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摘要：目的 研究鼻敏感颗粒的抗炎、镇痛及抗过敏作用，为该药的临床运用提供科学依据。方法 采用二甲苯致小鼠耳廓肿胀法和大鼠棉球肉芽组织形成法观察鼻敏感颗粒的抗炎作用，采用小鼠热板法观察鼻敏感颗粒的镇痛作用，采用大鼠皮肤被动过敏试验观察鼻敏感颗粒的抗过敏作用。结果 鼻敏感颗粒不仅能有效的降低小鼠、大鼠的急性和慢性炎症的发生（P <0.01），具有良好的抗炎效果，还能有效地缓解由外界热刺激引起的中枢性疼痛（P <0.05或P <0.01），具有良好的镇痛作用，并可抑制抗卵白蛋白血清所致的大鼠皮肤蓝斑OD值（P <0.05或P <0.01），具有明显的抗过敏作用。结论 鼻敏感颗粒具有良好的抗炎、镇痛和抗过敏效果。
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Abstract Objective: To investigate the anti-inflammatory, analgesic and anti-allergic effects of Bimingan granule for providing theoretical basis for clinical application. Methods: The analgesic effect of the drug was evaluated by hot plate and writhing method. The anti-inflammatory effects was observed by Xylene-induced ear-swelling in mice and cotton ball granuloma in rats and the anti-allergic effect was evaluated by passive cutaneous anaphylaxis in rats. Results: Bimingan granule can effectively reduce acute and chronic inflammation in mice and rats (P <0.01), and has good anti-inflammatory effects. Besides, it can effectively relieve the central pain caused by external heat stimulation (P <0.05 or P <0.01), and has a good analgesic effects, especially it can reduce the high skin coeruleus OD value caused by the anti-egg albumin serum of rats (P <0.05 or P <0.01), and has an obvious anti-allergic effects. Conclusion: Bimingan granule has significant functions in anti-inflammatory, anti-allergic and analgesic effects.
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变应性鼻炎(allergic rhinitis，AR)是特应性个体接触变应原后鼻黏膜产生的慢性炎症反应性疾病，属于Ⅰ型变态反应，是最常见的过敏性疾病之一。目前对AR的治疗方法较多，但疗效并不确切，部分方法费用昂贵，操作复杂，患者难以坚持，而中医药在变应性鼻炎的治疗中因其显著疗效而被广泛重视，从而催生出很多对症中成药的研究。鼻敏感颗粒是根据南京中医药大学严道南教授多年治疗变应性鼻炎的经验方“益气温阳方”设计而成的。经过前期对“鼻敏感颗粒”治疗变应性鼻炎所进行的多中心、大样本、随机双盲法的临床研究，证实其临床上用于治疗变应性鼻炎肺脾虚寒证患者有显著疗效。经数据统计，鼻敏感颗粒的显效率、总有效率与西药组相似（P >0.05），且180天随访统计结果显示其远期疗效明显优于西药组［1］。本课题通过动物实验，观察其抗炎、镇痛及抗过敏作用，为该药的开发及临床应用提供实验依据。
1 材料与仪器

1.1 药物 鼻敏感颗粒：处方由黄芪15克，干姜9克，桂枝10克，麻黄6克，五味子6克，乌梅10克，甘草3克组成。由江苏省中医院制剂实验室提供，水提醇沉后减压浓缩，灭菌后4℃瓶装密封保存。阿司匹林肠溶片：拜耳医药保健有限公司，批号：BJ18365。醋酸地塞米松片：浙江仙琚制药股份有限公司，批号：141002。
1.2 试剂 二甲苯：广东光华科技股份有限公司，批号：20111225。水合氯醛：成都市科龙化工试剂厂，批号：20081206。卵白蛋白：美国Sigma公司，A5503，批号：1001955031。伊文思蓝：沃凯国药集团有限公司，批号：12012110606。吸附无细胞百白破联合疫苗：长春长生生物科技股份有限公司，批号：20121020。
1.3 仪器 精密天平：梅特勒-托利多AR1140。9 mm打孔器。微量加样器：德国Eppendorf公司。YLS-6B智能热板仪：淮北正华生物仪器设备有限公司。数显电热恒温鼓风干燥箱866A-1：上海浦东跃欣科学仪器厂。立式压力蒸汽灭菌器YM30：上海三申医疗器械有限公司。765PC紫外可见分光光度计：上海光谱仪器有限公司。TDL-80-2B低速台式离心机：上海安亭科学仪器厂。
1.4 动物 ICR小鼠，体重18-22 g，100只，雌雄各半，由扬州大学比较医学中心提供，合格证号： SCXK（苏）2012-0004；SD大鼠，体重200±20 g，50只，雌雄各半，由南通大学实验动物中心提供，合格证号SCXK（苏）2014-0001。SD大鼠，体重220-250g，60只，雄性，由中国人民解放军南京军区医学动物实验中心提供，合格证号：SCXK（军）2012-0014。
2 方法

2.1 二甲苯致小鼠耳廓肿胀的实验方法［2］
2.1.1 分组及给药方法 选用ICR雄性小鼠50只，称重，随机分为5组，每组10只，分别为空白对照组(蒸馏水)，阿司匹林对照组（0.3 g/kg，为成人剂量的10倍），鼻敏感颗粒高、中、低剂量组（17.9，8.9，4.4g/kg，为成人剂量的20，10，5倍）。各组动物每日以20 ml/kg灌胃容积灌胃给药一次，连续7天。空白对照组正常饲养，给予等量蒸馏水。
2.1.2 测定方法 末次给药后60 min，将30 ul二甲苯涂于各组小鼠右耳两面致炎，以左耳对照。致炎后60 min脱颈椎处死小鼠，剪下左右耳片，以9 mm打孔器将小鼠双耳同部位等面积切下，电子天平称重。

2.1.3 计算公式

炎症肿胀度（mg）=致炎侧耳片重量（右耳）-对照侧耳片重量（左耳）

炎症抑制率（%）=［（对照组平均肿胀度-药物组平均肿胀度）/对照组平均肿胀度］×100%
2.2 大鼠棉球肉芽肿的实验方法［3］
2.2.1 分组及给药方法 选取SD大鼠50只，雌雄各半，全部大鼠用10%水合氯醛麻醉，在无菌条件下，沿腹部正中线切开，将10 mg的棉球（精确称量，高压灭菌）埋入大鼠腹股沟下，缝合伤口，安尔碘皮肤消毒剂消毒术区，造模完成。将清醒后的大鼠随机分为5组，每组10只，分别为空白对照组(蒸馏水)，阿司匹林对照组（0.15 g/kg，为成人剂量的5倍），鼻敏感颗粒高、中、低剂量组（8.9，4.4，2.2 g/kg，为成人剂量的10，5，2.5倍），并按照相应剂量以10 ml/kg灌胃容积灌胃给药一次，连续7天。空白对照组正常饲养，给予等量蒸馏水。
2.2.2 测定方法 末次给药后，处死动物，仔细剥离并摘出棉球及周围增生的结缔组织，剔除脂肪组织，置于干燥箱60℃恒温干燥24 h后，精密测量其重量，称得重量与原棉球重量之差即为肉芽肿的净重。并计算出各组的抑制率。
2.2.3 计算公式
抑制率（%）=（对照组肉芽肿重量-药物组肉芽肿重量）/对照组肉芽肿重量×100%
2.3 小鼠热板法镇痛实验［4］
2.3.1 分组及给药方法 将小鼠舔后足或跳跃疼痛作为反应指标，去除舔后足或跳跃时间小于5 s及大于30 s的小鼠，将合格的50只ICR雌性小鼠分组，测定正常痛阈，作为给药前痛阈值。小鼠按体重随机分为5组，每组10只，每组给药剂量同上述二甲苯实验。各组动物每日以20 ml/kg灌胃容积灌胃给药一次，连续7天。空白对照组正常饲养，给予等量蒸馏水。
2.3.2 测定方法 末次给药后30 min、60 min、120 min分别测定小鼠痛阈值，如60 s仍无反应以60 s作为小鼠痛阈值。比较各组之间给药前后痛阈值的变化。
2.4 抗卵白蛋白血清致大鼠被动过敏试验［5］
2.4.1抗原的制备

取SD大鼠10只，肌注5 %卵蛋白生理盐水溶液，每鼠后肢注入0.2 ml，同时腹腔注入百白破疫苗0.15 ml（每只鼠注入量），正常饲养13日后，予10 %水合氯醛溶液麻醉，腹主动脉取血。2000 rpm离心15 min，分离抗卵蛋白血清，置-20℃冰箱保存备用。
2.4.2大鼠抗卵蛋白血清模型建立与治疗
取抗卵蛋白血清，用生理盐水稀释成1:2、1:4、1:6、1:8浓度。取SD大鼠50只，雄性，160~180 g，随机分5组，每组10只，分别为地塞米松组（5 mg/kg，为成人剂量的5倍）。鼻敏感颗粒高、中、低剂量组（8.9，4.4，2.24 g/kg，为成人剂量的10，5，2.5倍）。给药容量10 ml/kg，给药6天后以上各组动物用剃毛器于大鼠脊中线两侧间隔1.5 cm处剃毛，共4个点。将上述不同浓度的抗卵蛋白血清以次皮内注入剃毛4个点，给药7天，末次给药1小时后尾静脉注射0.5 ml/只鼠5 %卵蛋白和0.5 %伊文思蓝生理盐水溶液，30 min后处死大鼠，将蓝斑4个点面积剪下，以8 mm打孔器取下同等面积大小的蓝斑，剪碎后，置丙酮：生理盐水（7:3）溶液中浸泡48 h，2000 rpm离心10 min，取上清液，于756 PC分光光度计610 nm处测蓝斑OD值，比较各组OD值。
3统计学方法 所有实验数据均采用SPSS19.0进行统计学分析和处理，计量资料用(X±S表示，各组数据经方差齐性检验后采用方差分析法比较，P<0.05表示差异有统计学意义，P <0.01表示有显著性差异。
4 结果

4.1 鼻敏感颗粒对二甲苯所致的小鼠耳廓肿胀的影响
实验结果如表1所示：阿司匹林组与鼻敏感颗粒各剂量组的耳廓炎症肿胀度均比空白组轻，且差异有统计学意义（P <0.01）。鼻敏感颗粒对二甲苯所致的耳廓炎症具有抑制作用且与剂量相关，对炎症的抑制率随剂量增加而升高。
表1鼻敏感颗粒对二甲苯所致的小鼠耳廓肿胀的影响（(X±S，n=10）
Table 1  Xylene-induced ear-swelling of the mice in differernt groups
	组别
	剂量/g·kg-1
	肿胀度/mg
	抑制率/%

	空白组
	—
	4.51±1.1
	

	阿司匹林片
	0.3
	1.96±0.5**
	56.5

	鼻敏感低剂量组
	4.47
	2.84±1.2** 
	37

	鼻敏感中剂量组
	8.95
	2.02±0.8**
	55.2

	鼻敏感高剂量组
	17.90
	1.78±1.1**
	60.5


注：与空白组比较，** P <0.01
4.2 鼻敏感颗粒对大鼠棉球肉芽组织增生的影响
实验结果如表2所示：阿司匹林组与鼻敏感颗粒各剂量组的肉芽组织干重均比空白组轻，且差异有统计学意义（P <0.01）。随着剂量的增大，鼻敏感颗粒各组对棉球肉芽组织的抑制率也逐步升高。
表2 鼻敏感颗粒对大鼠棉球肉芽组织增生的影响（(X±S，n=10）
Table 2  the dry weight of granulation tissue of the rats in differernt groups 
	组别
	剂量/g·kg-1
	肉芽组织干重/mg
	抑制率/%

	空白组
	—
	80.4±13.5
	—

	阿司匹林片
	0.15
	41.6±3.7**
	48.3

	鼻敏感低剂量组
	2.24
	48.9±5.2** 
	39.2

	鼻敏感中剂量组
	4.47
	38.6±6.1**
	52

	鼻敏感高剂量组
	8.95
	36.2±5.3**
	54.9


注：与空白组比较，** P <0.01
4.3 鼻敏感颗粒对热板致痛小鼠痛阈的影响
实验结果如表3所示：与空白组比较，阿司匹林组、鼻敏感颗粒中、高剂量组在给药后30 min、60 min、120 min期间都能延长小鼠的热板痛阈值，且鼻敏感颗粒中、大剂量组在60 min后作用更显著，差异均有统计学意义（P <0.05或P <0.01）；而低剂量组与空白组比较只在给药后60 min差异有统计学意义（P <0.01），其他观测时间点与空白组比较差异无统计学意义（P >0.05）。

表3鼻敏感颗粒对热板致痛小鼠痛阈的影响（(X±S，n=10）
Table 3  the painthreshold vaule of mice induced by hot plate in differernt groups 
	组别
	剂量/g·kg-1
	给药前痛

阈值/s
	给药后不同时间痛阈值/s

	
	
	
	30min        
	60min
	120min

	空白组
	—
	14.97±6.3
	14.00±2.6
	13.54±2.49
	15.71±1.2

	阿司匹林
	0.3
	14.06±3.5
	22.86±4.4**
	27.53±4.5**
	25.94±4.7**

	低剂量
	4.47
	15.37±1.4
	16.90±2.03 
	19.38±1.94** 
	18.77±3.4 

	中剂量
	8.95
	14.81±5.3
	19.41±4.80*
	23.40±4.47** 
	25.20±7.28**

	高剂量
	17.90
	15.27±5.0
	19.65±5.83*
	24.94±3.06**
	25.28±4.89**


注：与空白组比较，* P <0.05,** P <0.01
4.4 鼻敏感颗粒对抗卵白蛋白血清致大鼠被动过敏的影响

实验结果如表4所示：地塞米松组与空白组比较可有效降低各组蓝斑OD值，鼻敏感颗粒小剂量组对1:2、1:8抗卵蛋白血清致敏大鼠可降低蓝斑OD值，与空白组比较(P<0.01)具有显著性差异；中剂量组与大剂量组对1:2、1:4、1:6、1:8抗卵蛋白血清致敏大鼠可降低蓝斑OD值，与空白组比较(P<0.01)具有显著性差异。

表4鼻敏感颗粒对抗卵白蛋白血清致大鼠被动过敏反应的影响（(X±S，n=10）
Table 4  the skin coeruleus OD value of the rats in differernt groups
	组别
	剂量/g·kg-1
	OD值

	
	
	1:2
	1:4
	1:6
	1:8

	空白组
	—
	0.050±0.006
	0.032±0.005
	0.021±0.003
	0.019±0.002

	地米组
	0.005
	0.020±0.002**
	0.010±0.002**
	0.008±0.003**
	0.008±0.003**

	小剂量组
	8.9
	0.033±0.006**
	0.029±0.005
	0.019±0.004
	0.010±0.004**

	中剂量组
	4.4
	0.027±0.004**
	0.022±0.004**
	0.010±0.005**
	0.010±0.004**

	大剂量组
	2.2
	0.010±0.003**
	0.013±0.004**
	0.007±0.003**
	0.006±0.002**


与空白组比较，* P <0.05,** P <0.01

4 讨论
鼻敏感颗粒为严道南教授根据国医大师干祖望先生的学术思想并结合多年临床经验设计而成，为临床治疗肺脾虚寒型变应性鼻炎的效方。干老认为，变应性鼻炎主要临床表现为鼻痒、喷嚏、鼻塞、鼻流清涕，遇寒发作或加重，鼻粘膜苍白，根据中医辨证，多属于肺脾虚寒证候。因此，治疗处方应以温补肺脾之气为主。根据变应性鼻炎病症特点，宜在辨证组方基础上选加一两味具有抗过敏作用的药物。“鼻敏感颗粒”方中以黄芪为君，取其补脾益气之功，臣以桂枝、干姜温阳以助补气；佐以麻黄宣肺散寒、乌梅与五味子敛肺，三味佐药有散有收，既可益肺，又可制约方中温药辛散温燥太过之弊。同时，五味子、乌梅亦具“抗过敏”之功用，辅以甘草调和诸药，使诸药相合，共奏益气温阳、宣通鼻窍之功。
现代医学认为，变应性鼻炎主要为lgE介导的Ⅰ型变态反应性疾病，其发病机理是过敏原进入机体后，刺激机体产生抗体IgE与有关靶细胞表面抗体结合，使机体处于致敏状态，当相应的过敏原再次进入机体后经一系列生化过程，释放出组织胺、过敏性慢反应物质(SRS—A)激肽、5-羟色胺(5-HT)等过敏反应介质，这些致敏介质与效应器官作用可引起毛细血管扩张、通透性增加、腺体分泌增多及相关的过敏反应性疾病。然而，有研究表明细菌或病毒感染是促进AR慢性炎症发展的重要因素［6］，正常人鼻培养中检出金黄色葡萄球菌的比率为20%，而AR患者的检出率近50%［7］。因此，感染因素对变态反应的影响亦成为该病的研究方向之一。

本次实验结果表明，鼻敏感颗粒对二甲苯造成的小鼠急性渗出性炎症及对大鼠棉球植入所致的慢性增殖性炎症均有抑制作用，证实鼻敏感颗粒对急性渗出性炎症和慢性增殖性炎症皆具有抗炎作用，其抗炎效果随剂量增加而增强。热板实验结果表明，鼻敏感颗粒对由热能引起的中枢神经痛有明显抑制作用，且抑制作用与用药剂量呈正相关性。被动过敏试验证实，鼻敏感颗粒对抗卵白蛋白血清引起的大鼠Ⅰ型变态反应具有较好的治疗作用。
本研究在动物实验上证实了鼻敏感颗粒具有一定的抗炎、镇痛及抗过敏作用，但对其有效成分及具体作用机制的探讨，则需要进一步的深入研究。
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