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要#目的
!

研究黄芩苷对呼吸道合胞病毒"

.8W

#感染的
",V"

(

F

小鼠干扰素"

OS+

#

0

(

及
OS+0

!

表达的干预作用!探讨其

抗病毒机制%方法
!

建立
",V"

(

F

小鼠呼吸道合胞病毒感染模型!采用酶联免疫吸附试验"

XVO8,

#法检测小鼠肺组织
OS+0

(

及

OS+0

!

的水平%结果
!

黄芩苷能明显增加
.8W

感染
",V"

(

F

小鼠的
OS+0

(

及
OS+0

!

的表达%结论
!

黄芩苷在小鼠体内可以通过

调控
OS+

的表达来发挥抗
.8W

的作用%

关键词#黄芩苷&

!

抗病毒&

!
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目前全球范围内#呼吸道病毒感染是导致儿童死亡的主因

之一'

%0#

(

#近年来#病毒感染在呼吸道病毒感染的病因所占的比

例越来越大'

$

(

)呼吸道合胞病毒$

.8W

%属于副黏科的单股负

链
.+,

病毒#是成人哮喘急性发作#以及婴幼儿和老年人下

呼吸道感染的主要病因'

'0&

(

)黄芩为清热解毒类中药#其药理

作用有抗病毒*抗炎及抗菌等'

2

(

#黄芩苷为黄芩的药效成分#占

总水平的
)1'3

'

4

(

#本研究拟通过实验明确黄芩苷抗
.8W

病

毒的作用机制)

B

!

材料与方法

B1B

!

实验动物
!

",V"

"

F

种小鼠
&(

只#雌性#

&

#

4

周龄#体质

量
%4

#

##

I

#广东省医学动物实验中心提供#生产许可证号!

8-[6

$粤%

#(%&()($

)

B1C

!

药物
!

.8W

$

,

亚型
V>=

I

株%购于武汉国家典型培养物

保藏中心#黄芩苷宜城百草植物工贸有限公司#其水平大于或

等于
543

#批号!

#(%&($('

)

B1D

!

仪器与试剂
!

利巴韦林注射液$无锡市第七制药有限公

司#批号!

#(%)%(()

%#改良型苏木素$北京康维世纪生物科技有

限公司#批号!

#(%&($(#

%#二甲苯$北京化学试剂公司#批号!

#(%)(4('

%#无水乙醇$北京化学试剂公司#批号!

#(%)()($

%#小

鼠
OS+0

(

酶联免疫吸附试验$

XVO8,

%试剂盒$美国
.i*

公

司#批号!

#(%&($

%#小鼠
OS+0

!

XVO8,

试剂盒$美国
.i*

公

司#批号!

#(%&($

%)

##$)

型石蜡切片机$德国徕卡公司%#显微

镜及成像系统$日本
\J

B

H

L

@<

公司%)

B1E

!

给药
!

将
&(

只健康
",V"

"

F

小鼠按体质量随机分为空

白组*模型组#利巴韦林组$给药剂量为
'&H

I

+

Z

I

a%

+

A

a%

#为

临床等效剂量%#黄芩苷高剂量组$给药剂量为
%(((H

I

+

Z

I

a%

+

A

a%

%#黄芩苷中剂量组$给药剂量为
)((H

I

+

Z

I

a%

+

A

a%

#为临床等效剂量%#黄芩苷低剂量组$给药剂量为
#)(

H

I

+

Z

I

a%

+

A

a%

%#每组
%(

只)各组小鼠常规饲养于无病原体

环境中
$A

#采用皮下注射每天给药
%

次#连续给药
$A

#空白组

和模型组给予等量生理盐水#在第
$

天给予
.8W

滴鼻感染#感

染病毒
#C

后给药#造模及给药各进行
$A

#末次造模
#'C

后

$即距离首次造模
2#C

%处死动物#取肺组织#具体操作步骤严

格按照干扰素$

OS+

%

0

(

及
OS+0

!

XVO8,

试剂盒说明书进行

操作)

B1F

!

造模方法
!

小鼠用乙醚进行轻度麻醉#除空白组外#其余

每组小鼠每侧鼻腔进行
.8W)(

$

V

滴鼻#空白组用等量生理盐

水滴鼻#每日
%

次#小鼠出现活动及进食减少#鼻部分泌物增

加#精神萎靡等症状表明造模成功)

B1I

!

肺组织病理切片的处理

B1I1B

!

标本固定
!

标本固定*脱水*包埋!将小鼠新鲜左肺组

织用
'3

甲醛溶液固定
#'C

以上#取出置于包埋盒中#采用自

动脱水机脱水#脱水完成后#取出标本石蜡包埋成组织蜡块#

'

`

保存标本)

B1I1C

!

切片及染色
!

修整蜡块后#用切片机将组织蜡块切成

'

#

)

$

H

厚的切片#放在涂有多聚赖氨酸的玻片上#放置
&(`

烤箱内过夜#使石蜡充分溶化后#进行苏木精
0

伊红$

]X

%染色#

具体操作步骤如下!二甲苯
&

脱蜡
)H;=

#二甲苯
%

脱蜡
%(

+

2(5%

+
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H;=

#

%((3

乙醇
$H;=

#

5)3

乙醇
#H;=

#

2)3

乙醇
$H;=

#自来

水冲洗
)H;=

#苏木素染色
4

#

%(H;=

#盐酸酒精浸泡
$

#

)<

#自

来水冲洗
#H;=

#饱和碳酸锂浸泡
$<

#自来水冲洗
)H;=

#

5)3

乙醇浸泡
%H;=

#伊红染色
%

#

#H;=

#自来水冲洗
)H;=

#

5)3

乙醇浸泡
$(<

#无水乙醇浸泡
%(<

#无水乙醇浸泡
%(<

#无水乙

醇浸泡
%(<

#干燥后中性数值封片)

B1I1D

!

组织形态分析
!

在光学显微镜下观察肺组织受损及炎

症浸润情况#参照
T

B

>@

等'

5

(的方法进行评分并得出总的病理

评分结果)验证评分标准!正常
(

分#少量炎性细胞
%

分#炎性

细胞环
%

细胞层
#

分#炎性细胞环
#

#

'

细胞层
$

分#炎性细胞

环大于
'

细胞层
'

分)

B1J

!

OS+0

(

及
OS+0

!

的测定
!

将试剂盒平衡至室温#将肺组

织加入适量生理盐水#冰水浴条件下研磨#

$(((9

"

H;=

离心
%(

H;=

#取上清液#采用双抗体夹心
XVO8,

法检测各组样本中

OS+0

(

#

OS+0

!

的水平)

B1T

!

统计学处理
!

采用
8!88%)1(

统计软件进行数据处理及

统计学分析#呈正态分布的计量资料以
He>

表示#多组间比较

采用
J

检验#多组间中的
#

组间比较采用
8+6U

2

检验#

!

$

(1()

为差异有统计学意义)

C

!

结
!!

果

C1B

!

.8W

感染后小鼠肺组织切片
]X

染色及评分
!

各组小

鼠肺组织切片
]X

染色组织结构均保持完好#细胞形态正常#

支气管壁均存在炎性细胞浸润现象#见图
%

)对各组小鼠肺组

织
]X

染色炎症评分进行比较#其中#与空白组相比#模型组评

分明显升高$

!

$

(1()

%#说明模型成功)与模型组相比#黄芩

苷高剂量组及利巴韦林组评分低于模型组$

!

$

(1()

%)黄芩

苷中*低剂量组评分均略低于模型组#但差异无统计学意义

$

!

%

(1()

%)黄芩苷中*低剂量组评分稍低于模型组#但差异

无统计学意义$

!

%

(1()

%)见表
%

)

!!

注!

,

为空白组&

"

为模型组&

-

为黄芩苷高剂量组&

*

为黄芩苷中

剂量组&

X

为黄芩苷低剂量组&

S

为利巴韦林组)

图
%

!!

各组小鼠肺组织切片
]X

染色

C1C

!

.8W

感染后小鼠肺组织
OS+

水平
!

.8W

感染
"V,"

"

F

小鼠后#模型组
OS+0

(

*

OS+0

!

水平明显高于空白组&利巴韦林

组#黄芩苷高*中*低剂量组
OS+0

(

*

OS+0

!

水平明显高于模型

组#差异均有统计学意义$

!

$

(1()

%#黄芩苷高*中剂量组与利

巴韦林组
OS+0

(

*

OS+0

!

水平明显高于黄芩苷低剂量组#差异有

统计学意义$

!

$

(1()

%)利巴韦林组
OS+0

(

*

OS+0

!

水平稍高

于黄芩苷中剂量组#但差异无统计学意义$

!

%

(1()

%)见表
#

)

表
%

!!

黄芩苷对
.8W

感染小鼠肺部病理切片评分的影响

组别
0

剂量$

H

I

+

Z

I

a%

+

A

a%

% 评分$

He>

#分%

空白组
%( ( %1)e(1)5

模型组
%( ( #1#e(1'4

"

黄芩苷高剂量组
%( %((( %12e(1)$

'

黄芩苷中剂量组
%( )(( %14e(1)&

黄芩苷低剂量组
%( #)( %14e(12$

利巴韦林组
%( '& %12e(1$2

'

!!

注!与空白组比较#

"

!

$

(1()

&与模型组比较#

'

!

$

(1()

)

表
#

!!

黄芩苷对
.8W

感染小鼠肺部
OS+0

(

水平

!!!

的影响
He>

&

组别
剂量$

H

I

+

Z

I

a%

+

A

a%

%

OS+0

(

$

$

I

"

V

%

OS+0

!

$

$

I

"

V

%

空白组
( 51#2e$1## 541)'e%'1&(

模型组
( #%1$$e%%14'

"

%%41&&e%%1$'

"

黄芩苷高剂量组
%((( '#12$e%%1)'

'#

%$51'2e%&1(2

'#

黄芩苷中剂量组
)(( $&1&4e%(1&#

'#

%$%1)%e%)1%%

'#

黄芩苷低剂量组
#)( $#1)#e%(12#

'

%#21$4e%'1$5

利巴韦林组
'& $412&e%#1)&

'#

%$415$e%41)&

'#

!!

注!与空白组比较#

"

!

$

(1()

&与模型组比较#

'

!

$

(1()

&与低剂

量组比较#

#

!

$

(1()

)

D

!

讨
!!

论

!!

.8W

感染为全球性疾病#目前临床上尚无抗
.8W

病毒的

特效药'

%(

(

#且至今没有能有效预防
.8W

感染的疫苗出

现'

%%0%#

(

#利巴韦林是美国食品和药品管理局批准用于治疗

.8W

感染的唯一化学疗法药物'

%$0%'

(

#为临床常用治疗
.8W

感

染药物#故本研究将其作为阳性对照药)

抗
.8W

药物在中国的研制工作尚处于起步阶段'

%)

(

#中药

相比于西药#具有选择性多*价格低廉*不良反应少等优点'

%&

(

#

临床研究及实验研究证明黄芩苷是抗
.8W

感染的有效中药#

为了探究黄芩苷抗
.8W

机制#本研究采用治疗方式给药#检测

给药后
.8W

感染小鼠肺部组织中
OS+

的表达#来验证黄芩苷

抗
.8W

的作用机制)

%5)2

年
OS+

被发现'

%2

(

#其具有广谱抗病毒的作用#也有

抗肿瘤*调节免疫功能和抗血管生成等生物活性'

%4

(

)有报道

称
&

型
OS+

主要为
OS+0

(

及
OS+0

!

两种免疫调节因子#该因子

可在病毒感染早期一定程度上抑制对病毒的复制#在机体抗呼

吸道病毒感染中扮演着重要角色#是自然免疫重要的组成部

分'

%5

(

)有研究发现#机体在受
.8W

感染后难以产生
OS+

#并

且抗病毒能力也随之降低)因此#促使机体在
.8W

感染后增

加
OS+

的表达#成为研发抗
.8W

病毒的重点思路之一'

#(

(

)

肺为
.8W

感染时主要受累器官#故本课题采用
.8W

病毒

感染
",V"

"

F

小鼠模型#选取给药
$A

后造模#并继续给药
$C

#

模拟
.8W

感染早期阶段#并对肺组织进行表观及相关因子的

研究#所得的数据在一定程度上可以反映机体受
.8W

感染引

起病变状况的真实性'

#%

(

)

.8W

感染细胞的过程包括病毒的吸附*穿入和病毒在细

胞内复制增殖#最终出现细胞病变)抑制其中任何一个过程#

+

4(5%

+

国际检验医学杂志
#(%2

年
2

月第
$4

卷第
%'

期
!

O=?UVGKTDA

!

U@J

B

#(%2
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都能抑制
.8W

对细胞的损伤)

.8W

对活化诱导
/>JJ

样受体

$

/V.

%信号转导通路影响重大'

##

(

#人体中已经发现
%%

个

/V.

#其中
/V.'

作为病毒包膜糖蛋白的识别对象'

#$

(

#其通过

引起脂多糖$

V!8

%介导的白细胞介素$

OV

%

0&

反应而起重要作

用#这与
.8W

感染的症状吻合'

#'

(

)稳态下#机体存在
/V.

的

复性调节#适时终止
/V.

信号通路'

#)

(

#避免过强的免疫反应)

如可溶性
/V.'

$

</V.'

%竞争相应的配体*细胞因子信号传导

抑制因子$

8\8-O

%通过抑制人受体相关激酶$

O.,6

%活性#加

速
T

B

*44

样转接蛋白$

TGJ

#也称
/O.,!

%的降解*胞浆锌脂蛋

白$

,#(

%将
/.,S&

去泛素化等途径调控
/V.'

的信号通路)

/.,S&

活化转化生长因子
!

活化激酶$

/,6O

%#后者激活
O6"

激酶$

O66<

#包括
O66

(

*

O66

!

*

O66

+

%#进而活化
+S06"

)当

+S06"

进入核内#从而促进
/+S0

(

*

OV0&

*

OV04

*

OV0%#

等细胞因

子的表达)笔者推测本研究中#黄芩苷可能通过调控
.8W

诱

导活化的
/V.

信号通路来间接发挥抗病毒作用#起作用靶点

可能存在于
/V.

或其信号通路中#

/,6O

是其信号通路中重

要的衔接蛋白之一#从而发挥抗
.8W

感染所致的炎症反应)

肺部组织中
OS+

水平结果表明#受
.8W

感染小鼠在给予

黄芩苷后#肺部
OS+0

(

*

OS+0

!

水平有明显提高$

!

$

(1()

%#表

明肺部在受
.8W

病毒感染后#病毒激活信号通路导致
OS+0

(

及
OS+0

!

高表达)利巴韦林组#黄芩苷高*中*低剂量组
OS+0

(

*

OS+0

!

水平明显高于模型组&黄芩苷高*中剂量组与利巴韦

林组
OS+0

(

*

OS+0

!

水平明显高于黄芩苷低剂量组#差异均有统

计学意义$

!

$

(1()

%)表明黄芩苷可促使机体表达
OS+0

(

及

OS+0

!

而发挥抗病毒及抗炎的作用)

综上所述#黄芩苷能通过明显提高
.8W

感染小鼠早期$

$

A

%

OS+0

(

及
OS+0

!

的表达量来发挥抗
.8W

的作用#其中调控

确切的作用机制可能与诱生中间丝蛋白$

OS"

%相关的蛋白通

路有关#将进行更深入的研究)
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