运脾降浊方的主要药效学与毒理学研究方案

一、功能主治
【功能主治】健脾运湿，滋阴润燥，分清降浊，清肝明目。用于湿浊中阻型高脂血症，症见形体肥胖，皮肤干燥或面色晦暗，乏力，口干咽燥，五心烦热，失眠多梦，小便黄赤，大便黏腻不爽或干结，或干稀不调。
二、药效学试验方案
（一）运脾降浊方对脾虚湿浊高脂血症大鼠的影响
模型制备：采用高脂饲料喂养结合潮湿垫料环境的造模方法制备脾虚湿浊高脂血症大鼠模型。制备方法：SD大鼠组采用高脂饲料喂养3周，自第4周增加水湿垫料因素(每70g垫料约浇水350mL)，隔日更换1次垫料，共造模6周。当大鼠血清总胆固醇(TC)水平显著高于正常对照组，并出现精神萎靡不振、扎堆蜷缩、反应迟钝懒动、大便质软以及毛发污秽油腻等表现时，认为脾虚湿盛高脂血症大鼠模型建立成功。

分组与给药：将造模成功的脾虚湿浊高脂血症大鼠随机分为模型对照组、阳性药对照组、运脾降浊方高、中、低剂量组，每组10只，另取10只正常大鼠作为正常对照组，雌雄各半。给药各组大鼠按照10mL/kg体重灌胃给予相应受试药物，正常对照组与模型对照组灌胃给予等体积纯净水，每日1次，连续14天。末次给药前大鼠禁食不禁水12h，末次给药1h后，腹主动脉取血并采集肝脏、脾脏组织进行相关指标检测。

检测指标：（1）证候观察：观察大鼠活动减少、倦怠懒动，毛发蓬松油腻、无光泽；进食量下降；大便软溏、黏笼，气味腥臭等证候表现并记录各组大鼠体质量增长情况；（2）计算肝脏、脾脏脏器指数；（3）生化学指标：测定大鼠血清总胆固醇（TC）、甘油三脂（TG）、低密度脂蛋白（LDL-C）、高密度脂蛋白（HDL-C）浓度；（4）ELISA检测血清中胃泌素（GAS）、胃动素（MTL）水平；（5）油红O染色肝脏组织脂质沉积；（6）HE染色观察脾脏组织形态学变化。

（二）运脾降浊方对氯苯丙氨酸（PCPA）失眠小鼠的镇静催眠作用

模型制备：KM小鼠腹腔注射给予浓度为30mg/mL的PCPA生理盐水溶液，每天腹腔注射1次，注射体积为10mL/kg，连续注射2d。当小鼠出现躁动不安、持续活动、昼夜节律消失、食欲下降、体重明显下降等现象时，表示失眠小鼠模型制备成功。

分组与给药：将造模成功的小鼠随机分为模型对照组、阳性药对照组、运脾降浊方高、中、低剂量组，另取10只正常大鼠作为正常对照组。各组于造模24h后开始分别灌胃相应的药物，每日1次，连续给药14d，模型对照组与正常对照组给予相应量的蒸馏水。

分组与给药：将造模成功的失眠小鼠随机分为模型对照组、阳性药对照组、运脾降浊方高、中、低剂量组，每组10只，另取10只正常小鼠作为正常对照组，雌雄各半。各给药组小鼠按照20mL/kg体重灌胃给予相应受试药物，正常对照组与模型对照组灌胃给予等体积纯净水，每日1次，连续14天。

检测指标：（1）末次给药后1h，各组小鼠腹腔注射阈上剂量戊巴比妥钠，记录各组小鼠翻正反射消失的时间及出现翻正反射的时间，以翻正反射消失30s以上即为进入睡眠，入睡至翻正反射再现即为睡眠时间，计算各组小鼠睡眠潜伏期和睡眠持续时间。（2）各组小鼠脱颈椎处死，于冰上快速分离脑海马组织称重后制备100g/L的脑组织匀浆，–4℃离心，取上清液采用ELISA法测定海马组织中γ-氨基丁酸（γ-GABA）、5-羟色胺（5-HT）含量。
（三）小肠推进实验

KM小鼠适应性饲养3天，随机分为正常对照组、阳性药对照组、运脾降浊方高、中、低剂量组，每组10只。各给药组小鼠按照20mL/kg体重灌胃给予相应受试药物，正常对照组灌胃给予等体积纯净水，每日1次，连续14天。末次给药1h后，每只小鼠灌胃2%葡聚糖蓝2000水溶液0.4mL，记录灌胃时间，20min后脱颈处死小鼠。剖开腹部，测量并记录幽门至色素最前端、幽门至盲肠的距离，计算小肠推进率（小肠推进率（%）＝幽门至色素最前端距离/幽门至盲肠的距离×100％）。
（四）运脾降浊方对水负荷模型大鼠尿量的影响

模型制备：选取SD大鼠80只进行筛选，按体重灌胃蒸馏水22mL/kg，使实验动物体内水平衡。收集大鼠24h尿液，凡尿量超过40%水负荷者为合格。

分组与给药：将造模成功的水负荷大鼠随机分为模型对照组，阳性药对照组，运脾降浊方高、中、低剂量组，每组10只，另取10只正常大鼠作为正常对照组。给药各组大鼠按照10mL/kg体重灌胃给予相应受试药物，正常对照组与模型对照组灌胃给予等体积纯净水，每日1次，连续14天。末次给药前大鼠禁食不禁水12h，末次给药1h后，按50mL/kg灌胃1%氯化钠溶液，正常对照组动物不给水负荷，挤尽大鼠膀胱余尿，置于大鼠代谢笼中观察6h内尿量及首次排尿时间。

（五）运脾降浊方对负重游泳致小鼠疲劳的影响

KM小鼠，雌雄各半，适应性饲养3天后进行游泳训练，从游泳状态合格小鼠（10秒内不直接下沉、不打转者）中随机取10只小鼠作为正常对照组，其余小鼠采用负重游泳法制备疲劳小鼠模型。具体操作：在小鼠尾根部缠绕相当于其体质量5%的铅丝，将小鼠放入规格为长30cm、宽10cm、水深40cm、水温恒定25℃的游泳水箱中进行负重游泳，小鼠游泳疲劳判定标准：小鼠四肢自主划水无力、躯体保持直立姿态，头部完全没入水下且持续5s无法自主浮出水面，此时立即将小鼠捞出终止游泳。小鼠每日进行负重游泳造模，连续干预10天，以小鼠出现精神萎靡、体态蜷缩、弓背蜷缩、毛发蓬松杂乱且失去光泽、呼吸急促等疲劳体征，且负重游泳时间与正常对照组明显减少，表示负重游泳力竭疲劳小鼠模型制备成功。将疲劳小鼠按体重随机分为模型对照组，阳性药对照组，运脾降浊方高、中、低剂量组，每组10只，另取10只正常小鼠作为正常对照组。给药各组小鼠按照20mL/kg体重灌胃给予相应受试药物，正常对照组与模型对照组灌胃给予等体积纯净水，每日1次，连续14天。末次给药1h后，对各组小鼠进行负重游泳试验，记录小鼠开始游泳到停止游泳的时间。

三、毒理学研究
（一）单次给药毒性试验

经预实验后，再决定是用LD50或者MTD测定方法。如采用LD50测定方法则计算LD50值及95%可信限；如采用MTD测定方法则连续观察所有动物给药后14天的一般情况如精神、活动、饮食、排泄、毛发等变化，计算MTD值及体重增长率。

（二）重复给药毒性试验

实验方法:选取8周龄大鼠120只，体重90～110g，雌雄各半，随机分为4组，每组30只，雌雄各半。每组大鼠分笼饲养，每笼5只。设对照组，运脾降浊方高、中、低剂量（成人临床日剂量的60、30、15倍）组，每组30只。各给药组大鼠灌胃给药，空白对照组给予等体积蒸馏水，每日1次，连续30天。记录及检测指标：（1）一般情况观察：每日观察记录大鼠摄食量、体重、外观体征和行为活动、粪便性状等。（2）体重及摄食量监测：每周称体重1次，及时调整用药剂量；每周测定摄食量1次。（3）检测血液学指标：末次给药16h后，每组取20只大鼠，雌雄各半，用戊巴比妥钠麻醉大鼠采集全血，用全自动五分类动物血细胞分析仪测定血清红细胞计数、白细胞计数及其分类、血红蛋白、红细胞容积、平均红细胞容积、平均红细胞血红蛋白、平均红细胞血红蛋白浓度、网织红细胞计数、血小板计数等指标；（4）采集血浆检测凝血两项：用全自动凝血测试仪测定凝血酶原时间、活化部分凝血活酶时间指标；（5）检测血液生化学指标：另取血样分离血清，于全自动生化分析仪上测定血清中的天门冬氨酸转移酶、丙氨酸转移酶、碱性磷酸酶、尿素氮、肌酐、总蛋白、白蛋白、血糖、总胆红素、总胆固醇、甘油三酯、肌酸激酶、钾离子浓度、钠离子浓度、氯离子浓度等生化指标；（6）计算主要脏器系数：解剖大鼠进行肉眼检查各器官情况，取脑、心、肝、脾、肺、肾、肾上腺素、胸腺、子宫、卵巢、睾丸、附睾称重,并计算各脏器系数；（7）病理学检查：然后将脑、心、肝、脾、肺、肾、肾上腺素、胸腺、子宫、卵巢、睾丸、附睾、胰腺、乳腺、膀胱、大小肠、胃、气管、主动脉、骨髓、垂体、前列腺等器官和组织用10%甲醛固定，HE染色，进行病理学检查。各组余下动物停药30天后同法测定上述指标。
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