  评选标准: 依据论文的设计水平、科学性、真实性等进行评审; ! 所有征文将组织有关专家对

论文进行评审。

4 奖励办法  一等奖 1名, 800元稿费; ! 二等奖 5名 , 400元稿费; ∀ 三等奖 10名, 200元稿费; #参与奖 30名,

∃好及施% 2贴装温、冷感各 2包。

5 征文截稿日期 2007年 3月 31日 (以当地邮戳为准 )。征文请寄: 北京市东直门内南小街甲 16号 )中国骨伤∗

杂志社收, 邮编: 100700,并在信封左下角注明 ∃有奖征文%字样。
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