
!云南盘龙云海药业有限公司资助

!"北京中医药大学东直门医院（北京!##$##）；%"海军总医院

"在站博士后

·博士之窗·

常规制备家兔血清对人脐静脉

内皮细胞&’#(的影响!

秦 英!" 杨 君% 姜良铎! 王硕仁! 朱陵群! 牛福玲! 周春华%

内容提要 目的：探讨中药血清药理学研究中常规制备的正常家兔血清浓度变化对培养体系中细胞的

影响。方法：常规制备无污染、无溶血正常家兔血清，通过细胞形态学、台盼蓝染色活细胞计数、细胞毒四唑

盐（)**）比色试验、乳酸脱氢酶（+,-）及血管紧张素转换酶（./0）等指标，观察12、!#2、%#2、(#2、3#2
和4#2家兔血清对人脐静脉内皮细胞（50/）&’#(的影响。结果：12和!#2两浓度组各指标均无变化，对

50/&’#(没有损伤作用。(#2、3#2和4#2’个浓度组家兔血清浓度对细胞均有不同程度的损伤，而且随

着浓度的增加，呈现出损伤加重的趋势，而%#2的浓度从细胞形态、台盼蓝染色活细胞计数、)**及./0
方面没有表现出明显的损伤作用，只有+,-含量差异有显著性（!##"#!）。结论：常规制备的家兔血清在

无污染和无溶血的情况下，其对细胞的作用浓度是有一定限制的，当达到(#2或更高浓度时有较为明显的

损伤。所以，在中药血清药理学研究中，应进行常规制备正常血清及含药血清的细胞毒实验，以尽量减少血

清本身带给实验的影响。
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中药血清药理学的运用，使中药复方通过含药血

清进行体外研究比药物直接接触培养体系更具有体内

药物作用的可拟性，因此，通过给培养体系加用含药的

血清进行研究日益受到重视。但是，由于在实验中常

规制备的血清本身也会对培养体系具有作用，而且培

养体系中的血清量越大，这种背景作用也越明显，甚至

当血清浓度超过一定限度时会产生对培养体系的毒损

作用。为此，我们通过对人脐静脉内皮细胞（50/）&
’#(细胞系的基础性指标，即台盼蓝染色活细胞计数、

细胞毒四唑盐（)**）和乳酸脱氢酶（+,-）测定，细胞

形态学观察及内皮细胞释放血管紧张素转换酶（./0）

的研究，现将结果报告如下。
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材料与方法

! 试剂及仪器 "#$%&’(（)*$$$+,%!--.!/.
代）细胞株，武汉大学典型培养物保藏中心提供；+0%
1,%!2(’培养基、3%谷胺酰氨、4#0#5及胰蛋白酶购

自6,7$8公司、胎牛血清（9:;<=>?@AB:C:DEF，G75）购

自4HI=?B:公司；1**、乳酸钠、吩嗪二甲酯硫酸盐

（015）、硝 基 氯 化 四 氮 唑 蓝（J7K）、氧 化 型 辅 酶,
（J)KL）、台盼蓝及二甲基亚砜（K158）均购自5AMF<

公司。

/ 动物及血清制备 纯种日本大耳白兔(只，

体重/N/!/NOPM，购于北京医科大学动物中心。动

物予正常饮食，预适应!周后，从兔耳缘动脉无菌取

血（注意防止溶血），&QR促凝，/O’’D／FAB离心分

离血清，血清呈透明、清亮、淡黄色，无沉淀，未溶

血，O2R&’FAB混合灭活后分装，置S/’R冰箱保

存，!个月内使用。

& 细胞培养及分组 "#$%&’(按常规细胞培养

方法培养，!T(传代。!’U胎牛血清+01,%!2(’培养

基（内含青、链霉素各!’’E／F=及4:V:C/OFF?=／3）、

无血清+01,%!2(’培养基、含家兔血清+01,%!2(’
培养基（无血清+01,%!2(’培养基按体积比配制家兔

血清）。取同代（第!&(代）对数生长期细胞，K%4<BP’

C液洗涤/次，’N/OU胰蛋白酶消化，离心，吸弃上清

液，用含!’U胎牛血清+01,%!2(’培养液配成!W
!’O／F=单个细胞悬液，-2孔培养板每孔加入细胞悬液

!’’"=，继续培养&2X后，去培养液，按组别分别加入各

种条件培养液：正常组（!’U胎牛血清+01,%!2(’）、

空白组及不同浓度的家兔血清组（OU、!’U、/’U、

(’U、2’U、.’U）。各组均设.个重复孔，于&QR，

OU$8/培养箱继续培养/(X后检测。

( 1**测定 按文献（!）方法，将各组细胞每孔

加入1**溶液（OFM／F=）/’"=，&QR，继续孵育(X，终

止培养，小心吸弃孔内培养上清液，每孔加入!O’"=
K158，振荡!’FAB，使结晶物充分溶解，选择(-’BF
波长，在酶标仪上测定各孔8K值。细胞抑制率（U）

Y（对照组8K值S实验组8K值）／对照组8K值W
!’’U；细胞增殖率（U）Y（对照组8K值S实验组8K
值）／对照组8K值W!’’U。

O 3K4测定 按文献（/）方法，同上述方法-2孔

板培养各组细胞，分别将上清!’’"=移入另一-2孔

板，同时去上清液的各组各孔细胞分别加/U*DA;?B%
!’’!’’"=&’FAB（破膜）。将上清液及破膜后的细胞悬

液加入!’’"=3K4底物液〔J7K(N’FM、J)KL!’FM

与015!N’FM加水至/N’F=混合，取混合液!N2F=加

!N’F?=／3乳酸钠’N(F=，加入’N!F?=／3075（V4QN(）

至!’F=〕，于加入后的&’!!O’C间（室温&/!&QR）在

酶标仪上(-’BF波长处每隔&’C连续读取8K值，求

每孔平均每分钟8K变化值。细胞毒3K4活性释放

率（U）Y上清8K值／（上清8K值L细胞8K值）W
!’’U。

2 )$#测定 取培养上清液，按)$#测定试剂

盒（海军总医院提供）说明操作测定。

Q 台盼蓝染色活细胞计数 随机取培养各组细

胞（每组(孔）制备单细胞悬液!W!’2细胞／F=，进行

台盼蓝染色，于&FAB内用血球计数板分别计数死活细

胞数，活细胞率（U）Y活细胞总数／（活细胞总数L死

细胞总数）W!’’U。

. 形态学观察 各组细胞用倒置相差显微镜观

察，每组每孔随机选择!’个视野。

- 统计学方法 多组间比较用单因素方差分析，

组间比较采用!检验。

结 果

! 家兔血清引起"#$%&’(的形态变化 倒置相

差显微镜下观察：正常组细胞呈典型的内皮细胞生长

特征，细胞为多角形，呈单层铺路石状紧密排列；空白

组与OU组、!’U组及/’U组细胞生长状态良好，细胞

形态正常；(’U组细胞形态发生变化，细胞变圆或拉

长，散在有损伤脱失区，但细胞边界尚清楚；2’U组与

.’U组均有较多的细胞脱落，形成较大的脱失区，细胞

变圆的数量明显增多，细胞边界模糊。

/ 不同浓度家兔血清对 1**及台盼蓝染色计

数"#$%&’(活细胞的影响 1**法：空白组细胞培

养/(X后与正常组比较，细胞增殖抑制率达&’N-U（"
!’N’!），而家兔血清则对无血清细胞具有促增殖作

用，OU、!’U、/’U与(’U(组随着血清的量增大，细

胞促增 殖 作 用 呈 剂 量 依 赖 性 增 加（"!’N’O，"!
’N’!），其中(’U组 达O/N..U，但 当 血 清 浓 度 增 至

2’U时，开 始 出 现 细 胞 毒 性；.’U组 细 胞 抑 制 率 达

/-NOQU，与正常组比较差异有显著性（"!’N’!）。台

盼蓝染色计数：家兔血清活细胞率随血清浓度的增加

逐渐降低，至2’U和.’U时，活细胞率仅为Q&NQ’U
和2QNO/U，与正常组比较活细胞数明显减少（"!
’N’O）。

& 不同浓度常规制备家兔血清对"#$%&’(细胞

释放)$#及3K4的影响 由"#$%&’(释放)$#的

量来看，正常及低于/’U家兔血清对"#$%&’(几乎无
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表! 不同浓度家兔血清对!""及台盼蓝染色计数

#$%&’()活细胞的影响

组别
!""

（*+值，!!,"）

台盼蓝计数活细胞

（-.()／/0，!!,"）

活细胞率

（#）

正常 1(2,).""（3） 4.5’’,..546（)） .((5((
空白 ).1,..2##（3） 4.5.1,.(571（)） 775.2

4#血清 )3.,)3##（3） )754),.)5’4（)） 775((
.(#血清4’3,2’#""（3） 4.5)1,.25))（)） 7354’
2(#血清4)7,12"（3） )7547,.652.（)） 715)6
)(#血清1’1,).""（3） )(522,.457)（)） 3151)
1(#血清466,63"（3） ’.5)6,.’5((#（)） 6’56(
3(#血清)7),7.#（3） ’)5.7,.)5.3#（)） 16542

注：与正常组比较，#$$(5(4，##$$(5(.；与空白组比较，"$$

(5(4，""$$(5(.；（ ）内为样本数

表" 不同浓度家兔血清对#$%&’()
释放8%$及9+:的影响 （!!,"）

组别 %
8%$
（;）

9+:活性释放率

（<）

正常 3 .45’),.5.6 25(.,.5(7
空白 3 .15)2,.57) ’5.2,.5.’

4<血清 3 .4536,.5(6 ’5.(,.52.
.(<血清 3 .451),.56) 25.2,(5)4
2(<血清 3 .65(4,.57. 352(,’5)6#

)(<血清 3 2(5).,.576# 27534,’5.(#

1(<血清 3 215)4,’52(# ’3576,.(5(’#

3(<血清 3 275.7,.5’’# )15.1,..52)#

注：与正常组比较，#$$(5(.

影响，而当家兔血清浓度增至)(<以上，其对#$%&
’()8%$的 释 放 则 明 显 增 加（$$(5(.）；#$%&’()
9+:细胞毒性实验表明，2(<组9+:释放明显增加

（$$(5(.），且随着家兔血清浓度的升高，这种变化呈

明显的剂量依赖性。

讨 论

血清作为体外组织及细胞培养中重要的天然培养

基，含有丰富的营养物质，包括大分子的蛋白质和核酸

等，对促进细胞生长繁殖、粘附及中和某些毒性物质的

毒性起着一定的作用，因此，高质量的血清往往成为体

外培养体系能否建立的关键因素，这不仅要求血清无

菌无污染，而且要有一定的低内毒素含量及低球蛋白

含量等，这样才能较少产生对细胞培养过程中自身血

清的影响。但在进行体外含药血清的制备时，由于技

术等方面的原因，只能采用常规的实验条件和方法，这

样所制备的血清势必对细胞具有一定的基础影响作

用。为此，我们采用常规制备的家兔血清，观察了不同

浓度的家兔血清对细胞的影响。

从本实验结果来看，常规方法制备的家兔血清在

作用于培养体系中对细胞具有一定的细胞毒性作用，

特别是当血清浓度达到及超过)(<时尤为明显。形

态学上，当细胞浓度超过)(<时，可见明显的细胞损

伤，并 且 呈 现 随 着 浓 度 的 增 加 而 损 伤 加 重 的 表 现。

!""试验表明，当用无血清诱导细胞2)=后，细胞增

殖受到抑制（*+值降低），而加用各种浓度的家兔血

清后，则表现出明显的血清促生长及促增殖作用，但这

种促增殖作用一旦超过了一定的浓度（)(<）后，由于

在促增殖作用和细胞毒作用的共同影响下，!""反应

的就是这二者的共同作用结果，既有高浓度血清对细

胞的促增殖作用，也有对细胞的毒损作用，所以!""
细胞毒试验不呈现剂量依赖关系。为了单独说明细胞

的毒损作用，我们又进行了台盼蓝染色的活细胞计数，

结果表明，常规制备的家兔血清浓度达到2(<时，基

本 上 不 具 有 对 细 胞 的 毒 损 作 用，其 活 细 胞 率 达

715)6<。但当血清浓度超过)(<时，就开始有明显

的细胞死亡，而且随着浓度的增加，呈现出死亡率的上

升，这和我们在形态学的观察结果一致。

另外，从对血管内皮细胞损伤的定量分析角度，我

们测定了人脐静脉内皮细胞内8%$和9+:的释放

量。#$%&’()是美国8"%%公司认证的#$%的一种

永生化细胞系，由于其培养时不需要特异的生长因子，

并且保持有接触抑制等正常内皮细胞的生长特征（’），

这样既可以在对细胞造成损伤的前提下进行无血清培

养，将其作为对照，也可以起到降低实验背景和实验误

差的作用。9+:是糖酵解酶，其广泛存在于人体组织

细胞内，当细胞受损时可释放出来，损伤越重，释放量

越多，所以常常通过测定培养液中9+:释放量占培养

体中细胞总9+:的比例来反映细胞膜损伤的程度。

8%$主要来源于血管内皮细胞，血管内皮细胞受损

后，8%$便从血管内皮细胞表面脱落，使8%$水平增

加。有研究证明，8%$水平变化是血管内皮细胞损伤

的可靠指标（)）。本实验结果表明，常规制备的家兔血

清浓度在2(<时，8%$没有明显变化，而9+:则发生

变化，这似乎表明，2(<血清给药浓度对细胞的损伤仍

待进一步研究。但可以肯定的是血清药物浓度达到或

超过)(<时，其8%$和9+:的释放则呈现出明显的

毒损作用。

总之，从本实验结果来看，常规制备的家兔血清在

无污染和无溶血的情况下，其对细胞的作用浓度是有

一定限制的，当达到)(<或更高时有较为明显的损伤

特征和表现。所以，在中药血清药理学研究中，应进行

常规制备正常血清及含药血清的细胞毒实验，以确定

最大的给药血清浓度，尽量减少血清本身带给实验的

影响。
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苦参液加思密达灌肠治疗老年溃疡性结肠炎*$例

王玉玲 郭翠英

解放军(E!医院（河北省张家口)’E)))）

!##&年E月"())!年(月，我们用苦参液加思密达保留

灌肠治疗老年溃疡性结肠炎*$例，并与单用思密达液灌肠的

((例作对比观察，现报道如下。

临床资料 参照全国慢性非感染性肠道疾病学术研究会

制定的溃疡性结肠炎的诊断及疗效标准〔中华消化杂志 !##*；

!*（$）%*EF—*EE〕。将E&例患者按就诊顺序随机分为两组，治

疗组*$例，男(F例，女!(例；年龄$)"’)岁，平均$’岁；病程

*个月"FHE年，平均*年；腹泻*$例，腹痛()例，里急后重!F
例，脓血便!)例；每日大便次数为!"&次，平均F次；大便镜

检（!个视野）：红细胞I"IIII者(F例，脓细胞I"IIII者

*$例；纤维结肠镜检：单发性溃疡!#例，多发性溃疡!’例；病

变位于直肠、乙状结肠!&例，左半结肠!(例，全结肠$例。对

照组((例，男!(例，女!)例；年龄$)"’&岁，平均$&岁；病程

*个月"E年，平均*HE年；腹泻((例，腹痛!$例，里急后重’
例，脓血便E例；每日大便次数为!"&次，平均*次；大便镜

检：红细胞I"IIII者!)例，脓细胞I"IIII者((例，纤维

结肠镜检：单发性溃疡!(例，多发性溃疡!)例；病变位于直

肠、乙状结肠!)例，左半结肠$例，全结肠$例。两组患者资

料比较，差异无显著性，具有可比性。

方 法

! 灌肠液的配制 苦参和思密达混悬液：取苦参*)J加

水文火煎至!));=与思密达（法国巴黎益普生制药公司生产，

*J／袋）$J制成混悬液。思密达液：用思密达$J加入生理盐水

!));=中混匀即可。

( 治疗方法 治疗组用苦参、思密达混悬液灌肠，对照组

用思密达液灌肠。将灌肠液!));=加入灌肠筒中，加温至*’K
左右，患者左侧卧位，屈膝，润滑肛周并插入肛管。病变在直肠

或（及）乙状结肠部位者，插入!)"!E@;，病变在乙状结肠以上

者，插入()@;左右，缓慢注入药液。嘱患者第(天晨起排便，

少数不能坚持到第(天可提前排便。每晚!次保留灌肠，两周

为!个疗程，连续治疗(个疗程，并监测血压、心率、血糖、心电

图变化，每周查大便常规!次，F周后复查纤维结肠镜。有高血

压、糖尿病者，酌情予以口服依那普利、二甲双胍及对症治疗。

统计学方法：采用#(检验。

结 果

! 疗效标准 显效：症状及体征基本消失，每天大便次数

为(次以下，大便常规正常，肠镜下肠粘膜糜烂及溃疡消退。

有效：症状及体征减轻，每天大便!("F次，大便常规镜下红细

胞!!)个，肠镜检查肠粘膜充血水肿消失，糜烂及溃疡面积缩

小。无效：未达到有效标准者。

( 疗效 治疗组*$例，显效(*例（$*H#L），有效’例

（!#HFL），无效$例（!$H’L），总有效率&*H*L。对照组((
例，显效F例（!&H(L），有效#例（F)H#L），无效#例（F)H#L），

总有效率E#H!L，两组显效率比较差异有显著性（!!)H)E）。

两组患者的血压及血糖无明显变化，治疗过程中未发现明显的

副作用。出院后随访(个月，治疗组*)例，复发(例（$H’L）；

对照组!*例，复发F例（*)H&L）；两组比较差异有显著性（!!
)H)E）。

讨 论 苦参含有多种生物碱，其中氧化苦参碱是一种低

毒有效的免疫抑制剂，同时还具有广谱的抗微生物作用；思密

达为双八面体蒙脱石微粒，!J思密达表面积可达!))"!!);(，

其颗粒与颗粒之间具有粘塑性，能连续覆盖在消化道表面，增

强消化道粘液屏障作用。另外，思密达还可促进消化道上皮再

生，加速病变粘膜的修复；吸附消化道内气体，降低结肠内气体

和刺激性，减轻腹胀；激活凝血因子，有局部止血作用。因此两

种药物合用，既可以调节机体免疫力，又可以消炎、止血、保护

肠粘膜、促进病变粘膜的修复，避免了全身用药的不良反应，对

血压、血糖无影响，尤其适用于老年溃疡性结肠炎患者。

（收稿：())!G)FG() 修回：())!G)&G!$）
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