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实 验

基于PI3K/Akt信号通路探讨紫正地黄汤
对人呼吸道合胞病毒感染小鼠肺损伤的

作用机制*

姚召燕1，宋若会2

（1.安徽中医药大学，安徽 合肥 230031；

2.安徽中医药大学第一附属医院，安徽 合肥 230031）

[摘要] 目的：通过磷酯酰肌醇3激酶（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）信号通路，研究紫正地黄汤对呼吸道合胞病

毒（RSV）感染小鼠肺组织炎症水平及病毒表达的影响，探讨紫正地黄汤对RSV感染小鼠肺组织可能发挥的抗炎

抗病毒作用。方法：将小鼠随机分为空白组、模型组、对照组（利巴韦林组）及紫正地黄汤低剂量组、中剂量组、高

剂量组。给药后对小鼠肺组织进行取材，计算小鼠肺指数；苏木精-伊红染色法（HE）染色后观察小鼠肺组织病

理形态；酶联免疫吸附试验（ELISA）检测肺组织白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子-琢（TNF-琢）、白细胞介

素-1茁（IL-1茁）水平；蛋白质免疫印迹（WB）检测PI3K、Akt及p-PI3K及p-Akt蛋白表达水平；定量聚合酶链式

反应（q-PCR）检测RSV相对表达量；同时免疫荧光观察小鼠肺组织中RSV蛋白荧光强度。结果：较模型组，给药组

小鼠肺组织炎性浸润得到有效改善，IL-6、TNF-琢、IL-1茁表达显著下调（ 约0.05），p-PI3K及p-Akt蛋白表达明

显提高（ 约0.05），病毒含量减少（ 约0.05）。结论：紫正地黄汤能有效降低RSV感染小鼠肺组织中病毒复制水

平，且可上调p-PI3K及p-Akt蛋白的表达，并调控TNF-倩、IL-6、IL-1茁等炎症因子的表达，减轻小鼠肺组织炎症程

度，从而发挥抗炎抗病毒作用，减轻小鼠肺损伤。
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Study on the Mechanism of Zizheng Dihuang Decoction (紫正地黄汤) on

Lung Injury in Mice Infected with Human Respiratory Syncytial Virus

Based on the PI3K/Akt Signaling Pathway

[Abstract] Objective: To study the effects of Zizheng Dihuang decoction (ZZDHD) on on the level of lung

tissue inflammation and viral expression in mice infected with Respiratory Syncytial Virus (RSV) through the

phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/protein kinase B (Akt), and to explore its potential anti -inflammatory and

antiviral effects against RSV-induced lung injury in mice. Methods: Mice were randomly divided into blank

group, model group, control group (ribavirin group), ZZDHD low concentration group, ZZDHD medium

concentration group and ZZDHD high concentration group. The lung tissue of mice was sampled after

administration and the lung index was calculated. The pathological morphology of lung tissue was observed

after hematoxylin-eosin staining (HE) staining. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect

the levels of interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢), and interleukin-1茁 (IL-1茁). Protein

expression levels of PI3K, Akt, phosphorylated PI3K (p-PI3K) and phosphorylated Akt (p-Akt) were detected by
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呼 吸 道 合 胞 病 毒 （ respiratory syncytial virus ， RSV） 属 于

肺 病 毒 科 和 正 肺 病 毒 属 [1]， 是 常 见 的 全 球 儿 科 及 老 年 人 群 呼

吸 系 统 疾 病 的 重 要 原 因 [2]。 在 RSV 感 染 的 初 始 阶 段 ， 人 们 通 常

表 现 出 上 呼 吸 道 感 染 的 症 状 ， 如 咳 嗽 和 喉 咙 痛 。 如 不 及 时 控

制 ， 疾 病 将 迅 速 发 展 成 严 重 的 下 呼 吸 道 感 染 [3]。 研 究 表 明 ， RSV

感 染 会 导 致 肺 部 黏 液 增 加 、 炎 症 增 加 以 及 炎 性 细 胞 因 子 表

达 [4]。 早 期 病 毒 感 染 甚 至 可 能 导 致 肺 发 育 或 修 复 改 变 ， 从 而 对

以 后 的 肺 功 能 产 生 负 面 影 响 [5]。 数 据 显 示 ， 2015 年 全 球 范 围 内

65 岁 以 上 人 群 中 ， RSV 感 染 相 关 疾 病 中 约 有 336 000 例 发 生 急

性 呼 吸 道 感 染 （ acute respiratory infection ， ARI） 住 院 ， 其 中 约

有 14 000 例 RSV相 关 ARI 院 内 死 亡 [6]。 2023— 2024 年 数 据 显 示 ，

在 所 有 RSV 感 染 就 医 病 例 中 ， 儿 童 占 比 达 23% ， 其 中 0耀2 个 月

龄 婴 儿 的 发 病 率 最 高 [7]。 由 此 可 见 ， RSV感 染 给 全 球 公 共 卫 生 系

统 带 来 了 沉 重 的 负 担 。 目 前 ， 帕 利 珠 单 抗 是 唯 一 获 得 许 可 的 RSV

的 预 防 药 物 ， 但 受 限 于 各 种 因 素 ， 无 法 大 规 模 投 入 使 用 [8]。

紫 正 地 黄 汤 作 为 郑 氏 喉 科 “ 辛 凉 养 阴 法 ” 代 表 方 ， 具 有 养

阴 散 邪 之 功 。 相 关 动 物 实 验 发 现 紫 正 地 黄 散 加 减 方 可 通 过 下

调 血 清 白 细 胞 介 素 -1（ interleukin-1 ， IL-1） 、 肿 瘤 坏 死 因 子 -琢

（ tumor necrosis factor-琢， TNF-琢） 含 量 及 上 调 血 清 IL-10 含 量

发 挥 其 抗 炎 作 用 ， 并 改 善 温 热 病 模 型 家 兔 的 肝 肺 损 害 [9]； 紫 正

地 黄 合 剂 可 通 过 调 控 急 性 咽 炎 小 鼠 核 因 子 资B（ nuclear factor

资B ， NF-资B） 信 号 通 路 调 节 炎 症 因 子 水 平 来 发 挥 抗 炎 效 应 [10]；

紫 正 地 黄 汤 可 通 过 核 苷 酸 结 合 结 构 域 富 含 亮 氨 酸 重 复 序 列

和 含 热 蛋 白 结 构 域 受 体 3 （ nucleotide -binding domain

leucine-rich repeat and pyrin domain-containing receptor 3,

NLRP3） 和 胱 天 蛋 白 酶 -1（ Cysteinyl aspartate specific pro原

teinase 1 ， Casepase-1） 有 效 改 善 颈 深 间 隙 感 染 大 鼠 的 炎 性

浸 润 [11]。 相 关 临 床 研 究 发 现 紫 正 地 黄 汤 可 有 效 调 节 各 项 炎 症

指 标 ， 改 善 急 性 化 脓 性 扁 桃 体 炎 症 状 [12]。 同 时 研 究 表 明 ， 磷 酯 酰

肌 醇 3- 激 酶 （ phosphatidylinositol 3-kinase ， PI3K） / 蛋 白 激 酶 B

（ protein kinase B ， Akt） 信 号 通 路 在 RSV 病 毒 感 染 及 治 疗 过

程 中 均 发 挥 重 要 作 用 [13-15]。 本 研 究 以 PI3K/Akt信 号 通 路 为 方 向 ，

进 一 步 探 讨 紫 正 地 黄 汤 对 RSV 感 染 小 鼠 肺 组 织 损 伤 的 作 用

机 制 。

1 材料与方法

1.1 实验动物 36只 SPF级 雌 性 BALB/c小 鼠 ， 体 质 量 20耀22 g ，

8 周 龄 ， 购 自 浙 江 维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司 ， 实 验 动 物

生 产 许 可 证 号 ： SCXK（ 浙 ） 2024-10-09 ， 合 格 编 号 ： 20241021

Abzz0619000342 。 饲 养 于 安 徽 欣 乐 生 物 技 术 有 限 公 司 ， 适 应

性 饲 养 7 d ， 温 度 22耀26 益， 湿 度 60%耀70%， 12 h/12 h 明 暗 交 替 ，

自 由 饮 食 饮 水 ， 保 持 动 物 房 内 环 境 整 洁 通 风 。 本 研 究 已 通 过

安 徽 中 医 药 大 学 伦 理 委 员 会 审 查 ， 伦 理 编 号 ： AHUCM-mouse-

2024020 。

1.2 主要药物与试剂 小 鼠 IL-1茁 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ enzyme linked immunosorbent assay ， ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ：

JYM0531Mo & 20240706） 、 小 鼠 IL-6 ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

JYM0012Mo & 20240821） 、 小 鼠 TNF-琢 ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ：

JYM0218Mo & 20240901） 均 购 于 武 汉 基 因 美 科 技 有 限 公 司 ；

Akt 抗 体 （ 批 号 ： 4691S&28） 、 p-Akt 抗 体 （ 批 号 ： 4060S&27） 、

PI3K 抗 体 （ 批 号 ： bsm-33219M&AI 02187486 ） 、 p -PI3K 抗

体 （ 批 号 ： ab182651&GR 305773-2） 均 购 于 CST 公 司 ； GAPDH

（ 批 号 ： TA-08&230040703） 、 PBS 缓 冲 液 粉 末 （ 批 号 ： ZLI-

906223073101） 、 山 羊 抗 小 鼠 IgG（ 批 号 ： ZB-2305249760706） 、

山 羊 抗 兔 IgG（ 批 号 ： ZB-23012 49730804） 均 购 于 Zsbio 公 司 ；

RIPA 细 胞 裂 解 液 （ 强 ） （ 批 号 ： P0013B&122223240222 ） 和

western 快 速 转 膜 液 （ 批 号 ： P0575-10LZ885240829） 均 购 于

Beyotime 公 司 ； PVDF 膜 （ 批 号 ： P0013B& 122223240222） 购 于

Millipore 公 司 ； 预 染 蛋 白 Marker（ 批 号 ： ZLI-906223073101） 购

于 Thermo公 司 ； ECL超 敏 发 光 试 剂 盒 （ 批 号 ： BL520A24158302）

购 于 Biosharp公 司 。

利 巴 韦 林 溶 液 （ 上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 批 号 ：

W14M6D1） ； RSV-Long 株 （ 国 际 标 准 株 ， 安 徽 医 科 大 学 微 生 物

学 教 研 室 提 供 ） ； 紫 正 地 黄 汤 （ 药 物 组 成 ： 薄 荷 3 g， 生 地 黄 10 g ，

细 辛 2 g ， 茜 草 5 g， 牡 丹 皮 4 g ， 赤 芍 4 g ， 灯 心 草 20 节 ， 防 风 4 g ，

甘 草 3 g ， 荆 芥 4 g ， 桔 梗 4 g， 紫 荆 皮 10 g） 药 物 均 由 安 徽 中 医 药

大 学 第 一 附 属 医 院 中 药 房 提 供 ， 并 经 李 立 华 主 任 药 师 鉴 定 ， 加

入 12倍 剂 量 水 ， 煎 煮 2次 ， 55益减 压 浓 缩 至 相 当 于 生 药 0.86 g/mL，

设 置 为 紫 正 地 黄 汤 中 剂 量 ， 高 、 低 剂 量 分 别 含 生 药 1.72 g/mL、

0.43 g/mL。 低 温 保 存 。

1.3 主要仪器 自 动 制 冰 机 （ 常 熟 市 雪 科 电 器 有 限 公 司 ， 型 号 ：

IMS-20） ； 电 泳 仪 （ 型 号 ： EPS300） 、 电 泳 槽 （ 型 号 ： VE-180） 、 转

膜 仪 （ 型 号 ： VE-186） 均 购 于 上 海 天 能 科 技 有 限 公 司 （ Tanon） ；

高 速 冷 冻 离 心 机 （ 型 号 ： JW-3021HR） 和 离 心 机 （ 型 号 ：

JW3021HR） 均 购 于 安 徽 嘉 文 仪 器 装 备 有 限 公 司 ； 水 平 摇 床

Western blo tting (WB). Quantitative polymerase chain reaction (q -PCR) was used to detect the relative

expression of RSV. Meanwhile, the RSV protein fluorescence intensity in mouse lung tissue was observed by

immunofluorescence. Results: Compared with the model group, the administration groups showed significant

improvement in inflammatory infiltration in lung tissue, significant downregulation of IL-6, TNF-琢 and IL-1茁

expression (P<0.05), significantly increased protein expression of p-PI3K and p-Akt (P<0.05), and reduced virus

content (P<0.05). Conclusion: Zizhong Dihuang decoction can effectively reduce the virus replication level in the

lung tissue of mice infected with RSV, up-regulate the expression of p-PI3k and p-Akt protein, regulate the

expression of TNF-倩, IL-6 and IL-1茁, and reduce the degree of inflammation in the lung tissue of mice, thus

playing an anti-inflammatory and antiviral role and reducing the degree of lung injury in mice.

[Keywords] human respiratory syncytial virus; Zizheng Dihuang decoction; PI3k/Akt; anti -inflammator;

antiviral; mice
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（ 型 号 ： TS-1000） 和 漩 涡 混 合 器 （ 型 号 ： GL-88B） 均 购 于 海 门

市 其 林 贝 尔 仪 器 制 造 有 限 公 司 ； 纯 水 机 （ 上 海 和 泰 仪 器 有 限

公 司 ， 型 号 ： Master-S30 UF） ； 自 动 曝 光 仪 （ 上 海 培 清 科 技 有 限

公 司 ， 型 号 ： JS-1070P） ； 酶 标 仪 （ 雷 杜 公 司 ， 型 号 ： RT-6100） ；

移 液 器 （ eppendorf公 司 ， 型 号 ： 0.5-10ul） 。

1.4 动物分组及造模 随 机 选 取 36 只 小 鼠 分 成 空 白 组 （ A） 、

模 型 组 （ B） 、 紫 正 地 黄 汤 低 剂 量 组 （ C） 、 紫 正 地 黄 汤 中 剂 量 组

（ D） 、 紫 正 地 黄 汤 高 剂 量 组 （ E） 及 利 巴 韦 林 组 （ F） ， 共 6 组 ， 每 组

6 只 ， 正 常 饲 养 ， 定 时 给 水 喂 食 。 除 空 白 组 外 ， 其 余 各 组 小 鼠 使

均 以 50 滋L RSV病 毒 滴 鼻 ， 具 体 操 作 ： 固 定 小 鼠 并 充 分 暴 露 其

正 面 ， 将 RSV原 液 于 小 鼠 鼻 孔 处 缓 慢 滴 入 ， 滴 鼻 完 成 后 保 持 小

鼠 仰 卧 姿 势 一 段 时 间 ， 随 后 放 回 笼 内 。 滴 鼻 1 次 /d ， 连 续 3 d。 以

小 鼠 肺 组 织 中 RSV 蛋 白 载 量 、 肺 组 织 炎 症 水 平 及 损 伤 程 度 作

为 建 模 成 功 的 依 据 [16]。

1.5 实验给药 造 模 结 束 后 ， 紫 正 地 黄 汤 低 、 中 、 高 剂 量 组 及

利 巴 韦 林 组 于 造 模 后 灌 胃 给 药 ， 连 续 7 d ， 给 药 剂 量 根 据 《 药 理

学 实 验 方 法 》 进 行 人 鼠 剂 量 换 算 ， 紫 正 地 黄 汤 低 、 中 、 高 剂 量

组 分 别 以 10 mg/kg 为 标 准 给 药 ， 利 巴 韦 林 组 以 2.6 mg/kg 为 标 准

给 药 。 治 疗 期 间 正 常 饲 料 喂 养 。 空 白 组 、 模 型 组 无 特 殊 处 理 。

1.6 观察指标

1.6.1 小 鼠 肺 指 数 记 录 小 鼠 体 质 量 ， 麻 醉 并 解 剖 小 鼠 ， 取 其

肺 组 织 ， 计 算 其 肺 指 数 [ 肺 质 量 （ g） /体 质 量 （ g） ]， 以 此 判 断 小 鼠

肺 水 肿 情 况 。

1.6.2 HE 结 果 将 肺 组 织 脱 水 、 包 埋 、 切 片 后 ， 将 制 备 好 的 切

片 置 于 光 学 显 微 镜 下 ， 观 察 小 鼠 肺 组 织 病 理 学 变 化 。

1.6.3 ELISA 检 测 肺 组 织 IL-1茁、 IL-6、 TNF-琢 水 平 用 酶 标

仪 在 450 nm波 长 下 测 定 光 密 度 值 （ OD） ， 并 计 算 靶 点 蛋 白 浓 度 。

1.6.4 WB检 测 相 关 蛋 白 表 达 水 平 取 肺 组 织 100 mg ， 加 入 裂

解 液 后 提 取 蛋 白 样 品 ， 变 性 后 开 展 电 泳 ， 转 膜 封 闭 后 开 展 一

抗 、 二 抗 孵 育 ， 最 后 使 用 ECL发 光 试 剂 盒 来 检 测 蛋 白 。

1.6.5 q-PCR 检 测 小 鼠 肺 组 织 中 的 RSV 病 毒 的 相 对 表 达 量

称 取 肺 组 织 50 mg， 加 入 裂 解 液 ， 裂 解 后 加 入 氯 仿 ， 离 心 后 取

沉 淀 物 ， 检 测 RNA 纯 度 ， 并 以 RNA 为 模 板 逆 转 录 合 成 DNA。 加

入 引 物 ， 与 目 标 序 列 特 异 性 结 合 。 在 试 管 中 继 续 加 入 反 应 液 ，

并 放 入 热 循 环 装 置 中 ， 设 置 温 度 及 参 数 ， 反 应 结 束 后 筛 选 并

纯 化 扩 增 产 物 。

1.6.6 免 疫 荧 光 检 测 小 鼠 肺 组 织 RSV 蛋 白 用 BSA 封 闭 样 本

30 min ， 按 照 试 剂 盒 说 明 书 依 次 进 行 一 抗 稀 释 及 孵 育 ， 复 温 后

用 缓 冲 液 充 分 洗 涤 ， 二 抗 孵 育 及 稀 释 后 再 次 洗 涤 ， 最 后 滴 加

DAPI工 作 液 ， 冲 洗 后 于 荧 光 显 微 镜 下 观 察 结 果 ， 并 利 用 Image J

进 行 定 量 分 析 。

1.7 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 数 据 统 计 ， 使 用

Graphpad Prism 9 进 行 图 形 绘 制 。 计 量 资 料 符 合 正 态 分 布 以

“ 均 数 依标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 使 用 单 因 素 方 差 分 析 ，

约0.05为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 紫正地黄汤对小鼠肺水肿程度的影响 模 型 组 及 紫 正

地 黄 汤 低 、 中 剂 量 组 小 鼠 肺 指 数 高 于 空 白 组 （ 约0.01或 约0.05） ，

紫 正 地 黄 汤 高 剂 量 组 及 利 巴 韦 林 组 小 鼠 肺 指 数 与 空 白 组 比

较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ； 各 给 药 组 小 鼠 肺 指 数 低 于

模 型 组 （ 约0.01） ； 紫 正 地 黄 汤 低 剂 量 组 小 鼠 肺 指 数 高 于 利 巴

韦 林 组 （ 约0.05） ， 紫 正 地 黄 汤 中 、 高 剂 量 组 小 鼠 肺 指 数 与 利 巴

韦 林 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 1）

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正

地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量组；F.利巴韦林组。与空

白组比较，a 约0.05，b 约0.01；与模型组比较，c 约0.01；与利巴韦林

组比较，d 约0.05。

图 1 各组小鼠肺指数比较 （（x依s，n=6）

2.2 紫正地黄汤对小鼠肺组织病理损伤的影响 与 空 白 组

比 较 ， 模 型 组 及 各 给 药 组 小 鼠 肺 组 织 出 现 明 显 的 炎 性 细 胞 浸

润 ， 肺 细 胞 间 隙 增 宽 ， 肺 泡 内 出 血 明 显 ； 与 模 型 组 比 较 ， 紫 正

地 黄 汤 低 、 中 、 高 剂 量 组 及 利 巴 韦 林 组 肺 组 织 炎 性 浸 润 均 得

到 改 善 ， 肺 泡 出 血 情 况 也 得 到 改 善 ， 其 中 ， 以 紫 正 地 黄 汤 高 剂

量 组 及 利 巴 韦 林 组 改 善 最 为 明 显 。 （ 见 图 2）

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正

地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量；F.利巴韦林组。

图 2 给药后各组小鼠肺组织 HE染色情况 （伊200）

2.3 紫正地黄汤对各组小鼠肺组织细胞因子的影响 与 空

白 组 比 较 ， 模 型 组 及 各 给 药 组 肺 组 织 的 TNF-琢、 IL-6 、 IL-1茁 细

胞 因 子 显 著 增 加 （ 约0.01） ； 与 模 型 组 比 较 ， 各 给 药 组 的 细 胞 因

子 表 达 明 显 低 于 模 型 组 （ 约0.01） ； 紫 正 地 黄 汤 低 、 中 剂 量 组

TNF-琢、 IL-6、 IL-1茁 高 于 利 巴 韦 林 组 （ 约0.01） ， 紫 正 地 黄 汤 高

剂 量 组 与 利 巴 韦 林 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 （ 见 表 1）

表 1 各组小鼠细胞因子表达水平 （x依s）

组 别 n IL-1茁 IL-6 TNF-琢

A 6

B 6

C 6

D 6

E 6

F 6

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正

地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量组；F.利巴韦林组。与空

白组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；与利巴韦林组比

较，c 约0.01。

39.47依2.57

229.03依6.4a

200.65依5.83ab c

171.50依5.55ab c

144.17依4.63ab

141.41依3.83ab

864.462

0.000

36.48依0.98

247.94依6.57a

211.11依5.19ab c

178.54依4.67ab c

142.86依6.86ab

146.76依5.39ab

938.628

0.000

561.10依40.63

2 193.24依66.12a

1 615.98依26.06ab c

1 385.22依43.79ab c

1 149.21依62.93ab

1 104.46依28.72ab

2 317.623

0.000
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2.4 紫正地黄汤对小鼠肺组织相关蛋白表达水平的影响 Akt

及 PI3K 在 各 组 中 表 达 无 显 著 差 异 。 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 及

各 给 药 组 p-Akt 及 p-PI3K 蛋 白 表 达 水 平 显 著 较 空 白 组 显 著 上

调 （ 约0.01） ； 与 模 型 组 比 较 ， 紫 正 地 黄 汤 高 剂 量 组 及 利 巴 韦 林

组 p-Akt表 达 较 模 型 组 显 著 降 低 约0.05） ， 紫 正 地 黄 汤 低 、 中 剂

量 组 较 模 型 组 无 显 著 差 异 （ 跃0.05） 。 紫 正 地 黄 汤 中 、 高 剂 量 组

及 利 巴 韦 林 组 p-PI3K 较 模 型 组 差 异 显 著 （ 约0.05） ， 紫 正 地 黄

汤 低 剂 量 组 与 模 型 组 无 显 著 差 异 （ 跃0.05） ； 与 利 巴 韦 林 组 比

较 ， 紫 正 地 黄 汤 低 剂 量 组 与 利 巴 韦 林 组 差 异 显 著 （ 约0.05） ， 紫

正 地 黄 汤 中 、 高 剂 量 组 与 利 巴 韦 林 组 无 明 显 差 异 （ 跃0.05） 。

（ 见 图 3 、 表 2）

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正

地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量组；F.利巴韦林组。

图 3 各组小鼠相关蛋白电泳图

表 2 各组小鼠相关蛋白表达水平 （x依s）

组 别 n Akt p-Akt PI3K p-PI3K

A 6

B 6

C 6

D 6

E 6

F 6

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正

地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量组；F.利巴韦林组。与空

白组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.05；与利巴韦林组比

较，c 约0.05。

2.5 紫正地黄汤对各组小鼠肺组织中RSV相对表达量的影

响 与 空 白 组 比 较 ， 模 型 组 及 各 给 药 组 较 空 白 组 差 异 显 著

（ 约0.01） ； 与 模 型 组 比 较 ， 及 各 给 药 组 的 RSV 相 对 表 达 量 显 著

增 高 （ 约0.01） ； 与 利 巴 韦 林 组 比 较 ， 紫 正 地 黄 汤 低 、 中 剂 量 组

较 模 型 组 差 异 显 著 （ 约0.01） ， 紫 正 地 黄 汤 高 剂 量 组 与 利 巴 韦

林 组 无 显 著 差 异 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 4）

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正

地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量组；F.利巴韦林组。与空

白组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；与利巴韦林组比

较，c 约0.01。

图 4 各组小鼠肺组织中 RSV相对表达量比较 （x依s，n=6）

2.6 紫正地黄汤对小鼠肺组织RSV蛋白免疫荧光的影响 与

空 白 组 比 较 ， 模 型 组 及 紫 正 地 黄 汤 低 、 中 剂 量 组 RSV 蛋 白 荧 光

颗 粒 显 著 增 多 （ 约0.01） ， 紫 正 地 黄 汤 高 剂 量 组 及 利 巴 韦 林 组

RSV蛋 白 荧 光 颗 粒 无 显 著 变 化 （ 跃0.05） ； 与 模 型 组 比 较 ， 各 给

药 组 小 鼠 肺 组 织 中 RSV 蛋 白 荧 光 颗 粒 显 著 减 少 （ 约0.01） ； 与

利 巴 韦 林 组 比 较 ， 紫 正 地 黄 汤 低 、 中 剂 量 组 差 异 显 著 （ 约0.01） ，

而 紫 正 地 黄 汤 高 剂 量 组 则 无 明 显 差 异 （ 跃0.05） 。 （ 见 图 5耀6）

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正

地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量；F.利巴韦林组。与空白

组比较，a 约0.01；与模型组比较，b 约0.01；与利巴韦林组比较，
c 约0.01。

图 6 免疫荧光结果定量分析（x依s，n=6）

图 6 给药第 3天各组小鼠肺组织免疫荧光结果 （伊400）

注：A.空白组；B.模型组；C.紫正地黄汤低剂量组；D.紫正地黄汤中剂量组；E.紫正地黄汤高剂量组；F.利巴韦林组。

0.84依0.05

0.81依0.06

0.84依0.07

0.85依0.06

0.085依0.07

0.87依0.01

0.229

0.942

0.15依0.02

0.91依0.08a

0.80依0.07ac

0.75依0.05a

0.67依0.01ab

0.62依0.03ab

55.086

0.000

0.86依0.02

0.80依0.09

0.80依0.06

0.82依0.08

0.84依0.07

0.89依0.03

0.666

0.656

0.23依0.04

0.89依0.07a

0.70依0.04ac

0.70依0.02ab

0.62依0.02ab

0.64依0.05ab

57.014

0.000
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3 讨 论

中 医 学 认 为 ， RSV诱 导 的 小 鼠 肺 部 病 毒 感 染 属 于 中 医 “ 风

温 肺 热 ” 的 范 畴 [17]， 病 机 多 由 于 热 毒 耗 伤 气 伤 阴 导 致 肺 失 宣

肃 ， 肺 络 受 损 所 致 。 临 床 常 以 清 热 养 阴 、 宣 肺 排 毒 之 剂 配 合 治

疗 。 研 究 表 明 ， 无 论 是 中 药 复 方 还 是 单 体 中 药 都 能 从 不 同 作

用 机 制 通 路 对 RSV 感 染 后 的 肺 部 感 染 发 挥 作 用 ， 如 大 黄 被 证

实 能 够 促 进 miR-509-3p对 Rab5c mRNA的 降 解 ， 从 而 抑 制 RSV

的 增 殖 [18]； 栀 子 能 通 过 PD-1 检 查 点 通 路 、 PI3K/Akt 通 路 、 CLRs

通 路 等 信 号 通 路 发 挥 抗 RSV 感 染 的 作 用 [19]； 连 翘 能 通 过 抑 制

TLR4/MyD88 信 号 通 路 的 表 达 有 效 改 善 RSV 感 染 小 鼠 的 肺 损

伤 情 况 [20]等 。 综 上 所 述 ， 中 药 治 疗 RSV 感 染 的 作 用 机 制 得 到 了

广 泛 的 支 持 。 紫 正 地 黄 汤 作 为 新 安 郑 氏 喉 科 的 代 表 方 ， 其 治

法 为 辛 凉 养 阴 ， 长 于 治 疗 喉 风 诸 症 ， 功 在 养 阴 散 邪 [21]。 方 中 紫

荆 皮 、 茜 草 清 热 解 毒 ， 活 血 通 经 ； 牡 丹 皮 、 生 地 黄 、 赤 芍 黄 清 热

凉 血 ， 养 阴 生 津 ； 防 风 、 细 辛 、 荆 芥 解 表 祛 风 ； 薄 荷 疏 风 散 热 ；

灯 心 草 清 火 利 湿 ； 桔 梗 宣 肺 祛 痰 。 全 方 以 辛 凉 养 阴 、 气 血 并 治

为 大 法 ， 既 祛 气 分 之 邪 ， 也 清 血 分 之 热 ， 是 临 床 治 疗 温 热 病 的

良 方 。 前 期 研 究 表 明 ， 紫 正 地 黄 汤 能 有 效 调 控 炎 症 感 染 后 的

炎 症 因 子 水 平 并 减 轻 相 关 器 官 损 伤 [9-12]。 本 研 究 在 此 基 础 上 ，

通 过 PI3K/Akt 信 号 通 路 ， 进 一 步 探 索 紫 正 地 黄 汤 对 RSV 感 染

小 鼠 肺 损 伤 的 改 善 作 用 。

PI3K/Akt信 号 通 路 作 为 一 条 酪 氨 酸 激 酶 级 联 信 号 传 导 通

路 ， 能 广 泛 影 响 细 胞 生 命 活 动 [22]， 在 细 胞 存 活 、 凋 亡 及 增 殖 等

活 动 中 发 挥 重 要 的 生 物 学 功 能 [23]。 研 究 证 明 ， PI3k/Akt 信 号 通

路 在 很 多 疾 病 中 都 发 挥 着 重 要 作 用 ， 如 许 云 姣 等 [24] 认 为 应 激

性 胃 黏 膜 损 伤 时 ， P13K/Akt/NF-资B 信 号 通 路 激 活 ， 导 致 损 伤 因

子 增 加 ； 钟 华 林 等 [25]认 为 ， 虎 杖 可 能 通 过 PI3K/Akt/mTOR 信 号

通 路 ， 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 的 增 殖 并 促 进 凋 亡 ； 孙 微 等 [26]认 为 乌 灵

胶 囊 可 通 过 海 马 PI3K/Akt/m TOR 通 路 ， 调 节 神 经 递 质 水 平 。

同 时 ， PI3K/Akt 信 号 通 路 在 RSV 感 染 过 程 中 也 发 挥 着 重 要 作

用 。 研 究 表 明 ， RSV 感 染 能 够 通 过 激 活 胰 岛 素 受 体 （ IR） -

PI3K-Akt 轴 或 上 调 ROS 水 平 增 加 HIF-1琢 介 导 的 糖 酵 解 ， 为 后

代 RSV 病 毒 粒 子 的 产 生 提 供 了 能 量 [13]， 而 药 物 可 能 通 过 调 节

PI3K/Akt 信 号 通 路 抑 制 炎 症 体 相 关 蛋 白 NLRP3 的 表 达 ， 进 而

改 善 病 毒 感 染 引 起 的 炎 症 反 应 [14]， 或 者 促 进 细 胞 凋 亡 ， 缩 短 细

胞 存 活 时 间 ， 从 而 发 挥 抗 RSV作 用 [15]。

IL-6 、 TNF-琢 、 IL1茁 是 一 类 传 统 的 促 炎 因 子 ， 当 机 体 有 炎

症 反 应 时 ， 上 述 因 子 可 剧 烈 表 达 [27-28]。 本 实 验 证 实 ， 紫 正 地 黄

汤 能 有 效 降 低 RSV 感 染 后 小 鼠 肺 组 织 的 炎 症 因 子 水 平 ， 减 轻

小 鼠 肺 水 肿 的 程 度 及 肺 组 织 病 理 损 害 程 度 ， 有 效 减 轻 小 鼠 肺

部 炎 症 ； WB结 果 提 示 紫 正 地 黄 汤 则 能 有 效 降 低 RSV 感 染 后 小

鼠 肺 组 织 中 PI3K 、 Akt 的 磷 酸 化 水 平 ， 从 而 调 控 PI3K/Akt 信 号

通 路 ； PCR 及 免 疫 荧 光 结 果 提 示 ， 紫 正 地 黄 汤 能 有 效 降 低 RSV

感 染 后 小 鼠 肺 组 织 中 RSV 表 达 ， 抑 制 病 毒 复 制 ， 发 挥 抗 病 毒

作 用 。

综 上 所 述 ， 紫 正 地 黄 汤 能 有 效 针 对 RSV 感 染 后 的 肺 组 织

发 挥 抗 炎 抗 病 毒 的 效 果 ， 从 而 减 轻 肺 损 伤 程 度 ， 其 作 用 机 制

可 能 为 调 控 PI3K/Akt通 路 。
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