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基于抑制肺泡巨噬细胞耗竭探究热毒宁注射液抗甲型 H1N1 流感病毒继发
金黄色葡萄球菌感染的作用机制  
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摘  要：目的  从抑制肺泡巨噬细胞（alveolar macrophages，AMs）耗竭角度探究热毒宁注射液抗甲型 H1N1流感病毒继发

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus感染的药效机制。方法  建立 H1N1继发 S. aureus致死性和亚致死性感染模型，给予

药物干预后，检测小鼠死亡率、体质量变化率、肺指数；qRT-PCR法检测肺病毒量，平板菌落计数法检测肺菌量；qRT-PCR

和 ELISA法检测肺组织 γ干扰素（interferon-γ，IFN-γ）、CXC趋化因子配体-1（C-X-C motif chemokine ligand-1，CXCL-1）、

单核细胞趋化蛋白-1（monocyte chemoattractant protein-1，MCP-1）和肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）表

达；ELISA法检测支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）中髓过氧化物酶-DNA复合物（myeloperoxidase-

DNA，MPO-DNA）和中性粒细胞弹性蛋白酶-DNA复合物（neutrophil elastase-DNA，NE-DNA）水平；流式细胞术检测肺

单细胞悬液中 AMs、中性粒细胞和单核细胞比例，检测外周血 1型辅助性 T细胞（T helper 1，Th1）/2型辅助性 T细胞（T 

helper 2，Th2）细胞比例。结果  与继发感染组相比，高剂量的热毒宁注射液可降低小鼠死亡率、抑制体质量下降、降低肺

指数（P＜0.01、0.001）；热毒宁注射液高、低剂量组均可显著降低肺病毒量和肺菌量（P＜0.05、0.001）；且高剂量的热毒宁

注射液在抑制体质量下降、降低肺指数和肺病毒量方面优于头孢克洛（P＜0.05、0.01）。热毒宁注射液高、低剂量组肺组织

IFN-γ、CXCL-1水平显著降低，AMs比例显著升高（P＜0.05、0.01、0.001），热毒宁注射液高剂量组MCP-1水平显著降低

（P＜0.05、0.01）；且热毒宁注射液高剂量组 AMs比例高于磷酸奥司他韦组和头孢克洛组（P＜0.05、0.001），CXCL-1和MCP-

1水平低于头孢克洛组（P＜0.05、0.01）。热毒宁注射液高、低剂量组中性粒细胞和单核细胞浸润均显著减少（P＜0.001），

且热毒宁注射液高剂量组均优于磷酸奥司他韦组和头孢克洛组（P＜0.05、0.001）。热毒宁注射液高剂量组 TNF-α 水平显著

下降（P＜0.01），热毒宁注射液高、低剂量组MPO-DNA和 NE-DNA水平显著下降（P＜0.05、0.001）；且热毒宁注射液高

剂量组 TNF-α和 NE-DNA水平低于头孢克洛组（P＜0.01）。热毒宁注射液高、低剂量组 Th1/Th2比值显著下降（P＜0.01、

0.001），且热毒宁注射液高剂量组低于头孢克洛组（P＜0.05）。结论  热毒宁注射液具有显著的抗 H1N1继发 S. aureus感染

活性，通过修正过激的 Th1型免疫极化，减少 IFN-γ表达，恢复 AMs比例，减少效应细胞浸润，减轻了肺部炎症损伤。 
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Abstract: Objective  To investigate the mechanism by which Reduning Injection (热毒宁注射液 , RDN) against secondary 

Staphylococcus aureus infection following H1N1 influenza A virus infection by inhibiting alveolar macrophages (AMs) depletion. 

Methods  Lethal and sub lethal infection model of H1N1 secondary S. aureus were established and drugs were given for intervention, 

mortality, body weight change rate and lung index of mice were determined. Lung viral load was detected by qRT-PCR and lung 

bacterial load was detected using plate colony counting. The expressions of interferon-γ (IFN-γ), C-X-C motif chemokine ligand-1 

(CXCL-1), monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) in lung tissue were analyzed by qRT-

PCR and ELISA, levels of myeloperoxidase-DNA (MPO-DNA) and neutrophil elastase-DNA (NE-DNA) in bronchoalveolar lavage 

fluid (BALF) were measured by ELISA. Flow cytometry was used to assess the proportions of AMs, neutrophils and monocytes in 

lung single-cell suspensions and the proportion of T helper 1(Th1)/T helper 2 (Th2) cells in peripheral blood. Results  Compared with 

the secondary infection group, high-dose of RDN reduced mortality and inhibited body weight loss and lung index (P < 0.01, 0.001). 

Both high-and low-dose of RDN significantly reduced lung virus and bacteria levels (P < 0.05, 0.001). High-dose of RDN were superior 

to cefuroxime in inhibiting weight loss, reducing the lung index and decreasing lung virus level (P < 0.05, 0.01). RDN high-and low-

dose groups significantly reduced the levels of IFN-γ and CXCL-1 in lung tissue and significantly increased the proportion of AMs (P 

< 0.05, 0.01, 0.001). RDN high-dose group significantly reduced MCP-1 level (P < 0.05, 0.01); The proportion of AMs in RDN high-

dose group was higher than that of oseltamivir phosphate group and cefaclor group (P < 0.05, 0.001), while the levels of CXCL-1 and 

MCP-1 were lower than those of cefaclor group (P < 0.05, 0.01). The infiltration of neutrophils and monocytes in RDN high-and low-

dose groups was significantly reduced (P < 0.001), and RDN high-dose group was superior to oseltamivir phosphate group and cefaclor 

group (P < 0.05, 0.001). The level of TNF-α was significantly decreased in RDN high-dose group (P < 0.01), while the levels of MPO-

DNA and NE-DNA were significantly decreased in RDN high-and low-dose groups (P < 0.05, 0.001); The levels of TNF-α and NE-

DNA in RDN high-dose group were lower than those in cefaclor group (P < 0.01). The Th1/Th2 ratio was significantly decreased in 

RDN high-and low-dose groups (P < 0.01, 0.001), and RDN high-dose group was lower than cefaclor group (P < 0.05). Conclusion  

RDN shows significant activity against secondary S. aureus infection following H1N1 infection. RDN alleviates lung inflammatory 

damage by correcting excessive Th1-type immune polarization, reducing IFN-γ expression, restoring the AMs ratio and reducing 

effector cell infiltration. 

Key words: Reduning Injection; secondary bacterial infection following influenza; alveolar macrophages; Th1/Th2 homeostasis; 

inflammation 

甲型流感病毒（（influenza A virus，IAV）感染多

为自限性，然而 IAV感染增加了继发细菌感染的易

感性，而流感重症往往与继发细菌感染密切相关[1]。

对 1918—2009 年发生的 4 次全球流感大流行样本

的回顾性研究发现，40%～95%的死亡病例是由流

感继发细菌感染所致[2]。即便有流感疫苗和抗生素，

但由于 IAV高突变和细菌耐药等问题，流感后的细

菌感染仍较为普遍，金黄色葡萄球菌 Staphylococcus 

aureus 是最常见的病原体之一[2-3]。肺泡巨噬细胞

（（alveolar macrophages，AMs）是驻留于肺泡中具有

高效吞噬活性的免疫细胞[4]。IAV 感染引发的 γ 干

扰素（interferon-γ，IFN-γ）高表达可造成 AMs 耗

竭，这是导致流感继发细菌感染易感性增加的重要

原因[5-6]。由于 AMs耗竭，中性粒细胞和单核细胞

被大量招募以应对细菌感染，广泛的效应细胞浸润

和不可控的炎症反应导致了流感继发细菌感染的

高致病性[7-8]。因此，抑制 AMs耗竭，恢复肺部固

有免疫抗菌屏障，可降低流感继发细菌感染易感性

和致病性。 

热毒宁注射液由栀子、青蒿和金银花 3 味中

药组成，主要用于治疗感冒、流行性感冒、上呼吸

道感染和急性支气管炎等疾病，安全性高，疗效确

切[9]。已有研究报道了热毒宁注射液在体内外均具

有抗 IAV活性[10-12]。课题组前期完成了热毒宁注射

液治疗流感的大样本临床研究，以磷酸奥司他韦为

对照药物，采用随机、对照、双盲设计评价了热毒

宁注射液治疗流感的有效性和安全性。结果显示，

与磷酸奥司他韦相比，热毒宁注射液显著缩短流感

病程，对发热、恶寒、咽痛、鼻塞等流感样症状的

改善优于磷酸奥司他韦；且在研究期间未观察到严

重不良反应[13]。课题组也通过实验证实，与利巴韦

林相比，热毒宁注射液可更好地缓解甲型 H1N1流
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感病毒感染所致的肺部炎症[14]。此外，有研究报道

了热毒宁注射液的抗菌活性[15]，临床经验亦提示热

毒宁注射液对痰黄黏稠具有一定的治疗作用[16]。然

而关于热毒宁注射液能否治疗流感继发细菌感染

尚无报道。 

本研究以 H1N1继发 S. aureus感染为模型，首

先在致死性和亚致死性感染模型中探究了热毒宁

注射液抗 H1N1继发 S. aureus感染活性；而后检测

了热毒宁注射液对 H1N1感染所致 IFN-γ高表达、

AMs耗竭和效应细胞浸润的干预作用；最后探究热

毒宁注射液对 1型辅助性T细胞（T helper 1，Th1）/ 

2型辅助性 T细胞（T helper 2，Th2）稳态的调控

作用。本研究从维持 Th1/Th2稳态、抑制 IFN-γ高

表达所致 AMs 耗竭角度，探讨了热毒宁注射液抑

制H1N1继发 S. aureus感染所致炎症性肺损伤的药

效机制，为热毒宁注射液临床应用提供参考。 

1  材料 

1.1  动物、病毒与细菌 

SPF级雌性 3周龄 ICR小鼠购自济南朋悦有限

公司，生产许可证号 SCXK（（鲁）2022-0006，动物

饲养于动物生物安全二级实验室。本研究经滨州医

学院伦理委员会批准（动研批第 2024-L060）。 

H1N1（A/PR/8/34）由课题组保存，在 9日龄

鸡胚中扩增，对 ICR小鼠毒力为 1.5×106 LD50/mL

（（LD50为半数致死量）。S. aureus（G+，ATCC6538）

由山东省医用抗菌材料高等学校重点实验室提供。 

1.2  药品与试剂 

热毒宁注射液（国药准字 Z20050217，批号

231019）购自江苏康缘药业股份有限公司；磷酸奥

司他韦胶囊（（国药准字H20223182，批号KE1F4020）

购自齐鲁制药（（海南）有限公司；头孢克洛胶囊（（国

药准字 H10930008，批号 230604）购自山东淄博新

达制药有限公司；异氟烷（（批号 20121301）购自深

圳市瑞沃德生命科技股份有限公司；BCA蛋白浓度

测定试剂盒（批号 061223231124）、免疫染色通透

液（（批号 080921240724）购自上海碧云天生物技术

股份有限公司；CXC趋化因子配体-1（（C-X-C motif 

chemokine ligand-1， CXCL-1）试剂盒（批号

20240410）、单核细胞趋化蛋白 -1（monocyte 

chemoattractant protein-1，MCP-1）试剂盒（批号

20240410）、IFN-γ试剂盒（批号 20240410）、髓过

氧化物酶-DNA 复合物（myeloperoxidase-DNA，

MPO-DNA）试剂盒（（批号 20240410）、中性粒细胞

弹性蛋白酶-DNA复合物（（neutrophil elastase-DNA，

NE-DNA）试剂盒（（批号 20240410）购自深圳市康

贝科学仪器有限公司；肿瘤坏死因子-α（ tumor 

necrosis factor-α ， TNF-α ） 试 剂 盒 （ 批 号

A282H40237）、FC Block（anti-mouse CD16/CD32）

封闭抗体（（批号 A406133）、CD4-FITC抗体（（批号

A407423）、IFN-γ-APC 抗体（批号 A407451）、

CD11b-FITC 抗体（批号 A409252）、CD45-PerCp-

Cy5.5 抗体（批号 A410332）、淋巴细胞抗原 6G

（（lymphocyte antigen 6G，Ly-6G）-PE 抗体（批号

A410228）、CD11c-APC抗体（（批号A409253）、F4/80-

PE抗体（（批号 A409153）购自杭州联科生物技术有

限公司；DEPC水（（批号 2336252）、4%多聚甲醛（（批

号 23333866）购自 Biosharp公司；小鼠外周血淋巴

细胞分离试剂盒（批号 240003001）、总 RNA提取

试剂盒（批号 240006004）购自北京索莱宝科技有

限公司；淋巴细胞抗原 6C（（lymphocyte antigen 6C，

Ly-6C）-APC抗体（（批号WU116V2F0442）购自武

汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司；白细胞介素-4

（（interleukin-4，IL-4）-PE抗体（批号 2863205）购

自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；EvoM-MLV

反转录试剂盒（（批号A5A3027）、SYBR Green Premix 

Pro TaqHS qPCR试剂盒（（批号 A5A1470）购自湖南

艾科瑞生物工程有限公司。 

1.3  仪器 

R500 型小鼠麻醉机（深圳市瑞沃德生命科技

股份有限公司）；5415R 型冷冻离心机（德国

Eppendorf公司）；JXFSTPRP 型样品研磨仪（上海

静信实业有限公司）；DW-HL398型超低温冰箱（（中

科美菱低温科技股份有限公司）；Scan 300型菌落计

数器（法国 Interscience公司）；M2e型多功能酶标

仪（美国Molecular Devices公司）；CFX型荧光定

量 PCR仪、MyCycler型 PCR仪（（美国 Bio-Rad公

司）；C6 Plus型流式细胞仪（美国 BD公司）。 

2  方法 

2.1  致死性感染模型的建立及给药 

将小鼠按体质量随机分为对照组、H1N1 感染

组、H1N1继发 S. aureus感染组、磷酸奥司他韦（（21.2 

mg/kg，相当于临床等效剂量）组、头孢克洛（（106.3 

mg/kg，相当于临床等效剂量）组、热毒宁高剂量（（11 

mL/kg，相当于人临床等效剂量的 4 倍，小鼠无不

良反应的最大剂量）组和热毒宁低剂量（（5.5 mL/kg）

组，每组 6只。小鼠经异氟烷麻醉后，滴鼻感染 0.2 
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LD50 H1N1（（20 μL/只），3 d后滴鼻感染 1×105 CFU 

S. aureus（（20 μL/只）[17-18]；对照组滴鼻等体积的生

理盐水。于感染 S. aureus当天开始给药，磷酸奥司

他韦组 ig 磷酸奥司他韦胶囊，头孢克洛组 ig 头孢

克洛胶囊，热毒宁高、低剂量组用胰岛素注射器经

尾 iv 热毒宁注射液，对照组和继发感染组尾 iv 等

体积的生理盐水，1次/d，连续给药 7 d。每天同一

时间观察记录小鼠状态，并称定体质量，持续观察

14 d。 

2.2  亚致死性感染模型的建立及给药 

小鼠分组及感染方式同（ 2.1”项，S. aureus感

染量降至 1×103 CFU（20 μL/只）[17-18]。于感染 S. 

aureus当天开始给药，连续给药 4 d。末次给药后

2 h，小鼠经异氟烷麻醉，气管切开插入软质针头，

细线固定，注射 2 mL 生理盐水，制得支气管肺泡

灌洗液（（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）；麻醉

后脱颈椎处死，摘取肺组织称定质量，左上肺叶浸

于 4%多聚甲醛溶液中，剩余肺叶分装，经液氮速冻

后，转移至−80 ℃冰箱，用于进一步检测；取全肺

于 PBS中漂洗后用于制作肺单细胞悬液。 

2.3  qRT-PCR 检测相关基因表达 

取肺组织 50～100 mg，经 RNA抽提试剂盒提

取总 RNA，经 EvoM-MLV 反转录试剂盒获得

cDNA，用 SYBR Green Premix Pro TaqHS qPCR试

剂盒进行 qRT-PCR检测。反应条件：95 ℃、30 s变

性；95 ℃、5 s解链，60 ℃、30 s退火和延伸，共

40个循环。采用 2−∆∆Ct法计算各基因的表达量，以

β-actin作为内参基因进行均一化处理。引物序列见

表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 序列 (5’ -3’) 

NP F: GTATGGACCTGCCGTAGC 

R: CTCTTGGGAGCACCTTCG 

CXCL-1 F: TCCAGAGCTTGAAGGTGTTGCC 

R: AACCAAGGGAGCTTCAGGGTCA 

MCP-1 F: GCTACAAGAGGATCACCAGCAG 

R: GTCTGGACCCATTCCTTCTTGG 

TNF-α F: CCAAAGGGATGAGAAGTTCC 

R: CTCCACTTGGTGGTTTGCTA 

IFN-γ F: CAGCAACAGCAAGGCGAAAAAGG 

R: TTTCCGCTTCCTGAGGCTGGAT 

β-actin F: CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG 

R: TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG 

2.4  平板菌落计数法检测肺菌量 

取 100 µL BALF 均匀涂布在直径 10 cm 的固

体培养基表面，置 37 ℃恒温培养箱 18 h，菌落计

数仪测量菌落数量。 

2.5  ELISA 检测肺组织 CXCL-1、MCP-1、TNF-

α、IFN-γ 及 BALF 中 MPO-DNA、NE-DNA 水平 

每 10 mg肺组织加 100 μL PBS研磨，离心后

取上清，采用 BCA 法测定蛋白浓度，按照 ELISA

试剂盒说明书检测上清中 CXCL-1、MCP-1、TNF-

α 和 IFN-γ 水平。BALF 离心取上清，按照 ELISA

试剂盒说明书检测MPO-DNA和 NE-DNA水平。 

2.6  流式细胞术检测 AMs、中性粒细胞和单核细

胞比例 

将肺置于 300目筛网上，滴加 RIPM 1640完全

培养液研磨过筛，吸取细胞悬液挤压过 300目滤网

重复 3次；用染色缓冲液（（含 2%胎牛血清的 PBS）

洗涤 2次，裂解红细胞后，用染色缓冲液洗涤后过

400 目筛，即得肺单细胞悬液[19-20]。调整细胞浓度

为 5×106个/mL，取 100 µL 肺单细胞悬液，加入

FC Block 封闭液 4 ℃避光封闭 20 min，随后加入

F4/80-PE、CD11b-FITC、CD11c-APC抗体，4 ℃避

光孵育 30 min，染色缓冲液清洗 2次，采用流式细

胞仪检测 AMs（F4/80+CD11b−CD11c+）比例[5,21]。

肺单细胞悬液经 FC Block 封闭液封闭后，加入

CD45-PerCp-Cy5.5、CD11b-FITC、Ly-6G-PE、Ly-6C-

APC抗体，4 ℃避光孵育 30 min，染色缓冲液清洗

2 次 ， 采 用流 式细胞 仪 检测 中 性粒 细胞

（（CD45+CD11b+Ly-6G+）和单核细胞（CD45+Ly-

6G−CD11b+Ly-6C+）比例[22-24]。 

2.7  流式细胞术检测外周血 Th1/Th2 细胞比例 

小鼠末次给药 2 h后，摘眼球取血，肝素抗凝。

采用小鼠外周血淋巴细胞分离液试剂盒获取小鼠

外周血单个核细胞，根据文献报道的方法[25]，采用

流式细胞术检测外周血 Th1（CD4+IFN-γ+）/Th2

（（CD4+IL-4+）细胞比例。 

2.8  肺组织病理变化观察 

对小鼠左上肺叶进行石蜡包埋、切片，常规苏

木素-伊红（HE）染色，在显微镜下观察并拍照。 

2.9  统计学分析 

数据采用 SPSS 25软件进行统计分析，结果以

x s 表示。通过 Kaplan-Meier 生存分析比较组间

死亡率差异；组间多重比较采用单因素方差分析

（（ANOVA）并通过 Bonferroni法进行校正。 
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3  结果 

3.1  热毒宁注射液可降低致死性 H1N1 继发 S. 

aureus 感染小鼠死亡率 

如图 1-A 所示，仅 H1N1 感染未造成小鼠死

亡，而继发 S. aureus（1×105 CFU/只）感染后第 6

天，小鼠全部死亡。热毒宁注射液高剂量组小鼠在

继发感染后第 6天开始出现死亡。与继发感染组相

比，热毒宁注射液高剂量组生存率显著提高（P＜

0.01，生存率为 50%），且与磷酸奥司他韦组（（生存

率为 66.7%）和头孢克洛组（生存率为 33.3%）无 

  

A-致死性感染模型小鼠生存率；B-亚致死性模型小鼠体质量变化率；C-肺指数；D-肺病毒载量；E-肺菌量；F-肺病理切片 HE染色（×400），

绿色箭头表示中性粒细胞，蓝色箭头表示单核细胞，橙色箭头表示巨噬细胞，红色箭头表示红细胞；a-对照组；b-H1N1感染组；c-H1N1继发

S. aureus 感染组；d-磷酸奥司他韦组；e-头孢克洛组；f-热毒宁注射液高剂量组；g-热毒宁注射液低剂量组；与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜

0.01  ###P＜0.001；与 H1N1 继发 S. aureus 感染组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；组间比较：&P＜0.05  &&P＜0.01  &&&P＜

0.001；下图同。 

A-survival rate of mice in lethal infection model; B-rate of change in body weight of mice in sublethal model; C-lung index; D-lung viral load; E-lung bacterial 

load; F-HE staining of lung pathology sections (× 400), green arrow indicates neutrophils, blue arrow indicates monocytes, orange arrow indicates macrophages, 

red arrow indicates red blood cells; a-control group; b-H1N1 infection group; c-H1N1 secondary S. aureus infection group; d-oseltamivir phosphate group; e-

cefaclor group; f-Reduning Injection high-dose group; g-Reduning Injection low-dose group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs H1N1 secondary S. aureus infection; &P < 0.05  &&P < 0.01  &&&P < 0.001 vs intergroup; Same as below figures. 

图 1  热毒宁注射液对 H1N1 继发 S. aureus 感染模型小鼠生存率、体质量变化率、肺指数、肺病毒载量、肺菌量和肺部病

理变化的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 1  Effect of Reduning Injection on survival, body weight change rate, lung index, pulmonary viral load, pulmonary 

bacterial load and pathological changes of mice with H1N1 secondary S. aureus infection ( x s , n = 6) 
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差异。热毒宁注射液低剂量组生存率为 16.7%，与

继发感染组无差异。表明高剂量的热毒宁注射液对

致死性 H1N1继发 S. aureus感染具有保护作用，可

显著降低小鼠死亡率，延长生存时间。 

3.2  热毒宁注射液可降低亚致死性 H1N1 继发 S. 

aureus 感染小鼠肺病毒量和肺菌量 

如图 1-B所示，仅 H1N1感染未导致小鼠体质

量显著下降，而继发 S. aureus（（1×103 CFU/只）感

染后 1 d，小鼠体质量出现显著下降（（P＜0.01）。在

继发感染后第 2～4天，热毒宁注射液高、低剂量组

小鼠体质量下降均得到控制（（P＜0.01、0.001）；且

在继发感染后第 4天热毒宁注射液高剂量组优于头

孢克洛组（P＜0.01）。如图 1-C所示，继发感染后

第 4 天，与对照组相比，H1N1 感染组肺指数升高

（（P＜0.001），继发 S. aureus感染可进一步升高肺指

数（（P＜0.001）。与继发感染组相比，热毒宁注射液

高剂量组肺指数显著降低（（P＜0.001），且低于头孢

克洛组（P＜0.01），与磷酸奥司他韦组无差异。热

毒宁注射液低剂量组肺指数与继发感染组无差异。 

肺病毒量检测显示（（图 1-D），与 H1N1感染组

相比，继发 S. aureus感染导致肺病毒量进一步增加

（（P＜0.001）。与继发感染组相比，热毒宁注射液高、

低剂量组肺病毒量均显著降低（P＜0.05、0.001）；

且热毒宁注射液高剂量组肺病毒量低于头孢克洛

组（P＜0.05），但仍高于磷酸奥司他韦组（P＜

0.001）。肺菌量检测显示（（图 1-E），对照组、H1N1

感染组和头孢克洛组均具有极低且相近的肺菌量。

与继发感染组相比，热毒宁注射液高、低剂量组肺

菌量均显著下降（（P＜0.05、0.001），但仍高于头孢

克洛组（P＜0.001）。 

肺组织病理学检测显示（（图 1-F），对照组肺泡

结构清晰，未见炎性细胞浸润。H1N1 感染组出现

少量中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞浸润；继发

感染组肺泡结构消失，中性粒细胞、单核细胞和巨

噬细胞显著增多，并伴有出血；与继发感染组相比，

热毒宁注射液高剂量组肺泡形态结构改善，中性粒

细胞、单核细胞和巨噬细胞浸润减少；热毒宁注射

液低剂量组肺部形态较继发感染组略有改善，但仍

有大量效应细胞浸润。 

3.3  热毒宁注射液可抑制 IFN-γ 表达，恢复 AMs

比例 

流感病毒感染引发的 IFN-γ高表达导致了AMs

耗竭[19]，因此本研究检测了热毒宁注射液对 IFN-γ

表达的影响。如图 2-A、B 所示，与对照组相比，

H1N1感染可显著上调 IFN-γ表达（P＜0.001），继

发 S. aureus 感染加剧了这一过程（P＜0.001）。与

继发感染组相比，热毒宁注射液高、低剂量组 IFN-

γ 表达均显著降低（P＜0.05、0.001）；且热毒宁注

射液高剂量组 IFN-γ 水平低于头孢克洛组（P＜

0.05、0.01），与磷酸奥司他韦组无差异。流式细胞

术检测了肺单细胞悬液中 AMs 比例，结果如图 2-

C、D所示，与对照组相比，H1N1感染组 AMs比

例降低（（P＜0.001），而继发 S. aureus感染进一步降

低了AMs比例（P＜0.001）。与继发感染组相比，热

毒宁注射液高、低剂量组 AMs 比例显著提升（P＜

0.05、0.001），且热毒宁注射液高剂量组优于磷酸奥

司他韦组和头孢克洛组（P＜0.05、0.001）。 

3.4  热毒宁注射液可减少中性粒细胞和单核细胞

浸润，抑制 TNF-α 和中性粒细胞外陷阱（neutrophil 

extracellular traps，NETs）释放 

AMs 耗竭引发大量效应细胞被募集以应对细

菌感染[19]。如图 3所示，与对照组相比，H1N1感

染组肺部趋化因子 CXCL-1 和 MCP-1 mRNA 和蛋

白表达水平显著升高（P＜0.05、0.01、0.001）；继

发 S. aureus 感染可加剧这一过程（P＜0.001）。与

继发感染组相比，热毒宁注射液高、低剂量组

CXCL-1 mRNA 和蛋白表达水平显著降低（P＜

0.05、0.01、0.001），热毒宁注射液高剂量组MCP-

1 mRNA和蛋白表达水平显著降低（（P＜0.001），热

毒宁注射液低剂量组 MCP-1 mRNA 表达水平显著

降低（（P＜0.05）；且热毒宁注射液高剂量组 CXCL-

1 和 MCP-1 mRNA 和蛋白表达水平显著低于头孢

克洛组（P＜0.05、0.01）。 

采用流式细胞术检测了肺单细胞悬液中中性

粒细胞和单核细胞比例。结果如图 4所示，与对照

组相比，H1N1 感染引发了中性粒细胞和单核细胞

浸润（P＜0.001）；继发 S. aureus 感染可加剧这一

过程（（P＜0.001）。与继发感染组相比，热毒宁注射

液高、低剂量组中性粒细胞和单核细胞浸润显著减

少（（P＜0.001）；且与磷酸奥司他韦和头孢克洛组相

比，热毒宁注射液高剂量组显著抑制中性粒细胞和

单核细胞浸润（P＜0.05、0.001）。 

如图 5-A、B所示，与对照组相比，H1N1感染

可上调肺组织 TNF-α表达（（P＜0.05、0.001），继发

S. aureus 感染进一步促进了 TNF-α 高表达（P＜

0.01、0.001）。与继发感染组相比，热毒宁注射液高 



 中草药 2026年 4月 第 57卷 第 8期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2026 April Vol. 57 No. 8 ·2893· 

    

 

A-IFN-γ mRNA表达；B-IFN-γ蛋白表达；C-AMs细胞比例；D-流式细胞术检测肺单细胞悬液中 AMs（F4/80+CD11b−CD11c+）比例。 

A-expression of IFN-γ mRNA; B-expression of IFN-γ protein; C-proportion of AMs; D-proportion of AMs (F4/80+CD11b−CD11c+) in lung single-cell 

suspensions detected by flow cytometry. 

图 2  热毒宁注射液对 H1N1 继发 S. aureus 感染模型小鼠肺部 IFN-γ 表达及肺单细胞悬液中 AMs 比例的影响 

( x s , n = 6) 

Fig. 2  Effect of Reduning Injection on IFN-γ expression in lung and proportion of AMs in lung single-cell suspension of mice 

with H1N1 secondary S. aureus infection ( x s , n = 6) 

 

图 3  热毒宁注射液对 H1N1 继发 S. aureus 感染模型小鼠肺部 CXCL-1 和 MCP-1 表达的影响 ( x s , n = 6) 

Fig. 3  Effect of Reduning Injection on expressions of CXCL-1 and MCP-1 in lung of mice with H1N1 secondary S. aureus 

infection ( x s , n = 6) 
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图 4  流式细胞术检测中性粒细胞（CD45+CD11b+Ly-6G+）和单核细胞（CD45+Ly-6G−CD11b+Ly-6C+）比例 ( x s , n = 6) 

Fig. 4  Proportions of neutrophils (CD45+CD11b+Ly-6G+) and monocytes (CD45+Ly-6G−CD11b+Ly-6C+) detected by flow 

cytometry ( x s , n = 6) 

 

图 5  热毒宁注射液对 H1N1 继发 S. aureus 感染模型小鼠肺部 TNF-α 表达和 BALF 中 MPO-DNA、NE-DNA 水平的影响 

( x s , n = 6) 

Fig. 5  Effect of Reduning Injection on expression of TNF-α in lung and levels of MPO-DNA, NE-DNA in BALF of mice with 

H1N1 secondary S. aureus infection ( x s , n = 6) 
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剂量组 TNF-α表达显著降低（（P＜0.01、0.001），且

低于头孢克洛组（（P＜0.01）。BALF中 NETs标志物

检测结果如图 5-C、D 所示，仅 H1N1 感染即可引

发 NETs释放，MPO-DNA和 NE-DNA水平显著升

高（（P＜0.01、0.001）；继发 S. aureus感染可使MPO-

DNA和 NE-DNA水平进一步增加（（P＜0.001）。与

继发感染组相比，热毒宁注射液高、低剂量组 BALF

中 MPO-DNA 和 NE-DNA 水平均显著下降（P＜

0.05、0.001）；且热毒宁注射液高剂量组MPO-DNA

水平与头孢克洛组无差异，NE-DNA水平显著低于

头孢克洛组（P＜0.01）。 

3.5  热毒宁注射液可抑制过激的 Th1 型免疫反应 

CD4+ Th1 型细胞是病原体感染后固有免疫应

答阶段 IFN-γ产生的重要途径之一[26]。流式细胞术

检测外周血 Th1/Th2 比例，结果如图 6 所示，仅

H1N1 感染即可引发 Th1 型免疫极化（P＜0.01）。

继发 S. aureus 感染进一步加剧了这一过程（P＜

0.001），Th1/Th2比值较 H1N1感染组提升约 4倍。

与继发感染组相比，热毒宁注射液高、低剂量组

Th1/Th2 比值均显著下降（P＜0.01、0.001），且热

毒宁注射液高剂量组 Th1/Th2比值显著低于头孢克

洛组（P＜0.05），与磷酸奥司他韦组无差异。 

 

图 6  流式细胞术检测 Th1（CD4+ IFN-γ+）细胞和 Th2（CD4+ IL-4+）细胞比例 ( x s , n = 6) 

Fig. 6  Proportions of Th1 (CD4⁺ IFN-γ⁺) cells and Th2 (CD4⁺ IL-4⁺) cells detected by flow cytometry ( x s , n = 6) 

4  讨论 

热毒宁注射液是用于治疗外感风热所致上呼

吸道感染的中药大品种，因其退热、抗炎效果显著，

安全性高，2005年上市至今已先后被我国 11项流

感相关指南/共识/诊疗方案所推荐，其中 4 项为儿

童领域的指南/共识[27-28]。已有研究报道了热毒宁注

射液具有抗流感病毒、抗菌、抗炎和免疫调节等活

性[12,16,29-30]。本研究证实热毒宁注射液具有显著的

抗 H1N1继发 S. aureus感染活性，可显著降低致死

性感染模型死亡率，降低亚致死性模型肺指数、肺

病毒载量和肺菌量，减轻肺部炎症损伤。虽然热毒

宁注射液抗病毒活性不及磷酸奥司他韦、抗菌活性

不及头孢克洛，但高剂量的热毒宁注射液在抑制体

质量下降、降低肺指数方面优于头孢克洛，与磷酸

奥司他韦无差异。 

与现有报道一致[6]，虽然头孢克洛治疗几乎完

全清除了细菌感染，但仍显示出严重的肺损伤。这

再次提示过激的炎症反应是流感继发细菌感染高

致病性的关键因素。热毒宁注射液的抗炎活性已被

广泛报道[29]，本研究聚焦流感后易继发细菌感染的

关键因素——AMs 耗竭，从抑制 AMs 耗竭角度探

究了热毒宁注射液缓解H1N1继发 S. aureus感染所

致炎症性肺损伤的药效机制。AMs是驻留于人类和

小鼠肺泡中的主要免疫细胞[4,31]，具有高效的吞噬

活性和自我更新能力，被认为是呼吸道抵御细菌感

染最重要的第一道防线[32]。在细菌感染早期AMs以

不产生促炎反应的方式高效清除细菌，而无需招募

中性粒细胞，避免了肺部炎症的发生[19,33]。然而 IAV

感染引发的 IFN-γ大量释放可导致 AMs耗竭，表现

为爬行能力受阻、线粒体功能破坏、自我更新能力

降低和死亡增加等[34-35]。由于 AMs的耗竭，中性粒

细胞和单核细胞被大量招募以应对细菌感染，随之

而来的 细胞因子风暴”不可避免地造成了炎症

损伤[19]。此外，IAV感染招募的中性粒细胞还可引

发 AMs基因表达向产生 IFN-γ和 TNF-α等促炎细

胞因子方向偏移[36]。本研究发现，与继发感染组相

比，热毒宁可显著抑制 IFN-γ表达，提升肺部 AMs

比例。虽然高剂量的热毒宁注射液抗 H1N1活性不

及磷酸奥司他韦、抗菌活性不及头孢克洛，但热毒

宁注射液高剂量组 IFN-γ水平与磷酸奥司他韦组相

似，且低于头孢克洛组。值得注意的是，热毒宁注

射液高剂量组可较磷酸奥司他韦和头孢克洛更好

地提升 AMs 比例。热毒宁注射液在抗病原微生物

的同时展示出了独特的 IFN-γ和 AMs调节活性。磷
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酸奥司他韦虽无抗菌活性，但治疗后肺菌量亦得到

了有效控制，这可能得益于病毒量下降，气道上皮

损伤的缓解和肺固有免疫抗菌屏障的恢复。 

与 AMs 比例升高对应的是热毒宁注射液高剂

量组趋化因子 CXCL-1 和 MCP-1 水平降低，中性

粒细胞和单核细胞的浸润减少，肺部促炎细胞因子

TNF-α水平下降，且各项指标均优于头孢克洛组，

并在抑制中性粒细胞和单核细胞浸润方面亦优于

磷酸奥司他韦组。NETs 是中性粒细胞防御微生物

侵袭的重要手段，但在捕获细菌的同时也促进了炎

症的发生[37]。有研究报道了热毒宁注射液可通过抑

制丝裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein 

kinase，MAPK）通路抑制 NETs形成，缓解脂多糖

诱导的急性肺损伤[29]。本研究发现，虽然热毒宁注

射液高剂量组较头孢克洛组具有更高的肺菌量，较

磷酸奥司他韦组具有更高的肺病毒量，但 NETs 标

志物水平低于头孢克洛组，并与磷酸奥司他韦组无

差异。这些数据再次证明了热毒宁注射液优秀的

NETs调节活性。 

前期研究表明流感病毒感染可诱导 Th1 免疫

极化，上调 IFN-γ 等 Th1 型细胞因子表达[25]。而

IFN-γ 又可通过正反馈作用增强 Th1 分化，进一步

促进 IFN-γ的表达[26]。因此本研究继续探究了热毒

宁注射液对 Th1/Th2平衡的潜在调控作用。结果表

明，与 H1N1感染相比，继发 S. aureus感染进一步

加剧了 Th1免疫极化。虽然高剂量的热毒宁注射液

抗 H1N1活性弱于磷酸奥司他韦（（肺菌量相似），但

其 Th1/Th2比值与磷酸奥司他韦组无差异。表明热

毒宁注射液在抗流感病毒的同时发挥了独立的 Th1

免疫调控活性。 

综上，本研究报道了热毒宁注射液具有抗

H1N1继发 S. aureus感染活性。通过与磷酸奥司他

韦和头孢克洛对比，发现了热毒宁在治疗流感继发

细菌感染中展示出独特的免疫调节优势。热毒宁注

射液可通过修正H1N1继发 S. aureus感染期间过度

的 Th1型免疫极化，抑制 IFN-γ高表达造成的 AMs

耗竭，减少效应细胞浸润带来的炎症损伤。本研究

将为热毒宁注射液的临床应用及流感继发细菌感

染的临床防治提供参考。 
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