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摘要： 目的　 分析小青龙汤的化学成分， 观察小青龙汤对慢性阻塞性肺疾病急性发作期 （ＡＥＣＯＰＤ） 小鼠的作用。
方法　 采用高效液相色谱法分析小青龙汤的化学成分。 采用 “烟雾＋肺炎克雷伯菌” 复制 ＡＥＣＯＰＤ 模型， 设空白组、
模型组、 小青龙汤组 （１２ ６ ｇ ／ ｋｇ）、 克拉霉素组 （７０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 给药干预后， 通过肺功能测试仪检测小鼠肺功能吸气

峰流量 （ＰＩＦ）、 呼气峰流量 （ＰＥＦ）、 每分钟通气量 （ＭＶ）， ＨＥ 染色观察小鼠肺组织病理变化， ＥＬＩＳＡ 法观察小鼠血

清炎症因子 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。 结果　 小青龙汤化学成分为芍药苷、 甘草苷、 桂皮醛、 甘草酸和五味子醇甲。
与空白组比较， 模型组小鼠出现支气管上皮细胞脱落， 肺动脉壁增厚， 肺泡扩张、 破裂和融合以及炎性细胞浸润等典

型病变， 血清 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 小青龙汤组和克拉霉素组小鼠 ＡＥＣＯＰＤ 典

型病理特征均得到缓解， 肺泡间隔的破坏减少， 肺泡保留了相对正常的结构， ＡＥＣＯＰＤ 小鼠肺功能 ＰＥＦ、 ＰＩＦ 和 ＭＶ
得到改善 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 血清 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结论　 小青龙汤可以有效

治疗 ＡＥＣＯＰＤ， 其作用机制可能与抑制炎症反应有关。
关键词： 小青龙汤； 慢性阻塞性肺疾病急性发作期 （ＡＥＣＯＰＤ）； 高效液相色谱； 炎症
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　 　 慢性阻塞性肺疾病 （ＣＯＰＤ） 是一种常见的以持续性

呼吸道症状和气流受限为特征的可以预防和治疗的疾病，
该病不仅会导致患者生活质量降低， 还会导致骨骼肌退化，
加重缺血性心脏病、 心衰、 骨质疏松、 贫血、 糖尿病、 代

谢综合征等。 ＣＯＰＤ 是全球发病率和死亡率最高的疾病之

一， 仅 ２０１５ 年全球该病死亡人数有 ３２０ 万， 比较 １９９０ 年

增加了 １１ ６％ ［１］ ， 由于持续危险因素暴露和人口老龄化，
预计 ２０３０ 年将成为全国第 ７ 大疾病负担［２⁃４］ ， 成为全球重

大公共健康卫生挑战。
中医药治疗呼吸系统疾病具有悠久的历史， 积累了丰

富的经验。 小青龙汤源自 《伤寒论》， 治疗咳嗽、 咯痰、
喘息等症状有良好疗效［５⁃７］ ， 国内学者对小青龙汤有效物质

基础、 作用机制开展研究， 鉴定了小青龙汤的部分重要单

体［８⁃９］ ， 但其成分及作用机制较为复杂， 仍需要进一步研

究。 本研究拟通过高效液相色谱 （ＨＰＬＣ） 法初步揭示小

青龙汤的重要活性成分， 并从环氧化酶⁃２ （ＣＯＸ⁃２）、 肿瘤

坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白介素⁃６ （ ＩＬ⁃６） 等炎症因子角度

揭示小青龙汤对慢性阻塞性肺疾病急性发作期 （ＡＥＣＯＰＤ）
小鼠的作用机制。
１　 材料

１ １　 动物 　 ３２ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠， 体质量 （２０ ±
２） ｇ， 购自成都达硕实验动物有限公司， 实验动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０１５⁃０３０。
１ ２　 药物　 小青龙汤由蜜麻黄 １０ ｇ、 桂枝 １０ ｇ、 赤芍１０ ｇ、
五味子 １５ ｇ、 干姜 １０ ｇ、 细辛 ６ ｇ、 法半夏 １５ ｇ、 蜜甘草

１０ ｇ组成， 购自成都中医药大学附属医院， 由成都中医药

大学范刚副教授鉴定为正品， 药材加水煎煮提取， 制成干

粉 （每 １ ｇ 药粉相当于 ５ ｇ 生药）， 冷冻保存备用， 根据人
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与小鼠给药剂量换算， 小青龙汤的剂量为 １２ ６ ｇ ／ ｋｇ。
１ ３　 试剂　 甘草酸铵、 桂皮醛 （批号 ０７３１⁃９７０４、 １１０７１０⁃
２０１０１６， 纯度大于 ９８％ ） 对照品购自中国食品药品检定研

究院； 甘草苷 （批号 Ｇ⁃００９⁃１２１１２４， 纯度大于 ９８％ ） 对照

品购自成都瑞芬思生物科技有限公司； 芍药苷 （批号

ｗｋｑ１６０６２２０５， 纯度大于 ９８％ ） 对照品购自四川省维克奇

生物 科 技 有 限 公 司； 细 辛 脂 素、 五 味 子 醇 甲 （ 批 号

ＰＳ０６１１⁃００２０、 ＰＳ０３７３⁃００２５， 纯度大于 ９８％ ） 对照品购自

成都普思生物科技股份有限公司。 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α
ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （货号 ＺＣ⁃３８２４９、 ＺＣ⁃３７９８８、 ＺＣ⁃３９０２４， 上

海茁彩生物科技有限公司）。
１ ４　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 型高效液相色谱仪 （美国安捷伦

公司）； Ｍｕｌｔｌｓｋａｎ Ｍｋ３ 型酶标仪 （美国赛默飞世尔公司）；
ＤＺＫＷ⁃４ 型电子恒温水浴锅 （北京中兴伟业仪器有限公

司）； ＡｎｉＲｅｓ ２００５ 型动物肺功能测试仪 （北京贝兰博科技

有限公司）。
２　 方法

２ １　 小青龙汤化学成分分析

２ １ １　 供试品溶液制备　 取小青龙汤干燥药粉约 ５００ ｍｇ，
加入 ５０％ 甲醇 ３０ ｍＬ， 称定质量， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 再称

定质量， 用 ５０％ 甲醇补足减失的质量， 滤过， 经 ０ ４５ μｍ
微孔滤膜过滤， 即得。
２ １ ２　 对照品溶液制备　 取甘草酸铵、 甘草苷、 芍药苷、
五味子醇甲、 桂皮醛对照品适量， 精密称定， 加甲醇制成

０ ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液， 即得。
２ １ ３　 色谱条件 　 Ｉｎｅｒｔｓｉｌ  ＯＤＳ⁃３ 色谱柱 （ ４ ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 ０ ２％ 磷酸溶液 （Ａ） ⁃甲醇 （Ｂ），
梯度洗脱 （０ ～ １０ ｍｉｎ， ５％ ～ １５％ Ｂ； １０ ～ ２０ ｍｉｎ， １５％ ～
３５％ Ｂ； ２０ ～ ２８ ｍｉｎ， ３５％ ～ ４０％ Ｂ； ２８ ～ ３５ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ；
３５～４５ ｍｉｎ， ４０％ ～５０％ Ｂ； ４５～ ５５ ｍｉｎ， ５０％ ～ ７０％ Ｂ； ５５～
６５ ｍｉｎ， ７０％ ～ ９０％ Ｂ）； 体 积 流 量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱 温

３０ ℃； 检测波长 ２３０ ｎｍ； 进样量 １０ μＬ。
２ ２　 小青龙汤对 ＡＥＣＯＰＤ 小鼠的干预作用

２ ２ １　 造模　 小鼠鼻内滴注 ０ １ ｍＬ 肺炎克雷伯菌 （６×１０８

ｃｆｕ ／ ｍＬ）， 每天 １ 次， １ 周给予 ５ ｄ， 连续 ８ 周， 接着置于体

积约 ７０ ｃｍ×５０ ｃｍ×３０ ｃｍ 的密闭木箱中吸烟约 ３０ ｍｉｎ， 每

天 ２ 次， 每次燃烧 １０ 根烟［１０］ ， 连续 ８ 周。
２ ２ ２　 分组及给药 　 小鼠按 “２ ２ １” 项下方法造模后，
随机分为模型组、 小青龙汤组 （１２ ６ ｇ ／ ｋｇ）、 克拉霉素组

（７０ ｍｇ ／ ｋｇ）， 另取正常小鼠为空白组， 每组 ８ 只。 小青龙

汤组和克拉霉素组灌胃给予相应剂量药物， 空白组和模型

组灌胃给予等量生理盐水， 连续给药 ２ 周。
２ ２ ３　 小鼠肺功能检测 　 末次给药 ２４ ｈ 后， 将小鼠放在

动物肺功能测试仪盒子中， 连接传感器和电脑， 适应 ５ ｍｉｎ
后检测肺功能， 包括呼气峰流量 （ ＰＥＦ）、 吸气峰流量

（ＰＩＦ） 和分钟容积 （ＭＶ）。
２ ２ ４　 ＨＥ 染色观察肺组织病理变化　 肺功能检测完毕后，
取小鼠肺叶， １０％ 甲醛溶液固定， 常规脱水、 石蜡、 包埋、

切片， ＨＥ 染色后于 ４００ 倍光镜下观察。
２ ２ ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎性细胞因子水平　 肺功能检测

完毕后， 取小鼠静脉血， 离心后取血清， 按照试剂盒说明

书进行操作， 采用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长处检测吸光度， 计

算血清 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平。
２ ２ ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２０ ０ 软件进行处理， 计量

资料以 （ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用独立 ｔ 检验或方差分

析。 Ｐ＜０ ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３ １　 小青龙汤化学成分分析　 通过 ＨＰＬＣ 检测， 发现小青

龙汤主要有 １５ 个色谱峰， 其中 ５ 号峰为芍药苷、 ６ 号峰为

甘草苷、 ８ 号峰为桂皮醛、 １１ 号峰为甘草酸、 １２ 号峰为五

味子醇甲， 见图 １。 现代研究表明， 芍药苷为赤芍药材的

主要活性成分， 甘草苷和甘草酸为甘草药材的活性成分，
五味子醇甲为五味子药材的主要活性成分， 而桂皮醛为桂

枝药材的特征成分。 因此， 这些成分可能为小青龙汤治疗

ＡＥＣＯＰＤ 的有效成分。

５． 芍药苷　 ６． 甘草苷　 ８． 桂皮醛　 １１． 甘草酸　 １２． 五味子醇甲

图 １　 小青龙汤 ＨＰＬＣ 色图谱

３ ２　 小青龙汤对 ＡＥＣＯＰＤ 小鼠肺功能的影响 　 与空白组

比较， 模型组小鼠 ＰＥＦ、 ＰＩＦ 和 ＭＶ 降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模

型组比较， 小青龙汤组和克拉霉素组小鼠 ＰＥＦ、 ＰＩＦ 和 ＭＶ
升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 见表 １。

表 １　 各组小鼠肺功能比较 （ｘ±ｓ）

组别
动物数 ／

只

ＰＩＦ ／

（ｍＬ·ｓ－１）

ＰＥＦ ／

（ｍＬ·ｓ－１）

ＭＶ ／

（ｍＬ·ｓ－１）
空白组 ８ ５ ２０±０ ６２ ３ ２３±０ １７ ３９ ２７±１ ２４
模型组 ６ ２ ６３±０ ７８∗∗ １ ７３±０ ０９∗∗ ２７ １５±１ ６６∗∗

小青龙汤组 ７ ４ ６８±０ ５６＃＃ ２ ７３±０ ０９＃＃ ３２ ８３±１ ３４＃＃

克拉霉素组 ７ ４ １４±０ ４０＃ ２ ５５±０ ０６＃＃ ３１ ８３±１ １２＃＃

　 　 注： 与空白组比较， ∗∗Ｐ ＜ ０ ０１； 与模型组比较， ＃Ｐ ＜ ０ ０５，
＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ３　 小青龙汤对 ＡＥＣＯＰＤ 小鼠肺组织病理损伤的影响 　
如图 ２ 所示， 与空白组比较， 在模型组小鼠中观察到支气

管上皮细胞脱落， 上皮细胞核破裂， 肺动脉壁增厚， 肺泡

扩张、 破裂和融合以及炎性细胞浸润。 小青龙汤和克拉霉

素可以缓解 ＡＥＣＯＰＤ 的典型病理特征， 在小青龙汤和克拉

霉素组小鼠肺组织中可见少量炎症细胞浸润， 肺泡间隔的
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破坏减少， 肺泡保留了相对正常的结构。

图 ２　 各组小鼠肺组织 ＨＥ 染色 （×４００）

３ ４　 小青龙汤对 ＡＥＣＯＰＤ 小鼠炎性细胞因子水平的影

响　 如表 ２ 所示， 与空白组比较， 模型组小鼠血清 ＣＯＸ⁃２、
ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 小青龙

汤组和克拉霉素组小鼠血清 ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α 水平降低

（Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。
表 ２　 各组小鼠血清炎性因子水平比较 （ｘ±ｓ）

组别
动物数 ／

只

ＣＯＸ⁃２ ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ⁃６ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＴＮＦ⁃α ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
空白组 ８ ２１ ３７±１ ０２ ２２ ６４±１ ３８ １１５ ０５±１４ ３３
模型组 ６ ３２ ００±２ ８２∗∗ ２８ １９±１ ４５∗∗ １４７ ６５±１３ ０９∗∗

小青龙汤组 ７ ２５ ０８±２ ０２＃＃ ２４ １２±１ ４３＃ １１７ ９６±７ ３５＃＃

克拉霉素组 ７ ２３ ８９±１ ５３＃＃ ２４ ３２±１ １０＃ １２５ ６６±７ ７０＃

　 　 注： 与空白组比较， ∗∗Ｐ ＜ ０ ０１； 与模型组比较， ＃Ｐ ＜ ０ ０５，
＃＃Ｐ＜０ ０１。

４　 讨论

ＣＯＰＤ 是以气流不可逆受限为特征的慢性气道炎症疾

病， 持续的炎症损伤与异常修复， 从而造成气道重塑， 导

致不可逆性气流受限， 炎症是该病发病的核心机制， 也是

其反复发病的病理基础， 更是导致疾病进展恶化、 肺功能

持续下降的根本原因。 炎性细胞因子的异常表达是导致持

续炎症的直接因素， ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＣＯＸ⁃２ 等水平对 ＣＯＰＤ
病情发展及预后具有影响。 ＩＬ⁃６ 能够激活中性粒细胞， 诱

导 Ｂ 细胞活化， 导致患者小气道和肺泡组织结构功能异常，
外周血中 ＩＬ⁃６ 水平与慢阻肺严重程度、 死亡率及肺功能下

降等显著相关， 是 ＣＯＰＤ 患者病情及预后的重要参考［１１］ 。
ＴＮＦ⁃α 能够加速炎症因子释放， 与 ＩＬ⁃６ 之间可通过级联反

应导致多种炎症因子升高， 加速炎症发生发展， 参与患者

气道急性炎症反应发生及发展［１２］ ， ＴＮＦ⁃α 与 ＣＯＰＤ 患者肺

功能呈负相关［１３］ 。 ＣＯＸ⁃２ 是由炎症介质或细胞因子刺激而

产生， 参与了 ＣＯＰＤ 的慢性炎症过程， 并可能是加重气流

阻塞程度的因素之一［１４⁃１６］ 。
小青龙汤具有解表散寒、 温肺化饮功效， 是治疗慢性

支气管炎、 支气管哮喘等呼吸系统疾病的名方。 现代药理

研究证实， 小青龙汤主要成分具有抑制支气管平滑肌增

殖［１７］ 、 广谱抗菌［１８］ 、 抗病毒［１９］ 、 止咳平喘［２０⁃２１］ 等作用，
可有效治疗 ＣＯＰＤ， 还可以提高西药治疗 ＣＯＰＤ 的临床疗

效［２２⁃２３］ 。 但是对于小青龙汤的活性成分及作用机制仍不明

确， 因此， 本研究首先借助高效液相色谱法初步确定了芍

药苷、 甘草苷、 桂皮醛、 甘草酸、 五味子醇甲为小青龙汤

重要组成成分。 ＣＯＰＤ 急性发作期多是由感染、 理化因素

等原因导致病情急性加重， 出现咳、 痰、 喘等加重超过日

常［２４］ 。 本研究采用 “烟雾＋肺炎克雷伯菌” 法进行造模，
发现小鼠出现支气管上皮细胞脱落， 肺动脉壁增厚， 肺泡

扩张、 破裂和融合以及炎性细胞浸润等典型病变， 证实造

模成功。 小青龙汤可以缓解小鼠 ＡＥＣＯＰＤ 典型病理特征，
改善小鼠肺功能 （ＰＥＦ、 ＰＩＦ、 ＭＶ）， 降低小鼠血清炎症因

子 （ＣＯＸ⁃２、 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α） 水平， 初步证实小青龙汤可以

有效治疗 ＡＥＣＯＰＤ， 这与调控小鼠炎症反应有关。
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（Ｚ２０２００８２５）； 广西壮族自治区卫生健康委员会重点实验室项目 （ＺＺＨ２０２０００４） 及其子课题 （ＧＸＨＣＦＭ２０２１００２）； 广西卫

生适宜技术推广铜绿假单胞菌慢性感染与群体感应系统及毒力基因多样性相关研究 （Ｓ２０１９０９０）； 广西医科大学第一附属

医院重点实验室培育项目 （ＹＹＺＳ２０２０００６）
作者简介： 刘冬梅 （１９９５—）， 女， 研究生， 研究方向为呼吸系统感染。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ９３８５３３３５６＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 罗　 劲 （１９８９—）， 男， 博士， 主治医师， 研究方向为呼吸系统感染性疾病发病机制。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ６６８７５３５０＠ ｑｑ．ｃｏｍ

摘要： 目的　 通过建立体外白色念珠菌生物被膜模型， 研究二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌生物被膜的干预

作用及机制。 方法　 采用肉汤稀释法测定二氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌浮游菌最低抑菌浓度 （ＭＩＣ）， 结晶

紫定量法测定二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌生物被膜的清除作用， 荧光显微镜下观察二氢槲皮素、 两性霉

素 Ｂ 及两药联合对白色念珠菌生物被膜结构的影响， 通过测定生物被膜细胞表面疏水性探讨药物作用机制。 结果　 二

氢槲皮素、 两性霉素 Ｂ 对白色念珠菌浮游菌的 ＭＩＣ 分别为＞１ ０２４、 １６ μｇ ／ ｍＬ， 两药联合对白色念珠菌浮游菌的 ＭＩＣ
为 ５１２、 ８ μｇ ／ ｍＬ， 分级抑菌浓度指数 （ＦＩＣＩ） 值为 １。 两药联用组与阳性对照组比较， 生物被膜胞外基质明显减少，
活菌比例下降， 细胞表面疏水性降低， 菌丝粘附于载体数减少。 结论　 二氢槲皮素联合两性霉素 Ｂ 可以促进白色念珠

菌生物被膜的清除， 二氢槲皮素通过减少白色念珠菌生物被膜粘附及其胞外基质甘露糖以增强两性霉素 Ｂ 的杀菌

作用。
关键词： 二氢槲皮素； 两性霉素 Ｂ； 白色念珠菌； 生物被膜； 疏水性
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