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双黄连颗粒对大鼠肺炎支原体肺炎模型中 TNF鄄琢、IL鄄6 和 NF鄄资B 的
影响

杨芳1,刘兰彬2,苏丹2(1. 山东省日照市妇幼保健院,山东日照 摇 276825;2. 山东省日照市结核病防治所,山东日照 摇
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[摘要]目的:研究双黄连颗粒对肺炎支原体感染大鼠血清或肺组织中肿瘤坏死因子(TNF) 鄄琢、白细胞介素( IL) 鄄6 和核因子

(NF) 鄄资B 等炎性相关因子的影响,进一步研究双黄连颗粒的药理作用机制。 方法:制备大鼠肺炎支原体肺炎模型,60 只 SD 大

鼠随机分为空白对照组、模型组和双黄连低、中、高剂量组及阳性药对照组六组,在连续感染 3 d 后开始给药。 连续给药 7 d 后

采集大鼠血清及肺组织样本,肺组织经 HE 染色后于光学显微镜下观察病变情况;酶联免疫吸附实验(ELISA)法检测血清中

TNF鄄琢、IL鄄6 水平;Westernblot 检测肺组织中磷酸化 NF鄄资B p65 的表达。 结果:空白对照组大鼠血清中 TNF鄄琢、IL鄄6 水平分别为

(0郾 96依0郾 23)ng / mL、(451郾 43依33郾 42)ng / mL,磷酸化 NF鄄资B p65 相对含量为 0郾 16依0郾 05;模型组大鼠肺组织病理评分为(4郾 50依
1郾 32)分,血清中 TNF鄄琢、IL鄄6 的水平分别为(1郾 84依0郾 42)ng / mL、(603郾 29依63郾 57)ng / mL,磷酸化 NF鄄资B p65 相对含量为 1郾 07依
0郾 06,与空白对照组相比均升高。 双黄连低、中、高剂量组血清 TNF鄄琢 水平分别为(1郾 62依0郾 32) ng / mL、(1郾 47依0郾 31) ng / mL、
(1郾 24依0郾 25)ng / mL, 血清 IL鄄6 水平分别为(551郾 56依50郾 93)ng / mL、(509郾 57依49郾 92)ng / mL、(487郾 14依44郾 15)ng / mL,磷酸化 NF鄄资B
p65 相对含量分别为 0郾 43依0郾 15、0郾 12依0郾 07、0郾 10依0郾 05,与模型组相比均呈剂量依赖性下降。 结论:双黄连颗粒能够通过降低

TNF鄄琢、IL鄄6 水平,抑制 NF鄄资B 信号通路异常活化,从而减轻肺组织中的炎性症状,从而使肺组织恢复正常的形态和生理功能。
[关键词]双黄连颗粒;肺炎支原体肺炎;肿瘤坏死因子鄄琢;白介素鄄6;核因子鄄资B
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Effects of Shuanghuanglian Granules on TNF鄄琢, IL鄄6 and NF鄄资B in Mycoplasma Pneumoniae Pneumonia
Model in Rats

Yang Fang1, Liu Lanbin2, Su Dan2(1. Rizhao Maternal and Child Health Hospital, Shandong Rizhao 摇 276825, China; 2.
Rizhao Tuberculosis Control Institute, Shandong Rizhao摇 276825, China)

[Abstract] Objective: To study the effects of Shuanghuanglian granules on inflammatory factors such as tumor necrosis factor (TNF)鄄琢,
interleukin (IL)鄄6 and nuclear factor (NF)鄄资B in serum or lung tissues of rats infected with Mycoplasma pneumoniae, so as to further
study the pharmacological mechanism of Shuanghuanglian granules. Methods: Mycoplasma pneumoniae pneumonia model in rats was
established. Sixty SD rats were randomly divided into the blank control group, the model group, the Shuanghuanglian low, medium, and
high dose group and the positive control group. The administration was started after 3 d of continuous infection. After 7 d of continuous
administration, serum and lung tissues were collected, and the lung tissues were stained with HE to observe the lesions under an optical
microscope. The serum levels of TNF鄄琢 and IL鄄6 were detected by enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA). Westernblot was
adopted to detect the expression of phosphorylated NF鄄资B p65 in lung tissues. Results: The serum levels of TNF鄄琢 and IL鄄6 in the blank
control group were (0郾 96依0郾 23) ng / mL, (451郾 43依33郾 42) ng / mL, and the relative content of phosphorylated NF鄄资B p65 was 0郾 16依
0郾 05. The lung tissue pathological score of rats in the model group was (4郾 50依1郾 32) points, the serum levels of TNF鄄琢 and IL鄄6 were
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respectively (1郾 84依0郾 42) ng / mL and (603郾 29 依63郾 57) ng / mL, and the relative content of phosphorylated NF鄄资B p65 was 1郾 07 依
0郾 06, which were higher than those of the blank control group. Serum levels of TNF鄄琢 in the Shuanghuanglian low, medium, and high
dose group were respectively (1郾 62依0郾 32) ng / mL, (1郾 47依0郾 31) ng / mL and (1郾 24依0郾 25) ng / mL, and serum levels of IL鄄6 were
respectively (551郾 56依50郾 93) ng / mL, (509郾 57依49郾 92) ng / mL and (487郾 14依44郾 15) ng / mL, the relative content of phosphorylated
NF鄄资B p65 were respectively 0郾 43依0郾 15, 0郾 12依0郾 07 and 0郾 10依0郾 05, compared with the model group, the dose鄄dependent decrease
was observed. Conclusion: Shuanghuanglian granules can reduce the inflammatory symptoms in the lung tissues by reducing the levels of
TNF鄄琢 and IL鄄6, inhibit the abnormal activation of the NF鄄资B signaling pathway, thereby restoring the normal morphology and
physiological functions in lung tissues郾
[Keywords] Shuanghuanglian granules; Mycoplasma pneumoniae pneumonia; tumor necrosis factor鄄琢; interleukin鄄6; nuclear factor鄄资B

摇 摇 肺炎支原体(Mycoplasma pneumoniae,MP)是引起呼

吸道感染常见的病原体,其引起的肺炎支原体肺炎

(Mycoplasma pneumoniae pneumonia,MPP) 约占肺炎的

30% [1]。 据报道,MPP 占非细菌性肺炎的 1 / 3 以上,常
见于 5 ~ 19 岁的儿童及青少年。 MP 经空气飞沫传播,
与咳嗽及密切接触有关[2]。 MP 无细胞壁结构,对主要

作用于细胞壁的抗生素不敏感,目前临床上主要应用阿

奇霉素等大环内酯类抗生素对 MPP 进行治疗。 但是大

环内酯类抗生素长期使用不良反应较大,长期反复使用

易出现耐药性[3鄄4]。
双黄连由金银花、黄芩、连翘三味中药组成,具有疏

风解表、清热解毒的功效。 临床研究表明,双黄连对小

儿 MPP 有较好的临床疗效,常作为辅助药物联合阿奇霉

素治疗MPP[5]。 本研究通过采用MP 感染大鼠建立MPP
模型,比较给药前后大鼠肺组织病理变化及血清中炎症

因子的水平,从而观察双黄连颗粒对大鼠 MPP 的治疗效

果,并探讨其可能的抗炎机制。

1摇 材料

1郾 1摇 实验动物

雌、雄性 SD 大鼠各 30 只,体质量 180 ~ 220 g,SPF
级,购于扬州大学比较医学中心[许可证号 SCXK(苏)
2017鄄0001]。

1郾 2摇 药品及试剂

肺炎支原体国际标准株 ATCC 15531 FH,购于美国

菌种保藏中心;双黄连颗粒(哈药集团中药二厂,批号

180601); 阿 奇 霉 素 片 ( 辉 瑞 制 药 有 限 公 司, 批 号

C14202031135);肿瘤坏死因子 ( TNF)鄄琢、白细胞介素

(IL)鄄6、酶联免疫吸附实验(ELISA)试剂盒购于南京翼

飞雪生物科技有限公司;核因子(NF)鄄资B p65 抗体、磷酸

化 NF鄄资B p65 抗体、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、SDS鄄PAGE
凝胶配制试剂盒均购于沈阳万类生物科技有限公司。

1郾 3摇 实验仪器

Bio鄄tek 全自动酶标仪 ELx800(美国 Bio鄄tek 仪器有

限公司);TG鄄16W 型台式离心机(长沙湘仪离心机有限

公司);Mettler鄄Toledo XS204 电子天平(瑞士梅特勒鄄托
利多国际有限公司)。

2摇 方法

2郾 1摇 肺炎支原体肺炎动物模型的建立及给药方案

60 只 SD 大鼠按随机数表法分为 6 组,每组 10 只,
雌雄各半,分别为空白对照组、模型组、阳性药对照组和

双黄连低、中、高剂量组。 大鼠适应性饲养 1 周后,用
4%水合氯醛麻醉,空白对照组大鼠以 100 滋L 无菌生理

盐水滴鼻,其余各组大鼠以 MP 菌液(约 5伊106 个 / mL)
缓慢经鼻腔滴入气管支气管,连续 3 d。 感染后第 2 天

开始灌胃给药,空白对照组和模型组给予等体积生理盐

水;阳性药对照组给予阿奇霉素 30 mg / kg(对应人体剂

量约 5 mg / kg),双黄连低、中、高剂量组分别给予双黄连

颗粒 0郾 6 g / kg、1郾 2 g / kg、2郾 4 g / kg(对应人体剂量分别为

0郾 1 g / kg、0郾 2 g / kg、0郾 4 g / kg),每日灌胃 1 次,连续 7 d。

2郾 2摇 肺组织样本的采集及处理

给药结束后第 2 天处理动物,采用 4% 水合氯醛麻

醉大鼠后,腹主动脉取血,离心取上清液置-80 益冰箱

冻存,用于细胞因子的检测。 解剖取出肺组织,称重并

计算肺系数。 取左下叶肺组织固定于福尔马林溶液中,
用于 HE 染色;取右下叶肺组织匀浆,用于蛋白检测。

2郾 3摇 HE 染色

取福尔马林固定的肺组织,水洗 10 ~ 20 min,乙醇

梯度脱水后,用二甲苯透明,放入石蜡中包埋并切片

(4 ~ 6 滋m),于 40 ~ 45 益水中展平,贴于洁净载玻片上,
在 60 ~ 65 益恒温箱内烘片 15 ~ 30 min,进行 HE 染色,
在显微镜下进行病理学检查。

2郾 4摇 大鼠血清中 TNF鄄琢、IL鄄6 水平测定

按照 ELISA 试剂盒所附说明书依法测定。

2郾 5摇 大鼠肺组织中 NF鄄资B p65 蛋白检测

按照 BCA 蛋白浓度测定试剂盒说明书提取并测定

蛋白浓度,相同蛋白含量加入预制的 10% SDS鄄PAGE 凝

胶上,电泳分离后转印到 PVDF 膜上。 转印好的 PVDF
膜置入 10%脱脂牛奶中室温封闭 2 h,用 TBST 洗净后加

入一抗稀释液,4 益孵育过夜,用 TBST 洗净后加入二抗

稀释液,室温摇床上孵育 2 h。 然后用化学发光液显色,
在暗房中反应 30 s ~ 2 min 后进行显影操作,得到显影胶

片。 将胶片拍照后采用 Image鄄Pro Plus 6郾 0 软件对条带

进行光密度分析。

2郾 6摇 统计学方法

应用 GraphPad Prism 5郾 0 软件进行数据分析,每组

统计个数逸3,计量资料以 軃x依s 表示,使用单因素方差分

析(One鄄way ANOVA)进行组间显著性差异检验,P<0郾 05
为差异有统计学意义。
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3摇 结果

3郾 1摇 大鼠肺系数变化

根据肺系数计算公式:肺系数 ( mg / g) = 肺质量

(mg) / 体质量(g),得出各组大鼠肺系数。 结果显示,与
空白对照组相比,模型组大鼠肺系数增加(P<0郾 05);各
给药组及阳性药对照组与模型组相比,肺系数有不同程

度下降,其中双黄连中、高剂量组及阳性药对照组与模

型组比较,差异有统计学意义(P<0郾 05)。 见表 1。

表 1摇 6 组大鼠肺系数比较

组别 剂量 / [g / (kg·d)] 肺系数 / (mg / g)
空白对照组 鄄 3郾 74依0郾 34*

模型组 鄄 5郾 99依0郾 57
双黄连低剂量组 0郾 60 5郾 03依1郾 20
双黄连中剂量组 1郾 20 4郾 63依1郾 01*

双黄连高剂量组 2郾 40 4郾 26依0郾 88*

阳性药对照组 0郾 03 4郾 69依0郾 86*

摇 注:*与模型组比较,P<0郾 05

3郾 2摇 大鼠肺组织病理变化情况

大鼠肺组织 HE 染色结果如图 1、表 2 所示。 空白对

照组大鼠肺组织结构清晰完整,肺泡壁薄,肺泡腔内未

见充血、炎症细胞浸润,支气管壁完整,管腔内无细胞脱

落;模型组大鼠肺组织内可见明显炎症,肺泡壁明显增

厚,并有细胞脱落,气管支气管周围、管腔内以及肺泡腔

内有明显炎性细胞浸润,部分有红细胞渗入现象。 与模

型组比较,阳性药对照组大鼠肺组织病变情况减轻,炎
性细胞浸润减少,病理评分下降;双黄连各组大鼠肺组

织病变也明显改善,并呈一定的量效关系,其中双黄连

中剂量组改善情况与阳性药对照组相当。

A:空白对照组;B:模型组;C:双黄连低剂量组;D:双黄连中剂量组;
E:双黄连高剂量组;F:阳性药对照组

图 1摇 大鼠肺组织 HE染色切片(伊200)

表 2摇 大鼠肺组织病理评分

组别 剂量 / [g / (kg·d)] 肺系数 / (mg / g)
空白对照组 鄄 0郾 30依0郾 45*

模型组 鄄 4郾 50依1郾 32
双黄连低剂量组 0郾 60 2郾 30依0郾 45*

双黄连中剂量组 1郾 20 1郾 40依0郾 42*

双黄连高剂量组 2郾 40 0郾 90依0郾 42*

阳性药对照组 0郾 03 1郾 30依0郾 57*

摇 注:*与模型组比较,P<0郾 05

3郾 3摇 大鼠血清中 TNF鄄琢 及 IL鄄6 水平测定

与空白对照组比较,模型组大鼠血清中 TNF鄄琢、IL鄄6
水平均升高(P<0郾 05);与模型组比较,各给药组 TNF鄄琢、
IL鄄6 水平均有不同程度下调,其中阳性药对照组及双黄

连中、高剂量组对 IL鄄6 下调作用显著(P<0郾 05),而阳性

药对照组及双黄连高剂量组能下调 TNF鄄琢 的水平(P<
0郾 05)。 阳性药对照组对 TNF鄄琢、IL鄄6 的下调作用介于

双黄连中、高剂量之间。 见表 3。

表 3摇 不同组大鼠血清中 TNF鄄琢及 IL鄄6 水平的变化

组别 剂量 / [g / (kg·d)] TNF鄄琢 / (ng / mL) IL鄄6 / (ng / mL)
空白对照组 鄄 0郾 96依0郾 23* 451郾 43依33郾 42*

模型组 鄄 1郾 84依0郾 42 603郾 29依63郾 57
双黄连低剂量组 0郾 6 1郾 62依0郾 32 551郾 56依50郾 93
双黄连中剂量组 1郾 2 1郾 47依0郾 31 509郾 57依49郾 92*

双黄连高剂量组 2郾 4 1郾 24依0郾 25* 487郾 14依44郾 15*

阳性药对照组 0郾 03 1郾 39依0郾 23 496郾 28依45郾 72*

摇 注:*与模型组比较,P<0郾 05

3郾 4摇 大鼠肺组织中磷酸化 NF鄄资B p65 蛋白水平的变化

与空白对照组比较,模型组中磷酸化 NF鄄资B p65 水

平升高(P<0郾 05);与模型组比较,双黄连各剂量组均能

降低磷酸化 NF鄄资B p65 水平(P<0郾 05),并呈一定的剂量

依赖性;阳性药对照组与模型组比较,磷酸化 NF鄄资B p65
水平下降(P<0郾 05),效果介于双黄连低、中剂量之间。
见表 4。

表 4摇 大鼠肺组织磷酸化 NF鄄资B p65 相对表达量的变化

组别 剂量 / [g / (kg·d)] 磷酸化 NF鄄资B p65 / NF鄄资B p65
空白对照组 鄄 0郾 16依0郾 05*

模型组 鄄 1郾 07依0郾 06
双黄连低剂量组 0郾 60 0郾 43依0郾 05*

双黄连中剂量组 1郾 20 0郾 12依0郾 07*

双黄连高剂量组 2郾 40 0郾 10依0郾 05*

阳性药对照组 0郾 03 0郾 21依0郾 12*

摇 注:*与模型组比较,P<0郾 05

4摇 讨论

MP 引发的肺部感染发病率高,常见于儿童青少年,
临床上常采用阿奇霉素等大环内酯类抗生素治疗。 研

究表明,阿奇霉素能够缩短 MPP 患儿的咳嗽时间和住院

时间[6鄄7]。 然而,由于抗生素的滥用,MP 的耐药性也逐

渐增强,导致单纯使用抗生素的治疗效果越来越差[8鄄10]。
而中药治疗 MPP 具有药效缓慢持久、标本兼治的特点,
因此中西医结合治疗为临床治疗 MPP 提供了新的思路。

MPP 在中医上属于“喘嗽冶的范畴,治疗时应以清热
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解毒、养阴益肺、宣肺解表为主[11鄄12]。 双黄连由金银花、
黄芩、连翘等三味中药组成,方中黄芩清热燥湿、凉血解

毒;金银花清热解毒、疏散风热;连翘消肿散结、疏散风

热。 全方具有清热解毒、疏风解表的功效。 有研究表明,
双黄连能显著改善患儿上呼吸道感染导致的发热、鼻塞、
流涕、咽充血等症状,治愈率高达80% [13鄄14];与西药合用治

疗小儿 MPP,能明显降低炎性因子水平,提高患儿免疫力,
减少反复感染的发生及耐药菌株的出现[15鄄19]。

本研究表明,双黄连各剂量组均能够明显减轻 MP
感染引起的大鼠肺组织炎症,使肺泡结构趋于正常,炎
性细胞浸润逐渐减轻,病理损伤得到修复。 有研究[20鄄21]

表明,MP 在侵入机体后,可刺激免疫细胞过量产生 IL鄄
6、TNF鄄琢 等炎性因子,引起疾病的产生及炎症的加重。
TNF鄄琢 属于炎性介质,可对炎症反应中的生理病理过程

进行干预介导,进而导致局部炎症反应,造成局部组织

或器官的损伤[22];IL鄄6 参与体液免疫的调节及肺部炎症

反应的病理过程,其水平高低可反映肺部感染程度,还
可促进 TNF鄄琢 等炎性因子的产生而加重炎性损伤[23鄄24]。
本研究结果表明,双黄连颗粒能够剂量依赖性地降低大

鼠血清中 IL鄄6 和 TNF鄄琢 水平,从而减轻肺组织的进一步

损伤,使其得以修复。
TNF鄄琢 等细胞因子的过度表达能引起 NF鄄资B 信号

通路的活化[25]。 NF鄄资B 信号通路广泛参与机体炎症、细
胞增殖、氧化应激、细胞凋亡等过程。 已有研究证实,
NF鄄资B 信号通路与 MPP 密切相关,NF鄄资B 信号通路的激

活能够进一步刺激 TNF鄄琢 等炎症因子的过表达[26鄄28]。
本研究发现,在模型组大鼠肺组织中,磷酸化 NF鄄资B p65
的表达量明显增加,而双黄连颗粒能抑制这种失调反

应,提示双黄连颗粒可通过抑制 NF鄄资B 信号通路的异常

活化发挥抗炎作用。
综上所述,双黄连能够下调 IL鄄6 和 TNF鄄琢 等炎症因

子水平,抑制肺组织 NF鄄资B 信号通路过度表达,进而减

轻肺部炎症,使肺组织逐渐恢复正常形态和生理功能。
然而,双黄连发挥抗炎作用的具体药理机制,还有待进

一步研究。
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