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摘 要：细胞模型最早被用来筛选抗微生物药物，随着高通量药物筛选的需要，细胞模型迅速发展

成熟起来。该文综述细胞模型在药物高通量筛选和高通量毒性筛选中的应用，介绍利用 F9;3G! 细胞模

型进行药物体外代谢研究。并对细胞模型用于中药研究的前景进行分析，简单探讨了细胞模型用

于中药筛选，活性成分确定，药理研究和药物代谢分析的可能方面。
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充分利用现代生物技术和方法

是我国中药现代化的基本内容。高

通 量 药 物 筛 选 （ H5I< +<J3=I<K=E
L;J,,>5>I，H+L）技术是现代药学研

究的重要工具之一，它的发展很大

程度上是因为一个古老方法的复

兴. 早先细胞水平的筛选，主要用

于抗微生物药物筛选。随着分析技

术和微型化技术的提高，细胞模型

筛选在药物研究中的应用迅速扩

展。药物筛选技术经过几十年的发

展，在许多药物研究机构已经建立

了比较完善的体系，但将现代药物

筛选技术应用到中药现代化研究

中，需要进行艰苦的尝试和探讨 M% N。

本文就细胞模型在现代药学研究中

的应用作简要综述，对应用于中药

研究的趋势进行探讨。

一、细胞模型用于高通量药物筛选

细胞模型是指细胞 水平的药

物筛选模型。H+L 技术是 !" 世纪

末 发 展 起 来 的 药 物 开 发 新 技 术 ，

其核心部分由体外分子或细胞水

平的筛选模型、计算机控制的操

作系统和灵敏的生物反应检测系

统组成。多种多样的重组靶点的

出现奠定了 H+L 的基础。分离的

蛋白质等生物分子不能代表复杂

的生物系统，而细胞模型为药物

研 究 提 供 了 一 个 完 整 的 生 物 系

统，因此，细胞模型的研究为体外

研究提供了重要的数据补充。

%@ 细胞模型适用的前提

许多因素影响到 H+L 过程中

分析模式的选择和应用，因为细胞

水平的筛选和生化或其他分离的

靶点筛选的特点不同，所以需要决

定是否该药物适用细胞模型筛选

以及哪一步用细胞模型。主要需要

考虑：靶标的价值、得到的难易程

细胞模型发展现状及

应用于中药研究的探讨!

"王春梅!! 乔延江!! &北京中医药大学中药学院生物制药系 北京 %""%"! *

世界科学技术—中医药现代化#高新技术应用



〔 !"#$% &’()*’) +*% ,)’-*"$"./ 0 1"%)#*(2+3("* "4 ,#+%(3("*+$ 5-(*)6) 1)%(’(*) +*% 1+3)#(+ 1)%(’+〕78

!""# 第六卷 第三期 #$%&’ ( )%’ *

度以及状态和复杂性。如果功能蛋

白或活性酶靶标难以分离或药物

的特性不是很清楚，细胞模型便是

最快速、有效而且便宜的筛选方

式。另外，细胞模型适用于生化分

析不能完成的复杂靶标的研究，这

些靶标可能涉及受体或细胞因子

间的复杂的相互作用，比如调节信

号传导通路中的本身的影响因子

没研究清楚的靶标。

!’ 可用的细胞模型 + ! ,

细胞的可获得性、细胞的行为

以及细胞背景信号的获得及放大

决定了是选用原代细胞、细胞系还

是基因工程细胞系。人源的原代细

胞系被证明是与生理条件最相似

的模型系统。但是，原代细胞的量

不能满足高通量筛选的需要。

转染的人源细胞系 是现在最

常用的细胞筛选模型。内源的靶

标在这些细胞系中表达，比如核

肽受体在-. / ) / 01 中表达，因

此筛选可以在这些细胞系的自然

状态下进行 + * , 。

分子和细胞生物学 技术在克

隆和表达人的蛋白方面的发展促

使高表达靶标的细胞系供给细胞

筛选研究 + # ,。表达可以是瞬时的或

稳定的并且有些可以有几套表达

系统。可以用质粒转染或反转录

病毒感染获得。

由于缺少人源材料、原代细胞

增殖能力差而用干细胞存在许多

问 题 ， 因 此 23- 多 用 永 生 细 胞

系。然而，因为永生细胞的较强的

增殖能力使它表现异常的遗传和

功能特点。所以，国外的许多研究

开始把精力集中于通过特定的克

服衰老信号和缩短端粒的分子策

略创造新的细胞系。这些策略包括

表达病毒性原癌基因和端粒酶的

催化亚基来产生永生细胞系。然

而，原癌基因引起的长久的细胞增

殖可能产生不可预知的结果，特别

是在细胞分化方面，因此，为了提

供更合适的药物研究细胞模型，发

展可条件控制的细胞永生方法成

为研究的可能方向。

*’ 应用中的问题

不考虑分析方法， 细胞模型

的关键挑战来自于细胞毒性、细

胞生长和细胞的粘连性。细胞模

型的 23- 中，化合物的细胞毒性

可 能 掩 盖 靶 标 的 活 性 产 生 假 阴

性，或者在抑制剂筛选时产生假

阳性。化合物的细胞毒性取决于

细胞的背景、化合物剂量和作用

时间长短。因为大多数的筛选库

溶 解于 40-5 中 ，对 40-5 的耐

受性限制了筛选的化合物的最大

浓度。对多数细胞系来说，67 的

40-5 明显干扰了筛选分析 + 8 , 。对

于需要长时间孵育（!# 9 #: ;）的

筛选，细胞间生长状态的不同可

能产生信号漂移。

#’ 以细胞功能为基础的分析

方法

细胞对不同刺激的 反应表现

出复杂的功能变化，如基因转录、

离子流、转运、增殖、细胞毒性、分

泌、蛋白表达和酶活性等。以细胞

功能为基础的检测分析 < 着眼于

细胞整体的某些功能。方法涉及放

射性、报告基因、=>?-@、比色、荧

光等多种 + ( ,。根据细胞的功能变化

分为几类：（6）细胞激活；（!）细胞

凋亡；（*）抗肿瘤活性；（#）A! 检查

点 B A! C;DCEF%GHI J ；（8）信号转导

通 路 ；（(） 使 用 灵 敏 的 感 受 器

（KDHK%L）测量活细胞的代谢功能。

二、细胞模型用于高通量

细胞毒性筛选

药物在开发 过程中失 败的原

因包括不良的药物性质 < 如溶解

性、稳定性和通透性 + : , 。很大一部

分 药 物 由 于 毒 性 的 原 因 而 失 败

B !!7 J < 表明了药物发现过程中

毒性检测的重要性。失败得越早，

付出代价越少的策略已广为制药

界 接 受 ， 主 要 的 方 式 就 是 把

@40= / 3%M B@NK%LFIG%H< 4GKILGNOP
IG%H< 0DIQN%&GKR< QHS =MCLDIG%H J 评

价用于药物筛选的早期。细胞毒

性的确定被认为是减少药物开发

失败而进行先导化合物优化过程

的一部分 + T ,。用于高通量细胞毒性

筛选的方法主要有以下 8 种 + : , 。

6’ 荧光染色法

活细胞的浆 膜结构对 染料具

有排斥作用 < 加入具有细胞毒性

的药物会使浆膜受到破坏 < 从而

使染料易进入到细胞溶质中。高

通量细胞毒性检测需要在微孔板

上进行 < 并且接种和分析在同一

块板上进行 < 所以荧光微板检测

法逐渐发展起来。利用表达增强

型绿色荧光蛋白 B =AUV J 也可高

通量检测细胞死亡。

!’ 化学发光检测法

化学发光是 指生色物 质在酶

作用下 < 化学能以光子的形式释

放出来。化学发光根据发光的形

式和种类分为辉光型发光及闪光
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型发光 ! 前者的发光时间较长而

且稳定 " 后者是以发光蛋白、三

磷酸腺苷 # $%& ’、荧光素酶为底物

的发光反应 ! 其发光时间较短。

化学发光由于应用了时间分辨及

偶合回路技术 ! 其检测灵敏度可

以达到 () * +, 数量级。

-) 生物发光检测法

$%& 生 物 发 光 检 测 法 是 由 萤

火虫荧光素酶提供的一个非常简

单、高效、高灵敏度的检测法。与

.%% 法 比较 ! $%& 生物发 光法具

有一定的优越性。其主要的优点

是它的灵敏性和可重复性。

/) 荧光检测法

新型的激发荧光检 测的特点

是用连续的激发光谱和测定光谱

取代固定光谱 ! 从而使建立的模

型更具备灵活性 ! 通过对 01 孔板

和 -2/ 孔 板 进 行 信 号 采 集 和 处

理 ! 使之更适用于 3%4。

5) 细胞毒性终点的选择

与毒理学相关的细胞毒性终

点不超过 6( 个 ! 包括细胞吸附或

迁移、凋亡、分裂、分化、坏死等。

在目前的条件下要设计 3%4 方法

以能全面反映上述所有细胞毒性

终点还有一定困难。

三、细胞模型用于药物代谢分析

细胞模型应用于药 代动力学

的研究和筛选，在 3%4 中也是十

分重要的内容。是早期评价药物

的体内过程非常重要的步骤，在

药物开发的前期使用，可减少大

量的动物实验。

单 层 789: ; 6 细 胞 可 用 来 高

通量筛选高渗透性和吸收性化合

物 < 0 =。789: ; 6 细胞是一种人结肠

直肠癌细胞来源的分化良好的消

化道上皮细胞 ! 有消化道上皮细

胞屏障的多种形态和功能特征。

研究表明，789: ; 6 细胞模型具有

较好的体外实验重现性，可以用

来研究药物吸收机制。其不仅可

用于药物制剂开发前研究，即各

种药物赋形剂、吸收促进剂及药物

分子结构、+3 值和其他生理生化

因素对药物吸收的影响，还可以在

一定控制条件下对药物进行 3%4，

以获得药物结构与吸收利用之间

的相互关系的大量信息。789: ; 6
细胞模型还可用于药物在小肠上

皮代谢稳定性的评估，在药物辅

料的安全性及有关酶和载体的表

达 等 方 面 也 都 有 研 究 应 用 的 价

值。目前用于代谢研究和 &, 级药

物与药物相互作用研究的其他肠

类 细 胞 系 还 有 .>7?! %7 ; @!
3%60 ; .%A! 6 B / B $* 等。

四、细胞模型可用于中药筛选

我 国 早 在 6( 世 纪 后 期 就 开

始开展 3%4 的探讨，到 *002 年在

国家科技部的支持下，开始了3%4
的实质性研究和应用。

中科院上海药物所、国家新

药筛选中心已建立了几种药物筛

选的细胞模型：利用小鼠白血病

细胞和多种来源清楚、病理分型

明确且对药物敏感的人恶性肿瘤

细胞 株筛选 抗肿瘤药 物；采 用 %
和 C 淋巴细胞的增殖反应试验来

筛选免疫调节药物；睾丸间质细

胞培养用来检测睾丸合成雄激素

的水平，筛选治疗性功能障碍的

药物；卵巢颗粒细胞培养用来筛

选抑制排卵的避孕药物。上海药

物 所 筛 出 了 天 然 产 物 中 提 取 的

DD ; * 和中药验方“解毒丸”，两

者 都 具 有 明 显 的 细 胞 水 平 对 抗

4$E4 病毒、保护细胞的作用。

中科院基因组信息学中心华

大中心已建立与 .7/E 受体相关

的细胞筛选模型和与 53%@ 受体相

关的细胞筛选模型，可开始 3%4。

中 药 是 各 种 成 分 的 混 合 制

剂，其有效成分定量不明确、个体

反应差异较大、在市场推广中受

到限制。传统的整体动物试验和

离体器官试验虽然能够筛选其有

效组分，但是如果要大规模筛选，

工作量十分巨大，随着我国分子

和细胞水平的药物筛选模型研究

的成熟，用 3%4 技术对中医药进

行大规模筛选研究已成为可能。

发 展 以 细 胞 模 型 为 基 础 的

3%4 方法更适用于中药的研究。

因 为 中 药 多 以 混 合 物 的 形 式 出

现，混合物在与受体（竞争）结合

时，不同组分间可能存在相互竞

争或相互协同作用，出现假阳性

或假阴性的机率较大；又如，除主

组分以外的其他化合物可能会对

生物实验体系的介质系统的条件

（如酸碱度、各种离子的张力等）

产生一定影响，从而影响生物实

验体系的反应性，可能导致实验

结果出现较大的波动。此外，药物

作用的靶点不仅局限于受体，受

体后过程中的信使物质、酶及参

与基因转录的众多分子也是药物

作用的靶点，只在受体上考查化

合物的作用，不利于新作用类型

世界科学技术—中医药现代化#高新技术应用
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药物的发现，亦不符合中医药理

论。并且，中药多为多成分共同作

用，如第一节提到的细胞模型的

特点，所以细胞模型的 +,- 方法

更适于中药研究。

中 药 的 +,- 可 用 于 以 下 方

面：一是对大量文献记载的中药及

复方生物活性和药理作用的再验

证；二是寻找潜在的新天然药物；

三是对中药单一化合物成分的活

性筛选，可根据获得的结果直接评

价 化 合 物 的 生 物 活 性 和 药 理 作

用。另外，对于含有多种成分的提

取物或部位，则可根据活性结果进

行跟踪、分离、提取，最终发现活性

化合物或确定活性组分。

五、细胞模型可用于

中药分子药理学研究

我国以前多用动物模型进行

中药的药理研究，随着分子生物

学的发展，对中药分子药理学的

研究多了起来。由于中药的作用

表现与西药相比有如下特点：作

用的多效性、复杂性、相对不稳定

性、某些成分的双向调节作用等，

同时，中药的药理作用还具有多

组分、多途径、多靶点的特点。所

以，目前在开展适用于中药的动

物模型的同时，已经有人开始研

究适用于中药分子药理学研究的

细胞模型。有报道把星状细胞培

养应用于抗肝纤维化中药作用机

制研究。该实验的许多结论与既

往的体内研究结论吻合，证明了

利用活化的星状细胞（为肝纤维

化形成过程中的共同特征与中心

环节）作为观察重点的研究体系，

进行抗肝纤维化药物机制探讨的

可行性与可靠性。

中药复方是 中药学的 精华组

成部分，从 !" 世纪中叶开始，已

有人用现代医学的技术和方法研

究中药复方的临床疗效、药理作

用、配伍组成、活性物质等相关内

容，并取得了重要成果。如何将分

子、细胞水平的药理活性结果与

中药复方的治疗作用相结合，至

今仍是有待探讨的问题。

六、细胞模型可用于中药毒理学

研究和药物代谢分析

近年来，中 药毒理学 的研究

逐渐引起人们的关注。中药复方

在组方的过程中已经考虑到药物

的毒性，采取相应的降低毒性的

措施（配伍）。中药或复方的细胞

毒实验简单快速可以作为初步的

筛选和评价方法。西药毒理学的

细胞水平研究已经很成熟，中药

研究可以借鉴第二节中提到的一

些检测方法。

在中药代谢 分析方面 ，应用

于 西 药 研 究 中 很 成 熟 的 ./0% 1 !
细胞模型同样可用于中药药物分

子透过小肠粘膜的吸收、代谢、转

运的研究。因为中药多为多成分

共 同 作 用 ，利 用 ./0% 1 ! 细 胞 模

型，可对多种药物相互作用和吸

收程度进行事先预测和估计。除

此之外，./0% 1 ! 细胞模型还可用

于药物在小肠上皮代谢稳定性的

评估，在药物辅料的安全性及有

关酶和载体的表达等方面也都有

研究应用的价值。

总之，随着 +,- 技术在我国

的发展成熟，大量细胞模型的建

立及研究方法的完善，构建适合

中药筛选的细胞模型，把细胞模

型应用于中药研究可能成为中药

现代化研究中的一个很有发展潜

力的切入点。
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