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摘 要 由于在方剂现代化的研究过程 中
,

传 统的研 究方 法很难适应方 剂 复杂的化学成分与 效

应 多样性
,

使得 方剂物质基拙及生物效应的研究成 为 中医 药现代化科学研究的 关键
。

本文就方 剂物

质基础与 生物 效应研究方 面 的一 些共性 问题
,

结合研究工作的 实践与 结果
,

提 出应 用 生物技术领域

的若干新技术开展方剂相 关研究的一些 思路和 方 法
。
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成功 的疾病治疗模式必须使机体代谢 网络 中的

异常或缺陷部分正常化
,

同时又不得 干扰其他维 系

健康所 必须 的代谢途径调控
。

中医药学正具有这样

的特点和优势 显示其理论体 系 的科学性 与合理性
。

中医从 整 体 出发
,

辨证施 治
,

调 和 阴阳
,

维持机体 内

外环境 的协调统一
。

方剂是实施对疾病调控 的主要

形式
,

并强调随病情发展变化而随证加减 的动态调

控
,

这是 当代医学所追求 的 目标
。

方剂研究 的关键科学 问题是方剂 的药效物质基

础及作用机理 的研究
,

是 中医药现代化研究 的重要

组 成部分
,

对 于继 承 和发展 方 剂 配伍理论
,

更有 效地

指 导 临 床 和研 创具有 自主 知 识 产 权 的 中 医 药新 产

品
,

揭示方剂配伍 的内在规律
,

实现从饮 片配伍过渡

收稿 日期 一 一

修回 日期 一 一

到药效成分配伍
,

从而改变 中药 的 内在质量并走 向

国际具有重要 意 义
。

年 以来
,

国家科技部及 国家

自然科学基金将方剂药效 的物质基 础研究列为重大

攻关项 目
。

然而
,

方剂药效物质基础研究也是 中医药

现代研究 的难点
,

其研究思路与方法 尚在探索之 中
。

方剂是 以 中药饮片为组成单位
,

在 中医 理法方

药 的理论指导下
,

经配伍组成 的治疗 系统
。

方剂 的效

应物质是 由活性物质群构成 的 方剂 中每味 中药所

含成分往往 多达几 十种
、

上百种
,

起疗效 的物质基础

可 以 包 括 小分 子 化 合物 挥 发 油
、

生 物 碱
、

黄酮 类
、

皂 昔类 及 生 物 大分 子 肤
、

蛋 白
、

糖肚 及 多糖等
。

活性物质群通过 多靶点
、

多途径经整合发挥作用
。

而

西药多为单一化合物
,

有特定 的作用靶点
,

作用具有

专一性
。

兴奋机体功能或抑制机体功能是其主要作

用方式
。

但 中医药缺乏对药效物质 的微 观分析和作
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用规律 的科学 阐释
,

缺乏 规范评价方法和量化 的指

标
,

表现在 内在质量 的不可控及作用机理 的不明确
。

方剂作用物质 的多样性及 复杂性
,

为研究带来

了难 以想象 的工作量与难度
。

其治疗作用 的物质基

础 的多样性可能鉴于

①方药经 口 服 吸收人血
,

并 以 原 型作用 于机体

器官和病灶部位的效应物质群及其化学成分

②经体内代谢产生 的具有生物效应 的修饰物和

代谢产物

③生物体受 到药物作用后或机体 的 内部环境 的

变化
、

基因 的功能改变 以及生物体 自身分泌 的生化

产物
。

针对如此浩繁 的方剂 中医理论
、

作用物 质基础

和生物效应复杂体系
,

如何应用生物技术等现代科

技手段简捷明 了地研究
、

分析
、

评价并揭示 中医方剂

配伍的科学性和合理性
,

为 中医药现代化
、

国际化做

出应有 的贡献
。

我们依据 自身的工作和积 累提 出一

些思路供 同道们参考
。

一
、

方剂药效物质与作用机理研究的思路和方法

利用细月包生物色谱分析支剑血清中的活性成分

色谱
、

光谱技术在 中药成份分析 中的应用
,

极大

地推动 了中药及其复方成份 的研究
。

然而
,

效应 与成

分关系的研究难度在于难 以得 到一定量 的可供效应

分析化合物
,

微量及纳克级 的化合物效应分析技术

不 容易建立
。

细胞膜 固相色谱技术就是在这一背景

诞生 的
。

我室从 年开始
,

对 细胞膜 固相色谱技

术进行探索
。

细胞膜 固相色谱技术 与一般生物 色谱

技 术 的不 同之 处 在 于
,

以 上 生 物 靶 点存在 于 细

胞膜
,

比应用单一受体
、

离子通道更 能体现方剂 的效

应及方剂化学成分复杂性
。

细胞膜 固相 色谱技术 的基本原理是 药物效应

的产生是 由于药物分子 与细胞上 的生物大分子 如

受体 结合
,

激活 了生物信号放 大 系统
。

因此
,

能 与

细胞靶点结合的化学成分才有可 能产生生 物效 应
。

本实验室首先采用红细胞膜 固相色谱分析 当归提取

液 的成分
,

得 到了洋川芍内醋等化合物
,

用血小板 固

相 色谱法 分析丹参注射液 和脉络宁注射液 的成 分
,

得 到 了丹参素
、

原儿茶醛
、

绿 原 酸类 等一 群 化合物

研究提示 细胞膜 固相色谱是一个快速
、

简便
、

高效 的

效应 一 物质基础 的研 究方 法
,

适 合方 剂这 一 复杂体

系 的效应 一化学 群 的研究
。

方 剂 的效应 是 由成 分群

实现 的
,

作用环节不仅包括 已知 的效应 靶点
,

还 包括

有待探索的效应靶点或信号通路
,

这正 是 中医 方剂

学需要解决 的方法学 问题
。

本 实验室建立 的细胞膜 固相 色谱优 点在 于可以

将 生物学部分与
、 、

结合
、

联 动
,

直接 获

取效应成分 群
,

并验证该成分 群 的效应特征

以 玉屏 风散 为例
,

应用淋 巴 细胞
、

巨 噬 细胞 等免

疫 细胞 膜研 究 黄 蔑
、

自术
、

防风 的地 位
,

及 其效 应

化学关系配伍的变化 应用淋 巴 细胞
、

卜 噬细胞等免

疫 细 胞 膜 固相 色 谱 法 分 析 给 予 方 剂 提 取 物后 的 血

清
、

脑脊液
、

淋 巴 液 等
,

分 析其 体 内代谢 后 效 应 一 物

质基础
、

细胞 因子
、

信号转 导 等变化
,

试 图 阐明 力
一

学配伍规律及其配伍规律的 当代生物学 基础
。〕

以 二陈汤 为例
,

用肺 上 皮 细胞
、

肺杯 状 细胞
、

肺

腺细胞 固相化分析应用二 陈汤后 血清
、

脑脊液
、

淋 巴

液
、

肺灌流液 的化学成分
,

并分析成分与信号转 导及

细胞 因子各效应之 间的关 系
,

阐 明这二味药物 的配

伍规律 图
。

生归月人肠上皮担月包系恤坦￡。二 细脑 分析方 剂

有效组份在肠道 中吸收的过程的改 变

进入血清之前
,

方剂 的有效成分可 能有 种来

源 药 材 固有 的化学成分 加工炮制 和煎 煮过程 的产

物 肠 内菌代谢产物
。

一 细胞来 源 于 人 体结 肠 腺 癌 细 胞
。

由 于

一 细胞 在 培 养 条件 下 可 自发 进 行 上 皮 样 分 化

并可形成 紧密联结
,

其形态学
、

标志酶 的功能表达 及

渗透特征与小肠相似
。

在分析血清 中方剂配伍有效成分 的改 变 与效 应

关 系研究之前
,

可 以对方 剂 中各种 配伍关 系进 行测

试 成 分组 渗 透 一 细 胞 人 肠 上皮 细 胞 系 或
一 细胞膜 的能 力来

简单模拟

预测 方 剂 中成分组在体 内的吸收过程

研 究各成 分组合 方 剂 配伍后 对吸收 的 影

〔 ‘, 灰 ‘‘ ,乃夕 。乙众以“ , 己 以 ,‘ 飞夕之 〕
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响作用
。

小肠 内各代谢酶对方剂 中各组分 间 的影响
。

利 用报告基 因的 方 法分析血清中效应成分的

改 变

基本思路是方剂配伍 的变化而导致血清 中化学

成分 的改变
,

因而其效应也发生改变
,

效应 的变化可

以通过细胞 中的报告基 因表达 出来
。

该思路 的提 出

可能简化方剂作用 物质基础 的研究
,

从而检测 出方

剂血 清 中的效应 成分改变与效应之 间 的关 系
。

其基

本步骤 为

动物 经 多次给药后
,

体 内达到稳态的血 药浓

度 结合血清指纹 图谱的研究
。

采 集血液
、

分 离血

清
,

以 含此 药物成分的血清进行含报告基 因的 细胞

体外实验的 方 法
。

构建带有基 因效应元件与 荧光素酶基 因 报

告基 因 质粒
,

转染细胞 筛选稳定表达 的 细胞 系
,

通

过 荧光素酶量的 变化从而 可知 方剂 中的 活性成分调

控 下 游基 因的表达
。

该 方 法 客观 地模 拟 了药 物 与 机 体相 互 作 用 过

程
,

比较符合体 内环境 中产生药理效应 的真实过程
。

其血清所 含 的药物成分也是经过体 内一 系列生 物转

化后真正发挥作用 的有效成分及药物作用下机体所

产生 的 内源性有效成分
,

并且通过测定 血清的药 物

成分
,

有利 于寻找到机体 内真 正发挥作用 的有效物

质基础
。

此法依然还有诸多 问题值得探讨
。

如桂枝 君 配伍不 同的药物 臣
、

佐
、

使
,

在 血

清中的化学成分不 同
,

则表现 出不 同的生物效应
。

桂

枝获荃丸是治疗子宫肌瘤 的有效方药
。

现代 医学认

为子宫肌瘤是一种依赖于雌激素生长 的肿瘤
。

过 多

雌激素可导致子宫肌瘤
。

传统药理学 的方法是给大

鼠皮下注射雌激素诱发大 鼠的乳腺增生
,

导致 血清

中雌激素的水平升高
,

由于造模周期较长
,

存在较大

的个体差异
,

并与人类乳腺增生 的病理生理过程 不

一致等缺点
。

难 以用 上述模 型筛选或评价方剂不 同

配伍关系与疗效关系
。

我们和南京师范大学分子 医

学研究所合作构建带有雌激素受体效应元件与荧光

素酶基 因 报告基 因 的质粒
,

转染 细胞筛选 稳 定 表

达细胞 系
,

因为雌激素能够进入细胞核
,

与核 内受体

作用
,

使受体结合到雌激 素反应 元件
,

上
,

从 而调控下 游 基 因 的表 达
。

可

以 微量
、

高效地从桂枝获荃方剂 中筛选 出可 以 调节

雌激素基 因表达 的活性成分群
,

方便地检测血清 中

桂枝获菩方药成分及方药配伍后成分 的变化对细胞

中雌激素基 因的表达水平 的影 响 图
。

建立模式 生 物 细胞 中基 因表达模型
,

体现 中

药方 药作 用 的 多靶点
、

多途径

建立模式 生物 细胞 中基 因表达模型
。

采用模式生物细胞进行实验
,

条件容易控制
,

目

前 已有 多种模式生物 的基 因组计划 已经完成
。

如酵

母菌是真核生物而且基因组 已全部测序
,

细胞繁殖

快
,

易于培养
,

与哺乳动物细胞有许 多共 同的生化机

制
,

存在许 多与人类疾病相关 的基 因
。

根据公布的酵

母 基 因组 序列
,

用 方 法扩增 了酵母 多个

分研风分哭门七勺 又汇胜四 大 示

图 利用生物技术分析血清效应成份的基本原理

〔 份 口

叨观 臼以 双 以 山 〕



第七卷 第六期

开放阅读框 片段
,

制成 芯 片
。

①解决 中药方药

作用 的多靶点和多途径 的问题
。

②通过不 同配伍形

成的方剂干扰模式生物
,

用上述芯 片检测基 因表达

谱的改变
,

可 以在基 因水平探讨方剂 的 内在配伍规

律及产生效应 的物质基础
。

构 建致 病基 因腺病 毒表达 载体
,

转 染靶细

胞
、

器官
,

建立体 内外疾病模型
。

到 目前 为止
,

已经 发现 的药物靶点约有 个
,

而根据 人类 基 因组研 究 结 果 预 测 的药物靶 点 可 有

个
。

通 过 构 建 致病 基 因腺 病 毒 表 达 载

体
,

转 染 靶 细胞
、

器官
,

建 立体 内外 疾 病模 型
,

可 以

在整体
、

器官
、

细胞
、

分子 生 物学 个水 平 开展方剂

效应物质基础 的研 究
,

模 拟人类疾 病 的发生过 程
。

该模型一致性好
,

个体差异小
,

便于平行观察
。

充分利 用 生物信 息学及计算机辅 助 方 药活

性物质基础 的预测
。

计算机辅助筛选 实际上 在计算辅助药物设计 的

基础上
,

对 已经具备的化合物虚拟库进行药物活性

和药物特点 是否具有药物 的基本特征 的虚拟 预

测
,

对不可能成 为药物的化合物加 以排 除
,

以减少不

必要 的实际生物活性筛选工作量
,

提高药物发现 的

速度和效率
,

降低药物发现 的成本 和消耗
。

①如 抗 冠状 病 毒 药 物 的设 计 和 虚 拟 筛

选 杂志报道 冠 状病毒 的基 因组 均与

已 知典型 的冠状病毒类似
,

含有感染宿主细胞 时起

重 要作用 的结构蛋 白
,

如 蛋 白酶就 可 能作为筛

选抗 冠状病毒药物 的靶点
,

这是 因为 蛋

白酶在冠状病毒复制过程 中起着重要作用
。

在优化

的 冠状病毒 蛋 白酶 三维结 构模 型 的基础

上
,

对多个化合物数据库作虚 拟筛选
,

包括 数

据库
、

数据库
、

中国天然产物数据库

进行计算机虚拟筛选
,

这一 大规模虚拟筛选找到 了

个 可能具有抗 冠状病毒潜力 的侯选 化合

物
,

将这些化合物用病毒 蛋 白酶分子水平筛选

模型进行筛选
,

发现 个具有高活性 的化合物
,

进一

步在 实验 室进 行 病毒感染 细胞 水 平 的测

试
,

发现有一 一 受体拮抗剂 一 一 具

有 明显 的抗 病毒感染 和保 护 细胞 的作 用
,

其

, 小 于
,

此成果 已 申请专利
。

②在 网上运行 的包含结构信息 和活性

信息 的中药数据库有 刃 余种
,

从数百种 最 多数

千种 中药药用植物 出发来发现新药
,

比从几 十万 中

植物出发 的命中率要高
,

风险要小
,

希望要大
。

因为

这数百种 中药药用植物都是经过几 千年来 中华 民族

的
“

临床
”

实验证实
,

疗效肯定
,

而且大多是低毒
,

低

副作用 的
。

到 目前为止
,

已 经发现 的药物靶点约

个
,

而根据人类基 因组研究结果预测 的药物靶点可

有 一 个
。

通过靶点建立 筛选模 型 的 同时
,

并于生物信息技术和计算机辅助筛选相结合
,

探讨

方剂物质基础研究 的新思路
。

③根据靶点结合计算机程序预测类方剂 和

中可能通过血脑屏障的化学成分 从 网中天

然化合物库中寻找
。

血一脑间有一种选择性阻止各种

物质由血人脑的屏障
,

称为血脑屏 障

州
。

对于治疗缺血性脑 中风的靶向药物
,

必

须通过
,

才能产生治疗和预防缺血性脑 中风的作

用
。

根 据 的 简单 方 程 纯 二一

纯
,

方程 中 表示化合物的极性表

面积
,

纯 表示化合物的疏水性
。

利用上述方程可 以

说明方 中由于挥发性成分的含量增加
,

可 以通过血

脑屏障发挥作用 的成分增加
。

进一步可 以说明在方

和方 之间物质基础与生物效应之间的关系
。

方 剂效 应 物 质基 础 研 究 是 一 个 巨 大 的 系统 工

程
,

需要化学
、

生物学
、

生物化学
、

药理学
、

病理学
、

信

息科学
、

医学生物工程等多学科 的交叉 渗透进行研

究
,

现代生物活性筛选 的方法 已经深入到靶基 因水平

上
,

并且 已经将基因组学广泛应用于果蝇及斑马鱼等

生物构建生物疾病模型
,

这是现代生物科技发展 的结

果
。

计算机化学现在也是新药研发过程 中必不可少

的一部分
。

随着基 因组
、

转 录组
、

蛋 白组 和代谢组学

和后基 因组技术 的兴起
,

必然 会为 中医药研究带来

更 多的手段和方法
。

多学科交叉渗透将促进方剂学

的发展
,

并可能产生多个相关学科的新生长点
。

应 当看 到
,

包括方剂效应物质基础
、

方剂配伍规

律等的许多关键 问题
,

目前 尚缺乏简捷有效 的方法

和系统性
,

严重制约着方剂研究进展
。

将 中医药学 与

〔 反 。 ‘切 。邵诩为 ’仓 “动耐 从彼 司
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现代药理学
、

药物化学
、

药剂学
、

生 物信息 学
、

数 理

统计学
、

计算机技术等相关学科有机结合
,

才有 可 能

突破
,

方剂 的现代研究才能发展
。

因此
,

方剂配伍规

律及其生物效应 的研究
、

方剂活性物质基础研究 新

技术在方剂研究 中的应用
、

方剂信息资源挖掘与利

用成为我们实验室 的研究方 向
。

实验室将瞄准方剂

学研究发展前沿
,

运用现代生物技术等新 技术
、

新方

法努力构建方剂基础研究及应用开发研究 的技术平

台
,

为 中医药现代化做 出应有 的贡献
。
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