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!摘!要"!为了研究芩黄口服液在止咳平喘方面的疗效!选用组胺喷雾法'氨水引咳法!观察对豚

鼠引喘潜伏期'小鼠咳嗽次数的影响$ 结果显示!芩黄口服液能明显延长组胺诱发豚鼠出现哮喘反

应的潜伏期%能明显的抑制氨水引起的小鼠咳嗽$ 芩黄口服液具有平喘'止咳作用$

!关键词"!芩黄口服液%止咳%平喘
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!! 芩黄口服液由黄芩'板蓝根'甘草'山豆根'麻

黄'桔梗六味中药组成!其中甘草'麻黄具有祛痰'

止咳'宣肺平喘的作用!加入黄芩对治疗高热'肺

炎'流行性感冒等呼吸道疾病效果明显!再加入清

热解毒的板蓝根'山豆根及清热化痰的桔梗!药效

更佳($ 1%)

!临床用于鸡传染性支气管炎的预防及辅

助性治疗!对鸡传染性支气管炎能起到良好的防治

效果(&)

% 试验旨在研究该药物在平喘'止咳等方面

的作用!为芩黄口服液的临床应用提供理论上的依

据%

@A材 料

$4$!药物!芩黄口服液!批号 "##)$"#$!规格 $## A>$

"$% K生药!洛阳惠中兽药有限公司&麻杏石甘颗

粒!批号 "##6#%$$!每 $## K相当于原生药 "&# K!市

售&磷酸组胺注射液!上海禾丰制药有限公司&氨

水!莱阳市双双化工有限公司%

$4"!动物!健康未交配的昆明种小鼠!体重 "# l" K!

雌雄各半% 试验前观察一周!挑选健康活泼的小鼠

用于试验% 豚鼠!体重 "## l"# K!雌雄各半% 试验

前观察一周!挑选健康活泼的豚鼠用于试验%

BA方 法

"4$!平喘作用实验! 选用符合标准的豚鼠 )# 只

"喷雾后 $)# Y内不出现喘者弃用#!雌雄各半!随

机分为 ) 组!每组 $# 只% 药物组分别灌服芩黄口

服液 54&'%4"'$45 A>*bK*N["分别相当于 $%45&'

543"'%4&$ K生药*bK*N[#!$ 次*W!连续 % W!药物

对照组灌服麻杏石甘颗粒 54& K*bK! $ 次*W!连续

% W&空白对照组灌服纯化水 54& A>*bK*N[% 末次
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给药 %# AB< 后!将受试动物放入喷雾箱中!喷入

CAK*A>的组胺溶液 $ A>!记录喷雾开始到豚鼠出

现引喘的时间"Y#为潜伏期!并计算延长率%

引喘潜伏期延长率"\# p"给药后潜伏期 1

给药前潜伏期# =$##\*给药前潜伏期

"4"!止咳作用实验! 采用氨水引咳法!取小鼠 )#

只!雌雄各半!随机分成 ) 组!每组 $# 只!药物组分

别灌服芩黄口服液 $#4&')4"'"45 A>*bK*N["分

别相当于 ""4$"'$$4#5')4)% K生药*bK* N[#!

$ 次*W!连续 % W&药物对照组灌服麻杏石甘颗粒

$#4& K*bK! $ 次*W!连续 % W&空白对照组灌服纯化

水$#4& A>*bK*N[% 于末次给药 %# AB< 后!将动

物置于 )## A>烧杯中!内放吸有 $# A>"#\的氨

水棉球!观察记录小鼠 " AB< 内咳嗽次数"小鼠咳

嗽!以小鼠腹肌收缩或缩胸!同时张大嘴为指标#!

并做统计分析%

"4%!统计学方法! 试验数据用 0+00$$4# 分析软

件进行统计学处理!结果用Ll>表示% 显著性用7

表示!其中 #4#$ m7m#4#) 表示差异显著!7m#4#$

表示差异极显著%

EA结 果

%4$!平喘作用实验结果 !

结果见表 $!芩黄口服液高剂量组'中剂量组豚

鼠引喘出现潜伏期明显长于空白对照组"高'中剂

量组$7m#4#$#!低剂量组引喘出现潜伏期与空白

对照组比较有一定延长趋势!但统计学未见显著性

差异"7i#4#)#% 且芩黄口服液高'中剂量组豚鼠

引喘出现潜伏期与药物对照组麻杏石甘颗粒比较!

无显著性差异"7i#4#)#% 高剂量组延长率与药

物对照组麻杏石甘颗粒比较!无显著性差异"7i

#4#)#%

表 @A芩黄口服液平喘作用的实验观察 # !

L

]"&'̂ @H$

组别 剂量
引喘潜伏期*Y

给药前 给药后
延长率*\

低剂量组 $45 A>*bK &)4'& l'43" )&4'3 l343% "#4#6 l54#&

中剂量组 %4" A>*bK &&4'3 l'4#" ')4)" l$"4'# 53433 l$%46)

高剂量组 54& A>*bK &)4'& l5435 6%4"5 l$)4"$ $#)4'" l%#4$6

空白对照组 54& A>*bK &)4## l)4'% &)4&) l)4$3 $4"# l%4$'

药物对照组 54& K*bK &%43& l54$) 3&4"# l$"4)) 6"4)' l$'4#%

%4"!止咳作用实验结果 !

结果见表 "!在氨水引咳法实验中!以咳嗽次数

为指标!芩黄口服液高剂量'中剂量组及低剂量组

同空白对照组间均有显著性差异"高'中剂量组$

7m#4#$!低剂量组7m#4#)#!高'中剂量组同药物

对照组麻杏石甘颗粒组间无明显差异"7i#4#)#%

表 BA芩黄口服液对氨水致咳小鼠的影响 # !

L

]"&'̂ @H$

组别 剂量 动物数*只 咳嗽次数*次

低剂量组 "45 A>*bK $# &)4" l64"

中剂量组 )4" A>*bK $# %54$ l$$43

高剂量组 $#4& A>*bK $# "54" l34%

空白对照组 $#4& A>*bK $# )&4$ l'45

药物对照组 $#4& K*bK $# %$4# l$"4$

FA结 论

芩黄口服液组方配伍沿用传统复方制剂!由麻

杏甘石汤和普济消毒饮加减而来$麻杏石甘汤中甘

草与麻黄配伍可增强麻黄平喘的功效!还能协调诸

药&普济消毒饮由黄芩'黄连'桔梗'生甘草'连翘'

板蓝根'马勃'牛蒡子'薄荷等组方而成!可治疗恶

寒发热'风热疫毒'咽喉不利等病症% 试验表明!芩

黄口服液综合以上两个传统组方优势!对组胺诱发

豚鼠出现哮喘反应的潜伏期有明显的延长作用!且

能明显抑制氨水引起的小鼠咳嗽!具有止咳平喘的

功效%
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!摘!要"!使用间接免疫荧光方法".a2#和过氧化物酶单层试验".+;2#测定猪瘟兔化弱毒的病毒

含量"8,.̂

)#

#$ 两种方法都使用韩国 f/8公司猪瘟单抗作为一抗!此单抗的稀释倍数最高为 %##

倍$ 8THQNCHQ过氧化物酶底物显色的'感染猪瘟兔化弱毒的阳性细胞呈现蓝色!易于辨识!所以确定

8THQNCHQ为.+;2方法中的酶作用底物$ 建立的的 .a2和 .+;2方法与兔体反应热法进行了比较!

证明两者存在一定平行关系!但.a2和.+;2比兔体反应热法检测结果的数值低 $ 个数量级左右$

基于以上结果!8,.̂

)#

方法可作为猪瘟疫苗效力检验的候选方法$

!关键词"! 猪瘟兔化弱毒%8,.̂

)#

%过氧化物酶单层试验%间接免疫荧光方法

作者简介%李晶梅!硕士!从事兽用疫苗研究%

通讯作者%谢红玲% @1A9BC$$%&$6)&5"5% D$5%4EFA

5R</'$5*\<.&+T8VC;-")+0)")2"-&'

>.fB<K1AQB! OGJPQB! M.LGF<K1K9<K! f.L_O?B1:B9<K! >.2̀ gH9< 1XH9<! gJgB1jH9<!

I.2̀ ;B<! gJ2L_9<K! I.@GF<K1CB<K

!

! M.0?B1?H9! P@LPQ< 1Y?Q<K

"!"#$% &#'(()*+,'-'./&'012! !"#$% &%##'#! &#,%$#

<=3"+/2"$ .<WBTQEUBAAH<FVCHFTQYEQ<U9YY9X".a2#9<W BAAH<FSQTFRBW9YQAF<FC9XQT9YY9X".+;2# [QTQHYQW UF

UBUT9UQU?QUBYYHQEHCUHTQB<VQEUBFHYWFYQ

)#

"8,.̂

)#

# FV?FKE?FCQT9C9SB<BhQW ZBTHY"G,>7# Z9EEB<Q4 S̀UBABhQW

9<UBNFWXWBCHUBF< 9<W SQTFRBW9YQYHNYUT9UQ4f/8EFTSFT9UBF<+Y,0a7A2NYHYQW [9Y<FAFTQU?9< %## UBAQY

WBCHUBF<4+FYBUBZQEQCCYB<EHN9UQW [BU? 8THQ/CHQSQTFRBW9YQYHNYUT9UQY?F[QW NCHQ! 9<W Q9YXUFWBYUB<KHBY?4.a2

9<W .+;2E9< UBUQT8,.̂

)#

FVVB<BY?QW 9<W YQAB1VB<BY?QW STFWHEUYFVG,>7Z9EEB<Q48?QTQ[QTQYFAQS9T9CCQC

TQC9UBF<Y?BS NQU[QQ< -.̂ 9<W 8,.̂

)#

4-.̂ [9Y9NFHUF<QFTWQTFVA9K<BUHWQU?9< 8,.̂

)#

4/9YQW F< U?Q

TQYQ9TE?! 8,.̂

)#

[BCCNQHYQW 9YE9<WBW9UQQVVBE9EXAQU?FW4

>)% ?&+$3$ ?FKE?FCQT9C9SB<BhQW ZBTHY& 8,.̂

)#

&.+;2&.a2

!! 猪瘟病毒",0a7#,株!又名猪瘟兔化弱毒株

"G,>7#!由其制备的猪瘟兔化弱毒活疫苗是广泛

使用的主流猪瘟疫苗% 兔体感染量"-.̂#和猪体

半数保护量"+̂

)#

#是评价疫苗效力的指标% 动物

的饲养状况'健康状况等个体差异也会对检验结果

产生影响% 8,.̂

)#

是病毒含量的测定方法之一!病

毒在细胞内繁殖引起细胞病变",+@#!通过,+@的

判定!计算病毒含量% ,0a7不引起,+@!所以,0a7

病毒含量测定要结合免疫荧光方法"a2#'间接免

疫荧光方法".a2#或过氧化物酶单层试验".+;2#

等免疫学方法进行判定% 结合 .a2和 .+;2的

,0a78,.̂

)#

的效价测定方法见于很多报道($ 1%)

%

由于各文献并未对方法中的操作进行标准化!所以

在实际应用中各反应条件均需逐一优化% 本研究

*)%*
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参考前人方法并结合自身经验!优化反应条件!建

立了结合.a2和.+;2的G,>78,.̂

)#

的效价测定

方法% 方法使用的细胞为易于培养的 08传代细

胞&猪瘟抗体选择的是可以商品化购得的猪瘟单

抗&筛选的过氧化物酶底物8THQ/CHQ的显色效果优

于 2̂/'2@,% 现将方法和条件优化试验报告如

下%

@A材料和方法

$4$!材料 !

$4$4$!细胞和毒种!08细胞'猪瘟兔化弱毒株'

猪瘟半成品疫苗和猪瘟成品疫苗"细胞源!犊牛睾

丸细胞#由本公司保存%

$4$4"!主要试剂!猪瘟单抗为韩国 f/8公司产

品!;@;培养基为 _BNEF公司产品!新生牛血清

"L/0#为金源康公司产品!羊抗鼠 .K_1a.8,为

8?QTAF公司产品!G-+10+2为 0BKA9公司产品!

8THQ/CHQ过氧化物酶底物为]+>公司产品!2@,和

2̂/过氧化物酶底物为武汉博士德公司产品!细胞

培养液为含 3\ L/0的;@;!病毒培养液为含 "\

L/0的;@;%

$4$4%!实验动物!大耳白兔!武汉生物制品研究

所提供%

$4"!方法 !

$4"4$!猪瘟病毒感染 08细胞! 1'# c保存的

G,>7湿毒室温水浴使其解冻!备用% 取密度为

$4# =$#

)

(%4# =$#

) 个细胞*A>的 08细胞悬液!

接种到 65 孔细胞培养板!每孔 $##

!

>!%' c!)\

,̀

"

贴壁培养 $5 ("& ?!待细胞长满单层!弃去细

胞培养液!加入病毒培养液 $##

!

>!接种病毒培养

液适当稀释的G,>7$##

!

>!继续培养 '" (65 ?!

备用%

$4"4"!建立.a2检测方法

$4"4"4$!操作步骤!弃掉 $4"4$ 项中 65 孔板内

的病毒培养液!+/0 洗细胞 " 次!3#\冷丙酮固定

细胞培养板 $# ("# AB<!+/0 洗细胞 " 次!加入一

抗"猪瘟单抗#!%' c孵育 $ ?!+/0 洗细胞 & 次!加

入二抗"羊抗鼠.K_1a.8,#!%' c孵育 $ ?!+/0洗

细胞 & 次!双蒸水洗细胞 $ 次!倒置荧光显微镜观

察%

$4"4"4"!抗体稀释度优化!$## 倍'%## 倍'$###

倍稀释的一抗用于.a2操作!按照 $4"4"4$ 项方法

从上述三个稀释倍数中选出一抗的最适稀释度%

二抗为常用商品化试剂!无需优化使用浓度!即羊

抗鼠.K_1a.8,按说明书建议的 $## 倍稀释使用%

$4"4%!建立.+;2检测方法

$4"4%4$!操作步骤!弃掉 $4"4$ 项中 65 孔板内

的病毒培养液!+/0 洗细胞 " 次!3#\冷丙酮固定

细胞培养板 $# ("# AB<!+/0 洗细胞 " 次!加入一

抗"猪瘟单抗#!%' c孵育 $ ?!+/0 洗细胞 & 次!加

入二抗"G-+10+2#!%' c孵育 $ ?!+/0 洗细胞 &

次!双蒸水洗细胞 $ 次!加过氧化物酶底物!%' c孵

育 $# (5# AB<!弃去底物!双蒸水洗细胞 $ 次!倒置

显微镜观察%

$4"4%4"!抗体稀释度优化!$## 倍'%## 倍'$###

倍稀释的一抗用于 .+;2操作!按照 $4"4%4$ 项方

法从上述三个稀释倍数中选出一抗的最适稀释度%

二抗为常用商品化试剂!无需优化使用浓度!即

G-+10+2按说明书建议的 3### 倍稀释使用%

$4"4%4%!底物选择!按照 $4"4%4$ 项方法对使用

的过氧化物酶底物种类进行优化!从 2@,' 2̂/和

8THQ/CHQ中选择辨识度最高的显色底物%

$4"4&!.a2方法或 .+;2方法测定细胞源猪瘟疫

苗半成品和成品的病毒含量! 1"# c保存的疫苗

半成品室温水浴使其解冻&成品苗测定前以疫苗稀

释液复溶至冻干前体积% 使用 65 孔细胞培养板!

选择 $#

1$到 $#

15六个稀释度!每稀释度重复 5 孔!

每孔加 $##

!

>!并设不接毒对照 5 孔% 按 $4"4$'

$4"4"'$4"4% 项方法接毒和检测% 观察到阳性信号

的孔记为阳性!否则为阴性% -QQE? 1;HQ<E? 法计

算并换算出样品的病毒含量"8,.̂

)#

*A># %

$4"4)!细胞源猪瘟疫苗半成品和成品的-.̂测定

!$4"4& 项中的半成品和成品疫苗以,中华人民共

和国兽药典-上的方法测定 -.̂

(&)

!并与 8,.̂

)#

测

定结果比较% 每个样品测定 "# 万倍')# 万倍'$##

万倍'"## 万倍四个稀释度%

BA结 果

"4$!.a2方法优化条件!倒置荧光显微镜下观

察!$## 倍'%## 倍'$### 倍稀释的一抗用于检测!阴

性细胞无任何背景% 阳性细胞以 $## 倍'%## 倍稀

释的一抗检测!荧光信号明显&以 $### 倍稀释的一

抗检测!荧光信号较弱!因此!一抗稀释倍数最高确

定为 %## 倍% 65 孔病毒培养板以 3#\丙酮固定!

经过一抗'二抗各 $ ? 的孵育!可见光下观察!孔内

细胞脱落少!可以很好的避免漏检%

"4"!.+;2方法优化条件!从图可以看出! $## 倍

稀释一抗后 2@,' 2̂/'8THQ/CHQ都有很好的显色

*5%*
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效果"图 $2'/',#!一抗二抗相同的情况下!8THQe

NCHQ显示蓝色!与粉色 2@,和棕色 2̂/比较更易

辨识&$### 倍稀释一抗后2@,' 2̂/显色孔中几乎

无法辨识出阳性信号!8THQ/CHQ显色孔仍可辨识

"图 $_'G'.#&而 %## 倍稀释一抗后8THQ/CHQ显色!

结果辨识度好!又不需要高浓度单抗"图 $a#% 综

合以上结果!最终选用使用 %## 倍稀释一抗!8THQe

/CHQ显色% 65 孔病毒培养板以 3#\丙酮固定!经

过一抗'二抗各 $ ? 的孵育!显色液 $# (5# AB< 孵

育!孔内细胞脱落少"图 $#!可以很好的避免漏检%

24一抗 $## 倍稀释2@,显色&/4一抗 $## 倍稀释 2̂/显色&,4一抗 $## 倍稀释8THQ/CHQ显色& 4̂一抗 %## 倍稀释2@,显色&

@4一抗 %## 倍稀释 2̂/显色&a4一抗 %## 倍稀释 8THQ/CHQ显色&_4一抗 $### 倍稀释2@,显色&

G4一抗 $### 倍稀释 2̂/显色&.4一抗 $### 倍稀释8THQ/CHQ显色

图 @A5*\<不同一抗稀释倍数'不同底物显色结果

"4%!.a2方法和 .+;2方法测定 G,>7病毒含量

!用确定的 .a2方法测定 G,>7病毒含量% 本次

操作!可观察到阳性信号的最高稀释度孔为 $#

1&稀

释度!阳性信号强烈"图 "2#% 少量甚至单个细胞

胞浆显示的荧光信号也清晰可见 "图 "2箭头

所指#%

用确定的.+;2方法测定G,>7病毒含量% 本

次操作!可观察到阳性信号的最高稀释度孔为 $#

1&

稀释度!阳性信号强烈!少量甚至单个细胞胞浆蓝

色着染也清晰可见"图 "/箭头所指#%

24.a2&/4.+;2

图 BA5R<'5*\<可检测到阳性信号的最高病毒稀释度

"4&!.a2'.+;2法与兔热法测定猪瘟兔化弱毒病

毒含量比较!以疫苗稀释液复溶的猪瘟成品疫苗!

存在冻干保护剂!操作.a2'.+;2前观察!$#

1$稀释

度孔细胞状态略差于对照孔细胞!.a2和 .+;2操

作后!细胞脱落 "#\(3#\% 操作 .a2'.+;2前

后!$#

1"稀释度孔细胞状态与对照孔细胞无差异%

同一样品.a2'.+;2方法各三次重复测定!结

果无显著差异% 说明 .a2'.+;2方法测定结果重

复性较好% 测定的病毒含量 8,.̂

)#

数值与兔体反

应热方法测定的 -.̂ 数值!差异较大!但有一定的

平行关系% -.̂ 结果数值高于 8,.̂

)#

结果数值 $

个滴度左右% 详细结果见表 $%

EA讨 论

前人将 .a2'.+;2两种免疫学方法分别应用

到,0a7检测中!解决了,0a7无,+@'无法直接判

定细胞是否感染的难题% 以此为基础!还开发了结

合.a2和.+;2的猪瘟病毒8,.̂

)#

测定方法!方法

*'%*



中国兽药杂志 "#$%!&'"$##$%) (%3*李晶梅!等!

表 @A5R<'5*\<及兔体反应热方法测定病毒含量比较

被检样品 .a2"8,.̂

)#

*A># .+;2"8,.̂

)#

*A>#

-.̂"-.̂*A>#

半成品 $

$#

)4% l#4"5

"$#

)4#

($#

)4)

#

!

$#

)4") l#4")

"$#

)4#

($#

)4)

#

!

" =$#

5

半成品 "

$#

)4& l#4$&

"$#

)4")

($#

)4)

#

!

$#

)4%% l#4$&

"$#

)4")

($#

)4)

#

!

" =$#

5

成品 $

$#

&4& l#4$%

"$#

&4")

($#

&4)

#

!

$#

&4% l#4"5

"$#

&4#

($#

&4)

#

!

#4) =$#

5

成品 " *

$#

&4)

$ =$#

5

成品 % *

$#

&4%%

#4) =$#

5

成品 & *

$#

&4#

#4" =$#

5

成品 ) *

$#

%45'

#4) =$#

5

注$

!

为三次重复测定!平均数l标准差!括号中的数值为数据范围%

的具体操作步骤和应用见于很多报道($ 1%!))

% 本文

使用商品化猪瘟单抗'优化的检测条件!对猪瘟疫

苗病毒含量进行测定!以期作为-.̂和 +̂

)#

的补充

方法加强猪瘟疫苗的质控%

本研究筛选的 .+;2底物显示蓝色有很好的

辨识度!同一样品 .+;2方法和 .a2方法测定的

8,.̂

)#

结果也相近!加之 .+;2操作无需昂贵的荧

光显微镜!所以 .+;2测定方法非常适合应用到

G,>7定量中%

将优化的.a2'.+;2方法用于测定某批次"细

胞源#猪瘟疫苗成品'半成品的疫苗效价% 猪瘟疫

苗半成品为含有猪瘟病毒的细胞培养液!在检测前

无需特殊处理% 猪瘟成品疫苗是半成品中加入冻

干保护剂冻干后的制品!测定前以疫苗稀释液复溶

至冻干前体积% $#

1$稀释的猪瘟成品疫苗由于保

护剂浓度高!使得细胞状态略差于对照孔细胞%

$#

1"稀释的猪瘟成品疫苗!虽然存在少量冻干保护

剂!但不对细胞状态造成影响%

,中华人民共和国兽药典-将 -.̂ 和 +̂

)#

作为

评定猪瘟疫苗效力的方法(&)

% 实际操作中受实验

动物质量的影响!有时检测结果不能够完全反应疫

苗效价% 而.a2'.+;2方法简单!受外界因素影响

小!结果稳定% 方法可以应用到猪瘟疫苗半成品和

成品检验中作为-.̂ 和 +̂

)#

的辅助方法控制疫苗

质量% 从本研究的少量数据分析!.a2'.+;2方法

与兔热法测定的病毒含量存在差异!兔热法测定数

值更高% 但是不同方法测定结果 "-.̂' +̂

)#

和

8,.̂

)#

#的对应关系在文献中有不同于本研究的结

果!各研究结果也存在差异($ 1%!5)

!可能是-.̂'+̂

)#

测定时实验动物个体差异!.a2'.+;2测定时细胞

状态不同或检测用抗体敏感度不同引起% 现有文

献中不同方法测定结果之间的平行关系数据相对

较少!还不足以得出准确结论!有必要深入系统研

究!以期筛选出一种简单准确的方法用于猪瘟疫苗

效价%
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