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蒿芩清胆汤及其拆方对湿热型流感病毒性肺炎及

NF-κB水平的作用研究
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摘要：目的：通过观察蒿芩清胆汤及其拆方对湿热型流感病毒性肺炎及NF-κB的干预作用，以期探讨其治疗

机制。方法：通过气候仓、肥甘饮食加流感病毒滴鼻感染造模成功后，蒿芩清胆汤及其拆方组以相应中药干预，

比较各组肺指数、光镜下病变程度半定量、肺组织NF-κB mRNA表达水平。结果：蒿芩清胆汤及其拆方均能不同

程度降低肺指数、肺部病理改变及NF-κB mRNA表达水平，其中全方效果最佳。结论：蒿芩清胆汤具有抗湿热型

流感病毒性肺炎的作用，其机制可能与抑制NF-κB活化从而减少其下游炎性细胞因子分泌，截断“炎症瀑布”效

应有关。
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岭南地区因气候温暖潮湿、人口稠密成为病毒复制的温

床，而其特殊的地理气候及饮食特点，造成呼吸道病毒感染从

中医辨证具有易化热夹湿的特点。笔者在以往的临床实践中以

蒿芩清胆汤治疗岭南呼吸道病毒性疾病湿热证取得显著疗效。

本实验通过观察比较蒿芩清胆汤及其拆方对湿热型流感病毒

性肺炎及核因子kappa B（nuclear factor-κB，NF-κB）的干预作

用，探讨其治疗机制，现报道如下。

材料与方法

1. 动物与饲料 115只BALB/c小鼠，雌雄各半，4周龄，体

质量13-15g；肥甘饲料（80%基础饲料+8%蜂蜜+12%猪油）。均

由广东省医学实验动物中心提供。

2. 病毒 甲1型流感病毒毒种（H1N1），由中国药品生物检

定所提供，广州中医药大学热带病研究所病毒室增强毒力。

3. 药物  蒿芩清胆汤：青蒿(后下)10g，黄芩15g，法半夏10g，

竹茹10g，滑石30g，茯苓15g，甘草6g，枳壳10g，陈皮6g，大青叶

15g，板蓝根15g；拆方1：蒿芩清胆汤减去青蒿、黄芩；拆方2：蒿

芩清胆汤减竹茹、法半夏、滑石、茯苓、甘草；拆方3：蒿芩清胆

汤减枳壳、陈皮；拆方4：蒿芩清胆汤减去大青叶、板蓝根。中药

均购自广州中医药大学第一附属医院中药房。药物水煎浓缩成

1g/mL或2g/mL备用。

4. 试剂及仪器 Trizol（美国Invitrogen公司），逆转录试剂

盒（Fermentas公司），Realtime PCR Master Mix（SYBR Green） 

[TOYOBO（东洋纺）公司]，引物合成（上海英俊生物技术有限

公司），轮转式组织切片机（莱卡2135德国），Olympus光学显微

镜（德国），美国ABI7300定量PCR检测系统。

5. 方法 将小鼠随机分为正常对照组、湿热模型组、利

巴韦林组、蒿芩清胆组、拆方1组、拆方2组、拆方3组、拆方4

组。正常对照组10只，其余7组均每组15只。正常对照组：常温

下（25℃-29℃、湿度50％-80％）普通饲料喂养14d；湿热模型

组：全程肥甘饲料喂养，连续10d气候箱[气候箱条件设置：温度

（32±0.5）℃，湿度：90％±5％]暴露，6h/d，第11d接种病毒（小

鼠在乙醚轻度麻醉下，用浓度为2LD50的病毒液分别滴鼻感

染各只小鼠，每只0.05mL），接种病毒后不再置入气候箱，继续

常温喂养3d。利巴韦林组、蒿芩清胆组、拆方1组、拆方2组、拆

方3组、拆方4组：造模方法如湿热模型组，病毒感染后2h开始灌

胃，用药剂量按为36.92mg.kg-1.d-1（按人鼠体表面积换算，根据本

课题相关实验结果，取高剂量，即一般剂量的2倍），每日1次，

每次0.4mL，连续4d。小鼠禁食不禁水12h，第15天以急性大失

血法处死，采集标本。取肺组织约5mm×5mm大小，立即放入液

氮冻存管中，再放入-80℃冰箱保存待测。

6. 观察指标及方法

6.1 肺指数

6.2 光镜下病变程度半定量分析 镜下病理改变评价标准

为：“－”示肺组织正常；“＋”示细支气管周围及肺组织出现少

量炎细胞漫润，间质毛细血管扩张充血，小部分细胞内有少量

渗出；“＋＋”示细支气管周围及肺间质组织出现中量炎细胞浸

润，毛细血管扩张充血明显，肺泡腔渗出物增多；“＋＋＋”示肺

组织部分或全部实变，间质纤维组织明显增生，肺泡腔大量炎

性渗出。

6.3 肺组织NF-κB mRNA表达水平检测  每组随机选取8

个标本采用半定量反转录聚合酶链反应（PCR）法检测。具体

步骤如下：小鼠肺组织不断加液氮研磨成粉末状，再按1:10比
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例加Trizol，按照试剂盒说明提取RNA。取10μL制备好的RNA

模板做逆转录反应，逆转录反应体系组成：模板RNA 10μL、

Oligo（dT）引物1μL、DEPC处理水2μL、5倍buffer 4μL、

RiboLock Ribonuclease inhibitor 1μL、10mM dNTP mix 2μL、

M-MμLV 逆转录酶1μL，转录条件为43℃ 1h。NF-κB-P65引

物：上游 5’-ACG  CGG ATT CCT GTA CAC CT-3’，下游 5’- 

CAG GAG CTC CAC AGG ACA GA-3’，扩增片段长度为113bp；

GAPDH（内参照基因）引物：上游5’-AAC AGG GTG GTG GAC 

CTC AT-3’，下游5’-GGG ATA GGG CCT CTC TTG CT-3’，

扩增片段长度为100bp。定量PCR采用25μL体系，引物浓度

为250nmol/L，扩增条件为：95℃ 1min，然后95℃ 15s，60℃ 

1min，共40循环。最后进行定量分析，以目的基因与内参照基因

的比值（P）表示目的基因的表达。

7. 统计学方法 采用统计软件SPSS 13.0进行统计学描述

和分析。实验数据计量资料采用x-±s表示。多组间比较采用单

因素方差分析（One-Way ANOVA）检验。等级资料用Kruskal-

Wallis检验。以P＜0.05作为差异有统计学意义。

结果

1. 肺指数 如表1所示，湿热模型组与正常对照组比较有

显著性差异（P＜0.01），提示小鼠流感病毒性肺炎模型成功复

制。各治疗组与湿热模型组比较肺指数均有所降低。蒿芩清胆

汤组及利巴韦林组与湿热模型组比较，差异有显著统计学意义

（P＜0.01）。

2. 肺组织NF-κB mRNA表达水平 从表1可知，各组整体

比较差异有统计学意义（P=0.000）。湿热模型组NF-κB mRNA

表 达 水平较 正常对照组 升高，且 差 异显著，有统计 学意义         

（P＜0.01）；各治疗组均能下调NF-κB mRNA表达水平，与湿热

模型组比较差异有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。各中药治疗

组均值比较，拆方1组最高，蒿芩清胆汤组最低。

组从小到大排列顺序为：正常对照组＜蒿芩清胆汤组＜拆方3组

＜利巴韦林组＜拆方4组＜拆方1组、拆方2组＜湿热模型组。

讨论

NF-κB是一种重要的核内转录因子，可高效诱导多种细胞

因子如IL-1、IL-2、IFN-8、TNF-α、GCS-F等、黏附分子、趋化

因子等的表达，从而引起“炎症瀑布”效应[1]。可见，NF-κB的转移

并活化是全身炎症反应或急性肺损伤的关键发病环节之一[2]。

本实验结果显示湿热证模型组肺指数、光镜下病变程度半

定量、NF-κB mRNA表达水平均明显高于正常对照组，提示流感

病毒性肺炎造模成功。蒿芩清胆汤组在改善肺指数及肺部病理

改变、降低NF-κB mRNA表达水平方面均优于拆方组。拆方1，

即蒿芩清胆汤去青蒿、黄芩，即减弱清热祛湿力量，对小鼠肺

组织保护作用、下调NF-κB水平效果均为最差，此结果与青蒿、

黄芩为湿热证代表方蒿芩清胆汤君药，在蒿芩清胆汤治疗湿热

证的过程中发挥主要作用相符；拆方2在降低肺指数，改善肺

部病理改变方面效果较差，仅次于拆方1；拆方3，即蒿芩清胆

汤去枳壳、陈皮，下调NF-κB水平效果亦较差，仅次于拆方1，也

提示在湿热治疗中加以理气，方能达到理想效果；拆方4对肺

脏各观察指标亦有改善作用。综观全局，蒿芩清胆汤可通过抑

制NF-κB活化，从而减少其下游炎症因子分泌，截断炎症反应，

起到保护肺脏的作用。各拆方干预治疗对各指标的影响程度不

同，但效果均差于全方，说明方中各药相协为用，体现了中医方

剂组方的科学性及合理性。
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3. 光镜下病变程度半定量分析结果  从表2可看出：各组整

体比较有统计学差异（χ2=27.908，P=0.000）。正常对照组平均

秩次最低，湿热模型组最高。病变越严重则平均秩次越高，各

组别

正常对照组

湿热模型组

利巴韦林组

蒿芩清胆汤组

拆方1组

拆方2组

拆方3组

拆方4组

－

8

0

2

2

1

1

2

2

＋

0

1

3

5

2

2

4

2

＋＋

0

5

3

1

3

3

2

4

＋＋＋

0

2

0

0

2

2

0

0

平均秩

9.50

48.88

30.88

25.88

41.56

41.56

28.38

33.38

病变程度

表2 蒿芩清胆汤及拆方对小鼠病毒性肺炎病理形态学影响（n=8）

注：χ2=25.851，P=0.001。

组     别

正常对照组

湿热模型组

利巴韦林组

蒿芩清胆汤组

拆方1组

拆方2组

拆方3组

拆方4组

F值

P值

        肺指数

 0.0149±0.0030

 0.0187±0.0028▲▲

0.0156±0.0029●

 0.0151±0.0022●●

0.0180±0.0023■

 0.0179±0.0024■

0.0166±0.0026

 0.0175±0.0027

        2.448

        0.036

    NF-κB mRNA

 1.3810±0.1638

 1.8915±0.1418▲▲

1.3764±0.2168●●

 1.4106±0.8664●●

 1.6361±0.2475●

 1.4538±0.3169●●

1.5366±0.2420●●

1.4395±0.2377●●

         5.513

         0.000

表1 各组肺指数及肺组织NF-κB mRNA表达水平比较（x-±s，n=8）

注：与正常对照组比较，▲▲P<0.01；与湿热 模型组比较，         
●P<0.05，●●P<0.01；与蒿芩清胆汤组比较，■P<0.05。


