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·实验研究·

清燥救肺汤对流感病毒FMl感染小鼠肺组织

匀浆液中TNF—o【、MCP一1和NO含量的影响

卢 红 蓉4

(+中国中医科学院基础理论研究所，北京市东直门内南小街16号，100700)

摘要 目的：观察清燥救肺汤对流感病毒FMl感染复制的病毒性肺炎小鼠肺组织匀浆液中TNF一理、McP—l和NO含量的影响，

研究清燥救肺汤保护肺组织的作用机制。方法：IcR小鼠经鼻吸入流感病毒亚洲甲型鼠肺适应株(FMl)复制小鼠病毒性肺炎

模型，用清燥救肺汤治疗，设利巴韦林治疗作对照，分别于第3、6、9天处死小鼠，制备肺组织匀浆液，检测感染小鼠肺组织匀浆

中TNF．0【、MCP一1和N0的含量，动态观察其变化。结果：与模型组比较，清燥救肺汤治疗组肺组织匀浆液中TNF一Ⅱ含量降低，

第6、9天差异显著(P<0．05)；McP一1含量亦较模型组降低，第6、9天有显著差异(P<0．05)；N0含量较模型组降低，第6、9天

差异显著(分别为P<0．05，P<O．01)。结论：清燥救肺汤对流感病毒FMl感染小鼠有保护作用，能减轻肺组织免疫损伤，其保

护肺组织的机制可能与减少肺组织中免疫细胞的浸润，减少肺毒性炎症因子TNF．仅、趋化因子McP一1及炎症介质N0的水平有

关。
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病毒感染后，机体的抗病毒机制主要是通过细胞

分泌细胞因子诱导抗病毒反应，而机体的免疫反应一

方面清除病原，另一方面又可导致肺部组织的免疫损

伤，免疫病理直接参与了炎症的产生和加重。呼吸道

病毒感染的过程中，免疫损害的产生是其特点之一。

本实验采用小鼠流感病毒性肺炎模型，分别于第

3、6、9天观察清燥救肺汤(QzJF)对FMl感染小鼠肺

组织匀浆液中炎性因子TNF一仪、趋化因子McP一1及炎

症介质NO表达的影响，探讨其对肺组织的保护作用

机制。

1 材料

1．1实验动物：IcR小白鼠，封闭群，二级，雄性，体重

15～179，购自北京维通利华实验技术有限公司。许可

证号[SCxK(京)2002枷03]。购入后置微生物免疫

动物室(国家二级)动物洁净柜饲养。

1．2病毒及主要药物：清燥救肺汤在原方的基础上，

根据导师宋乃光教授的临床经验，加大了药物的剂量

(冬桑叶159，石膏209，甘草69，人参39，火麻仁lOg，

阿胶69(烊化)，麦冬109，杏仁69，枇杷叶89)，使用时

水煎煮2次，取药液混合，滤纸过滤，100℃水浴锅浓

缩，制成浓度为1．129／ml溶液。阳性对照药物利巴韦

林颗粒剂：四川百利药业有限责任公司出品(批号：

041229)，使用时用生理盐水配制成0．0069／IIll溶液。

流感病毒亚洲甲型鼠肺适应株(FMl)由中国预防医学

科学院病毒学研究所提供，9～10日龄SPF鸡胚由北

京生物制品研究所提供，流感病毒经鸡胚传代后，测定

病毒滴度为1：640，一70℃冻存备用。小鼠TNF一Ⅸ、

MCP一1EusA试剂盒均购自美国santacm公司。

  万方数据



世界中医药2007年7月第2卷第4期 ·239·

注：与正常对照组比较，{}P<O．Ol；与模型组比较，#P<0．05，}}_f}P<0．01

1．3主要实验仪器：酶标仪(B10．RAD，2550，美国)、

微量加样器、恒温箱、匀浆机、TBL型低温高速离心机。

2方法

2．1分组及造模、给药方法：把小白鼠按体重随机分

组，正常对照组、模型组、利巴韦林组、QZJF组4组，每

组18只。其中正常对照组小鼠乙醚轻度麻醉后，用

50¨l生理盐水滴鼻造模，其他各组均以乙醚轻度麻醉

小鼠后，以流感病毒液：生理盐水=1：120稀释后50斗1

滴鼻造模。造模后2h开始给药，按照人的临床等效剂

量折算，利巴韦林组每次灌胃利巴韦林颗粒剂溶解液

(0．0069／ml，O．099·kg～·d一)；QzJF组每次灌胃

清燥救肺汤药液(1．129／ml，16．89·kg～·d‘1)；

正常对照组和模型组分别给予生理盐水灌胃，每日

1次。

2．2肺组织匀浆液制备：每次取各组小鼠6只，分别

于造模后第3、6、9天眼球放血处死，摘取全肺，按肺重

(g)：生理盐水(nd)=l：9的比例，置匀浆机中匀浆，

匀浆后置试管中离心(4℃，3000叩n∥min)30min，吸取

上清液，置一20℃冰箱中待用。

2．3指标检测

2．3．1 小鼠肺组织TNF一仪、MCP一1含量的测定：用双

抗体夹心ABc—ELIsA法，TNF．0【、MCP一1含量测定分别

用小鼠TNF一仪ELIsA、MCP—lELISA试剂盒。检测程序

按照试剂盒说明书进行。

2．3．2小鼠肺组织NO含量的测定：NO硝酸还原酶

法检测¨o。

2．4统计学方法：用SPssl0．O统计软件处理数据，各

组数据均值以石±s表示，进行单因素方差分析。

3 结果

3．1 QzJF对流感病毒FMl感染小鼠肺组织TNF一0【

含量的影响：模型组肺组织匀浆液中TNF—o【含量较正

常对照组明显升高，第3、6、9天均有显著差异(P<

0．01)；与模型组比较，各治疗组肺组织匀浆液中TNF一

仅含量均降低，其中利巴韦林组第3、6、9天均有显著

差异(分别为P<0．05，P<0．05，P<0．01)，QzJF治

疗组第6、9天差异显著(分别为P<0．05，P<0．01)，

见表1。

3．2 QzJF对流感病毒FMl感染小鼠肺组织McP一1

含量的影响：与正常对照组比较，模型组肺组织匀浆液

中McP一1含量明显升高，其中第6、9天有显著差异(P

<0．05)；与模型组比较，各治疗组肺组织匀浆液中

McP一1含量较模型组降低，其中利巴韦林组，第6、9天

有显著差异(P<0．05)；QzJF治疗组，第6、9天有显

著差异(P<o．05)，结果见表2。

表2 QZJF对流感病毒FMl感染小鼠肺组织

MCP一1含量的影响(n=6，；±s)(pg／IIll)

组别 3天 6天 9天

正常对照组444．321±38．074 443．927±44．765 “8．642±90．813

模型组 529．346±45．813 719．586±32．391+590．67l±87．176+

利巴韦林组443．657±40．095 485．693±38．5914 452．684士46．436’

QZJF组 475．993±45．813 483．403士53．779#417．654±87．1754

注：与正常对照组比较，}P<O．05；与模型组比较，#P<O．05

3．3 QZJF对流感病毒FMl感染小鼠肺组织N0含量

的影响：模型组小鼠肺组织NO含量较正常对照组升

高，其中第3、6、9天均有显著差异(分别为P<0．05，P

<O．01，P<0．01)；与模型组比较，QZJF治疗组肺组织

中NO含量较模型组降低，第6、9天差异显著(分别为

P<O．05，P<0．01)；利巴韦林组第9天N0含量差异

显著(P<0．01)，结果见表3。

表3 QZJF对流感病毒FMl感染小鼠肺组织

N0含量的影响(n=6，龙±s)(灿mol／L)

组别 3天 6天 9天

正常对照组O．575±0．009

模型组 0．7ll±0．103+

利巴韦林组0．663±O．009

QZJF组O．587士O．013

O．561±0．147 O．557±O．124

0．766±0．050l++O．779±0．024++

0．67l±0．086 0．636±0．028槲

O．631±0．010’ O．587±0．059##

注：与正常对照组比较，女P<0．05，{女P<0．Ol；与模型组比较，#

P<O．05．舯<0．01

4讨论

下呼吸道病毒感染后的免疫炎症反应机制十分复

杂，涉及多种炎症细胞及炎症因子，包括促炎因子、黏

附分子、趋化分子、炎症抑制因子等多种细胞因子。肺

巨噬细胞在肺部免疫系统中，占有重要地位。当严重

感染后，巨噬细胞募集到周围损伤组织并被激活，释放
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大量的前炎症因子IL—l、IL一6、TNF一仅，趋化性细胞因子

和免疫调节性细胞因子及NO等，其中TNF．仅等细胞

因子是最早释放的介质，TNF—ol对肺脏具有强烈的毒

性，它能诱导肺内皮细胞活化、白细胞迁移、粒细胞脱

颗粒和毛细血管渗漏等，从而诱发并进一步加重炎症

反应。本实验中模型组小鼠肺组织TNF一0【含量较正

常组升高，其中第3、6、9天均有显著差异，结合肺组织

病理，TNF一仅在肺组织中表达的变化趋势与肺病理组

织损害程度基本L致，这与文献报道的一致¨oj。抗

TNF治疗可以减少肺部炎症细胞的募集，减轻病

情∞j。在本实验中，利巴韦林组、QzJF组小鼠肺组织

中TNF一0【含量在第6、9天均较模型组显著降低，提示

QzJF可能通过降低组织中TNF．仅浓度而达到保护肺

组织、减轻炎症损伤的作用。

炎症反应发生时，免疫细胞在肺脏内聚集也是一

个多种因子参与的复杂过程，已有研究证实，趋化因子

在浸润迁移信号的提供、浸润细胞的活化以及启动其

作定向迁移中扮演着至关重要的角色，趋化因子参与

了肺部炎症反应【4J。趋化因子是一类可诱导的分泌

型促炎细胞因子，对特定或多种炎症细胞具有定向趋

化作用，其中趋化因子MCP—l主要参与单核细胞浸

润”j。McP—l是一种特异性作用于单核一巨噬细胞

的双功能分子，既能诱导单核一巨噬细胞的趋化，又能

激活单核一巨噬细胞，对中性粒细胞则无趋化作用。

MCP一1在单核细胞聚集的过程中可能同时起到启动和

放大作用，但近来的研究发现趋化因子在肺炎的发生

中作用较复杂，其既参与了炎症的发生，又可能对机体

有保护作用，因此认为其具有两面性，是一把“双刃

剑”∞’7’8。。本实验中模型组肺组织匀浆液McP—l含量

在第6、9天较正常组显著增高；利巴韦林组、QZJF组

肺组织匀浆液中MCP．1含量较模型组降低，其中第6、

9天差异显著。利巴韦林组、QzJF组MCP一1含量升高

不明显，说明QZJF在激活机体免疫功能的同时，还能

通过调节局部细胞因子水平，抑制局部过度炎症反应

以减轻肺组织损伤。研究表明，NO是一种具有双重

作用的细胞信使分子和细胞毒性分子，NO对机体的

生理作用取决于刺激因素的性质、强弱、剂量的大小及

反应的部位。在生理条件下，由内皮型NO合成酶

(eNOs)产生的低浓度N0有保护支气管过度收缩、调

节肺血流和免疫防护的作用∽』，当巨噬细胞受炎性刺

激后，由诱导型NO合成酶(iNOS)产生的大量NO可

导致气道炎症反应和组织损伤。NO对细菌和原虫明

确的抗菌作用已得到公认，但在呼吸道病毒感染如流

感病毒性肺炎有相反的作用¨0’11’12j，抑制No的产生

可明显减轻流感病毒引起的病毒眭肺炎病理反应。本

实验中模型组小鼠肺组织N0含量较正常组升高，其

中第3、6、9天均有显著差异；QzJF治疗组肺组织中

NO含量较模型组降低，第6、9天差异显著；利巴韦林

组从含量在第9天与模型组差异显著。模型组肺组织

中NO含量与正常组相比，呈上升趋势，这与以往的研

究基本一致¨3’14|，表明急性肺炎时N0水平的升高也

是造成肺组织损伤的一种因素。QzJF降低了肺组织

中NO的含量，减轻了N0代谢产物的毒害作用，对肺

组织具有保护作用。

结合以上实验结果，QzJF对流感病毒FMl感染

小鼠有保护作用，能减轻肺组织免疫损伤，其保护肺组

织的机制可能与减少肺组织中免疫细胞的浸润，减少

肺毒性炎症因子TNF—d、趋化因子McP一1及炎症介质

N0的水平有关。
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