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含药血清方法在中药调节骨与软骨代谢基础研究中的应用
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　　体外药理学实验是中药防治代谢性骨病研究的重要方面

之一 ,而药物添加方法一直是研究者们关注的焦点 ,近年来 ,

含药血清方法开始受到重视 ,本文就这一方法的研究进展及

其在中药调节骨与软骨代谢基础研究中的应用概况进行了回

顾与思考。

1　含药血清方法概况

　　长期以来 ,中药体外药理学实验普遍采用的是中药提取

物直接添加法 ,这种方法明显地忽视了中药的以下特点 :①中

药以口服居多 ,经胃肠道和肝脏代谢后 ,最终起效的并不完全

是原药成份 ;②中药多成份的整体效应并非等于各部分效应

之和 ;③中医临床注重辨证施治 ,也就是说 ,某些中药可能在

某一证候存在的前提下 (即某种特定的机体状态下)才发挥药

效作用 ;④中药提取物的理化性质不十分恒定 ,可能对实验产

生干扰作用。基于此 ,日本学者田代真一于 1984年提出了中

药含药血清方法的设想 [1 ,2 ] ,即在给动物灌服药物后一定时

间采血 ,分离血清并观察其药效 ,从理论上讲 ,这一血清中至

少包含中药原药成份、原药成份的代谢产物和新的生理活性

物质等三种成份 ,所以称之为含药血清。

国内有关中药含药血清的研究报道始见于 1994年 [3 ] ,近

几年的文献量明显增多 ,研究内容主要涉及到含药血清的方

法学探索和中药含药血清的药效评价两方面 ,并且 ,该方法也

开始用于中药调节骨与软骨代谢的基础研究中。

2　含药血清方法研究进展

　　含药血清的时效关系和量效关系是应用该方法时需要首

先解决的两个基本问题 ,前者是要找到一个药效较强的采血

时间点 ,而后者是为了确定合适的含药血清添加量。

211　含药血清的时效关系研究　时效关系包括给药时间和

取血时间两层含义。研究结果表明 ,单次给药 [3～7 ]、连续两次

(间隔 2h[5 ,8～10 ]或 4h[11 ] ) 给药、以及连续 3d[12 ]、8d[13、14 ]、

10d[15、16 ]给药所获得的血清皆可表现出一定的药效 ;也有研

究者认为单次给药所获得的血清无效 [17 ]或药效不如 3d给药

者[18 ]。

在取血时间方面 ,末次给药后 015h 血清无效或弱

效[7 ,8 ] ;1h[3～5 ,7 ,12 ,15～18 ]、115h[7 ]、2h[7 ,13 ,17 ,18 ]血清普遍表现

出较强的药效 ;3h[18 ]血清药效一般不及前三个时间点 ;4h[13 ]

血清 (喂药 8d)药效较强。可见短时间给药 ,取血时间点以 1

～2h为宜 ,较长时间给药似乎可适当延长取血的时间点 ,这

也许与血药浓度已达到稳态有关。

212　含药血清的量效关系研究　量效关系包括动物给药量

和含药血清添加量两层含义 ,而最终作用于研究对象的药物

剂量的大小是由这两者共同决定的。部分研究者观察到 ,含

药血清药效的强弱与动物给药量的高低并非呈平行关系 ,如

当归补血汤促造血祖细胞 (CFU2GM)增殖的作用随剂量增大

而增强[4 ] ,而黄芩抑制单核细胞 DNA合成和 Ca2 +内流的作

用则相反[3 ] ;又如虫草菌丝促肝枯否氏细胞生成 IL21和 IFN

的作用 ,以中剂量最强 ,大剂量次之 ,小剂量最弱 [5 ] ,而扶正化

瘀方抑制肝贮脂细胞内胶原合成的作用 ,则以中剂量最强 ,小

剂量次之 ,大剂量最弱[8 ]。可以看出 ,血清药效与动物给药量

之间的关系是极其复杂的 ,其背后隐含的机理目前更是鲜为

人知。如何确定动物的给药量 ? 目前比较一致的意见是可根

据临床常用量按其体表面积折算为等效剂量的方法来确定。

绝大部分工作显示 ,培养体系中含药血清的浓度 (体积

比 ,下同)愈高则药效愈强。如扶正化瘀方抑制肝星状细胞和

贮脂细胞增殖的作用 ,血清浓度 20 % > 10 % > 5 %[8 ]。但也

有个别相反结果的报道 [19 ]。细胞培养体系中的血清浓度过

高可能会对细胞产生毒性作用 ,所以 ,相对固定含药血清浓

度 ,通过改变动物给药量来调整药物血清的含药量 ,是一种较

为现实的办法。

213　含药血清方法其它相关问题的研究　制备和应用含药

血清的过程中 ,还涉及到动物种属、血清处理与保存等其它问

题。一般认为 ,制备含药血清所用动物与观察的细胞在种属

上尽量一致或接近 ,因为种属差异越大其血清本身对细胞的

毒性作用也可能越大。制备血清时应避免溶血 ,离心条件通

常为 1500～2500rpm、20～25min ,血清需要经过 56℃、30min

灭活 ,并经 0122μm滤膜抽滤除菌 , - 20℃以下保存[18 ,20 ,21 ]。

3　含药血清方法在中药调节骨与软骨代谢基础研究中的应

用

有报道 ,用含 11味中药的补肾复方制备的含药血清对成

骨细胞的增殖无影响 ,进一步研究发现 ,采用两种水提物分别

制备含药血清 ,一组具有促成骨细胞增殖作用 ,另一组无效 ;

而两种醇提物制备的含药血清均抑制成骨细胞增殖 [22 ]。目

前 ,我们采用含药血清方法分别观察了中药对成骨细胞、破骨

细胞和软骨细胞的影响 ,初步得到以下结果。

311　中药含药血清对成骨细胞增殖能力的影响　采用以补

肾为主而侧重于养阴的补肾益精方 ,给大鼠以等效剂量连续

两次 (间隔 2h)灌胃 ,末次灌胃后 1h、2h、3h采血 ,结果显示 ,

在促成骨细胞增殖方面 ,以 1h含药血清的药效最强 ;在给药

时间方面 ,灌胃 1d(连续两次 ,间隔 2h)与 30d的含药血清药

效无明显差别 ,而灌胃 3d的含药血清药效不如前两者 ;在含

药血清添加量方面 ,10 %和 20 %的含药血清药效无明显差
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别 ,而 30 %的含药血清则抑制成骨细胞增殖。所以 ,将补肾

益精方用于对大鼠成骨细胞药效观察的含药血清制备条件确

定为等效剂量连续两次 (间隔 2h)灌胃 ,末次灌胃后 1h采血 ,

含药血清添加量为 10 %[10 ]。

312　中药含药血清对破骨细胞功能的影响　采用与成骨细

胞实验相似的方法观察到 ,补肾益精方等效剂量连续两次 (间

隔 2h)灌胃 ,末次灌胃后 1h采血 ,30 %含药血清添加浓度可

明显抑制体外培养破骨细胞的骨吸收陷窝形成能力。

313　中药含药血清对软骨细胞增殖能力的影响　研究结果

显示 ,在促软骨细胞增殖方面 ,补肾方和柔肝方等效剂量给家

兔连续两次 (间隔 2h)灌胃 ,末次灌胃后 3h采血 ,补肾方 10 %

的含药血清药效较强 ,柔肝方 5 %和 10 %的含药血清均有较

好药效。

此外 ,我们还就含药血清的药效物质进行了初步观察 ,经

高效液相分析 ,发现含药血清中存在与原药相似的成份 ,进一

步研究尚在进行中。

4　结语

含药血清方法的研究已经积累了一些经验 ,但方法学的

不断完善还有赖于相关学科的支持。在制备含药血清时 ,目

前比较一致的意见是 ,不同处方用于不同的实验对象 ,应首先

进行时效和量效关系研究 ,以便确定用于正式实验的含药血

清制备条件。

含药血清方法应用于中药调节骨与软骨代谢的基础研究

中 ,将有助于阐明中药治疗代谢性骨病的机制和复方的配伍

规律 ,而血清药化学研究将为进一步弄清含药血清的药效物

质基础提供实验依据。
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