清金止咳饮药效学实验方案
止咳（氨刺激引咳法致小鼠咳嗽的止咳作用）

小鼠雌雄各半，随机分为正常对照组、阳性对照组、高剂量组、中剂量组、低剂量组，每组12只，以右美沙芬作为阳性药。各组小鼠灌服等容量的药液或水溶液，连续7天，每天一次。末次给药后1小时将小鼠置于倒置的500ml烧杯内，吸取0.3ml浓氨水注人50mg棉球后放人烧杯内，2分后即取出，观察和记录小鼠自放人棉球后咳嗽潜伏期及取出棉球后3分钟内咳嗽次数（以小鼠腹肌剧烈收缩，肩背怂动伴有张嘴为咳嗽指标）。

二、化痰（气管段酚红法测定对小鼠的化痰作用）
   小鼠雌雄各半，随机分为正常对照组、阳性对照组、高剂量组、中剂量组、低剂量组，每组12只，以氨溴索作为阳性药。各组小鼠灌服等容量的药液或水溶液，连续7天，每天一次。末次给药30分钟后，腹腔注射酚红0.1ml（5mg/10g）体重，注射酚红后半小时，处死动物，剥离气管周围组织，剪下自甲状软骨下至气管分支处的一段气管，放人盛有2ml生理盐水的试管中，再加0.1ml（或1 ~2滴）氢氧化钠，用紫外可见分光光度计，波长546nm测A值，用酚红作一标准曲线，根据曲线计算酚红含量（μg/ml），与对照组比较。

三、平喘（对豚鼠的平喘实验）
实验前一天由预选体重200g左右豚鼠若干只，分别置引喘仪中，以53.3~66.6kPa（400~500mmHg）压力喷入1mg/ml磷酸组胺1ml（必要时将浓度提高到2mg/ml），动物在吸入以上药液后经过一定的潜伏期，即产生哮喘反应。“哮喘”反应按程序可分为四级，I级呼吸加速，Ⅱ级呼吸困难，Ⅲ级抽搐，NV级跌倒。多数动物在90秒钟以内即可出现Ⅲ级或I级反应；一般不超过150秒钟，超过150秒钟者可以认为不敏感，不予选用。动物一出现抽搐，即拉开箱门取出动物，以免动物因窒息而死亡。将预选过的”哮喘”豚鼠随机分为正常对照组、阳性对照组、高剂量组、中剂量组、低剂量组，每组10只，以氨茶碱作为阳性药。各组小鼠灌服等容量的药液或水溶液，连续7天，每天一次。末次给药给药后30分钟，分别放入喷雾装置内按预选时抽样条件分别喷雾磷酸组胶。记录喷雾开始至症状出现的时间（以抽搐、跌倒为准)作为潜伏时间。

四、体外抗菌
各试验菌（金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌等）分别接种于牛肉膏汤液体培养基，在37℃孵箱中培养24小时，比浊法进行细菌计数，再用肉汤调配成106CFU/ml菌液备用。将药液用肉汤由10%（300mg生药/ml）为起点进行连续二倍梯度稀释，依次加入96孔细胞培养板中，0.2ml/孔。再分别加入浓度为106CFU/ml的各试验菌菌液0.01mL/孔。同时设立细菌以及培养基对照孔。先置4℃环境中作用12小时后，再置普通培养箱37℃、48小时培养，肉眼观察结果。以无细菌生长（不混浊）孔的最小药物浓度为MIC。依次将各无细菌生长孔的培养物用无菌蒸馏水稀释10倍，吸取0.01ml接种在普通琼脂平板上，置普通培养箱37℃、48小时培养，以接种区域无细菌生长所对应的最小药物浓度为MBC。

清金止咳饮急性毒性实验方案
动物分组：取健康昆明种小鼠20只，雌雄各半，体重18~22g，试验前小鼠禁食不禁水16小时，每组20只。

2. 给药：将清金饮清膏配制成刚好能通过灌胃针的混悬液最大浓度，24h内灌胃给药三次，灌胃容积为30ml/kg。

3. 给药后即刻开始观察药物的毒性反应情况，连续观察14天，观察指标包括临床症状（如动物外观、行为、饮食、对刺激的反应、分泌物、排泄物等）、死亡情况（死亡时间、濒死前反应等）、体重变化（给药前、给药7天、观察期结束时各称重一次，动物死亡或濒死时应称重）等。记录所有的死亡情况，出现的症状以及症状的起始时间、严重程度、持续时间，体重变化等。试验过程中因濒死而安乐死的动物、死亡动物应及时进行大体解剖，其他动物在观察期结束后安乐死并进行大体解剖。当组织器官出现体积、颜色、质地等改变时，应进行组织病理学检查。

4. 计算最大给药量，并推算该剂量相当于临床每日推荐用药量的倍数。计算方法见下式：
	最大给药量倍数=
	每只小鼠最大给药剂量（g/kg）
	×
	成人平均体重（60kg）
	（倍）

	
	
	
	成人每日用量（g生药）
	


