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羚贝止咳糖浆对豚鼠离体气管螺旋条平滑肌收缩的抑制作用 

李秀丽 1，刘同彦 2，李  苹 2，张翠艳 2，陈志国 2，徐殿达 2，王雅萌 1，王玉莹 1，杨静娴 1* 
1. 辽宁中医药大学，辽宁 大连  116600 
2. 吉林敖东集团力源制药股份有限公司，吉林 敦化  133700 

摘  要：目的  考察羚贝止咳糖浆对豚鼠离体气管螺旋条平滑肌收缩的抑制作用，并探讨其作用机制。方法  制备豚鼠离体

气管平滑肌螺旋条，随机分为羚贝止咳糖浆组、川贝雪梨糖浆组和异丙肾上腺素组，每组各 3 例。加入 0.167 μg/mL 氯化乙

酰胆碱制备豚鼠离体气管螺旋条平滑肌收缩模型。当气管平滑肌张力达到最高点时，观察羚贝止咳糖浆最大有效浓度对豚鼠

离体气管螺旋条收缩作用的影响，计算抑制率。采用 RT-PCR 法检测豚鼠离体气管条肌球蛋白轻链激酶（MLCK）mRNA 表

达，采用疫蛋白印迹法（Western blotting）法检测豚鼠离体气管条 MLCK 蛋白表达情况。结果  羚贝止咳糖浆能够显著抑制

氯化乙酰胆碱引起的豚鼠气道平滑肌过度收缩，松弛气道平滑肌，作用强度强于川贝雪梨糖浆（P＜0.05），但弱于异丙肾上

腺素（P＜0.01）。羚贝止咳糖浆能够显著降低由氯化乙酰胆碱引起的过度收缩的豚鼠气道平滑肌中MLCK mRNA表达、MLCK
的蛋白表达量（P＜0.01）。结论  羚贝止咳糖浆可能通过减少处于过度收缩状态的平滑肌 MLCK mRNA、MLCK 蛋白的表

达量，起到松弛气道平滑肌、解除气道痉挛的作用，从而发挥其止咳平喘的作用。 
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Inhibition of Lingbei Zhike Syrup on contraction of smooth muscle of tracheal 
spiral strip in guinea pig 
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Abstract: Objective  To study inhibition of Lingbei Zhike Syrup on contraction of smooth muscle of tracheal spiral strips in guinea 
pig, and explore its mechanism. Methods  Tracheal spiral lines in guinea pig were isolated and prepared, and were randomly divided 
into Lingbei Zhike Syrup group, Chuanbei Xueli Syrup group, and isoproterenol group, and each group had three tracheal spiral 
strips. Acetylcholine chloride (0.167 μg/mL) was used to prepare contraction models of smooth muscle of tracheal spiral strips in 
guinea pig. When tension was the maximum, effects of Lingbei Zhike Syrup with maximum concentration on contraction of smooth 
muscle of tracheal spiral strips in guinea pig were observed, and inhibition rates were calculated. RT-PCR method was used to detect 
the expressions of myosin light chain kinase (MLCK) mRNA. Western blotting method method was used to detect expressions of 
MLCK protein in guinea pig. Results  Lingbei Zhike Syrup could inhibit excessive contraction of airway smooth muscle induced by 
acetylcholine chloride, and relax airway smooth muscle. The effect of Lingbei Zhike Syrup was stronger than that of Chuanbei Xueli 
Syrup (P < 0.05), but weaker than that of isoproterenol (P < 0.01). Lingbei Zhike Syrup could significantly decrease the expression of 
MLCK mRNA expression and MLCK protein in airway smooth muscle with excessive contraction in guinea pigs induced by 
acetylcholine chloride. Conclusion  Lingbei Zhike Syrup can reduce expression of MLCK mRNA and MLCK protein in excessive 
contraction of smooth muscle, relax airway smooth muscle, and relieve airway spasm, and has antitussive and antiasthmatic effect. 
Key words: Lingbei Zhike Syrup; contraction of smooth muscle of tracheal spiral strip; inhibition rate; expression of MLCK mRNA 
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气道平滑肌在外界刺激下过度收缩称为气道高

反应性，是哮喘病发作的重要原因，气道平滑肌过

度收缩引起气道痉挛，从而引起哮喘、咳嗽等症状，

因此抑制气道平滑肌异常收缩是治疗咳嗽、哮喘等

气道反应性疾病的有效途径[1-2]。平滑肌收缩是胞内

的钙离子与钙调蛋白（CaM）结合起来组成复合体，

然后与肌球蛋白轻链激酶（MLCK）结合。当肌球

蛋白轻链（MLC20）被 MLCK 磷酸化之后，肌球蛋

白的头部则可以与肌动蛋白发生互动，从而产生收

缩[3]。MLCK 是控制平滑肌收缩的关键调节蛋白，

因此控制 MLCK 表达可抑制平滑肌过度收缩发挥

平喘作用。羚贝止咳糖浆是临床上广泛应用的中成

药，由紫苑（蜜）、茯苓、麻黄、知母、金银花、陈

皮、半夏（姜）、前胡、远志（制）、平贝母等共 13
味中药组成，具有宜肺化痰、止咳平喘的功效。本

研究根据羚贝止咳糖浆的功能主治，对其对气道平

滑肌异常收缩的影响进行了研究，并试述其作用机

制，为羚贝止咳糖浆在临床更加有效、全面、安全

地使用提供参考。 
1  材料 
1.1  动物 

健康豚鼠，体质量 150～200 g，雌雄各半，购

自济南金丰实验动物有限公司，动物生产合格证号

SCXK(鲁）2014-0006，实验动物使用许可证号

SYXK（辽）-2013-0009。 
1.2  仪器 

TP-114 型电子天平（美国 Denver Instrument 公
司）；HW-200S 型恒温平滑肌实验系统、BL-420S
型生物机能实验系统（成都泰盟科技有限公司）；

JZ100 型张力换能器（北京新航兴业科贸有限公

司）；PCWJ-10 型系列超纯水机（成都品成科技有

限公司）；Ti-S 型荧光倒置显微镜（日本 Nikon 公

司）；DW-86L386 海尔超低温保存箱（青岛海尔股

份有限公司） 
1.3  药物与试剂 

羚贝止咳糖浆（吉林敖东力源制药有限公司，

规格 10 mL/支，批号 161101）；川贝雪梨糖浆（李

时珍医药集团有限公司，规格 100 mL/瓶，批号

201604007）；氯化乙酰胆碱（国药集团化学试剂有

限公司，批号 20150323，质量分数＞98%）；K-H
营养液（1 000 mL 蒸馏水中含有 NaCl 7.67 g、KCl 
0.344 g、MgCl2 0.254 g、CaCl2 0.202 g、NaHCO3 
2.125 g、KH2PO4 0.16 g、葡萄糖 2.189 g，以上试剂

均购自天津科密欧化学试剂有限公司，批号分别为

20150112 、 20170110 、 20160812 、 20140110 、

20161019、20160331、20160826），盐酸异丙肾上腺

素注射液（上海禾丰制药有限公司，规格 2 mL∶1 
mg，批号 41160302） 
2  方法 
2.1  豚鼠离体气管平滑肌螺旋条的制备 

取体质量 350 g 左右的豚鼠 15 只，分别锤击其

头部处死，迅速开胸，小心分离出气管，从甲状软

骨下端至气管分叉处剪下完整气管段，浸入 K-H 液

中，轻柔去除气管周围结缔组织和脂肪，剪成气管

螺旋条。将气管条两端分别与恒温水浴槽中的麦氏

浴管和张力换能器上的挂钩相连，使气管条垂直固

定于含有 20 mL K-H 液的麦氏浴管中，恒温 37 ℃，

持续供氧，调整气管条张力，初始负荷为 1.5 g。使

用多通道生物信号采集处理系统记录实验过程中气

管条张力的变化，每 15 分钟换 K-H 试液 1 次，孵

育 1 h 后用于实验。 
2.2  羚贝止咳糖浆对豚鼠离体气管条收缩作用的

影响 
将 9 个豚鼠离体气管螺旋条随机分为羚贝止咳

糖浆组、川贝雪梨糖浆组和异丙肾上腺素组，每组

各 3 例。分别孵育 1 h 后加入 0.167 μg/mL 氯化乙酰

胆碱引发气管平滑肌最大程度的收缩[4]。当气管平

滑肌张力达到最高点时，再分别加入羚贝止咳糖浆、

川贝雪梨糖浆和异丙肾上腺素各 0.1 mL，观察 5 
min。若张力无明显变化则再加入 0.1 mL，重复上

述给药操作，直至气管平滑肌张力出现下降趋势，

此时用药终浓度为最小有效浓度；再继续给药，使

其张力持续下降，直至最低点（再加入药物张力不

再发生变化），此时药物终浓度为最大有效浓度。得

到羚贝止咳糖浆与豚鼠离体气管平滑肌的收缩活性

的量效关系。结果显示羚贝止咳糖浆能显著抑制豚

鼠离体气管平滑肌的收缩活性，其最小有效浓度为

9.125 g/mL，最大有效浓度为 29.2 g/mL；川贝雪梨

糖浆的最小、最大有效浓度分别为 21.6、43.8 g/mL；
异丙肾上腺素在终浓度为 1 nmol/L时发挥最大拮抗

作用。记录各组气管平滑肌张力变化曲线，见图 1，
计算抑制率。 

抑制率＝（给药前张力－给药后张力）/给药前张力 

2.3  RT-PCR 法检测豚鼠离体气管条 MLCK 
mRNA 表达 

将 9 个豚鼠离体气管螺旋条随机分为羚贝止咳 



现代药物与临床    Drugs & Clinic    第 33 卷  第 2 期    2018 年 2 月 

   

·222· 

 

图 1  羚贝止咳糖浆对豚鼠过度收缩气道平滑肌的量效关系 
Fig. 1  Dose-effect relationship of Lingbei Zhike Syrup on 

excessive contraction of airway smooth muscle in 
guinea pigs 

糖浆组、川贝雪梨糖浆组和异丙肾上腺素组，每组

各 3 例。分别孵育 1 h 后加入 0.167 μg/mL 氯化乙酰

胆碱引发气管平滑肌最大程度的收缩。当气管平滑

肌张力达到最高点时，分别再加入各药物，使终浓

度为最大有效浓度，使其张力持续下降至其张力不

再发生变化，立即取出气管条速冻组织。将组织块

平放于软塑料盖或特制小盒内（直径 2 cm），加 OCT
包埋剂浸没组织，然后将特制小盒缓缓平放入盛有

液氮的小杯内，当盒底部接触液氮时即开始气化沸

腾，大约 10～20 s 组织即迅速冰冻成块，将组织取

出置于−80 ℃冰箱中备用。取出 3 组气管条，采用

TRIzol 法提取各组细胞总 RNA。取各组总 RNA 3 
μg，按照试剂盒说明书合成 cDNA。取 2 μL cDNA
为模板，按照 RT-PCR 试剂盒说明书进行体外扩增。

DNA 引物由北京赛诺科为生物科技有限公司合成，

序列为内参 β-actin 上游引物：5'-GGGAAATCGTGC 
GTGACAT-3'，下游引物：5'-TCAGGAGGAGCAATG 
ATCTTG-3'，MLCK 上游引物：5'-CCTCTCTGACCT 
CCGGGTTA-3'，下游引物：5'-GCCTCTCCGTTCAA 
AGTGGA-3'琼脂凝胶电泳，凝胶成像仪拍照，Image 
J 图像分析系统分析，结果采用相对吸光度值表示。 

相对吸光度＝目的基因吸光度/β-actin 吸光度 

2.4  疫蛋白印迹法（Western blotting）法检测豚鼠

离体气管条 MLCK 蛋白表达情况 
取出上述 3 组气管条，按试剂盒要求提取全蛋

白，手动玻璃匀浆器匀浆数次，将组织匀浆液转移

至预冷的 eppendorf 管中。10 000 r/min 4 ℃离心 5 
min。取上清置新的预冷的 eppendorf 管中。−80 ℃
保存，Braford 法测定蛋白质浓度。用现配 8% 
SDS-PAGE 分离胶，每泳道蛋白质上样量 50 μg。电

泳后将凝胶中的蛋白质电转移至硝酸纤维素膜上，

取出后将膜放入含5% BSA的TBST中封闭30 min，
再用 TBST 缓冲液洗膜 3 次。将膜放入装有兔抗

MLCK、β-actin（1∶1 000）抗体的自封袋中，4 ℃
孵育过夜；TBST 冲洗 3 次，将膜放入 HRP 标记的

山羊抗兔的二抗（1∶2 000）中，室温孵育 1 h，然

后用 TBST 洗膜 3 次；按试剂盒配制 ECL 工作液，

暗室中将处理好的膜片放入 ECL 工作液中，反应

1～3 min 至蛋白的荧光条带可见终止显色；凝胶成

像仪观察显色情况，拍照记录，并用 Image J 软件

分析相对灰度。 
相对灰度＝目的蛋白灰度/β-actin 灰度 

2.5  统计学分析 
采用 SPSS 17.0 版统计软件对数据进行处理，

所有数据均以⎯x±s 表示，组间采用 t 检验或单因素

方差分析。 
3  结果 
3.1  羚贝止咳糖浆对氯化乙酰胆碱引起的豚鼠离

体气管条收缩抑制率的影响 
各组药物对离体气管平滑肌收缩的抑制率见表 1。

结果表明，羚贝止咳糖浆对豚鼠离体气管条收缩的

抑制作用强度强于川贝雪梨糖浆（P＜0.05），但弱

于异丙肾上腺素（P＜0.01）。提示羚贝止咳糖浆能

够显著抑制氯化乙酰胆碱引起的豚鼠气道平滑肌过

度收缩，松弛气道平滑肌。 

表 1  羚贝止咳糖浆对豚鼠过度收缩气道平滑肌的影响 
Table 1  Effect of Lingbei Zhike Syrup on excessive contraction 

of airway smooth muscle in guinea pig 

组别 剂量 抑制率% 

川贝雪梨糖浆 43.8 g·L−1 40.00±2.52 

异丙肾上腺素 1 nmol·L−1 200.00±10.00 

羚贝止咳糖浆 29.2 g·L−1 62.00±6.24*## 

与川贝雪梨糖浆组比较：*P＜0.05；与异丙肾上腺素组比较：##P＜0.01 
*P < 0.05 vs Chuanbei Xueli Syrup group; ##P < 0.01 vs isoproterenol group  

3.2  羚贝止咳糖浆对收缩豚鼠离体气管条 MLCK 
mRNA 表达的影响 

氯化乙酰胆碱引起的过度收缩豚鼠气道中

 

 
 

   

   

 

Ach 

100        500           1 000      1 500  
μL·(20 mL)−1 

羚贝止咳糖浆

100      1 000   1 500      2 000      2 500
μL·(20 mL)−1 

川贝雪梨糖浆
Ach 

100      1 000   1 500      2 000      2 500
μL·(20 mL)−1 

异丙肾上腺素
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MLCK mRNA 表达量显著增加，并且羚贝止咳糖浆

能够显著降低由氯化乙酰胆碱引起的过度收缩的豚

鼠气道平滑肌中 MLCK mRNA 表达（P＜0.01），见

图 2、表 2。提示羚贝止咳糖浆对气道平滑肌中

MLCK mRNA 表达有降低作用。 

 

图 2  羚贝止咳糖浆对豚鼠气道平滑肌 MLCK mRNA 表达

的影响 
Fig. 2  Effect of Lingbei Zhike Syrup on MLCK mRNA of 

airway smooth muscle in guinea pig 

表 2  羚贝止咳糖浆对豚鼠气道平滑肌 MLCK mRNA 表达

量的影响（⎯x ± s，n = 3） 
Table 2  Effect of Lingbei Zhike Syrup on MLCK mRNA 

expression of airway smooth muscle in guinea pig 
(⎯x ± s, n = 3 ) 

组别 剂量/(g·L−1) mRNA 表达量/% 

对照 — 97±2.5 

模型 — 188±4.7** 

羚贝止咳糖浆 29.2 135±2.6## 

与对照组比较：**P < 0.01；与模型组比较：##P < 0.01 
**P < 0.01  vs control group; ##P < 0.01 vs model group 

3.3  羚贝止咳糖浆对收缩豚鼠离体气管条 MLCK
蛋白表达的影响 

氯化乙酰胆碱引起的过度收缩豚鼠气道中

MLCK 的蛋白表达量显著增加，并且羚贝止咳糖浆

能够显著降低由氯化乙酰胆碱引起的过度收缩的豚

鼠气道平滑肌中 MLCK 的蛋白表达量（P＜0.01），
见图 3、表 3。提示羚贝止咳糖浆抑制气道平滑肌

收缩的作用可能是与调控平滑肌中 MLCK 的表达

有关。 

 

图 3  羚贝止咳糖浆对豚鼠气道平滑肌 MLCK 蛋白的影响 
Fig. 3  Effect of Lingbei Zhike syrup on MLCK protein of 

airway smooth muscle in guinea pig 

表 3  羚贝止咳糖浆对豚鼠气道平滑肌 MLCK 蛋白表达量

的影响（⎯x ± s，n = 3） 
Table 3  Effect of Lingbei Zhike Syrup on MLCK protein 

expression of airway smooth muscle in guinea pig 
(⎯x ± s, n = 3 ) 

组别 剂量/(g·L−1) 蛋白表达量/% 

对照 — 98±3.2 

模型 — 194±2.2** 

羚贝止咳糖浆 29.2 138±3.1## 

与对照组比较：**P < 0.01；与模型组比较：##P < 0.01 
**P < 0.01  vs control group; ##P < 0.01 vs model group 

4  讨论 
呼吸系统疾病如咳嗽、支气管哮喘等危害人类

健康，严重影响患者日常生活。其发病机制均与呼

吸依赖的各级肺组织的一系列力学过程受的影响有

关[5]。控制呼吸的气道平滑肌细胞对环境变化非常

敏感，气道高反应性、炎症、组织重构等相关异常

刺激将影响气道平滑肌细胞结构和功能，导致气道

收缩的最终因素气道平滑肌过度收缩，从而引发咳

嗽、支气管哮喘等疾病[6]。气道平滑肌能主动收缩

而产生收缩力，如果其过度收缩，将可能引发哮喘，

因此控制气道平滑肌收缩是治疗哮喘、咳嗽等呼吸

系统疾病的切实有效的方法。MLCK 途径是平滑肌

细胞内信号转导的主要途径，前者通过肌浆内 Ca2+

浓度升高，激活 CaM 依赖性 MLCK，催化肌球蛋

白轻链磷酸化，肌球蛋白 ATP 酶活性增加，肌丝滑

行，肌肉收缩，引发平滑肌收缩[7]。肌浆内 Ca2+浓

度的恢复使 MLCK 失活，肌球蛋白轻链磷酸酶

（MLCP）使肌球蛋白脱磷酸化，肌肉舒张，使平滑

肌舒张。MLCK 作为平滑肌收缩的主要调控蛋白在

控制舒张平滑肌收缩，减轻支气管痉挛中起关键作

用，是判断哮喘症状缓解的重要指标。抑制 MLCK
蛋白表达可抑制气管平滑肌收缩，达到缓解治疗哮

喘病的目的。 
羚贝止咳糖浆处方由紫菀（蜜）、茯苓、麻黄、

知母、金银花、陈皮、半夏（姜）、前胡、远志（制）、

平贝母、罂粟壳、山楂、羚羊角组成，具有宣肺化

痰、止咳平喘的功效，用于小儿肺热咳嗽及痰湿咳

嗽。以金银花为君药，金银花性甘、寒，归肺、心、

胃经，有芳香疏散，透热达表之功，可轻宣肺气既

善清肺经之邪以疏风透热，又能泄心、胃之热清热

解毒。前胡性苦、辛，微寒，归肺经，宜于痰热壅

肺，肺失宣降之咳喘胸满，有能疏散风热，宣发肺
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气，化痰止咳。麻黄辛散苦泄，温通宣畅，主入肺

经，可外开皮毛之郁闭，以使肺气宣畅，内降上逆

之气，以复肺司肃降之常，故善平喘，为臣药辅助

止咳平喘。佐以平贝化痰止咳，罂粟壳敛肺止咳作

用于肺虚久咳不止之证。散中有收，治疗各种原因

引起的肺逆咳喘。药理研究结果表明，羚贝止咳糖

浆通过调控肺部组织凋亡相关蛋白 Bcl-2、Fas 抑制

肺部组织病理性凋亡，帮助恢复组织正常结构减轻

肺组织炎症发挥止咳平喘作用[8]。 
为进一步对羚贝止咳糖浆平喘作用及其机制进

行研究，本实验考察其抑制平滑肌收缩从而治疗哮

喘的作用。实验结果表明，羚贝止咳糖浆能显著抑

制豚鼠气道平滑肌过度收缩发挥松弛平滑肌的作

用。实验采用离体试验模型，选取豚鼠离体气管平

滑肌条实验对羚贝止咳糖浆的平喘作用进行研究。

用乙酰胆碱诱发其收缩，可反映出大气道（气管）

的舒缩变化。结果表明，羚贝止咳糖浆能显著抑制

氯化乙酰胆碱诱发的豚鼠离体气管螺旋条的收缩活

性，随着给药量的增加，作用逐渐增强，最大抑制

率为（62.00±6.24）%，提示羚贝止咳糖浆能剂量

相关性地拮抗氯化乙酰胆碱引起的豚鼠离体气管条

收缩，其作用显著强于川贝雪梨糖浆，但弱于异丙

肾上腺素。以上结果表明，羚贝止咳糖浆能快速有

效地抑制乙酰胆碱等过敏介质引起的气管和支气管

平滑肌收缩，解除其痉挛，有效缓解支气管哮喘的

发作，为其临床平喘功效提供了药效学依据。 
为探究羚贝止咳糖浆发挥舒张平滑肌的作用机

制，本实验通过 RT-PCR 法和免疫蛋白印迹法检测

了羚贝止咳糖浆作用后气道平滑肌条中平滑肌收缩

关键蛋白 MLCK 的 mRNA、MLCK 蛋白的表达情

况，结果表明羚贝止咳糖浆能显著减少处于过度收

缩状态的平滑肌中 MLCK mRNA、MLCK 蛋白的表

达量。提示羚贝止咳糖浆松弛平滑肌作用与抑制

MLCK 表达有关。 
综上所述，羚贝止咳糖浆可能通过减少处于过

度收缩状态的平滑肌 MLCK mRNA、MLCK 蛋白的

表达量，起到松弛气道平滑肌、解除气道痉挛的作

用，从而发挥其止咳平喘作用。 
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