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小柴胡颗粒对呼吸道合胞病毒感染小鼠
免疫系统的影响*

徐翰1,2,黄蓉1,邓爱露1,廖庆1,王一桦1,周春阳1**,王艺2**

(1.川北医学院药物研究所,四川南充
 

637007;2.西南医科大学附属自贡医院,自贡市精神卫生中心,

自贡市脑科学研究院,自贡市老年病医院)

【摘要】 目的 探讨小柴胡颗粒对呼吸道感染呼吸道合胞病毒小鼠免疫系统的影响及机制。 方法 将小鼠分为正

常组,感染组和实验组,其中将感染组和实验组通过鼻腔滴入呼吸道合胞病毒液建立呼吸道合胞病毒感染模型,实验组

通过小柴胡颗粒(150
 

mg/kg)进行灌胃治疗,而正常组和感染组进行生理盐水灌胃治疗。治疗周期结束后通过流式细胞

术分析小鼠脾脏中T淋巴细胞亚群水平;通过ELISA检测小鼠体内炎症因子水平的表达情况;通过苏木精伊红染色检

测小鼠的肺损伤情况。 结果 与感染组相比,实验组先天性免疫即 NK细胞的比例显著高于感染组,为感染组的

3.883±0.777倍(t=4.600,P=0.010);而获得性免疫即CD3+T细胞群的比例也显著高于感染组,为感染组的2.844
±0.425倍(t=6.696,P=0.002);实验组炎症因子水平也明显低于感染组,趋向于正常组;染色结果显示实验组即小柴

胡颗粒的治疗明显缓解了由于病毒感染引起的肺损伤。 结论 小柴胡颗粒可以激发呼吸道合胞病毒感染小鼠体内的

免疫系统,改善由于病毒感染引起的炎症反应和肺损伤,为抗病毒治疗提供了新思路。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

Xiao
 

bupleurum
 

granules
 

on
 

the
 

immune
 

system
 

of
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

infected
 

mice. Methods The
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

normal
 

group,infection
 

group
 

and
 

experimental
 

group.
 

The
 

infection
 

group
 

and
 

experimental
 

group
 

were
 

treated
 

by
 

nasal
 

drip
 

of
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

(RSV)
 

to
 

establish
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

infection
 

model.
 

The
 

experimental
 

group
 

was
 

treated
 

by
 

gavage
 

of
 

small
 

bupleurum
 

granules
 

(150
 

mg/kg),while
 

the
 

normal
 

group
 

and
 

infection
 

group
 

were
 

treated
 

by
 

gavage
 

of
 

normal
 

saline.
 

At
 

the
 

end
 

of
 

the
 

treatment
 

cycle,the
 

levels
 

of
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

in
 

the
 

spleen
 

of
 

mice
 

were
 

analyzed
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

ELISA
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

mice.
 

The
 

lung
 

injury
 

of
 

mice
 

was
 

detected
 

by
 

hematoxylin
 

and
 

eosin
 

staining. Results Compared
 

with
 

the
 

infected
 

group,the
 

proportion
 

of
 

innate
 

immunity
 

(NK
 

cells)
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

infected
 

group,which
 

was
 

3.883
±0.777

 

times(t=4.600,P=0.010).
 

The
 

proportion
 

of
 

acquired
 

immunity,that
 

is,T
 

cell
 

population,was
 

also
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

infection
 

group,which
 

was
 

2.844±0.425
 

times
 

of
 

the
 

infection
 

group(t=6.696,P=
0.002).

 

The
 

levels
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

infection
 

group,and
 

tended
 

to
 

be
 

normal.
 

The
 

staining
 

results
 

showed
 

that
 

treatment
 

of
 

the
 

experimental
 

group,i.
 

e.,bupleurum
 

granules,significantly
 

alleviated
 

the
 

lung
 

injury
 

caused
 

by
 

viral
 

infection. Conclusion Small
 

bupleurum
 

particles
 

can
 

stimulate
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

infection
 

mice
 

immune
 

system,improve
 

the
 

inflammatory
 

response
 

and
 

lung
 

injury
 

caused
 

by
 

viral
 

infection,for
 

antiviral
 

treatment
 

provides
 

a
 

new
 

way
 

of
 

thinking.
【Key

 

words】 Xiaochaihu
 

particles;respiratory
 

syncytial
 

virus;immune
 

system***
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  呼吸道合胞病毒(Respiratory
 

syncytial
 

virus,

RSV)是 两 岁 以 下 儿 童 毛 细 支 气 管 炎 的 最 常 见 原

因[1-3]。大约1/4因呼吸道合胞病毒入院的人需要重

症监护,其中6.6%的住院患者发生死亡[4]。RSV主

要通过唾液或粘液飞沫的近距离接触传播[5]。感染

RSV的患者的免疫反应导致中性粒细胞渗入并使呼

吸道变窄,导致毛细支气管炎等呼吸道疾病[6]。目前

针对于RSV的治疗药物较少。以西药治疗感染的药

物主要有抗病毒药物[7]、支气管扩张剂[8]、免疫调节

剂[9]等,但这些药物都存在较严重的副作用。与西药

相比,中药的毒副作用小,药源丰富,对于防治RSV感

染具有独特的效果,通过调整机体的免疫状态,来增强

机体抵抗病毒的免疫力[10-12]。因此,在中药库中寻找

有效防治RSV感染的药物具有重大意义。
小柴胡颗粒具有广泛的抗病毒功能,能够有效抑

制炎症风暴、调节机体免疫功能,被推荐用于防治“非
典”“甲型流感”“登革热”和“新型冠状病毒”等病毒性

感染引起的疾病[13-15]。研究表明,小柴胡颗粒可能发

挥抑制RSV感染的作用[16]。NK细胞作为一种免疫

细胞,是天然免疫系统的重要组成部分,在防御病毒和

抗病毒感染中发挥重要的作用[17]。本研究通过建立

RSV感染小鼠呼吸系统模型并进行小柴胡颗粒灌胃

治疗一周,同时正常组和感染组通过灌胃生理盐水作

为对照。通过流式细胞术检测不同处理组小鼠脾脏中

免疫细胞群的分布,通过ELISA检测炎症因子TNF-
α、IL-1β、IL-6的表达,通过苏木精伊红染色观察肺组

织的炎性浸润状态,探讨小柴胡颗粒对RSV所致的呼

吸系统感染是否具有改善的作用。

材料与方法

1 材料与仪器

BALB/c小鼠,6~8周龄,体重为18~20g,雌雄

相当,由湖南省实验动物中心提供;RSV-Long毒株购

自中国预防医学科学院病毒学研究所。

FITC
 

anti-mouse
 

CD3
 

Antibody,PE
 

anti-mouse
 

CD8a
 

Antibody,PE/Cyanine7
 

anti-mouse
 

IFN-γ
 

Antibody,Alexa
 

Fluor􀆿
 

488
 

anti-mouse
 

CD49b
 

Antibody,Alexa
 

Fluor􀆿
 

647
 

anti-mouse
 

CD69
 

Antibody流式抗体、Fixation
 

Buffer、Perm
 

Wash购自

美国BioLegend公司,TNF-α、IL-1β、IL-6
 

ELISA 试

剂盒购自上海澎湃商城实验室,RPMI-1640培养基购

自武汉Servicebio公司,异戊巴比妥钠购自国药集团

化学试剂有限公司。
分析天平(DV215CD)购自美国Ohaus公司,流式

细胞计数仪(NovoCyte)购自中国安捷伦科技有限公

司,低温超速离心机(5418R)购自德国Eppendorf公

司,酶标仪(H1-Synergy)购自美国Biotek公司。

2 方法

2.1 RSV感染 模型构建首先用10%异戊巴比妥

(10
 

mL/kg)将小鼠麻醉,经小鼠两侧鼻孔滴入50
 

μL
 

RSV病毒,连续感染3
 

d,建立 RSV 感染模型。3
 

d
后,小鼠出现精神萎靡、毛发凌乱、呼吸急促、咳嗽、打
喷嚏等症状,表明RSV感染模型成功。

2.2 流式细胞术检测 免疫细胞群的分布治疗周期

结束后,将实验小鼠安乐死,浸入75%酒精,无菌取出

脾脏,用RPMI-1640清洗后,再加入1
 

mL
 

1640培养

基轻轻研磨,加2
 

mL
 

1640培养基冲下来后,竖直静放

5
 

min,取上清1
 

000
 

r/min离心10
 

min。弃上清加入

2
 

mL红细胞裂解液,裂解5
 

min(去除红细胞),1
 

000
 

r/min离心10
 

min。弃上清加入5
 

mL
 

1640培养基清

洗两遍后进行计数并分成两个部分。
先天性免疫系统NK细胞的检测:根据流式抗体

说明书加入抗体(CD49b,CD69),避光冰上孵育30
 

min。1
 

000
 

r/min离心5
 

min,用1640培养基清洗两

遍,过200目筛网后通过流式细胞仪上机检测。
获得性免疫系统T细胞的检测:根据流式抗体说

明书加入抗体(CD3,CD8α),避光冰上孵育30
 

min。

1
 

000
 

r/min离心5
 

min,用1640培养基清洗两遍,用

Fixation
 

Buffer固定20
 

min后,清洗一遍弃去上清,
每个样本加入500

 

μL
 

Perm
 

Wash,冰上孵育10
 

min
后,离心同样的方法破膜两遍。加入抗体(IFN-γ)同
样冰上避光孵育40

 

min,用破膜剂清洗两遍,过200
目筛网上机检测。

2.3 ELISA试剂盒检测 炎症因子的变化在治疗周

期结束后,眼球取血于洁净1.5
 

mL离心管中,室温静

置10
 

min后,以2
 

500
 

r/min离心10
 

min,取出上层

血清,检测外周血中炎症因子 TNF-α、IL-1β、IL-6的

表达水平,按ELISA试剂盒说明书进行操作。

2.4 苏木精-伊红染色 在治疗周期结束后,取出实

验小鼠的肺组织,通过生理盐水清洗干净肺表面残留

物质,接着进行固定、脱水、包埋、切片、脱蜡、梯度浓度

乙醇脱水,再分别经苏木素-伊红染色后,脱水、透明、
晾干后封片,在显微镜下观察肺组织病理学变化。

2.5 小鼠体重变化记录 在治疗周期内小鼠的体重

变化,每天观察小鼠的日常状态,以及对小鼠的体重变

化进行统计,绘制体重曲线。

3 统计分析

所有的实验数据均为3次以上的平行实验所得,
数据分析使用

 

GraphPad
 

Prism
 

7.0。数据展示为平

均值±标准差,P<0.05为差异有统计学意义。
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结 果

1 对小鼠先天免疫系统的影响

通过流式细胞术检测小鼠脾脏中 NK细胞的比

例。结果见图1。经小柴胡颗粒处理后,NK细胞的比

例明显上升(图1B),与感染组相比具有显著性差异是

感染组的3.883±0.777倍,(图1C)(t=4.600,P=
0.010)。结果表明,经小柴胡颗粒的治疗,明显改善了

RSV感染小鼠的先天免疫系统的状态。

  注:圈门过程(A)、经不同处理后NK细胞的总百分比(B)以及(C)
相对归一化定量。

图
 

1 不同处理组中小鼠的NK细胞比例

Note:Flow
 

process
 

of
 

door
 

(A),the
 

percentage
 

of
 

total
 

NK
 

cells
 

after
 

treatment
 

by
 

different
 

preparations
 

(B)
 

and
 

relative
 

normalized
 

quantification
 

(C)).
Fig.1 NK

 

cell
 

proportion
 

of
 

rats
 

in
 

different
 

treatment
 

groups

2 对小鼠获得性免疫系统的影响

通过流式细胞术检测了小鼠经不同处理后脾脏中

CD3+T细胞、CD8+T细胞以及CD8+IFN-γ+T细胞

的分布与比例,结果见图2-4。与正常组相比,感染组

小鼠的免疫细胞群分布相对有所下降,经小柴胡颗粒

灌胃治疗后,免疫细胞CD3+T细胞(图2B)、CD8+T
细胞(图3B)以及CD8+IFN-γ+T细胞(图4B)的分布

与感染组相比均有所提高。CD3+T细胞、CD8+T细

胞以及CD8+IFN-γ+T细胞的分布为感染组的2.844
±0.425倍(t=6.696,P=0.002),(图2C);4.204±
0.624倍(t=8.150,P=0.001)(图3C);3.135±
0.839倍(t=4.938,P=0.008)(图4C)。结果表明,
小鼠经RSV感染后,免疫力有所下降,而小柴胡颗粒

灌胃治疗组则显著激活了感染小鼠的免疫应答,改善

了小鼠的免疫系统,为病毒的清除发挥了作用。

  注:圈门过程(A)、经不同处理后CD3+T细胞的总百分比(B)以及
(C)相对归一化定量。

图
 

2 不同处理组中小鼠的CD3+T细胞比例

Note:Flow
 

process
 

of
 

door
 

(A),the
 

percentage
 

of
 

total
 

CD3+T
 

cells
 

after
 

treatment
 

by
 

different
 

preparations
 

(B)
 

and
 

relative
 

normalized
 

quantification
 

(C)).
Fig.2 CD3+T

 

cell
 

proportion
 

of
 

rats
 

in
 

different
 

treatment
 

groups

  注:圈门过程(A)、经不同处理后CD8+T细胞的总百分比(B)以及
(C)相对归一化定量。

图
 

3 不同处理组中小鼠的CD8+T细胞比例

Note:Flow
 

process
 

of
 

door
 

(A),the
 

percentage
 

of
 

total
 

CD8+T
 

cells
 

after
 

treatment
 

by
 

different
 

preparations
 

(B)
 

and
 

relative
 

normalized
 

quantification
 

(C).
Fig.3 CD8+T

 

cell
 

proportion
 

of
 

rats
 

in
 

different
 

treatment
 

groups
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  注:圈门过程(A)、经不同处理后CD8+IFN-γ+T细胞的总百分比
(B)以及(C)相对归一化定量。

图
 

4 不同处理组中小鼠的CD8+IFN-γ+T细胞比例

Note:Flow
 

process
 

of
 

door
 

(A),the
 

percentage
 

of
 

total
 

CD8+IFN-
γ+T

 

cells
 

after
 

treatment
 

by
 

different
 

preparations
 

(B)
 

and
 

relative
 

normalized
 

quantification
 

(C).
Fig.4 CD8+IFN-γ+T

 

cell
 

proportion
 

of
 

rats
 

in
 

different
treatment

 

groups

3 对小鼠分泌炎症因子的影响

采用ELISA检测小鼠外周血中炎症因子IL-1β、

TNF-α、IL-6的表达水平,结果见图5。与正常组相

比,感染组小鼠的炎症因子IL-1β(A)、TNF-α(B)、IL-
6(C)的表达明显升高,而实验组经过处理后,炎症因

子的 表 达 水 平 均 明 显 降 低,其 中IL-1β(A)降 低

41.791%(t=4.251,P=0.013);TNF-α(B)降低了

45.914%(t=6.431,P =0.032);IL-6(C)降 低

66.769%(t=5.549,P=0.025)。结果表明,小柴胡

颗粒能够减轻病毒感染所引起的炎症反应,改善RSV
的病情。

图
 

5 不同处理对感染小鼠分泌促炎因子IL-1β(A)、TNF-α(B)
和IL-6(C)水平的影响(n=3)(*P<0.01)

Fig.5 Levels
 

of
 

released
 

pro-inflammatory
 

cytokines
 

IL-1β
 

(A),
TNF-α

 

(B),and
 

IL-6
 

(C)
 

in
 

mouthes
 

with
 

different
 

treatments

4 对小鼠肺组织的影响

为了评估小柴胡颗粒对于感染RSV小鼠的治疗

效果,通过HE染色观察不同处理组小鼠的肺部组织

炎性浸润情况,结果见图6。正常组小鼠肺组织结构

正常,未见炎性细胞浸润及毛细血管扩张,肺泡腔无异

常物质;感染组小鼠可见肺泡壁明显增厚,厚度不匀,
大量炎性细胞浸润,肺泡壁毛细血管扩张明显,部分肺

泡明显扩张。实验组可见淋巴细胞浸润减少,肺泡壁

变薄,肺组织损伤减轻,结果表明了小柴胡颗粒具有明

显缓解感染小鼠肺损伤的效果。

图
 

6 HE染色观察大鼠肺组织病理学变化(200×)
Fig.6 HE

 

staining
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
of

 

lung
 

tissue
 

in
 

rats
 

(200×)

5 对小鼠体重的影响

治疗期间各组小鼠的体重变化结果见图7。实验

期间各组小鼠体重都没有出现明显下降的情况,且小

鼠的进食量和毛损等也无明显差异,这表明小柴胡颗

粒对小鼠的生长状态没有明显影响。

图
 

7 小鼠在治疗期间的体重变化(n=5)
Fig.7 Body

 

weight
 

changes
 

of
 

mice
 

during
 

the
 

treatment
 

period

讨 论

研究表明,在病毒感染过程中,先天性免疫系统通

过炎症反应分泌抗病毒分子,能够有效地抑制病毒的

繁殖和传播[18]。同时其调节机制则可以避免自身免

疫反应的损伤[19]。NK细胞是先天免疫细胞,NK细

胞的分布情况反映了固有免疫对于被感染细胞的清除

能力[20]。因此本研究观察到给予小柴胡颗粒处理的

小鼠脾脏中NK细胞的分布显著高于未处理组,充分

说明了小柴胡颗粒治疗对于小鼠先天性免疫的调节能

力。

CD3+T细胞表示成熟T淋巴细胞,反映了机体

的细胞免疫功能状态;而CD8+T在RSV感染中杀死

被感染的细胞,在病毒清除中起着关键作用,另外其分
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泌的IFN-γ正是杀伤被感染细胞的关键[21-23]。细胞

免疫是T细胞介导的机体的另一种重要的免疫反应,
可以抵抗细胞内微生物如病毒和宿主细胞内增生的细

菌感染[24]。因为抗体不能进入受感染的细胞,细胞内

病毒的消灭主要依靠细胞免疫[25]。同样,在本研究中

检测了经小柴胡颗粒处理后小鼠脾脏中免疫细胞群的

分布,结果显示小柴胡颗粒可以激活感染小鼠的获得

性免疫系统,发挥抗病毒作用。
炎症因子是具有免疫调节作用的一类重要蛋白质

物质,许多中药可以通过激活网状内皮系统,诱生多种

细胞因子(如促进干扰素生成,促进白细胞介素生成,
诱生肿瘤坏死因子等)来增强动物免疫功能[26-28]。本

研究观察到经小柴胡颗粒处理后,避免了感染小鼠的

过度的炎症反应,减轻了感染引起的炎症反应。
本研究证明了小柴胡颗粒能够调节体内免疫平

衡,激发获得性免疫系统应答,能通过调动机体特异性

和非特异性免疫功能来增强抗病毒感染的能力,从而

具有更广泛的适应性和优越性;同时能够抑制炎症因

子TNF-α、IL-1β、IL-6的过度活化而发挥抗RSV感染

的效应,改善了由RSV感染引起的肺损伤。本研究为

小柴胡颗粒的临床应用提供了依据。
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