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基于甲型 H1N1 流感病毒继发金黄色葡萄球菌感染小鼠模型探究金银花
药效及作用机制  
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摘  要：目的  建立甲型 H1N1流感病毒（H1N1）继发金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus感染模型，探讨金银花水提物

（LJAE）对该模型药效及机制。方法  小鼠按体质量随机分为对照组、模型组、磷酸奥司他韦（OT，抗病毒阳性药，11 mg∙kg−1，

临床等效剂量）组、头孢克洛缓释片（CF，抗菌阳性药，106.38 mg∙kg−1，临床等效剂量）组和 LJAE低、中、高剂量（6.5、

13.0、26.0 mL∙kg−1）组，除对照组外，建立致死型 H1N1继发 S. aureus模型，连续给药 5 d，观察死亡率；除对照组外，建

立亚致死性 H1N1继发 S. aureus模型，连续给药 5 d，测定肺指数，通过实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测肺病毒量，

平板法检测肺菌量，苏木精-伊红（HE）染色观察肺损伤；瑞氏-吉姆萨染色法测定肺泡灌洗液中巨噬细胞和中性粒细胞数目；

通过 qRT-PCR 法检测肺单核细胞趋化蛋白-1（MCP-1）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、干扰素-γ（IFN-γ）、白介素-4（IL-4）、

趋化因子（C-X-C基序）配体 1（CXCL-1）mRNA表达量；ELISA法检测肺组织MCP-1、TNF-α、IFN-γ水平；流式细胞术

测定外周血 CD4+IFN-γ+（Th1）和 CD4+IL-4+（Th2）细胞比例。结果  与模型组比较，LJAE显著降低致死型 H1N1继发 S. 

aureus模型小鼠的死亡率（P＜0.05、0.01、0.001），显著降低亚致死型 H1N1继发 S. aureus模型小鼠的肺指数（P＜0.001）、

肺病毒量（P＜0.001）和肺菌量（P＜0.001），减轻肺病理损伤；LJAE显著减少肺部中性粒细胞和巨噬细胞的募集（P＜0.001），

显著降低趋化因子MCP-1和促炎细胞因子 TNF-α和 IFN-γ mRNA和蛋白的表达（P＜0.001），降低外周血单核细胞 CD4+IFN-

γ+/CD4+IL-4+（P＜0.001）。结论  LJAE具有显著的抗 H1N1继发 S. aureus感染的活性，能够通过调节过激的 Th1型免疫反

应，抑制 Th1型细胞因子MCP-1、TNF-α和 IFN-γ的释放，减轻肺部炎症细胞的过度浸润，修复 H1N1继发 S. aureus引发

的肺损伤。 
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Abstract: Objective  To establish a secondary Staphylococcus aureus (S. aureus) infection model of influenza A H1N1 virus (H1N1), 

and explore the efficacy evaluation and research of Lonicera japonica aqueous extract (LJAE) on this model. Methods  Mice were 

randomly divided into the control group, model group, oseltamivir phosphate (OT, antiviral positive drug, 11 mg∙kg−1, clinical 
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equivalent dose) group, Cefaclor Sustained-Release Tablets (CF, antibacterial positive drug, 106.38 mg∙kg−1, clinical equivalent dose) 

group and low, medium and high dose LJAE (6.5, 13.0, 26.0 mL∙kg−1) groups according to body weight. Except for the control group, 

lethal H1N1 secondary S. aureus models were established, and continuous administration was given for five days to observe the 

mortality rate. Except for the control group, sublethal H1N1 secondary S. aureus models were established, and continuous 

administration was given for five days. The lung index was measured, the lung viral load was detected by real-time fluorescence 

quantitative PCR (qRT-PCR), the lung bacterial load was detected by plate method, and lung injury was observed by hematoxylin-

eosin (HE) staining. The number of macrophages and neutrophils in the alveolar lavage fluid was determined by Wright-Giemsa 

staining. The mRNA expression levels of lung monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), tumor necrosis factor-α (TNF-α), 

interferon-γ (IFN-γ), interleukin-4 (IL-4), and chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL-1) were detected by qRT-PCR. The levels of 

MCP-1, TNF-α, and IFN-γ in lung tissue were detected by ELISA. The proportions of CD4+IFN-γ+ (Th1) and CD4+IL-4+ (Th2) cells 

in peripheral blood were determined by flow cytometry. Results  Compared with the model group, LJAE significantly reduced the 

mortality rate of mice in the lethal H1N1 secondary S. aureus model (P < 0.05, 0.01, 0.001), significantly reduced the lung index (P < 

0.001), lung viral load (P < 0.001), and lung bacterial load (P < 0.001) of mice in the sublethal H1N1 secondary S. aureus model, and 

alleviated lung injury. LJAE significantly reduced the recruitment of neutrophils and macrophages in the lungs (P < 0.001), significantly 

decreased the mRNA and protein expression of chemokine MCP-1 and pro-inflammatory cytokines TNF-α and IFN-γ (P < 0.001), and 

decreased the ratio of CD4+IFN-γ+/CD4+IL-4+ in peripheral blood mononuclear cells. Conclusion  LJAE has significant anti-H1N1 

secondary S. aureus activity, by inhibiting the excessive Th1 immune response, it inhibits the release of Th1 cytokines MCP-1, TNF-

α, and IFN-γ, reduces excessive infiltration of lung inflammatory cells, and alleviates lung injury caused by H1N1 secondary S. aureus. 

Key words: Lonicera japonica Thunb.; influenza A H1N1 virus; Staphylococcus aureus; secondary infection; macrophages; Th1/Th2 

 

甲型 H1N1 流感病毒（以下简称 H1N1）易引

起流感及传染性呼吸道疾病 [1]，其表面的抗原极

易发生变异产生新亚型，从而引起流感类疾病大

爆发[2]，H1N1感染后主要表现为高热、咳嗽、肌肉

酸痛等症状，少数伴有严重的肺炎及多种器官衰

竭，病死率较高。金黄色葡萄球菌 Staphylococcus 

aureus是临床分离率最高的革兰阳性致病菌，近年

来，由于该菌株致病力不断攀升及广泛传播使其成

为全球抗生素危机下最受关注的细菌病原之一[3]。

甲型流感造成的高死亡率与继发性细菌感染密切

相关[4-5]，有研究表明在 H1N1 感染的 2～3 d 后，

肺上皮组织受到破坏、细菌易感率增加，造成肺组

织损伤加重。 

由于细菌耐药性不断增强及病毒的高变异性，

临床亟需抗生素以外的新型治疗策略[6]。传统中药

从整体观出发，抗病毒作用机制遵循整体治疗理

念，不仅可以直接抑制或杀灭病原体，而且能够调

节免疫功能、减轻机体病理损伤[7]，具有少并发症

和低不良反应等独特优势[8]。本研究进行传统解热

抗炎类中药抗 H1N1继发 S. aureus感染模型研究。 

金银花为忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica 

Thunb.的干燥花蕾或带初开的花，具有清热解毒、

疏散风热的作用[9-10]，金银花素有“中药中的青霉

素”之称，具有显著的抗菌、抗脓毒症及抗炎活

性[11-14]，临床上常用于治疗上呼吸道感染[15]、疱

疹性咽峡炎 [16]、肺炎 [17]等热症、炎症，疗效显

著。另外，金银花具有显著的抗病毒活性，对

H1N1[18-19]、呼吸道合胞病毒[20]、新型冠状病毒[21]

等均具有预防和治疗作用。本课题组前期研究表

明，金银花具有显著的抗 H1N1[18-19]和抗 S. aureus

感染[12]活性，鉴于流感继发细菌感染造成的不良预

后与过激的炎症反应有关[22]，而金银花具有较好的

抗炎活性[23]，因此推测金银花拟通过抑制机体炎症

反应发挥治疗 H1N1继发 S. aureus感染作用。 

本研究通过建立致死/亚致死性 H1N1 继发 S. 

aureus模型，明确金银花抗 H1N1继发 S. aureus活

性，并通过实时荧光定量 PCR（（qRT-PCR）及流式

细胞术等方法探究其作用机制，旨在为中医药抗

H1N1继发 S. aureus感染的临床应用提供参考。 

1  材料 

1.1  主要仪器 

Nanodrop One型超微量分光光度计（（赛默飞世

尔科技公司）；CFX Connect 型实时荧光定量 PCR

仪、580BR 10080型 PCR扩增仪（（伯乐生命医学产

品有限公司）；R500型动物麻醉机（瑞沃德生命科

技有限公司）；BD AccuriC6 Plus流式细胞仪（（美国

BD公司）。 

1.2  药物及主要试剂 

山东省九间棚金银花种植基地中金 1号大白时

期金银花，经山东省中医药研究院林慧彬研究员鉴
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定均为忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica Thunb.的

干燥花蕾或带初开的花；磷酸奥司他韦颗粒（OT，

货号H20080763），购自宜昌东阳光长江药业股份有

限公司；头孢克洛缓释片（（CF，货号 D505714），购

自亿腾医药有限公司；Mouse肿瘤坏死因子-α（（TNF-

α）High Sensitivity ELISA Kit（（货号 A282H40237）、

Mouse干扰素-γ（（IFN-γ）High Sensitivity ELISA Kit

（货号 A280H30724）、Mouse单核细胞趋化蛋白-1

（MCP-1）ELISA Kit（货号 EK287/2-96），均购自

联科生物技术股份有限公司；Anti-Mouse IFN-γ（（货

号 F21IFNG03）、Anti-Mouse APC（（Clone:XMG1.2）

检测试剂（货号 F2100401/2）、Anti-Mouse CD4，

FITC（（Clone：GK1.5）检测试剂（（货号 F21016320）、

Anti-Mouse CD16/CD32，Purified（Clone：2.4G2）

功能抗体，均购自联科生物技术股份有限公司；白

细胞介素（（IL）-4 Monoclonal Antibody（（11B11）（货

号 12-7041-82），购自赛默飞世尔科技有限公司；佛

波酯（PMA/TPA）（货号 S1819-1 mg）、Ionomycin

（货号 S1672）、Monensin（（货号 S1753），均购自碧

云天生物技术公司；小鼠外周血淋巴细胞分离液试

剂盒（货号 P8620）、总 RNA 提取试剂盒（货号

R1200），均购自索莱宝生物技术公司；NP、β-actin、

MCP-1、TNF-α、IL-4、IFN-γ引物，均购自上海生

工生物工程（上海）股份有限公司；SYBR Green 

qPCR 试剂盒（货号 AG11701）、Rescript Ⅱ RT 

SuperMix for qPCR （ +gDNA Eraser ）（ 货 号

AG11728），均购自于 AG 公司；异氟烷（货号

20220101），购自深圳市瑞沃德生命科技有限公司；

胰蛋白胨（（酶解）（货号 LP0042B），购自赛默飞世

尔科技有限公司；酵母提取物（（货号 EZ6570515A），

购自德国 Biofroxx公司。 

1.3  实验动物 

SPF级健康雌性 ICR小鼠 126只，3～4周龄，

体质量 18～23 g，购自济南朋悦实验动物繁育有限

公司，实验动物生产许可证号 SCXK（鲁）2022-

0006。小鼠饲养于山东中医药大学抗病毒实验动物

中心 SPF 级屏障环境中，饲养环境：温度 20～

26 ℃，相对湿度 40%～70%，12 h/12 h昼夜交替。

本研究获得山东中医药大学动物伦理委员会批准，

批准号 SDUTCM20230413611。 

1.4  病毒及细菌 

H1N1（A/PR/8/34）由山东中医药大学抗病毒

实验中心惠赠；革兰阳性 S. aureus（（ATCC6538）购

自美国典型培养物保藏中心。 

2  方法 

2.1  药物制备 

金银花水提物（（LJAE）的制备：水蒸汽蒸馏提

取器中加入蒸馏水 80 ℃预热，而后加入 30 g金银

花药材，加热提取 1.5 h，分别收集芳香水（（75 mL）、

水提液，水提液滤过并用苹果酸调节 pH值至 4.3，

旋蒸浓缩至 66.67 mL，再与芳香水混合，4 ℃保存

备用。经高效液相色谱法检测，金银花中绿原酸质

量分数为 1.6%、木犀草苷质量分数为 1.3%、总酚

酸质量分数为 11.9%，均符合（ 中国药典》2020年

版相关要求。 

S. aureus菌液制备：挑取单菌落 S. aureus置于

液体培养基（（胰蛋白胨∶氯化钠∶酵母提取物∶双

蒸水＝2∶2∶1∶200）中于 37 ℃细菌培养震荡箱

中培养 24 h得到菌液，使用平板法进行菌落计数，

计数后使用磷酸盐缓冲液（PBS）调整菌液至造模

浓度。 

2.2  致死型 H1N1 继发 S. aureus 模型制备及分组

给药 

小鼠按体质量随机分为对照组、模型组、OT（（抗

病毒阳性药，11 mg∙kg−1，临床等效剂量）组、CF（（抗

菌阳性药，106.38 mg∙kg−1，临床等效剂量）组和

LJAE低、中、高剂量（6.5、13.0、26.0 mL∙kg−1）

组，根据已有研究[24]，小鼠经异氟烷麻醉后滴鼻感

染 H1N1[0.2×半数致死量（LD50）]，3 d后滴鼻感

染 S. aureus（（每只 2×105 CFU），建立致死型模型，

对照组滴鼻等体积 0.9%氯化钠溶液。于感染 S. 

aureus当天感染前 2 h ig给药，每天 1次，连续给

药 5 d，对照组和模型组 ig等体积的蒸馏水。于每

天同一时间观察记录小鼠状态、体质量、生存率，

至感染 S. aureus后 14 d。 

2.3  亚致死型 H1N1 继发 S. aureus 模型制备及分

组给药 

小鼠分组同（“2.2”项，根据已有研究[24]，小鼠

经异氟烷麻醉后滴鼻感染 H1N1（0.2×LD50），3 d

后滴鼻感染 S. aureus（每只 2×103 CFU），建立亚

致死型模型，对照组滴鼻等体积 0.9%氯化钠溶液。

于感染 S. aureus当天感染前 2 h ig给药，每天 1次，

至感染 S. aureus后第 4天。小鼠经异氟烷麻醉后，

摘眼球取血；脱颈椎处死，用 2 mL 0.9%氯化钠溶

液进行全肺灌洗，制得肺泡灌洗液用于细胞计数；

或处死后摘取肺组织，左上肺叶浸于中性多聚甲醛
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溶液中用于病理切片的制备，其他肺组织分装、经

液氮速冻后，转移至−80 ℃保存，用于后续检测。 

2.4  平板法检测肺菌量 

参考相关研究[25]，称取右上肺叶，按照 1∶10加

入 PBS研磨，并取 100 μL于 LB固体培养基（琼脂

粉-胰蛋白胨-氯化钠-酵母提取物-双蒸水＝3∶2∶

2∶1∶200）涂布，置于 37 ℃细菌培养震荡箱中培

养 24 h，计数。 

2.5  肺组织切片的制备 

对小鼠左上肺叶进行石蜡包埋、切片，常规 HE

染色，在显微镜下观察。 

2.6  中性粒细胞及巨噬细胞计数 

取不同组小鼠肺泡灌洗液滴加 10 μL 瑞氏-姬

姆萨复合染色液进行染色，晾干后置于显微镜下观

察中性粒细胞及巨噬细胞数量[26-27]。 

2.7  qRT-PCR 检测 

按照总 RNA 提取试剂盒说明书提取肺组织

RNA，利用PrimeScript RT reagent Kit逆转录总RNA

获得 cDNA样本，按照 SYBRs Premix Ex Tap TM II

说明书对 cDNA 样品进行 qRT-PCR 实验。反应条

件为：95 ℃、30 s变性；95 ℃、5 s解链，60 ℃、

30 s退火和延伸，共 40个循环。各样本的 Ct值经

内参基因 β-actin均一化处理。引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer Sequence 

基因 序列（5’→3’） 

H1N1-NP F：GTATGGACCTGCCGTAGC 

R：CGTCTACCTGCAGCCTC 

β-actin F：CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG 

R：TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG 

MCP-1 F：GCTACAAGAGGATCACCAGCAG 

R：GTCTGGACCCATTCCTTCTTGG 

TNF-α F：TGTAGCCCACGTCGTAGC 

R：TTGAGATCCATGCCGTTG 

IFN-γ F：ATCTGGAGGAACTGGCAAAA 

R：TTCAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG 

CXCL-1 F：ACTCAAGAATGGTCGCGAG 

R：CTGCCATCAGAGCAGTCTGT 

IL-4 F：ATCATCGGCATTTTGAACGAGGTC 

R：ACCTTGGAAGCCCTACAGACGA 

2.8  ELISA 法检测肺组织 MCP-1、TNF-α、IFN-γ

水平 

取小鼠肺组织按 1∶10加入 PBS进行匀浆，按

照 ELISA 试剂盒要求测定 IFN-γ、MCP-1、TNF-α

水平。 

2.9  流式细胞术检测外周血 CD4+IFN-γ+（Th1）/ 

CD4+IL-4+（Th2）细胞比例 

应用外周血淋巴细胞分离液试剂盒从血液中

分离得到外周血单个核细胞（PBMC）。加入 PMA

（终质量浓度 50 ng·mL−1）、离子霉素（（终质量浓度

1.3 μg·mL−1）和莫能菌素（（终质量浓度 1.4 μg·mL−1）

于培养箱中刺激培养 4 h。经 FC Block封闭细胞表

面 Fc 段受体后，加入 CD4-FITC 抗体进行表面染

色，染色缓冲液清洗并加入 4%多聚甲醛固定液固

定细胞。免疫染色通透液重悬细胞进行穿膜，加入

IFN-γ-APC抗体、IL-4-PE抗体进行胞内染色。染色

缓冲液重悬细胞过筛后上机检测。 

2.10  统计学方法 

采用 SPSS 26.0 统计软件进行分析，采用

GraphPad Prism 9.0进行作图。以 x s 表示，两组

间比较，服从正态分布采用方差分析，方差齐用

LSD检验，方差不齐用 Dunett's T3检验；不服从

正态分布用秩和检验，生存率采用 Log rank test

分析。 

3  结果 

3.1  LJAE 降低致死型 H1N1 继发 S. aureus 模型

的死亡率 

在致死型 H1N1继发 S. aureus模型中（图 1），

模型组小鼠在继发 S. aureus感染后第 3天，出现了

体质量下降、少动和呼吸急促等症状，死亡高峰期

出现在继发 S. aureus 感染后第 5～8 天，死亡率

100%。与模型组比较，LJAE高剂量组的症状减轻，

体质量虽有下降但无死亡，死亡率显著降低（P＜

0.001）；LJAE中剂量组小鼠症状有所改善，但仍可

观察到明显体质量下降和少动，死亡率显著降低，

为 16.7%（（P＜0.01）；LJAE低剂量组小鼠症状与模

型组差异不大，死亡率明显降低，为 33.3%（P＜

0.05）。OP 组体质量降低较对照组减少，且体表症

状轻微，无死亡；CF组小鼠症状较模型组有所改善

但体质量仍下降明显，死亡率显著降低，为 16.7%

（P＜0.01）。结果表明 LJAE 对致死型 H1N1 继发

S. aureus模型小鼠具有保护作用，可明显降低小鼠

死亡率，延长生存时间，提高生存质量。 

3.2  LJAE 降低亚致死型 H1N1 继发 S. aureus 肺

病毒量和肺菌量 

测定亚致死型H1N1继发 S. aureus模型小鼠的

肺指数，结果如图 2-A所示，与对照组比较，模型 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较： *P＜0.05  **P＜0.01  

***P＜0.001。 

###P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs 

model group. 

图 1  LJAE 降低致死型 H1N1 继发 S. aureus 模型的死亡

率 (n＝6) 

Fig. 1  Reduce of LJAE on mortality in lethal secondary S. 

aureus model of H1N1 (n＝6) 

组小鼠肺指数显著升高（（P＜0.001）；与模型组比较，

LJAE 低、中、高剂量组肺指数均显著降低（P＜

0.001）。LJAE高剂量组肺指数与 OT组相比无显著

性差异，较 CF组下降。 

qRT-PCR检测结果表明（（图 2-B），与对照组比

较，模型组小鼠肺病毒量显著升高（（P＜0.001）；与

模型组比较，LJAE中、高剂量组的肺病毒量显著降

低（P＜0.001）。LJAE高剂量组肺病毒量与 OT组

相比无显著性差异，较 CF组下降。 

平板法检测肺菌量表明（（图 2-C、D），与对照

组相比，模型组肺菌量显著增多（（P＜0.001）；与模

型组相比，LJAE低、中、高剂量组肺菌量均显著下

降（P＜0.001）。LJAE 高剂量组肺菌量与 OT、CF

组相比无显著性差异。 

 

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

###P < 0.01 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group. 

图 2  LJAE 对亚致死型 H1N1 继发 S. aureus 感染小鼠肺指数 (A)、肺病毒量 (B) 和肺菌量 (C、D) 的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 2  Effect of LJAE on lung index (A), lung viral load (B), and lung bacterial load (C and D) in mice with sublethal type 

secondary S. aureus infection caused by H1N1 ( x±s，n＝6) 
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3.3  LJAE 减轻亚致死型 H1N1 继发 S. aureus 模

型小鼠肺损伤 

病理切片显示（（图 3），对照组肺各级支气管结

构完整清晰，支气管上皮细胞及肺泡上皮细胞形态

正常；模型组、CF组、LJAE低剂量组肺组织大片

实质化，其间可见明显纤维组织增生，肺泡上皮细

胞增多，局部肺泡上皮细胞变性坏死，肺泡腔和肺

间质内有大量炎性细胞浸润，以核圆深染的淋巴细

胞和杆状分叶的中性粒细胞为主；LJAE 中剂量组

肺组织实质化有所改善，但局部肺泡上皮细胞仍有

增多；LJAE高剂量组见少量炎性细胞浸润，肺泡上

皮细胞变性坏死显著减少，肺组织形态改变与 OP

组相近。 

药效学结果表明，致死型 H1N1继发 S. aureus

感染模型中小鼠生存率低，亚致死型 H1N1继发 S. 

aureus感染模型导致肺组织大片实质化、肺损伤严

重；LJAE可显著降低 H1N1继发 S. aureus感染的

死亡率，降低肺病毒量和肺菌量，改善肺组织损伤，

具有显著抗 H1N1 继发 S. aureus 感染的活性，抗

菌、抗病毒活性，且作用呈剂量相关性。故本研究

选择 LJAE 高剂量组为最佳给药剂量进行后续

H1N1继发 S. aureus感染模型研究。 

 

图 3  LJAE 对亚致死型 H1N1 继发 S. aureus 感染小鼠肺损伤的影响 (×400) 

Fig. 3  Effect of LJAE on lung injury in mice with sublethal type secondary S. aureus infection induced by H1N1 (×400) 

3.4  LJAE对肺部中性粒细胞和巨噬细胞的募集及

TNF-α、IFN-γ、MCP-1、IFN-γ/IL-4 表达的影响 

研究表明，H1N1 继发 S.aureus 感染会引发肺

组织中炎性细胞的大量浸润[28-29]，本实验通过瑞

氏-姬姆萨染色法对小鼠肺泡灌洗液中巨噬细胞和

中性粒细胞进行计数。结果表明（（图 4），与对照组

相比，模型组小鼠肺泡灌洗液中巨噬细胞和中性粒

细胞数目均显著性增加（（P＜0.001）。与模型组相比，

LJAE 高剂量组巨噬细胞和中性粒细胞数目均显著

性降低（P＜0.001），且较 OT组更低，与 CF组无

显著性差异。 

本实验同时检测了小鼠肺组织中单核细胞趋

化因子 MCP-1 和中性粒细胞趋化因子 CXCL-1 的

表达情况。qRT-PCR及 ELISA检测表明，相较于对

照组，模型组 MCP-1 表达显著升高（P＜0.001）；

相较于模型组，LJAE高剂量组MCP-1表达显著降

低（P＜0.001），且与 OT组无显著差异，较 CF组

降低。 

qRT-PCR检测结果表明，相较于对照组，模型

组 CXCL-1 mRNA表达显著升高（（P＜0.001）；LJAE

高剂量组 CXCL-1 mRNA表达较模型组降低，但无

显著性差异。 

TNF-α是导致急性肺损伤的关键细胞因子，主

要由活化的巨噬细胞及中性粒细胞产生。qRT-PCR

及 ELISA 检测结果表明，相较于对照组，模型组

TNF-α表达显著升高（P＜0.001）。相较于模型组，

LJAE高剂量组 TNF-α表达显著降低（P＜0.001），

且与 OT、CF组无显著差异。 

IFN-γ 是重要的抗病毒细胞因子，通过激活巨

噬细胞和直接抑制病毒复制增强机体的抗病毒能

力 [30]，IFN-γ 可以通过抑制 Th2 型细胞反应使

Th1/Th2的平衡移向 Th1型细胞反应，从而发挥抗 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  ***P＜0.001。 

###P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  ***P < 0.001 vs model group. 

图 4  LJAE 对亚致死型 H1N1 继发 S. aureus 感染模型小鼠肺泡灌洗液中巨噬细胞、中性粒细胞及肺组织中 MCP-1、

CXCL-1、TNF-α、IFN-γ、IL-4 及 IFN-γ/IL-4 表达的影响 ( x±s，n＝6) 

Fig. 4  Effects of LJAE on neutrophils and macrophages in alveolar lavage, and MCP-1、CXCL-1、TNF-α、IFN-γ、IL-4 

and IFN-γ/IL-4 expression in lung tissue of mice with sublethal secondary S. aureus infection and H1N1 ( x±s，n＝6) 

肺组织纤维化作用[31]。qRT-PCR及 ELISA检测表

明，相较于对照组，模型组 IFN-γ 表达显著升高

（P＜0.001）；相较于模型组，LJAE高剂量组 IFN-

γ表达显著降低（P＜0.001），且与 OT组无显著差

异，较 CF组降低（P＜0.001）。 

鉴于 TNF-α、IFN-γ均为 Th1细胞分泌的细胞

因子[32]，推测 LJAE可能具有调节因 H1N1继发 S. 

aureus感染造成的 Th1/Th2失衡的潜力。本实验检

测了 Th2 型细胞因子 IL-4 的表达，qRT-PCR 检测

结果表明，与模型组比较，LJAE组 IL-4 mRNA表

达显著升高（（P＜0.05）。相较于对照组，模型组 IFN-

γ/IL-4 mRNA相对表达量显著升高（（P＜0.001）；相

较于模型组，LJAE 高剂量组 IFN-γ/IL-4 mRNA 相

对表达量显著降低（（P＜0.001），且与 OT组无显著

差异，较 CF 组降低。鉴于 LJAE 高剂量组能够有

效降低 TNF-α、IFN-γ、MCP-1的表达，减少肺部

中性粒细胞和巨噬细胞的募集，有效降低了 IFN-

γ/IL-4 mRNA相对表达量，认为金银花在发挥抗病

毒和抗菌活性的同时表现出了显著的抗炎活性。 

3.5  LJAE 降低亚致死型 H1N1 继发 S. aureus 感染

小鼠模型外周血单核细胞 CD4+IFN-γ+/CD4+IL-4+ 

为进一步确定 LJAE对 H1N1继发 S.aureus感

染引发的 Th1/Th2失衡的影响，采用流式细胞术测

定外周血 CD4+IFN-γ+（Th1）和 CD4+IL-4+（Th2）

细胞的百分比例（图 5）。结果表明，与对照组相比，

模型组 CD4+IFN-γ+/CD4+IL-4+显著升高（P＜0.001）， 
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与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001。 

###P < 0.01 vs control group; ***P < 0.001 vs model group. 

图 5  外周血 CD4+ IFN-γ+和 CD4+ IL-4+细胞的百分比( x±s，n＝6) 

Fig. 5  Percentage of CD4+ IFN-γ+ and CD4+ IL-4+ cells in peripheral blood ( x±s，n＝6) 

提示 H1N1 继发 S. aureus 感染使 Th1/Th2 平衡向

Th1偏移。与模型组相比，LJAE高剂量组 CD4+IFN-

γ+/CD4+IL-4+显著降低（P＜0.001），且与 OT、CF

组无显著性差异。结果表明 LJAE 的抗炎活性可能

与纠正H1N1继发 S. aureus感染造成的 Th1/Th2失

衡，抑制过激的 Th1型反应有关。 

4  讨论 

H1N1 是一种具有高度传染性的病原体，易引

发急性呼吸道感染，原发性 H1N1感染后首先破坏

肺上皮组织的完整性，造成肺上皮组织损伤并降低

肺上皮细胞修复能力，从而导致肺部整体结构遭到

破环，并增加了细菌的易感性[32]。与本研究不同是，

王剑等[33]研究发现 S. aureus 致敏可以显著减轻流

感病毒感染导致的肺脏免疫损伤，而 Kudva等[34]研

究发现相较于单独感染 S. aureus的小鼠而言，同时

感染甲型流感病毒和 S. aureus的小鼠肺部负担和死

亡率增加，这与本研究的构建继发感染模型的目的

与实际情况相符。在机体免疫方面，H1N1 入侵肺

组织过度激活炎症信号通路使大量免疫细胞募集，

从而产生过度炎症反应，引起以 TNF-α、IFN-γ 为

代表的促炎细胞因子异常表达，引起局部炎症风

暴，进一步加重肺组织器官损伤[35]。H1N1 侵入机

体后，自然杀伤（（NK）细胞、巨噬细胞等非特异性

免疫细胞通过模式识别受体监视被病毒感染的靶

细胞，并传递抗病毒信号[28-29]。S. aureus为重症肺

炎常见感染细菌类型，此病菌致病能力强，耐药性

高，早期识别 S. aureus能有效指导临床治疗并降低

重症肺炎患者的病死风险[36]。H1N1继发 S. aureus

感染会引起坏死性支气管炎、肺炎等严重疾病，引

发严重的并发症甚至引起死亡[37]。研究发现 LJAE

可显著降低 H1N1继发 S.aureus感染的死亡率，其

中 LJAE 高剂量组死亡率最低，且 LJAE 高剂量组

小鼠肺组织中肺病毒量、肺菌量相较于模型组下降

最多，肺病毒量下降趋势与 OT组无差异，肺菌量

下降趋势与 CF 组无差异，且 LJAE 高剂量组肺组

织结构清晰、无明显病变，炎性细胞浸润程度趋近

于 OT组及对照组，因此在 H1N1继发 S. aureus感

染后，施以 26 mL∙kg−1 LJAE干预，能够有效发挥

其抑菌、抗病毒的药理活性。 

炎症反应是由机体对病毒或细菌的致病相关

分子模式（（PAMPs）的识别所介导的[38]。当侵入性

病原体侵袭机体时，PAMPs 和损伤相关分子模式

（DAMP）可与这些细胞群上的模式识别受体

（PRR）结合，PRR的连接导致细胞信号传导途径

的激活及可溶性干扰素（（IFN）的产生[39]。H1N1继

发 S. aureus感染时分泌产生促炎细胞因子和趋化因

子，如 IFN-γ、TNF-α、MCP-1等，促炎细胞因子和

趋化因子的诱导产生又与（“细胞因子风暴”的诱导

有关[28-29]，（“细胞因子风暴”的产生导致机体产生炎

性免疫应答，同时这些因子又通过募集天然免疫细

胞从而抵抗 H1N1 继发 S. aureus 感染。此外 H1N1

继发S. aureus感染后会引发机体产生过度炎症反应，

首先机体在肺部募集的大量中性粒细胞、单核-巨噬

细胞造成肺部炎性细胞过度浸润，同时分泌大量
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MCP-1、TNF-α、IFN-γ等促炎因子、趋化因子，从

而导致炎性反应加重。Liu 等[40]研究发现 S. aureus

侵入肺部巨噬细胞诱导 TNF-α促炎因子产生进而

导致巨噬细胞坏死性凋亡，与本研究相似。本研

究发现 H1N1继发 S. aureus感染后，小鼠肺组织

内 TNF-α、IFN-γ、MCP-1因子异常表达，在给予

26 mL∙kg−1 LJAE 干预后，显著性降低了肺组织内

TNF-α、IFN-γ、MCP-1的表达，同时降低 IFN-γ/IL-

4 mRNA表达相对表达量，减少了肺部中性粒细胞

和巨噬细胞的募集，改善了小鼠肺部炎症细胞浸

润，抑制了由于 H1N1继发 S. aureus感染引起的机

体过度炎症反应。证实 LJAE 可以通过调控促炎因

子、趋化因子的表达，抑制机体局部炎症反应的发

生，从而发挥治疗 H1N1继发 S. aureus感染的作用。 

肖文艳等[41]研究发现小鼠感染 S. aureus 后刺

激巨噬细胞活化 JNK 信号通路，继而能够影响

Th1/Th2 型细胞因子的表达，任亮等[42]研究发现清

营解表合剂通过调节流感病毒感染小鼠外周血 Th

型细胞因子的表达水平，恢复机体的抗感染免疫平

衡，提高机体免疫功能，以防治流感病毒感染。且

Th1/Th2 失衡与炎症的形成和各种免疫疾病的发生

有关[43-44]，Th1 细胞在抵抗病毒感染中尤为重要，

通过产生 IFN-γ等细胞因子，激活巨噬细胞，增强

细胞毒性 T 细胞的功能，鉴于 TNF-α 和 IFN-γ 是

Th1型细胞因子，推测 LJAE调控了 Th1/Th2平衡。

本研究发现，H1N1继发 S. aureus感染可使外周血

单 核 细 胞 CD4+IFN-γ+ 细 胞 增 多 ， CD4+IFN-

γ+/CD4+IL-4+细胞比例升高。金银花治疗后

CD4+IFN-γ+细胞减少，CD4+IFN-γ+/CD4+IL-4+细胞

比例降低。证实 LJAE能够通过纠正 Th1/Th2向Th1

偏移，避免过度的 Th1型免疫反应，降低 Th1型细

胞因子 TNF-α和 IFN-γ释放，从而减轻 H1N1继发

S. aureus感染导致的肺损伤。 

本研究证实H1N1继发 S. aureus感染模型会导

致病死率增加、肺病毒量及肺菌量增加、肺部炎症

细胞增多从而导致严重肺部损伤。而 LJAE在体内

具有显著的抗 H1N1继发 S. aureus感染活性，能够

降低感染小鼠肺组织病毒量、死亡率，改善肺部炎

症。并且 LJAE可能通过纠正 Th1/Th2向 Th1偏移，

避免了过度的 Th1型免疫反应，降低了 Th1型细胞

因子 TNF-α和 IFN-γ的释放，从而减轻机体炎症反

应。这些发现为金银花作为一种有效的抗病毒继发

细菌感染药物提供了参考，为我国新发、突发传染

病的防治提供有效支撑，为中药解表抗病毒类药物

抗 H1N1继发 S. aureus感染提供研究思路，为未来

防控病毒风险储备候选中药，同时为推进中药现代

化的进程提供实验参考。 
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