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　　【摘要】　目的　探讨定喘颗粒对呼吸道合胞病毒(RSV)肺炎幼鼠肺组织病毒载量、炎症因子及气道阻

力的影响.方法　选取３０只SD幼龄大鼠随机分为３组,正常组、RSV 肺炎组、定喘颗粒干预组,每组１０
只.采用滴鼻法建立 RSV肺炎模型;采用双腔体描记法检测幼龄大鼠气道阻力,苏木精Ｇ伊红染色法观察

肺组织病理改变;ELISA法检测肺泡灌洗液(BALF)中白细胞介素Ｇ８(ILＧ８)、肿瘤坏死因子α(TNFＧα)、白细

胞介素Ｇ１β(ILＧ１β)含量.结果　(１)病毒载量方面:与正常组比较,RSV 肺炎组、定喘颗粒干预组病毒载量

均增高,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV肺炎组比较,定喘颗粒干预组病毒载量明显降低,差异有统

计学意义(P＜０􀆰０５).(２)气道阻力方面:与正常组比较,RSV肺炎组、定喘颗粒干预组气道阻力均增高,差

异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV肺炎组比较,定喘颗粒干预组气道阻力明显降低,差异有统计学意义

(P＜０􀆰０５).(３)病理损伤及干湿比方面:与正常组比较,RSV 肺炎组、定喘颗粒干预组病理损伤评分及肺

湿干比均增高,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV 肺炎组比较,定喘颗粒干预组病理损伤评分及肺湿

干比均降低,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５).(４)BALF中ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β的含量方面:与正常组比较,

RSV肺炎组、定喘颗粒干预组ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β含量明显升高,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV 肺

炎组比较,定喘颗粒干预组ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β含量明显降低,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５).结论　定喘

颗粒干预后可降低肺组织病毒载量,降低气道阻力,改善肺损伤程度,抑制幼鼠 RSV肺炎炎症因子水平.
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EffectsofDingchuangranulesonviralloadandairwayresistanceinlungtissueofyoungratswithrespiratory
syncytialviruspneumonia　ZHOUTao,ZHANGXiuying,WANGXuefeng,WANGYongxue,ZHAO
Hangyu,WEIChenhao．LiaoningUniversityofTraditionalChineseMedicine,Shenyang１１０８４７,China

【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheeffectsofDingchuangranulesonviralload,inflammatory
factorsandairwayresistanceinlungtissueofyoungratswithrespiratorysyncytialvirus(RSV)pneumonia．
Methods　ThirtyyoungSDmicewererandomlydividedintothreegroups:normalgroup,RSVpneumonia

group,andDingchuangranulesinterventiongroup,with１０miceineachgroup．EstablishRSVpneumonia
modelusingnasaldripmethod．Doublechambertracingmethodwasusedtodetectairwayresistancein
mice,andhematoxylineosinstaining (HEstaining)methodwasusedtoobservepathologicalchangesin
lungtissue．ELISA methodwasusedfordetectingthecontentofinterleukinＧ８(ILＧ８)andtumornecrosis
factor(TNFＧα)andinterleukinＧ１β(ILＧ１β)inalveolarlavagefluid(BALF)．Results　(１)Viralload:Compared
withthenormalgroup,RSVpneumoniagroupandDingchuangranulesinterventiongrouphadhigherviral
load(P＜０．０５)．ComparedwiththeRSVpneumoniagroup,theviralloadintheDingchuangranulesintervention

groupwassignificantlylower(P＜０．０５)．(２)Intermsofairwayresistance:Comparedwiththenormal

group,boththeRSVpneumoniagroupandtheDingchuangranulesinterventiongroupshowedanincreasein
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airwayresistance(P＜０．０５)．ComparedwiththeRSVpneumoniagroup,theairwayresistanceoftheDingchuan

granulesinterventiongroupwassignificantlyreduced(P＜０．０５)．(３)Intermsofpathologicalinjuryand
dryＧtoＧwetratio:Comparedwiththenormalgroup,theRSVpneumoniagroupandtheDingchuangranules
interventiongroupshowedanincreaseinpathologicalinjuryscoreandlungwetＧtoＧdryratio (P＜０．０５)．
ComparedwiththeRSVpneumoniagroup,thepathologicalinjuryscoreandlungwetＧdryratiooftheDingchuan

granulesinterventiongroupwerebothreduced(P＜０．０５)．(４)IntermsofILＧ８,TNFＧαandILＧ１βcontent
inBALF:Comparedwiththenormalgroup,theRSVpneumoniagroupandtheDingchuangranulesintervention

grouphadsignificantincreaseinILＧ８,TNFＧαandILＧ１βcontent(P＜０．０５)．ComparedwiththeRSVpneumonia

group,theDingchuangranulesinterventiongroupshowedsignificantdecreaseinthecontentofILＧ８,TNFＧαand
ILＧ１β(P＜０．０５)．Conclusion　Dingchuangranulescanreducetheviralloadinlungtissue,reduceairwayresistance,

improvethedegreeoflunginjury,andinhibitthelevelofinflammatoryfactorsofRSVpneumoniainyoungrats．
【Keywords】　Respiratorysyncytialvirus;　Dingchuangranules;　Inflammatoryfactorsinlungtissue;

　Airwayresistance;　Rat

　　呼吸道合胞病毒(respiratorysyncytialvirus,

RSV)是婴幼儿社区获得性肺炎常见的病原之一,常
引发病毒性肺炎和毛细支气管炎,是世界儿童生命

健康的重大威胁之一[１Ｇ２].目前尚无治疗RSV感染

的特效药,正在研发的治疗RSV的抗病毒药物主要

包括核苷类似物和融合抑制剂,但目前尚未能在临

床中应用[３].定喘颗粒在临床上常用于 RSV 肺炎

的治疗,能明显改善发热、咳嗽、喘息等临床症状,能
明显减少肺部啰音及加速缩短喘鸣音消失的时

间[４],但其是否具有抗病毒作用及对气道阻力的作

用尚不清晰.因此,本研究通过观察定喘颗粒对幼

龄大鼠肺组织RSV 含量、肺组织损伤病理评分、肺
组织炎症相关细胞因子[白细胞介素Ｇ８(interleukinＧ８,

ILＧ８)、肿瘤坏死因子 α(tumornecrosisfactorＧα,

TNFＧα)、白细胞介素Ｇ１β(interleukinＧ１β,ILＧ１β)]以
及气道阻力的变化,探讨定喘颗粒对RSV肺炎的肺

组织病毒载量、气道阻力、肺损伤程度及炎症因子的

影响,为定喘颗粒的临床应用提供实验支撑.

１　材料与方法

１􀆰１　病毒

RSVＧlong株来源于首都儿科研究所,冻存于辽

宁中医药大学附属医院病毒室,半数组织培养感染

量为１０－２.

１􀆰２　动物

动物购自辽宁长生生物技术股份有限公司,SPF
级SD幼龄大鼠３０只,鼠龄４~６周,体质量为６０~
８０g,动物许可证号为SCXK(辽)２０２０Ｇ０００１.本研究

符合实验动物保护的各项要求,已获得辽宁中医药大

学动物伦理委员会批准(２１００００４２０２２０３８).

１􀆰３　药物

(１)药物组成:蜜麻黄３g,燀苦杏仁、炒紫苏子、
炒葶苈子、炙甘草、浙贝母、牡丹皮各６g,茯苓、黄

芩、蜜桑白皮各９g.(２)提取工艺:一煎:加１０倍

水,加热至沸,保持微沸１􀆰５h,过滤.二煎:加８倍

水,加热至沸,保持微沸１h,过滤,合并滤液.本实

验所用药物为上方颗粒剂.

１􀆰４　主要仪器

全外排BSCＧ１３００Ⅱ级B２生物安全柜(西班泰

克);LEiCARM２０１６精密轮转切片机(上海徕卡仪

器有限公司);JBＧL５石蜡包埋机(武汉俊杰电子有

限公司);NikonYS１００系统生物显微镜(Nikon);

SCTＧ１２SCILOGCX低温高速离心机(湖南湘仪);

CFX９６荧 光 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 (polymerase
chainreaction,PCR)仪(美国伯乐);实时荧光定量

PCR试剂盒(逆转录试剂盒:ABScriptⅢ RT Master
MixforqPCRwithgDNAremover;qPCR试剂盒:

ABclonal２X UniversalSYBR GreenFastqPCR
MIX);移液器(２０~２００μL,Finnpipette);３７ ℃电

热恒温培养箱(武汉一恒苏净科学仪器有限公司);

９８８洗板机(Tianshi);RTＧ６１００酶标仪(４５０nm 波

长,Rayto);HTＧ１１１B 恒 温 摇 床 (上 海 赫 田 );

AE１２０４型电子天平(１􀆰１２０g/０􀆰１mg,上海良平);

XB２２０A电子分析天平(瑞士PRECISA);８１Ｇ２恒温

磁力搅拌器;JY９８ＧⅢN 型细胞破碎仪(EasyWeLL
系列);ILＧ８、ILＧ１β和 TNFＧα酶联免疫吸附测定

(enzymeＧlinkedimmunosorbentassay,ELISA)试剂

盒(AX１５７１、AX２９３２２,武汉傲星生物科技有限公司).

１􀆰５　动物分组、造模及给药

适应性饲养３d后,选取３０只幼龄SD大鼠按

随机数字表法分为３组,正常组、RSV 肺炎组、定喘

颗粒干预组,每组１０只.除正常组外,其余各组均

用乙醚轻度麻醉后每只大鼠经鼻腔接种 RSVLong
株２０μL,每日１次,连续接种３d.定喘颗粒干预

组在滴鼻后,每只大鼠每天使用定喘颗粒(生药浓度
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０􀆰２１g/mL)灌胃２􀆰５mL,连续灌胃７d,所有幼龄

大鼠均在同一条件下喂养.

１􀆰６　取材与标本制备

取材前进行禁食１２h,饮水自由.末次给药完

成后４h进行取材.幼龄大鼠吸入乙醚麻醉后,仰
卧位固定,打开腹壁后腹主动脉取血,室温静置４h
后进行离心(４℃,３５００r/min,离心１５min)并取血

清,放入－８０℃冰箱储存;行腹主动脉取血后,打开

胸部,暴露气管和肺,进行气管插管,使用止血钳结

扎左主支气管,用无菌注射器将２mL生理盐水经

气管缓慢注入右肺,适当轻柔按摩右肺后,回抽液

体,反复灌洗 ３ 次,然后回收肺泡灌洗液 (bronＧ
choalveolarlavagefluid,BALF),静 置１h,４ ℃,

３０００r/min离心１０min(离心半径３cm),取上清,

－８０℃冰箱储存,用于ELISA测定;摘取左侧部分

肺组织进行称重记录后放入４％多聚甲醛固定肺组

织,用于常规苏木精Ｇ伊红染色.

１􀆰７　实时荧光定量PCR检测幼龄大鼠 RSV肺炎

的肺组织病毒载量

病毒载量利用从NCBIGenBank下载的基因序

列,用Primerpremier５􀆰０软件进行序列分析并设

计引物,所设计引物的 Tm 值、GC含量及３′末端稳

定性等基本参数依据引物优化原则.引物合成:由
武汉金开瑞生物科技有限公司合成.总 RNA 经蛋

白核酸分析仪测定 OD２６０ 和 OD２８０ 值,计算总

RNA 含 量.RNA 纯 度 A２６０/A２８０ 应 在 １􀆰８~
２􀆰２.基因组DNA 去除体系:２００ng/LtotalRNA
５μL,５×gDNAEraserBuffer２􀆰０μL,gDNAEraser
１􀆰０μL,RNaseFreedH２O２􀆰０μL,反应体系１０μL,

PCR仪反应条件:(１)４２℃ ２min,(２)４ ℃保存.

RT反应体系:２XUniversalSYBRGreenFastqPCR
Mix１０μL,DNA 模板１μL,正向引物(１０μmol/L)

０􀆰４μL,反向引物(１０μmol/L)０􀆰４μL,ddH２O２０μL;
反应过程:预变性９５℃３min,循环反应(变性９５℃
５s,退火/延伸５８℃３０s,循环５０次).反应结束

后进行扩增曲线分析,以鉴定PCR产物的特异性.
使用SequenceDetectionSystem 软件分析 PCR过

程各检测样本的Ct(thresholdofcycle)值.

１􀆰８　双腔体描记法检测幼龄大鼠气道阻力

将幼龄大鼠放入无创式动物肺功能检测仪仓

内,检测幼龄大鼠鼻部和胸部的气流变化,经过分析

之后得到肺功能的相关指标,分析幼龄大鼠的特殊

气道阻力.

１􀆰９　肺组织病理形态学观察

将幼龄大鼠左侧部分肺组织浸入４％多聚甲醛

固定,石蜡包埋后连续切片,脱蜡,苏木精Ｇ伊红染

色,镜下观察病变情况.参照文献,每张切片随机选

高倍视野５个,从肺泡充血、出血、血管壁中性粒细

胞浸润和肺泡间隔增厚的程度进行病理学评分,将

４项指标得分相加作为总分[５].

１􀆰１０　肺组织湿干比

取幼龄大鼠左侧部分肺组织,滤纸吸干血迹后

称湿重,然后置于８０℃烤箱中烘烤７２h[１],再称干

重,计算出肺湿干重比(W/D).

１􀆰１１　ELISA法检测幼龄大鼠BALF中ILＧ８、TNFＧα、

ILＧ１β的含量

将收集的 BALF 离心(３０００r/min,１０ min,

４℃)取上清,根据ELISA试剂盒说明书操作,按照

浓度梯度将每孔加入标准品,将BALF稀释后加入

其他孔内,经３７℃温育３０min、配液洗涤、加酶等操

作后,加入 A、B两种显色剂各５０μL显色３０min,在

４５０nm 处 测 吸 光 值,测 定 标 本 中 ILＧ８、TNFＧα、

ILＧ１β的含量.

１􀆰１２　统计学方法

采用SPSS２６􀆰０软件进行统计分析,符合正态

分布的计量资料以(􀭺x±s)表示,多个样本间的比较

采用单因素方差分析,组间比较选用 LSD法,若方

差齐性不符合时选用韦尔奇检验,以P＜０􀆰０５差异

有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　各组RSV肺炎的肺组织病毒载量情况

与正常组比较,RSV 肺炎组、定喘颗粒干预组

肺组织病毒载量均增高,其中 RSV 肺炎组增高明

显,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV 肺炎组

比较,定喘颗粒干预组肺组织病毒载量明显降低,差
异有统计学意义(P＜０􀆰０５).见表１.
表１　各组RSV肺炎的肺组织病毒载量情况(􀭵x±s,IU/mL)

组别 n 病毒载量

正常组 １０ ０．９９±０．１３

RSV肺炎组 １０ １２．８３±０．１３a

定喘颗粒干预组 １０ ５．３８±０．３２ab

F ９０４３．７９５

P ＜０．００１

　　注:与正常组比较,aP＜０􀆰０５;与 RSV肺炎组比较,bP＜０􀆰０５.

２􀆰２　各组RSV肺炎肺组织形态学改变情况

正常组肺组织结构完整,镜下可见肺泡、细支气

管及肺间质等组织完整、清晰.肺泡大小均匀,肺泡

壁无增厚,肺泡壁毛细血管未见充血扩张,肺泡腔及
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支气管腔内未见炎性渗出;RSV肺炎组肺组织结构

遭到破坏,肺间质病变突出,主要表现为肺泡壁弥漫

性出血、增厚,肺泡隔明显增宽,大量炎细胞浸润;定
喘颗粒干预组肺组织病变较RSV肺炎组明显减轻,
肺泡壁增厚及充血相对较轻,无明显炎症细胞浸润.
见图１(封三).

２􀆰３　各组肺病理损伤及湿干比情况

与正常组比较,RSV肺炎组、定喘颗粒干预组病

理损伤评分及肺湿干比均增高,其中 RSV肺炎组增

高明显,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV肺炎

组比较,定喘颗粒干预组病理损伤评分及肺湿干比明

显降低,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５).见表２.
表２　各组幼龄大鼠肺组织病理损伤及湿干比情况(􀭵x±s)

组别 n 肺组织病理评分 肺湿干比

正常组 １０ ０．８９±０．０５ １．７９±０．０８

RSV肺炎组 １０ ５．４５±０．２２a ３．６９±０．１６a

定喘颗粒干预组 １０ ３．６２±０．１４ab ２．７０±１．００ab

F ２２１３．７９６ ６７６．２２１

P ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:与正常组比较,aP＜０􀆰０５;与 RSV肺炎组比较,bP＜０􀆰０５.

２􀆰４　各组RSV肺炎气道阻力情况

与正常组比较,RSV 肺炎组、定喘颗粒干预组

气道阻力均增高,其中 RSV 肺炎组增高明显,差异

有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV 肺炎组比较,定
喘颗粒干预组气道阻力明显降低,差异有统计学意

义(P＜０􀆰０５).见表３.
表３　各组RSV肺炎气道阻力情况[􀭵x±s,kPa/(L􀅰s)]

组别 n 气道阻力

正常组 １０ ２．１７±０．６７

RSV肺炎组 １０ ３．５１±０．８４a

定喘颗粒干预组 １０ ２．６７±０．９３ab

F ３６８．２３７

P ＜０．００１

　　注:与正常组比较,aP＜０􀆰０５;与 RSV肺炎组比较,bP＜０􀆰０５.

２􀆰５　各组BALF中ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β含量

与正常组比较,RSV 肺炎组、定喘颗粒干预组

BALF中ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β均增高,其中RSV肺炎组

增高明显,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与RSV肺炎

组比较,定喘颗粒干预组BALF中ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β
明显下降,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５).见表４.

表４　各组幼龄大鼠中ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β含量比较(􀭵x±s,ng/L)

组别 n ILＧ８ TNFＧα ILＧ１β

正常组 １０ １１３．５２±１．５０ ５８．２０±４．７１ １２４．１４±２．５８

RSV肺炎组 １０ ２１１．４０±５．２６a ２５３．９０±１７．４６a ２２３．１０±１３．０８a

定喘颗粒干预组 １０ １７７．４２±９．９２ab １７８．３７±１０．３６ab １６６．９４±５．７０ab

F ５７７．６２４ ６７２．９４５ ３５１．４２７

P ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注:与正常组比较,aP＜０􀆰０５;与 RSV肺炎组比较,bP＜０􀆰０５.

３　讨论

RSV属于肺炎病毒的单股负链 RNA 病毒,是
５岁以下儿童重症下呼吸道感染的首要病原体[６Ｇ７].
临床上主要表现为咳嗽、发热、喘息,胸片多表现为

散在斑片状影、纹理增多,且伴有不同程度充气不

均[８].对于 RSV 感染,目前还没有特效抗病毒药

物[９].儿童属于易感人群,好发于秋冬季,感染后更

易转变为重症[１０].儿童感染 RSV后反复医治更会

影响儿童的早期生长发育以及增添家庭的养育负担,
所以尽快找到治疗 RSV 肺炎的有效药物刻不容

缓[８].RSV肺炎属中医学“肺炎喘嗽”范畴,主要病机

为肺气闭郁[１１].有研究表明,中药能通过调节抗炎

因子与促炎因子分泌表达,进而对治疗 RSV肺炎有

一定疗效[１２].定喘颗粒是在明代«摄生众妙方􀅰卷

六»中定喘汤基础上改变剂型的新药[１３].本实验采

用定喘颗粒由蜜麻黄、燀苦杏仁、炒紫苏子、炒葶苈

子、炙甘草、茯苓、黄芩、浙贝母、蜜桑白皮、牡丹皮组

成.方中麻黄宣肺平喘、解表散邪;紫苏子、杏仁肃

降肺气兼以平喘.葶苈子有消痰平喘、利水消肿之

功,炒熟则止咳化痰作用更强.桑白皮与黄芩皆为

苦寒之剂,桑白皮平喘、清肺热,黄芩可清肺内之热,
善治肺热蕴结所致的气喘、咳嗽,牡丹皮亦可清热凉

血、清除肺热.茯苓利水渗湿,浙贝母清热化痰,散
结解毒.甘草调和诸药,亦有清热润肺化痰之功.
诸药合用,共奏降气平喘、清热化痰之效[１４Ｇ１７].现代

药理学显示,麻黄具有止咳、平喘、发汗、抗炎等作

用,有研究表明麻黄碱是麻黄发挥平喘作用的主要

有效成分,具有解痉之功,可镇咳平喘[１８].另外麻

黄的发汗作用主要通过有效成分挥发油影响下丘脑

体温调节中枢而发挥,以生麻黄作用最强[１８].而伪
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麻黄碱是麻黄中有效的抗炎成分[１８].黄芩中的重

要有效单体成分黄芩素可以较好地防治感染性疾

病,具有抗病毒、抗炎等作用[１９].桑白皮多糖可通

过促进淋巴细胞增殖而产生免疫调控作用[２０].甘

草具有显著的抑制 RSV 作用,其中甘草醇沉淀物

HPD７２２Ｇ乙醇部位抗RSV作用最为明显[２１].
本研究结果显示,与正常组相比,定喘颗粒干预

组、RSV肺炎组肺组织病毒载量明显增加,说明幼

龄大鼠的RSV肺炎模型造模成功;与 RSV 肺炎组

相比,定喘颗粒干预组肺组织病毒载量降低,说明定

喘颗粒对 RSV 有一定的抑制作用.有研究表明,

RSV感染肺炎幼龄大鼠中包括ILＧ６、ILＧ８在内的多

种细胞因子的表达显著高于正常幼龄大鼠[２２].本

研究结果显示,与正常组相比,定喘颗粒干预组幼龄

大鼠肺组织病理评分、湿干比均降低(P＜０􀆰０５);气
道阻力降低(P＜０􀆰０５);BALF中ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β
水平均降低(P＜０􀆰０５).推测定喘颗粒可能通过抑

制促炎因子ILＧ８、TNFＧα、ILＧ１β的表达,发挥抗炎

作用,达到减轻肺损伤,降低气道阻力的目的.但本

研究尚未对RSV肺炎幼龄大鼠通过何种通路降低

气道阻力进行实验与讨论,对此我们仍亟待进一步

的研究.

４　结论

定喘颗粒干预后可改善RSV肺炎幼龄大鼠的肺

组织病毒载量,肺组织损伤程度,降低炎症因子水平,
抑制炎症反应,并在改善气道阻力方面效果显著.
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