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摘 要 目的：研究妥洛特罗体内外非特异性抗炎作用。方法：设立空白对照，采用MTT比色法观察妥洛特罗对小鼠腹腔原代巨

噬细胞增殖的影响，Griess法观察妥洛特罗对脂多糖刺激原代巨噬细胞NO释放的影响，酶联免疫吸附法观察妥洛特罗对脂多糖

刺激原代巨噬细胞中炎症因子TNF-α、IL-1β、IL-6、IL-17A生成的影响；同时，设立模型组，观察妥洛特罗贴片皮肤局部给药对巴豆

油诱导的耳炎模型小鼠耳肿胀度、耳肿胀抑制率的影响和对1％2，4-二硝基氟苯（DNFB）诱导的迟发型过敏（DTH）模型小鼠耳肿

胀度、耳肿胀抑制率、体质量和胸腺、脾脏的脏器质量指数的影响。结果：与空白对照比较，妥洛特罗（1×10－4～1×10－3 μmol/L）对

原代巨噬细胞的增殖（半数抑制浓度为 13.67×10－4 mol/L）、IL-17A 的生成无明显影响，可明显抑制 NO 的释放（半数抑制浓度为

5.45×10－4 mol/L）和炎症因子TNF-α、IL-1β、IL-6的生成（P＜0.05或P＜0.01）。与模型组比较，妥洛特罗贴片皮肤局部给药后耳炎

模型和DTH模型小鼠的耳肿胀度明显减小（P＜0.05或P＜0.01）、耳肿胀抑制率增加，但体质量和胸腺、脾脏的脏器质量指数无明

显变化。结论：妥洛特罗在体内外试验中均表现出一定的抗炎作用。

关键词 妥洛特罗；贴片；体内；体外；巨噬细胞；小鼠；抗炎

Study on the Non-specific Anti-inflammation Effects of Tulobuterol in vitro and in vivo
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study non-specific anti-inflammation effects of tulobuterol in vitro and in vivo. METHODS：By

setting up blank control，MTT colorimetry was used to observe the effects of tulobuterol on the proliferation of primary mice perito-

neal macrophages；the effects of tulobuterol on NO release in primary macrophages stimulated with lipopolysaccharide were detect-

ed by Griess；the effects of tulobuterol on the generation of inflammatory factors TNF-α，IL-1β，IL-6 and IL-17A in primary mac-

rophages stimulated with lipopolysaccharide were determined by ELISA. Meanwhile，by setting up model group，the effects of Tu-

lobuterol patch for local use on ear swelling degree and inhibitory rate of ear swelling in soybean oil induced ear inflammation mod-

el mice were observed as well as its effects on ear swelling degree，inhibitory rate of ear swelling and body weight，organ mass in-

dex of thymus gland and spleen in 1％ 2,4-dinitrofluorobenzene（DNFB）induced delayedtype hypersensitivity（DTH）model mice.

RESULTS：Compared with blank control，tulobuterol（1×10－4-1×10－3 μmol/L）had not significant inhibitory effect on the prolifera-

tion of primal macrophages（IC50＝13.67×10－4 mol/L）and generation of IL-17A，but significantly inhibited the generation of NO

（IC50＝5.45×10－4 mol/L）and inflammatory factors TNF-α，IL-1β and IL-6（P＜0.05 or P＜0.01）. Compared with model group，

ear swelling degree of ear inflammation model mice and DTH model mice relieved significantly（P＜0.05 or P＜0.01），while inhibi-

tory rate of ear swelling increased and body weight，mass index of thymus gland and spleen had no significant change after receiv-

ing Tulobuterol patch for local use. CONCLUSIONS：Tulobuterol shows a certain anti-inflammatory effect in vitro and in vivo.

KEYWORDS Tulobuterol；Patch；in vivo；in vitro；Macrophages；Mice；Anti-inflammation

出率的影响[J].中国方剂学杂志，1995，1（2）：45

[ 6 ] 李春香，陈进成，丁芳，等.桂枝与桂枝汤对大鼠发汗作用

的比较研究[J].中医杂志，2011，52（6）：515.

[ 7 ] 李寒冰，鄢丹，王伽伯，等.基于神经氨酸酶活性检测的板

蓝根品质的生物评价[J].药学学报，2009，44（2）：162.

[ 8 ] 刘秀.麻黄道地性质量综合评价模型构建研究[D].银川：

宁夏医科大学，2015.

[ 9 ] 黄璐琦，胡之璧.中药鉴定新技术新方法及其应用[M].北
京：人民卫生出版社，2010.

[10] 熊倩，张密，郑青山.麻黄汤不同配伍对大鼠发汗作用的
定量评价[J].中国临床药理学与治疗学，2011，16（7）：

763.

[11] 刘国清，罗佳波.麻黄汤不同配伍对大鼠发汗作用的影响
[J].中药新药与临床药理，2005，16（5）：318.

[12] 李春香，丁芳，侯小双，等.配伍、煎煮及服药时间对麻黄
发汗作用的影响[J].中医杂志，2013，54（13）：1 145.

[13] 姜寒玉.麻黄亲缘关系分析及主要药用成分测定研究

[D].兰州：甘肃农业大学，2006.
（收稿日期：2015-12-15 修回日期：2016-03-12）

（编辑：林 静）



··1763



China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 13 中国药房 2016年第27卷第13期

妥洛特罗，化学名为1-邻氯苯基-2-叔丁胺基乙醇，系第三

代选择性β2受体激动药，由日本Abbot公司研发，并于 1981年

在日本作为哮喘药上市[1]。妥洛特罗本身属短效β2受体激动

药，被制成透皮贴剂后，可持续作用24 h，被作为长效支气管舒

张剂用于临床[2]。妥洛特罗是第一个被制成透皮贴剂的支气

管舒张剂，具有抑制气道的高反应性、减轻支气管黏膜水肿、

促进支气管纤毛运动和止咳等作用，临床上广泛应用于缓解

支气管哮喘以及慢性阻塞性肺疾病（COPD）所致的呼吸困难

等症状[3]。有文献报道，妥洛特罗贴片联合布地奈德雾化可减

少患儿痰液中嗜酸性细胞数量，可有效降低气道高反应、减轻

气道炎症[4]。据研究报道，长效β2受体激动药还有气道抗炎作

用，可以降低哮喘患者支气管肺泡灌洗液中嗜酸粒细胞的数

量[5]。妥洛特罗贴片能有效减少COPD患者血液中中性粒细

胞数量[3]以及嗜酸性粒细胞对内皮细胞的黏附性[6]。然而，妥

洛特罗除β2受体激动作用外，是否具有直接抗炎活性当前仍未

见相关研究报道，因此，本研究采用课题组制备的妥洛特罗贴

片，同时以市售妥洛特罗贴剂为阳性参比制剂，研究妥洛特罗

体内外非特异性抗炎作用。

1 材料
1.1 仪器

XDS-1B 倒置显微镜（南京翼飞科技有限公司）；Power

Wave XS2酶标测定仪（美国 BioTek 公司）；3K15低温离心机

（美国Sigma公司）。

1.2 药品与试剂

妥洛特罗原料药（批号：TLTL001，纯度：98％）、妥洛特罗

贴片（批号：20150518，规格：0.3 mg/cm2）均由中国医学科学院

药物研究所郑稳生教授课题组制备；妥洛特罗贴剂（商品名：

阿米迪，日东电工株式会社，批号：14K01，规格：每贴0.5 mg）；

Griess试剂（1％磺胺溶液和0.1％萘乙二胺溶液以1 ∶1混合）购

自北京化学试剂公司；2，4-二硝基氟苯（DNFB，美国Sigma-Al-

drich公司）；RPMI1640培养基（美国Hyclone公司）；胎牛血清

（FBS）、MTT、脂多糖（LPS）、地塞米松（Dex，批号：50022，纯

度：＞98％）（美国Gibco公司）；肿瘤坏死因子α（TNF-α）、白细

胞介素 6（IL-6）、IL-1β、IL-17A酶联免疫吸附试验（ELISA）试

剂盒（美国Biolegend公司）。

1.3 动物

昆明种小鼠，SPF级，♂，18～20 g，由军事医学科学院实

验动物中心提供，合格证号：SCXK-（军）2012-0004；ICR小鼠、

C57BL/6J小鼠，SPF级，♂，18～20 g，由北京维通利华实验动

物技术有限公司提供，合格证号：SCXK（京）2012-0001。

2 方法
2.1 原代巨噬细胞的制备与培养

取 C57BL/6J 小鼠 ip 3％巯基乙醇诱导巨噬细胞聚集 3 d

后，处死小鼠，置于75％乙醇浸泡3～5 min；于生物安全柜内，

ip无菌磷酸盐缓冲液（PBS），收集腹腔细胞洗液，以离心半径

15 cm、1 500 r/min离心5 min；收集细胞，5％ FBS的RPMI1640

培养基重悬细胞，台盼蓝染色计活细胞率（＞90％）；调整细胞

密度，接种于 96 或 48 孔板（2×105 个/孔或 5×105 个/孔），于

37 ℃、5％ CO2下孵育 2 h后，弃培养液，37 ℃预温培养液洗 1

次，弃上清中未贴壁细胞，取培养板中细胞用于试验。

2.2 对原代巨噬细胞增殖的影响（MTT法）

将0（空白对照）、2×10－3、1.5×10－3、1×10－3、8×10－4、6×10－4、

4×10－4、2×10－4、1×10－4 mol/L的妥洛特罗原料药和阳性对照药

Dex（1×10－6 mol/L）分别与原代巨噬细胞（2×105个/孔）共同孵

育24 h后，弃培养上清；每孔加入含MTT的培养液（0.5 mg/ml），

于 37℃、5％ CO2下培养 4 h后，弃培养液，每孔加入二甲基亚

砜（DMSO）150 μl，振荡混匀 10 min，于酶标仪 490 nm波长处

测定光密度（OD值）。计算细胞增殖抑制率（％）＝（1－给药

孔OD值/空白对照OD值）×100％。每个浓度设6个复孔。

2.3 对LPS刺激原代巨噬细胞NO释放的影响（Griess法）

原代巨噬细胞按 1×105个/孔接种于 96孔板中，加入 0（模

型对照）、1×10－3、8×10－4、7.5×10－4、6×10－4、5×10－4、4×10－4、2×

10－4 mol/L的妥洛特罗原料药和Dex（1×10－6 mol/L）预处理细

胞 1 h后，加入LPS使终质量浓度为 1 μg/ml，于 37 ℃、5％CO2

下培养24 h；收集上清液，按Griess试剂操作说明测定其中NO

的含量，按（1－给药孔NO含量/模型对照NO含量）×100％计

算NO释放的抑制率，用Probit加权回归分析法计算半数抑制

浓度（IC50）；另按“2.1”项下方法检测细胞增殖抑制率。

2.4 对LPS刺激原代巨噬细胞中TNF-α、IL-6、IL-1β及 IL-

17A生成的影响（ELISA法）

将原代巨噬细胞接种于 48孔板，调整细胞密度为 5×105

个/孔，加入 0（模型对照）、1×10－3、8×10－4、6.4×10－4、5.12×10－4

mol/L的妥洛特罗原料药和Dex（1×10－6 mol/L）预处理细胞1 h

后，加入LPS使终质量浓度为1 μg/ml，于37 ℃、5％CO2下培养

24 h；收集上清液，按ELISA试剂盒操作说明测定细胞中TNF-

α、IL-6、IL-1β、IL-17A 的含量，以上各浓度依次记为 A、B、C、

D、E、F。另设空白对照（不加妥洛特罗、不加LPS的原代巨噬

细胞），同法测定，记为G。每个浓度设6个复孔。

2.5 对巴豆油诱导小鼠耳炎的影响

取昆明种小鼠60只，随机分成6组，空白组、模型组、阳性

参比组（阿米迪，7.81 mg/kg）和妥洛特罗低、中、高组（妥洛特

罗贴片，3.75、7.5、15 mg/kg），各组10只，给药剂量按预实验结

果设计。除空白组小鼠给予等体积溶剂外，其余各组小鼠分

别于左耳两面涂巴豆油 0.02 ml诱导耳炎；30 min后各组小鼠

分别于左耳贴相应剂量的药物贴片，医用胶布粘贴加固，空白

组和模型组贴等面积的空白贴片。给药 4 h 后，脱颈处死小

鼠，沿耳廓基线剪下双耳，直径 6 mm打孔器分别取下左右耳

相同位置的耳片，分析天平称质量，计算耳肿胀度（耳肿胀度＝

左耳片质量－右耳片质量）和耳肿胀抑制率[耳肿胀抑制率

（％）＝（空白组平均耳肿胀度－给药组耳肿胀度）/空白组平均

耳肿胀度×100％]。

2.6 对DNFB诱导的迟发型过敏（DTH）的影响

取 ICR小鼠60只，随机分为6组，空白组、模型组、阳性参

比组（阿米迪，6.25 mg/kg）和妥洛特罗低、中、高组（妥洛特罗

贴片，3、6、12 mg/kg），各组 10只，给药剂量按预实验结果设

计。除空白组小鼠给予等体积溶剂外，其余各组小鼠于腹部

脱毛后涂沫1％ DNFB溶液0.05 ml致敏，并于第2天以同剂量

DNFB加强。同时，于小鼠致敏第 1天开始，各组小鼠背部脱

毛，给药组分别涂沫相应剂量妥洛特罗，待干后医用胶布粘贴

固定，每日 1次，连续 6 d；空白组和模型组小鼠给予等体积空

白胶液。于小鼠致敏后第 5天，除空白组外，其余各组小鼠于

左耳涂1％DNFB溶液0.01 ml，24 h后，处死各组小鼠，沿耳廓

基线剪下双耳，用直径6 mm打孔器分别取下左右耳相同位置

的耳片，分析天平称质量，计算耳肿胀度及耳肿胀抑制率

（％）；并摘取下胸腺、脾脏，称其湿质量，计算脏器指数[脏器指

数＝脏器湿质量（mg）/体质量（g）]。

2.7 统计学方法

数据均以x±s表示。采用PASW Statistics 18.0软件进行
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统计分析，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

LSD法检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 对原代巨噬细胞增殖的影响

妥洛特罗体外在 1×10－4～1×10－3 μmol/L浓度范围内，随

其浓度的增加，对原代巨噬细胞增殖抑制率随之增加，其 IC50

为13.67×10－4 mol/L。Dex在1×10－6 mol/L浓度下未见明显毒

性。妥洛特罗对原代巨噬细胞增殖抑制率的影响见图1。

3.2 对LPS刺激原代巨噬细胞NO释放的影响

妥洛特罗可显著抑制LPS刺激原代巨噬细胞NO释放，作

用呈一定的浓度依赖性，其 IC50为5.45×10－3 mol/L。Dex在1×

10－6 mol/L浓度下对NO释放的抑制率为82.4％。MTT检测结

果显示，各孔细胞增殖抑制率变化不明显，提示NO释放的减

少不是由妥洛特罗的细胞毒作用引起的。妥洛特罗对LPS刺

激原代巨噬细胞NO释放和细胞增殖的影响见图2。

3.3 对LPS刺激原代巨噬细胞中TNF-α、IL-6、IL-1β及 IL-

17A生成的影响

与G比较，A中原代巨噬细胞TNF-α、IL-6、IL-1β含量增加

（P＜0.01）；A、B、C、D、E、F中原代巨噬细胞中 IL-17A含量无

明显变化。与 A 比较，B、C、D、E 中原代巨噬细胞中 TNF-α、

IL-6、IL-1β的生成被抑制（P＜0.05或P＜0.01），且与妥洛特罗

浓度呈一定的依赖性。妥洛特罗对LPS刺激原代巨噬细胞中

炎症因子生成的影响见图3。

3.4 对巴豆油诱导小鼠耳炎的影响

与模型组比较，阳性参比组和妥洛特罗低、中、高剂量组

小鼠的耳肿胀度均明显减少（P＜0.05或 P＜0.01），其中妥洛

特罗高剂量组减少更明显。妥洛特罗贴片对耳炎模型小鼠耳

肿胀度和肿胀抑制率的影响见表1。

表 1 妥洛特罗贴片对耳炎模型小鼠耳肿胀度和肿胀抑制率

的影响（x±±s，n＝10）

Tab 1 Effects of Tulobuterol patch on the ear swelling de-

gree and inhibitory rate of ear swelling in ear inflam-

mation model mice（x±±s，n＝10）

组别
模型组
妥洛特罗低剂量组
妥洛特罗中剂量组
妥洛特罗高剂量组
阳性参比组

耳肿胀度，mg

26.43±3.75

23.34±3.79＊

19.44±2.20＊＊

18.51±2.66＊＊#

20.64±3.34＊＊

耳肿胀抑制率，％

11.69

26.45

29.97

21.91

注：与模型组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与妥洛特罗低剂量组比

较，#P＜0.05

Note：vs. model group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. low-dose tulob-

uterol group，#P＜0.05

3.5 对DNFB诱导DTH的影响

与模型组比较，阳性参比组和妥洛特罗低、中、高剂量组

小鼠的耳肿胀度均明显减少（P＜0.05或 P＜0.01），其中妥洛

特罗低剂量组和妥洛特罗高剂量组比较差异有统计学意义

（P＜0.05）。妥洛特罗各剂量组小鼠的体质量和脏器指数与模

型组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。妥洛特罗贴片对

DNFB诱导DTH模型小鼠耳肿胀度、肿胀抑制率、体质量和脏

器质量指数的影响见表2。

4 讨论
β受体可分为β1和β2两种亚型，广泛存在于机体组织细胞

上，其功能异常与许多疾病有密切关系。现代医学认为，哮喘

是一种由多种炎性细胞共同参与的慢性、非特异性的气道炎

症性疾病[7]。哮喘的发病机制非常复杂，目前认为哮喘患者的

发病常与气道存在炎症及免疫变态反应、气道神经-受体调节

异常以及环磷酸腺苷（cAMP）/环磷酸鸟苷（cGMP）失衡相

关 [8]。因此，β2受体激动药如福莫特罗、妥洛特罗等，目前已被

图1 妥洛特罗对原代巨噬细胞增殖抑制率的影响（n＝6）

Fig 1 Effects of tulobuterol on the inhibition rate of prolifer-

ation of primary macrophages（n＝6）
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图2 妥洛特罗对LPS刺激原代巨噬细胞NO释放和细胞增殖

的影响（n＝6）

Fig 2 Effects of tulobuterol on NO release and proliferation

in primary macrophages induced by LPS（n＝6）
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图 3 妥洛特罗对LPS刺激原代巨噬细胞中炎症因子生成的

影响（n＝6）
注：与G比较，#P＜0.01；与A比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Fig 3 Effects of tulobuterol on the generation of primary

macrophages inflammatory factor induced by LPS

（n＝6）
Note：vs. G，#P＜0.01；vs. A，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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表 2 妥洛特罗贴片对DNFB诱导DTH模型小鼠耳肿胀度、

肿胀抑制率、体质量和脏器质量指数的影响（x±±s，n＝

10）

Tab 2 Effects of Tulobuterol patch on ear swelling degree，

inhibitory rate of ear swelling，body weight and or-

gan mass index in DNFB-induced DTH model mice

（x±±s，n＝10）

组别
空白组
模型组
妥洛特罗低剂量组
妥洛特罗中剂量组
妥洛特罗高剂量组
阳性参比组

耳肿胀度，mg

10.20±1.40

8.60±1.91＊

8.18±1.70＊＊

7.48±1.44＊＊#

8.28±1.61＊＊

耳肿胀抑制率，％

15.69

19.80

26.67

18.82

体质量，g

23.8±1.2

23.4±1.1

23.2±1.2

23.6±1.3

23.3±1.6

24.0±1.2

胸腺指数，mg/g

2.74±0.52

2.82±0.44

2.81±0.53

2.85±0.46

2.45±0.45

3.06±0.60

脾指数，mg/g

5.47±0.74

5.83±1.29

5.97±0.77

5.92±1.53

5.61±0.52

5.63±1.96

注：与模型组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与妥洛特罗低剂量组比

较，#P＜0.05

Note：vs. model group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. low-dose tulob-

uterol group，#P＜0.05

广泛应用于哮喘以及其他呼吸困难性疾病的临床治疗，其扩

张支气管的作用机制表现为通过激动β2受体而激活腺苷酸环

化酶，使 cAMP和蛋白激酶A（PKA）的含量增加，两者共同作

用使呼吸道平滑肌松弛，缓解哮喘症状[9]。而妥洛特罗贴剂是

当前面世的首个透皮吸收型的β2受体激动药[10]，是我国儿童哮

喘防治指南中推荐的目前唯一的透皮吸收给药制剂[11]。该药

除能有效缓解气喘及改善咳嗽咳痰症状外，也有研究报道其

具有降低炎症反应 [12]、减少 COPD 患者血液中中性粒细胞数

量[3]以及嗜酸性粒细胞对内皮细胞的黏附性[6]。为此，本研究

建立体内、外炎症模型，对妥洛特罗的直接抗炎活性进行研究

评价。体外研究结果显示，妥洛特罗可显著抑制LPS诱导原

代小鼠腹腔巨噬细胞NO的释放，减少NO的释放在一定程度

上可缓解炎症反应；妥洛特罗可显著减少小鼠巨噬细胞培养

上清炎症因子的生成。进一步体内研究结果显示，妥洛特罗

贴片可显著抑制巴豆油诱导的小鼠耳肿胀和 DNFB 诱导的

DTH炎症反应（P＜0.05或P＜0.01）。本文研究结果为妥洛特

罗贴片的直接抗炎活性提供了有力的证据，但是，其对气道炎

症的药效作用及其作用机制仍需进一步的深入研究。
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本刊讯 英国药品和健康产品管理局（MHRA）近日更新

了关于使用尼可地尔作为稳定型心绞痛二线治疗的建议，认

为除非停药，否则部分溃疡可进展为并发症。尼可地尔诱导

的溃疡最常见于胃肠道（罕见）；其次为皮肤和黏膜，包括眼部

（十分罕见）。相关的风险因素包括憩室病患者可能存在瘘形

成或者肠道穿孔的风险。与阿司匹林、非甾体抗炎药或糖皮

质激素联用也可增加胃肠道溃疡、穿孔或者出血的风险。

溃疡可同时或者陆续发生于同一患者的不同部位。溃疡

可发生在尼可地尔治疗期间的任何时间（包括开始治疗或数

年后）。已报告的胃肠道溃疡中几乎有三分之二为严重病

例。停止尼可地尔治疗是治愈这些溃疡的唯一方法，传统治

疗包括手术对尼可地尔所导致的溃疡无效。根据疾病严重程

度，溃疡愈合可能需要数周或者数月的时间。

对医疗卫生专业人员提出的建议主要包括：（1）尼可地尔

仅用于一线抗心绞痛治疗控制效果不佳，或者一线抗心绞痛

治疗（如β受体阻滞药或者钙拮抗剂）禁忌或者不耐受患者的

稳定型心绞痛治疗；（2）尼可地尔可引起严重的皮肤、黏膜和

眼部溃疡，包括胃肠道溃疡，可进展为穿孔、出血、瘘或脓肿；

（3）如发生溃疡，应停止尼可地尔治疗——如果心绞痛症状恶

化，需考虑采用替代治疗或者咨询专科医师；（4）请采用黄卡

继续报告有关尼可地尔或者任何其他药物的疑似不良反应。

其他更新的建议还包括：（1）尼可地尔禁用于低血容量和

急性肺水肿患者，并且不得与可溶性鸟苷酸环化酶激动剂联

合使用；（2）在如下情况中尼可地尔应慎用：①心力衰竭患者

（纽约心脏协会Ⅲ或Ⅳ级）；葡萄糖 6磷酸脱氢酶（G6PD）缺乏

症患者（考虑高铁血红蛋白血症的风险）；② 正在接受达泊西

汀的患者（考虑立位耐力降低的风险）；③与其他增加血钾水

平的药物联用，尤其是用于中度至严重肾损伤患者时。（3）根

据临床反应，患者可将剂量递增至最大剂量40 mg，每日2次。

常用治疗剂量范围仍为10～20 mg，每日2次；对于特别容易出

现头痛的患者，可采用较低起始剂量5 mg，每日2次。

英国提示尼可地尔的溃疡并发症风险
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