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苦酒汤配方工艺优化及其药效机制 
    

张众 a，田乐 a，赵莹 b，潘志 a*(长春中医药大学，a.人参科学研究院，b.中西医结合学院，长春 130117) 
 

摘要：目的  优化苦酒汤加工工艺与配方，并探究其药效及作用机制。方法  采用单因素结合正交试验对苦酒汤配方进

行优化，以抑菌圈平均直径作为苦酒汤配方优化评价指标。制备空白组，模型组，阳性药组，苦酒汤低、中、高剂量组

及苦酒汤古方组大鼠含药血清，体外培养人支气管上皮细胞(16HBE)，以 20 μg·mL−1 的脂多糖及 10%含药血清进行干预，

CCK-8 法检测各组含药血清对脂多糖诱导的 16HBE 细胞增殖活力的影响，ELISA 检测细胞上清液中肿瘤坏死因子

α(TNF-α)、白细胞介素 6(IL-6)和白细胞介素 1β(IL-1β)的含量，PCR 检测 P65、IκBα mRNA 的表达。结果  苦酒汤最优

配方为米醋 60 mL，鸡蛋清 30 g，清半夏 10 g，凤凰衣 1 g。与空白组比较，模型组 16HBE 增殖活力下降(P<0.01)，TNF-α、

IL-6 和 IL-1β 含量升高(P<0.01)，P65 mRNA 表达上调，IκBα mRNA 表达下调(P<0.01)。与模型组比较，苦酒汤中、高剂

量组及古方组细胞增殖活力上升(P<0.01)，TNF-α、IL-6、IL-1β 含量下降(P<0.01)，P65 mRNA 表达下调，IκBα mRNA 表

达上调(P<0.01)。与苦酒汤古方组比较，苦酒汤高剂量组 TNF-α、IL-1β 含量下降(P<0.01)，P65 mRNA 表达下调(P<0.01)。
结论  经工艺优化后的苦酒汤制备方便，用量明确，其含药血清能够减轻脂多糖诱导的 16HBE 细胞炎症反应，药效优于

原方，其作用机制可能与抑制 NF-κB 信号通路激活有关。 
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Formulation Process Optimization and Pharmacodynamic Mechanism of Bitter Wine Soup 
 
ZHANG Zhonga, TIAN Lea, ZHAO Yingb, PAN Zhia*(Changchun University of Chinese Medicine, a.Jilin Ginseng 
Academy, b.College of Integrated Chinese and Western Medicine, Changchun 130117, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the processing technology and formula of Bitter Wine Soup, and to explore its 
efficacy and mechanism. METHODS  The formula of Bitter Wine Soup was optimized by a single factor combined with an 
orthogonal test, and the average diameter of the inhibition zone was used as the evaluation index for formula optimization of 
Bitter Wine Soup. Prepare control group, model group, positive drug group, Bitter Wine Soup low, medium and high dose groups 
and Bitter Wine Soup ancient prescription group rat drug-containing serum, cultured human bronchial epithelial cells(16HBE) in 
vitro, intervened with 20 μg·mL−1 lipopolysaccharide and 10% drug-containing serum of different groups, the effect of 
drug-containing serum on lipopolysaccharide-induced 16HBE cell proliferation was detected by CCK-8 method, and the contents 
of tumor necrosis factor α (TNF-α), interleukin 6(IL-6), interferon-1β(IL-1β) of leukocytes in cell supernatant were detected by 
ELISA, the expression of P65 and IκBα mRNA was detected by PCR. RESULTS  The optimal formula for Bitter Wine Soup 
was as follows: 60 mL rice vinegar, 30 g egg white, 10 g Pinelliae Rhizoma Praeparatum Cum Alumine, and 1 g Membrana 
Follicularisovi. Compared with the control group, the proliferation activity of 16HBE in the model group was decreased(P<0.01), 
the contents of TNF-α, IL-1β and IL-6 were increased(P<0.01), the expression of P65 mRNA was up-regulated, and the 
expression of IκBα mRNA was down-regulated(P<0.01). Compared with the model group, the cell proliferation activity in the 
Bitter Wine Soup medium and high dose groups and the ancient prescription group increased(P<0.01), the contents of TNF-α, 
IL-1β and IL-6 decreased(P<0.01), the expression of P65 mRNA was down-regulated, and the mRNA of IκBα expression was 
up-regulated(P<0.01). Compared with the Bitter Wine Soup ancient prescription group, the contents of TNF-α and IL-1β in the 
Bitter Wine Soup high-dose group decreased(P<0.01), and the expression of P65 mRNA was down-regulated(P<0.01). 
CONCLUSION  The optimized formulation and processing technology of Bitter Wine Soup is convenient for preparation, and 
the dossage is clear. Its drug-containing serum can alleviate lipopolysaccharide-induced 16HBE inflammatory response, and its 
efficacy is better than that of the original formula. Its mechanism may be related to the inhibition of NF-κB signaling pathway. 
KEYWORDS: Bitter Wine Soup; process optimization; 16HBE cells; chronic pharyngitis 
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苦酒汤最早记载于东汉时期张仲景所著《伤

寒论·辨少阴病脉证并治》，“少阴病，咽中伤生疮，

不能言语，声不出者，苦酒汤主之”，“半夏(洗，

破，如枣核)十四枚，鸡子一枚(去黄，内上苦酒，
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著鸡子壳中)，右二味，内半夏，著苦酒中，以鸡

子壳，置刀环中，安火上，令三沸，去滓，少少

含咽之，不差，更作三剂”。其作为传统经方，已

应用于临床，尤其在呼吸系统疾病方面疗效确切，

现代研究发现，仲景所述“少阴病，咽中伤生疮”

疾病属于慢性咽炎、扁桃体炎等呼吸系统疾病范

畴。据统计，慢性咽炎占城镇居民咽喉部疾病的

10%∼20%，且呈逐年递增趋势[1]，通过文献回顾

发现苦酒汤对扁桃体炎、口腔溃疡、放射性咽喉

炎等疾病有一定的疗效[2-4]。然而苦酒汤古法制作

用量含糊不清，且加工不便，药效机制也尚未明

确，这也导致其无法更好地应用于临床。因此，

本实验拟优化苦酒汤加工工艺，明确其各成分用

量，探究其优化前后药效差异与可能的作用机制，

以期为其临床应用提供借鉴。  
1  仪器与试剂 
1.1  动物 

清洁级健康雄性 Wistar 大鼠 42 只，体质量

180~220 g，购自吉林省长春市亿斯实验动物技术有

限责任公司，动物生产许可证号：SCXK(吉)2018- 
0007；实验动物使用许可证号：SYXK(吉)2018- 
0014，饲养于长春中医药大学动物实验中心，温度

(23±2)℃，相对湿度(50±5)%。 
1.2  细胞 

16HBE 细胞(ATCC 细胞库，批号：HTX2577)。 
1.3  药物 

清半夏(批号：201112，吉林大药房，符合中

国药典 2020 版清半夏质量标准)、凤凰衣(亳州市

杰康堂药业有限公司)，均经长春中医药大学蔡广

知副教授鉴定为正品；米醋(山西醋都美调味食品

有限公司)；L-薄荷醇(麦克林生化科技有限公司，

批号：R813294)；慢严舒柠清喉利咽颗粒(桂龙药

业 有 限 公 司 ， 国 药 准 字 Z20083435 ， 批 号 ：

M220407；规格：5 g×8 袋)。 
1.4  试剂 

甲型溶血性链球菌(批号：BNCC353758)、哥

伦比亚血平板(批号：BNCC352241)均购自北纳创

联生物技术有限公司；H-DMEM 培养基 (美国

Hyclone 公司，批号：AE26287263)；PCR 试剂盒(北
京天根生化科技有限公司，批号：DP419)；白细

胞介素 1β(interleukin-1β，IL-1β)ELISA 试剂盒(批
号：20211115-10351B)、白细胞介素 6(interleukin-6，

IL-6)ELISA 试剂盒(批号：20211115-10377B)、肿

瘤 坏 死 因 子 -α(tumor necrosis factor-α ， TNF- 
α)ELISA 试剂盒(批号：20211115-11776B)均购自

上海酶联生物科技有限公司。 
1.5  仪器 

SW-CJ-2D 超净工作台(苏州净化设备有限公

司)；MCO-18AIC CO2 培养箱(日本 Sanyo 公司)；
SI-224 电子天平[赛多利斯科学仪器(北京)有限公

司]；DM0412 离心机(北京大龙兴创实验仪器有限

公司)；ETC811 基因扩增仪(苏州东胜兴业科学仪

器有限公司)；BFM-800E 荧光倒置显微镜(上海比

目仪器有限公司)；RT-6100 酶标仪(深圳雷杜生命

科学股份有限公司)。 
2  方法 
2.1  苦酒汤新法制备 

将清半夏、凤凰衣、米醋加入电磁炉中煮沸 3
次，煮沸完毕后过滤除杂，待溶液微温时加入鸡

蛋清与薄荷醇，薄荷醇用量为 0.025 g。 
2.2  苦酒汤配方工艺优化 
2.2.1  单因素试验  以其他条件不变为前提，分

别试验清半夏用量(10，20，30，40 g)；米醋用量

(30，45，60，75 mL)；鸡蛋清用量(30，60，90，

120 g)；凤凰衣用量(1，2，3，4 g)对苦酒汤抑菌

效果的影响。 
2.2.2  正交试验  根据单因素试验结果，按照清

半夏、米醋、鸡蛋清、凤凰衣用量不同，设计四

因素三水平正交试验见表 1，采用打孔法对各组苦

酒汤进行甲型溶血性链球菌体外抑菌试验，将活

化后的甲型溶血性链球菌制成浓度为 106 cfu⋅mL–1

菌液，取 0.1 mL 均匀涂布于哥伦比亚血平板中，

打孔器打孔后注入苦酒汤原液，置于 37 ℃，5%CO2

条件下培养箱中培养 16 h，游标卡尺测量抑菌圈

直径[5-6]，平行重复 3 次，以抑菌圈平均直径为评

价指标，直径越大，抑菌效果越好。 
 
表 1  苦酒汤配方正交试验因素水平表 
Tab. 1  Orthogonal test factor level table of Bitter Wine 
Soup formula 

水平 A 清半夏/g B 米醋/mL C 鸡蛋清/g D 凤凰衣/g

1 10 30 30 1 

2 20 45 60 2 

3 30 60 90 3 

 
2.3 含药血清制备 

42 只 Wistar 大鼠按照随机数字表分为空白

组，模型组，阳性药(慢严舒柠清喉利咽颗粒)组，
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苦酒汤低、中、高剂量组，苦酒汤古方组，每组 6
只。苦酒汤低、中、高剂量组按照优化后工艺配

方方法制备，按人与动物体表面积换算得出，低、

中 、 高 剂 量 组 给 药 剂 量 分 别 为 每 日 0.5 ， 1 ，

2 mL⋅kg–1，苦酒汤古方组按照张仲景《伤寒论》

中记载制备，给药剂量为每日 2 mL⋅kg–1，慢严舒

柠清喉利咽颗粒给药剂量为每日 1.312 5 g⋅kg–1，空

白组、模型组给予等量生理盐水，各组均采取灌

胃给药，每日 1 次，7 d 后腹主动脉取血，收集血

清，56 ℃灭活，–20 ℃保存备用。 
2.4  细胞分组及干预 

细胞随机分为 7 组，即空白组(10%空白组大

鼠 血 清 培 养 基 ) 、 模 型 组 [20 μg⋅mL–1 脂 多 糖

(lipopolysaccharide, LPS)+10%空白组大鼠血清培

养基]、阳性药组(20 μg⋅mL–1LPS+ 10%阳性药组大

鼠 血 清 培 养 基 ) 、 苦 酒 汤 低 剂 量 组 (20 μg⋅mL–1 
LPS+10%苦酒汤低剂量组大鼠血清培养基)、苦酒

汤中剂量组(20 μg⋅mL–1 LPS+10%苦酒汤中剂量组

大鼠血清培养基)、苦酒汤高剂量组(20 μg⋅mL–1 
LPS+10%苦酒汤高剂量组大鼠血清培养基)、苦酒

汤古方组(20 μg⋅mL–1 LPS+10%苦酒汤古方组大鼠

血清培养基)。 
2.5  CCK-8 检测细胞增殖活力 

将细胞按照 2×104 ⋅mL–1 接种于 96 孔板上，

每孔 100 μL，每组设置 5 复孔。按“2.4”项下方

法进行实验分组、药物干预，24 h 后每孔加入

CCK-8 溶液 10 μL，2 h 后在 450 nm 波长处测定

吸光度(A)值。 
2.6  ELISA 检测细胞上清液中 TNF-α、IL-1β 和

IL-6 含量 
按“2.4”项下方法进行实验分组、药物干预，

培养 24 h 后收集细胞上清液，–20 ℃保存，按试

剂盒说明书分别测定 TNF-α、IL-1β、IL-6 含量。 
2.7  PCR 检测细胞中 P65、IκBα mRNA 表达  

按“2.4”项下方法进行实验分组、药物干预，

培养 24 h 后弃细胞上清，按试剂盒说明书步骤提

取总 RNA，并检测其浓度、纯度及完整性，按试

剂盒说明书步骤逆转录合成 cDNA，反应条件为

42 ℃ 50 min，70 ℃ 10 min，配制 50 μL 体系扩增，

条件为 94 ℃预变性 10 min，94 ℃变性 30 s，退火

30 s(循环 39 次)，72 ℃延伸，72 ℃终止延伸 10 min，

1%琼脂糖凝胶电泳，条件为 100 V、15 min，测定

目的基因灰度值，以 β-actin 为内参基因，进行半定

量分析，两者比值即为目的基因相对表达量，引物

序列见表 2。 
 

表 2  引物序列 
Tab. 2  Primer sequences 

基因 序列(5′-3′) 
P65 F 5’-GCATTCTGACCTTGCCTATC-3’ 

R 5’-CCAGTCTCCGAGTGAAGC-3’ 
IκBα F 5’-AACCTGCAGCAGACTCCACT-3’ 

R 5’-AGTCTCGGAGCTCAGGATCA-3’ 
β-actin F 5’-GTCGTACCACTGGCATTGTG-3’ 

R 5’-TCTCAGCTGTGGTGGTGAAG-3’ 
 

2.8  数据处理 
使用 SPSS 21.0 软件进行数据分析，Origin 

2019b 作图，多组间比较采用单因素方差分析(One- 
way ANOVA)，所有试验平行重复 3 次，结果以 x s±
表示，以 P<0.05 为差异具有统计学意义。 
3  结果 
3.1  苦酒汤配方工艺优化结果 
3.1.1  单因素试验结果  苦酒汤提取工艺中清半

夏、米醋、鸡蛋清、凤凰衣用量对抑菌圈直径的

影响见图 1。当清半夏用量为 10 g 时，抑菌圈直

径最大。米醋用量为 75 mL 时抑菌圈直径最大，

然而米醋用量过多易导致胃酸分泌量增大，肠胃

损伤，故选定米醋用量为 60 mL。鸡蛋清用量为

30 g 时，抑菌圈直径最大。凤凰衣用量为 1 g 时，

抑菌圈直径最大。故初步确定清半夏 10 g，米醋

60 mL，鸡蛋清 30 g，凤凰衣 1 g 为最优条件进行

正交试验。 
3.1.2  正交试验结果和方差分析结果  影响苦酒

汤功效的主要因素为 B>C>A>D，即米醋>鸡蛋清>
清 半 夏 > 凤 凰 衣 ， 见 表 3 。 最 佳 配 方 组 合 为

A1B3C1D1，即清半夏 10 g、米醋 60 mL、鸡蛋清

30 g、凤凰衣 1 g，以此配方制成的苦酒汤抑菌效

果最好，方差分析结果见表 4，米醋对抑菌圈直径

具有显著性影响。 
3.2  各组细胞增殖活力比较 

与空白组比较，模型组 16HBE 细胞增殖活力

明显降低(P<0.01)；与模型组比较，阳性药组、苦

酒汤各剂量组及苦酒汤古方组 16HBE 细胞增殖活

力明显升高(P<0.05，P<0.01)。结果见图 2。 
3.3  各组细胞中炎症因子 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 
水平比较 

与空白组比较，模型组中炎症因子 TNF-α、

IL-1β 和 IL-6 水平明显上升(P<0.01)；与模型组比 
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图 1  清半夏、米醋、鸡蛋清、凤凰衣用量对抑菌圈直径的影响 
Fig. 1  Effect of Pinelliae Rhizoma Praeparatum Cum Alumine, rice vinegar, egg white, Membrana Follicularisori dosage on the 
diameter of inhibition zone 
 
表 3  苦酒汤配方正交试验结果 
Tab. 3  Orthogonal test results of Bitter Wine Soup formula 

试验号 A 清半夏/ 
g 

B 米醋/ 
mL 

C 鸡蛋清/ 
g 

D 凤凰衣/ 
g 

抑菌圈平均
直径/mm

1 1 1 1 1 10.23 
2 1 2 2 2 12.58 
3 1 3 3 3 9.39 
4 2 1 2 3 4.71 
5 2 2 3 1 8.45 
6 2 3 1 2 12.92 
7 3 1 3 2 4.48 
8 3 2 1 3 13.56 
9 3 3 2 1 12.95 
K1 32.2 19.42 36.71 31.63  
K2 26.08 34.59 30.24 29.98  
K3 30.99 35.26 22.32 27.66  
k1 10.73 6.47 12.24 10.54 B>C>A>D
k2 8.69 11.53 10.08 9.99  
k3 10.33 11.75 7.44 9.22  
R 2.04 5.28 4.8 1.32  

 

较，阳性药组、苦酒汤各剂量组及苦酒汤古方组

IL-1β 和 IL-6 水平明显下降(P<0.01)，阳性药组、

苦酒汤中、高剂量组及苦酒汤古方组 TNF-α 水平

明显下降(P<0.01)；与苦酒汤古方组比较，苦酒汤

高剂量组 TNF-α、IL-1β 水平明显下降(P<0.01)。
结果见图 3。 

表 4  苦酒汤配方正交试验方差分析 
Tab. 4  Variance analysis of Bitter Wine Soup formula 
orthogonal test 

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 显著性

A  7.003 2  3.501  2.641 不显著

B 53.498 2 26.749 20.175 显著 
C 34.629 2 17.314 13.059 不显著

D   2.6518 2 1.3259 1 不显著

误差 2.65 2    
总计 100.432 10    

 

 
 

图 2  苦酒汤含药血清对 LPS 诱导的 16HBE 细胞增殖活

力的影响( x s± ，n=6) 
A−空白组；B−模型组；C−阳性药组；D−苦酒汤低剂量组；E−苦酒汤

中剂量组；F−苦酒汤高剂量组；G−苦酒汤古方组。与模型组比较，
1)P<0.05，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effects of Bitter Wine Soup decoction-containing serum 
on LPS-induced proliferation of 16HBE cells( x s± , n=6) 
A−control group; B−model group; C−positive drug group; D−Bitter Wine 
Soup low dose group; E−Bitter Wine Soup medium dose group; F−Bitter 
Wine Soup high dose group; G−Bitter Wine Soup ancient prescription 
group. Compared with the model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 
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3.4  各组细胞中 P65、IκBα mRNA 表达水平比较 
与空白组比较，模型组 P65 mRNA 表达上调，

IκBα mRNA 表达下调(P<0.01)；与模型组比较，阳

性药组、苦酒汤各剂量组及苦酒汤古方组 P65 
mRNA 表达下调，IκBα mRNA 表达上调(P<0.05
或 P<0.01)；与苦酒汤古方组比较，苦酒汤高剂量

组 P65 mRNA 表达下调(P<0.01)。结果见图 4。 

4  讨论 
在苦酒汤新法制备工艺中，将鸡蛋清与米醋、

清半夏共同煎煮优化为先将米醋与清半夏煎煮并

过滤，于提取液微温时加入鸡蛋清，有效地避免

了鸡蛋清与清半夏、米醋共同煎煮时所发生的蛋

清部分凝固现象，且所加入的薄荷醇具有清热解

毒、抗炎、抗菌、祛痰止咳作用[7-8]，进一步加强

了苦酒汤药效。 
在慢性咽炎的发病过程中，A 族链球杆菌起

着主导作用，其中又以甲型溶血性链球菌检出率

居首，高达 54.4%，其可在高渗环境、溶菌酶、抗

菌药物等多种因素作用下失去细胞壁而形成细菌

缺陷型，并在宿主细胞内不断繁殖进而造成慢性

损伤[9]。陆小虎等[10]在 96 例慢性咽炎患者的病原

菌种检出中发现甲型溶血性链球菌检出率最高

(27.94%)；郭学青等[11]在 186 例慢性咽炎患者咽部

分泌物微生物培养结果中发现甲型溶血性链球菌

占比率达 19.96%，远高于其他菌株。因此，若能有

效杀灭甲型溶血性链球菌，可对慢性咽炎疾病的治

疗起到关键作用，故选择苦酒汤对甲型溶血性链球

菌的抑制效果作为其配方优化的评价指标。 
通过 LPS 刺激 16HBE 细胞产生炎症反应，激

活细胞内 NF-κB 信号转导通路，使其大量分泌

TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等炎症因子，这些炎症因子

又可进一步诱导 NF-κB 信号通路活化，从而使炎症

作用不断加强[12-14]，当 NF-κB 信号通路被激活后，

IκB 磷酸化从 P65 二聚体中脱落，使其活化形成

P50/RelA 二聚体，并入核启动靶基因表达。因此，

抑制 NF-κB 信号通路激活可抑制炎症反应[15-17]。 
通过单因素及正交试验得出苦酒汤最佳配方

为清半夏 10 g、米醋 60 mL、鸡蛋清 30 g、凤凰衣  
 

 
 

图 3  各组细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、IL-6 水平比较( x s± ，n=6) 
A−空白组；B−模型组；C−阳性药组；D−苦酒汤低剂量组；E−苦酒汤中剂量组；F−苦酒汤高剂量组；G−苦酒汤古方组。与模型组比较，1)P<0.01；

与苦酒汤古方组比较，2)P<0.01。 
Fig. 3  Comparison of TNF-α, IL-1β, IL-6 levels in cell supernatants of each group( x s± , n=6) 
A−control group; B−model group; C−positive drug group; D−Bitter Wine Soup low dose group; E−Bitter Wine Soup medium dose group; F−Bitter Wine 
Soup high dose group; G−Bitter Wine Soup ancient prescription group. Compared with the model group, 1)P<0.01; compared with the Bitter Wine Soup 
ancient prescription group, 2)P<0.01.  

 

 
 

图 4  各组细胞中 P65、IκBα mRNA 表达( x s± ，n=6) 
A−空白组；B−模型组；C−阳性药组；D−苦酒汤低剂量组；E−苦酒汤中剂量组；F−苦酒汤高剂量组；G−苦酒汤古方组。与模型组比较，1)P<0.05，
2)P<0.01；与苦酒汤古方组比较，3)P<0.01。 
Fig. 4  P65, IκBα mRNA expression in cells of each group( x s± , n=6) 
A−control group; B−model group; C−positive drug group; D−Bitter Wine Soup low dose group; E−Bitter Wine Soup medium dose group; F−Bitter Wine 
Soup high dose group; G−Bitter Wine Soup ancient prescription group. Compared with the model group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with the Bitter 
Wine Soup ancient prescription group, 3)P<0.01. 
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1 g。苦酒汤中、高剂量组可有效缓解 LPS 对细胞

增殖的抑制，降低细胞中的 TNF-α、IL-1β 和 IL-6
含量，使 16HBE 细胞内 P65 mRNA 表达下调，IκBα 
mRNA 表达上调，其作用机制可能与抑制 NF-κB
信号通路的激活有关，且高剂量组疗效优于古方

组。由此可见，经工艺配方优化后的苦酒汤不仅

制作方便，用量明确，且药效得到进一步提高。

苦酒汤现代制作方法中大多以米醋、鸡蛋清、半

夏入药，然苦酒汤原著中其制作方法所记载“以鸡

子壳，置刀环中”，通过查阅文献及实验后，发现

鸡子壳中凤凰衣在本病的治疗中起到一定的作用。

凤凰衣具有治疗失音咽痛、口疮咽疮的功效[18]，本

实验将凤凰衣加入其中，亦得到了很好的效果。

此外，笔者所在团队猜想，若将苦酒汤制备成冰

剂，以冰剂独有的冰凉特性，在服用过程中可更

好的减轻慢性咽炎患者的疼痛感，故后续实验将

优化苦酒汤剂型，并作进一步研究。 
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