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【摘要】  目的　探讨青蒿琥酯（artesunate, ART）对甲型流感病毒肺炎的治疗作用。方法　将36只小鼠随机分为6组：

正常对照组（C组）、溶剂对照组（M组，10%DMSO）、阳性药物组（P组，奥司他韦1.25 mg/kg）、ART高剂量组（ART-G组，

ART 120 mg/kg）、ART中剂量组（ART-Z组，ART 60 mg/kg）和ART低剂量组（ART-D组，ART 30 mg/kg），每组6只。除C组不

进行病毒干预和腹腔注射外，其余5组小鼠鼻腔滴入感染甲型流感病毒（influenza A virus, IAV），12 h后按分组剂量进行每

日一次腹腔注射；治疗过程中观察小鼠体征、体质量和存活情况；治疗7 d后，取小鼠肺组织，计算肺指数，HE染色观察小鼠

肺组织病理变化，RT-qPCR和Western blot分别检测肺组织中Toll 样受体 4（Toll-like receptor 4, TLR4）、核因子κB（nuclear

factor kappa-B, NF-κB）（p65）、肿瘤坏死因子α（tumor necrosis factor α, TNF-α)、白细胞介素-6（interleukin-6, IL-6）和白细胞

介素-1β（interleukin-1, IL-1β）mRNA和蛋白表达水平。结果　与C组比较，M组小鼠体征变差、体质量和存活率降低，肺指

数增加，肺组织出现严重病理变化，肺组织中TLR4、NF-κB (p65)、TNF-α、IL-6和IL-1β mRNA和蛋白表达水平升高

（P<0.05）；与M组比较，ART各组小鼠体征明显改善、体质量和存活率升高，肺指数降低，肺组织病理变化得到改善，肺组织

中TLR4、NF-κB (p65)、TNF-α、IL-6和IL-1β mRNA和蛋白表达水平降低（P<0.05），且上述指标变化以ART-G组最显著。

结论　ART对甲型流感病毒肺炎具有治疗作用，其机制与抑制TLR4/NF-κB (p65)信号通路活化和抗炎相关。
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【Abstract】   Objective　To  investigate  the  therapeutic  effect  of  artesunate  (ART)  on  influenza  A  viral
pneumonia. Methods　A total of 36 mice were evenly and randomly assigned to six groups, a normal control group (C
group),  a  solvent  control  group (M group,  10% DMSO),  a  positive  drug  group (P  group,  oseltamivir,  1.25  mg/kg/day),
ART  high-dose  group  (ART-G  group,  120  mg/kg/day),  ART  medium-dose  group  (ART-Z  group,  60  mg/kg/day),  and
ART  low-dose  group  (ART-D  group,  30  mg/kg/day).  Except  for  group  C,  which  did  not  receive  any  influenza  A  virus
intervention  or  intraperitoneal  injection,  mice  in  the  five  other  groups  were  infected  with  influenza  A  virus  through
intranasal drip. Then, after 12 hours, mice in the five other groups received intraperitoneal injection of the assigned drugs
and dosage once a day. The signs, body weight, and survival of the mice were observed over the course of treatment. After
7 days of treatment, the lung tissue of the mice was collected and weighed, and the lung index was calculated accordingly.
HE  staining  was  performed  to  observe  the  pathological  changes  in  the  lung  tissue.  The  mRNA  and  protein  expression
levels of Toll-like receptor 4 (TLR4), nuclear factor kappa-B (NF-κB [p65]), tumor necrosis factor α (TNF-α), interleukin-
6 (IL-6),  and IL-1β were  examined with RT-qPCR and Western blot,  respectively. Results　Compared with those  in  C
group,  mice  in  the  M  group  had  worse  physical  signs  and  lower  body  mass  and  survival,  increased  lung  index,  severe
pathological changes in lung tissue, and increased levels of TLR4, NF-κB (p65), TNF-α, IL-6 and IL-1β mRNA and protein
expression in their lung tissue (P<0.05). Compared with those in M group, the mice in the ART groups had better physical
signs, higher body mass and survival rate, decreased lung index, improvement of pathological changes in the lung tissue,
and  decreased  levels  of  level  of  TLR4,  NF-κB (p65),  TNF-α,  IL-6  and  IL-1β  mRNA and  protein  expression  in  the  lung
tissue  (P<0.05).  Furthermore,  the  most  prominent  changes  in  these  indexes  were  observed  in  the  ART-G  group.
Conclusion　ART  has  therapeutic  effects  on  influenza  A  viral  pneumonia,  and  the  mechanisms  are  related  to  the
inhibition of TLR4/p65 signaling pathway activation and anti-inflammation.
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甲型流感病毒（influenza A virus, IAV）是流行性感冒

的主要病原体，每年感染约7亿人，导致近60万人死亡，是

人类面临的重大公共卫生问题[1-2]。IAV感染后可引发患

者诸多并发症，其中病毒性肺炎是主要并发症之一，也是

患者死亡的一大诱因 [ 3 ]。虽然临床上已有相关治疗

IAV的药物，但现阶段的药物还不能有效改善IAV肺炎所

引起的急性肺损伤（acute lung injury, ALI）和急性呼吸窘

迫综合征（acute respiratry distress syndrme, ARDS），因此

急需开发相关针对性的药物[3-4]。Toll 样受体 4（Toll-like

receptor 4, TLR4）和核因子κB（nuclear factor kappa-B, NF-

κB）（p65）是IAV诱导肺炎的关键信号通路，IAV感染后通

过激活TLR4/NF-κB(p65)信号通路诱导炎症因子过度分

泌，加速肺炎的进展[5]。

青蒿琥酯（artesunate, ART）是青蒿素的衍生物之一，

因其安全、生物利用度高，被临床用于危重疟疾的抢救治

疗 [ 6 ]。此外，ART还具有抗病毒 [ 7 ]、抗炎 [ 8 ]和抗肿瘤 [ 9 ]

的作用。我们前期研究发现双氢青蒿素在体外可抑制

IAV H1N1诱导炎症因子TNF-α和IL-6的表达[10]。此外，

ART还可通过抑制TLR-4、NF-κB、肿瘤坏死因子α（tumor

necrosis factor α, TNF-α)和白细胞介素-6 （interleukin-6,

IL-6）的表达，改善炎症因子诱导的缺血再灌注脑损伤[11]。

然而ART对IAV肺炎的治疗作用及相关机制现阶段还不

明确；因此，在本研究中通过建立IAV肺炎小鼠模型，探

讨ART对IAV肺炎的治疗效果和部分相关机制。 

1     材料与方法
 

1.1    实验动物与病毒毒株

SPF级ICR小鼠，18～20 g，4～6周龄，购自成都达硕

实验动物有限公司，动物许可证编号：SCXK（川）2020-

030。动物实验过程遵循我国《实验动物福利伦理审查指

南（GB/T 358922018）》提出的原则与要求；甲型流感病毒

A/PR/8/34（H1N1）由中国疾病预防控制中心病毒病预防

控制所国家流感中心提供。病毒实验操作在病原微生物

二级生物安全实验室进行：川卫BSL-2-A备（2020）第

0639号。 

1.2    实验试剂与设备

青蒿琥酯（artesunate, ART），纯度98%，购自成都植

标化纯生物技术有限公司；兔抗T L R 4抗体、兔抗

NFκB（p65）抗体，兔抗TNF-α抗体，兔抗IL-1β抗体，兔抗

IL-6抗体，均购自武汉爱博泰克生物科技有限公司；HRP-

羊抗兔IgG，购自北京中杉金桥生物技术有限公司；一抗

稀释液，二抗稀释液，封闭液，均购武汉赛维尔生物科技

有限公司；ECL发光液和PVDF膜，购置美国BIO-RAD公

司；总RNA提取试剂盒，购自北京天根生化科技有限公

司；PrimeScriptTM RT reagent Kit withgDNAEraser试剂盒，

TB Green® Premix Ex TaqTM (TliRNaseH Plus)均购自宝日

医生物技术（北京）有限公司；苏木素染液购自武汉塞维

尔生物科技有限公司；组织标本固定液购自福晨（天津）

化学试剂有限公司；实时荧光定量PCR仪，购自德国耶拿

分析仪器股份公司；凝胶成像系统，购自美国BIO-RAD公

司；蛋白电泳仪，购自北京八一实验仪器厂；转轮式切片

机，购自德国徕卡公司。 

1.3    方法 

1.3.1    肺炎模型建立及分组干预　实验前测定IAV的半

数致死剂量（LD50），然后解剖小鼠，观察死亡和未死亡的

小鼠肺部是否出现炎症，然后采用该剂量（LD50=10−2.3）进

行正式实验，确保模型成功。小鼠腹腔注射10%戊巴比

妥钠，0.1 mL/只，待小鼠进入麻醉状态后，鼻腔滴入

1×LD50 IAV A/PR/8/34 H1N1，40 μL/只，建立肺炎模型。

随机将模型鼠分为5组，每组6只：溶剂对照组（M组）、阳

性药物组（P组）、ART高剂量组（ART-G组）、ART中剂量

组（ART-Z组）和ART低剂量组（ART-D组）。将ART溶于

含10%DMSO的注射用水中，小鼠感染后12 h，按ART高

（ART-G）、中（ART-Z）、低剂量（ART-D）组，分别给予小

鼠每日1次腹腔注射ART120、60、30 mg/kg，200 μL/只，治

疗7 d。M组、P组则于小鼠感染后12 h，给予每日1次腹腔

注射等体积10%DMSO、奥司他韦1.25 mg/kg，治疗7 d。

取6只正常小鼠建立正常对照组（C组），麻醉后鼻腔滴入

PBS，然后常规饲养，不进行腹腔注射。 

1.3.2    小鼠体征、体质量、存活率和肺指数观察　7 d治

疗过程中观察小鼠的体征，在每天固定时间对小鼠进行

称重，记录小鼠的存活情况。在实验过程死亡的小鼠，称

重后解剖取全肺称取质量，并留样做后续检测，其余存活

小鼠在末次给药后12 h，麻醉处死，取全肺称取质量，计

算肺指数，然后留取肺组织进行后续检测。肺指数

（%）=肺湿质量/体质量×100%。上式质量单位均为g。 

1.3.3    小鼠肺组织HE染色　处死小鼠后，取100 mg小鼠

肺组织，经4%多聚甲醛固定过夜，按常规HE染色步骤进

行染色，染色后于光学显微镜下采集图片，观察肺组织的

病理变化。 

1.3.4    qRT-PCR检测肺组织中TLR4、NF-κB（p65）、

TNF-α、IL-6和IL-1β mRNA水平　取100 mg小鼠肺组织，

用RNA提取试剂盒提取总RNA，总RNA经PrimeScriptTM

RT reagent Kit with gDNA Eraser试剂盒逆转录为cDNA，

cDNA在实时荧光定量PCR仪上按95.0 ℃预变性30 s，

95.0 ℃变性10 s，60.0 ℃退火延伸30 s，扩增40循环。引物
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由苏州金唯智生物科技有限公司合成。引物序列如下：

TLR4：Forward 5′-TCCCTGCATAGAGGTAGTTCC-3′，

Reverse 5′-TCAAGGGGTTGAAGCTCAGA-3′，扩增产物

长度119 bp；NF-κB(p65)：Forward 5′-ACTGCCGGGAT

GGCTACTAT-3′，Reverse 5′-TCTGGATTCGCTGGCTAA

TGG -3 ′，扩增产物长度126 bp；TNF-α：Forward 5 ′-

ACCCTCACACTCACAAACC-3′，Reverse 5′-ACAAG

GTACAACCCATCGG-3′，扩增产物长度134 bp；IL-6：

Forward 5′-GAGACTTCCATCCAGTTGCCT-3′，Reverse

5′-TGGGAGTGGTATCCTCTGTGA-3′，扩增产物长度105 bp；

IL-1β：Forward 5′-GTTGACGGACCCCAAAAGAT-3′，

Reverse 5′-TGATACTGCCTGCCTGAAGC-3′，扩增产物

长度123 bp。内参基因β-actin：Forward 5′-CGTTGA

CATCCGTAAAGACC-3′，Reverse 5′-AACAGTCCGCCTAGA

AGCAC -3′，扩增产物长度281 bp。扩增后根据2−ΔΔCt计算

目的基因的相对表达量。 

1.3.5    W e s t e r n  b l o t检测小鼠肺组织中T L R 4、N F -

κB（p65）、TNF-α、IL-6和IL-1β 蛋白水平　取50 mg小

鼠肺组织，用RPIA裂解液裂解并经BCA试剂盒定量，制备

成Western blot上样样品。样品经SDS-PAGE凝胶电泳

后，转至聚偏二氟乙烯膜（P V D F）模上；P V D F膜经

TBST洗涤及封闭液封闭，然后对应加入1∶1 000稀释的

TLR4、NF-κB（p65）、TNF-α、IL-6和IL-1β抗体，4 ℃孵育

过夜；PVDF膜经TBST漂洗后加入HRP-羊抗兔IgG（1∶

8  000），室温孵育60 min；PVDF膜经TBST漂洗后，加入

ECL发光液于凝胶成像系统中采集图像；使用Image J软

件分析蛋白条带灰度值，目的蛋白相对表达水平=目的蛋

白条带灰度值/内参蛋白β-actin灰度值。 

x̄± s1.3.6    统计学方法　计量数据以 表示，多组间比较

采用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t检验。存

活率采用卡方检验，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    ART对IAV肺炎小鼠体征的影响

C组小鼠在整个实验期间精神状态良好，行为活动和

饮食正常，背毛光滑。M组小鼠在实验前3天一切正常，

从第4天起出现精神萎靡，背毛耸立，行为活动迟缓，卷缩

颤抖等变化。ART治疗组小鼠体征变化较M组明显改

善，以ART-G组改善效果最明显。 

2.2    ART对IAV肺炎小鼠体质量、存活率和肺指数的

影响

如表1和图1所示：与C组比较，M组小鼠体质量和存

活率均下降，肺指数升高（P<0.05）。与M组比较，ART各

组小鼠体质量和存活率升高，肺指数降低（P<0.05），其中

存活率与肺指数以ART-G组变化最显著（P<0.05）；ART-

G组与ART-D组相比，存活率与肺指数差异均有统计学

意义（P<0.05）。表明ART可降低IAV肺炎小鼠的肺指数，

提高小鼠的体质量和存活率。

 
表 1    各组小鼠存活率和肺指数

Table 1    The survival rate and lung index of mice in each group
 

Group n Survival rate/% Lung index/%

C 6 100 0.74±0.02

M 6 50* 2.06±0.42*

P 6 83.3# 1.09±0.36#

ART-G 6 100# 1.02±0.37#

ART-Z 6 83.3△，# 1.04±0.26#

ART-D 6 66.7△，# 1.25±0.76△，#

　*  P<0.05,  vs.  C group;  # P<0.05,  vs.  M group;  △ P<0.05,  vs.  ART-G
group. C group: Normal control group; M group: Solvent control group; P
group: Positive drug group (oseltamivir, 1.25 mg/kg per day); ART-G group:
ART  high  dose  group  (ART  120  mg/kg  per  day);  ART-Z  group:  ART
medium dose group (ART 60 mg/kg per day); ART-D group: ART low dose
group (ART 30 mg/kg per day).
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图 1  各组小鼠体质量变化

Fig 1  The body mass changes of mice in each group
* P<0.05, M group vs. C group; # P<0.05, ART groups vs. M group. n=6.

  

2.3    ART对IAV肺炎小鼠肺组织病理损伤的影响

C组小鼠肺组织支气管结构清晰，上皮细胞排列整

齐、形态正常，肺泡结构完整，未见病理损伤；M组小鼠肺

组织结构明显受损，肺泡结构模糊，局部实质化，肺泡隔

增厚，肺泡上皮细胞及纤维组织增生，上皮细胞变性坏

死，大量淋巴细胞、中性粒细胞、巨噬细胞及细胞碎片聚

集；ART-G组小鼠组织支气管结构清晰，上皮细胞排列整

齐、形态正常，肺泡结构完整，仅少量炎细胞浸润；ART-

Z组小鼠组织支气管结构清晰，少量上皮细胞坏死及少量

炎细胞浸润；ART-D组小鼠肺组织结构受损，上皮细胞坏

死及炎细胞浸润。表明ART可改善IAV肺炎导致的肺组
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织病理损伤。见图2。 

2.4    ART对IAV肺炎小鼠肺组织中促炎症因子TNF-α、

IL-6和IL-1β的mRNA和蛋白表达的影响

与C组比较，M组小鼠肺组织中TNF-α、IL-6和IL-1β

mRNA和蛋白表达水平升高（P<0.05）；与M组比较，

ART组小鼠肺组织中TNF-α、IL-6和IL-1β mRNA和蛋白

表达水平降低（P<0.05）；ART-G组下降最显著，与ART-

D组相比，差异均有统计学意义（P<0.05）。表明ART可降

低IAV肺炎小鼠肺组中TNF-α、IL-6和IL-1β等促炎症因子

的表达水平。见图3。 

2.5      ART对IAV肺炎小鼠肺组织中TLR4和NF-κB

（p65）的mRNA及其蛋白表达的影响

与C组比较，M组小鼠肺组织中TLR4和NF-κB（p65）

mRNA及蛋白表达水平升高（P<0.05）；与M组比较，
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图 2  HE染色观察各组小鼠肺组织病理变化。×100

Fig 2  The pathological changes of lung tissue of mice in each group observed with HE staining. ×100

A: C group; B: M group; C: P group; D: ART-G group; E: ART-Z group; F: ART-D group. The arrows are pointed at the lesions.
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图 3  各组小鼠肺组织中TNF-α、IL-6和IL-1β的mRNA及蛋白表达水平

Fig 3  The expression levels of TNF-α, IL-6 and IL-1β mRNA and proteins in the lung tissue of mice in each group

* P<0.05, vs. C group; # P<0.05, vs. M group; △ P<0.05, vs. ART-G group. n=6.
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ART组小鼠肺组织中TLR4和NF-κB（p65）mRNA及蛋白

表达水平降低（P<0.05）；ART-G组下降最显著，与ART-

D组相比，差异均有统计学意义（P<0.05）。表明ART可抑

制IAV肺炎小鼠肺组织中TLR4和NF-κB（p65）的表达，进

而抑制TLR4/NF-κB（p65）信号通路活化，发挥抗炎效

果。见图4。
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图 4  各组小鼠肺组织中TLR4和NF-κB（p65）的mRNA及蛋白表达水平

Fig 4  The expression levels of TLR4 and NF-κB(p65) mRNA and proteins in the lung tissue of mice in each group

* P<0.05, vs. C group; # P<0.05, vs. M group; △ P<0.05, vs. ART-G group. n=6.
 
 

3     讨论

病毒性肺炎是IAV感染的主要并发症，在此过程中

宿主会分泌大量的炎症因子，造成组织器官病理损伤，使

患者病情加重，甚至死亡[12]。尽管临床上已有多种药物

被用于IAV的治疗，但这些药物对IAV肺炎的治疗效果有

限，因此急需探索针对IAV肺炎的治疗药物[4]。近年来，

中药在抗IAV和治疗IAV肺炎上均有报道，并显示出较好

的治疗效果[13]。ART是我国传统中药青蒿素的衍生物之

一，在临床上主要用于危重疟疾的抢救治疗。研究发现

ART还具有抗病毒[7]、抗炎[8]、抗肿瘤[9]和免疫调节[14]等生

物活性。然而ART对IAV肺炎的治疗作用和机制现阶段

还未阐明。在本研究中我们发现ART可通过抑制小鼠肺

组织中TLR4、NF-κB (p65)、TNF-α、IL-6和IL-1β 的表达，

降低肺组织的炎症反应，改善IAV肺炎小鼠的体征和肺

组织病理损伤，降低小鼠肺指数，提高小鼠的存活率和体

质量。证实ART对IAV肺炎具有治疗作用，其机制与抑制

TLR4/NF-κB (p65)信号通路活化和抗炎相关。

IAV感染诱导ALI和ARDS与TLR4/NF-κB (p65)信号

通路密切相关。研究表明IAV感染后可激活TLR4/NF-κB

(p65)信号通路，进而诱导促炎因子分泌，诱导肺炎发生发

展[5]。NOVAK等[15]发现重症流感肺炎小孩的预后情况与

体内TLR4的抑制呈正相关，同时TLR4的抑制情况与患者

器官衰竭持续时间和患者死亡率增加也存在关联。

DAI等[16]研究表明大黄素通过抑制TLR4/NF-κB通路治疗

流感病毒肺炎。在本研究中我们发现ART可抑制IAV肺

炎小鼠肺组织中TLR4和NF-κB (p65) mRNA及蛋白的表

达水平，抑制TLR4/NF-κB (p65)信号通路。TLR4/NF-κB

(p65)信号通路活化后通过直接或间接途径诱导促炎症因

子TNF-α、IL-6和IL-1β 等的表达，当TNF-α、IL-6和IL-

1β等促炎因子过度分泌后会诱导炎症细胞进一步活化，

增殖和迁移，加重感染部位的炎症反应，诱发炎症因子风

暴[17-19]。在IAV肺炎中大量炎症因子分泌和炎症细胞浸

润会导致肺充血水肿，肺指数升高，上皮细胞增生、坏死

和脱落，诱发ALI和ARDS，加重病情并导致患者死亡[3]。

ZHAO等[20]发现柴芩清宁可通过抑制IL-6和TNF-α的表

达，改善IAV肺炎小鼠的肺病理损伤，降低肺指数，提高

小鼠存活率。同样YU等 [21 ]也证实通过抑制TNF-α、IL-

6和IL-1β等促炎因子的表达可改善IAV肺炎小鼠组织病

理损伤，提高存活率。我们实验结果显示ART可抑制

IAV肺炎小鼠肺组织中TNF-α、IL-6和IL-1β mRNA和蛋

白的表达水平，同时改善IAV肺炎小鼠的体征、肺组织病

理变化，降低肺指数，提高IAV肺炎小鼠存活率。

综上所述：在研究中我们证实ART对IAV肺炎具有治

疗作用，发现ART是通过抑制TLR4、NF-κB (p65)、TNF-

α、IL-6和IL-1β的表达发挥效果，得出了ART治疗IAV肺
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炎的部分机制和分子靶点。但本研究仅使用一种毒株进

行实验，此外ART治疗IAV肺炎的其它调控靶点和机制需

进一步研究论证。在接下来的实验中我们将采用不同亚

型毒株和通过蛋白组学法进一步完善ART治疗流感病毒

肺炎的作用和机制，为ART在IAV肺炎上的应用和开发针

对IAV肺炎小分子药物提供理论依据。虽然本研究存在

以上不足，但证实ART具有治疗IAV肺炎的潜力，其部分

机制是抑制TLR4、NF-κB (p65)、TNF-α、IL-6和IL-1β的表

达，为ART治疗IAV肺炎的深入研究提供了理论基础。

  *　　　　*　　　　*
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