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摘要 目的 探讨黄芩苷对呼吸道合胞病毒（RSV）肺炎幼鼠肺损伤的改善作用及其可能作用机制。方法 2022 年 3 月至

2023年 7月自杭州子源实验动物科技有限公司购入 55只 4周龄 SPF级雄性 SD大鼠，选取其中 45只鼻腔接种 50 μLRSV建立

RSV肺炎幼鼠模型，造模成功幼鼠采用随机数字表法分为模型组、黄芩苷低、中和高剂量组，各 10只，另设对照组（10只），给予

相应药物进行干预，1次/天，连续 7 d。称取各组幼鼠肺质量，并计算肺指数；肺组织烘干后计算肺组织湿/干比（W/D）评定肺水

肿；ELISA法检测幼鼠肺泡灌洗液中肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素-1β（IL-1β）和白细胞介素-6（IL-6）水平；流式细胞仪

检测幼鼠外周血中T细胞亚群；HE染色观察各组大鼠肺组织病理变化；RT-qPCR和蛋白质印迹法分别检测大鼠肺组织中 p38
丝裂原活化蛋白激酶（p38MAPK）及其磷酸化mRNA和蛋白表达情况。结果 黄芩苷低剂量组幼鼠肺指数、肺组织W/D、TNF-

α、IL-1β、IL-6、CD4+、CD4+/CD8+、p38MAPK mRNA 表达和 p-p38MAPK 蛋白表达水平［（1.05±0.06）%、（6.13±0.40）、（392.37±
20.82）ng/L、（72.85±4.82）ng/L、（103.29±8.59）ng/L、（25.85±1.50）%、（3.98±0.33、0.65±0.08）］，中剂量组［（0.81±0.06）%、（5.62±
0.41）、（308.17±18.87）ng/L、（57.59±4.14）ng/L、（82.36±6.05）ng/L、（23.59±1.30）%、（3.36±0.36、0.54±0.06）］，高剂量组［（0.72±
0.05）%、（4.03±0.30）、（246.87±16.44）ng/L、（42.15±3.33）ng/L、（56.17±5.13）ng/L、（20.16±0.99）%、（2.17±0.24、0.42±0.05）］均显

著低于模型组［（1.43±0.09）%、（7.82±0.37）、（487.85±25.77）ng/L、（91.24±7.41）ng/L、（132.75±9.70）ng/L、（27.24±1.72）%、（4.75±
0.40、0.78±0.11）］（P<0.05）；黄芩苷低剂量组幼鼠体质量、CD3+水平［（78.05±1.46）g、（49.66±0.89）%］，中剂量组［（86.04±2.31）
g、（51.17±1.04）%］，高剂量组［（99.34±2.08）g、（54.87±1.25）%］均显著高于模型组［（72.53±1.56）g、（46.25±0.82）%］（P<0.05）。

结论 黄芩苷能够降低RSV肺炎幼鼠炎症因子水平，调节T淋巴细胞亚群比例，减轻肺损伤，可能是通过影响 p38MAPK信号

通路发挥作用。
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Abstract Objective To investigate the ameliorative effect of Baicalin on lung injury in young rats with respiratory syncytial virus 
(RSV) pneumonia and its possible mechanism.Methods From March 2022 to July 2023, fifty 4-week-old SPF male SD rats were pur‑
chased from Hangzhou Ziyuan Laboratory Animal Technology Co., LTD. Forty-five of them were selected for nasal inoculation with 50 
μLRSV to establish a RSV pneumonia model. The successful young rats were randomly divided into model group, low, medium and 
high dose of Baicalin groups, with 10 rats in each group, and another control group (10 rats), and the corresponding drugs were given for 
intervention, once a day for 7 days. The lung mass of young rats in each group was weighed and the lung index was calculated; After the 
lung tissue was dried, the Wet/Dry ratio (W/D) of lung tissue was calculated to evaluate pulmonary edema;The levels of tumor necrosis 
factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) in alveolar lavage fluid of rats was detected by ELISA;T cell subsets 
in peripheral blood of young rats were detected by flow cytometry;The pathological changes of lung tissue was observed by HE staining; 
RT qPCR and Western blot were used to detect the expression of p38 mitogen activated protein kinase(p38MAPK) and its phosphorylat‑
ed mRNA and protein in rat lung tissue.Results Lung index, lung tissue W/D, TNF-α, IL-1β, IL-6, CD4+ , CD4+/CD8+ , p38MAPK 
mRNA expression and p-p38MAPK protein expression levels in baicalin low-dose group[(1.05±0.06)%,(6.13±0.40),(392.37±20.82)ng/
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L,(72.85±4.82)ng/L,(103.29±8.59)ng/L,(25.85±1.50)%,(3.98±0.33,0.65±0.08)], baicalin medium-dose group[(0.81±0.06)%,(5.62±0.41),
(308.17±18.87)ng/L, (57.59±4.14)ng/L, (82.36±6.05)ng/L, (23.59±1.30)% , (3.36±0.36, 0.54±0.06)] and baicalin high-dose group[(0.72±
0.05)%,(4.03±0.30),(246.87±16.44)ng/L,(42.15±3.33)ng/L,(56.17±5.13)ng/L,(20.16±0.99)%,(2.17±0.24,0.42±0.05)] were significantly 
lower than those in the model group[(1.43±0.09)% , (7.82±0.37), (487.85±25.77)ng/L, (91.24±7.41)ng/L, (132.75±9.70)ng/L, (27.24±
1.72)%,(4.75±0.40,0.78±0.11)] (P<0.05); The mass of rat and level of CD3+ in baicalin low-dose group[(78.05±1.46)g,(49.66±0.89)%], 
baicalin medium-dose group[(86.04±2.31)g, (51.17±1.04)% ] and baicalin high-dose group[(99.34±2.08)g, (54.87±1.25)% ] were higher 
than those in the model group[(72.53±1.56)g,(46.25±0.82)%](P<0.05).Conclusion Baicalin can reduce the level of inflammatory fac‑
tors, regulate the proportion of T lymphocyte subsets and reduce lung injury in young rats with RSV pneumonia, which may play a role 
by affecting p38MAPK signal pathway.
Keywords Scutellaria baicalensis; Baicalin; Respiratory syncytial virus; Pneumonia; Lung injury; p38 mitogen activated pro‑
tein kinase

呼 吸 道 合 胞 病 毒（respiratory syncytial virus， 
RSV）是常见导致下呼吸道感染的单链RNA病毒之

一，会导致病人出现咳嗽、哮喘和呼吸困难等症状，

严重危害病人生理健康［1］。RSV肺炎常见于婴幼儿

或老年人等免疫力低下的人群，可通过空气飞沫和

密切接触传播［2］。高危人群可在流行季节使用RSV
免疫球蛋白进行预防，临床治疗中常使用利巴韦

林、干扰素等药物进行治疗，但因耐药性强与毒副

作用大面临着治疗困难，亟需寻找安全有效的替代

药物［3］。近年来随着对RSV肺炎病程发展的深入研

究，一些传统中医药在临床治疗中取得良好效用。

黄芩苷是提取自唇科植物黄芩干燥根的主要活性

成分，具有清热润肺、泻火解毒和止血安胎等多种

药效，常用于治疗湿温暑热、胸闷恶心和肺热咳嗽

等病症［4-5］。研究报道，黄芩苷可以有效治疗肺炎，

但其作用机制尚不明确［6］。因此，本研究 2022 年 3
月至 2023年 7月建立RSV肺炎幼鼠模型，探讨黄芩

苷对 RSV 肺炎幼鼠肺损伤的修复作用及其可能作

用机制，为黄芩苷药物开发及RSV肺炎的临床治疗

提供参考依据。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1.1　实验动物　55 只 4 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠

购自杭州子源实验动物科技有限公司，体质量 60~
70 g，动物生产合格证号：SCXK（浙）2019-0004。所

有大鼠于相同饲养环境适应性饲养 7 d，提供标准饲

料和清洁水源，定期更换垫料，保持良好通风。环

境条件设置为：温度 20~24 ℃，湿度（50±10）%。研

究过程中对动物的处置符合动物委员会的准则。

1.1.2　药品、主要试剂和仪器　黄芩苷（纯度：HPLC
≥98%，成 都 曼 思 特 生 物 科 技 有 限 公 司 ，货 号

A0016）；RSV-long 病毒株（中国预防医学科学院病

毒所，半数组织培养感染量 TCID50 为 10−3）；兔抗 β
-actin 多 克 隆 抗 体 、p38 丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

（p38MAPK）和磷酸化 p38 丝裂原活化蛋白激酶   

（p-p38MAPK）多克隆抗体、山羊抗兔二抗 IgG（北京

索莱宝科技有限公司）。BIOFUGE28RS型低温高速

离心机（德国 HERAEUS 公司）；7500 型荧光定量

PCR仪（美国ABI公司）。

1.2　方法

1.2.1　模型建立与分组给药　适应性饲养 7 d 后，

选取 45 只幼鼠采用鼻腔接种 RSV 病毒株法建立

RSV 肺炎模型［7］。将幼鼠使用乙醚进行轻度麻醉，

左右鼻腔交替滴入 RSV 病毒液 50 μL 建立模型，另

选取 10只幼鼠作为对照组，对照组滴入等量生理盐

水，每日接种 1次，连续 3 d。大鼠出现行动迟缓、呼

吸急促且体温升高，随机抽取 5只大鼠制作肺部组

织病理切片，观察肺部病理变化，出现肺泡病变、各

支气管上皮炎症细胞浸润，肺泡间隔变大等现象视

为造模成功。造模成功幼鼠随机分为模型组、黄芩

苷低、中和高剂量组，各 10只，另设对照组（10只）。

参照文献［8-9］，黄芩苷低、中和高剂量组大鼠分别

灌胃25、50和100 mg/kg黄芩苷，1次/天，连续7 d。
1.2.2　标本采集　给药结束 1 d 后，称取各组幼鼠

体质量，麻醉，固定于手术台上，结扎右侧肺叶，注

入 1 mL PBS溶液并来回抽吸灌洗支气管肺泡，注入

5次后回收肺泡灌洗液，离心取上清液，−20 ℃保存。

摘眼球采集血液，离心，分离血清，−20 ℃保存。处

死大鼠，快速取出肺组织，称重，将左肺分成两部

分，一部分浸入 4%多聚甲醛液固定，用于HE染色，

一部分用于称取湿干重量。右肺置于−80 ℃保存

备用。

1.2.3　肺指数与肺组织湿/干比测定　计算各组幼

鼠肺指数，肺指数=（肺质量/体质量）×100%。将未

用 4%多聚甲醛固定的左肺组织在 80℃恒温烤箱烘

烤至恒重，记为干重，计算肺组织湿/干比（W/D）。

肺组织W/D=肺组织湿重/肺组织干重。

1.2.4　炎症因子水平检测　采用双抗体夹心法检

测肺泡灌洗液肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介

素-1β（IL-1β）和白细胞介素-6（IL-6）水平，严格按照
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试剂盒说明书进行操作，酶标测定仪于 450 nm波长

处检测各孔吸光度值，根据标准曲线计算样品

浓度。

1.2.5　T 细胞亚群检测　取出幼鼠外周血，加入单

克隆抗体 CD3+、CD4+和 CD8+各 5 μL，混匀后室温下

静置 30 min，加入红细胞裂解液 300 μL，反应 30 min
充分裂解，使用流式细胞分析仪检测各组幼鼠外周

血中T细胞亚群的变化。

1.2.6　肺组织 HE 染色观察　取出固定后的左侧肺

组织，脱水、包埋、切片，进行HE染色。光学显微镜

下观察肺组织病理学变化，随机选取 3个清晰视野

拍照。

1.2.7　RT-PCR 检测 mRNA 表达　取−80 ℃保存的

右肺组织 100 mg 尽量剪碎放入 EP 管中，加入 1 mL 
TRIZOL 试剂提取总 RNA。反转录试剂盒合成 cD‑
NA，配制 PCR 反应体系 20 μL：TB GreenPremix Ex 
TapⅡ（2×） 10 μL，正、反向引物各 0.8 μL，cDNA 2 
μL，RNase free ddH2O 6.4 μL。反应条件为 95 ℃ 30 
s，95 ℃ 15 s，60 ℃ 35 s 循环 40 次。引物设计为

p38MAPK：正 向 -5′ ATGCCGAAGATGAACTTTGC 
3′、反向-5′ CCCTGCTTTCAAAGGACTGA 3′；β-ac‑
tin：正向 -5′ GGCTGTATTCCCCTCCATCG 3′、反向

-5′ CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 3′。采用 2−ΔΔCt

法以目的基因相对内参表达量进行比较分析。

1.2.8　蛋白质印迹法检测蛋白表达　取剩余−80 ℃
保存的右肺组织加入含有蛋白酶抑制剂的 RIPA细

胞裂解液，冰上裂解 30 min，匀浆提取总蛋白，BCA
法测定蛋白浓度，取 40 μL 蛋白样品进行电泳，湿

转，5%脱脂牛奶封闭，加入 1∶1 000相应稀释一抗，

4 ℃下摇床封闭，洗膜，再加入 1∶3 000 相应稀释二

抗，室温摇床封闭 60 min，洗膜。加入ECL显影液进

行曝光，保存图像，以β-actin为内参，观察条带上相

应的蛋白表达量并对目的条带光密度值进行计算

分析。

1.3　统计学方法　SPSS 23.0统计学软件分析数据，

计量数据符合正态分布以 x̄ ± s表示，采用单因素方

差分析进行多组间比较，LSD-t 检验进行两组间比

较。校验水准α=0.05。
2　结果

2.1　体质量和肺指数比较　与对照组比较，模型组

幼鼠体质量降低，肺指数升高（P<0.05）。与模型组

比较，黄芩苷低、中和高剂量组幼鼠体质量升高，肺

指数降低，且各指标具有剂量依赖性（P<0.05）。

见表1。

2.2　肺组织 W/D 比较　与对照组比较，模型组幼

鼠肺组织 W/D（7.82±0.37）显著高于对照组（3.74±
0.37），差异有统计学意义（P<0.05）。黄芩苷低、中

和高剂量组幼鼠肺组织 W/D（6.13±0.40、5.62±0.41、
4.03±0.30）均显著低于模型组（7.82±0.37），且呈剂

量依赖性（P<0.05）。

2.3　炎症因子水平比较　与对照组比较，模型组幼

鼠肺泡灌洗液 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平升高（P<
0.05）。与模型组比较，黄芩苷低、中和高剂量组幼

鼠 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 水平降低，且各指标具有剂

量依赖性（P<0.05）。见表2。
2.4　T 淋巴细胞亚群水平比较　与对照组比较，模

型组幼鼠外周血中 CD3+水平降低，CD4+和 CD4+/
CD8+水平升高（P<0.05）。与模型组比较，黄芩苷

低、中和高剂量组幼鼠CD3+水平升高，CD4+和CD4+/
CD8+ 水平降低，且各指标具有剂量依赖性（P<
0.05）。见表3。

表 1　各组幼鼠体质量和肺指数比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

黄芩苷低剂量组

黄芩苷中剂量组

黄芩苷高剂量组

F值

P值

鼠数

10
10
10
10
10

体质量/g
103.37±2.00

72.53±1.56①

78.05±1.46②

86.04±2.31②③

99.34±2.08②③④

86.37
<0.001

肺指数/%
0.67±0.04
1.43±0.09①

1.05±0.06②

0.81±0.06②③

0.72±0.05②③④

126.28
<0.001

注：①与对照组比，P<0.05。②与模型组比，P<0.05。③与黄芩

苷低剂量组比，P<0.05。④与黄芩苷中剂量组比，P<0.05。

表 2　各组幼鼠炎症因子水平比较/（ng/L，x̄ ± s）
组别

对照组

模型组

黄芩苷低剂量组

黄芩苷中剂量组

黄芩苷高剂量组

F值

P值

鼠数

10
10
10
10
10

TNF-α
241.37±21.15
487.85±25.77①

392.37±20.82②

308.17±18.87②③

246.87±16.44②③④

214.55
<0.001

IL-1β
37.47±3.43
91.24±7.41①

72.85±4.82②

57.59±4.14②③

42.15±3.33②③④

152.67
<0.001

IL-6
49.96±3.37

132.75±9.70①

103.29±8.59②

82.36±6.05②③

56.17±5.13②③④

201.36
<0.001

注：TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-1β为白细胞介素-1β，IL-6为白细胞介素-6。
①与对照组比，P<0.05。②与模型组比，P<0.05。③与黄芩苷低剂量组比，P<0.05。④与黄芩苷中剂量组比，P<0.05。
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2.5　肺组织 HE 染色比较　结果显示，对照组幼鼠

肺组织结构完整，形态正常，未见炎症细胞浸润、水

肿等现象。模型组幼鼠肺泡间隔明显增宽，肺泡壁

明显增厚，部分肺泡可见出血、间质水肿现象，存在

大量炎症细胞浸润现象。黄芩苷低、中和高剂量组

幼鼠肺组织结构受损现象得到改善。见图1。
2.6　p38MAPK mRNA 水平比较　模型组幼鼠肺

组织 p38MAPK mRNA 表达水平（1.28±0.11）显著高

于对照组（0.32±0.03）（P<0.05）。黄芩苷低、中和高

剂 量 组 幼 鼠 肺 组 织 p38MAPK mRNA 表 达 水 平

（0.97±0.10、0.73±0.06、0.55±0.04）显著低于模型组

（1.28±0.11），且呈剂量依赖性（P<0.05）。

2.7　p38MAPK 蛋白水平比较　与对照组比较，模

型组幼鼠肺组织 p-p38MAPK蛋白表达水平升高（P<
0.05）。与模型组比，黄芩苷低、中和高剂量组幼鼠

肺组织 p-p38MAPK蛋白表达水平降低，且各指标具

有剂量依赖性（P<0.05）。见表4；图2。

3　讨论

RSV 致病机制复杂，主要与病原体毒作用、固

有免疫和适应性免疫等综合作用相关［10］。RSV 感

染后，通过诱发肺组织炎症导致肺组织 Th1/Th2 失

衡，破坏免疫系统。此时肺组织的炎症反应失控，

导致肺组织受损，促使蛋白质等大分子物质进入支

气管与肺泡内，诱发肺水肿，降低肺功能，严重时可

引发呼吸衰竭［11］。炎症在中医上属“热”，外邪入体

引发内热，常见红肿、热痛等症状，中医学中未见

“肺炎”病名，属“肺热病”范围。病位在于肺部，病

因为风温外侵，病理为痰、热、淤、毒阻塞于肺，导致

肺功能失常。中药在治疗炎症时多以清热解毒和

行气活血为主［12］。黄芩首次记录于《神农本草经》，

为唇形科植物黄芩的干燥根，含有多种活性物

质［13］。黄芩苷作为其主要药效物质，多项研究表

明，黄芩苷可以调节机体免疫力和抗炎等功效［14］。

本研究探讨黄芩苷对 RSV 肺炎幼鼠肺脏损伤的修

复作用。

在本研究结果显示，模型组幼鼠体质量明显降

低，而肺指数和肺组织W/D均显著升高。检测炎症

因子水平也发现，模型组幼鼠炎症因子水平    
（TNF-α、IL-1β和 IL-6水平）均升高。肺指数与肺组

织W/D比值是判断肺功能的主要指标，当肺组织受

到病毒感染，由于异常升高的炎症反应致使肺组织

水肿，因而肺质量明显升高。提示RSV肺炎模型建

立成功且模型组幼鼠肺组织受到严重损伤，幼鼠体

内伴有严重的炎症反应。在给予了不同剂量黄芩

苷治疗后各组幼鼠均表现肺指数、肺组织W/D和炎

症因子水平均呈下降趋势，幼鼠体质量随之恢复正

常，且表现出浓度依赖性，以黄芩苷高剂量组效果

最佳。提示幼鼠肺组织损伤在黄芩苷的治疗下得

到修复，体内的炎症反应也明显减轻。此外，黄芩

表 3　各组幼鼠T淋巴细胞亚群水平比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

黄芩苷低剂量组

黄芩苷中剂量组

黄芩苷高剂量组

F值

P值

鼠数

10
10
10
10
10

CD3+/%
54.37±1.23
46.25±0.82①

49.66±0.89②

51.17±1.04②③

54.87±1.25②③④

53.28
<0.001

CD4+/%
20.75±0.96
27.24±1.72①

25.85±1.50②

23.59±1.30②③

20.16±0.99②③④

42.34
<0.001

CD4+/CD8+

2.46±0.19
4.75±0.40①

3.98±0.33②

3.36±0.36②③

2.17±0.24②③④

69.82
<0.001

注：①与对照组比，P<0.05。②与模型组比，P<0.05。③与黄芩苷低剂量组比，P<0.05。④与黄芩苷中剂量组比，P<0.05。

表 4　各组幼鼠p38MAPK蛋白水平比较/x̄ ± s
组别

对照组

模型组

黄芩苷低剂量组

黄芩苷中剂量组

黄芩苷高剂量组

F值

P值

鼠数

10
10
10
10
10

p-p38MAPK蛋白

0.29±0.03
0.78±0.11①

0.65±0.08②

0.54±0.06②③

0.42±0.05②③④

245.37
<0.001

p38MAPK蛋白

0.81±0.08
0.78±0.08
0.79±0.07
0.80±0.06
0.81±0.06

231.86
<0.001

注：p38MAPK 为 p38 丝裂原活化蛋白激酶，p-p38MAPK 为磷酸

化p38丝裂原活化蛋白激酶。

①与对照组比，P<0.05。②与模型组比，P<0.05。③与黄芩苷

低剂量组比，P<0.05。④与黄芩苷中剂量组比，P<0.05。

6

2

3

4

1

5 7 8

注：1―β肌动蛋白（β-actin）；2―p38MAPK；3―p-p38MAPK；4―
对照组；5―模型组；6―黄芩苷低剂量组；7―黄芩苷中剂量组；8―
黄芩苷高剂量组。

图 2　幼鼠肺组织p38丝裂原活化蛋白激酶（p38MAPK）蛋白检测
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苷治疗后幼鼠肺组织病理损伤程度减轻，进一步证

实黄芩苷对RSV肺炎幼鼠肺组织损伤的修复作用。

炎症反应是影响肺炎病情进展的重要机制之

一，而外周血 T淋巴细胞亚群作为机体免疫的重要

检测指标，可直观反映机体免疫情况［15］。在肺炎进

程中，MAPK家族信号通路一直发挥着重要作用，是

一类丝氨酸-苏氨酸蛋白激酶类信号通路，在一定量

的炎症因子、神经递质等刺激条件下会激活，

p38MAPK 是主要参与并控制这炎症反应的典型通

路 之 一［16］。 在 本 研 究 中 ，模 型 组 幼 鼠 肺 组 织

p38MAPK 基因水平与 p-p38MAPK 蛋白水平均高度

表达，结合幼鼠外周血中 CD3+水平降低，CD4+和

CD4+/CD8+比值升高。提示模型组幼鼠在 RSV 的感

染刺激下，体内 p38MAPK 信号通路被激活，炎症细

胞合成并释放出大量的炎症因子，促使炎症因子高

度表达，免疫系统平衡失调。CD3+T 淋巴细胞是成

熟 T细胞的表面标志，通过适当多种细胞因子辅助

B细胞和效应 T细胞活化，促进细胞免疫，从而调节

免疫功能［17］。CD4+/CD8+比值的相对平衡对未知机

体免疫稳定起着重要作用，是反映机体免疫功能的

重要标志之一。在本研究中，黄芩苷各剂量组幼鼠

肺组织中 p38MAPK基因水平与 p-p38MAPK蛋白表

达水平均明显降低，且外周血中 CD3+水平升高，

CD4+和 CD4+/CD8+比值降低。提示黄芩苷通过影响

p38MAPK 表达，降低炎症因子水平，调节 T 淋巴细

胞亚群比例，改善免疫细胞失衡，控制与延缓 RSV
肺炎的发展过程，对 RSV 肺炎幼鼠肺损伤有积极

影响。

综上所述，黄芩苷能够降低RSV肺炎幼鼠炎症

因子水平，调节 T淋巴细胞亚群比例，减轻肺损伤，

可能是通过影响p38MAPK信号通路发挥作用，为临

床治疗RSV肺炎提供实验依据。

（本文图1见插图5-4）
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