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血必净注射液干预甲型 Ｈ１Ｎ１流感重症肺炎
小鼠的疗效及机制研究
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摘要　目的：观察血必净注射液（血必净）治疗甲型 Ｈ１Ｎ１流感重症肺炎小鼠的疗效，并初步研究其作用机制。方法：
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为正常组、模型组、血必净组，正常组小鼠予２０μＬＰＢＳ滴鼻，模型组小鼠２×１０５ＴＣＩＤ５０／２０μＬ甲型

Ｈ１Ｎ１流感病毒液滴鼻感染，建立流感重症肺炎小鼠模型。血必净组小鼠２×１０５ＴＣＩＤ５０／２０μＬ甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒液滴
鼻感染，并于感染前２４ｈ腹腔注射给药，１次／ｄ，连续给药５ｄ。通过观察、检测不同时间点各组小鼠的存活率、体重、肺病
毒载量、肺湿干比、肺组织病理、肺灌洗液细胞因子等结果，评价血必净干预小鼠流感重症肺炎的疗效，初步探讨其作用机

制。结果：模型组小鼠存活率为３０％，体重下降明显，肺湿干比明显高于正常组（Ｐ＜００５），提示严重肺水肿；肺组织病理
显示，双肺弥漫性炎性反应细胞浸润，肺泡上皮细胞脱落、坏死，支气管上皮细胞变性，伴有水肿、瘀血、出血，提示流感重

症肺炎模型成立。血必净组小鼠存活率为６０％，较模型组为优，但无统计学意义（Ｐ＞００５），体重下降较模型组轻，肺湿
干比较模型组降低，但无统计学意义（Ｐ＞００５）；肺组织病理示炎症细胞浸润，肺脏水肿，淤血、出血等严重程度均较模型
组轻，提示血必净可减轻甲型流感重症肺炎小鼠的肺损伤。模型组与血必净组肺病毒载量无统计学意义（Ｐ＞００５），提
示血必净并无抑制病毒复制的作用。血必净组可于感染后１ｄ、３ｄ降低 ＴＮＦα水平（Ｐ＜００５），于感染后３ｄ降低 ＩＬ６
水平（Ｐ＜００５）。结论：血必净对流感重症肺炎小鼠有减轻肺损伤及死亡保护趋势，但作用不显著，这可能与血必净并无
直接抗病毒，但能调节感染早期ＴＮＦα、ＩＬ６等细胞因子水平的作用有关。
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　　自２００９年４月墨西哥首次爆发 Ｈ１Ｎ１猪流感
（ｔｈｅＰａｎｄｅｍｉｃＨ１Ｎ１２００９ｖｉｒｕｓ，ｐＨ１Ｎ１）［１］，全球因
感染Ｈ１Ｎ１猪流感总死亡病例达１８４４９例，其死因
主要为重症肺炎和呼吸窘迫综合征（ＡＲＤＳ）。因此，
积极有效的抗感染、缓解肺炎症状成为流感重症肺

炎的治疗关键。王今达教授针对重症感染提出了

“菌毒炎并治”理论，其代表药物血必净注射液联合

常规抗感染方案治疗重症肺炎，临床研究显示具有

缓解症状、缩短病程的疗效［２］。我们在本文旨在研

究血必净注射液单用治疗小鼠甲型 Ｈ１Ｎ１流感重症
肺炎的效果，并初步探讨其作用机制，为血必净注射

液的临床应用提供理论依据。

１　材料
１１　动物　雌性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体重１４～１６ｇ，由
军事医学科学院实验动物中心提供，实验动物生产

许可证号：ＳＣＸＫ（军）２０１２－００３。
１２　病毒　Ａ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／５０１／２００９（Ｈ１Ｎ１）流感病毒
（简称ＢＪ５０１），由军事医学科学院微生物与流行病
研究所免疫室提供。

１３　药品　血必净注射液（批号：１３０１２０１），规格为
１０ｍＬ／支，天津红日药业股份有限公司。
１４　其余试剂　均购自军事医学科学院药品器材
供应站。

２　方法
２１　实验分组　雌性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体重１４～１６
ｇ，随机分为正常组、模型组、血必净组，其中正常组
小鼠在乙醚轻度麻醉后，用 ２０μＬＰＢＳ滴鼻，模型
组、血必净组小鼠乙醚轻度麻醉后，２×１０５ＴＣＩＤ５０／２０
μＬ病毒液滴鼻感染。血必净组在造模前２４ｈ开始
腹腔注射０１ｍＬ／ｄ，于感染后第５ｄ停止给药；正常
组、模型组小鼠均腹腔注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）０１
ｍＬ／ｄ。
２２　保护率及体重的测定　每组小鼠１０只。从感
染日起开始每天准确称量小鼠体重，观察一般状态，

如有无咳嗽、气促、呼吸困难、烦躁、耸毛等，并记录

小鼠的存活情况，观察期为１４ｄ。
２３　肺病毒载量的测定　每组小鼠５只。感染后
第４天，摘眼球放血处死小鼠后取出全肺，按肺重
（ｇ）∶无血清 ＤＭＥＭ（ｍＬ）＝１∶１５的比例，置匀浆机
中匀浆，匀浆后置试管中离心（４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ）１５
～２０ｍｉｎ，去除沉淀，取上清，置－７０℃冰箱中待用，

应用ＣＣＩＤ５０的方法检测病毒滴度。
２４　肺湿干比的测定　每组小鼠５只。感染后第５
天，处死小鼠后取出全肺，将其分别放在盛有生理盐

水的平皿中清洗２次，用吸水纸吸干表面水分，置于
电子称上称出肺湿重。将称量后的鼠肺放于６０℃
的烘箱中，２４ｈ后取出称肺干重（肺湿干比 ＝肺湿
重／肺干重）。肺湿干比是用以反映肺水肿严重程度
的重要指标。

２５　肺病理检测　每组小鼠３只。感染后第５天
处死小鼠，取出全肺，尽量避免划伤肺组织。将肺组

织用１０％甲醛固定，常规方法石蜡包埋切片，苏木
素伊红（ＨＥ）染色，光镜观察肺组织病理形态学变
化。

２６　ＴＮＦα、ＩＬ６的检测　分别于感染后６ｈ、１ｄ、３
ｄ、５ｄ、７ｄ每组各处死５只小鼠，小鼠处死后应用灭
菌生理盐水进行支气管肺泡灌洗（ＢＡＬＦ），每次注入
０６ｍＬ。反复灌洗５次，回收液注于１５ｍＬＥＰ管
中，每只小鼠 ＢＡＬＦ的回收率应大于 ８０％。应用
ＥＬＩＳＡ（酶联免疫吸附测定）试剂盒检测回收液中
ＴＮＦα、ＩＬ６。
２７　数据统计　研究数据使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５０
（ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）软件进行统
计分析，采用ｔ检验和方差分析等统计学方法，Ｐ＜
００５为有统计学意义。
３　结果
３１　血必净对感染 Ｈ１Ｎ１流感病毒的小鼠保护率
测定　１４ｄ观察期结束时，正常组１０只小鼠全部存
活。结果见表１和图１，模型组小鼠自感染第６ｄ起
开始死亡，观察期结束后１０只小鼠存活３只，存活
率为３０％，与正常组相比有统计学意义（Ｐ＜００５）。
血必净组小鼠自感染第７ｄ起开始死亡，１０只小鼠
存活６只，存活率为６０％，优于模型组，但二者无统
计学意义（Ｐ＞００５）。由此可见，血必净对甲型流
感重症肺炎小鼠并无有效的死亡保护作用，但有一

定的死亡保护趋势。

表１　小鼠感染ＢＪ５０１病毒后的存活情况

分组 存活数／总数 存活率 Ｐ值

正常组 １０／１０ １００％ －
模型组 ３／１０ ３０％ ０．０２６

血必净组 ６／１０ ６０％ ０．２７７△

　　注：模型组与正常组比较，Ｐ＜００５；模型组与血必净组比

较，△Ｐ＜００５有统计学意义。
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图１　小鼠感染ＢＪ５０１病毒后的存活情况

３２　小鼠体重变化测定　正常组小鼠精神良好，体
重稳定上升。模型组、血必净组小鼠均于感染

ＢＪ５０１后第３ｄ开始精神萎靡，体重大幅下降。血必
净组小鼠状态、体重均优于模型组，说明血必净对小

鼠有一定的治疗作用。结果见图２。

图２　小鼠感染ＢＪ５０１病毒后各组小鼠体重变化

３３　小鼠肺部病毒载量的测定　感染后第４ｄ，处
死小鼠，应用ＣＣＩＤ５０的方法检测小鼠肺部病毒载量。
由图３可见，模型组小鼠肺病毒载量为２８５±０４５
ＣＣＩＤ５０，血必净组小鼠肺病毒载量为 ２７９±０３２
ＣＣＩＤ５０，模型组与血必净组病毒载量无统计学意义
（Ｐ＞００５）。

图３　小鼠肺病毒载量

３４　小鼠肺湿干比的测定　小鼠感染后５ｄ处死，
解剖小鼠并取肺组织，称量肺湿重，干燥７２ｈ后称
量其干重，计算湿干比，结果见表２和图４。模型组

与正常组肺湿干具有统计学意义（Ｐ＜００５）；血必
净组小鼠肺湿干比低于模型组，但无统计学意义（Ｐ
＞００５）。

表２　小鼠感染第５天的肺湿干比

分组 肺湿干比 Ｐ值

正常组 ４５０±００８ —

模型组 ５５４±０６５ ００２２

血必净组 ５１５±０２６ ０２４３△

　　注：模型组与正常组比较，Ｐ＜００５；模型组与血必净组比

较，△Ｐ＜００５有统计学意义。

图４　小鼠感染第５天的肺湿干比

３５　血必净注射液对流感病毒感染小鼠肺部病理
的影响　感染后第５天，处死３只、解剖小鼠，取肺
组织，肺组织经４％甲醛固定后，石蜡包埋切片苏木
素伊红（ＨＥ）染色，光镜观察肺组织病理形态学变
化。结果由图５可见，正常组镜下观察，组织、细胞
结构完整，无炎症细胞浸润；模型组镜下可见弥漫性

炎症细胞浸润，肺泡上皮细胞脱落、坏死，支气管上

皮细胞变性，伴有水肿、瘀血、出血；血必净组炎症细

胞浸润较模型组少，肺泡上皮细胞脱落、坏死，支气

管周围肺水肿、瘀血和出血程度较模型组轻。

图５　小鼠感染第５天的肺病理（ＨＥ染色，２００×）

３６　ＴＮＦα、ＩＬ６的检测　感染后６ｈ、１ｄ、３ｄ、５ｄ、
７ｄ处死小鼠，检测小鼠 ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα、ＩＬ６的含
量。由图６可见，模型组小鼠，ＴＮＦα水平在感染后
６ｈ、１ｄ、３ｄ较高，５ｄ、７ｄＴＮＦα水平下降；ＩＬ６水
平自感染后６ｈ至感染后７ｄ持续升高。血必净组，
ＴＮＦα水平在感染后１ｄ、３ｄ较模型组持续下降，有
统计学意义（Ｐ＜００５）；ＩＬ６水平仅在感染后３ｄ低
于模型组，有统计学意义（Ｐ＜００５）。感染后５ｄ，
血必净停止给药，ＴＮＦα、ＩＬ６水平回升。
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图６　小鼠ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ６的含量

４　讨论
流行性感冒（简称流感）是由流感病毒引起的

急性呼吸道传染病，具有传染性强、发病率高、死亡

率高等特点。其中，住院确诊甲流患者［３－４］，影像学

检查肺炎占 ４０％ ～６６％，而肺炎患者中 ２２９％ ～
４２％可进展为ＡＲＤＳ，是重症流感的主要死因。重症
流感的发病机制主要为细胞因子风暴导致的免疫失

衡［５］，临床研究显示，与轻症流感相比，重症患者ＩＬ
６、ＩＬ８、ＴＮＦα等细胞因子显著高表达，且与预后密
切相关［６］。流感属中医“外感热病”范畴，具有温热

病性质，在发病过程中有热邪燔灼、热迫血溢和耗气

伤津的病理表现，其中，疫毒蕴结，热邪煎熬，形成血

瘀和瘀血，在重症患者中表现显著［７］。临床观察表

明，早期配合应用活血化瘀之品可减少重症流感患

者肺部炎性渗出、出血等，对阻止病灶扩散，加快病

灶吸收有重要作用。

血必净注射液属活血化瘀类药，由红花、赤芍、

川芎、丹参、当归组成，其药理机制包括抑制中性粒

细胞，减少炎症介质的释放［８－９］；免疫调节作用［１０］；

凝血和抗凝血功能的调节［１１－１２］。临床上，血必净注

射液联合常规治疗早期应用对急性呼吸窘迫综合征

及重症肺炎患者有缩短病程、改善症状等保护作用，

这可能与血必净不仅能改善血流灌注状态［１３－１４］，亦

能清除过度炎症相关因子［１５］，从而减轻肺损伤有

关。但血必净对流感病毒性重症肺炎的研究较少，

其疗效和机制均不明确。

本研究结果显示，血必净对流感重症肺炎小鼠

有死亡保护趋势，且血必净组小鼠体重优于模型组，

这与血必净组小鼠肺水肿、肺病理损伤均轻于模型

组的结果一致。但血必净组与模型组感染后４ｄ病
毒载量无差异，血必净组感染后１ｄＴＮＦα的水平，
感染后３ｄＴＮＦα、ＩＬ６的水平均低于模型组，由此
可见，血 必 净 可 能 是 通 过 降 低 ＴＮＦα、ＩＬ
６的水平发挥间接抗病毒作用，而非直接抑制病毒

复制。本研究首次证实了活血化瘀药血必净注射液

对流感重症病毒性肺炎有保护趋势，且可能通过调

节不同时间点 ＴＮＦα、ＩＬ６等细胞因子的水平而发
挥作用，对临床重症流感中医辨证治疗具有重要的

指导意义。
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