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香术防感方吸嗅与滴鼻给药方式预防甲型流感
H1N1模型小鼠的药效学比较研究
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［摘要］ 目的　比较香术防感方吸嗅和滴鼻两种经鼻给药方式预防甲型流感 H1N1 的有效性及可能作用机

制。方法　将 56只 BALB/c 小鼠随机分为正常组、模型组、扎那米韦组、香囊高浓度组、香囊低浓度组、滴

鼻高浓度组、滴鼻低浓度组，每组 8只。香囊低、高浓度组分别给予 15、30 g香术防感方香囊吸嗅，每天持

续 24 h；滴鼻低、高浓度组分别给予浓度为 0. 11、0. 22 g/ml香术防感方滴鼻液滴鼻，每次 20 μl，每日 2次；

扎那米韦组给予浓度为 1. 025 mg/ml扎那米韦溶液滴鼻，每次 20 μl，每日 2次；正常组、模型组滴鼻 20 μl生
理盐水，每日 2 次。各组预防性干预 5 天。第 5 天给药 1 h 后，除正常组外，其余各组小鼠每只滴鼻 35 μl、
50 LD50 A/PR/8/34/H1N1 病毒液滴鼻，以制备甲型流感 H1N1 模型小鼠。于实验第 5 天至 9 天每日记录小鼠体

质量及计算体质量变化率，并观察一般状态。于第 9 天取材，计算小鼠肺指数及肺指数抑制率；HE 染色法

检测肺组织病理变化，并进行肺组织病变评分；RT-qPCR法检测肺组织病毒载量；ELISA 法检测上呼吸道灌

洗液中分泌型免疫球蛋白 A （sIgA） 及血清肿瘤坏死因子 α （TNF-α）、白细胞介素 2 （IL-2）、白细胞介素 6
（IL-6）、干扰素 γ （IFN-γ） 含量。结果　实验第 7、8、9天，模型组小鼠体质量变化率较同时间点正常组显

著降低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）；实验第 8、9 天与模型组比较，扎那米韦组和滴鼻高浓度组小鼠体质量变化

率增加 （P＜0. 05或P＜0. 01）。与正常组比较，模型组小鼠肺指数、肺组织病变评分、肺组织病毒载量明显

升高，血清TNF-α、IL-6、IL-2、IFN-γ含量明显升高，上呼吸道灌洗液 sIgA水平明显降低 （P＜0. 01）。与模

型组比较，扎那米韦组和滴鼻高浓度组肺指数、肺组织病毒载量降低，血清 IFN-γ、TNF-α、IL-2、IL-6含量

降低，sIgA水平升高 （P＜0. 05或 P＜0. 01）；除香囊低浓度组外，其余各药物干预组肺组织病变评分较模型

组降低 （P＜0. 01）。与扎那米韦组比较，香囊低浓度组和滴鼻低、高浓度组肺指数升高，各香术防感方干

预组血清TNF-α、IL-2含量均升高（P＜0. 05或P＜0. 01）。与滴鼻高浓度组比较，香囊高浓度组血清TNF-α和

IFN-γ 含量升高，滴鼻低浓度组肺组织病毒载量升高 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。扎那米韦组肺指数抑制率为

80. 84%，香囊高、低浓度组肺指数抑制率分别为 41. 61%、17. 90%，滴鼻高、低浓度组肺指数抑制率分别

为 35. 40%、25. 40%。HE 染色显示，模型组肺组织出现肺泡间隔增厚，肺泡塌陷，炎性细胞浸润；而各药

物干预组小鼠肺组织炎症和损伤程度均有所减轻，且以扎那米韦组、滴鼻高浓度组改善最明显。结论　香术

防感方吸嗅和滴鼻两种给药形式均可预防甲型流感H1N1病毒感染，具有抗病毒、抗炎作用，可改善肺组织病

理损伤，提高呼吸道黏膜免疫，且滴鼻给药在抑制炎症反应方面可能优于吸嗅给药，尤以滴鼻高浓度效佳。

［关键词］  甲型流感；H1N1病毒；香术防感方；吸嗅；滴鼻；抗病毒；炎症因子

流行性感冒（简称流感）是由正黏病毒科 RNA
流感病毒引起的急性呼吸道传染病，病毒分为甲、

乙、丙、丁 4 型，其中甲型流感病毒 （influenza A 
virus，IAV）因潜伏期相对短、突然暴发且扩散迅

速等特点，曾多次引起甲型流感（简称甲流）世界

大流行，成为世界公共卫生领域的主要威胁与挑

战［1］。甲流重在预防，目前预防方式以疫苗和抗病
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毒药物为主，但因 IAV抗原转移及漂移致使甲流疫

苗的免疫应答受损［2］，且抗病毒药物预防甲流的给

药窗口期较窄，易出现耐药性及不良反应［3］。因

此，研发多种安全有效的预防措施、提升流感防控

能力，成为未来预防流感的重点。

课题组前期筛选古今预防流感中药，形成芳香

类药物组成的鼻用香术防感方［4］。芳香中药以吸

嗅、涂抹、喷雾等经鼻给药方式预防流感，具备民

众接受度高、不良反应少等优势［5］。前期临床试验

表明，香术防感方香囊吸嗅具有预防及缓解流感样

症状的效果［6］。鼻腔黏膜是阻止 IAV进入人体的首

要屏障，经鼻黏膜给药可直接、快速地激活细胞、

体液和黏膜三重免疫应答［7］。基于经鼻给药的独特

免疫优势，鼻用中药的需求增加。为探索更安全有

效的鼻用中药制剂，课题组将香术防感方挥发性成

分富集提取为挥发油，并将其制备为滴鼻剂。本研

究比较香术防感方香囊吸嗅和滴鼻两种给药方式预

防甲流 H1N1 模型小鼠的有效性及抗病毒免疫作

用，以期丰富、优化芳香中药预防甲流的临床应用

形式。本实验通过中国中医科学院中药研究所实验

动物伦理委员会审查（批准号：2023D002）。

1　材料与方法

1. 1　动物及病毒株

SPF 级 BALB/c 小鼠 56 只，体质量 （11. 00±
1. 00） g，3 周龄，雌雄各半，购自北京维通利华

实验动物技术有限公司，实验动物许可证号：

SCXK （京） 2016-0006。常规饲养于中国中医科学

院中药研究所动物房，通风、光照 12/12 h，温度

为 （21±2） ℃，相对湿度为 （50±10） %，小鼠自

由摄食和饮水。A/PR/8/34/H1N1 （小鼠肺适应株）

病毒液，购自美国标准生物品收藏中心，在中国中

医科学院中药研究所生物安全 2级实验室（BSL-2）
传代，-80 ℃冰箱保存。经 10天龄鸡胚尿囊腔接种

培养传代，血凝效价1∶640以上者用于本实验。

1. 2　药物

鼻用香术防感方组成［4］：丁香、苍术、石菖

蒲、川芎、肉桂、薰衣草、鬼箭羽（均购于安国市

聚药堂药业有限公司，由中国中医科学院中药研究

所鉴定），按 2∶2∶2∶2∶1∶1∶1 比例配置香囊

及滴鼻液，中药药粉香囊由华草吉生物医药科技公

司制备，滴鼻液由中国中医科学院中药研究所制

备。扎那米韦吸入粉雾剂（南京先声东元制药有限

公司，国药准字H20103037，5 mg/粒）。

1. 3　主要试剂及仪器

异氟烷 （河北一品制药股份有限公司，批号

H19980141）；甲型流感病毒核酸检测试剂盒 （上

海之江生物科技股份有限公司，批号 P20220301）；

分泌型免疫球蛋白 A （sIgA）、肿瘤坏死因子 α
（TNF-α）、干扰素γ（IFN-γ）、白细胞介素2（IL-2）、

白细胞介素 6 （IL-6） ELISA 检测试剂盒 （武汉云

克隆科技公司，货号分别为 SEA641Mu、MEA133
Mu、MEA049Mu、MEA073Mu、MEA079Mu）；TRIzol
试剂（Invitrogen公司，批号 15596026）；戊巴比妥

钠 （生兴生物技术有限公司，批号 3G223G27）；

4% 多聚甲醛（武汉博士德生物工程有限公司，批

号 AR1069）；HE 染液套装（武汉赛维尔生物科技

有限公司，批号G1003）。

石蜡切片机 （美国 Leica 公司，型号 RM2125 
RTS）；高速冷冻离心机（德国 Eppendorf公司，型

号Centrifuge 5415D）；倒置荧光显微镜（日本Nikon
公司，型号Nikon Eclipse Ti-SR）；荧光定量PCR仪

（美国Thermo公司，型号ABI7500）；精密电子天平

（美国Ohaus公司，型号CP64）。

1. 4　分组及预防性给药

将小鼠适应性喂养 3天后，采用随机数字表法

分为正常组、模型组、扎那米韦组、香囊高浓度

组、香囊低浓度组、滴鼻高浓度组和滴鼻低浓度

组，每组 8只。香囊低、高浓度组分别给予香术防

感方临床试验成人剂量［6］15 g和 2倍成人剂量 30 g，
用相同规格装有香囊的金属镂空球悬挂于小鼠饲养

笼上，吸嗅时长每天持续 24 h，每 2 天更换香囊 1
次；滴鼻低、高浓度组给予香术防感方滴鼻液原液

（浓度为含生药量 1. 10 g/ml）滴鼻，根据前期动物

预实验结果，两组对应药液浓度为原液的 1/10
（0. 11 g/ml）、1/5 （0. 22 g/ml），滴鼻每次 20 μl，每

日 2次；扎那米韦组参照临床等效剂量及小鼠体表

面积法［8］换算，给予小鼠浓度为 1. 025 mg/ml扎那

米韦溶液滴鼻，每次 20 μl，每日 2 次；正常组、

模型组滴鼻 20 μl 生理盐水，每日 2 次。各组均干

预5天。

1. 5　造模方法

第5天给药1 h后，除正常组外，其余各组小鼠

予2%异氟烷吸入麻醉后，每只滴鼻35 μl、50 LD50 A/
PR/8/34/H1N1 病毒液。48 h 后小鼠出现体质量下

降、精神萎靡、动作迟缓等一般情况，表明病毒感

染成功［9］。
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1. 6　观察指标与检测方法

1. 6. 1　体质量及一般状态观察　于实验第 5 天至

第 9天（造模后至取材前）每日上午 9：00称量并

记录小鼠体质量，观察各组小鼠精神状态、毛发、

活动、饮食等，并计算小鼠体质量变化率。体质量

变化率=当日体质量/实验第5天体质量×100%。

1. 6. 2　ELISA 法检测上呼吸道灌洗液中 sIgA 及血

清 IFN-γ、TNF-α、IL-2、IL-6 含量　于实验第 9天

用 0. 3% 戊巴比妥钠 （0. 2 ml/10 g） 腹腔注射麻醉

小鼠后，取小鼠眼球血，将血液放于EP管中，4 ℃
静置30 min后，以4 ℃、3000 r/min（离心半径14 cm）
离心 15 min，收集血清，置于-80 ℃保存待检。开

胸暴露小鼠气管，以 1 ml PBS缓冲液从气管上端注

入小鼠呼吸道，向上反复冲洗鼻咽部 3次，收集上

呼吸道灌洗液，随后以 4 ℃、3000 r/min （离心半

径 14 cm） 离心 15 min，收集上清液，置于-80 ℃
保存待检。严格按照ELISA试剂盒说明书步骤，对

上呼吸道灌洗液中 sIgA及血清 IFN-γ、TNF-α、IL-2、
IL-6含量进行检测。

1. 6. 3　肺指数、肺指数抑制率　于实验第 9 天用

0. 3% 戊巴比妥钠 （0. 2 ml/10 g） 腹腔注射麻醉小

鼠后取全部肺组织，称重，计算肺指数和肺指数抑

制率［10］。肺指数=肺质量/体质量×100%；肺指数抑

制率= （模型组平均肺指数值-给药组平均肺指数

值） /（模型组平均肺指数值-正常组平均肺指数

值） ×100%。

1. 6. 4　HE染色观察肺组织病理变化　取小鼠左叶

肺组织置于 4% 多聚甲醛中固定，经梯度酒精脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片、HE 染色后，

在光学显微镜下阅片。根据肺实质病变、肺间质和

支气管周围炎症等级综合评估肺组织病变评分［11］，

健康无病变计 0 分，轻度间质性肺炎 （占肺＜

25%）、中度损伤 （占肺 25%~50%）、重度损伤

（占肺 51%~75%）、非常严重损伤 （占肺＞75%），

分别计1、2、3、4分。

1. 6. 5　RT-qPCR 法检测肺组织病毒载量　取 15~
20 mg小鼠右叶肺组织，研磨后在 4 ℃、3000 r/min
离心（离心半径 14 cm） 15 min，收集上清液为肺

组织匀浆。使用 TRIzol 提取总 RNA，并按照甲型

流感病毒核酸检测试剂盒说明进行操作。用目的基

因引物进行 PCR 扩增 （参数：48 ℃ 5 min，94 ℃ 
2 min，94 ℃ 10 s，55 ℃ 35 s，40 个循环），检测

PR8 mRNA 水平，采用 2-△△CT扫描法根据标准曲线

计算拷贝数。引物序列由上海之江生物科技股份有

限公司设计合成，H1N1：上游引物 CTTCTAACC⁃
GAGGTCGAAACGTA，下游引物 GGTGACAGGAT-

TGGTCTTGTCTTTA，长度 103bp；GAPDH：上游

引 物 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG， 下 游 引 物

TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA，长度233 bp。
1. 7　统计学方法

采用 SPSS 26. 0软件进行统计，计量资料均符

合正态分布用均值±标准差（x̄±s）表示，方差齐采

用 LSD检验，方差不齐则采用邓尼特 T3检验，P＜
0. 05 为差异有统计学意义；采用 GraphPad Prism 
9. 3. 0软件做图。

2　结果

2. 1　各组小鼠体质量及一般状态比较

正常组小鼠精神状态良好，行动迅速、毛发光

滑、呼吸均匀、摄食量正常；从实验第 7 天开始，

模型组小鼠出现精神不振，毛发倒刺无光泽，蜷缩

成团，活动及摄食量减少；与模型组比较，各药物

干预组小鼠精神状态稍有改善，活动量、毛发亮

度、蜷缩程度及摄食量均有一定程度好转，尤其是

扎那米韦组、滴鼻高浓度组整体情况改善良好。表

1示，实验第 5、6天，各组小鼠体质量变化率差异

均无统计学意义（P＞0. 05）。实验第 7、8、9 天，

模型组小鼠体质量变化率较同时间点正常组明显降

低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。实验第 8 天，香囊低、

高浓度组和滴鼻低、高浓度组小鼠体质量变化率亦

显著低于正常组 （P＜0. 05 或 P＜0. 01）。实验第

8、9 天，与模型组比较，扎那米韦组和滴鼻高浓

度组小鼠体质量变化率增加（P＜0. 05或P＜0. 01）；
与扎那米韦组比较，香囊低、高浓度组小鼠体质量

变化率明显减小 （P＜0. 01），滴鼻低、高浓度组

差异无统计学意义（P＞0. 05）。实验第 9天，滴鼻

低浓度组小鼠体质量变化率较扎那米韦组降低，香

囊低浓度组小鼠体质量变化率较滴鼻高浓度组降低

（P＜0. 05或P＜0. 01）。

2. 2　各组小鼠肺指数、肺指数抑制率及肺组织病

变评分比较

表 2 示，与正常组比较，模型组小鼠肺指数、

肺组织病变评分明显升高（P＜0. 01）。与模型组比

较，扎那米韦组、香囊高浓度组和滴鼻高浓度组肺

指数明显降低 （P＜0. 01）；除香囊低浓度组外，

其余各药物干预组肺组织病变评分明显降低（P＜
0. 01）。与扎那米韦组比较，香囊低浓度组、滴鼻

低浓度组、滴鼻高浓度组肺指数升高（P＜0. 05或

P＜0. 01）。与香囊高浓度组比较，香囊低浓度组
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肺指数升高 （P＜0. 05）。各药物干预组之间的肺

组织病变评分差异均无统计学意义（P＜0. 05）。扎

那米韦组肺指数抑制率为 80. 84%，香囊高、低浓

度组肺指数抑制率分别为 41. 61%、17. 90%，滴鼻

高、 低浓度组肺指数抑制率分别为35. 40%、 25. 40%。

2. 3　各组小鼠肺组织病毒载量及上呼吸道灌洗液

sIgA水平比较

表 3示，与正常组比较，模型组小鼠肺组织病

毒载量明显升高，上呼吸道灌洗液 sIgA 水平明显

降低 （P＜0. 01）。与模型组比较，扎那米韦组、

香囊高浓度组、滴鼻高浓度组小鼠肺组织病毒载量

明显降低，上呼吸道灌洗液 sIgA水平升高，滴鼻低

浓度组上呼吸道灌洗液 sIgA水平亦升高（P＜0. 01）。
与扎那米韦组比较，鼻用香术防感方各干预组小鼠

肺组织病毒载量升高，香囊低浓度组上呼吸道灌洗

液 sIgA 水平降低 （P＜0. 01）。与香囊低浓度组比

较，香囊高浓度组和滴鼻高浓度组肺组织病毒载量

降低，上呼吸道灌洗液 sIgA水平升高（P＜0. 05或

P＜0. 01）。滴鼻低浓度组肺组织病毒载量高于滴

鼻高浓度组（P＜0. 01）。

2. 4　各组小鼠血清 TNF-α、IL-6、IL-2、IFN-γ 含

量比较

表4示，与正常组比较，模型组小鼠血清TNF-α、
IL-6、IL-2、IFN-γ 含量明显升高 （P＜0. 01）。与

模型组比较，扎那米韦组、香囊低浓度组、滴鼻低

浓度和滴鼻高浓度组小鼠血清TNF-α、IL-2、IL-6、
IFN-γ均明显降低 （P＜0. 05 或 P＜0. 01），香囊高

浓度组各指标差异无统计学意义 （P＜0. 05）。与

扎那米韦组比较，鼻用香术防感方各干预组血清

TNF-α、IL-2含量均升高，香囊高浓度组血清 IL-6、
IFN-γ 含量升高，滴鼻低浓度组 IFN-γ 含量升高

（P＜0. 05或 P＜0. 01）。与滴鼻高浓度组比较，香

囊高浓度组血清 TNF-α 和 IFN-γ 含量升高 （P＜ 
 0. 05）。

2. 5　各组小鼠肺组织病理学变化比较

图 1示，正常组小鼠肺组织结构清晰，肺泡壁

表 1　各组小鼠不同时间体质量变化率比较

Table 1　Comparison of weight of mice in each group （%，x̄±s）

组别

正常组

模型组

扎那米韦组

香囊高浓度组

香囊低浓度组

滴鼻高浓度组

滴鼻低浓度组

鼠数

8
8
8
8
8
8
8

第5天

100
100
100
100
100
100
100

第6天

103. 28±2. 45
104. 61±2. 97
103. 48±2. 42
104. 32±1. 89
101. 34±2. 46
104. 11±2. 62
101. 59±2. 63

第7天

107. 38±2. 79
100. 04±4. 59 a）

106. 39±3. 61
102. 00±4. 17
104. 50±2. 65
107. 32±4. 43
104. 57±5. 63

第8天

110. 98±4. 25
94. 98±4. 47 b）

109. 55±5. 52 c）

100. 00±7. 85 b） e）

98. 78±4. 51 b）  e）

103. 15±6. 58 a）  d）

102. 72±7. 17 a）

第9天

111. 52±4. 63
91. 88±4. 80 b）

109. 07±5. 81 c）

99. 09±10. 20 e）

93. 84±4. 57 e）  f）

101. 95±7. 78 c）

99. 25±6. 61 e）

注：a）与正常组比较，P＜0. 05；b）与正常组比较，P＜0. 01；c）与模型组比较，P＜0. 01；d）与模型组比较，P＜0. 05；e）与扎那

米韦组比较，P＜0. 01；f）与滴鼻高浓度组比较，P＜0. 05。

表 2　各组小鼠肺指数及肺组织病变评分比较

Table 2　Comparison of lung index and lung histopathology 
score of mice in each group （x̄±s）

组别

正常组

模型组

扎那米韦组

香囊高浓度组

香囊低浓度组

滴鼻高浓度组

滴鼻低浓度组

鼠数

8
8
8
8
8
8
8

肺指数

0. 64±0. 04
1. 05±0. 07 a）

0. 72±0. 03 b）

0. 82±0. 10 b）

0. 98±0. 08 d）  e）

0. 86±0. 13 b）  c）

0. 93±0. 12 d）

肺组织病变评分/分
0. 11±0. 19
3. 44±0. 20 a）

1. 03±0. 58 b）

1. 43±0. 20 b）

2. 51±0. 29
1. 00±0. 33 b）

1. 45±0. 39 b）

注：a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜

0. 01；c）与扎那米韦组比较，P＜0. 05；d）与扎那米韦组比较，

P＜0. 01；e）与香囊高浓度组比较，P＜0. 05。

表 3　各组小鼠肺组织病毒载量及上呼吸道灌洗液

sIgA水平比较

Table 3　Comparison of lung viral load of mice and sIgA in 
upper respiratory tract lavage fluid of mice in each group （x̄±s）

组别

正常组

模型组

扎那米韦组

香囊高浓度组

香囊低浓度组

滴鼻高浓度组

滴鼻低浓度组

鼠数

8
8
8
8
8
8
8

病毒载量/拷贝数×
106·μl-1

0        
43. 82±8. 78 a）

11. 99±6. 76 b）

29. 86±7. 11 b） c）

39. 30±4. 84 c） d） e）

27. 14±4. 46 b） c）

38. 55±10. 12 c） e）

上呼吸道灌洗液 sIgA/
ng·ml-1

450. 15±40. 88
166. 81±43. 03 a）

370. 13±59. 88 b）

300. 69±61. 23 b）

198. 33±57. 17 c） d） e）

331. 51±36. 63 b）

303. 16±60. 82 b）

注：sIgA，分泌型免疫球蛋白 A。正常组病毒载量为 1. 04±
0. 32拷贝数。

a） 与正常组比较，P＜0. 01；b） 与模型组比较，P＜0. 01；
c）与扎那米韦组比较，P＜0. 01；d）与香囊高浓度组比较，P＜

0. 05；e）与滴鼻高浓度组比较，P＜0. 01。
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轮廓清晰、未见增厚，肺泡腔内未见明显炎性细胞

浸润，支气管结构正常。模型组肺组织出现明显病

理变化，肺泡间隔增厚，肺泡塌陷，支气管上皮细

胞坏死，支气管腔内可见红细胞渗出，且有炎性细

胞浸润。与模型组比较，扎那米韦组、滴鼻高浓度

组小鼠肺组织肺泡壁轻度增厚，支气管腔内红细胞

渗出少，伴少量炎性细胞浸润；滴鼻低浓度组及香

囊高浓度组见部分肺泡间隔轻微增厚，支气管腔内

红细胞渗出、肺间质见轻度炎性细胞浸润，较模型

组明显减轻；香囊低浓度组肺泡间隔增厚，支气管

腔内有大量红细胞渗出，炎性细胞浸润较多。

3　讨论

甲流在中医学中属于“疫病”范畴，《说文解

字》释为“疫，民皆疾也”，《瘟疫论》记载“疫为

秽浊之邪，自口鼻入里，循经传腑”，提示正气虚

弱、运气异常、外感邪毒等皆可致疫病发生［12-13］。

芳香类中药既可辟秽除邪、增强正气以抵御疫疠之

气，又因芳香入脾，可振奋中焦、培土生金以增强

肺气［14］。课题组前期系统梳理古今医籍，筛选并

形成流感预防方药数据库，选用数据库中高频的丁

香、苍术、鬼箭羽、石菖蒲、薰衣草等芳香类药物

组成了香术防感方［15-16］。香术防感方的君药为丁

香、苍术，二者共奏健脾温中之功；肉桂、鬼箭羽

为臣药，有芳香开窍、辟秽杀虫之效；佐以石菖

蒲、薰衣草可增香调气、开窍化浊；川芎是引经

药，起到芳香走窜、引经通窍的作用。前期临床研

      注：图中黑色箭头指示为炎性细胞浸润情况。

图 1　各组小鼠肺组织病理学比较（HE染色，×200）
Figure 1　Comparison of lung histopathology of mice in each group （HE staining，×200）

表 4　各组小鼠血清TNF-α、IL-6、IL-2、IFN-γ含量比较

Table 4　Comparison of TNF-α、IL-6、IL-2 and IFN-γ in serum of mice in each group （pg/ml，x̄±s）

组别

正常组

模型组

扎那米韦组

香囊高浓度组

香囊低浓度组

滴鼻高浓度组

滴鼻低浓度组

鼠数

8
8
8
8
8
8
8

TNF-α
17. 30±3. 25
85. 12±11. 25 a）

34. 91±10. 15 b）

70. 21±12. 86 d）  f）

56. 79±7. 88 b）  d）

52. 12±7. 94 b）  d）

67. 79±8. 12 c）  d）

IL-2
20. 80±7. 28

101. 87±10. 85 a）

55. 20±5. 17 b）

94. 16±14. 86 d）

79. 17±11. 28 c）  e）

82. 85±7. 94 c）  d）

85. 15±10. 29 b）  d）

IL-6
13. 84±7. 15
51. 86±10. 58 a）

22. 04±9. 17 b）

39. 22±13. 07 e）

33. 67±7. 15c）

26. 36±8. 00 b）

34. 69±9. 03 c）

IFN-γ
63. 09±9. 14

128. 42±13. 09 a）

86. 80±9. 87 b）

111. 26±9. 08 d）  f）

101. 26±8. 01 b）

91. 93±12. 01 b）

106. 91±9. 10 c）  e）

注：TNF-α，肿瘤坏死因子α；IFN-γ，干扰素γ；IL-2，白细胞介素2；IL-6，白细胞介素6。
a）与正常组比较，P＜0. 01；b）与模型组比较，P＜0. 01；c）与模型组比较，P＜0. 05；d）与扎那米韦组比较，P＜0. 01；e）与扎那

米韦组比较，P＜0. 05；f）与滴鼻高浓度组比较，P＜0. 05。
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究表明，此方可减少流感样症状发生率，对流感有

积极预防作用［6］。本实验阳性对照药为扎那米韦，

是由美国食品药品监督管理局批准的吸入性粉末状

神经氨酸酶抑制剂，IAV 复制在发病后 24~72 h 内

到达峰值，此药物推荐用于暴露前预防和尽早在

IAV 复制早期阶段使用［17］。本实验表明，与模型

组比较，各给药组均可改善小鼠精神状态、活动

量、毛发亮度、蜷缩程度及摄食量，尤其是扎那米

韦组、滴鼻高浓度组效果最好；实验第 9天时，滴

鼻高浓度组小鼠体质量变化率与扎那米韦组差异无

统计学意义，而其他各给药组小鼠体质量变化率均

低于扎那米韦组，说明滴鼻高浓度组与扎那米韦组

在改善甲流模型小鼠一般状态方面效果相当。

当 IAV 在肺组织中增殖时，肺部可出现水肿、

炎性渗出及充血等病理表现，使肺重增加，肺指数

增大，故肺指数可反映肺部感染的严重程度［18］。

本研究发现，扎那米韦组、香囊高浓度组和滴鼻高

浓度组肺指数明显低于模型组，除香囊低浓度组外

其余各药物干预组肺组织病变评分亦较模型组明显

降低，扎那米韦组肺指数抑制率最高（80. 84%），

香囊高浓度组肺指数抑制率（41. 61%）稍微高于

滴鼻高浓度组（35. 40%）， 香囊低浓度组（17. 90%）

和滴鼻低浓度组（25. 40%）肺指数抑制率均较低，

提示香术防感方可降低肺组织水肿，缓解 IAV引起

的肺部炎症，且成一定的剂量依赖关系，但效果不

如扎那米韦组。肺组织病毒载量可体现 IAV复制动

力和数量，本研究显示香囊高浓度组和滴鼻高浓度

组在降低病毒载量方面虽不如扎那米韦组，但优于

香囊低浓度组，香囊高浓度组和滴鼻高浓度组在降

低病毒载量方面效果相当。HE结果表明，扎那米

韦组、滴鼻高浓度组小鼠红细胞渗出少，伴少量炎

性细胞浸润；滴鼻低浓度组及香囊高浓度组镜下支

气管腔内红细胞渗出、轻度炎性细胞浸润；香囊低

浓度组可能因药效挥发利用率低等原因，其支气管

腔内有大量红细胞渗出，炎性细胞浸润较多。结果

说明香术防感方滴鼻高浓度组和扎那米韦组在减轻

病毒感染小鼠肺组织病理病变方面效果最优。

IAV经飞沫传播，首先入侵口鼻等呼吸道黏膜，

鼻腔黏膜表面上皮细胞紧密排列，保护机体免受外

界多种病原微生物侵扰，构成了抵御外界病原体的

第一道屏障［5］。因此，鼻腔黏膜不仅是 IAV等病毒

的感染部位，也是防御宿主感染、抗 IAV、调控免

疫炎性反应的关键部位［19］。sIgA 是呼吸道黏膜免

疫防御的主要保护因子，介导局部黏膜免疫应答并

保护上呼吸道防止感染，且 sIgA 具有交叉保护作

用，可对不同亚型 IAV 产生中和作用［20］。鼻咽部

sIgA 保护性抗体效力是血清抗体 IgG 的 7. 5 倍，故

鼻咽部 sIgA 水平是评价抗病毒药物药效学的重要

指标［21］。本实验表明，与模型组相比，扎那米韦

组、香囊高浓度组、滴鼻高浓度组、滴鼻低浓度组

小鼠上呼吸道灌洗液 sIgA 水平显著升高，就 sIgA
表达而言，香囊高浓度和滴鼻高浓度两者效果相似。

H1N1感染患者的血清中促炎细胞因子高水平

表达［22］。炎性反应是宿主免疫过程的重要部分，

IAV感染引起组织损伤，可促使机体产生多种炎性

细胞因子和趋化因子，招募免疫细胞至感染部位以

清除病原体，而过度免疫反应可引起细胞因子风暴

而加剧组织损伤［23］。研究表明，包括TNF-α、IL-6、
IL-2和 IFN-γ在内的促炎细胞因子在流感病毒性肺

炎发病中具有关键作用［24］。IAV 感染后活化 T 细

胞，经T细胞受体产生细胞因子，并分化为辅助性

T细胞（Th），其中 IFN-γ和 TNF-α在 Th2免疫中占

主导地位，而 IL-4、IL-2 与 Th1 免疫密切相关［25］。

此外，IFN-γ是导致 IAV感染引起急性肺损伤的主

要干扰素因子［26］。本研究结果表明，与模型组相

比，扎那米韦组、香囊低浓度组、滴鼻低浓度和滴

鼻高浓度组小鼠血清TNF-α、IFN-γ、IL-2、IL-6均

明显降低，而香囊高浓度组各指标差异无统计学意

义；香囊高浓度组血清 TNF-α和 IFN-γ含量显著低

于滴鼻高浓度组，提示滴鼻给药比吸嗅给药更好地

控制了促炎因子表达，抑制细胞因子风暴可能是香

术防感方预防甲流感染的潜在机制。

综上所述，香术防感方滴鼻和吸嗅两种给药方

式均可不同程度地增加甲流 H1N1 流感小鼠体质

量，降低肺指数、肺组织病理性评分和肺病毒载

量，增加小鼠肺指数抑制率和上呼吸道灌洗液 sIgA
水平，减少细胞炎症因子表达。其中，滴鼻给药在

增加小鼠体质量、抑制炎症因子表达方面优于香囊

吸嗅给药，且以高浓度滴鼻给药最优；香囊高浓度

组的肺指数抑制率稍优于滴鼻高浓度组，但两者差

异无统计学意义。本研究初步表明香术防感方吸嗅

和滴鼻给药均可保护甲流 H1N1 感染小鼠肺组织，

具有抗病毒、抗炎和提高呼吸道黏膜免疫作用，且

具有一定量效关系。此外，尽管临床上香囊吸嗅有

简便有效、民众接受度高等优势，但还需解决定量

缓释给药及挥发稳定性的问题。后续研究可在本实

验的药效学基础上，就流感预防作用的鼻腔黏膜免

疫与整体免疫机制深入研究。
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Comparative Study on the Pharmacodynamics of Xiangzhu Fanggan Formula （香术防感方）  by Sniffing and 
Nasal Drops for Prevention of Influenza A H1N1 Virus Infection in Mice
ZHANG Yue1， DONG Yizhi1， LI Haoyue2， WU Xinxin1， LI Xiaolei1， ZHAO Jing1

1.  Institute of Basic Research in Clinical Medicine， China Academy of Chinese Medical Sciences， Beijing， 100700；2.  International 
Cooperation Department， China Academy of Chinese Medical Sciences
ABSTRACT Objective　To compare the effectiveness and mechanism of Xiangzhu Fanggan Formula （香术防感

方） by sniffing and nasal drops for preventing influenza A H1N1flu.   Methods　Fifty-six BALB/c mice were random⁃
ly divided into normal group， model group， zanamivir group， high-concentration sachet group， low-concentration sa⁃
chet group， high-concentration nasal drops group， and low-concentration nasal drops group， with 8 mice in each 
group.  In the low- and high-concentration sachet groups， 15 g and 30 g of Xiangzhu Fanggan Formula sachet were 
used for sniffing for 24 h per day； while in the low- and high-concentration nasal drops groups， nasal drops of Xiangzhu 
Fanggan Formula were given at a concentration of 0. 11 and 0. 22 g/ml， 20 μl each time， twice a day； in the zanami⁃
vir group， zanamivir was given at a concentration of 1. 025 mg/ml of 20 μl each time， twice a day； in the normal 
group and the model group， nasal drops of normal saline were given at 20 μl each time， twice a day.  Each group was 
given prophylactic intervention for 5 days.  On day 5， 1 h after the administration of the drug， the mice in all groups except 
the normal group received 35 μl of 50 LD50 A/PR/8/34/H1N1 viral solution as nasal drops to prepare influenza A H1N1 
model mice.  The body mass of the mice was recorded and the rate of change of body mass was calculated daily from 
day 5 to day 9 of the experiment， and the general status was observed.  The mice were sampled on day 9， and the lung 
index and the inhibition rate of lung index were calculated； HE staining was used to detect pathological changes 
in lung tissues and to score lung tissue lesions； RT-qPCR was used to detect viral load in lung tissues； and ELISA 
was used to detect secretory immunoglobulin A （sIgA） and serum tumour necrosis factor α （TNF-α） and interleukin 
2 （IL-2）， interleukin 6 （IL-6）， and interferon γ （IFN-γ） in the lavage fluid of the upper respiratory tract.   Results　
On days 7， 8 and 9 of the experiment， the rate of change in body mass of mice in the model group significantly lower 
than that in the normal group at the same time points （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  On days 8 and 9 of the experiment， the 
rate of change in body mass of mice in the zanamivir group and the high-concentration nasal drops group increased 
when compared with the model group （P＜0. 05 or P＜0. 01）.  Compared with the normal group， mice in the model 
group had significantly higher lung index， lung tissue lesion score， lung tissue viral load， significantly higher serum 
TNF-α， IL-6， IL-2， IFN-γ levels， and significantly lower sIgA levels in the upper respiratory lavage fluid （P＜0. 01）.  Com⁃
pared with the model group， the lung index and lung tissue viral load reduced， serum IFN-γ， TNF-α， IL-2， IL-6 
levels reduced， and sIgA levels increased in the zanamivir group and the high-concentration nosal drops group （P＜
0. 05 or P＜0. 01）； except for low-concentration sachet group， lung tissue lesion scores of the drug intervention 
groups reduced compared with those of the model group （P＜0. 01）.  Compared with the zanamivir group， the lung 
index increased in the low-concentration sachet group and the low- and high-concentration nasal drops groups， and 
the serum TNF-α and IL-2 levels increased in all Xiangzhu Fanggan Formula intervention groups （P＜0. 05 or P＜
0. 01）.  Compared with high-concentration nasal drops group， serum TNF-α and IFN-γ levels elevated in the high-concen⁃
tration increased group， and lung tissue viral load elevated in the low-concentration nasal drops group （P＜0. 05 or P
＜0. 01）.  The lung index inhibition rate was 80. 84% in the zanamivir group， 41. 61% and 17. 90% in the high- and 
low-concentration sachet groups， and 35. 40% and 25. 40% in the high- and low-concentration nasal drops groups， re⁃
spectively.  HE staining showed that the lung tissues of the model group showed thickening of alveolar septa， alveolar 
collapse， and infiltration of inflammatory cells； whereas， in each drug intervention group， the inflammation of the 
lung tissues of the mice and the damage reduced， and the most obvious improvement was in the zanamivir group and 
the high-concentration nasal drops group.   Conclusion　 Xiangzhu Fanggan Formula by sniffing and nasal drops 
could both prevent influenza A H1N1 virus infection， with antiviral and anti-inflammatory effects， also could improve 
the pathological damage of lung tissue， and improve the immunity of respiratory mucosa.  The nasal drops may be better 
than sachets in inhibiting inflammatory response， especially the high-concentration nasal drops showed more effective.
Keywords influenza A； H1N1 virus； Xiangzhu Fanggan Formula （香术防感方）； sniffing； nasal drops； antiviral； 
inflammatory factor
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