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①

  原代培养 ( primary culture ) 又名初代培养 , 是

从供体取得组织细胞后的首次培养。其特点是细胞

或组织刚离开机体 ,生物性状尚未发生很大的改变 ,

一定程度上反映了它们在体内的状态 , 表现出原组

织或细胞的特性。对于药物实验研究 , 原代培养是

一种很好的实验技术。由于原代培养的组织含有多

种细胞成分 ,即使生长出同一种类型的细胞 , 细胞间

也存在很大差异。如果供体不同 ,即使组织的类型、

部位相同 ,个体差别也可以在细胞上反映出来。因

此原代培养细胞的部分生物学特征尚不够稳定 , 在

进行较为严格的对比性实验研究时 , 还需先对细胞

进行短期传代。近年来 , 原代培养技术已被广泛应

用于中医药研究尤其是中药研究之中。

1  原代培养技术

1 .1  组织块培养法  组织块培养法即将组织剪切

成小块后接种于培养瓶 , 简便易行且成功率较高。

但由于反复剪切和接种过程对组织块易造成损伤 ,

因此并不是每个小块都能长出细胞。此法适于细胞

数量较少的原代培养 ,如牙髓细胞培养等。

1 .2  消化培养法  用酶制剂 (最常用的是胰蛋白

酶 )处理组织块 , 除去细胞间质 , 使细胞相互分离形

成单细胞悬液 , 大多形成单层细胞生长方式。本法

的优点在于单层细胞更易摄取营养及排出代谢产

物 ,因此生长较快。但操作不慎易于造成污染 , 且消

化处理须恰到好处 ,否则会对细胞产生一定的损伤。

随着实验技术水平的提高 , 目前此方法已被较多地

应用于研究之中
[ 1 ]

。

2  原代培养技术在中医药研究中的应用

综合近十年来的文献报道 ,体细胞、血细胞和肿

瘤细胞的原代培养技术较为成熟 , 已被应用于中医

药的研究之中 ,尤其是肝细胞和神经细胞的原代培

养 ,其应用更为广泛。

2 .1  用于中药药理学研究  中药药理学研究是目

前应用原代培养技术最广泛的领域 , 被称为中药的

生物学效应研究 , 用以了解中药的细胞药理与毒理

作用。与体内整体实验相比 , 体外实验具有简便迅

速、条件易控制、药理靶点与环节较为清楚等优点。

2 .1 .1  用于药效学研究  利用原代培养技术研究

中药有效成分和复方的作用效果和机制 , 是从分子

水平研究药效的重要手段。

朱陵群等 [ 2 ] 研究发现 : 原代培养的大鼠海马神

经细胞缺氧、缺糖 5 h 后再给氧 , 可诱导神经细胞凋

亡和细胞坏死 , 并显著增加细胞内 Ca2 + 浓度和乳酸

脱氢酶的释放 ,且随再给氧时间的延长而增加 ; 三七

总皂苷能降低神经细胞凋亡及坏死的百分率 , 降低

细胞内 Ca
2 +

浓度 , 减少乳酸脱氢酶的释放 , 且其作

用随剂量增加而增强。Shih 等 [ 3 ] 发现 , 川芎提取物

川芎嗪可以保护原代培养的大鼠海马神经元线粒
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体 ,减少自由基的产生并帮助清除自由基 , 从而对红

藻氨酸所致的细胞损伤起到保护作用。刘晓玲等
[ 4 ]

原代培养大鼠滑膜细胞 , 发现青藤碱可以通过抑制

滑膜细胞恶性增殖及白细胞介素 6 mRN A 基因的

表达来阻断滑膜炎的进程。林爱华等 [ 5 ] 报道 , 粉防

己碱可以明显抑制气道平滑肌细胞的增殖活性。粉

防己碱对组胺激发的 [ Ca2 + ] i升高表现出明显的抑

制效应 ,推测粉防己碱抑制培养的气道平滑肌细胞

增殖活性的作用可能是通过阻断细胞膜 Ca2 + 通道

而降低 [ Ca
2 +

] i 实现的。Bickmeyer 等
[ 6 ]

研究报道 ,

粉防己碱可以阻滞原代培养的牛嗜铬细胞电压依赖

式钙离子通道 ,促进儿茶酚胺释放 , 增加细胞内钙离

子的水平。崔云华等 [ 7 ] 原代培养大鼠肝星状细胞 ,

发现丹参酸乙可降低活化的以及经丙二醛刺激后的

肝星状细胞内的氧化程度、抑制增殖细胞核抗原的

表达量 ,在抗氧化和抗增殖作用之间可能存在一定

的联系。Li 等 [ 8 ] 原代培养中脑神经元及神经胶质

细胞 ,发现雷公藤提取物雷公藤内酯可以对抗脂多

糖所致的多巴胺吸收减少和细胞中酪氨酸羟化酶免

疫活性的丢失、抑制小神经胶质细胞的活动和肿瘤

坏死因子α及一氧化氮的过度生成。雷公藤内酯还

可保护脂多糖所致的多巴胺能神经元的损伤 , 其机

制可能是抑制小神经胶质细胞的活动。Kamei 等 [ 9 ]

采用原代培养技术培养大鼠脂肪细胞和心肌细胞 ,

首次证实中药提取物紫草素在体外实验中具有胰岛

素样作用。H su 等
[ 10 ]

采用原代培养技术培养嗜中

性粒细胞 ,发现灵芝多糖可促进嗜中性粒细胞的移

动 ,增强蛋白激酶 C、丝裂酶原激活蛋白激酶和酪氨

酸激酶的活性 ,从而增强嗜中性粒细胞的趋化性和

吞噬作用。Wang 等
[ 11 ]

报道 , 从白术中提取的有效

成分苍术酮对原代培养的人白血病单核细胞有一定

的细胞毒性。

万文成等 [ 12 ] 发现清开灵能减少谷氨酸所致的

原代培养大鼠大脑皮层神经细胞内乳酸脱氢酶的漏

出量、减轻细胞的形态学改变 , 表明清开灵能够对抗

谷氨酸介导的兴奋性毒性 , 对培养的大鼠皮层脑细

胞具有保护作用。李彧等 [ 1 3 ] 原代培养大鼠系膜细

胞 ,经脂多糖刺激 10 h 后 , 核转录因子-κB 的活性达

到最高峰 ,且最高荧光强度位于细胞核内 ; 大剂量温

脾汤药物血清可明显抑制核转录因子-κB 的活性 ;

大剂量药物血清能明显抑制核转录因子-κB 抑制剂

IκB 的降解。李彤等
[ 1 4 ]

采用血清药理学方法及原代

培养心肌细胞技术 ,发现在通脉汤含药血清干预下 ,

缺氧心肌细胞游离钙离子的浓度明显下降 , 同时细

胞膜 L 型钙离子通道的表达在缺氧条件下亦明显

下降 ,表明通脉汤可以减轻缺氧心肌细胞钙的超负

荷。尤红等 [ 15 ] 的实验结果显示 , 一定浓度的复方

861( 由丹参、黄芪等十味中药组成 ) 可以促进体外分

离培养的大鼠肝细胞 DN A 的合成 , 对肝细胞的凋

亡则无明显影响。张斌等 [ 1 6 ] 观察抗纤复方对大鼠

纤维化肝原代培养贮脂细胞自分泌的影响 , 结果表

明抗纤复方药物血清能明显抑制贮脂细胞产生转化

生长因子β1 , 阻断肝纤维化时贮脂细胞的自分泌。

Imanishi 等
[ 1 7 ]

采用原代培养技术培养肝星状细胞 ,

并用硫代乙酰胺造成肝纤维化模型。结果表明 , 茵

陈蒿汤主要是通过抑制血小板源生长因子 b 受体的

磷酸化及下行信号传导通路来抑制 DNA 的合成与

转录 , 可能 是茵 陈 蒿汤 治 疗肝 纤 维化 的机 制。

Zhang 等 [ 18 ] 原代培养胎鼠皮层神经细胞 , 用谷氨酸

盐造成细胞损伤 , 使细胞中胆碱酯酶和链亲合素标

记的过氧化物酶活性降低、乳酸脱氢酶释放增加。

加入清脑益智方药物血清后 , 上述酶的活性可恢复

至正常水平 ,一氧化氮的生成及细胞凋亡亦受到抑

制。

2 .1 .2  用于方剂配伍机制的研究  刘成海等 [ 19 ] 将

扶正化瘀 319 方进行拆方 , 各自制备药物血清并作

用于原代培养肝细胞。结果显示 , 各药物血清对细

胞形态无明显影响 , 对肝细胞白蛋白分泌及其前白

蛋白原 mRN A 表达则有不同程度的促进作用 , 其中

尤以扶正化瘀 319 方全方的作用最为显著。

2 .2  用于针灸学研究  梁希彬等 [ 2 0 ] 观察电针后大

鼠中脑腹侧部粗提液对体外培养多巴胺能神经元表

达数目、神经元胞体直径及神经突起长度的影响。

实验证实 ,电针后大鼠中脑腹侧部粗提液能够促进

多巴胺能神经元胞体的发育和突起的生长 , 但对多

巴胺能神经元表达数目则无明显影响。

2 .3  用于中医证候本质的研究  陈云波等 [ 21 ] 采用

血瘀证兔模型血管内皮细胞直接培养以及血瘀证兔

模型血清培养血管内皮细胞两种方法 , 建立血瘀证

细胞损伤模型。原代培养的血管内皮细胞出现了病

理性损伤及内分泌功能的改变。此外 , 模型组原代

细胞培养液中一氧化氮的含量比对照组明显减少 ,

而内皮素含量则有上升趋势。证明实验建立的细胞

损伤模型从功能和结构上能反映血瘀证整体动物模

型及部分临床病人的病理特征 , 可用于血瘀证实质

和活血化瘀作用机制的研究。

3  原代培养技术应用于中医药研究存在的问题及

前景

3 .1  加强相关的基础研究  原代培养经首次传代

成功即成细胞系 , 通过选择法或克隆形成法从原代

培养物或细胞系中获得的具有特殊性质或标志的培
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养物称为细胞株。各种已被命名和经过细胞生物学

鉴定的细胞系或细胞株 ,都是一些形态比较均一、生

长增殖比较稳定、生物性状较为明确的细胞群。细

胞系分裂繁殖过程中形成单层有利于培养 , 细胞亦

可冻存 ,以备以后的培养。一般来说 , 细胞系优于原

代培养。细胞系在中医药研究中已被广泛应用 , 如

各种肿瘤细胞、肝星状细胞系、巨嗜细胞系、经乙肝

病毒基因转染的肝细胞等 , 主要用于中药的药效学

研究。但毕竟还有许多细胞尚无法获得细胞系

(株 ) ,尤其在现阶段的中国 , 稳定的细胞系、细胞株

不易获得 ,原代培养细胞至少提供了体外细胞水平

实验的工具。因此 ,须加强细胞培养的基础研究 , 将

更多的细胞系 (株 )应用于中医药研究领域 , 使中医

药研究在细胞水平上有所提高。

目前 , 国内外已有许多取材于人的细胞培养研

究 ,其细胞多取材于器官捐献者。国内在此方面的

研究工作开展较少 , 在中医药领域中的研究才刚刚

开始。由于存在伦理学等方面因素的制约 , 其应用

范围仍然较窄 ,目前主要用于一些比较容易获得的

细胞 ,如子宫内膜细胞、人牙髓细胞、角质细胞 ( 来源

于手术切除的包皮 ) 、血细胞及血管内皮细胞 (来源

于脐带 )等 , 还有一些来源于手术切除的细胞 , 如肿

瘤细胞及腹主动脉瘤血管平滑肌细胞等。

细胞培养技术研究中药时的一个关键技术是中

药的给药方法 ,关于这方面的基础研究正日益受到

重视。目前在中药药效学研究中主要存在两种给药

方式 : ( 1) 直接添加法。将中药复方以水煎醇提等方

法进行粗提 ,直接添加于培养体系 , 或将粗提物冷冻

干燥 ,再用培养液稀释后添加于培养体系。该方法

简便 ,但易受制剂的杂质、pH 值、渗透压、电解质等

因素影响。国内外相关研究中已有使用中药有效成

分进行直接添加的实验报道。 (2 )间接添加法 ( 血清

药理学方法 )。给予动物复方灌胃给药 , 收集服药后

的动物血清 ,将含药血清添加于培养细胞。该法避

免了体外用药的一些干扰因素 ,但起步较晚 , 尚有待

进一步完善。

3 .2  用于中医理论的研究  细胞培养技术在中医

药研究中主要用于中药尤其是药效学的研究 , 并已

取得不少成果。迄今为止 , 研究目的多限于验证临

床有效复方或探索其可能的作用机制 , 但这显然是

不够的。应充分发挥体外实验的优势 , 深入研究中

药复方在组方、剂量、辨证论治上的奥妙 , 进而推陈

出新 ,给临床以启示或指导[ 22 ] , 这对于开发中药、推

进中医药走向世界有重要意义。

此外 , 运用细胞培养技术阐明中医理论的实质

亦是值得探索的领域。如吴正正等
[ 23 ]

提出中医

“证”(虚证和部分实证 ) 的本质是细胞内基因诱生性

表达的细胞因子。中医“证”发生的分子机制是由于

细胞因子网络自稳态平衡破坏的结果。阴虚证的本

质可能是由于白细胞介素 1 和肿瘤坏死因子基因表

达增强、生物学活性相对升高 , 引起细胞因子网络自

稳态平衡失调的结果。现已有一些研究证候实质的

实验 ,如血瘀证血管内皮细胞病理模型的建立及其

相关研究。郑爱华等
[ 24 ]

探讨了肝郁证、脾虚证模型

动物干扰素γ及白细胞介素 4 m RNA 表达的变化。

由于传统中医理论比较重视整体而忽视微观的原

因 ,因而从细胞、分子水平来研究中医基础理论的工

作目前还相对较少 , 利用细胞培养技术深入进行这

方面的研究 ,可以促进中医基础理论研究的进一步

发展。
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中国康复医学会颈椎病专业委员会第九次学术年会征文通知

  为了加深对颈椎病的认识 ,提高诊治康复水平 , 展现现代康复技术 ,中国康复医学会主办 , 中国康复医学

会颈椎病专业委员会、第二军医大学附属长海医院、上海中医药大学脊柱病研究所、上海中医药大学附属龙

华医院承办的“中国康复医学会颈椎病专业委员会第九次学术年会”拟定于 2006 年 10 月在上海召开。会议

正在征文 ,现将具体征文事宜通知如下。

1  征文内容  ( 1) 颈椎病、腰椎间盘突出症、腰椎管狭窄症康复研究进展 ; (2 )关于颈椎病、腰椎间盘突

出症、腰椎管狭窄症的“围手术期”治疗 ; ( 3) 颈椎病、腰椎间盘突出症、腰椎管狭窄症基础与应用研究进展 ;

(4 )颈椎病、腰椎间盘突出症、腰椎管狭窄症手术治疗进展 ; ( 5) 颈椎病、腰椎间盘突出症、腰椎管狭窄症的非

手术 (中药、针灸、推拿、导引等 )治疗进展 ; (6 )脊柱相关疾病研究进展 ( 椎体骨质疏松、椎体不稳、骨质疏松性

骨折、脊柱肿瘤等 ) 。

2  来稿要求  ( 1) 来稿请寄全文或 1200 字左右中、英文摘要 (或中文摘要 ) 一份 ,建议使用电子版 , 请自

留底稿 ,恕不退稿。来稿提供工作单位、详细地址、邮政编码及电话 ( 有条件的请提供 e-mail )。 ( 2) 来稿地

址 :上海市宛平南路 725 号 77 信箱脊柱病研究所王拥军、李晨光收 ; 邮政编码 : 200032; 电话及传真 : 021-

54232267 ; E-mail: yjwang88 @hotmail .com , ligh t7711 @ yahoo .com .cn。 ( 3 ) 被录用论文将编入学术交流

会论文集 ,优秀论文将在大会报告 , 并授予优秀论文奖。提交论文的参会代表可获论文证书及国家级继续教

育学分 12 分。 ( 4) 截稿日期 :2006 年 7 月 31 日。

中国康复医学会颈椎病专业委员会

上海中医药大学脊柱病研究所
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