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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究中药复方痰热清和单成分喜炎平注射液的雾化吸入对大鼠肺部的刺激性 。方法 　 每种药物分为

高 、低浓度 ２个实验组 ，对照组灌以生理盐水 。雾化吸入药物给药 ７ d后处死大鼠 。采用大鼠支气管肺泡灌洗术 ，测定灌洗液

中总蛋白含量和 LDH酶活性 ，以判断两种药物对大鼠肺部的损伤程度 。结果 　痰热清低 、高浓度组肺泡灌洗液中蛋白质浓

度分别为 ：（１９３ ．７８ ± ２７ ．７４ ） 、（２３５畅３３ ± ５０ ．４１ ） μg／ml ；喜炎平两组蛋白质浓度为 ：（１７４ ．０２ ± １７ ．８２ ） 、（２２７ ．２７ ±

６６ ．０３） μg／ml ；LDH酶活力单位依次为 ：１ ０６５ ．２１ ± １８１ ．７６ 、１ ４６７ ．３３ ± １０１ ．８７ ；３０７ ．９７ ± ４７ ．５６ 、１ ３７７ ．２９ ± ５６６ ．４８ 。经 t检
验 ，与对照组相比 ，痰热清和喜炎平（低浓度和高浓度）对肺泡灌洗液中总蛋白含量无显著影响 ，但均能增加 LDH 酶的活力
（P＜ ０ ．０５） ，且与浓度呈正相关 ；低浓度痰热清组的 LDH酶活力显著高于低浓度喜炎平组（P ＜ ０ ．０５） 。结论 　雾化吸入痰热

清 、喜炎平对大鼠呼吸系统有一定的刺激性 ，故不宜采用雾化吸入的给药方式 。
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Study on the rat pulmonary irritation of aerosol inhaled Tanreqing and Reduning
TAN Ning ，LI Pengyue ，DONG Boyu ，ZHAO Mengdi ，YANG Liu ，LU Yang （School of Chinese material medica ，Beijing
University of Chinese Medicine ，Beijing １０００２９ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To study the rat pulmonary irritant of aerosol inhaled Tanreqing and Reduning injection ．Methods
　 Rats were devided into two groups for each medicine （low concentration group and high concentration group ） ，nebulized drug
administration for seven days ，with the control group irrigated with saline ，and were sacrificed ．Through bronchoalveolar lav唱
age ，excurrent bronchoalveolar lavage fluid （BALF） was used for total protein determination and LDH vitality test to evaluate
pulmonary toxicity of two medicines ．Results 　 The protein concentrations of two groups in low and high concentrations of Tan唱
reqing and Reduning respectively are （１９３ ．７８ ± ２７ ．７４） ，（２３５畅３３ ± ５０畅４１） μg／ml ；（１７４ ．０２ ± １７ ．８２） ，（２２７ ．２７ ± ６６ ．０３） μg／ml ；
LDH vitalities respectively are １０６５ ．２１ ± １８１ ．７６ ，１４６７ ．３３ ± １０１ ．８７ ；３０７ ．９７ ± ４７ ．５６ ，１３７７ ．２９ ± ５６６ ．４８ ．By t唱test ，compared
with normal saline ，there was no significant effect among these five groups on protein concentration ，but these two medicine
were able to improve LDH activity （P＜ ０ ．０５） which was more obvious in high concentration group ．When two medicines were
in low concentration ，LDH activity was higher in Tanreqing group with statistical significance （P＜ ０ ．０５） ．Conclusion 　 Aero唱
sol inhaled Tanreqing and Reduning injection in rats have some pulmonary irritation and potential safety hazard in this delivery
way ．
　 　 ［Key words］ 　 pulmonary delivery ；Tanreqing ；Reduning ；excurrent bronchoalveolar lavage ；irritation

　 　 肺部给药系统 （pulmonary drug delivery sys唱
tem ，PDDS）可直接将药物递送至肺部 ，代谢少 、剂

量小 、不良反应发生率低 ，临床上已广泛用于治疗哮

喘 、慢性肺阻塞等呼吸系统疾病 ，疗效显著［１］
。国内

有关中药 PDDS的现代研究始于 ２０ 世纪 ６０年代 ，

在现代中药制剂中 ，包括用于肺部和呼吸道局部治

疗的双黄连气雾剂 、雾化吸入鱼腥草制剂等 ，以及达

到全身治疗目的的复方丹参气雾剂 、川芎茶调气雾

剂等至少 ５０多个配方［２］
。但中药注射剂改变剂型 ，

配制成的雾化吸入制剂未经国家食品药品监督管理

总局（CFDA）审批 ，临床用药存在用药剂量及疗程

不明确 、超说明书使用等现象 ，用药安全性值得关

注 。因此 ，笔者探究两种常用的中药注射剂痰热清

和喜炎平在雾化吸入时对大鼠呼吸系统是否存在刺

激性 。

　 　复方痰热清和单成分喜炎平注射液是临床应用

８４３
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时间长 、治疗效果显著的常用中药注射剂 。其中 ，痰

热清注射液为中药二类新药 ，具有清热化痰 、抗病

毒 、抗炎和抗惊厥等作用 ，目前广泛用于治疗肺炎早

期 、急性支气管炎 、慢性支气管炎急性发作 、单纯性

及并发感染性肺炎 、小儿急性支气管炎等［３］
，雾化吸

入痰热清对于上述病症有明显的治疗效果［４］
。喜炎

平注射液由穿心莲内酯磺化物加工制成 ，具有广谱

的抗菌 、抗病毒 、解热及增强免疫力的作用 ，尤其是

对腺病毒 、流感病毒 、呼吸道合胞病毒有明显的灭活

作用［５］
。雾化吸入喜炎平广泛用于治疗小儿疱疹性

咽峡炎［６］
、小儿毛细支气管炎［７］

、手足口病［８］
、成人

急性上呼吸道感［９］等 。本实验构建大鼠雾化吸入模

型 ，探究给药一定时间后 ，两种中药注射剂对大鼠肺

部的刺激性 ，以达到规范临床用药的目的 。

1 　仪器和材料

1 ．1 　仪器 　压缩空气式雾化器（江苏鱼跃医疗设

备股份有限公司 ４０３M 型仪器 ，编号 ：１３１０１８５５） 、自

制口鼻暴露式雾化吸入箱 、CT１５RT 型台式高速冷
冻离心机（上海天美生化仪器设备有限公司） 、Mul唱
tiskan Go 型酶标仪（美国 Thermo Fisher） 、９６孔板
（美国 Corning Incorporated） 。
1 ．2 　动物 　雄性成年 SD 大鼠 ２０只 ，２５０ ～ ３００ g ，
SPF级 。由北京维通利华实验动物技术有限公司

提供 ，动物许可证号 ：SCXK（京）２０１２唱０００１ 。实验期

间固体饲料饲养 ，自由饮水 。

1 ．3 　 试药 　痰热清注射液（批号 ：１４１１３１７ ，上海凯

宝药业股份有限公司 ，国药准字 Z２００３００５４） 、喜炎
平注射液（批号 ：２０１４１１１４０３ ，江西青峰药业有限公

司 ，国药准字 Z２００２６２４９） 。
1 ．4 　试剂 　 氯化钠（西陇化工股份有限公司 ，AR
分析纯） 、纯净水（娃哈哈集团有限公司） 、BCA 试剂
盒（北京赛驰生物） 、LDH 试剂盒（南京建成） ；试剂

A ：底物缓冲液 ；试剂 B ：１１ ．３ mmol／L 氧化型辅酶
Ⅰ 溶液 ；试剂 C ：１ mmol ２ ，４唱二硝基苯肼 、

５ μmmol／ml丙酮酸钠标准母液 、０ ．６ mol／L NaOH
终止试剂 。

2 　实验方法

2 ．1 　给药情况 　实验随机分为对照组和 ４ 个实验

组 ，每组 ４只大鼠 。空白对照组给予 ０ ．９％ 生理盐

水 。实验组分别为痰热清和喜炎平的高浓度和低浓

度组 ，两药高浓度组吸入雾化药物与生理盐水的配

比浓度为 １ ∶ １ ，低浓度组配比浓度为 １ ∶ １０ 。大鼠

口鼻局部暴露式雾化吸入药物 ，每组每次给药

２０ min ，２次／d ，共 ７ d 。
2 ．2 　支气管肺泡灌洗术 　大鼠连续给药 ７ d后 ，于

第 ８天处死 ，行支气管肺泡灌洗术 。用 ２ ．５ ml生理
盐水灌洗 ，回抽液放入 １０ ml离心管中（冰水浴） ，记

录数据 。重复上述步骤 ，完成 ２次灌洗 。将所得标

本计量后 ，于 ４ ℃ 、以 １ ５００ r／min离心 １５ min ，取上

清液用 BCA 法进行蛋白含量的测定 ，并测定其中

LDH的酶活性 。

2 ．3 　 BCA 法测定蛋白含量 　 Bicinchoninic acid
（BCA）法是近年来广为应用的蛋白定量方法 。 其

原理为 ：在碱性环境下 ，蛋白质使 Cu２ ＋ 还原成 Cu ＋
，

２分子的 BCA 与 １个铜离子螯合 ，形成紫色的反应

复合物 ，该水溶性的复合物在 ５６２ nm 处显示强烈
的吸光性 ；吸光度与蛋白浓度在广泛范围内有良好

的线性关系 ，可根据吸光度推算出蛋白浓度 。检测

过程中各种试剂的用法和用量严格按照 BCA 试剂
盒使用说明书进行 。

　 　标准曲线的绘制与操作 ：将试剂 A 和试剂 B按
照 ５０ ∶ １的比例配制成 BCA 工作液 ；取 １０ μl适量
５０ mg／ml蛋白标准液 ，加入 ９９０ μl 稀释液稀释至
０ ．５ mg／ml ，现用现配 ；将表 １中试剂按相应比例混

匀后 ，于３７ ℃放置 ３０ min ，冷却至室温 ，于 ５６２ nm
处测定溶液的吸光度 ，并根据标准曲线计算蛋白

浓度 。

表 1 　 BCA试剂盒试剂配比关系表（V ／μl）

试剂名称
编号

１  ２ 骀３ 吵４ �５ M６  ７ 珑８ 创９ 亖
蛋白标准液 ０ B１  ２ 苘４ ┅８ v１２ C１６  ２０ 葺－

标准稀释液 ２０ B１９  １８ 苘１６ ┅１２ v８ C４  ０ 葺－

样品 － － － － － － － － ２０ *
BCA 工作液 ２００ B２００  ２００ 苘２００ ┅２００ v２００ C２００  ２００ 葺２００

2 ．4 　 LDH 酶活性测定 　 乳酸脱氢酶（LDH ）以氧

化辅酶（作为氢受体 ，在 LDH 的催化作用下使乳酸
脱氢生成丙酮酸 ，丙酮酸与显色剂 ２ ，４唱二硝基苯肼

生成丙酮酸二硝基苯腙 ，其在碱性溶液中呈棕红色 ，

颜色深浅与丙酮酸浓度成正比 ，因此可推算 LDH
的活性 。正常肺组织中的 LDH 主要来自肺部上皮
细胞的主动分泌和脱落细胞的分解释放 ，而在受损

肺组织中 ，由于呼吸道上皮的黏膜完整性被破坏 ，释

放的 LDH 酶含量增加 。由此可以判断药物对黏膜

的损伤程度 。

2 ．4 ．1 　操作步骤 　取 １０ μl标准品加入到 ９６孔板

中 ；试剂 A 与试剂 B以 ５ ∶ １的体积比混合 ，取６０ μl

９４３
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混合液加至各孔 ，充分混匀 ，３７ ℃水浴 １５ min ；加入
２ ，４唱二硝基苯肼 ５０ μl ，与标准品或样本充分混合 ，

３７ ℃水浴 １５ min ；加入 １５０ μl终止试剂 ，充分混合 ；

室温放置 ３ min后 ，于 ４４０ nm波长处测定 。

2 ．4 ．2 　标准曲线的确立 　 将丙酮酸钠标准品母液

用底物缓冲液稀释成 ７ 个浓度 ：２ ．５ 、２ 、１ ．５ 、１ 、０ ．５ 、

０ ．２５ 、０ ．１２５ μmol／ml 。丙酮酸钠浓度与 LDH 活力
单位的关系为１ ∶ １ ０００ 。

　 　丙酮酸钠 ０ μmol／ml的孔只加 １０ μl底物缓冲
液 ，以此孔作为空白管调零 ，于 ４４０ nm 处读取吸光
度 ，以其相应的酶活力单位作图 ，得出标准曲线 ，并

计算灌洗液中 LDH 的活力单位 。

2 ．5 　统计学处理 　用 SPSS ９ ．３软件分析数据 ，计

量数据以 （珚x ± s）表示 ，组间比较用 t检验 ，以 P＜
０ ．０５为有统计学意义 。

3 　实验结果

3 ．1 　肺泡灌洗液回收率考察 　 两组的肺泡灌洗液

平均回收率均在 ８０％ 以上 ，符合实验要求 。对照组

的回收率为（８１ ± ７）％ ，实验组结果见表 ２ 。

表 2 　肺泡灌洗液回收率测定结果（珚x ± s ，％ ）

组别 低浓度（１ ∶ １０） 高浓度（１ ∶ １）

痰热清组 ８７ ± １２ `８９ ± １１ 敂
喜炎平组 ８１ ± １６ `８４ ± １６

3 ．2 　灌洗液上清液试剂盒测定结果
3 ．2 ．1 　标准曲线的绘制 　 BCA 法测定蛋白质含量
标准曲线见图 １ ，在 ０ ～ ５００ μg ／ ml范围内 ，蛋白浓

度与吸光度的线性回归方程为 Y ＝ ０ ．００１ １ X ＋

０ ．００２ １ ， r ＝ ０ ．９９８ ４ ，符合实验要求 。

图 1 　 BCA蛋白质含量测定标准曲线

　 　 LDH 酶活力含量标准曲线如图 ２所示 ，在 ０ ～

２ ５００活力单位范围内 ，LDH 活力单位与吸光度的
回归方程为 Y ＝ ０ ．０００ ２ X ＋ ０ ．０００ ６ ， r ＝ ０ ．９９９ ７ ，

符合实验要求 。

3 ．2 ．2 　蛋白质含量和 LDH 酶活力测定结果 　 ４个

图 2 　 LDH酶活力单位标准曲线

实验组与对照组相比 ，蛋白浓度虽有所增加 ，但差异

无统计学意义 ；LDH 活性差异显著（P ＜ ０ ．０５） 。实

验组 LDH 活力均大于对照组 ，且两种药物实验组

的组内对比显示 ，高浓度组 LDH 活力分别大于低
浓度组 ，差异有统计学意义（P ＜ ０ ．０５） 。当药物浓

度同处于低浓度时 ，两种药物测出的 LDH 活力存
在差异（P＜ ０ ．０５） ，痰热清组的 LDH 活力高于喜炎
平组 ，但在高浓度组中两药无此特征 。

表 4 　 BCA和 LDH试剂盒测定结果（珚x ± s ，n＝ ４）

蛋白质浓度（ρB ／μg · ml － １ ） LDH 酶活力单位
对照组 　 　 　 　 １８３ u．４２ ± １７ ．８６ ２４ 晻．０８ ± ３１ ．５３

痰热清低浓度组 １９３ u．７８ ± ２７ ．７４ １ ０６５ 晻．２１ ± １８１ ．７６ 倡

痰热清高浓度组 ２３５ u．３３ ± ５０ ．４１ １ ４６７ 晻．３３ ± １０１ ．８７ 倡 ＃

喜炎平低浓度组 １７４ u．０２ ± １７ ．８２ ３０７ 晻．９７ ± ４７ ．５６ 倡 △

喜炎平高浓度组 ２２７ u．２７ ± ６６ ．０３ １ ３７７ 晻．２９ ± ５６６ ．４８ 倡 ＃

　 　 倡 P＜ ０ ．０５ ，与对照组比较 ；＃ P＜ ０ ．０５ ，与痰热清 、喜炎平低浓度

组比较 ；△ P ＜ ０ ．０５ ，与痰热清低浓度组比较

3 　讨论

　 　基于传统中医实践及现代雾化技术的中药雾化

吸入治疗方兴未艾 ，但目前的研究过分强调临床疗

效 ，中药注射剂成分复杂 ，将其雾化吸入后的用药安

全性常被忽视 ，并且国内外鲜有文献报道研究中药

注射剂作为雾化吸入剂的刺激性 。本实验选择两种

常用于雾化吸入治疗的中药注射液痰热清和喜炎平

作为考察对象 ，初步探究两者雾化吸入后的刺激性 。

　 　本研究发现 ，与对照组相比 ，雾化吸入痰热清和

喜炎平蛋白含量增幅较小 ，无统计学差异 ，但 LDH
活力明显增强（P＜ ０ ．０５） 。灌洗液中蛋白质浓度的

高低 、LDH 活力的大小主要与肺部作用机制和液滴
大小有关 。一定大小的药液滴进入肺泡腔后 ，会被

巨噬细胞吞噬 ，产生炎症介质和趋化因子 ，使肺泡 、

毛细血管屏障的通透性增加 ，血浆蛋白溢出 ，导致肺

泡灌洗液中蛋白含量增高 。同时 ，由于细胞受损后

崩解 ，内容物大量释放 ，检测到 LDH的含量升高 ；

（下转第 ３５６页）
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过表达可明显增加小鼠中枢神经系统海马星形胶质

细胞的数量 ，导致海马区脑电图癫�样改变［５］
。上

述研究表明 ，IL唱２和 IL唱６参与了癫�的发病 。

　 　本研究证实模型组大鼠海马区 IL唱２和 IL唱６ 明
显高表达 ，与文献报道相一致 。通过姜黄素的治疗 ，

癫�发作等级明显降低 ，表明姜黄素具有一定的抗

癫�作用 。更为重要的发现是 ，姜黄素组大鼠海马

区的 IL唱２ 和 IL唱６ 水平明显降低 ，高剂量组降低更

为显著 ，表明姜黄素有可能是通过降低 IL唱２和 IL唱６
的表达水平发挥抗癫�作用 ，为姜黄素治疗癫�发

作提供了理论依据 。
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而在蛋白质含量检测中无明显统计学差异 ，表明痰

热清 、喜炎平和生理盐水对肺部的刺激性在 BCA 蛋
白检测中结果相似 。这可能是由雾化液滴 、雾化速

度等物理因素造成的 ，具体原因还需进一步实验探

究 。同种药物组内对比显示 ，药物处于高浓度时 ，

LDH 活力系数更大 ，原因是当雾化吸入药物的浓度

过高时 ，细胞损伤加重 ，内容物大量释放 。

　 　两种药物组间对比结果显示 ，当药物处于低浓

度时 ，痰热清组的 LDH 活力强于喜炎平组 。从注

射剂组成上看 ，痰热清注射剂成分较为复杂 ，黄芩中

的黄芩苷 、熊胆粉中的熊总胆酸 、山羊角的水解物 、

金银花中的绿原酸 、连翘中的连翘苷 ，这些会诱发过

敏反应的过敏原都有可能造成肺部刺激 。特别是绿

原酸和山羊角水解物 ，皆属于已知的高致敏物质 。

而喜炎平注射液系纯中药制剂 ，其主要成分为穿心

莲内酯磺化物 ，成分简单 、纯度高 ，对呼吸系统的刺

激性较复方注射剂小 。当吸入药物达到高浓度时 ，

两药对 LDH 活力的影响差异不显著 ，这可能与血

氧浓度达到饱和或者刺激性已达到最大有关 。

　 　本实验表明 ，雾化吸入痰热清和喜炎平可能会

对肺部和呼吸道产生刺激性 ，两种药物经雾化吸入

给药均存在安全隐患 。临床使用时 ，除了慎重选择

雾化吸入药物以外 ，还应注意给药剂量 ，以免给药剂

量过大对肺部造成更大程度的损伤 。
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