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形态学技术在经方研究中的应用
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摘要　文章介绍了实验研究常用的医学形态学技术如石蜡切片、冰冻切片、电镜超薄切片、组织化学和细胞培养等，因具
有客观、直观等技术优势，在现代医学教学和科研中占有重要地位。将形态学技术引入到经方现代研究中，对于阐释经方

组方原理、探索经方治疗常见病、疑难病的机制，亦同样具有重要意义。
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　　形态学是研究动、植物形态的科学，在生物学中
占有重要地位。医学形态学作为形态学的一个分

支，是医学教学和研究中的重要组成部分。医学形

态学的研究方法从最早的肉眼观察，到后来各种显

微镜技术的使用，进展到微观领域，其研究结果具有

客观、直观的特点，因而在多个研究领域得到了广泛

应用。

“经方”一词最早见《汉书·七略·方技略》，原

指治疗疾病的经验之方，目前中医界则专指《伤寒

论》《金匮要略》中所载的方剂。以其立法严谨，取

效卓著，而被誉为“医方之祖”，现代诠释为“经典方

剂”。经过多年的临床实践证实，经方在治疗多种疾

病中均有较好的疗效，因此对于经方的研究始终长

盛不衰。在研究中使用现代技术方法，使得经方的

研究不断现代化，对经方的现代研究亦具有很好的

促进作用。

１　常用技术概要
在实验研究中常用的形态学研究技术有各种切

片的制作，包括石蜡切片、冰冻切片、电镜超薄切片；

细胞培养技术和组织化学技术等。

１１　石蜡切片

１１１　技术特点　石蜡切片在常规制片技术中应
用最为广泛。石蜡切片经过染色后可观察细胞组织

的形态结构，这一技术已广泛地应用于其他许多学

科领域的研究中。石蜡切片技术还可以和免疫技术

结合，如常用的免疫组织化学技术。利用抗原与抗体

的特异性结合原理，检测组织切片中细胞组织的多肽

及蛋白质等大分子物质的定性和定位观察研究。

石蜡切片必须经过染色后才能进行观察，最常

用的染色方法是ＨＥ染色方法。经ＨＥ染色后，细胞
核被苏木精染成紫蓝色，多数细胞质及非细胞成分

被伊红染成粉红色。为了显示某些特定的结构或成

分，需要选择专门显示这些成分的染色方法进行染

色，如胶原纤维染色（Ｍａｓｓｏｎ）和糖原染色（ＰＡＳ）等。
实际工作中可根据实验目的的不同，选择合适的染

色方法（图１）。
１１２　应用举例　我们团队在复制慢性阻塞性肺
疾病（ＣｈｒｏｎｉｃＯｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅＰｕｌｍｏｎａｒｙＤｉｓｅａｓｅｓ，ＣＯＰＤ）
大鼠模型的基础上，观察了清热解毒药物配伍桔梗

对模型动物病理形态学的影响。在光镜、电镜下分

别观察了不同配伍的中药对大鼠病理形态的改变，

并对病理切片进行半定量分析，结果显示 ＣＯＰＤ模
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型组大鼠肺组织结构严重受损，炎细胞增多。而经

过清热解毒药物配伍桔梗治疗后大鼠病理改变有改

善。初步得出清热解毒药物配伍桔梗，在 ＣＯＰＤ的
治疗过程中能够发挥增效（引经）作用，再增加甘草

具有协同增效（引经）作用的结论［１］。

图１　脑组织（ＨＥ染色，×１０）

　　半夏泻心汤出自《伤寒论》，我们团队对该方进
行了拆方研究。首先制备了大鼠慢性胃溃疡模型，

检测半夏泻心汤及其拆方对溃疡灶肉芽组织及溃疡

灶表面黏膜厚度的影响。结果提示半夏泻心汤及其

拆方能够促进溃疡灶肉芽组织的良好生长，促进溃

疡灶表面黏膜的生长覆盖，从而达到促进溃疡愈合、

降低愈合后溃疡复发的治疗作用，全方组则表现出

最佳效果，不仅印证了张仲景组方用药的合理性和

科学性，也为进一步认识中医“辛开、苦降、甘补法”

的作用机制提供了一定的实验依据［２］。

１２　冰冻切片
１２１　技术特点　冰冻切片是将新鲜组织快速冷
冻后再进行切片。制片周期较石蜡切片短，可用于

组织结构的快速观察，也可用于一些不适于石蜡切

片制备的组织的观察，如脂肪组织。冰冻切片也可

以进行各种染色（图２）。石蜡切片和冰冻切片均可
用光学显微镜进行观察。

图２　肝脂肪变性（冰冻切片，油红Ｏ染色，×４０）

１２２　应用举例　团队对糖尿病并发症有专门的
研究。ＫＫＡｙ小鼠是一种自发糖尿病模型小鼠，利用
小鼠观察了中药对糖尿病并发症的治疗作用。ＨＥ

染色的石蜡切片显示糖尿病小鼠肝脏结构紊乱，肝

细胞胞浆有明显空泡，肝细胞有脂肪变性。进而利

用冰冻切片进行油红Ｏ染色，明确空泡内确为脂肪。
研究结果显示能改善糖尿病小鼠肝脏结构，对糖尿

病造成的肝脏损害具有一定的保护作用［３］。

１３　电镜超薄切片
１３１　技术特点　光学显微镜可观察细胞的结构，
电子显微镜则能观察亚细胞结构。常用的有透射电

镜和扫描电镜技术，前者用于观察细胞内的超微结

构，如线粒体、内质网等；后者用于观察样本表面的

变化，如支气管的微绒毛（图３）。超薄电镜切片需
要使用电子显微镜进行观察。

图３　心肌细胞（ＴＥＭ，×８０００）

１３２　应用举例　我们团队研究了黄芪注射液和
葛根素注射液对２型糖尿病小鼠肾脏病理改变的影
响，在早期光镜仅观察到肾小球体积增大，肾小管上

皮细胞有明显空泡，未见其他改变。但通过电镜观

察，发现肾小球基底膜有局灶性增厚，系膜基质、系

膜细胞增多，间质细胞增生。说明在早期已经出现

了轻微的硬化性改变，且中药可以减轻这些病理损

害［４］。

利用电镜技术，我们还观察了中药对糖尿病模

型小鼠脑微血管病变的影响，通过电镜观察，显示模

型组小鼠神经细胞核染色质疏松，线粒体肿胀，粗面

内质网缩小，核糖体减少，经过中药治疗后上述改变

减轻。说明中药改善２型糖尿病动物模型 ＫＫＡｙ小
鼠脑微血管病变［５］。

１４　组织化学技术
１４１　技术特点　组织化学是运用物理学、化学、
免疫学、分子生物学等原理与技术，对组织与细胞的

化学成分、化学反应及其变化规律进行定性、定位和

定量研究的科学，是介于这些学科之间的一门边缘
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科学。其中在实际工作中较常用的是免疫组织化学

技术（图４）。

图４　心脏（免疫组化，×２０）

１４２　应用举例　团队在复制大鼠慢性胃溃疡模
型的基础上，通过免疫组化的方法检测增殖细胞核

抗原（ＰＣＮＡ），对半夏泻心汤进行拆方研究。结果表
明，半夏泻心汤及其拆方各组均有不同程度的调节

胃黏膜细胞增殖作用。拆方各组中，部分药组之间

呈协同的作用趋势，部分药组之间呈制约趋势。综

合评价其总体疗效，以全方组最佳，从而印证了仲景

组方的合理性和科学性［６］。

图５　体外培养的大鼠系膜细胞×１０

图６　慢病毒载体感染小鼠ＮＩＨ３Ｔ３细胞×２０

１５　细胞培养技术
１５１　技术特点　从组织中获取细胞并使其在体
外生长称为原代培养。也可购买细胞株直接进行体

外培养。培养的细胞是进行各种医学实验的良好材

料。由于细胞种类单一，可用于观察特定细胞对刺

激因素的反应，也可进行较深入的机制研究。但由

于是体外培养，细胞的反应与体内存在一定的差异

（图５，图６）。
１５２　应用举例　我们团队体外培养了人肾小管
上皮细胞，并在此基础上研究中药对肾小管上皮细

胞转分化的影响。发现转化生长因子（ＴＧＦβ１）可
诱导体外培养的人肾小管上皮细胞发生转分化，中

药可以阻断或逆转上皮细胞的转分化［７］。我们还研

究了中药对人近曲小管上皮细胞细胞增殖的影响，

以及对高糖诱导后细胞内 ＧＲＰ７８表达的影响。结
果显示，葛根素可促进细胞增殖，并且可通过增加内

质网伴侣蛋白ＧＲＰ７８的表达量，以促进蛋白质正确
折叠，来恢复细胞的稳态，从而减轻糖尿病时肾脏的

结构损伤［８］。

２　应用体会
以上这些基本的形态学技术可以与经方的研究

紧密结合起来，为经方的实验研究提供可靠的技术

保障。在以下几方面，形态学技术都可以为经方的

研究提供技术保障。

２１　形态学技术可以客观判定疾病模型的成功与
否　由于经方是在临床实践中形成的经典方剂，治
疗的对象是各种疾病。因此，复制多种疾病的动物

模型，并在此基础上研究经方的治疗效果是经方研

究中的基础工作。动物的疾病模型复制是否具备与

人类疾病相似的改变，直接决定了后续的研究是否

能继续，而很多动物的疾病模型病变的判断需要依

赖形态学技术，在一些疾病中，形态学改变对于疾病

的诊断起关键作用。如真武汤、五苓散、猪苓汤等均

可用于治疗糖尿病肾病，若在经方的研究中结合形

态学技术则能更客观，研究结果也更容易被接受［９］。

糖尿病肾病的主要形态学表现为早期肾小球肥大，

晚期为肾间质和肾小球纤维化。我们以往的研究发

现，２型糖尿病肾病ＫＫＡｙ小鼠具有典型的糖尿病肾
病的形态改变，黄芪可减轻该小鼠的肾脏病理损害，

明确其对糖尿病肾病有治疗作用［３，１０］。

２２　形态学技术可用于经方治疗疾病的机理研究
　在实验研究中，除了观察经方对多种疾病的治疗
效果，更重要的是揭示其作用机制和作用环节，进而

指导今后的中医临床。我们团队研究了 ＴＧＦβ１信
号通路在糖尿病肾病发病中的作用及其中药的作用

位点。由于在一个器官中有多种组织，仅通过分子

生物学手段研究某些因子的表达情况，只能说明在

器官中的平均表达水平，无法确定其在某一特定细

胞或组织中的表达。如能将形态学技术与分子生物

学技术结合起来，既能确定某一种因子的表达高低，

又能将这种表达的改变定位，对于治疗的作用机理
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的研究具有重要意义。我们曾将免疫组织化学技术

与临床生化指标检测、分子生物学技术结合起来，不

但能说明中药的治疗效果，还能进行机制研究［１１］。

除了进行在体实验，还可以在体外培养细胞，利

用细胞培养技术进行较深入的机制研究。我们团队

发现中药对糖尿病肾病小鼠早期肾脏的内质网应激

反应有一定的影响，为了确定中药是否对肾小管上

皮细胞的内质网应激有同样的作用，就利用体外培

养的肾小管上皮细胞—ＨＫ２细胞，经过高糖刺激
后，观察中药对该细胞内质网应激的影响。发现高

糖确实能诱导 ＨＫ２细胞产生内质网应激，中药对
过度的内质网应激有一定的抑制作用［８］。

２３　形态学技术可用于经方的配伍研究　通过拆
方研究，确定最佳的配伍比例，可以为临床医生提供

可靠的实验依据。有实验通过复制临床关节炎疾病

的大鼠模型，比较了大鼠造模前后不同配伍比例的

芍药甘草汤的治疗效果，发现芍药甘草１∶１配伍时
的止痛作用起效明显早于其他配伍比例，证实了芍

药甘草汤原方配伍应用的科学性和合理性。同时应

用了免疫组织化学的方法发现 ＴＲＰＶ１（瞬时受体电
位通道香草醛亚型１，ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａ
ｎｉｌｌｏｉｄｔｙｐｅ１）通道蛋白的表达可能是芍药甘草汤临
床上发挥止痛作用的分子机制之一，同时也表明干

预该靶点可能是芍药甘草汤中芍药和甘草１∶１配伍
止痛效应最大化的分子基础［１２］。

为研究半夏泻心汤的配伍规律，将该方拆成辛

开药（半夏、干姜，Ｘ）组，苦降药（黄芩、黄连，Ｋ）组，
甘补组（人参、炙甘草、大枣，Ｇ）组，并进行交叉组合
成ＸＫ、ＸＧ、ＫＧ组，及全方组（Ｑ）。复制大鼠慢性胃
溃疡模型后，分别给予上述各组药物治疗，比较各组

大鼠血清胃泌素的水平。结果表明 Ｘ、Ｋ、Ｇ、ＫＧ组
药物对胃泌素无明显影响；ＸＫ、ＸＧ组药物对胃泌素
有明显影响，其中 ＸＧ组的作用与 Ｑ组相近。上述
结果提示：不同辛味药物之间的配伍，直接影响其生

物效应［１３］。这一实验结果为性味配伍理论提供了

实验支持依据。

２４　形态学技术可用于经方及中医基本理论的研
究　我们团队在复制大鼠 ＣＯＰＤ模型的基础上，观
察了宣肺中药对其的影响，发现应用宣肺中药从肺

论治ＣＯＰＤ，肺组织病理改变减轻的同时伴见肠组
织病理改变呈改善趋势，从侧面印证了中医“肺合大

肠”脏腑相关理论，肺－肠之间存在着一定的相关性
及互动调节现象。该项研究即使用了形态学技术，

首先证实了模型大鼠具备了ＣＯＰＤ的基本病理变化

和宣肺中药对此病理改变有减轻作用，进而利用分

子生物学技术证实宣肺中药提高了肠组织ＩＦＮγ、降
低了ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达，一定程度上证实了肺 －肠
之间存在着一定的特异性互动效应机制，为探讨“肺

合大肠”中医脏腑相关理论奠定基础［１４］。

以上仅列举了一些在经方研究中用到的形态学

技术，在今后的工作中，可以在更多领域使用形态学

技术，形态学技术本身也随着科技的发展不断丰富。

古老经方的研究与不断发展的形态学技术相结合，

可以从不同角度和侧面阐释经方的组方理念，总结

其治疗原则，让更多的学者掌握经方的科学内涵，以

更方便临床医生在实践使用经方。
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