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　　【摘要】　目的　探讨小儿清肺合剂对幼鼠呼吸道合胞病毒(RSV)炎性肺损伤中肺组织的病毒载量及

炎症因子的影响.方法　选取１８只幼龄SD大鼠随机分为３组,正常组、RSV组、小儿清肺合剂干预组,每
组６只.采用滴鼻法建立 RSV炎性肺损伤模型;采用实时荧光定量聚合酶链式反应(PCR)检测大鼠肺组

织中病毒载量;苏木精Ｇ伊红染色法观察肺组织病理改变;酶联免疫吸附法检测肺泡灌洗液中白细胞介素Ｇ８
(ILＧ８)、肿瘤坏死因子α(TNFＧα)含量,观察小儿清肺合剂对上述指标的影响.结果　(１)病毒载量方面,与
正常组比较,RSV组、小儿清肺合剂干预组肺组织中 RSV含量均明显增加,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);

与 RSV组比较,小儿清肺合剂干预组肺组织中 RSV含量明显降低,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５).(２)病
理损伤及湿干比方面:与正常组比较,RSV组、小儿清肺合剂干预组病理损伤评分及肺湿干比均增高,差异

有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV 组比较,小儿清肺合剂干预组损伤明显改善,差异有统计学意义(P＜
０􀆰０５).(３)肺泡灌洗液中ILＧ８、TNFＧα的含量方面,与正常组比较,RSV 组、小儿清肺合剂干预组ILＧ８、

TNFＧα含量明显升高,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV组比较,小儿清肺合剂干预组ILＧ８、TNFＧα含

量明显降低,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５).结论　鼻腔滴鼻 RSV 可成功建立幼鼠 RSV 炎性肺损伤模

型;小儿清肺合剂干预后可降低幼鼠 RSV炎性肺损伤中肺组织的病毒载量,抑制炎症因子水平,改善肺损

伤程度.
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EffectofXiaoerQingfeimixtureontheviralloadandinflammatoryfactorsinlungtissuesofyoungratswith
respiratorysyncytialvirusinflammatorylunginjury　WANGYongxue,ZHANGXiuying,WANGXuefeng,

ZHAOHangyu,WANGLei．LiaoningUniversityofTraditionalChineseMedicine,Shenyang１１００８５,China
【Abstract】　Objective　ToinvestigatetheeffectofXiaoerQingfeimixtureonviralloadandinflammatory

factorsinlungtissuesofyoungratswithrespiratorysyncytialvirus(RSV)inducedinflammatorylunginjury．
Methods　EighteenyoungSDratswererandomlydividedintothreegroups:normalgroup,RSVgroup,and
theinterventiongroupofXiaoerQingfeimixture,with６ratsineachgroup．RSVinflammatorylunginjury
modelwasestablishedbynasaldripmethod．RealＧtimePCRwasusedtodetecttheviralloadinratlung
tissues．HematoxylinＧeosinstaining(HEstaining)wasusedtoobservethepathologicalchangesoflung
tissue．ELISAmethodwasusedtodetectthecontentofILＧ８andTNFＧαinBALF．TheeffectofXiaoer
Qingfeimixtureontheaboveindexeswasobserved．Results　(１)Intermsofviralload:comparedwiththe
normalgroup,theRSVcontentinthelungtissueoftheRSVgroupandtheinterventiongroupofXiaoer
Qingfeimixturewassignificantlyincreased(P＜０．０５);comparedwiththeRSVgroup,theRSVcontentin
thelungtissueoftheinterventiongroupwassignificantlylower(P＜０．０５)．(２)Intermsofpathologicalinjury
andwetＧdryratio:comparedwiththenormalgroup,thepathologicalinjuryscoreandthewetＧdryratioofthe
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lungintheRSVgroupandtheXiaoerQingfeimixtureinterventiongroupwerehigher(P＜０．０５);compared
withtheRSVgroup,theinjuryintheinterventiongroupwassignificantlyimproved(P＜０．０５)．(３)Interms
ofthecontentofILＧ８andTNFＧαinBALF:comparedwiththenormalgroup,thecontentofILＧ８andTNFＧα
inRSVgroupandtheinterventiongroupofXiaoerQingfeimixturewassignificantlyhigher(P＜０．０５);

comparedwithRSVgroup,thecontentofILＧ８andTNFＧαintheinterventiongroupofXiaoerQingfei
mixturewassignificantlylower(P＜０．０５)．Conclusion　RSVintranasaldripcansuccessfullyestablishRSV
inflammatorylunginjurymodelinyoungrats．TheinterventionofXiaoerQingfeimixturecanreducethe
viralloadoflungtissueinRSVinflammatorylunginjuryofyoungrats,inhibitthelevelofinflammatory
factors,andimprovethedegreeoflunginjury．

【Keywords】　Respiratorysyncytialvirus;　XiaoerQingfeimixture;　ILＧ８;　TNFＧα;　Rat

　　呼吸道合胞病毒(respiratorysyncytialvirus,

RSV)是婴幼儿社区获得性肺炎常见的病原之一,常
引发病毒性肺炎和毛细支气管炎,是世界儿童生命

健康的重大威胁之一[１Ｇ２].小儿清肺合剂临床上常

用于RSV肺炎的治疗[３],能明显改善发热、咳嗽、喘
息等临床症状,可减少肺部啰音及加快缩短喘鸣音

消失的时间,但其是否具有抗病毒作用及降低肺组

织炎症因子水平的作用尚不清晰.因此,本研究通

过观察小儿清肺合剂对幼龄大鼠肺组织RSV含量、
肺组织损伤病理评分、湿干比及肺损伤相关细胞因

子的影响,探讨小儿清肺合剂对RSV炎性肺损伤中

肺组织的病理载量及炎症因子的影响,为小儿清肺

合剂的临床应用提供实验支撑.

１　资料与方法

１􀆰１　病毒　RSVLong株来源于首都儿科研究所,
冻存于辽宁中医药大学附属医院病毒室,半数组织

培养感染量为１０－３.

１􀆰２　动物　由辽宁长生生物技术股份有限公司购

入,SPF级雌性幼龄SD大鼠,３~４周,体质量６０~
８０g.动物许可证编号:SYXK(辽)２０１９Ｇ０００４.

１􀆰３　药物　小儿清肺合剂(批号:１００６２２０１)购自辽

宁中医药大学附属医院中药局.

１􀆰４　主要仪器　全外排Ⅱ级生物安全柜(BSCＧ
１３００Ⅱ B２,西班泰克);精密轮转切片机(LEiCA
RM２０１６,上海徕卡仪器有限公司);石蜡包埋机

(JBＧL５,武汉俊杰电子有限公司);系统生物显微镜

(NikonYS１００,Nikon);低温高速离心机(SCTＧ１２
SCILOGCX);荧光定量聚合酶链式反应(polymerＧ
asechainreaction,PCR)仪(BioＧRad荧光定量PCR
仪CFX９６,美国伯乐);实时荧光定量 PCR 试剂盒

(逆转录试剂盒:ABScriptⅢ RT MasterMixfor
qPCR withgDNA remover;qPCR 试 剂 盒:ABＧ
clonal２X Universal SYBR Green Fast qPCR
Mix);移液器(Finnpipette,２０~２００μL);电热恒温

培养箱(武汉一恒苏净科学仪器有限公司,３７℃);

洗板机(Tianshi,９８８洗板机);酶标仪(Rayto,RTＧ
６１００,４５０nm 波长);恒温摇床(HTＧ１１１B,上海赫

田);电子天平(１􀆰１２０g/０􀆰１ mg 电子分析天平,

AE１２０４型 号,上 海 良 平);电 子 分 析 天 平 (型 号

XB２２０A,瑞士 PRECISA);搅拌器(８１Ｇ２恒温磁力

搅拌器);细胞破碎仪(EasyWeLL 系列JY９８ＧⅢN
型号);白细胞介素Ｇ８(interleukinＧ８,ILＧ８)和肿瘤坏

死因子α(tumornecrosisfactorＧα,TNFＧα)酶联免疫

吸附 测 定 (enzymeＧlinkedimmunosorbentassay,

ELISA)试 剂 盒 (武 汉 傲 星 生 物 科 技 有 限 公 司,

AX１５７１、AX２９３２２).

１􀆰５　实验方法

１􀆰５􀆰１　动物分组、造模及给药　适应性饲养７d
后,选取１８只SD幼龄大鼠,按随机数字表法分为

３组,正常组、RSV组、小儿清肺合剂干预组,每组６只.
除正常组外,其余各组均用１０％水合氯醛麻醉后经

鼻腔接种 RSVLong株０􀆰１mL/只,正常组在同等

条件下接种等量不含病毒的０􀆰９％氯化钠溶液,每
日１次,连续接种３d.小儿清肺合剂干预组在滴鼻

２h后按２g/(kg􀅰d)灌胃,连续灌胃５d,所有大鼠

均在同一条件下喂养.

１􀆰５􀆰２　取材与标本制备　大鼠于取材前进行禁食

１２h,饮水自由.末次给药完成后１h进行取材.
大鼠腹腔注射１０％水合氯醛(３mL/kg)麻醉,仰卧

位固定,打开腹壁后腹主动脉取血,室温静置４h后

进行离心(４℃,３５００r/min,离心１５min,离心半径

１０cm)并取血清,放入－８０ ℃冰箱储存;行腹主动

取血后,打开胸部,暴露气管和肺,进行气管插管,使
用止血钳结扎左主支气管,用无菌注射器将２mL
生理盐水经气管缓慢注入右肺,适当轻柔按摩右肺

后,回抽液体,反复灌洗３次,然后回收肺泡灌洗液

(bronchoalveolarlavagefluid,BALF),静置 １h,

４℃,３０００r/min离心１０min,取上清,－８０℃冰箱

储存,用于ELISA 测定;摘取左侧肺组织进行称重

记录后放入４％多聚甲醛固定肺组织,用于常规苏
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木精Ｇ伊红染色和肺组织湿干比.

１􀆰５􀆰３　肺组织湿干比　取左侧肺组织,滤纸吸干血

迹后称湿重,然后置于８０℃烤箱中烘烤７２h,再称

干重,计算出肺湿干重比(W/D).

１􀆰５􀆰４　肺组织病理形态学观察　将大鼠左侧肺组

织浸入４％多聚甲醛固定,石蜡包埋后连续切片,脱
蜡,苏木精Ｇ伊红染色,镜下观察病变情况.参照文

献,每张切片随机选高倍视野５个,从肺泡充血、出
血、血管壁中性粒细胞浸润和肺泡间隔增厚的程度

进行病理学评分,将４项指标得分相加作为总分[４].

１􀆰５􀆰５　 实时荧光定量 PCR 检测大鼠肺组织中

RSV病毒载量　病毒载量利用从 NCBIGenBank
下载的基因序列,用 Primerpremier５􀆰０软件进行

序列分析并设计引物,所设计引物的 Tm 值、GC含

量及３’末端稳定性等基本参数依据引物优化原

则[３].引物合成:由武汉金开瑞生物科技有限公司

合成.相关引物序列在表１.总 RNA 经蛋白核酸

分析仪测定 OD２６０和 OD２８０值,计算总 RNA 含量.

RNA 纯 度 A２６０/A２８０ 应 在 １􀆰８~２􀆰２.基 因 组

DNA去除体系:２００ng/LtotalRNA５μL,５×gDNA
EraserBuffer２􀆰０μL,gDNAEraser１􀆰０μL,RNase
FreedH２O２􀆰０μL,反应体系１０μL,PCR仪反应条

件:(１)４２ ℃ ２min,(２)４ ℃保存.RT 反应体系:

２XUniversalSYBRGreenFastqPCR Mix１０μL,

DNA模板１μL,正向引物(１０μM)０􀆰４μL,反向引

物(１０μM)０􀆰４μL,ddH２Oto２０μL;反应过程:预
变性９５℃３min,循环反应(变性９５℃５s,退火/
延伸５８℃３０s,循环５０次).反应结束后进行扩增曲

线分析,以鉴定 PCR产物的特异性.使用Sequence
DetectionSystem软件分析 PCR 过程各检测样本

的Ct(thresholdofcycle)值.
表１　引物序列

基因 引物序列(５’Ｇ３’) 长度(bp)

RSV
上游 AACTAATGCATTGGCTAAGG
下游 TTGTAACACTGGCATTGTTG

５４８

GAPDH
上游 GACATCAAGAAGGTGGTGAAG
下游 TGGAAATTGTGAGGGAGATGC

３３６

１􀆰５􀆰６　ELISA 法检测大鼠 BALF中ILＧ８、TNFＧα
的含量 　 将 收 集 的 BALF 以 ３０００r/min 离 心

１０min(离心半径１０cm,４℃)取上清,根据ELISA
试剂盒说明书操作,按照浓度梯度将每孔加入标准

品,将 BALF稀释后加入其他孔内,经３７ ℃温育

３０min、配液洗涤、加酶等操作后,加入 A、B两种显

色剂各５０μL显色３０min,在４５０nm 处测吸光值,

测定标本中ILＧ８、TNFＧα的含量.

１􀆰６　统计学方法　采用SPSS１９􀆰０软件进行统计

分析,符合正态分布的计量资料以􀭺x±s表示,多个

样本间的比较采用单因素方差分析,组间比较采用

LSDＧt法,以P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　各组RSV炎性肺损伤中肺组织形态学改变情

况　正常组肺组织未见异常变化;RSV 组肺组织见

肺泡壁明显充血、水肿,致肺泡壁明显增厚,管腔内

可见大量炎性渗出物;小儿清肺合剂干预组肺泡壁

轻度充血、水肿,致肺泡壁轻度增厚,管腔内可见少

量炎性渗出物.结果见图１(封三).

２􀆰２　各组肺病理损伤及湿干比情况　与正常组比

较,RSV组、小儿清肺合剂干预组病理损伤评分及

肺湿干比均增高,其中 RSV 组增高明显,差异有统

计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV 组比,小儿清肺合剂

干预组病理损伤评分及肺湿干比明显下降,差异有

统计学意义(P＜０􀆰０５).结果见表２.
表２　各组大鼠肺组织病理损伤及湿干比情况(􀭺x±s)

组别 n 肺组织病理评分(分) 肺湿干比

正常组 ６ ０．６５±０．４２ １．４１±０．０９

RSV组 ６ ５．４３±０．２９a ３．６６±０．１７a

小儿清肺合剂干预组 ６ １．６５±０．４２b １．９４±０．０７b

F ２５７．４８５ ６０３．９７０

P ＜０􀆰０５ ＜０􀆰０５

　　注:与正常组比较,aP＜０􀆰０５;与 RSV组比较,bP＜０􀆰０５.

２􀆰３　各组BALF中ILＧ８、TNFＧα含量　与正常组

比较,RSV组、小儿清肺合剂干预组BALF中ILＧ８、

TNFＧα均增高,其中RSV 组增高明显,差异有统计

学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV 组比较,小儿清肺合剂

干预组BALF中ILＧ８、TNFＧα明显下降,差异有统

计学意义(P＜０􀆰０５).结果见表３.
表３　各组BALF中ILＧ８、TNFＧα含量比较(􀭺x±s,μg/L)

组别 n ILＧ８ TNFＧα

正常组 ６ １２４．０６±２．８１ ５８．６９±４．６３

RSV组 ６ ２２１．４４±１３．１３a ２５５．２９±１８．５３a

小儿清肺合剂干预组 ６ １５１．１１±３．０８b １９５．１６±１１．２５b

F ２３９．６８９ ３９３．３６７

P ＜０􀆰０５ ＜０􀆰０５

　　注:与正常组比较,aP＜０􀆰０５;与 RSV组比较,bP＜０􀆰０５.

２􀆰４　各组RSV炎性肺损伤中肺组织的病毒载量情

况　与正常组比较,RSV 组、小儿清肺合剂干预组

肺组织匀浆中RSV 病毒载量均增高,其中 RSV 组
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增高明显,差异有统计学意义(P＜０􀆰０５);与 RSV
组比较,小儿清肺合剂干预组病毒载量明显下降,差
异有统计学意义(P＜０􀆰０５).结果见表４.

表４　各组肺组织病毒载量(􀭺x±s,copies/mL)

组别 n 病毒载量

正常组 ６ ０．９９±０．０１

RSV组 ６ １２．８７±０．１４a

小儿清肺合剂干预组 ６ ５．３９±０．４３b

F １５．２０５

P ＜０􀆰０５

　　注:与正常组比较,aP＜０􀆰０５;与 RSV组比较,bP＜０􀆰０５.

３　讨论

RSV在世界范围内流行,是５岁以下儿童重症

下呼吸道感染的首要病原体,迄今临床尚无抗 RSV
感染的特效药物[４].多年来,大量临床研究表明,中
医药治疗RSV炎性肺损伤有一定的疗效[５Ｇ７].其中

有临床研究表明,小儿清肺合剂具有抗RSV有一定

的疗效作用[３].小儿清肺合剂为我院院内自制特色

药剂,有清肺化痰与止咳平喘之功效.该方由金银

花、黄芩、甘草、桔梗、葶苈子(炒)、苦杏仁(炒)、紫苏

子、麻黄(制)、大青叶、石膏、前胡、姜半夏组成.麻

黄辛苦温,宣肺平喘,杏仁味苦,降利肺气而平喘,两
药配伍,一宣一降以达宣肺气,降咳喘;石膏具有大

寒性质,主要功效是清热泻火,同时制约麻黄的辛温

之性,使其发表散寒之功减弱,增强宣肺平喘之效.
金银花、大青叶、黄芩同为清热药,药性偏凉乃至寒,
凸显清热解毒的功效,桔梗与前胡二者均为清热化

痰药,共同发挥宣肺降气化痰的作用,紫苏子、葶苈

子、姜半夏合用可达降肺气平喘咳,甘草则调和诸

药.从现代药理学分析,麻黄水体液在体外实验中

对RSV 有一定抑制作用[８];麻黄素B在感染 RSV
的人支气管上皮细胞系细胞中发挥抗病毒和抗炎特

性[９];甘草对RSV有一定的抑制作用,且其抗 RSV
活性部位正丁醇可改善RSV引起的肺组织损伤,降
低感染 小 鼠 指 数,且 能 降 低 TNFＧα 炎 症 因 子 水

平[１０];桑白皮多糖能有效减少感染 RSV 导致炎性

肺损伤的小鼠肺泡壁炎细胞浸润,改善肺组织炎症

状况[１１];黄芩可能通过影响炎性反应、信号传导和

代谢等多途径治疗RSV所致的炎性肺损伤[１２].有

研究显示,金银花通过改善RSV引发的肺部炎性浸

润情况,从而达到对 RSV 炎性肺损伤的治疗目

的[１３].此外,通过体外验证表明,大青叶提取物对

RSV有较好的活性[１４].研究发现桔梗总皂苷能改

善RSV感染所致的小鼠肺炎炎性反应[１５].石膏作

为矿物类中药,含有多种微量元素,如钙、锌、铁、锰、
镁、钠等[１６],所含的微量元素是石膏解热、抗炎的重

要物质基础[１７].现代研究表明,葶苈子具有多种药

理作用,包括止咳、祛痰、平喘、改善心血管功能、抗
肿瘤等作用[１８],半夏通过炮制不仅能解半夏之毒

性,还可温中和胃,镇咳化痰[１９Ｇ２０].根据本研究结果

显示,与正常组比较,小儿清肺合剂干预组、RSV 组

肺组织病毒载量明显增加,说明SD大鼠的炎性肺

损伤模型造模成功;与 RSV 组比较,小儿清肺合剂

干预组肺组织病理载量降低,说明小儿清肺合剂对

RSV有一定的抑制作用.
有研究表明 RSV 组的ILＧ８、TNFＧα等水平显

著高于无呼吸道症状的健康患儿组[２１].另有研究

从细胞层面推测RSV感染刺激高迁移率族蛋白B１
可能通过 Toll样受体４/核因子κB信号通路,促进

ILＧ８、TNFＧα等炎症因子的分泌[２２].根据本研究结

果显示,与RSV组比较,小儿清肺合剂干预组病理

损伤评分及肺湿干比均降低,说明小儿清肺合剂可

改善RSV炎性肺损伤大鼠的肺损伤程度;与正常组

相比,RSV 组与小儿清肺合剂干预组ILＧ８、TNFＧα
含量明显升高,说明 RSV 感染后大鼠ILＧ８、TNFＧα
炎症因子水平明显升高;与 RSV 组比较,小儿清肺

合剂干预组ILＧ８、TNFＧα含量明显降低,说明小儿清

肺合剂能抑制ILＧ８、TNFＧα炎症因子的分泌,减少炎

性反应.但本研究尚未对感染RSV导致炎性肺损伤

的大鼠通过何种通路抑制ILＧ８、TNFＧα炎症因子的释

放进行实验与讨论,对此我们仍亟待进一步的研究.
综上所述,鼻腔滴鼻RSV 可成功建立SD幼龄

大鼠炎性肺损伤模型,小儿清肺合剂干预后能降低

幼龄大鼠感染RSV 所致的炎性肺损伤中肺组织病

毒载量,降低炎症因子水平,抑制炎性反应.
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综　　述

非药物疗法治疗儿童功能性腹痛的研究进展
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　　【摘要】　近年来,临床上功能性腹痛患儿呈逐渐增多的趋势,随着临床医师对功能性腹痛的认知逐渐

深入,该病诊断率日益增加.患儿家属及医者迫切寻求有效的治疗方式,以缓解患儿的腹痛症状、减轻该

病对患儿生活及学习方面的影响.关于非药物疗法的研究不在少数,包括:针灸、推拿、穴位敷贴等中医特

色治法以及认知行为调节、催眠、饮食调整等其他治疗手段;无论是作为主要治疗手段还是辅助治疗手段,

临床观察及随机试验均证实了非药物干预的有效性、安全性、可行性.文章总结了适用于功能性腹痛的非

药物疗法的临床价值,旨在为基层医院及家庭治疗提供借鉴意义.

【关键词】　功能性腹痛;　非药物干预;　儿童
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ResearchprogressofnonＧdrugtherapyforfunctionalabdominalpaininchildren　CHENYueyue,WUYuyi,

LIANGPuzhao,LIMeifang,HUSiyuan．FirstTeaching HospitalofTianjinUniversityofTraditional
ChineseMedicine,NationalClinicalResearchCenterforChineseMedicineAcupunctureandMoxibustion,

Tianjin３００３８１,China
【Abstract】　Inrecentyears,thenumberofchildren withfunctionalabdominalpainhasgradually
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