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清肺口服液黄酮类成分对呼吸道合胞病毒感染小鼠坏死性凋亡的影响  
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摘  要：目的  研究清肺口服液黄酮类成分对呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial virus，RSV）感染小鼠坏死性凋亡的影

响。方法  将 BALB/c 小鼠随机分为对照组、模型组及黄酮类成分低、高剂量（30、60 mg/kg）组和利巴韦林（46 mg/kg）

组，建立 RSV 感染的小鼠模型，给药 4 d 后，苏木素-伊红（HE）染色法观察肺组织病理学变化；qRT-PCR 检测肺组织中白

细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和 RSV-F mRNA 表达；流式细胞术检

测肺组织细胞坏死性凋亡率；ELISA 法检测小鼠肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）中乳酸脱氢酶（lactate 

dehydrogenase，LDH）和高迁移率族蛋白 B1（high mobility group protein B1，HMGB1）水平；Western blotting 检测肺组织

受体相互作用蛋白激酶 1（receptor-interacting protein 1，RIP1）、RIP3、混合系列蛋白激酶样结构域（mixed lineage kinase 

domain-like，MLKL）、磷酸甘油酸变位酶 5（phosphoglycerate mutase 5，PGAM5）、动力相关蛋白 1（dynamin-related protein 

1，DRP1）蛋白表达；免疫荧光检测肺组织 RIP1 和 RIP3 的共定位以及 p-MLKL 与上皮细胞的共定位。结果  与模型组相

比，黄酮类成分组小鼠肺组织病理损伤减轻；肺组织中 IL-6、TNF-α 和 RSV-F mRNA 表达水平降低（P＜0.05、0.01）；肺组

织细胞坏死性凋亡率下降（P＜0.05、0.01）；BALF 中 HMGB1 和 LDH 水平降低（P＜0.05、0.01）；肺组织 RIP1、RIP3、

MLKL、PGAM5、DRP1 蛋白表达水平均显著降低（P＜0.05、0.01）；肺组织 RIP1/RIP3 坏死复合物的形成减少，肺上皮细

胞中 p-MLKL 的荧光表达降低。结论  清肺口服液黄酮类成分可能通过调节 RIP1/RIP3/ MLKL/PGAM5/DRP1 信号通路，抑

制坏死性凋亡，改善 RSV 感染的小鼠肺部炎症损伤。 
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Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on necroptosis in RSV-infected mice 
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Abstract: Objective  To explore the effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid (清肺口服液) on necroptosis in respiratory syncytial 

virus (RSV)-infected mice. Methods  BALB/c mice were randomly divided into control group, model group, flavonoids low-, high-

dose (30, 60 mg/kg) groups and ribavirin (46 mg/kg) group. RSV-infected mice model was established. After continuous administration 

for 4 d, HE staining was used to observe the pathological changes of lung tissue; qRT-PCR was used to detect interleukin-6 (IL-6), 

tumor necrosis factor-α (TNF-α) and RSV-F mRNA expressions in lung tissue; Flow cytometry was used to detect necroptosis rate of 

lung tissue cell; ELISA assay was used to detect lactate dehydrogenase (LDH) and high mobility group protein B1 (HMGB1) levels in 

bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of mice; Western blotting was used to detect protein expressions of receptor-interacting protein 

1 (RIP1), RIP3, mixed lineage kinase domain-like (MLKL), phosphoglycerate mutase 5 (PGAM5), dynamin-related protein 1 (DRP1) 

in lung tissue; Immunofluorescence was used to detect the co-localization of RIP1 and RIP3, co-localization of p-MLKL with epithelial 

cells. Results  Compared with model group, pathological damage of lung tissue in flavonoids group was alleviated; IL-6, TNF-α and 

RSV-F mRNA expressions in lung tissue were decreased (P < 0.05, 0.01); Necroptosis rate of lung tissue cells was decreased (P < 0.05, 

0.01); HMGB1 and LDH levels in BALF were decreased (P < 0.05, 0.01); RIP1, RIP3, MLKL, PGAM5 and DRP1 protein expressions 
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in lung tissue were decreased (P < 0.05, 0.01); Formation of RIP1/RIP3 necrotic complex in lung tissue was decreased, fluorescence 

expression of p-MLKL in lung epithelial cells was decreased. Conclusion  Flavonoids in Qingfei Oral Liquid may inhibit necroptosis 

by regulating RIP1/RIP3/MLKL/PGAM5/DRP1 signaling pathway, and improve lung inflammation in RSV-infected mice. 

Key words: Qingfei Oral Liquid; flavonoids; respiratory syncytial virus; necroptosis; receptor-interacting protein 1; receptor-

interacting protein 3; mixed lineage kinase domain like pseudokinase; phosphoglycerate mutase 5; dynamin-related protein 1 

呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial virus，

RSV）是全球婴幼儿、老年人和免疫功能低下人群

病毒性肺炎最常见的病原体之一。据估计，RSV 感

染每年导致超过 300 万人住院和近 6 万人死亡，主

要发生在发展中国家[1]。婴幼儿早期 RSV 感染还与

随后发生反复喘息及哮喘的风险密切相关[2]。目前

RSV 感染的防治方式有限，尚无安全有效的抗病毒

药物及批准用于临床的疫苗[3]。 

细胞凋亡并不能引起或加重炎症反应，而坏死

则会释放过多的细胞因子和趋化因子，进一步放大

炎症风暴和肺损伤。坏死性凋亡是近年来发现的一

种不依赖于半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（cystein-

asparate protease，Caspase）活化的新型细胞程序性坏

死，它具有典型的坏死样形态：细胞体积增大，细

胞器肿胀，细胞膜穿孔，之后为细胞崩解，内容物

释放，导致大量的炎症细胞浸润和激活[4]。越来越

多研究表明，坏死性凋亡在 RSV 的发病机制中扮演

着重要的角色，抑制坏死性凋亡不仅能降低 RSV 感

染小鼠肺部病毒载量，还能减轻肺部炎症[5]。因此，

靶向坏死性凋亡可能是防治 RSV 感染的新方向。 

RSV 肺炎可归属于中医儿科学“肺炎喘嗽”的

范畴，急性期以痰热闭肺证最为多见[6]。全国名中

医汪受传教授结合其证候特点，在经方麻杏石甘汤

基础上，加宣肺止咳之前胡，肃肺平喘之桑白皮，

泻肺涤痰之葶苈子，解毒活血之虎杖等，组方制成

以开肺化痰、解毒活血为主要功效的清肺口服液[7]。

清肺口服液临床运用多年，随机对照试验证实其治

疗 RSV 肺炎安全有效[8]。本课题组前期研究发现，

黄酮类成分是清肺口服液的主要药效物质，能够显

著抑制 RSV 复制，减轻肺组织的病理损伤[9]，但对

坏死性凋亡的调控作用还尚未可知。因此本研究建

立 RSV 感染小鼠模型，探究清肺口服液黄酮类成分

抑制坏死性凋亡的作用机制，也为清肺口服液的推

广应用提供理论依据。 

1  材料 

1.1  病毒 

RSV A2 型 long 株，购自中国典型培养物保藏

中心，RSV 在 Hep-2 细胞上扩增，收集病毒备用。 

1.2  动物 

SPF 级雌性 BALB/c 小鼠，6～8 周龄，体质量

18～20 g，购自 SIPEIFU 生物科技有限公司，合格

证号 SCXK（京）2019-0010。动物于室温（23±2）℃，

相对湿度 40%～70%，昼夜交替照明的环境中饲养，

自由进食饮水。动物实验经南京中医药大学实验动

物伦理委员会批准（批准号 201805A019）。 

1.3  药品与试剂 

清肺口服液按原比例配制：炙麻黄 4 g，生石膏

24 g，杏仁 10 g，桑白皮 10 g，葶苈子 6 g，紫花前

胡 10 g，虎杖 12 g，拳参 12 g，制僵蚕 6 g，丹参 6 g，

以上药材由江苏省中医院提供，经南京中医药大学

中药鉴定教研室刘圣金副教授鉴定均符合《中国药

典》2020 年版规定。取药材 5 kg 粉碎，加 12 倍量

85%乙醇回流提取 3 次，每次 1.5 h，滤过，滤液合

并，减压浓缩、冷冻干燥，获得冻干粉 600 g，经聚

酰胺树脂纯化后，减压浓缩、冷冻干燥获得黄酮类

成分冻干粉，转移率为 78.7%，并采用UPLC-MS/MS

技术，定量检测出儿茶素、木犀草素等 26 种黄酮类

化合物[10]。 

利巴韦林购自源叶生物有限公司；苏木素-伊红

（HE）染料购自美国 Sigma 公司；RIPA 裂解液、蛋

白酶和磷酸酶抑制剂混合液、Tris-Glycine SDS 电泳

缓冲液、快速转膜液购自苏州新赛美公司；SDS-

PAGE 凝胶配制试剂盒购自上海碧云天公司；

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix、HiScript 

Ⅲ RT SuperMix for qPCR、细胞/组织 RNA 提取试

剂盒、Annexin V-FITC/碘化丙啶（PI）试剂盒购自

南 京 诺 唯 赞 公 司 ； 乳 酸 脱 氢 酶 （ lactate 

dehydrogenase，LDH）ELISA 试剂盒、高迁移率族

蛋白 B1（high mobility group protein B1，HMGB1）

ELISA 试剂盒购自南京谨庭公司；受体相互作用蛋

白 1（receptor-interacting protein 1，RIP1）抗体购自

美国 CST 公司；RIP3、磷酸甘油酸变位酶 5

（phosphoglycerate mutase 5，PGAM5）抗体购自

Abmart 公司；混合系列蛋白激酶样结构域（mixed 

lineage kinase domain-like，MLKL）抗体、动力相关

蛋白 1（dynamin-related protein 1，DRP1）抗体、钙
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黏蛋白 E（E-cadherin）抗体购自 Proteintech 公司；

p-MLKL 抗体购自英国 Abcam 公司；甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，

GAPDH）抗体、HRP 标记的羊抗兔 IgG 抗体、HRP

标记的羊抗鼠 IgG 抗体购自 Affinity 公司。 

1.4  仪器 

蛋白核酸分析仪（德国 Eppendorf 公司）；Quant 

Studio 7 Flex PCR System（Life technologies 公司）；

化学发光成像仪（Bio-Rad 公司）；流式细胞仪（BD

公司）；酶标仪（Tecan 公司）；光学显微镜、荧光显

微镜（Carl Zeiss 公司）。 

2  方法 

2.1  模型的建立和给药 

将小鼠随机分为对照组、模型组及黄酮类成分

低、高剂量（30、60 mg/kg/d）组和利巴韦林（46 

mg/kg）组，每组 6 只。小鼠适应性饲养 1 周后，按

照本课题组前期已建立的造模方法[10]，除对照组

外，其余小鼠于实验第 0 天，在异氟烷麻醉状态下

予滴度为 1×107 PFU/mL 的 RSV 病毒液 80 μL 滴

鼻。小鼠感染后，各给药组 ig 溶于 0.5%羧甲基纤

维素钠（CMC-Na）的相应药物，对照组和模型组 ig 

0.5% CMC-Na，1 次/d，连续 4 d。末次给药后禁食

不禁水，次日处死小鼠，取样备用。 

2.2  肺组织 HE 染色 

取各组小鼠肺组织，于 4%多聚甲醛中固定 24 h，

石蜡包埋、切片、脱蜡，进行 HE 染色，于光学显

微镜下观察肺组织炎症情况。 

2.3  qRT-PCR 检 测 肺 组 织 白 细 胞 介 素 -6

（ interleukin-6，IL-6）、肿瘤坏死因子-α（tumor 

necrosis factor-α，TNF-α）和 RSV-F mRNA 表达 

取各组小鼠肺组织，按照 RNA 提取试剂盒说

明书提取 RNA。使用蛋白核酸分析仪测定 RNA 浓

度，根据 HiScript III RT SuperMix for qPCR 的说明，

依次进行基因组 DNA 去除、配制逆转录反应体系，

加热得到 cDNA。按照ChamQ Universal SYBR qPCR 

Master Mix 说明配制体系，加样上机，使用

QuantStudio 7 Flex 系统进行扩增，数据采用 2−ΔΔCt

法进行计算分析，以 β-actin 为内参进行标准化，相

关基因的引物序列见表 1。 

2.4  流式细胞仪检测肺组织坏死性凋亡情况 

取各组小鼠肺组织，制备肺组织单细胞悬液，

使用 Annexin V-FITC/PI 试剂盒检测细胞死亡形式，

右上象限 Annexin V（＋）和 PI（＋）双阳性被定 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 引物序列 (5’-3’) 

β-actin F: GTATCCTGACCCTGAAGTACC 

 R: TGAAGGTCTCAAACATGATCT 

IL-6 F: CTCCCAACAGACCTGTCTATAC 

 R: CCATTGCACAACTCTTTTCTCA 

TNF-α F: ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC 

 R: GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA 

RSV-F F: TGAAAGTCCACCTCCTTACAGA 

 R: CCGGATAAAAAGAGTACGCTGG 

义为坏死性凋亡。 

2.5  ELISA 检测肺泡灌洗液（bronchoalveolar 

lavage fluid，BALF）中 LDH 和 HMGB1 水平 

取各组小鼠 BALF，按照 ELISA 试剂盒说明书

测定 LDH 和 HMGB1 水平。 

2.6  Western blotting 检测肺组织 RIP1、RIP3、

MLKL、PGAM5 和 DRP1 蛋白表达 

取各组小鼠肺组织 20 mg，加入 200 μL RIPA 裂

解液和 20 μL 蛋白酶和磷酸酶抑制剂混合液混匀，

研磨组织匀浆，提取肺组织的总蛋白，使用 BCA 蛋

白定量试剂盒测定蛋白浓度，等量蛋白加样，依次

进行电泳、转膜、封闭。分别加入 RIP1 抗体（1∶

1000）、RIP3 抗体（1∶1000）、MLKL 抗体（1∶

1000）、PGAM5 抗体（1∶1000）、DRP1 抗体（1∶

1000）和 GAPDH 抗体（1∶3000），4 ℃孵育过夜；

洗涤后，加入相应二抗室温孵育 1 h，使用 ECL 发

光液对目的条带进行成像与分析。 

2.7  免疫荧光检测肺组织 RIP1、RIP3、p-MLKL

和 E-cadherin 蛋白表达 

取各组小鼠肺组织石蜡切片，依次脱蜡、抗原

修复、封闭；分别加入 RIP1 抗体（1∶200）、RIP3

抗体（1∶200）、p-MLKL 抗体（1∶200）和 E-cadherin

抗体（1∶200），4 ℃孵育过夜；PBS 清洗后，滴加

荧光标记的二抗，室温避光孵育 1 h，PBS 清洗后，

DAPI 染核；用抗荧光淬灭剂封片，于荧光显微镜下

观察并拍照。 

2.8  统计分析 

采用 Graphpad Prism 8 软件进行统计分析和作

图，结果以 x s 表示，组间比较采用单因素方差分

析（One-Way ANOVA）和 Tukey 检验。 

3  结果 

3.1  小鼠一般情况和体质量变化 

对照组小鼠精神、毛发和活动程度等无明显异

常变化。RSV 感染小鼠出现饮水进食减少、蜷缩少
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动、擞毛等现象，而给药组小鼠的精神状态、毛发

和食量均逐渐恢复，其中以黄酮类成分高剂量组恢

复最好。RSV 造模后每天监测小鼠体质量，如图 1

所示，除对照组外，其余各组小鼠的体质量均明显

降低，提示模型制备成功。小鼠在造模后第 1 天体

质量最低（P＜0.01），给药后略有促进体质量恢复

趋势，但无统计学意义。 

3.2  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺

部炎症和病毒复制的影响 

HE 染色用于评估清肺口服液黄酮类成分对

RSV 感染小鼠肺组织病理的影响，如图 2-A 所示，

与对照组相比，RSV 感染的小鼠肺组织充血、水肿，

可见明显的炎症细胞浸润；而黄酮类成分及利巴韦

林均能明显改善上述病理特征，且黄酮类成分高剂

量组疗效优于利巴韦林。 

IL-6 和 TNF-α 是重要的促炎介质，能促进 RSV

诱导的肺部炎症进展[11]。因此使用 qRT-PCR 检测了

肺组织中上述炎症因子的表达水平，如图 2-B、C 所

示，模型组肺组织 IL-6 和 TNF-α mRNA 表达水平

较对照组显著升高（P＜0.01），而不同剂量的黄酮

类成分均能有效降低上述炎症因子 mRNA 表达水

平（P＜0.05、0.01），提示黄酮类成分有较好的抗炎

作用。RSV 感染后，小鼠肺组织中可以检测到特异

性核酸，与模型组相比，不同剂量的黄酮类成分均

可抑制 RSV-F 的 mRNA 表达水平（图 2-D，P＜

0.05、0.01）。以上结果表明，清肺口服液黄酮类成

分能够改善 RSV 感染小鼠肺组织病理损伤，减轻肺

部炎症，抑制病毒复制。

 

A-小鼠体质量连续变化  B-第 1 天各组小鼠体质量  Fla-黄酮类成分  与对照组比较：##P＜0.01 

A-continuous changes in body weight of mice  B-body weight of mice in each group on day 1  Fla-flavonoids  ##P < 0.01 vs control group 

图 1  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠体质量的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on body weight of RSV-infected mice ( x s , n = 6) 

 

与对照组比较：##P＜0.01；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下图同 

##P < 0.01 vs control group; *P < 0.05  **P < 0.01 vs model group, same as below figures 

图 2  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺组织病理 (A) 以及肺组织 IL-6 (B)、TNF-α (C) 和 RSV-F (D) mRNA 表

达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on lung histopathology (A) and mRNA levels of IL-6 (B), TNF-α (C), RSV-F (D) 

in lung tissue of RSV-infected mice ( x s , n = 6) 
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3.3  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺

组织坏死性凋亡的影响 

坏死性凋亡是 RSV 感染中常见的细胞死亡方

式之一。使用 Annexin V/PI 染料标记肺组织单细胞

混悬液，如图 3-A、B 所示，RSV 可以显著增加

Annexin V 和 PI 双阳性率（P＜0.01），提示 RSV 感

染增加了肺组织细胞的坏死性凋亡，而黄酮类成分

可以降低 RSV 感染后的坏死性凋亡（P＜0.05、

0.01）。 

不同于凋亡，坏死性凋亡通常伴随着严重的炎

症反应、HMGB1 的释放以及细胞膜的破坏[12]。如

图 3-C 所示，RSV 诱导 HMGB1 大量释放到 BALF

中（P＜0.01），而黄酮类成分抑制了这一过程（P＜

0.05、0.01）。LDH 可用于检测细胞质膜的破坏，如

图 3-D 所示，黄酮类成分显著降低 RSV 感染的小

鼠 BALF 中 LDH 水平（P＜0.01）。

 

图 3  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺组织细胞坏死性凋亡率 (A、B) 及 BALF 中 HMGB1 (C)、LDH (D) 水

平的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on necroptosis rate of lung tissue cells (A, B) and levels of HMGB1 (C) and 

LDH (D) in BALF of RSV-infected mice ( x s , n = 6) 

3.4  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺

组织 RIP1/RIP3/MLKL 通路蛋白表达的影响 

尽管坏死性凋亡的分子机制尚未完全阐释清

楚，但 RIP1/RIP3/MLKL 已被证实是坏死性凋亡信

号通路中的关键靶点[13]。为进一步阐述清肺口服黄

酮类成分抑制坏死性凋亡的具体机制，对上述蛋白

进行检测。Western blotting 结果（图 4）显示，与对

照组相比，RSV 感染后肺组织中 RIP1、RIP3、MLKL

蛋白表达水平均显著升高（P＜0.01）。进一步证实

了 RSV 感染通过激活坏死性凋亡的关键靶点，促进

肺组织细胞的坏死性凋亡，而黄酮类成分通过抑制

RIP1/RIP3/MLKL通路减轻了RSV 诱导的坏死性凋

亡（P＜0.05、0.01）。 

3.5  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺

组织 RIP1/RIP3 坏死复合物的影响 

通过免疫荧光对肺组织中 RIP1 和 RIP3 的相互

作用进行检测，如图 5 所示，RIP1 和 RIP3 的共定

位提示 RSV 促进了坏死复合物的形成，而黄酮类成

分的干预降低了它们的共定位，抑制了RIP1和RIP3

的相互作用。 

3.6  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺

上皮细胞 p-MLKL 蛋白表达的影响 

MLKL磷酸化是细胞坏死性凋亡通路中不可或

缺的步骤[14]，免疫荧光结果（图 6）显示，RSV 感

染的小鼠肺组织中 p-MLKL 阳性绿色信号明显增

加，黄酮类成分处理显著抑制了 p-MLKL 的表达。 
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图 4  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺组织 RIP1、RIP3 和 MLKL 蛋白表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on RIP1, RIP3 and MLKL protein expressions in lung tissue of RSV-infected 

mice ( x s , n = 6) 

 

图 5  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺组织中 RIP1/RIP3 坏死复合物形成的影响 (×400) 

Fig. 5  Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on necrotic complex consisting of RIP1/RIP3 in lung tissue of RSV-infected 

mice (× 400) 
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图 6  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺组织 p-MLKL 蛋白表达的影响 (×400) 

Fig. 6  Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on p-MLKL protein expression in lung tissue of RSV-infected mice (× 400) 

肺上皮细胞是 RSV 感染的主要靶细胞，增加的 p-

MLKL 染色主要与 E-cadherin（上皮细胞的标记物）

共定位，这表明黄酮类成分降低了肺上皮细胞中 p-

MLKL 的表达。 

3.7  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺

组织 PGAM5/DRP1 蛋白表达的影响 

RIP1/RIP3 形成的坏死复合物可能通过诱导线

粒体功能紊乱引起坏死性凋亡，这种紊乱涉及多种

机制，如激活 PGAM5 和 DRP1[15]。PGAM5 被激活

并移动到线粒体外膜，继而激活 DRP1，导致线粒

体裂变。PGAM5 和 DRP1 在调节坏死性凋亡和线

粒体功能中都发挥着重要作用。进一步检测参与坏

死性凋亡的线粒体蛋白 PGAM5 和 DRP1，如图 7 所

示，与对照组相比，RSV 导致小鼠肺组织中 PGAM5

和 DRP1 蛋白表达水平显著升高（P＜0.01），给予

黄酮类成分干预后 PGAM5 和 DRP1 蛋白表达水平

均显著降低（P＜0.05、0.01），提示黄酮类成分可能

通过抑制 PGAM5/DRP1 减轻坏死性凋亡，改善线

粒体功能。 

4  讨论 

RSV 严重威胁人类健康，尤其是对婴幼儿、老

年人及免疫功能缺陷患者，每年造成巨大的经济损 

 

图 7  清肺口服液黄酮类成分对 RSV 感染的小鼠肺组织 PGAM5 和 DRP1 蛋白表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 7  Effect of flavonoids in Qingfei Oral Liquid on PGAM5 and DRP1 protein expressions in lung tissue of RSV-infected 

mice ( x s , n = 6) 
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失。目前批准用于 RSV 预防和治疗的药物分别为帕

利珠单抗和利巴韦林[16]。但两者均仅适用于 RSV 感

染的高危患者，在疗效和安全性方面存在争议[17-18]。

多项临床研究试验证明清肺口服液治疗 RSV 肺炎

取得了显著疗效，具有独特的优势[8,19]。本研究发

现，RSV 感染的小鼠肺组织中检测出病毒特异性核

酸，肺组织病理充血水肿，炎性细胞因子水平明显

升高，提示该模型构建成功；经清肺口服液黄酮类

成分治疗后，RSV-F、IL-6 和 TNF-α 的 mRNA 表达

水平明显降低，肺组织中炎性浸润减轻，说明清肺

口服液黄酮类成分对 RSV 导致的肺部炎症具有改

善作用。 

坏死性凋亡通常导致大量炎症因子释放[4]，是

一种新型细胞死亡方式，在 RSV 肺炎的发生与发

展中扮演着重要的角色。坏死性凋亡表现为

Annexin V 和 PI 双阳性染色，伴随着 HMGB1 的释

放以及细胞膜的破坏，而 LDH 释放是细胞质膜破

坏的标志[12]。越来越多研究显示黄酮类成分具有减

轻坏死性凋亡的作用，芦丁能够通过抑制氧化应激

和丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-

κB）通路改善镉诱导的肝脏损伤和坏死性凋亡[20]；

橙皮苷能够通过抑制 RIP3/MLKL 介导的坏死性凋

亡，改善肠道上皮屏障损伤，从而缓解葡聚糖硫酸

钠诱导的结肠炎[21]；槲皮素通过调控信号转导和转

录激活子 1 （ signal transducer and activator of 

transcription 1，STAT1）和 NF-κB 通路来抑制大鼠

脊髓损伤后小胶质细胞极化为 M1 表型，从而减轻

少突胶质细胞的坏死性凋亡[22]。在本研究中，RSV

诱导了肺组织细胞的坏死性凋亡，并导致 HMGB1

和 LDH 释放到 BALF 中，而清肺口服液黄酮类成

分可以减轻 RSV 感染后肺组织细胞的坏死性凋亡，

并降低 BALF 中 HMGB1、LDH 水平。 

坏死性凋亡通路是由 RIP1 激活启动的，随后

RIP1和RIP3形成坏死复合物，募集并磷酸化MLKL

蛋白，损伤细胞膜，最终导致细胞死亡[13]。MLKL

的磷酸化和膜易位是坏死性凋亡的最终执行者。

RIP1 抑制剂 Nec-1 可以减轻 RSV 诱导的上皮细胞

坏死性凋亡以及HMGB1释放[23]。本研究结果显示，

清肺口服液黄酮类成分能够减少 RSV 感染后肺组

织中 RIP1、RIP3、MLKL 的表达，同时减少坏死复

合物的形成，说明清肺口服液黄酮类成分可以参与

调节 RIP1/RIP3/MLKL 信号通路。肺上皮细胞是

RSV 感染的主要靶细胞，p-MLKL 与上皮细胞标志

物 E-cadherin 的荧光共定位提示，清肺口服液黄酮

类成分主要抑制了肺上皮细胞的坏死性凋亡。以上

结果说明清肺口服液黄酮类成分可以通过调控

RIP1/RIP3/MLKL减轻RSV 感染后肺上皮细胞的坏

死性凋亡。 

坏死性凋亡伴随着细胞器的损伤，包括线粒体

形态和功能障碍。线粒体蛋白 PGAM5 和 DRP1 激

活后导致的线粒体裂变也促进了坏死性凋亡[15]。抑

制或敲低 PGAM5 表达可以通过抑制 DRP1 减少心

肌细胞的坏死性凋亡，改善线粒体膜电位和活性氧，

从而缓解心肌缺血/再灌注损伤[24]。本研究中，清肺

口服液黄酮类成分可以降低 RSV 感染后小鼠肺组

织中 PGAM5 和 DRP1 蛋白的表达，提示清肺口服

液黄酮类成分可以通过调控 PGAM5/DRP1，减轻

RSV 诱导的坏死性凋亡和线粒体功能紊乱。 

综上所述，本研究发现清肺口服液黄酮类成分

可能通过抑制 RIP1/RIP3/MLKL/PGAM5/DRP1 介

导的坏死性凋亡，从而减轻 RSV 导致的肺部炎症损

伤，也为清肺口服液的临床应用提供了依据。 

利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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