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·

科研方法研究
·

中药新药的药理与毒理研究方法概述

第二军医大学新药评价中心 衷伯俊

中药新药的药理
、

毒理研究是保证新药

安全有效的主要手段
,

是为过渡 到临床研究

提供科学依据
,

因此
,

它是新药研究的重要

环节
,

也是新药审评的核心内容
。

然而
,

由

于中药应用有其传统的理论
�

又有
一

民期临床

实践的基础
,

至使在中药新药研究 中
,

对药

理
、

毒理实验工作常会遇到一些 问 题 和 困

难
,

感 到无所适从
。

为此
,

笔者遵照 《新药

审批办法》有关技术要求并结合实际工作的

经验与体会
,

就中药 新药的药理与毒理研究

有关内容从药效学研究
、

药代动力学研究和

毒理学研究等三方面作一概述
。

一
、

药效学研究

中药新药研制根据不同要求分为五类报

批
,

综观这五类新药的中报资料项 目
,

虽然

繁简不一
,

但药效学研究资料是五类新药共

同必须 申报的项 目
。

药效学研究的目的是回

答新药的主要药理作用的性质
、

强度
、

开始

和持续的时间等
。

新药的药效学研究包括主

要药效学和一般药理学 的研究
。

�一 �主要药效学研 究
。 工

、

亚类新药必

须做
, 皿一 � 类新药可以用文献资料

。

应根

据新药的不同药理作用
,

按药物类型评价药

效的研究方法和疗效判断标准即与治疗作用

有关的主要药效研究
。

原则要求如下
�

�
�

药物
�

彼试药物应当是制剂工艺稳

定
,

有代表性的并与其它各菜础研究 �质量

标准
、

毒理学和可能的药动学 � 及拟提供临

床研究用的药物能符合同一质量标准
。

�
�

动物
�

实验动物必须是符合实验动

物管理法规定的动物
,

如健康的
、

种属品系

来源清楚的
,

年龄和性别应适合被试药物作

用的需要
。

一般用成年动物
,

早
、

忿各半
,

抗衰 老药宜用老年动物
,

儿科用药选年幼动

物
。

�
�

动物模型
�

药效试验应尽量选用合

适的动物模型
,

即能反映中医临床疾病的病

理生理过程
,

若临床采用西医辨证论治
,

则

应采用西医疾病的动物模型
,

若临床采用中

医辨证论治
,

则宜采用中医辨证 的 动 物模

型
,

模型动物尽量选用与人体解剖
、

生理反

应和机能类似的动物
,

无合适动物模型时
,

可采用一些间接指标
。

�
�

设计
�

实验设计必须符合随机
、

对

照
、

重复三原则
,

随机就是机会均等
,

对照

是比较的基础
,

重复就是保证征相同条件下

实验的重现性
,

排除偶然结果
。

�
�

方法
�

主要药效作用应当是用动物

整体试验 �包括正常动物或动物病理模型 �

或休外试验两种以上试验方法获得证明
。

工

类新药必须用两种动物的两种 以上试验方法

确证其主要药效
。

�
�

剂量
�
工

、

兀类新药
,

剂 量 应 设

高
、

中
、

低三个剂量组
,

应能显示量一效关

系
,

应有空 自对照组和已知药物对照组
,

此

已知药物必须是公认的
、

疗效确切的
,

与原

研制药物有相同药理作用 的中西药物
,

新药

可川 有效剂量组与相当剂量的已知药物进行

平行对照来确定药效
。

�
�

给药途径
� 工类新药应当用两种以

上不同给药方法
。

其中一种必须是临床使用

的给药途径
,

溶干水的药物要做静脉注射
,
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其余各类新药可用临床使用的给药途径
。

�
�

数据
�

实验结果的数据处理应符合

统计学要求
。

总之
,

中药药效试验要考虑研究方法的

科学性与先进性
,

动物模型的合理性和重复

性
,

检测指标的客观性和敏感性
。

�二 �一般药理学研 究
� �

、

亚类新药必须

做
。

目的是尽可能多地了解除新药主要药效

作用以外对机体各主要系统的作用
,

为临床

提供更多的信息
。

它指对新药主要药效作用

以外的广泛药理作用的研究
。

应当以产生主

要药效作用的 � 一 � 个剂量 �如受试动物与

主要药效作用的动物不同
,

则应折算成等效

剂量�
,

用清醒或麻醉动物以相同给药途径

观察下列系统的变化
�

�
�

神经系统
�

要求用 两种试验方法
,

仔细观察给药后小鼠或大鼠的活动情况和行

为变化
,

应有详细的数据和结论
。

�
�

心血管系统
�

一般宜用大鼠或狗进

行试验
,

观察对心率
、

心电图和 血 压 的 影

响
,

应有详细的数据和结论
。

�
�

呼吸系统
�

一般用大 鼠或狗进行试

验
,

观察对呼吸频率和深度的影响
,

应有详

细的数据和结论
。

�
�

其它系统
�

根据新药药理作用的特

点而选择
。

�三 �复方制 剂中各种 组分对药效或毒副

作用影响的研究
�

首先提供组成复方的依据

和理由
,

用对比试验设计来研究各组分之间

在药效和毒性方面的协同或拮抗作用
,

或是

减少用量即表明其复方的特点
,

这是 申请批

准此复方进行临床研究的科学依据
。

二
、

药代动力学研究
�

主要是测定动物

给药后血液和组织中随时间变化 的 药 物 浓

度
,

目的是估计药物在体内的吸收速率
、

吸

收程度
、

组织分布
、

排泄途径
、

速 率 和 程

度
。

中药 �尤其是复方 � 在动物 体 内 的 吸

收
、

分希
,

代谢及排泄的研究
,

在方法学上

困难较大
,

几乎无法进行
,

有些理论问题也

有待深入探讨
,

新药审批办法虽未作为法定

研究要求
,

但为了提高中药研究水平
,

目前

在可能条件下
,

可用中药或复方中的主要有

效成份或几种代表性成分代表全方迸行药代

动力学的研究
,

可按 以下要求进行
�

吸收和排泄 试验可用大鼠
、 。

小鼠或兔
,

至少做尿
、

粪中的排出量
,

必要时测胆汁中
�

的排出量 �兔 �
,

每组至少五只动物
,

选一

种动物做高
、

巾
、

低三个剂量对吸 收排泄的

影啊
。

分布试验可选用大鼠或小鼠
,

至少测定

心
、

肝
、

脾
、

肾
、

胃肠道
、

生殖器官
、

脑
、

脂肪
、

骨骼肌等组织 中的分布
。

若用放射性标准化合物做吸收
、

分布
、

排泄试验时
,

要标明标准化合物的放化纯度

�� �� � � 和化合物的纯度
,

并应结合层析

法进行
。

应进行血浆蛋白结合试验
,

尽可能选用

和药理试验相同的动物进行
,

并用同种动物

进行药代动力学分析
,

测定动物给予单次剂

量后 的血药浓度一时间曲线
,

提出初步数学

模型及清�涂 率
、

� �
、

� � � � 、

� � � � 、

� ,

八日
、

及有关转运速率常数等参数
。

选一种动物做

高
、

中
、

低三个剂量对动力学参数 的影响
。

三
、

毒理学研究

中药新药毒理学研究包括一般毒性 �全

身性用药的毒性和局部用药毒性� 和特殊毒

性两部分
。

工一 班类新药必须做一般毒性
,

工类新药必须做特殊毒性
。 �

�一 �全身性 用药的毒性试验 包括急性

毒性和长期毒性

�
�

急性毒性 指观察一次剂量或将一

次剂量在一 日内分几 次 � � 一 � 次 � 给 药

后
,

动物在至少 � 日中产生的毒性反应和死

亡
。

若有迟发性或进行性毒性反应时
,

则需

根据实际情况延长观察期
。

� � �动物 一般用 �� 一 �� � 早舌各 半 的

健康小鼠
,

各组至少�� 只
,

即早占各 � 只
,
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分 � � � 个剂量组
。

一般要求用两种给药途

径
,

其中一种必须是临床给药途径
。

有的制

剂无法通过注射途径 �� 。
、

� �
、

或�� � 给药

时
,

可考虑只用 口服
。

一般按体重给药
,

死

亡动物应及时进行肉眼尸检
,

记录发生的病

变
,

必要时作病理检查
。

用机率单位法或其

它方法计算� �
。 。

及可信限
。

工类新药要选用两种动物和 两 种 以 上

�含两种 � 给药途径进行急性毒性试验
。

实验数据包括下列内客
�

动物种属和品

系
、

性别
、

体重范围
、

每个剂量 组 的 动 物

数
� 给药途径

、

药液配制
、

�� 值
、

给 药 量

和容积
、

剂量之间的距离
、

计算� �
。 。

的 方

法
、

毒性反应描述
。

填
一

�表
�

剂量组别 对数剂旦

�。 � � � � � �� �

动物数

�只 �

歹匕亡数

�只 �

死亡率

�旦石�

机率单位

�� �

权贡

�� �

工� 。。

及可信限

�� � � � � �

限度试验 中药 口 服给药超过临床人用

量 � �� 倍 以上
,

注射给药超过 �� 。倍 以上仍未

产生死亡和 � 或毒性反应和仅出现个别动物

死亡和 � 或毒性反应时
,

则如实描述实验情

况
,

不再提高剂量继续进行实验
。

�
�

长期毒性 指重复连续给药的毒性

试验
,

一般持续给药时间为 � �
、

� �
、

�� 和

�� �日
,

观察药物在机体组织中 的积 蓄或其

它机制而产生毒副反应和其产生的严重程度

以及发生率等
。

提供毒性反应的靶器官及其

损害是否可逆
,

同时确定无毒性反应的最高

剂量
。

� � �动物 必须选择健康的动物
。

除 工

类新药外
,

一般可先用一种动物迸行
,

即啮

齿类 动物或非啮齿类动物
,

前者 首 选大 白

鼠
,

后者可用大或猪
,

大鼠用 � 周龄
,

犬龄

不大于 � 年
。

� � �剂筑 大自鼠常少悦三个剂量组和一

个空 自对照组
。 �
朴刘最组应出现明显的毒性

反应和 � 或个别动物的死亡 吃死亡数戒� 。�

动物数 �
,

低剂星组应为不�
弄考

生异常反应的

最高剂量
,

中剂量组应产生轻微的 毒 性 反

应
,

即实验结呆显示量一效之间的相关性
。

犬可用两个刘址组和一个空 白刘
一

照组
,

高剂量组应出现毒性反应
,

低剂量组应无不

良反应
。

如果预试表 明
,

按规定给药时间
,

相当

于人临床用量 ��� 倍仍未产生 死 亡 和 � 或 毒

性反应和仅出现个别动物 死 亡和 �或毒性反

应时
,

则可只做一个相当于人临床 用 量 � ��

倍的剂量组进行实验
。

犬大剂量组最好 � 条
。

大鼠实验期�� 日

以下
,

每组 早乙各 �。只
,

�� 日以上则加倍
,

即每组早忿各�� 只
。

低剂量组应略大于动物的有效量或临床

用量 �按 等效员折算�
、

有的中药新药如因

体积过大而难 以选出动物中毒反应和死亡的

高剂鱿时
,

可以选动物能够承受的最大剂量

和数倍最大有效量 �注明相当于临床剂量的

倍数�
。

�� �途径 一般同临床用药途径
。

口服

可采少讨灌胃 �� 个月内� 或掺人饲料法 � �

个月歹
。

大鼠�� 川
一

考虑用 ��代替
。

� 通 �试验周期 临床重复给药 � 一 � 日

者
�

连续给药期为 � 周 � � 日者为 � 周 , ��

日者为绍周 � 超过 �� 日者至少应为� �周
。

皿

关中药新药如文献记载无毒
、

无十八反
、

十

九民
、

配伍禁忌
,

又未经过化学处理 �经水
、
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乙醇粗提者除外 �
,

并有一定临床资料可借

鉴的制剂
,

在进行长期毒性时可先用大鼠
,

给药时间为 �� 一�� 日
。

若试验结果表明无明

显毒性
,

可免做狗的长期毒性试验
。

�� �观察指标 起码按下述要求进行
�

一般体征
、

体重
、

食量
、

体温
、

大小便

和一般行为活动
。

犬试验应增加瞳孔
、

对光

反射等
。

血液学检查 � �
、

� � �
、

� � �
、

� ��

及� �
、

血小板 ��� � �
、

网 织 红 细 胞
、

� � �
、

� ��
、

� � � �
,

必要时迸行 骨 髓

象检查
。

血液生化 用先进仪器 �指自动生化分

析仪� 测试有困难时
,

除 工类新药外
,

可考

虑先测肝
、

肾功能
。

给药期间
,

血液学和血

液生化指标至少检测一次
。

犬实验应观察心率和心 电图变化
。

病理学检查 各组织器官均应较全面地

进行肉眼尸检
,

病理学检查可先 考 虑 心
、

肝
、

脾
、

肺
、

肾
、

脑
、

肾上腺
、

肇 丸 �副

肇�
、

子宫 �卵巢�
、

肠系膜淋巴结和尸检

中发现异常现象的组织
,

注射剂应观察注射

部位 �皮下
、

肌肉
、

血管 � 的局部改变
。

另

外
,

根据被试药的具体情况
,

增加眼
、

耳
、

免疫系统
、

水盐代谢
、

酸碱平衡等检查
。

产生毒性反应的新药
,

至少应对高
�

剂量

组和对照组的动物在停药后继续观察
,

对引

起不可逆性功能损害和组织病变 的新药
,

要

慎重考虑临床试验问题
。

一般来说不批准这

样的药物进行临床研究
。

对毒性较大
、

安全

范围较小的特殊新药
,

如拟临床试验
,

则最

好研究出一种解救药
,

以备过量中 毒 时 使

用
。

试验周期在半年以上的新药
,

可在长期

毒性试验进行 � 个月后而未出现明显毒性反

应的情况下
,

申请进行 工期临床试验
。

�二�局部用药的毒性试验

局部用药 �如呼吸道吸入药 以及粘膜
、

腔道
、

皮肤用药等� 大都可以被吸 收
,

故应

先进行局部吸收试验
。

如果进行局部吸收试

验有困难
,

则 工类新药的局部用药可直接进

行全身性用药 的有关毒性试验
。

其它 类别的

新药
,

在 国外有同样剂型或不超过 原 剂 型

�全身用药 � 用药量的基础上
,

一般可考虑

免做吸收试验
,

但缓释剂型则必须进行吸收

试验
。

局部用药 的刺激性试验 根据用药方法

对
‘

用药部位进行局部刺激性试验
,

用 肉眼观

察及组织切片的镜检测试刺激性 �即炎症 �

的发展和恢复情况
。

�
。

皮肤 用药 皮肤用药的毒性试验包

括进行完整和破损皮肤的毒性试验及致敏试

验
,

所选动物为家兔
、

豚鼠或大鼠
,

除婴儿

皮肤用药用刚成年动物外
,

其余均用成年动

物
。

至少设三个剂量组
,

每组动物不少于 �

只 �家兔可用 � 只�
,

观察与剂量相关的毒

性反应
,

观察期一般在停药后 �� 日内
。

�
。

滴鼻剂和吸入 剂 滴鼻剂和吸入剂

的用药毒性试验指进行呼吸道 �包括肺部�

的局部刺激性和毒性试验
。

动物选大鼠或豚

鼠
,

至少设三个浓度组
,

每一浓度组不少于

�� 只动物 �早台各半 �
,

接触吸入剂时间不

应少于 � 小时
,

观察期一般为� �天
。

�
�

滴眼 剂 主要观察对眼结膜和眼球

的刺激作用
。

首选动物为家兔
,

至少 � 只
。

液体制剂的剂 量一般 每次用 �
�

�� �
,

软膏 等

制剂每次不少于 �
�

��
。

观察期一般 在 停 药

后 �� 日内
,

观察出现毒性反应的可逆性和不

可逆性
。

�
�

直肠
、

阴道给药的制 剂 应进行对

作用部位的刺激及局部毒性试验
。

以上只是 中药新药的药理与毒理研究中

的一些原则
、

技术要求和主要方法要点
。

中

药药理研究还有许多问题有待解决
。

因此
,

中药新药的药理试验也势必面临许多问题
。

面对现实
,

我们认为中药新药的药理
、

毒理

研究从技术要求到内容方法要体现 以 下 原

则
,

即在传统中医药优秀理论指
一

导下
,

突出
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中药特 色
�
充分利用现代科学 技术方法

,

提

高实验水平
,

在继承的基础 上不断创新
,

使

中药新药研究沿着正确的方向发展到一个新

水平
。

关于制备柱层析应用的几个问题

第二军医大学药学院 陈海生

层析法 �色谱法
,

色层法
,

层离法 � 已

有八十多年的历史
。

� � � �年� �� � �� 所 创 用

的柱上液体色谱
,

即经典液体色谱法
,

由于

该 色谱技术分离量大
,

载样品多
,

操 作 方

便
,

设备简单
,

能在单位时间内获得较多量

分离组分
,

所以直到今天仍最 常 使 用
。

据

有人统计
,

在化学成分分离方面
,

各种色谱

方法都得 到了应用
,

占统计使用量��
�

��
,

其 中经典液体色谱法占统计量�� �
。

但是
,

随着现代液相 色谱理论和技术的迅速发展
,

经典液体 色谱在理论和技术上也发生了显著

变 化和进展
。

一
、

溶剂选择

选择一个合适的溶剂系统是做好制备柱

层析的关键
。

在选用柱层析洗脱剂时首先要

考虑三个方面的因素
�

溶解 性 ��
� �� �� �� ���

,

亲合 性�� � ��
� ��丁�

,

分 离度��
� � � �� � �� � �

。

安登魁等人〔”
�
〕借助电子计算机选择 纸 层

析和薄层层析溶剂系统
。

对制备柱层析
,

通

常是利用薄层层 析来选择洗脱溶剂
。

在选择

薄层溶剂系统时一是参考类似物的 溶 剂 系

统
,

二是 自已摸索溶剂系统
。

在自己摸索溶

剂系统时
,

通常先用中等极性的溶剂如醋酸

乙醋展开
,

然后 根据展开 的结果
,

适当增减

洛剂的极性
。

酷酸乙醋属于中等极性有机 �容剂
,

由于

它具有与硅胶适度的亲合性 ��
� � � � �� � ��

�

�� � ��� �
,

所以对许多成分都有较好的或适度

的�谷解性
。

当溶剂系统中含有醋酸乙醋时
,

也便于调整溶剂的极性
。

如
,

� �� 溶 剂 系

统中 �� 醋酸乙醋
,

展开 的结果民� 二 �
�

� ,

若

要把它变成 � �
� �

�

� � �
�

� � ,

只要把醋酸 乙

醋的量减少到原来的� � �就可以了
。

比如最初

溶剂系统 含�� � � �� �
� � � � �� �

�
� �

� ,

那

么 最适制备溶剂系统应 改 为�� � � �� �
�
�

� � �� �
�
� �

� 。

醋酸乙醋与其它极性溶剂的关系 �“�

醋酸乙酉旨 � , �

甲基乙基酮 �
�

� , �

丙 酮 �
�

� , �

正丁醇 � 一 � , �

正丙醇 � 一 � , �

乙 醇 � 一 � ’
1

甲 醇 7 : 1

认毕毛 O A

O 6

R于卜芜了

瘩瘩利煎洽 }}}

OOO 几几

OOO BBB

玩玩 点点

,oJ 甲礴
一
”

‘

刀必菇成诵
附 尹革

‘

⋯ 3犷甲苯
图 1 峪叹 乙脂与有关极性洛剂互换

二
、

如何利用
‘

r L C 选择制备柱层 析 溶

如前所述
。

选择柱层析溶剂一 般 通 过


