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【Abstract】AIM:Toestablishaserum pharmacologytes-

tingmethodforCompoundRealgarNaturalIndigoTablets

(CRNIT), atraditionalChinesemedicine.METHODS:

Rabbitswereusedastheprovidertopreparethebloodser-

umwiththeCRNITandNB4 cellsandK562 cellswerethe

observationalobjects.Thefactorialdesignwasappliedto

observetheeffectofmedicineadministration, deactivation,

concentrationofbloodserumandculturetimeandtheinhi-

bitionratesoftheleukemiacelllinesandtostudytheinter-

actionbetweenthefourfactors.RESULTS:① Theconcen-

trationofarsenicinthenormalbloodserumandtheblood

serumwithmedicinefromtherabbitswas(0.010 ±0.001)

mg/Land(0.110±0.006)mg/Lrespectively(P<0.01).

②Therewerestatisticaldifferencesbetweenthedifferent

levelsofeachfactor.③Thedifferentcombinedbloodserum

fromrabbitswiththeconcentrationfrom 10% to40% had

differentinhibitoryeffectonthegrowthofNB4 cellsand

K562cellsinaninhibitoryrateandconcentrationdependent

manner.CONCLUSION:① 0.75 g/(kg· d)for5 disa

relativelyidealschemeforpreparingthebloodserumwith

CRNITinrabbits.② Fourkeyfactorsforestablishingthe

reactivesystemofthebloodserumfromrabbitswithCRNIT

aremedicineadministrationornot, deactivationornot, con-

centrationofbloodserumandculturetime.③ Toinactivate

thenormalbloodserumfromrabbitscanreducetheinflu-

enceofhealthyorpathologicconditionsontheexperimental

andthedeactivatedbloodserum from rabbitscandisplay

theanti-leukemiaeffectofCRNIT.④ Theexperimentalre-

sultisstablewhentheconcentrationofthebloodserum

rangesfrom 100 mL/Lto400mL/Linthereactivesystem.

【Keywords】CompoundRealgarNaturalIndigoTablet;NB4

cellline;K562cellline;Chinesemedicine;se-

rumpharmacology

【摘　要】目的:建立复方黄黛片(CRNIT)中药血清药理学研

究方法.方法:以兔为含药血清的供体 , 以 NB4, K562等人白

血病细胞株为研究对象 , 采用析因设计 , 观察给药与否 、血清

灭活与否 、血清浓度及培养时间各因素对白血病细胞株抑制

率的影响及四因素间的交互作用.结果:①正常 、含药兔血清

砷浓度分别为(0.010 ±0.001)mg/L和(0.110 ±0.006)

mg/L(P<0.01);②给药与否 、血清灭活与否 、血清浓度 、培养

时间各因素不同水平间的差异有统计学意义 , 且四因素间有

交互作用;③不同组合的兔血清在 100 ～ 400 mL/L浓度下对

NB4, K562细胞株的生长均有不同的抑制作用 ,抑制率与浓度

间呈现出良好的依赖关系.结论:① 0.75g/(kg· d)的剂量灌

服于兔并给药 5 d是制备复方黄黛片含药血清较为理想的给

药方案;②给药与否 、血清灭活与否 、血清浓度 、培养时间是

构建 CRNIT含药兔血清反应体系的关键因素;③对正常血清
进行灭活处理有助于减少因动物健康生理状态与病理状态的

差异而对实验结果产生的影响;未灭活的含药兔血清可全面

展示复方黄黛片的抗白血病作用;④当反应体系中血清浓度

为 100 ～ 400 mL/L时 ,实验结果稳定.
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0　引言
临床研究已表明 ,由雄黄 、青黛 、太子参及丹参组

成的复方黄黛片 (CompoundRealgarNaturalIndigo

Tablet, CRNIT)治疗急性早幼粒细胞白血病 (acute

premyelocyticleukemia, APL)的完全缓解率高达

98.3%
[ 1]
.为深入研究 CRNIT抗白血病的作用机

制 ,我们以兔为含药血清的供体 ,以 NB4, K562人白

血病细胞株为研究对象 ,采用析因设计 ,观察给药与

否 、血清灭活与否 、血清浓度及培养时间各因素对白

血病细胞株抑制率的影响以及四因素之间的交互作

用 ,以期建立 CRNIT中药血清药理学(Chinesemedi-

cineserumpharmacology, CMSP)的研究方法.

1　材料和方法
1.1　材料　成年健康雄性新西兰兔 9只 , 体质量
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(3.15±0.32)kg,由大连医科大学动物实验中心提

供.人早幼粒细胞白血病细胞株 NB4由上海血液学

研究所陈竺院士惠赠;人红白血病细胞株 K562由中

国医学科学院天津血液学研究所提供.CRNIT由中

国人民解放军大连 210医院制备.RPMI1640培养

液 、胎牛血清为 Gibco产品 ,小牛血清系杭州四季青

生物材料工程公司产品 ,四氮唑蓝(MTT)为 Sigma

产品.

1.2　方法

1.2.1　CRNIT含药血清的制备　每 3只兔为 1组 ,

采集的血清按等比例混合 , -89℃冰箱保存备用.未

给药兔血清即正常兔血清系于灌药前 1 d自耳缘或

心脏采血 ,经 3000 r/min离心 10min后取得;给药兔

血清即含药兔血清的制备方法为:CRNIT研磨成粉 ,

按 0.75 g/(kg· d)的剂量(相当于成人临床每日推

荐剂量的 6倍),分 3次灌服 ,共给药 5 d.末次给药 8

h后分别经耳缘或心脏采血 , 3000r/min离心 10 min

后取血清.

1.2.2　血清砷浓度的测定　使用 AFS-230a型双道

原子荧光光度计 ,采用双道原子荧光法分别对按等体

积混合的 、正常和含药兔血清砷浓度进行检测.

1.2.3　细胞培养　NB4和 K562细胞分别常规培养

于含 100 mL/L胎牛血清和含 100 mL/L小牛血清的

RPMI1640培养基(含硫酸庆大霉素 25 U/L)中 ,于

37℃, 50 mL/LCO2饱和湿度培养箱中连续培养.

1.2.4　血清灭活　分别将所采集的各组正常 、含药

兔血清均分为二 ,其一予 56℃水浴 , 30 min灭活 ,制

备成正常灭活 、含药灭活兔血清 ,待用.

1.2.5　MTT法检测细胞增殖状态　取对数生长期

的 NB4, K562细胞株分别按 1.50 ×10
9
/L, 1.68 ×

10
9
/L的密度按一定体积接种于 96孔板内;正常 、正

常灭活 、含药 、含药灭活 4组均按倍比稀释的方法分

别将 160, 80, 40, 20和 10 μL的兔血清加入 96孔板

内 ,剩余体积由不含小牛血清的 RPMI1640培养液补

齐 ,每孔终体积 200 μL,共设 3个平行孔.常规培养

24 , 48h后 ,加入 MTT溶液(5mg/L)15μL,继续培养

4 h;终止培养后 ,将培养板以 3000r/min离心 3min,

弃去上清液 ,每孔加入 100μL二甲基亚砜 ,于旋涡振

荡器振荡 5min,沉淀充分溶解后 ,于酶标仪上测定各

孔 A540nm值 ,计算相应的抑制率:抑制率(%)=1-

A540 nm实验组 /A540 nm空白组 ×100%.

统计学处理:各种计量资料以 x±s表示;正常和

含药兔血清砷浓度的比较采用配对 t检验 ,其余采用

2×2×2 ×5析因设计的方差分析;所有统计均用

SPSS11.5专用统计软件进行 , P<0.05有统计学

意义.

2　结果
正常和含药兔血清的砷浓度分别为(0.010 ±

0.001)mg/L和(0.110±0.006)mg/L,两者差异显著

(P<0.01).反应体系中不同兔血清的加入量分别

为 160 , 80 , 40, 20, 10 μL,因而血清最终体积比分别

为 0.8, 0.4, 0.2, 0.1和 0.05;经换算含药兔血清浓

度相对应的砷剂终浓度分别为 0.088, 0.044, 0.022,

0.011, 0.006mg/L.不同组合兔血清对 NB4细胞株

24, 48h的抑制率结果见 Tab1, 2.各因素不同水平

间的差异有统计学意义(P<0.01),四因素之间有交

互作用.不同组合的兔血清对 K562细胞株 24及 48

h的抑制率见 Tab3, 4.各因素不同水平间的差异有

统计学意义(P<0.01),四因素之间有交互作用.

表 1　不同组合的兔血清对 NB4细胞株的抑制率

Tab1　InhibitionratesofNB4 cellsbybloodserumfromrabbits

withdifferentcombinations (n=3, %, x±s)

Group

Concen-
tration
ofblood
serum
(mL/L)

Activating

24 h 48h

Deactivating

24 h 48 h

Normal 50 2.54±0.21 16.33±0.09 -18.56±0.47 10.08±0.20

　blood 100 35.42±0.33 42.78±0.41 3.44±0.36 19.63±0.47

　serum 200 54.65±0.77 61.83±0.35 30.79±0.36 34.68±0.42

400 59.54±0.57 62.57±0.38 43.48±0.47 49.02±1.49

800 60.29±0.36 62.73±0.28 50.81±0.42 52.46±0.10

Blood 50 1.03±0.06 13.55±0.46 -3.47±0.69 5.30±0.31

　serum 100 29.43±0.37 32.93±0.14 6.59±0.76 31.89±0.11

　with 200 54.25±0.76 55.51±0.56 32.48±0.54 46.21±0.33

medicine 400 54.42±0.42 58.37±0.82 47.33±1.41 51.01±0.23

800 56.33±0.43 61.16±1.61 58.34±0.44 58.97±0.18

3　讨论
CMSP方法是 20世纪 80年代中期日本学者 Iw-

amna等
[ 2]
率先提出的 ,它是将中药或复方经口给动

物灌服一定时间后 ,采集动物血液 、分离血清 、用含药

物成分的血清进行体外实验的一种方法.目前含砷中

药复方抗白血病作用的 CMSP研究未见报道
[ 3]
.

　　依据 CMSP研究中对动物血清供体的要求 ,选择

了雄性新西兰兔 ,根据 CMSP研究的给药原则
[ 4]
,借

鉴了 CRNIT长期毒性试验的结果与临床用药经验 ,

以 0.75g/(kg· d)的剂量 ,连续给药 5 d.参照健康

人与兔 CRNIT和雄黄的药代动力学研究结果
[ 5, 6]
,采

血时间选择在末次给药后的 8 h,采血方式为经耳缘

或心脏取血.由于 CRNIT中含雄黄 ,主要成分为硫化
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表 2　析因设计的方差分析结果

Tab2　Resultsofvariableanalysisforthefactorialdesign

Sourceof

　variation

Sumof

squares
df

Mean

square
F P

A 21.982 1 21.982 62.874 <0.01

B 5274.032 1 5274.032 15085.042 <0.01

C 49087.113 4 12271.778 35100.332 <0.01

D 2113.777 1 2113.777 6045.927 <0.01

A×B 757.820 1 757.820 2167.554 <0.01

A×C 39.220 4 9.805 28.045 <0.01

B×C 1073.294 4 268.324 767.472 <0.01

A×B×C 67.231 4 16.808 48.074 <0.01

A×D 9.988 1 9.988 28.568 <0.01

B×D 173.954 1 173.954 497.551 <0.01

A×B×D 1.164 1 1.164 3.330 >0.05

C×D 823.796 4 205.949 589.065 <0.01

A×C×D 174.733 4 43.683 124.945 <0.01

B×C×D 266.895 4 66.724 190.846 <0.01

A×B×C×D 292.054 4 73.013 208.837 <0.01

Error 27.970 80 0.350

CorrectedTotal60205.023 119

A:administrationornot;B:deactivationornot;C:concentrationofbloodse-

rum;D:culturetime.

表 3　不同组合的兔血清对 K562细胞株的抑制率(%)

Tab3　InhibitionratesofK562 cellsbybloodserumfromrabbits

withdifferentcombinations (n=3, %, x±s)

Group

Concen-
tration
ofblood
serum
(mL/L)

Activating

24h 48h

Deactivating

24 h 48 h

Normal 50 20.41±1.42 44.16±2.35 10.20±3.33 22.06±2.29

　blood 100 44.59±0.22 47.08±4.70 17.34±3.06 42.88±2.03

　serum 200 84.10±0.29 62.80±2.96 31.29±5.71 61.71±3.02

400 88.28±0.84 78.88±2.67 73.37±4.38 69.46±5.69

800 76.26±6.18 85.82±0.38 73.61±1.59 79.83±1.18

Blood 50 24.35±3.51 34.08±1.21 11.40±4.97 33.13±3.74

　serum 100 49.54±6.77 66.08±2.61 27.54±2.22 39.58±1.23

　with 200 86.68±0.51 73.46±1.04 50.08±2.63 70.96±1.80

medicine 400 87.42±1.14 75.98±7.81 75.03±0.68 73.21±2.63

800 75.89±0.18 84.89±0.32 76.54±1.52 82.56±2.56

砷 ,通过对正常和含药兔血清砷浓度以定量检测 ,表

明以 0.75 g/(kg· d)的剂量连续给药 5 d是制备

CRNIT含药血清的较为理想的给药方案.

采用析因设计 ,以细胞抑制率为检测指标 ,观察

给药与否 、血清灭活与否 、血清浓度 、培养时间各因素

对NB4 , K562细胞株抑制率的影响以及四因素之间

表 4　析因设计的方差分析结果

Tab4　Resultsofvariableanalysisforthefactorialdesign

Sourceof

　variation

Sumof

squares
df

Mean

square
F P

A 536.026 1 536.026 51.859 <0.01

B 5414.977 1 5414.977 523.884 <0.01

C 53980.001 4 13495.000 1305.603 <0.01

D 1576.005 1 1576.005 152.474 <0.01

A×B 79.512 1 79.512 7.693 <0.01

A×C 488.400 4 122.100 11.813 <0.01

B×C 1634.734 4 408.684 39.539 <0.01

A×B×C 285.014 4 71.253 6.894 <0.01

A×D 2.269 1 2.269 0.219 >0.05

B×D 966.850 1 966.850 93.540 <0.01

A×B×D 20.468 1 20.468 1.980 >0.05

C×D 2050.205 4 512.551 49.588 <0.01

A×C×D 5.459 4 1.365 0.132 >0.05

B×C×D 2028.474 4 507.119 49.062 <0.01

A×B×C×D 595.500 4 148.875 14.403 <0.01

Error 826.897 80 10.336

CorrectedTotal70490.790 119

A:administrationornot;B:deactivationornot;C:concentrationofbloodse-

rum;D:culturetime.

的交互作用 ,结果表明:①各因素不同水平间的差异

有统计学意义;②四因素之间有交互作用.可见给药

与否 、血清灭活与否 、血清浓度 、培养时间是构建

CRNIT含药兔血清反应体系的关键因素.

血清灭活与否是 CMSP研究与争论的重点之

一
[ 7]
.实验结果显示血清灭活与否是影响实验结果

的重要因素 ,给药与否是制备正常血清与含药血清的

基本条件 ,两者的不同组合 ,在体外实现了兔血清有

效成分的增与减.如正常未灭活的兔血清为正常状态

下的兔血清 ,其中含有体内固有的激素 、酶 、抗体 、补

体等生物活性物质;正常灭活兔血清组则清除了体内

固有的生物活性成分;含药未灭活的兔血清除含上述

体内固有的生物活性物质外 ,尚含砷剂 、中药复方抗

白血病的有效成分及由其诱生的抗白血病生物活性

成分;含药灭活的兔血清则保留了砷剂与中药复方抗

白血病的有效成分 ,清除了体内固有及中药复方诱生

的生物活性成分.因此 ,通过两因素的不同组合可客

观地评价血清灭活与否对实验结果产生的影响.如正

常未灭活兔血清表现的较高抑制率缘于此乃健康生

理状态下的兔血清 ,故对正常血清进行灭活处理 ,有
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助于减少因动物健康生理状态与病理状态的差异而

对实验结果产生的影响 ,而未灭活的含药兔血清可全

面展示 CRNIT的抗白血病作用.

不同组合兔血清对白血病细胞株的抑制率随着

血清浓度的增加 、培养时间延长呈增加趋势.但综合

分析结果表明当血清浓度为 100 ～ 400mL/L时 ,实验

结果稳定 ,抑制率与浓度间呈现出良好的量效关系 ,

且以 400 mL/L血清浓度的抑制率最高.
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1　临床资料　1995-07/2003-12收治胸腹联合伤 73(男 52,女
21)例 , 年龄 3 ～ 72(平均 47)岁.急诊入院 69例 ,受伤至急诊

入院时间为 1/3 ～ 16 h.致伤原因:穿透伤 26例 , 其中刀刺伤
23例 , 枪伤 3例.闭合伤 47例 ,其中车祸 38例 , 坠落伤 9例.

人院时伴休克 50例 ,呼吸急促 36例 , 胸痛 29例 ,腹痛 20例 ,

胸腹联合痛 14例 ,昏迷 10例 , 气管移位 11例 ,伤侧呼吸音减
弱或消失 17例.其中 4例胸部闻及肠鸣音 , 腹部膨隆饱满 41

例.腹肌紧张并压痛 、反跳痛 37例.腹腔穿刺 46例 , 阳性 37

例.经 X线检查的 49例中发现膈下游气体 9例 ,胸腔内见胃

空泡影及肠袢影者 9例 , 血气胸 16例 , 膈肌升高压 6例.X线

检查阴性者 10例.术前确诊 61例 , 其中常规体格检查确诊
13例 , 查体加 X线确诊 34例 , X线及 B超 、CT检查确诊治 14

例.另 12例术前未确诊于术中发现确诊.本组均行手术治

疗 , 其中开胸探查 17例 , 剖腹探查 46例 , 胸腹联合探查 10

例.剖腹 46例中有 16例术前及术中行伤侧胸腔闭式引流 , 6

例术后胸穿 , 7例术后胸腔闭式引流术.受伤部位如表 1.治

愈 67例 , 死亡 6例.死亡原因:闭合伤 4例 , 1例因漏诊食管

破裂 , 术后出现 ARDS及纵隔感染 , 3例因失血性休克死亡.
穿透伤 1例死于出血性休克 , 1例死于胸腔感染 、呼吸衰竭.

表 1　胸腹部联合损伤受伤部位

受伤部位 n 受伤部位 n

膈肌破裂 16 肺裂伤 6

肝破裂 28 肋骨骨折 31

脾破裂 12 心包破裂 1

胃 、肠破裂 9 骨盆骨折 9

食管穿孔 2 血气胸 29

2　讨论　胸腹联合伤多发生在第 4前肋间隙平面以下的穿

透伤及上下胸部的严重闭合伤 , 穿透伤多于闭合伤 ,其膈疝发

生率低 [ 1].多数胸腹联合伤都存在合并伤 , 肝脾胃损伤多见.
胸部伤后出现进行性呼吸困难 , 胸部运动一侧受限 , 气管移

位 ,伤侧肺呼吸音减弱或消失并胸腔闻及肠鸣音 , 胸腔穿刺抽
出血液先考虑胸腹联合伤.胸部伤并膈下游气体或异物存
留 , 腹部伤并血气胸 ,胸腔见胃泡或肠管 , 膈肌升高 ,纵隔移位
者应高度怀疑.胸腹联合伤多需急诊手术 , 快速输液输血缩
短休克时间.急性期除心脏大血管伤优先开胸外 , 其余宜选
用剖腹切口.术前应行伤侧胸腔闭式引流以防术中正压呼吸
或气体经膈肌破口进入胸腔发生张力性气胸 , 严密观察血氧
饱和度变化.诊断性人工气腹 、CT扫描 、B超 , X线诊断胸腹
联合伤的作用评价不一.
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