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"摘要#!目的$研究中药喘可治注射液!<?LB2KMY?NN21M.@N/2$<c]"雾化吸入对哮喘小鼠气道炎症的治疗作用$<c]对豚

鼠离体气道平滑肌的扩张作用$为哮喘急性发作期<c]的合理应用提供依据) 方法#利用卵白蛋白诱发小鼠哮喘模型$将小

鼠按给药不同随机分为雾化吸入<c]低%中%高剂量组!分别以 $d+$$d&$$d( 0G*KD

f"

$每天 + 次"%腹腔注射<c]组!$d& 0G

*KD

f"

$每天 + 次"%腹腔注射地塞米松组!$d' 0D*KD

f"

*J

f"

"%模型组和空白对照组$采用支气管肺泡灌流法和病理切片观

察<c]的抗炎作用+采用离体气管条法观察<c]对豚鼠气道的直接扩张和对抗氨甲酰胆碱!.BC\B06S.?/SN2M$<<E"和组胺引

起的气道平滑肌收缩的作用) 结果#在整体试验中$与模型组比较$雾化吸入<c]高剂量组%腹腔注射<c]组和地塞米松组$

哮喘小鼠支气管肺泡灌流中白细胞总数和嗜酸性粒细胞增加显著减少!$n$d$""$病理切片中炎症损伤明显减轻+在离体试

验中$<c]对豚鼠气道无直接舒张作用$对<<E和组胺引起的气道平滑肌收缩无对抗作用) 结论#<c]对卵白蛋白诱导的小

鼠哮喘有抗炎治疗作用+对豚鼠离体气道平滑肌无明显扩张作用+在哮喘急性发作期的治疗中$<c]雾化吸入并非首选给药

方式)
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!!支气管哮喘是多种原因引起的以嗜酸性细胞为

主的炎症细胞浸润$表现为支气管高反应性和反复

可逆性气流阻塞为特征的气道炎症性疾病."/

) 在

哮喘的药物治疗中$糖皮质激素%

3

+ 受体激动剂等

是主要的治疗药物$但因有剂量相关的副作用$不宜

长期使用.+/

) 中医中药重视全身整体调节而毒副

作用相对较小$越来越受到医学专家的重视) 喘可

治注射液!<?LB2KMY?NN21M.@N/2$<c]"是基于,补肾

祛邪法-理论开发研制的中成药注射剂$为国家二

类新药$主要成分为淫羊藿和巴戟天$具有补肾纳

气%平喘止咳的功效.)/

) 动物研究表明$<c]能够

抑制气道炎症$预防支气管哮喘急性发作.&/

) 在哮

喘急性期$雾化吸入 <c]可调节 P?"=P?+ 细胞比

例$纠正免疫失衡.'/

) 临床研究也表明<c]治疗成

人和儿童支气管哮喘$无论在哮喘缓解期还是急性

发作期$均有较好疗效$不良反应少$安全性佳.#5*/

)

<c]说明书中的用法为肌内注射$而近年来$<c]

在呼吸系统疾病急性发作期的治疗中$采用雾化吸

入者常见."$5")/

$雾化吸入与肌内注射相比$在药效

学上有无差异$尚未见报道)

本文比较了 <c]雾化吸入和腹腔注射给药对

哮喘小鼠气道炎症的抗炎作用$并观察了<c]对豚

鼠离体气道的直接扩张作用$为哮喘急性发作期

<c]的合理使用提供了药理学依据)

"!材料

"_"!动物

R4GR=.小鼠$雌性$体重 "( g++ D$浙江大学医

学院实验动物中心提供$合格证 8<Tc!浙" +$$%5

$$+*$实验动物饲养在清洁级动物房) EBC@SM6豚鼠$

合格证号 8<Tc!浙"+$$'5$$+"$体重 )$$ g)'$ D$浙

江中医药大学提供$在浙江大学普通级动物房饲养)

"_(!药物与试剂

喘可治注射液!珠海经济特区健心医药有限公

司$批号 +$$($&$&"$地塞米松磷酸钠注射液!浙江

仙琚制药有限公司$批号 +$$($%$+"$盐酸异丙肾上

腺素注射液!上海禾丰制药有限公司"$卵白蛋白

!/lBS\L0N2$H[4$OCBJM

,

$美国 8ND0B公司"$氨甲

*+$)"*
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酰胆碱!.BC\B06S.?/SN2M$<<E$美国 8ND0B公司"$组

胺!美国 8ND0B公司"$其他试剂均为国产分析纯)

"_&!仪器

F4>:948PI>雾化吸入器!德国百瑞有限公

司"$'($&>型高速冷冻离心机!IAAM2J/CV公司"$

RT'" 型系统显微镜 !日本 HS60ALU公司") 9MJ5

GB\5_=&<'$"E9MJGB\生物信号采集处理系统!南

京美易科技有限公司"$W]"$$ 肌张力换能器!高碑

店市新航机电设备有限公司"$麦氏浴槽!浙江大学

医学院呼吸药理实验室"$8<5"' 数控超级恒温槽

!宁波市海曙天恒仪器厂")

(!方法

(_"!<c]对致敏小鼠抗原攻击后引起呼吸道炎症

的作用."&/

(_"_"!致敏方法!将卵白蛋白!H[4"和氢氧化铝

凝胶!质量浓度为 &$ D*G

f"

"配成H[4凝胶!+ D*

G

f"

"$在小鼠两后足跖%两腹股沟 ?A$每点 $d$+'

0G+两背 ?A$各 $d$' 0G+颈部 ?A$d" 0G+同时腹腔

注射 $d+ 0G) 对照组仅用氢氧化铝凝胶同法注射)

第 "' 天$用同样浓度的H[4凝胶腹腔注射 $d+ 0G

加强致敏) 第 ++ g+( 天$用 H[4生理盐水!2/C0BS

UBSN2M$;8"溶液!"$ D*G

f"

"雾化吸入进行抗原攻

击$每次 )$ 0N2) 每天 " 次)

(_"_(!分组及给药方法!将小鼠随机分为 % 组$每

组 "$ 只) 致敏第 ++ g+( 天$对照组与哮喘模型组

腹腔注射 ;8 $d+ 0G$每天 " 次+<c]分 & 组$分别

以 $d+$$d&$ $d( 0G*KD

f"高%中%低 ) 个剂量雾化

吸入和 $d& 0G*KD

f"腹腔注射$每天 + 次+地塞米

松组为阳性对照组!$d' 0D*KD

f"

"$腹腔注射$每

天 " 次)

(_"_&!取材方法!最后 " 次 H[4攻击 +& ? 后$腹

腔注射 +'$ D*G

f"乌拉坦麻醉小鼠!& 0G*KD

f"

"$

结扎小鼠左肺$用磷酸盐缓冲液 "d' 0G灌洗右侧肺

叶 ) 次$每次 $d' 0G$回收约 "d+ 0G$回收率 ($e)

回收的灌洗液先计数单位体积内白细胞数量$然后

离心$沉淀涂片$干燥后用瑞氏5姬姆萨染色$在光学

显微镜下至少计数 +$$ 个白细胞并进行分类) 左侧

肺叶用 "$e甲醛溶液固定后做病理切片$苏木素5

伊红染色后观察肺组织炎症变化)

(_(!<c]对豚鼠离体气管平滑肌的影响

(_(_"!豚鼠离体气管条的制备."'/

!取豚鼠$雌雄

不拘$击昏后切开颈正中皮肤迅速取出喉头与隆突

之间的气管$放入盛有冷的 cCM\U5EM2UMSMN@!c5E"

液!D*G

f"

#;B<S#d*+$ c<S$d)'$ <B<S

+

$d+($cE

+

FH

&

$d"#$9D8H

&

*%E

+

H$d&'#($;BE<H

)

+d"$OSL5

./UM+d$"的培养皿中) 轻轻剥离气管周围结缔组

织后$剪成宽约 ) 00的气管环$用 & g$ 号丝线结

扎两端$放入含 ' 0Gc5E液的 )% h恒温浴槽中

!AE%d&"$持续通含 'e<H

+

和 *'eH

+

的混合气)

将标本一端穿线固定于 G型通气钩上$另一端连接

到张力转换器上$与9MJSB\生物信号采集处理系统

连接$记录肌张力变化$调整气管静息张力为 "d$ D$

每 +$ 0N2换 " 次营养液$平衡至少 #$ 0N2 后$开始

试验)

(_(_(!<c]对豚鼠离体气管平滑肌的直接松弛试

验!分别以 "$

f(

g"$

f+

!<c]稀释倍数的倒数"累

积剂量给药法加入<c]后$再加入 "$

f#

0/S*G

f"异

丙肾上腺素$使其达最大松弛) 计算时以 "$

f#

0/S

*G

f"异丙肾上腺素的松弛反应为 "$$e) <c]松

弛率j!基线张力值 f加入 <c]后的张力值"=!基

线张力值5加入异丙肾上腺素后的张力值" i"$$e)

(_(_&!<c]对<<E引起豚鼠离体气管平滑肌收缩

的解痉实验!先在浴槽内加入 "$

f#

0/S*G

f"的

<<E$待气管平滑肌收缩反应达到最大值并稳定!以

此收缩幅度为 "$$e"后$再依次以 "$

f(

g"$

f+累积

剂量加药法加入<c]$每次间隔 + g' 0N2$待前一浓

度的反应达平顶时再给下一高浓度的<c]$记录给每

一浓度<c]后的气道张力$并以降低<<E引起的最

大收缩高度的百分比来表示) <c]对 <<E的解痉

率j!加入<<E后的张力值 f加入 <c]后的张力

值"=!加入<<E后的张力值f基线张力值" i"$$e)

(_(_Q!<c]拮抗组胺引起豚鼠离体气管平滑肌收

缩作用的实验!在浴槽内加 "$

f'

0/S*G

f"组胺后

记录收缩曲线$待气管平滑肌收缩反应达到最大值

并稳定!以此收缩幅度为 "$$e"后$换液 ) 次$重新

稳定气管后加入终浓度为 "$

f+的 <c]$与气管作用

' 0N2 后$再次加入 "$

f#

0/S*G

f"组胺$计算 <c]

对组胺收缩反应的抑制作用)

(_&!统计分析

所有数据采用 8F88 ")d$ 进行分析$全部数据

均采用
#

Mp?表示$多组间比较采用单因素方差分析

!H2M5ZB64;H[4"$$n$d$' 为有显著性差异)

&!结果

&_"!<c]对哮喘小鼠呼吸道炎症的作用
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&_"_"!各组小鼠 R4GQ中白细胞总数和嗜酸性粒

细胞数!致敏小鼠雾化吸入 H[4+& ? 后$模型组

R4GQ中白细胞总数和嗜酸性粒细胞数量与对照组

相比显著增高!$n$d$""+与模型组相比$<c]雾化

吸入低%中剂量组无显著差异+而 <c]雾化吸入高

剂量组%和地塞米松组显著降低!$n$d$""!表 "")

表 "!各组小鼠R4GQ中白细胞总数和嗜酸粒

细胞数的比较!

#

Mp?$) j"$"

组别
剂量

=0G*KD

f"

白细胞总数

=i"$

%个=G

嗜酸粒细胞数

=i"$

%个=G

对照 f 'd(

p)d)

&$'"

$d"'

p$d"'

&"

模型 f &(d)

p"%d&

+$#"

+"d+

p"#d$

+$#"

<c]雾化吸入 $d+ '+d*

p"'d)

+$#"

"*d#

p"$d#

+$#"

$d& &#d+

p*d)

+$#"

"%d(

p""d%

+$#"

$d( +(d&

p*d+

+$&$'"

#d$

p'd)

&"

<c]腹腔注射 $d& +)d$

p#d#

+$&"

"d*

p"d)

&"

地塞米松 $d' "#d(

p&d*

"$&"

+d"

p+d&

&"

!!注#与对照组比""

$n$d$'$

+"

$n$d$"+与模型组比)"

$n$d$'$

&"

$n$d$"+与地塞米松组比'"

$n$d$'$

#"

$n$d$")

&_"_(!<c]对抗原攻击后支气管肺组织病理学的

影响 !光镜下! i+$$"观察到各组小鼠肺部病理$

与对照组小鼠肺部相比+模型组%<c]雾化吸入低%

中剂量组的小鼠肺部细支气管和小血管的管壁明显

增厚$炎症细胞浸润较多$气道上皮损伤%周围组织

疏松水肿等) 而<c]雾化吸入高剂量组%<c]腹腔

注射组和地塞米松腹腔注射组$小鼠肺部炎症明显

减轻$仅见轻度炎症细胞浸润!图 "")

&_(!<c]对豚鼠离体气管平滑肌的影响

&_(_"!<c]对豚鼠离体气管平滑肌的直接松弛作

用!不同浓度的 <c]对静息状态下的豚鼠离体气

管无明显舒张作用$与 ;8 对照组相比差异不显著$

无统计学意义!表 +")

&_(_(!<c]对<<E引起豚鼠离体气管平滑肌收缩

的解痉作用!不同浓度的 <c]对 <<E引起的豚鼠

支气管平滑肌收缩无明显解痉作用$与 ;8 对照组

相比无统计学差异!表 +")

&_(_&!<c]拮抗组胺引起豚鼠离体气管平滑肌收

缩作用的作用!<c]对组胺引起的豚鼠支气管平

滑肌收缩无明显拮抗作用$与 ;8 对照组相比无显

著性意义 .! f+)d# p+$d" "e lU! f"+d& p

"#d%"e$) j(/)

Q!讨论

气道炎症是支气管哮喘的基本特征$主要表现

!!

4d对照组+Rd哮喘模型组+<d<c]雾化吸入低剂量组+

Xd<c]雾化吸入中剂量组+Id<c]雾化吸入高剂量组+

Qd<c]腹腔注射组+Od地塞米松组)

图 "!各组小鼠肺组织病理改变!EI$ i+$$"

表 +!不同浓度<c]对豚鼠离体气管平滑肌的影响 e

组别 直接舒张率!) j(" 解痉率!) j*"

<c]"$

f(

f&-" p")-) f$-' p#-)

<c]"$

f%

f#-+ p"+-' "-# p(-*

<c]"$

f#

f+-* p*-# &-& p"+-+

<c]"$

f'

f$-* p"+-& )-" p")-'

<c]"$

f&

f+-" p")-* "-+ p"#-+

<c]"$

f)

$-" p"(-* $-# p"(-"

<c]"$

f+

f$-) p+$-& +-+ p"(-+

;8 f"$-+ p*-+ $-) p"&-$

为R4GQ中炎症细胞增加$细支气管和小血管周围

水肿以及大量嗜酸性粒细胞渗出浸润等) 因此采用

R4GQ计数炎症细胞和肺组织病理切片组织学观

察$是评价药物对过敏性哮喘支气管肺组织炎症作

用的重要指标."#/

) 本研究结果表明 <c]雾化吸入

高剂量组!$d( 0G*KD

f"

"和腹腔注射组!$d& 0G*

KD

f"

"能显著抑制哮喘小鼠 R4GQ中白细胞和嗜酸

性粒细胞的增多!与模型组相比$$n$d$""$说明

*&$)"*
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<c]能够抑制哮喘时炎症细胞的增加$从而减轻气

道炎症引起的损伤) 在同等剂量!$d& 0G*KD

f"

"

下$<c]雾化吸入无效但腹腔注射有效+且高剂量

雾化吸入组抗炎作用不及地塞米松组!$n$d$'"$

而腹腔注射组抗炎作用与地塞米松类似$说明 <c]

腹腔注射效果优于雾化吸入) 这可能是由于 <c]

的呼吸道抗炎作用并非是作用于呼吸道局部的直接

抗炎作用$而雾化给药药物需通过气道上皮细胞的

转运$这会降低药物到达深部靶细胞的机率."%/

$使

药物吸收减少$因此雾化吸入的疗效不及腹腔注射)

值得注意的是$<c]雾化吸入低剂量组!$d+ 0G*

KD

f"

"R4GQ中的白细胞总数甚至高于模型组$虽然

没有统计学差异$但提示未达治疗浓度的雾化吸入

给药可能会湿化膨胀分泌物$降低吸入空气中的氧

体积分数$反而加重气道炎症."(/

) 本研究 <c]腹

腔注射组采用的剂量为 $d& 0G*KD

f"

$按照'药理

实验方法学(

."*/中人和动物间按照体表面积折算的

等效剂量比值$人!%$ KD"与小鼠!+$ D"的系数为

)(%d*$该剂量在人体相当于每次 )d" 0G的用量$符

合说明书中规定的剂量!+ g& 0G=次"$而本研究中

<c]雾化吸入的有效剂量!高剂量组"相当于人体

用量每次 #d+ 0G$超出了现有说明书中的推荐剂

量) <c]说明书中的给药方式为N0$考虑到小鼠肌

肉组织少$因此在本次实验中$以腹腔注射替代肌肉

注射$与雾化吸入给药进行比较) 从研究结果来看$

雾化吸入<c]对哮喘急性发作有抗炎治疗作用$但

需要的剂量比肌注大$不符合药物经济学原则) 这

与临床研究的报道较为一致$<c]雾化吸入主要用

于婴幼儿%老年人等肌肉组织较少%难以注射

者."$5")/

)

雾化吸入支气管扩张剂可使药物直达病灶%局

部药物浓度高%疗效迅速%全身副反应小$是目前迅

速缓解喘息的首选治疗措施之一."(/

) 人体气道平

滑肌上主要分布有
#

+

受体%9受体和E

"

受体)

#

+

受

体兴奋使支气管平滑肌舒张$9受体和E

"

受体兴奋

使平滑肌收缩) 异丙肾上腺素是经典的
#

+

受体激

动剂$<<E和组胺分别是9受体和E

"

受体激动剂$

可以使平滑肌收缩) 观察药物有无支气管扩张作

用$可先做离体气道标本试验$常用豚鼠离体气管片

标本$首先直接观察对气管平滑肌的松驰作用$并与

标准药!如异丙肾上腺素"比较作用强度+其次$采

用观察受试药对抗致痉剂!组胺%<<E"引起的支气

管痉挛.+$/

) <<E引起的支气管收缩作用持久$而组

胺维持作用的时间较短$因此$本实验选用 <<E作

为收缩药对 <c]的量效曲线进行研究) 实验结果

显示$不同浓度的<c]对于静息状态下的豚鼠气管

平滑肌无直接松驰作用$对<<E引起的豚鼠气管平

滑肌收缩无解痉作用$高浓度 <c]!原液稀释 "$$

倍"对组胺引起的气管平滑肌收缩无拮抗作用$说

明<c]对气道平滑肌无扩张作用)

<c]雾化吸入和腹腔注射给药对卵白蛋白诱

导的小鼠哮喘均有抗炎治疗作用$但雾化吸入疗效

不及腹腔注射$体外实验中<c]对豚鼠离体平滑肌

扩张无明显作用) 提示 <c]雾化吸入治疗哮喘并

非首选给药方式$在采用雾化吸入给药时$可能需增

加用药剂量才能达到与肌内注射相同的疗效) 对于

婴幼儿%老年人等肌肉组织较少%难以注射者可以考

虑采用)
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