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［摘要］ 目的 探讨清肺口服液早期抗呼吸道合胞病毒肺炎的作用机制。 方法 将 45 只 BALB /c 小鼠随
机分为空白组、模型组、利巴韦林组 ［利巴韦林颗粒 0. 05 g / ( kg·d) ］和清肺低剂量组 ［清肺口服液 37 g /
( kg·d) ］、清肺高剂量组 ［清肺口服液 111 g / ( kg·d) ］，每组 9 只。除空白组外，其余各组均给予呼吸道
合胞病毒 ( ＲSV) 50μl /只滴入鼻孔造模，造模 48 h后开始给药。24 h 后观测肺组织病理改变程度，检测肺

组织中 γ干扰素 ( IFN-γ) 、T-bet、GATA3 蛋白水平及脾组织中 Th1 /Th2 细胞平衡水平。 结果 与空白组

比较，模型组肺组织病理评分显著增高、IFN-γ 水平降低、Th1 /Th2 水平下降 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，

利巴韦林组、清肺高剂量组肺组织病理评分显著下降、IFN-γ水平升高、Th1 /Th2 水平升高 ( P ＜ 0. 01) 。与
空白组比较，模型组 T-bet水平降低而 GATA3 水平升高 ( P ＜ 0. 01) ; 与模型组比较，各给药组 T-bet水平升
高而 GATA3 水平下降 ( P ＜ 0. 01) 。 结论 早期采用清肺口服液干预呼吸道合胞病毒肺炎可抑制炎症变化，

其机制可能与降低肺组织 GATA3 水平，升高 T-bet水平，诱生 IFN-γ表达，从而达到 Th1 /Th2 细胞平衡相关。
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呼吸道合胞病毒 ( respiratory syncytial viral，
ＲSV) 是一种常见的可以导致呼吸道感染的病毒，
在儿童急性病毒性呼吸道疾病中发病率较高。大部
分患儿在感染后仅发生轻微上呼吸道感染症状，只

有少部分会发展为严重的下呼吸道感染，例如毛细

支气管炎、肺炎，甚至死亡。有研究称，1 岁以内
70%左右的婴幼儿，以及大多数 2 ～ 3 周岁的幼儿
呼吸道感染是由 ＲSV 引起的［1 － 2］。因此，尽早用
药控制 ＲSV 感染，对于疾病的预后与转归具有重
要的临床意义。本实验观察早期使用清肺口服液干
预感染 ＲSV小鼠 24 h对体内相关细胞因子的影响，
来探讨其治疗 ＲSV感染的免疫学机制。

1 材料与方法

1. 1 动物
45 只 6 ～ 8 周龄雌性 BALB /c 小鼠，体重
( 20. 0 ± 2. 0) g，购于扬州大学比较医学中心。实

验动物合格证号: SCINK ( 苏) 2007 － 0001。
1. 2 药物
清肺口服液: 由麻黄 4 g，苦杏仁 10 g，桑白

皮 10 g，葶苈子 6 g，生石膏 24 g，丹参 6 g，紫花
前胡 10 g，拳参 12 g，僵蚕 6 g，虎杖 12 g组成，上
药按《中华人民共和国药典 ( 2010 年版) 》［3］中制
剂要求，经蒸馏收取、煎煮浓缩、乙醇浸泡回收等
工艺制成。用生理盐水配成浓度相当于生药
1. 23 g /ml ( 相当于小儿临床等效剂量 ) 和 3. 7 g /
ml ( 相当于小儿临床等效量 3 倍) 两种水煎剂。
利巴韦林颗粒: 由山东仁和制药有限公司生产，规

格: 50 mg × 18 袋，国药准字: H20056707。配成
浓度为 0. 0025 g /ml溶液。
1. 3 试剂
全蛋白抽提试剂盒 ( 上海生工生物工程有限

公司，批号: BSP003) ; Braford蛋白含量检测试剂
盒 ( 上海圻明生物科技有限公司，批号: P0006 ) ;
β-Actin ( Abcam 公司，批号: ab185055 ) ，二抗
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( 羊抗兔 IgG-HＲP) ( Jackson公司) ，小鼠 Th1 /Th2
流式细胞检测试剂盒 ( 美国 BD Pharmingen 公司，
批号: 560758) 。
1. 4 实验仪器

EXL800 型酶标仪: 美国伯腾仪器有限公司;
164-5051 型 Western 电泳仪: 美国伯乐公司;
SH03014 型高速冷冻离心机: 美国科俊仪器公司;
C6 Flow Cytometer System 流式细胞仪: 美国 BD
Pharmingen公司) 。
1. 5 分组及造模
将 45 只小鼠采用随机数字表法分为空白组、

模型组、利巴韦林组和清肺低、高剂量组，每组 9
只。在清洁级实验动物房适应性饲养 1 周后，除空
白组外其余各组小鼠置于密封容器内均以乙醚吸入

性麻醉，然后给予 ＲSV病毒 ［A 亚型 ( Long 株) ，
由武汉国家典型培养物保藏中心提供］ 50μl /只滴
入鼻孔 ( 正常组以 50μl 生理盐水刺激) 制备模
型［4］。造模 48 h 后，利巴韦林组予利巴韦林颗粒
0. 05 g / ( kg·d) ; 清肺低、高剂量组分别给予清
肺口服液 37 g / ( kg·d) 、111 g / ( kg·d) ; 空白
组和模型组予 0. 9%生理盐水 1 ml /kg。各组均灌胃
给药，每日 1 次，给药 24 h后处死。
1. 6 检测指标及方法
1. 6. 1 小鼠肺组织病理分析 实验结束剖取小鼠
肺后叶，经 4%多聚甲醛溶液固定，常规取材，脱
水，石蜡包埋，制片，HE 染色，由病理专业人员
在 200 倍光学显微镜下阅片。同时参照文献 ［5］
进行肺组织病理学指数评分。评分标准: 肺泡壁
( 充血、水肿、炎细胞浸润各 1 分) ; 肺气肿 1 分;
肺泡腔渗出 1 分; 肺内支气管 ( 上皮变性、腔内
渗出各 1 分) 。

1. 6. 2 肺泡灌洗液 ( BALF) γ 干扰素 ( IFN-γ)
表达 用预冷的磷酸盐缓冲液 ( PBS) 冲洗小鼠肺
脏，并移至 5 ml离心管中，2500 xg 离心 5 min，取
上清。依据酶联免疫吸附法 ( ELISA) 试剂盒 ( 上
海联硕生物科技有限公司，批号: AE900224Mu)

说明书，检测 BALF IFN-γ，于酶标仪在 450 nm 波
长下测定吸光度 ( OD) 值。
1. 6. 3 脾脏 Th1 /Th2 细胞平衡水平检测 将刚摘
取的小鼠脾脏加入 PBS 研磨成为单细胞悬液，每管
抽取 200μl左右。根据流式细胞检测试剂盒操作流
程进行染色、渗透及固定，最后上流式仪器检测。
1. 6. 4 肺组织 T-bet、GATA3 蛋白表达检测 取
各组小鼠肺组织，将样本用裂解缓冲液稀释相同浓

度，取等量上样缓冲液于试管中，蛋白量为 70μg，
并于 95 ～ 100℃5 min后冰上冷却上样。进行 T-bet、
GATA3 蛋白表达检测。用 Bio-Ｒad 公司提供的
Quantity One进行灰度值分析，以条带平均灰度值
与内参条带平均灰度值比值作为蛋白的相对含量。
1. 7 统计学方法
采用 SPSS 17. 0 统计软件进行分析，结果以均

值 ±标准差( 珋x ± s) 表示; 组间两两比较采用 t检验。

2 结果

2. 1 各组小鼠肺组织病理变化
空白组小鼠肺组织未见异常变化; 模型组小鼠

肺组织出现肺泡壁轻度或中度充血、水肿，致肺泡
壁增厚，肺内支气管上皮变性; 利巴韦林组小鼠肺

内支气管上皮细胞排列较整齐，腔内无明显炎性渗

出物; 清肺低剂量组小鼠肺组织出现少量中性粒细

胞和单核巨噬细胞浸润; 清肺高剂量小鼠肺组织未

见明显细胞坏死，管腔内未见渗出物，支气管周围

无明显水肿或炎细胞浸润。表 1 示，与空白组比
较，模型组肺组织病理评分显著增高 ( P ＜ 0. 01) ;
与模型组比较，利巴韦林组、清肺高剂量组肺组织
病理评分显著降低 ( P ＜ 0. 01) 。

表 1 各组小鼠肺组织病理评分比较 ( 分，珋x ± s)

组别 鼠数 肺组织病理评分

空白组 9 0. 11 ± 0. 55
模型组 9 5. 00 ± 1. 41*

利巴韦林组 9 4. 20 ± 1. 10▲▲

清肺低剂量组 9 5. 20 ± 0. 45▲

清肺高剂量组 9 4. 20 ± 1. 30▲▲

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，▲P ＜ 0. 05，

▲▲P ＜ 0. 01

2. 2 各组小鼠 BALF中 IFN-γ、脾脏 Th1 /Th2 水平
比较

表 2 示，与空白组比较，模型组 IFN-γ 及
Th1 /Th2 均显著降低 ( P ＜ 0. 01 ) 。与模型组比较，

利巴韦林组和清肺高剂量组 IFN-γ及 Th1 /Th2 显著
升高 ( P ＜ 0. 01) 。

表 2 各组小鼠 IFN-γ、Th1 /Th2 水平比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 IFN-γ ( OD值) Th1 /Th2

空白组 9 15. 69 ± 2. 13 27. 99 ± 8. 32
模型组 9 5. 32 ± 0. 38* 10. 0 ± 0. 74*

利巴韦林组 9 11. 15 ± 0. 08▲ 14. 45 ± 2. 26▲

清肺低剂量组 9 4. 44 ± 0. 18 4. 56 ± 1. 92
清肺高剂量组 9 10. 57 ± 3. 21▲ 19. 14 ± 1. 28▲

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，▲P ＜ 0. 01
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2. 3 各组小鼠肺组织 T-bet、GATA3 蛋白表达水
平比较

表 3 及图 1 示，与空白组比较，模型组 T-bet
蛋白降低，GATA3 蛋白升高 ( P ＜ 0. 01 ) ; 与模型
组相比，各给药组 T-bet 蛋白表达均显著增加，
GATA3 蛋白表达显著降低 ( P ＜ 0. 01) 。

表 3 各组小鼠 T-bet、GATA3 蛋白表达水平比较 ( 珋x ± s)

组别 鼠数 T-bet GATA3

空白组 9 0. 84 ± 0. 0007 0. 37 ± 0. 0133
模型组 9 0. 45 ± 0. 0001* 2. 01 ± 0. 0749*

利巴韦林组 9 0. 58 ± 0. 0005▲ 0. 82 ± 0. 0592▲

清肺低剂量组 9 1. 06 ± 0. 0008▲ 1. 45 ± 0. 0002▲

清肺高剂量组 9 0. 42 ± 0. 0006▲ 0. 85 ± 0. 0006▲

注: 与空白组比较，* P ＜ 0. 01; 与模型组比较，▲P ＜ 0. 01

图 1 各组小鼠肺组织 T-bet、GATA3 蛋白电泳图

3 讨论

呼吸道合胞病毒肺炎属中医学 “肺炎喘嗽”，
其病因主要为外感风热毒邪，内袭于肺，证属痰热

闭肺，肺失宣肃，治法当以开肺化痰、解毒活血为
主。清肺口服液是在麻杏甘石汤的基础上，结合临
床上多年来抗病毒治疗经验改良而成。方中炙麻
黄、苦杏仁宣肺止咳平喘; 生石膏清泻肺热，止咳
平喘; 葶苈子、桑白皮泻肺平喘; 紫花前胡降气化
痰; 僵蚕散风热化痰; 丹参活血通络; 虎杖清热泻

肺，止咳化痰，活血通络; 拳参清热解毒。全方通
过宣肃肺气、清热解毒、化痰泄浊、活血通络以达
到治疗目的［6］。
现代医学研究表明，ＲSV 感染呼吸道后通过

诱导上皮细胞分泌炎症介质，从而引起气管痉挛导

致气道高反应［7］。因此，ＲSV 肺炎的本质是终末
气道、肺泡及肺间质的炎症反应，而气道炎症发生
的基础是由于 Th1 功能不足与 Th2 功能亢进引
起［8］，即 Th1 /Th2 平衡失调所造成。亦有研究表
明，人体感染病毒后，Th1 /Th2 平衡会出现多种形
式的改变，如 Th1 向 Th2 漂移、Th1 向 Th0 漂移等
反应［9］。其中 T-bet 转录因子只出现于 Th1 细胞
系，并通过启动 Th1 遗传程序在 Th1 细胞的发育中
起重要作用，同时具有抑制 Th2 细胞因子的合成，

它通过激活 IFN-γ的基因转录，诱导自身表达，并
通过细胞因子诱导 Th0 向 Th1 细胞分化，甚至在其
转录因子协同下，T-bet 可将分化中的 Th2 和已分
化完全的 Th2 型细胞逆转为 Th1 型细胞，同时伴随

大量 IFN-γ产生［10］; GATA3 则是 Th2 细胞特异性
转录因子［11］。相关研究报道，GATA3 是通过白细
胞介素 4 ( IL-4 ) 基因启动子上的两个 GATA3 结
合位点直接激活 IL-4，而激活 IL-4 又促进了 Th2
细胞的增殖及分化［12 － 13］。
本研究选取感染 ＲSV 早期给予清肺口服液干

预 24 h，以观察 T-bet、GATA3、IFN-γ的表达水平
变化。感染 ＲSV 肺炎病理图片表明，小鼠肺组织
均有不同程度的炎症渗出，并且导致了细胞内

Th1 /Th2 水平减弱，使感染小鼠体内 GATA3 表达
增强，T-bet表达降低，很大程度上抑制了抗炎因

子 IFN-γ的生产。清肺口服液不但可以提高感染小
鼠体内 T-bet的表达 ( P ＜ 0. 01) ，诱生血清中 IFN-
γ含量，同时可以抑制 GATA3 表达 ( P ＜ 0. 01 ) ，
最终达到 Th1 /Th2 细胞平衡。因此，尽早运用清
肺口服液可使机体有效调动体内细胞因子来对抗感

染，并且实验中还发现，高剂量清肺口服液对于肺

炎的炎症渗出的改善及细胞因子调控可达到利巴韦

林的治疗水平，这也从侧面印证了清肺口服液的有

效性。
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Mechanism of Qingfei Oral Liquid for Early Ｒespiratory Syncytial Virus Pneumonia
CHEN Chuanzhe1，YUAN Bin2，XU Jianya1，ZHOU Lihua3，ZOU Jiandong2

( 1． The First Clinical Medical School of Nanjing University of Chinese Medicine，Jiangsu Province 210029; 2． The Affiliated Hospital
of Nanjing University of Chinese Medicine; 3． Basic Medical School of Nanjing University of Chinese Medicine)

ABSTＲACT Objective To research the mechanism of Qingfei Oral Liquid for early respiratory syncytial virus
( ＲSV) pneumonia． Methods Totally 45 BALB /c mice were randomized into the blank group，model group，riba-
virin group ( 0. 05 g /kgod ribavirin granules) ，Qingfei low-dose group ( 37 g /kg·d Qingfei Oral Liquid) and Qingfei
high-dose group ( 111 g /kg·d Qingfei Oral Liquid) ，with 9 in each． Each mouse was given 50 ul ＲSV intranasally to
make model in all groups except the blank group． The administration was started 48 hours after modeling． The patho-
logical changes in the lung tissue were observed 24 hours later． The levels of interferon-γ ( IFN-γ) ，T-bet，GATA3
and Th1 /Th2 were detected． Ｒesults Comparing with the blank group，the pathological scores were significantly
increased but the levels of IFN-γ and Th1 /Th2 were significantly decreased in the model group ( P ＜ 0. 01) ． Compa-
ring with the model group，the pathological scores were significantly decreased but the levels of IFN-γ and Th1 /Th2
were significantly increased in the ribavirin group and Qingfei high-dose group ( P ＜ 0. 01) ． Comparing with the blank
group，the T-bet level was significantly decreased but the GATA3 level was significantly increased in the model group
( P ＜ 0. 01) ． Comparing with the model group，the T-bet level was significantly increased but the GATA3 level was
significantly decreased in the ribavirin group and Qingfei groups ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion Qingfei Oral Liquid is
effective for early ＲSV pneumonia． It can inhibit inflammatory changes，which maybe relevant to reducing GATA3
level，increasing T-bet level，inducing IFN-γ expression and achieving Th1 /Th2 balance．
Keywords Qingfei Oral Liquid; respiratory syncytial virus; inflammatory cytokines; transcription factor
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朝阳胶囊、固肾安胎丸 “安汀医药杯”征文通知
为促进中医药在肝炎领域的研究与应用，交流朝阳胶囊 ( 丸) 在治疗慢性肝炎的最新理念，促进临床合理、科学、有效、安全的

用药; 交流固肾安胎丸在妇产科的临床合理用药用与临床研究新进展，针对该品种的临床应用进行评估。北京安汀医药公司与《中医
杂志》联合举办“安汀杯”有奖征文活动。

1. 征文内容: 朝阳胶囊 ( 丸) : ( 1) 朝阳胶囊 ( 丸) 对于脾肝同治的理论和实践探索; ( 2) 朝阳胶囊 ( 丸) 对于肝纤维化、肝
硬化各期的治疗研究; ( 3) 朝阳胶囊 ( 丸) 对于药物性肝炎 ( 抗结核、抗精神病、化疗药物等) 的保肝作用; ( 4 ) 朝阳胶囊 ( 丸)
对于酒精性肝炎的保肝作用; ( 5) 朝阳胶囊 ( 丸) 联合西药 ( 抗病毒药、降转氨酶药等) 治疗各种原因导致的慢性肝炎; ( 6 ) 朝阳
胶囊 ( 丸) 与同类中成药的临床疗效比较; ( 7) 典型病例和病案讨论。固肾安胎丸: ( 1) 固肾安胎丸改善卵巢储备功能的临床应用;
( 2) 固肾安胎丸改善妇科内分泌功能的临床应用; ( 3) 固肾安胎丸改善子宫内膜厚度的临床研究; ( 4) 固肾安胎丸提高试管婴儿成
功率的临床研究; ( 5) 典型病例和病案讨论。2. 征文对象: 临床使用过朝阳胶囊 ( 丸) 或固肾安胎丸的医生和药师、从事相关药物
研究以及临床诊疗工作的临床专家、其他专业人士。3. 投稿邮箱: 将电子版发至 2432656243@ qq． com，邮件主题请注明“安汀杯 +
药品名称”字样。4. 征文时间: 2014 年 7 月 1 日 － 2015 年 6 月 30 日。5. 征文评审: 主办单位将组织著名专家对来稿进行评选，将推
荐部分优秀论文在核心期刊及省级专业期刊发表并给予相关奖奖励。6. 征文奖项: ( 1 ) 特别感谢奖: 4 名，古徽州之旅; ( 2 ) 一等
奖: 6 名，国家级会议费赞助; ( 3) 二等奖: 20 名，价值 1980 元的礼品; ( 4) 潜力奖: 40 名，纯阳山胎菊礼盒; ( 5) 参与奖: 若干
名，精美纪念品。征文咨询电话: 010 － 64913427。
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