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基于巨噬细胞吞噬及分泌功能的清金化痰汤生物限值测定
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［摘要］ 目的：建立基于小鼠巨噬细胞 RAW264.7 吞噬及分泌功能的清金化痰汤水提物冻干粉生物限值测定方法，从生

物活性层面对清金化痰汤进行质量控制。方法：建立巨噬细胞 RAW264.7 吞噬模型和炎症模型，以清金化痰汤水提物冻干粉

对巨噬细胞 RAW264.7 吞噬指数和白细胞介素-6（IL-6）分泌量的抑制率为指标，考察清金化痰汤水提物冻干粉的生物活性，并

寻找生物限值。结果：巨噬细胞优选接种密度为 3×105个/mL，药物作用时间 24 h，脂多糖（LPS）质量浓度 1 mg·L-1；当清金化痰

汤水提物冻干粉质量浓度为 500 mg·L-1时，对 RAW264.7 巨噬细胞既无毒性也无明显促增殖作用，在此浓度下，对 RAW264.7

巨噬细胞吞噬中性红有明显促进作用，吞噬指数均>113%，且对 LPS 诱导 RAW264.7 巨噬细胞分泌 IL-6 呈现出显著且稳定的

抑制作用，抑制率>45%。结论：结合清金化痰汤抗炎及免疫调节的药理活性，建立了基于 RAW264.7 巨噬细胞吞噬及分泌功

能的生物限值评价方法，在设定的实验条件下，确定 500 mg·L-1为限值浓度，在该限值浓度下，清金化痰汤水提物对巨噬细胞

的吞噬指数有明显的促进作用或对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞 IL-6 的分泌量有明显抑制作用，均可判断为质量合格。
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Biological Evaluation for Quality Control of Water Extract of Qingjin Huatantang Based on

Phagocytic and Secretory Functions of Macrophages

ZHANG Qiong-ling1，SUN Zheng-xiao1，XIAO Shun-li1，DING Shi-lan1，

XU Jun2，ZHANG Tie-jun2，YOU Yun1*

（1. Institute of Chinese Materia Medica，China Academy of Chinese Medical Sciences，Beijing 100700，China；
2. Tianjin Institute of Pharmaceutical Research，Tianjin 300301，China）

［［Abstract］］ Objective：： To establish a method for evaluating the biological activity of water extract

lyophilized powder of Qingjin Huatantang based on the phagocytic and secretory functions of macrophages，and

to control the quality of this formula from the biological activity level. Method：： The phagocytic and

inflammation models of RAW264.7 macrophages were established， the inhibition rates of water extract

lyophilized powder of Qingjin Huatantang on interleukin-6（IL-6）secretion and phagocytic index of neutral red

of RAW264.7 macrophages were chosen as indicators to investigate the biological activity of Qingjin

Huatantang，and the biological limit was searched. Result：： The optimal inoculation density of RAW264.7

macrophages was 3×105 pcs/mL， and the concentration of lipopolysaccharide（LPS）was 1 mg·L-1 after

treatment for 24 h. When the concentration was 500 mg·L-1，water extract lyophilized powder of Qingjin

Huatantang had no toxicity and no obvious promotion effect on the proliferation of RAW264.7 macrophages，and

at this concentration，the phagocytosis of RAW264.7 macrophages for neutral red was significantly promoted，
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the phagocytic index was >113%. In addition，the lyophilized powder had a significant and stable inhibitory

effect on IL-6 secretion of RAW264.7 macrophages induced by LPS， the inhibitory rate was >45%.

Conclusion：：Combined with the anti-inflammatory and immunomodulatory effects of Qingjin Huatantang，this

study establishes an in vitro biological limit method for evaluating the quality of water extract of Qingjin

Huatantang based on the phagocytic and secretory functions of RAW264.7 macrophages，and 500 mg·L-1 was

confirmed as the limit concentration. Under the limit concentration，Qingjin Huatantang water extract can

significantly promote the phagocytic index of macrophages or significantly inhibit the secretion of IL-6 of

RAW264.7 macrophages induced by LPS，which can be judged as qualified.

［［Keywords］］ Qingjin Huatantang； water extract； lyophilized powder； RAW264.7 macrophage；

phagocytic index；interleukin；bioactivity assessment

清金化痰汤来源于明代叶文龄所著的《医学统

旨》，由黄芩、山栀、贝母、桑白皮、橘红、桔梗、知母、

茯苓、甘草、麦门冬（去心）和瓜蒌仁（炒）11 味药物

组成，功效清热润肺、化痰止咳，是《古代经典名方

目录（第一批）》100 首经典方剂之一。现代药理研

究表明，该方具有镇咳祛痰、抗炎、松弛气管平滑

肌、免疫调节等作用［1-4］，被广泛用于治疗慢性阻塞

性肺疾病、社区获得性肺炎、急慢性支气管炎、支气

管扩张症等常见感染性肺系疾病，且疗效显著［5-8］。

目前，主要通过指标成分的定性、定量分析对

中药进行质量控制，但该方式难以关联其临床功

效。为支持经典名方的研究和开发，《古代经典名

方中药复方制剂简化注册审批管理规定》提出，应

将经典名方物质基准作为保证经典名方制剂质量

一致的“标准对照物质”。因清金化痰汤组方复杂，

所含化学成分丰富，通过文献检索发现，目前关于

清金化痰汤物质基准及质量控制的研究报道极少，

仅刘静等［9］采用超高效液相色谱法（UPLC）测定该

方中 7 个成分的含量，为清金化痰汤物质基准的全

面质量控制提供了思路和方法。近年来，生物活性

测定方法因其直接关联药效，已在活血化瘀类［10-13］

和清热解毒类［14-17］中药的质量控制中开展了探索性

研究。基于此，本实验结合清金化痰汤抗炎及免疫

调节的药理作用，拟建立基于 RAW264.7 巨噬细胞

吞噬及分泌功能的生物限值测定方法，用于该复方

的质量控制，为清金化痰汤及其他经典名方的质量

控制提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 细胞 小鼠 RAW264.7 巨噬细胞购于北京协

和医学院细胞资源中心。

1.2 仪器 VS-1300-U 型超净工作台（苏州安泰空

气技术有限公司），MCO-15A 型 CO2培养箱（日本三

洋电机国际贸易有限公司），Axiovret 135A 型倒置

显微镜（德国 ZEISS 公司），DT5-6A 型台式离心机

（北京时代北利离心机有限公司），ZW-A 型微量振

荡器（江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司），
Multiskan FC 型 酶 标 仪（ 美 国 Thermo 公 司 ），

ME104E 型 1/1 万电子分析天平［梅特勒 -托利多仪

器（上海）有限公司］。

1.3 试 剂 胎 牛 血 清（美 国 Gemini 公 司 ，批 号

A73G00K），DMEM 培养基（美国 HyClone 公司，批

号 AF29422282），细 胞 增 殖 与 活 性 检 测 试 剂 盒

（CCK-8）和中性红染色液（碧云天生物技术有限公

司，批号分别为 090619191021，031120200929），脂
多糖（LPS，美国 Sigma 公司，批号 12190801），磷酸

盐缓冲液（PBS，北京益美源生物科技有限责任公

司，批号 11310210），白细胞介素（IL）-1β和 IL-6 酶

联免疫吸附测定法（ELISA）试剂盒（达科为生物技

术股份有限公司，批号分别为 2012-2，2101-1），96 孔

细胞培养板（美国 Costar公司）。
1.4 药物制备 5 批清金化痰水提物冻干粉由天津

药物研究院有限公司制备（称取黄芩 5.60 g，栀子

5.60 g，桔梗 7.46 g，麦冬 3.73 g，桑白皮 3.73 g，浙贝

母 3.73 g，知母 3.73 g，炒瓜蒌子 3.73 g，橘红 3.73 g，

茯苓 3.73 g，甘草 1.49 g，加入水 600 mL 浸泡 1 h，以

封闭式电炉首先用 5 档煎至沸腾，然后用 4 档煎煮

60 min，至剩余药液约 240 mL，趁热使用 100 目尼龙

滤布过滤，挤压药渣，收集滤液，预冻 4 h，冷冻干燥

48 h，即 得 ），批 号 分 别 为 19112606，19112607，

19112608，19112609，19112610。

1.5 药物与试剂配制 精密称取各批清金化痰汤

水提物冻干粉适量，加 DMEM 培养基使其溶解，经

0.22 μm 微孔滤膜过滤，配制得到 1.0 g·L-1清金化痰

汤物质基准母液；再用 DMEM 培养基稀释至相应工

作液质量浓度，现用现配。称取 LPS 粉末 25 mg，加

PBS 25 mL 使溶解，经 0.22 μm 微孔滤膜过滤，得

··11



第 27 卷第 24 期
2021 年 12 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 24

Dec. ，2021

1.0 g·L-1母液，于-20 ℃冻存，使用时用 DMEM 培养

基稀释至相应工作液质量浓度。

1.6 细胞培养 RAW264.7 巨噬细胞培养于含 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基中，置于 37 ℃，5%CO2及

饱和湿度的培养箱中培养。

1.7 巨噬细胞接种密度及孵育时间考察 选取对

数生长期的 RAW264.7 巨噬细胞，调整细胞悬液密

度分别为 1×105，3×105，5×105 个/mL，接种于 96 孔

板 ，每 孔 100 μL，加 DMEM 培 养 基 100 μL，置

37 ℃，5%CO2 培养箱内培养，分别于培养 12，24，

36，48，60 h 后观察细胞状态并拍照，加 CCK-8 试剂

20 μL，2 h 后用酶标仪于 450 nm 处测定吸光度 A。

1.8 清金化痰汤对 RAW264.7 活力的影响 选取

对数生长期的 RAW264.7 巨噬细胞，调整细胞悬液

密度为 3×105 个/mL，接种于 96 孔板，每孔 100 μL，

置 37 ℃，5%CO2培养箱内贴壁培养 12 h。分为空白

组、正常组和清金化痰汤水提物冻干粉不同质量浓

度组（批号 19112607，19112608，19112609，终质量

浓度分别为 62.5，125，250，500，1 000 mg·L-1，以冻

干粉质量计，下同），每组设 3 个复孔，给药后于

37 ℃，5%CO2 培养箱培养 24 h，每孔加入 CCK-8 试

剂 20 μL，2 h 后于 450 nm 处测定 A。

1.9 清金化痰汤生物活性限值测定

1.9.1 对巨噬细胞分泌 IL-1β和 IL-6 含量的影响

选取对数生长期的 RAW264.7 巨噬细胞，按 1.8 项下

方法贴壁培养后分为正常组、模型组、清金化痰汤

水提物冻干粉（批号 19112607）不同质量浓度（62.5，

125，250，500 mg·L-1）组，清金化痰汤水提物冻干粉

不同质量浓度处理组及模型组均加入终质量浓度

为 1 mg·L-1 的 LPS，各组设 6 个复孔，于 37 ℃，5%

CO2 培养箱培养 24 h，收集上清，检测 IL-1β和 IL-6

的含量。按 ELISA 试剂盒说明书完成实验操作，测

定 A，按公式计算清金化痰汤对 LPS 诱导 RAW264.7

巨 噬 细 胞 分 泌 IL-6 和 IL-1β 的 抑 制 率 ，抑 制 率 =

（A 模型组-A 给药组）/（A 模型组-A 正常组）×100%。

1.9.2 限 值 浓 度 考 察 选 取 对 数 生 长 期 的

RAW264.7 巨噬细胞，按 1.8 项下方法贴壁培养过夜

后分正常组、模型组和清金化痰汤水提物冻干粉不

同质量浓度组（批号 19112607，19112608，19112609，

终质量浓度分别为 125，250，500 mg·L-1），按 1.9.1

项下方法加入 1 mg·L-1 LPS 和设定复孔，给药后按

1.9.1 项下方法收集上清用于检测 IL-6 含量并计算

抑制率。

1.9.3 方法学考察 取清金化痰汤水提物冻干粉

（批号分别为 19112607，19112608，19112609）适量，

加入 DMEM 培养基使其终质量浓度为 500 mg·L-1，

按 1.9.1 项 下 方 法 测 定 其 对 1 mg·L-1 LPS 诱 导

RAW264.7 巨噬细胞分泌 IL-6 的抑制率，重复 3 次，

以 考 察 方 法 的 重 复 性 。 取 批 号 为 19112606，

19112610 的清金化痰汤水提物冻干粉，加入 DMEM

培养基使其终质量浓度为 500 mg·L-1，按 1.9.1 项下

方法测定其对 1 mg·L-1 LPS 诱导 RAW264.7 巨噬细

胞分泌 IL-6 的抑制率，以考察方法的适用性。

1.10 基于巨噬细胞吞噬功能的清金化痰汤生物活

性限值测定

1.10.1 限值浓度考察 取对数生长期 RAW264.7

巨噬细胞，按 1.8 项下方法贴壁培养后分为空白组、

正常组，LPS 组（质量浓度 0.25 mg·L-1）和 3 批清金

化痰汤水提物冻干粉组（批号分别为 19112607，

19112608，19112609），加入 DMEM 培养基使清金化

痰汤水提物冻干粉终质量浓度为 500 mg·L-1，各组

设置 3 个复孔，给药后于 37 ℃，5%CO2 培养箱内培

养 24 h，弃上清，每孔加入中性红染色液 100 μL，孵

育 1 h 后弃中性红染色液，PBS 洗 1 遍，每孔 200 μL，

加入细胞裂解液［50% 乙酸 -50% 乙醇（1∶1）］，每孔

100 μL，微量震荡器震荡 15 min，静置 2 h，于波长

562 nm 处测定 A，按公式计算各组吞噬指数，吞噬指

数=（A 给药组-A 正常组）/（A 正常组-A 空白组）。
1.10.2 方法学考察 取清金化痰汤水提物冻干粉

（批号 19112607）适量，加 DMEM 培养基溶解至终

质量浓度为 500 mg·L-1，按 1.10.1 项下方法测定清

金化痰汤水提物冻干粉对 RAW264.7 巨噬细胞吞噬

指数的影响，重复 6 次，以考察方法的重复性。同实

验室不同实验人员采用 500 mg·L-1清金化痰汤水提

物冻干粉作用于 RAW264.7 巨噬细胞后，按 1.10.1

项下方法测定其吞噬指数，考察中间精密度。按

1.10.1 项下方法，取待检清金化痰汤水提物冻干粉

（批号 19112610）作用于 RAW264.7 巨噬细胞后测定

其吞噬指数，考察方法适用性。

1.11 统计学分析 利用 SPSS Statistics 19.0 统计

软件对实验数据进行统计学处理。多组间比较采

用单因素方差分析，组间比较采用最小显著性差异

法（LSD）检验，P<0.05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞接种密度及孵育时间考察 RAW264.7 巨

噬细胞的生长状态与细胞密度密切相关，故采用

CCK-8 法对不同密度的细胞活力进行考察。结合

显微观察结果发现，当细胞密度为 3×105 个/mL 时，

··12



第 27 卷第 24 期
2021 年 12 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. 27，No. 24

Dec. ，2021

细胞形态稳定，生长状态良好，当培养时间为 48 h

时，细胞密度处于饱和状态，分裂减缓；当细胞密度

为 1×105 个/mL 时，细胞持续生长，形态改变较细胞

密度 3×105 个/mL 时多；当细胞密度为 5×105 个/mL

时，细胞形态易发生改变，且密度过大不利于药物

作用时间的考察。综合实验稳定性和时间考虑，选

择 RAW264.7 巨噬细胞的接种密度为 3×105 个/mL，

实验在 36 h 内完成，见图 1，2。

2.2 清金化痰汤对 RAW264.7 活力的影响 当清

金化痰汤水提物冻干粉质量浓度 62.5~500 mg·L-1

时，3 批清金化痰汤水提物冻干粉样品对 RAW264.7

巨噬细胞均无毒性作用；且当终质量浓度为 62.5~

250 mg·L-1 时，批号 19112607 和 19112609 样品均具

有明显的促增殖作用（P<0.05，P<0.01）；当清金化痰

汤水提物冻干粉终质量浓度为 500 mg·L-1 时，与正

常组相比，3 批样品对 RAW264.7 巨噬细胞增殖均无

影响，见表 1。

2.3 基于细胞分泌功能的生物活性限值测定

2.3.1 对巨噬细胞分泌 IL-1β和 IL-6 的影响 由

表 2 可知，终质量浓度为 62.5，125，250，500 mg·L-1

清金化痰汤水提物冻干粉对 LPS 诱导的 RAW264.7

图 1 RAW264. 7巨噬细胞的细胞密度考察（x̄± s，n=3）

Fig. 1 Growth of RAW264. 7 cells at different densities（x̄± s，n=3）

表 1 清金化痰汤对 RAW264.7细胞活力的影响（x̄± s，n=3）

Table 1 Effect of Qingjin Huatantang on viability of RAW264.7 cells at different concentrations（x̄± s，n=3）

组别

正常

清金化痰汤水提物

冻干粉

质量浓度

/mg·L-1

62.5

125

250

500

1 000

A

批号 19112607

1.42±0.10

1.75±0.152）

1.76±0.102）

1.66±0.092）

1.52±0.05

1.33±0.02

批号 19112608

1.24±0.03

1.57±0.17

1.58±0.12

1.44±0.06

1.39±0.01

1.22±0.08

批号 19112609

2.06±0.06

2.55±0.072）

2.47±0.122）

2.30±0.191）

2.17±0.13

2.18±0.09

注：与正常组比较 1）P<0.05，2）P<0.01（表 2 同）。

图 2 不同密度 RAW264. 7巨噬细胞在不同时间点的生长状况（×10）
Fig. 2 Growth of RAW264. 7 macrophages with different densities at different time points（×10）
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巨噬细胞分泌的 IL-1β和 IL-6 含量表现出明显抑制

作用（P<0.05，P<0.01），且对 IL-6 分泌量的抑制表现

出了明显的量效关系，故选择 IL-6 作为质量控制指

标并寻找生物限值。

2.3.2 清金化痰汤限值浓度考察 由表 3 可知，当

清金化痰汤水提物冻干粉的终质量浓度处于 125~

500 mg·L-1 时，批号 19112607，19112608，19112609

样品对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞分泌 IL-6 的

分泌量均表现出明显抑制作用；尤其是当终质量浓

度为 500 mg·L-1时，3 批样品的抑制率较为稳定，故

选择 500 mg·L-1为限值浓度进行方法学考察。

2.3.3 方法学考察 在方法重复性考察时，批号分

别为 19112607，19112608，19112609 的清金化痰汤

水提物冻干粉样品对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细

胞分泌 IL-6 的含量有显著抑制作用，其抑制率处于

45.41%~55.41%，相对标准偏差（RSD）分别为 5.8%，

3.8%，2.5%，重复性良好。综合以上实验结果，在本

文确定的实验条件下，当清金化痰汤水提物冻干粉

的终质量浓度为 500 mg·L-1 时，其对 1 mg·L-1 LPS

诱导的 RAW264.7 巨噬细胞 IL-6 分泌量有明显抑制

作用（P<0.05），即可判断为质量合格。在方法适用

性考察时，正常组、模型组及清金化痰汤水提物冻

干粉组（批号 19112606 和 19112610）的 IL-6 质量浓

度分别为（1.63±0.01），（33.37±1.34），（11.13±0.61），
（13.53±1.12）µg·L-1；计算这 2 批清金化痰汤水提物

冻干粉对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞分泌 IL-6

的抑制率分别为 70.09% 和 62.53%，判断合格。

2.4 基于 RAW264.7 巨噬细胞吞噬功能的生物活

性限值测定

2.4.1 清金化痰汤水提物冻干粉限值浓度考察

正常组，LPS 组和 500 mg·L-1 清金化痰汤水提物

冻干粉组（批号 19112607，19112608，19112609）的
吞噬指数分别为 100%，124.03%±1.81%，116.20%±

5.27%，117.63%±4.41%，116.16%±0.12%。说明清金

化痰汤水提物冻干粉对 RAW264.7 巨噬细胞的吞噬

功能均表现出明显的促进作用，结合该质量浓度对

巨噬细胞的增殖无明显影响，故确定 500 mg·L-1 为

限值浓度进行方法学考察。

2.4.2 方法学考察 重复性考察时发现，质量浓度

500 mg·L-1的清金化痰汤水提物冻干粉对巨噬细胞

吞噬指数有促进作用，吞噬指数 124.77%±4.06%，

RSD 3.3%，重复性良好。中间精密度考察时发现，

同实验室不同实验人员将 500 mg·L-1清金化痰汤水

提物冻干粉作用于 RAW264.7 巨噬细胞后，采用中

性 红 试 验 检 测 RAW264.7 巨 噬 细 胞 吞 噬 指 数 为

126.00%±6.32%，RSD 5.0%，表明该方法精密度较

好。综上分析，当清金化痰汤水提物冻干粉的终质

量浓度为 500 mg·L-1 时，其对 RAW264.7 巨噬细胞

对中性红的吞噬指数有明显促进作用，即可判断为

质量合格。方法适用性考察时发现，样品 19112610

作 用 于 RAW264.7 巨 噬 细 胞 后 ，其 吞 噬 指 数

123.18%±2.86%，RSD 2.3%，判断合格。

表 2 清金化痰汤对 LPS诱导 RAW264.7巨噬细胞分泌 IL-1β和 IL-6含量的影响（n=3）
Table 2 Effect of Qingjin Huatantang on IL-1β and IL-6 contents of RAW264.7 macrophages induced by LPS（n=3）

组别

正常

模型

清金化痰汤水提

物冻干粉

质量浓度/mg·L-1

62.5

125

250

500

IL-1β

质量浓度（ x̄± s）/ng·L-1

3.96±0.01

15.32±2.502）

9.01±1.854）

4.90±1.474）

3.16±0.514）

5.16±0.114）

抑制率/%

-

-

55.55

91.73

107.04

89.44

IL-6

质量浓度（ x̄± s）/µg·L-1

0.47±0.01

18.05±0.902）

13.32±0.173）

10.48±1.254）

9.91±0.384）

5.02±0.194）

抑制率/%

-

-

26.91

43.06

46.30

74.12

注：与模型组比较 3）P<0.05，4）P<0.01。

表 3 清金化痰汤对 LPS诱导 RAW264.7巨噬细胞分泌 IL-6含量的

影响（n=3）
Table 3 Effect of Qingjin Huatantang on IL-6 secretion of

RAW264.7 macrophages induced by LPS（n=3）

组别

正常

模型

清金化痰汤水

提物冻干粉

质量浓度

/mg·L-1

125

250

500

抑制率/%

批号

19112607

-

-

8.11

48.52

75.94

批号

19112608

-

-

21.50

33.97

69.76

批号

19112609

-

-

13.08

29.89

69.47
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3 讨论

中药质量可控是保证中药安全、有效的重要前

提。常用的中药质量控制方法包括药材的外观形

状鉴别、化学定性鉴别、指标成分检测、化学指纹图

谱等。近年来，随着高效液相色谱法（HPLC）和
UPLC 串联质谱法（UPLC-MS/MS）等技术的广泛应

用，中药在质量控制方法上有了很大的提升。但由

于中药化学成分复杂，应用单一的质量控制方法难

以全面控制其质量并准确反映临床疗效［18-19］。因

此，建立综合的质量控制方法是当前亟待解决的问

题。生物活性测定是指结合中药及其制剂的功能

主治或不良反应，寻找在生物体上的适宜反应，从

而更加全面、有效地评价和控制中药质量，完善中

药质量评价体系 ，保证药物临床使用的安全有

效［20-23］。生物活性测定方法包括生物效价测定法和

生物活性限值测定法，生物效价检测方法是指在严

格控制的实验条件下，通过比较对照品和供试品对

生物体或离体器官与组织的特定生物效应，从而评

价和控制供试品的质量和活性，但对照品的选择是

生物效价测定方法的难点。生物活性限值测定法

是指达到某一特定的给药量，出现某种生物学效

应，关键在于保证实验方法具有良好的重复性。近

年来已有不少研究报道了将生物活性测定应用于

中药生物效应评价方面［24-25］，且水蛭生物活性测定

方法已被 2020 年版《中华人民共和国药典》收载［26］，

将生物活性测定应用于中药质量控制领域将成为

未来的一种趋势。

清金化痰汤作为中医临床广泛使用的经典名

方，疗效确切，但由于组方复杂且药材来源广泛，其

所含化学成分丰富，因此，建立关联其临床功效的

质量评价方法具有重要意义。已有研究表明，清金

化痰汤可明显改善气道炎症动物模型的炎症介质

水平，如赵媚等［27］和许光兰等［2］的实验研究均发现，

清金化痰汤可明显降低慢性阻塞性肺疾病急性加

重（AECOPD）大鼠肺泡灌洗液中炎症因子 IL-1β，肿

瘤坏死因子 -α（TNF-α）的含量，孟倩等［28］研究发现

清金化痰汤可明显降低哮喘小鼠中标志性炎症因

子 IL-1β，TNF-α和 IL-6 的含量；这些实验研究均表

明清金化痰汤可通过降低炎症因子的分泌发挥良

好的抗炎功效。本文结合清金化痰汤抗炎的生物

活性，建立了 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞炎症

模型，通过考察清金化痰汤对 LPS 诱导 RAW264.7

分泌 IL-1β和 IL-6 含量的影响，发现在一定质量浓

度范围内，清金化痰汤水提物冻干粉对 IL-6 的分泌

量表现出明显抑制作用并呈剂量依赖性，故选择对

IL-6 分泌量的抑制率作为考察指标。本文研究结果

表明，质量浓度为 500 mg·L-1 的清金化痰汤水提物

冻干粉对 IL-6 分泌量呈现较为显著的抑制作用，抑

制率均>45%，且 RSD 均<10%，重复性良好，故选择

500 mg·L-1 为限值浓度；提示清金化痰汤水提物在

500 mg·L-1质量浓度下对 IL-6 分泌量呈现了明显抑

制作用（P<0.05），即可判断为质量合格。

已有研究表明清金化痰汤可通过免疫调节作

用改善患者的临床症状。巨噬细胞是机体重要的

免疫细胞，吞噬功能作为巨噬细胞重要的生物学功

能之一，可通过考察药物对其吞噬功能的影响从而

反映其免疫调节能力。中性红试验是考察药物对

巨噬细胞吞噬功能调节作用的常用方法，但巨噬细

胞对中性红的吞噬量与巨噬细胞数量及其本身吞

噬能力关系密切。本文研究发现，一定质量浓度的

清金化痰汤水提物冻干粉对巨噬细胞起到了促增

殖作用，但关于其促增殖的机制还需进行深入研

究，通过查阅相关文献，分析其潜在原因可能有以

下 2 个方面［29-30］：①药物刺激 RAW264.7 巨噬细胞产

生集落刺激因子、表皮生长因子等细胞因子，对细

胞增殖产生促进作用。②清金化痰汤组方复杂，其

水提物中含有多糖、苷类等化学成分，对细胞增殖

产生促进作用。当使用中性红试验考察药物对吞

噬功能的影响时，应考虑其对 RAW264.7 巨噬细胞

增殖的影响。本文研究结果表明，当清金化痰汤水

提物冻干粉终质量浓度为 500 mg·L-1 时，对巨噬细

胞增殖无明显影响，对其吞噬功能具有明显的促进

作用，其吞噬指数均>113%，RSD≤5.0%，试验重复

性良好，故确定 500 mg·L-1 为限值浓度。提示质量

浓度为 500 mg·L-1的清金化痰汤水提物能明显提高

RAW264.7 巨噬细胞对中性红的吞噬指数，即可判

断为质量合格。

综上分析，本实验结合清金化痰汤抗炎及免疫

调节的药理活性，建立了 RAW264.7 巨噬细胞炎症

及中性红吞噬的生物效应模型，通过考察清金化痰

汤水提物冻干粉对 LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞

分泌炎症因子 IL-6 的抑制能力及其对中性红的吞

噬能力的影响，寻找生物限值，从而建立清金化痰

汤水提物冻干粉的生物评价方法，当任意指标合格

即可判断其质量合格，且该方法简单易行，可快速

直观地评价药物生物活性，可对现有质量评价体系

进行补充，保证清金化痰汤临床使用的安全有效。

［利益冲突］ 本文不存在任何利益冲突。
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