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［摘　 要］ 　 为评价复方制剂清呼合剂在临床应用的安全性，试验通过对 ＫＭ 小鼠单次灌胃清呼

合剂，观察试验小鼠出现的中毒症状、中毒程度、性质及死亡情况，评价受试药物毒性作用的性

质。 结果显示，ＫＭ 小鼠经口灌服 ５０００ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量的清呼合剂，７ ｄ 内未出现死亡、精神及行为异

常，表明本品对 ＫＭ 小鼠的 ＬＤ５０ 大于 ５０００ ｍｇ ／ ｋｇ。 根据急性毒性分级标准判定，本品属实际无

毒类中兽药。
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ｔｈｉｓ ｐｒｏｄｕｃｔ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ｎｏｎ － ｔｏｘｉｃ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｍｅｄｉｃｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｑｉｎｇｈｕ Ｈｅｊｉ； ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ； ｓａｆｅｔｙ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　 　 清呼合剂为本文研究的新兽药复方制剂，由黄

芩、枇杷叶等 ６ 味中药组成，具有清肺化痰、止咳平

喘之功效，主治由风热犯肺或风寒郁而化热等各种

原因引起的肺热咳喘证。 为客观评价该制剂的安

全性，依据农业部兽药评审中心《兽药研究技术指

导原则汇编（２００６ － ２０１１）》 ［１］，通过对 ＫＭ 小鼠单

次灌胃清呼合剂，连续观察试验小鼠出现的中毒症

状、中毒程度、性质及死亡情况，评价受试药物毒性

作用的性质，毒效应的特征及可能的靶器官，初步

判断受试药物的危险性，并探求受试药物的剂量 －
效应关系，求出半数致死量 ＬＤ５０及 ９５％ 可信限，为

评价其安全性提供依据［２ － ４］。
１　 材料与方法

１． １　 受试药物　 清呼合剂，２５０ ｍＬ ／瓶，每 １ ｍＬ 相

当于原生药 １ ｇ，批号 ２０１８０３２７，由石家庄江山动物

药业有限公司生产。 试验时取本品加入蒸馏水，按
最大剂量组配制供试品溶液，其他浓度按等容量稀

释法（１：Ｋ 稀释）进行稀释。
１． ２　 实验动物　 ＳＰＦ 级健康 ＫＭ 小鼠，体重 １８ ｇ ～
２２ ｇ，７２ 只（其中 １２ 只用于首次实验），雌雄各半，
北京华阜康生物科技股份有限公司提供，生产许可

证号：ＳＣＸＫ（京）２０１９ － ０００８。 将 ＫＭ 小鼠隔离检疫

５ ～７ ｄ，在检疫期间动物摄食、饮水和健康状态良好。
皮毛光滑、反应灵敏，粪便成形，眼、耳、鼻及会阴处

无分泌物，动物确认健康无病后可用于试验。
１． ３　 试验动物分组及给药剂量 　 选取 ＳＰＦ 小鼠

１２ 只（雌、雄各半）进行首次试验，设 ３ 个剂量组，
每组 ４ 只（雌、雄各半）。 试验前禁食不禁水 １２ ｈ，
分别灌服清呼合剂 １ 次，灌胃体积为 ０． ２ ｍＬ ／ １０ ｇ
体重，具体剂量见表 １。 如果高剂量组 （剂量为

５０００ ｍｇ ／ ｋｇ）死亡率为 ０％ ，则进行重复试验一、重
复试验二［５ － ７］，即分别选取 ３０ 只小鼠 （雌、雄各

半），各设 ３ 个剂量组，每组 １０ 只（雌、雄各半），灌
服清呼合剂 １ 次，灌胃体积为 ０． ２ ｍＬ ／ １０ ｇ 体重，具
体剂量见表 ２ 和表 ３。

表 １　 清呼合剂 ＫＭ 小鼠急性毒性试验首次

试验 －剂量及分组

Ｔａｂ １　 Ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｈｕ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｉｎ

ＫＭ ｍｉｃｅ ｆｉｒｓｔ ｔｅｓｔ － ｄｏｓｅ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ

组别 剂量 ｍｇ ／ ｋｇ
动物数 ／ 只

雌性 雄性

Ⅰ ５５５ ２ ２
Ⅱ １６６６ ２ ２
Ⅲ ５０００ ２ ２

表 ２　 清呼合剂 ＫＭ 小鼠急性毒性试验重复

试验一 －剂量及分组

Ｔａｂ ２　 Ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｈｕ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｉｎ ＫＭ

ｍｉｃｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｓｔ ｏｎｅ － ｄｏｓｅ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ

组别
剂量
ｍｇ ／ ｋｇ

动物数 ／ 只

雌性 雄性

Ⅰ ５５５ ５ ５
Ⅱ １６６６ ５ ５
Ⅲ ５０００ ５ ５

表 ３　 清呼合剂 ＫＭ 小鼠急性毒性试验重复

试验二 －剂量及分组

Ｔａｂ ３　 Ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｈｕ Ｍｉｘｔｕｒｅ ｉｎ ＫＭ

ｍｉｃｅ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｓｔ ｔｗｏ － ｄｏｓｅ ａｎｄ ｇｒｏｕｐ

组别
剂量
ｍｇ ／ ｋｇ

动物数 ／ 只

雌性 雄性

Ⅰ ５５５ ５ ５
Ⅱ １６６６ ５ ５
Ⅲ ５０００ ５ ５

１． ４　 试验观察　 给药 ４ ｈ 严密观察动物对供试品的

反应，以后每天观察一次，连续观察 ７ ｄ，４ ｄ 如有动物

死亡则观察 １４ ｄ。 观察内容：动物外观、活动情况、呼
吸状态、粪便形态、营养状况、被毛光泽［１，８］。 对动物毒

性反应情况、中毒症状、严重程度、中毒发生时间、持续

时间、恢复时间、动物死亡时间及死亡数量进行详细记

录，对死亡动物进行大体解剖。
１． ５　 结果统计　 统计并分析清呼合剂各剂量组的

动物死亡数。
１． ６　 毒性分级评定　 依据半数致死量（ＬＤ５０）及急
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性毒性（ＬＤ５０）剂量分级表［１］，对受试药物的毒性进

行分级。 见表 ４。
表 ４　 急性毒性（ＬＤ５０）剂量分级表

Ｔａｂ ４　 Ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ （ＬＤ５０） ｄｏｓｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ

级别 口服 ＬＤ５０ ／ （ｍｇ·ｋｇ － １）

极毒 ＜ １
剧毒 １ ～ ５０

中等毒 ５１ ～ ５００
低毒 ５０１ ～ ５０００

实际无毒 ５００１ ～ １５０００
无毒 ＞ １５０００

２　 结果与分析

２． １　 首次试验结果　 首次试验中，清呼合剂各剂

量组实验小鼠灌胃给药后，４ ｈ 内小鼠均未出现异

常现象，连续观察小鼠 ７ ｄ 后，各组小鼠行为及精

神状态良好（临床表现如 ２． ２ 图 １ 所示），眼、鼻、口
腔及肛门均无分泌物，二便正常，且各组小鼠均未

出现死亡。 结果见表 ５、表 ６。
表 ５　 急性毒性试验首次试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｆｉｒｓｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ
组别 剂量 ／ （ｍｇ·ｋｇ － １） 动物数 ／ 只 死亡只数 死亡率 ／ ％

Ⅰ ５５５ ４ ０ ０

Ⅱ １６６６ ４ ０ ０

Ⅲ ５０００ ４ ０ ０

表 ６　 啮齿动物中毒表现及观察项目

Ｔａｂ ６　 Ｒｏｄｅｎｔ ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ａｎｄ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｉｔｅｍｓ

器官检查 观察及检查项目 中毒后一般表现

中枢神经系统及躯体运动

行为 姿势无异常

动作 动作无异常

各种刺激的反映 不易兴奋，无直觉过敏或缺乏

大脑及脊髓反射 无减弱或消失

肌肉张力 无强直或延缓

自主神经系统
瞳孔大小 无缩小或放大

分泌 无流涎，流泪

呼吸系统
鼻孔 无流鼻涕

呼吸性质和速率 无呼吸困难

心血管系统 心区触诊 无心动过缓，心律不齐，心跳

胃肠系统
腹形 无腹泻及便秘

粪便硬度和颜色 粪便正常

生殖泌尿系统

阴户，乳腺 无膨胀

阴茎 无脱垂

会阴部 无污秽

皮肤和被皮
颜色，张力 无发红，褶皱，松弛和皮疹

完整性 无竖毛

黏膜
黏膜 无流粘液，充血，出血和苍白

口腔 无溃疡

眼

眼睑 无上睑下垂

眼球 正常，无眼球突出或震颤

透明度 清澈，无浑浊

其他
直肠或皮肤温度 正常

一般情况 姿势正常，无消瘦
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２． ２　 重复试验结果　 重复试验一和重复试验二

中，清呼合剂各剂量组实验小鼠灌胃给药后，４ ｈ
内小鼠均未出现异常现象，连续观察小鼠 ７ ｄ
后，各组小鼠均未出现死亡（表 ７） ，且小鼠行为

及精神状态等均正常（图 １ ） ，观察结果同表 ６。
各组小鼠均未出现死亡，即小鼠的死亡率为 ０。
由此 可 见，清 呼 合 剂 对 ＫＭ 小 鼠 的 ＬＤ５０ 大 于

５０００ ｍｇ ／ ｋｇ·ｂｗ。

表 ７　 急性毒性试验重复试验结果

Ｔａｂ ７　 Ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ

组别
剂量 ／

（ｍｇ·ｋｇ － １）
动物数 ／ 只 死亡只数 死亡率 ／ ％

重复试验一

Ⅰ ５５５ １０ ０ ０
Ⅱ １６６６ １０ ０ ０
Ⅲ ５０００ １０ ０ ０

重复实验二

Ｉ ５５５ １０ ０ ０
ＩＩ １６６６ １０ ０ ０
ＩＩＩ ５０００ １０ ０ ０

图 １　 小鼠急性毒性试验临床表现

Ｆｉｇ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｃｕｔｅ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｉｎ ｍｉｃｅ

２． ３　 毒性分级评定　 从本试验结果可知清呼合剂

的 ＬＤ５０ 大于 ５０００ ｍｇ ／ ｋｇ，按 １． ６ 表 ４ 急性毒性

（ＬＤ５０）剂量分级表进行分级，清呼合剂属于实际无

毒类中兽药。

３　 讨论与结论

兽药三个基本要素属性包括安全性、药品的质

量可控性以及临床的有效性。 兽药的优与劣，除取

决于有效性，还取决于毒性的高低。 因此，在新兽

药的开发与研究中必须要进行安全性评价［９ － １０］。

急性毒理试验是安全性评价的首要内容，指一日内

对动物单次或多次给药，连续观察给药后动物产生

的毒性反应及死亡情况的试验方法［１１］，进而测定

引起动物急性中毒的剂量，揭示动物在中毒过程中

出现的毒性反应和靶器官［１２］。 常用 ＬＤ５０的测定来

评价兽药急性毒性试验。

清呼合剂为纯中药复方新制剂，由黄芩、枇杷

叶等 ６ 味中药组成，前期药效学试验表明，清呼合

剂具有镇咳、祛痰、平喘、抗菌、抗炎等作用［１３］。 本

试验依据《兽药研究技术指导原则汇编（２００６ －

２０１１）》“兽药急性毒性试验（ＬＤ５０测定）指导原则”，

对清呼合剂进行了急性毒性评价试验。 首次试验结

果显示，ＫＭ 小鼠口服高剂量已达 ５０００ ｍｇ ／ ｋｇ 的清

呼合剂，未出现小鼠的死亡、精神及行为等异常。

将小鼠增加至 １０ 只（雌雄各半）重复两次试验，结
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果仍未见死亡及中毒症状。 因此，确定了清呼合剂

对 ＫＭ 小鼠的 ＬＤ５０大于 ５０００ ｍｇ ／ ｋｇ。 根据急性毒

性（ＬＤ５０）剂量分级表进行分级判断，清呼合剂属于

实际无毒类中兽药，这为评价其安全性提供了有力

依据，同时为后续长期毒性试验的剂量使用提供

依据。
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