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芪翘清瘟解毒颗粒减轻 H1N1 感染小鼠肺损伤的作用机制

姜付泉 1，2， 刘铜华 1*， 秦灵灵 1， 吴丽丽 1， 刘京锋 2

（1. 北京中医药大学，北京  100029；2. 北京市和平里医院，北京  100013）

［摘要］ 目的：探讨芪翘清瘟解毒颗粒（QQQW）对甲型 H1N1 流感病毒（H1N1）感染所致小鼠病毒性肺炎的保护作用及

分子机制。方法：将 36 只 Balb/c 雄性小鼠随机分为空白组，模型组，QQQW 低（1.25 g·kg-1）、中（2.5 g·kg-1）、高（5 g·kg-1）剂量

组，奥司他韦组（20 mg·kg-1），每组 6 只。除空白组外，其余各组以 1.5 倍半数致死剂量（LD50）的 H1N1 病毒滴鼻建立肺炎模型，

攻毒后 2 h 开始给药，每日 1 次，连续 7 d，末次给药后 24 h 检测相关指标。通过苏木素-伊红染色（HE）结合病理评分评估肺组

织病理损伤，采用液相色谱-质谱联用技术（LC-MS）鉴定入血原型成分，结合网络药理学预测核心靶点与通路，通过人非小细

胞肺癌 A549 细胞实验，采用细胞增殖与活性检测法（CCK-8）、流式细胞术凋亡检测及蛋白免疫印迹法（Western blot）辅助机制

验证。结果：与空白组比较，模型组小鼠肺、脾指数，肺组织病理评分及血清白细胞介素（IL）-17、IL-6、IL-1β、肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）水平均显著升高（P<0.01），肺组织磷酸化（p）-磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/PI3K、p-蛋白激酶 B（Akt）/Akt、p-糖原合成激

酶 3β（GSK3β）/GSK3β显著降低（P<0.01）；与模型组比较，QQQW 各剂量组上述脏器指数、病理评分及促炎因子水平均明显降

低（P<0.05），QQQW 高剂量组效果与奥司他韦组无显著差异，且 QQQW 高剂量组可显著上调肺组织 PI3K/Akt/GSK3β信号通

路磷酸化蛋白比值（P<0.01）。细胞实验中，与 H1N1 感染模型组比较，100 mg·L-1QQQW 可显著提升 A549 细胞活力、降低凋亡

率，上调通路磷酸化蛋白比值（P<0.01），该效应可被 PI3K 抑制剂 LY294002 逆转（P<0.01）。网络药理学显示 GSK3β为 QQQW

关键靶点，PI3K/Akt为核心通路。结论：QQQW（1.25~5 g·kg-1）可通过激活 PI3K/Akt/GSK3β信号通路，剂量依赖性减轻 H1N1

感染引起的肺组织炎症与损伤，其中高剂量 QQQW（5 g·kg-1）效果与奥司他韦（20 mg·kg-1）相当。
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Mechanisms of Qiqiao Qingwen Jiedu Granules in Alleviating Lung Injury in 
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（1. Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 100029，China；
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［［Abstract］］  Objective：： To investigate the protective effects and molecular mechanisms of Qiqiao Qingwen Jiedu Granules 

（QQQW） against viral pneumonia induced by H1N1 influenza virus infection in mice. Methods：： Thirty-six male Balb/c mice were 

randomly assigned to six groups （n = 6 per group）， i.e.， blank control， model， QQQW low-dose （1.25 g·kg-1）， QQQW medium-

dose （2.5 g·kg-1）， QQQW high-dose （5 g·kg-1）， and oseltamivir （20 mg·kg-1）. Except for the blank control， mice in the 

remaining groups were intranasally inoculated with H1N1 virus at 1.5 × LD50 to establish a pneumonia model. Drug administration 
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began 2 hours after infection， once daily for 7 consecutive days， and relevant indicators were assessed 24 hours after the final dose. 

Lung pathological damage was evaluated using hematoxylin-eosin （HE） staining combined with histopathological scoring. Liquid 

chromatography-mass spectrometry （LC-MS） was used to identify blood-absorbed prototype components， and network 

pharmacology was applied to predict core targets and signaling pathways. Human non-small cell lung cancer A549 cells were used 

for in vitro verification， including CCK-8 assay， flow cytometry for apoptosis， and Western blot. Results：： Compared with the 

blank control， the model group showed significant increases in lung and spleen indices， lung pathological scores， and serum 

interleukin （IL）-17， IL-6， IL-1β， and tumor necrosis factor （TNF）- α levels （P<0.01）， along with significant decreases in 

phosphorylated phosphatidylinositol 3-kinase （p-PI3K）/PI3K， phosphorylated protein kinase B （p-Akt）/Akt， and phosphorylated 

glycogen synthase kinase 3β （p-GSK3β）/GSK3β ratios in lung tissue （P<0.01）. All QQQW dose groups significantly reduced organ 

indices， pathological scores， and pro-inflammatory cytokine levels （P<0.05）， with the high-dose group showing effects 

comparable to oseltamivir. The high-dose QQQW group significantly upregulated phosphorylated protein ratios in the PI3K/Akt/

GSK3β pathway （P<0.01）. In A549 cells， 100 mg·L-1 QQQW significantly increased cell viability， decreased apoptosis， and 

upregulated phosphorylated protein ratios in this pathway compared with the H1N1 infection model group （P<0.01）. These effects 

were reversed by the PI3K inhibitor LY294002 （P<0.01）. Network pharmacology analysis identified GSK3β as a key target and 

PI3K/Akt as the core pathway of QQQW. Conclusion：： QQQW （1.25-5 g·kg-1） dose-dependently alleviates H1N1-induced lung 

inflammation and tissue damage by activating the PI3K/Akt/GSK3β signaling pathway. The high dose （5 g·kg-1） shows comparable 

efficacy to oseltamivir （20 mg·kg-1）.

［［Keywords］］ Qiqiao Qingwen Jiedu Granules； H1N1 influenza virus； phosphatidylinositol 3-kinase （PI3K）/protein kinase 

B （Akt）/glycogen synthase kinase 3β （GSK3β） signaling pathway； lung injury； network pharmacology

甲型流感病毒（IAV）是高度传染性呼吸道感染

的主要原因，对公众健康构成严重威胁［1-2］。病毒感

染机体后，不仅引发高热、咳嗽等急性呼吸道症状，

更可导致严重的病毒性肺炎、急性呼吸窘迫综合征

等并发症，甚至死亡［3-4］。目前，临床针对流感病毒

的治疗以西药神经氨酸酶抑制剂（如奥司他韦）为
主，但其存在病毒易产生耐药性、治疗窗口期窄及

潜在不良反应等问题［5］。因此，从传统医药中寻找

有效、安全的抗流感药物替代或补充方案，具有重

要的现实意义［6］。

中医药在防治瘟疫方面积累了丰富的经验，其

“整体观”和“辨证论治”的理念在应对病毒性传染

病方面显示出独特优势。流行性感冒属于中医“疫

病”“温病”范畴，病机多为疫毒袭表，内蕴肺胃［7-8］。

本课题组前期研制的芪翘清瘟解毒颗粒（QQQW，

曾作为“新冠预防冲剂”应用），其组方理论溯源至

明代吴又可《温疫论》中“本气充满，邪不易入，本气

适逢亏欠，呼吸之间，外邪因而乘之”的温疫发病核

心理论，据此确立“扶正固本、清热解毒”的核心治

则，为课题组基于经典温疫理论结合现代病毒性呼

吸道感染防治需求的原创复方。该配方曾作为预

防用药，在冬奥会、残奥会期间为 4 000 余名志愿者

和服务人员提供防护；在治疗方面，对万余例新冠

病毒感染患者的临床观察表明，该药能快速缓解发

热、咽痛、周身酸痛等症状。近期应用亦证实其对

甲型流感同样具有显著疗效。然而，当前中医药抗

流感研究多聚焦于整体药效评价或单一成分机制

解析，缺乏“药效物质基础-核心作用靶点-关键信号

通路”的系统性关联研究，难以充分阐释中药复方

“多成分、多靶点、多通路”的协同作用特点。基于

此，本研究构建了“整体药效 -物质基础 -分子机制”

的系统性研究框架：整合液相色谱 -质谱联用（LC-

MS）入血成分精准鉴定、网络药理学靶点 -通路预

测、分子对接相互作用验证及细胞-动物层面的功能

学实验，系统揭示 QQQW 多成分协同靶向调控单一

核心通路的作用模式。具体研究路径首先通过动

物实验明确 QQQW 对 H1N1 感染小鼠肺炎的治疗

效果；其次采用 LC-MS 技术识别药物入血原型成分

及代谢产物并明确其来源；再结合网络药理学方

法，构建“成分-靶点-通路”多维网络，筛选 Top 10 核

心靶点；通过分子对接验证入血成分与核心通路蛋

白的结合能力；最后在细胞与分子层面（蛋白+基因

水平）验证关键信号通路磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/

蛋白激酶 B（Akt）/糖原合成激酶 3β（GSK3β）的调控

机制。

1 材料

1.1　细胞与动物     SPF 级 Balb/c 雄性小鼠 42 只，

7~8 周龄，体质量（20±2）g，购自北京维通利华实验

动物技术有限公司。所有小鼠于 SPF 级屏障环境中

分笼饲养，室内温度（22±2）℃，相对湿度（50±5）%，

自由摄食饮水。传至第 5 代对数生长期的人非小细

胞 肺 癌 A549 细 胞（典 型 培 养 物 保 藏 中 心 ，编 号

BTCC-1012）。
1.2　伦理     本研究所有动物实验程序均经北京迈

德康纳生物技术有限公司动物伦理委员会审查批

准（批准号 MDKN-2025-052），并严格按照北京市实

··2



第 XX 卷第  XX 期
XXXX 年 XX 月

中国实验方剂学杂志
Chinese Journal of Experimental Traditional Medical Formulae

Vol. XX，No. XX

XX，XXXX

验动物管理委员会的实验动物护理和使用指南

进行。

1.3　药物与试剂     QQQW 由本课题组自主研制，

处方组成包括黄芪、连翘、白术、醋五味子、鱼腥草、

天花粉、防风，委托北京康仁堂药业有限公司标准

化制备为配方颗粒，生产批号分别为黄芪配方颗粒

22026071、连翘配方颗粒 22030551、白术配方颗粒

22032091，醋五味子配方颗粒 22039621，鱼腥草配

方颗粒 22040081，天花粉配方颗粒 22041031，防风

配方颗粒 22023901，其质量符合《国家药品监督管

理局国家药品标准》；磷酸奥司他韦胶囊（宜昌东阳

光长江药业股份有限公司，国药准字 H20065415，批

号 6032408008，规格 75 mg，10 粒装）；H1N1 流感病

毒 A/Puerto Rico/8/34 （PR8）（北纳创联生物科技有

限公司，货号 10-210-500）；苏木素 -伊红（HE）染色

试剂盒（北京索莱宝科技有限公司，货号 G1120）；兔
源 PI3K、Akt、磷酸化（p）-Akt、β-肌动蛋白（β-actin）
一抗（武汉三鹰生物技术有限公司，货号分别为

67071-1-Ig、10176-2-AP、66444-1-Ig、66009-1-Ig）；
p-PI3K 一抗（北京博奥森生物技术有限公司，货号

bs-6417R）；GSK3β、p-GSK3β 一 抗（货 号 分 别 为

9315、5558）；辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗

兔免疫球蛋白（Ig）G（H+L）、辣根过氧化物酶标记

山羊抗小鼠、二喹啉甲酸（BCA）蛋白浓度测定试剂

盒（上海碧云天生物技术有限公司，货号分别为

A0208、A0216、P0011）；细 胞 增 殖 与 活 性 检 测 法

（CCK-8）检测试剂盒（北京拜尔迪生物技术有限公

司，BN15201）；膜联蛋白 V-异硫氰酸荧光素（FITC）/

碘化丙啶（PI）细胞凋亡检测试剂盒（南京凯基生物

技 术 有 限 公 司 ，批 号 KGA104）；PI3K 抑 制 剂

LY294002、Akt激活剂 740Y-P（美国 MCE 公司，货号

分别为 S1105、10010639）。
1.4　仪器     HistoCore BIOCUT 型石蜡切片机（上

海徕卡仪器有限公司）；Eclipse Ci-L 型正置光学显

微镜（日本 Nikon 公司）；muLISKANMK3 型酶标仪

（赛默飞世尔科技公司）；SANYO（XD-101）型 CO2

恒温培养箱（日本 SANYO 公司）；SW-CJ-1FD 型超

净工作台（苏州净化设备有限公司）；80-2 型台式低

速离心机（上海医疗器械股份有限公司）；C6 型流式

细胞仪（美国 BD 公司）；IX73 型荧光倒置显微镜（日

本奥林巴斯公司）；VE-180 型垂直电泳槽、VE-586

型转移电泳槽、5260Muti 型全自动化学发光成像分

析 系 统（上 海 天 能 科 技 有 限 公 司）；ACQUITY 

UPLC I-Class型超高效液相色谱系统、SYNAPT G2-

S HDMS 型高分辨质谱仪（美国 Waters公司）。
2 方法

2.1　动物分组与造模     36 只 SPF 级 Balb/c 雄性小

鼠适应性饲养 1 周后，按随机数字表法分为 6 组

（n=6）：空白组，模型组，QQQW 低（1.25 g·kg-1）、中
（2.5 g·kg-1）、高（5 g·kg-1）剂 量 组 ，奥 司 他 韦 组

（20 mg·kg-1）。药物低、中、高剂量参考临床成人抗

流感中药推荐剂量［每日 15 g·（60 kg）-1］，按小鼠-人

体表面积换算公式（小鼠剂量=成人剂量×成人表面

积/小鼠表面积）计算［9］。除空白组外，其余各组小

鼠于实验第 0 天，经异氟烷轻度麻醉后，参照文

献［10］方 法 ，以 含 1.5 倍 半 数 致 死 剂 量（LD50）的
H1N1 PR8 病毒液 50 μL 滴鼻感染，建立流感病毒性

肺炎模型，以小鼠出现精神萎靡、活动减少、毛发蓬

乱、呼吸急促等典型流感样症状为初步造模成功指

征，经肺组织病理切片显示肺泡结构破坏、炎性细

胞浸润等特征为造模成功判定标准。空白组以等

体积生理盐水滴鼻。滴鼻后立即将小鼠鼻尖朝上

悬吊，待其自然苏醒，以确保病毒液充分吸入气道。

为确保入血成分分析样本量充足且数据可靠，额外

设置入血分析专用分组：配方颗粒组（PFKL 组，

0.1 g·mL-1 QQQW）、含 药 血 清 组（Drug 组 ，

5 g·kg-1 QQQW）、空白血清组（Control组），n=3。

2.2　给药     于滴鼻感染后 2 h 开始给药。各给药组

按上述剂量予以相应药物灌胃，空白组与模型组予

以等体积生理盐水灌胃。每日 1 次，连续给药 7 d。

2.3　样本采集与处理     于末次给药后 24 h 腹腔注

射过量戊巴比妥钠麻醉处死小鼠。分离完整肺组

织，取部分左肺组织于 4% 多聚甲醛溶液中固定，用

于后续石蜡包埋及 HE 染色。另取部分右肺组织于

−80 ℃冰箱冻存，用于分子检测。入血成分分析样

品处理：末次给药 24 h 后取小鼠腹主动脉血进行血

清样本处理，室温静置 30 min 待血液凝固，4 ℃、

1 500×g 离心 15 min 分离血清，取 100 μL 血清用

9 倍体积预冷甲醇沉淀蛋白，超声萃取后离心过滤；
颗粒样本取 0.1 g 粉末用含 0.1% 甲酸的 80% 甲醇超

声提取，同法离心过滤；另混合空白与含药血清滤

液各 50 μL 制备 3 份质量控制（QC）样本，以峰面积

相对标准偏差（RSD）<15% 验证仪器稳定性。

2.4　肺组织病理学观察     将 4% 多聚甲醛固定后的

肺组织经脱水、透明、石蜡包埋后，制成 4 μm 厚切

片。按 HE 染色试剂盒说明书进行操作，于光学显

微镜下观察肺组织病理形态变化，包括肺泡结构、

炎性细胞浸润、出血等情况。采用半定量评分标
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准，从 4 个维度进行评估：①肺泡结构完整性（0 分为

结构完整；1 分为轻度紊乱；2 分为中度破坏；3 分为

重度破坏）；②炎性细胞浸润程度（0 分为无浸润；
1 分为少量浸润；2 分为中度浸润；3 分为大量浸润）；
③出血范围（0 分为无出血；1 分为局部点状出血；
2 分为局灶性出血；3 分为弥漫性出血）；④水肿程度

（0 分为无水肿；1 分为轻度水肿；2 分为中度水肿；
3 分为重度水肿）。总分 0~12 分，分数越高提示肺损

伤越严重。评分由 2 名不知情的病理科医师采用双

盲法独立评分，若评分差异>1 分，由第 3 名医师复核

确定最终分数。

2.5　色谱条件     ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱

（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；流动相 A 为 0.1% 甲酸

水溶液，B 为 0.1% 甲酸乙腈溶液；柱温 35 ℃；流速

0.4 mL·min-1；进样量 2 μL；梯度洗脱程序设置如

下：初始阶段，流动相 A 占比 95%、B 占比 5%，曲线

为 6；0.5 min 时，流动相比例及曲线保持初始条件不

变；1.0 min 时，流动相 A 占比降至 80%、B 占比升至

20%，曲线为 6；4.0 min 时，流动相 A 占比降至 40%、

B 占比升至 60%，曲线为 6；6.0 min 时，流动相 A 占

比降至 1%、B 占比升至 99%，曲线为 6；8.0 min 时，

流动相比例及曲线保持 6.0 min 时条件不变；8.1 min

时，流动相 A 占比回升至 95%、B 占比降至 5%，曲线

为 6；10.0 min 时，流动相比例及曲线保持 8.1 min 时

条件不变，完成梯度洗脱。

2.6　质谱条件     采用电喷雾电离源；数据采集模式

为 MSe；质量扫描范围 50~1 200 m/z；正、负离子模

式分别独立采集；毛细管电压正离子 3.0 kV、负离子

2.5 kV；锥孔电压 30 V；碰撞能量 20~80 V；离子源温

度 120 ℃；脱溶剂气温度 600 ℃；采用亮氨酸脑啡肽

溶液进行实时质量校正。

2.7　 数 据 处 理 与 入 血 成 分 筛 选     原 始 数 据 经

Progenesis QI 软件进行峰识别、保留时间校正、峰对

齐及归一化处理；数据库比对采用四大中药及小分

子数据库联合验证：中药数据库 2.0、中药系统药理

学数据库与分析平台（TCMSP）、中药分子机制生物

信息学分析工具（BATMAN-TCM）、PubChem，通过

匹配精确分子量（误差≤5 ppm）、二级质谱碎片离子

信息及化合物保留时间进行成分鉴定；经 QC（剔除

QC/Blank>3 的干扰峰）后，合并正、负离子模式数据

作为最终数据集。对于原型入血成分筛选：首先，

在 PFKL 组中筛选信号强度≥10 的成分定义为药材

成分；其次，在 Drug 组中筛选信号强度>0 的成分记

为集合 D；随后，筛选在 Control 组信号为 0 且 Drug

组信号>10 的成分记为集合 C1，同时筛选在 Control

组信号非零但（Drug/Control>1）且 P<0.05 的成分记

为集合 C2；最后，将集合 C1 与 C2 取并集得到集合

C，再与集合 D 取交集，最终获得入血原型成分。

2.8　细胞培养与分组干预     A549 细胞采用含 10%

胎牛血清、100 U·mL-1 青霉素及 100 mg·L-1 链霉素

的 DMEM/F12 完全培养基，于 37 ℃、5%CO2及饱和

湿度的培养箱中常规培养。待细胞生长至 80%~

90% 汇合时，使用 0.25% 胰蛋白酶进行消化传代。

为建立 H1N1 病毒感染模型，将 H1N1 病毒液稀释至

10-4 50% 组织培养感染剂量（TCID50）。取对数生长

期 A549 细胞，以 4.5×104 个/mL 密度接种于培养板

中，培养 24 h 贴壁后，按以下分组进行干预，模型

组：加入 H1N1 病毒稀释液感染细胞；QQQW 组：加

入 H1N1 病毒稀释液感染细胞，同时给予 100 mg·

L-1 QQQW；LY294002 组：加入 H1N1 病毒稀释液感

染细胞，同时给予 100 mg·L-1 QQQW 及 PI3K 抑制剂

LY294002（25 μmol·L-1）；740Y-P 组：加入 H1N1 病

毒稀释液感染细胞，同时给予 Akt 激活剂 740Y-P

（20 μmol·L-1）。所有组别在感染 H1N1 1 h 后，弃去

病毒液，更换为含相应药物的维持液（含 2% 胎牛血

清的 DMEM/F12 培养基），继续培养至 24 h 后进行

检测。

2.9　 CCK-8 法检测细胞活力     取对数生长期的

A549 细胞，以 4.5×104 个/mL 密度接种于 96 孔板，每

孔 100 μL。待细胞贴壁后进行分组处理。继续培

养 12 h 后，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL ，于培养箱

内避光孵育 3 h。使用酶标仪在 450 nm 波长下测定

各孔吸光度 A。细胞活力=（A 给药组−A 空白组）/（A 模型组− 

A 空白组）×100%。此外，为确定 QQQW 细胞安全浓度

及抗 H1N1 作用条件，设 Control 组、H1N1 组、不同

质量浓度药物组（10、20、50、100、200 mg·L-1 等）及
奥司他韦组（5 μmol·L-1），采用上述相同 CCK-8 法

检测细胞存活率，筛选安全浓度范围及最佳实验

浓度。

2.10　细胞凋亡检测     收集各组细胞，用 1×Binding 

Buffer 300 μL 重悬细胞，加入 Annexin V-FITC 和 PI

染色液各 5 μL，避光孵育 15 min，随后使用流式细

胞仪检测细胞凋亡率。

2.11　蛋白免疫印迹法（Western blot）检测蛋白表

达     提取各组细胞总蛋白，采用 BCA 法测定蛋白浓

度。取蛋白样品 50 μg 进行十二烷基硫酸钠 -聚丙

烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，随后将蛋白转至聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜，用 5% 脱脂奶粉封闭 2 h，加

··4
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入 相 应 一 抗（稀 释 比 例 为 PI3K 1∶1 000、p-PI3K 

1∶500、Akt 1∶2 000、p-Akt 1∶2 000、GSK3β 1∶1 000、

p-GSK3β 1∶1 000、β-actin 1∶10 000），4 ℃孵育过夜。

用 TBST 洗膜后，加入相应二抗（1∶1 000），37 ℃孵

育 2 h，最后采用增强化学发光（ECL）法显影，使用

Image J软件分析条带灰度值。

2.12　统计学分析     采用 SPSS 26.0统计软件进行数

据处理。计量资料以 x̄ ± s表示。多组间比较采用单

因素方差分析（ANOVA），若方差齐，组间两两比较

采用最小显著差数（LSD）法；若方差不齐，则采用

Dunnett's T3检验。以 P<0.05为差异有统计学意义。

3 结果

3.1　QQQW 对 H1N1感染小鼠的肺组织损伤的影响

3.1.1　QQQW 对 H1N1 感染小鼠的脏器指数的影

响     与空白组比较，模型组小鼠肺脏指数、脾脏指

数均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，QQQW 低

剂 量 组 小 鼠 肺 脏 指 数 、脾 脏 指 数 无 明 显 变 化 ，

QQQW 中 剂 量 组 肺 脏 指 数 显 著 降 低（P<0.01），
QQQW 高剂量组及奥司他韦组小鼠肺脏指数、脾脏

指数均显著降低（P<0.01）；与模型组比较，QQQW

高剂量组小鼠肺脏指数、脾脏指数与奥司他韦组相

比差异无统计学意义。见表 1。

3.1.2　QQQW 对 H1N1 感染小鼠的肺组织病理损伤

的影响     空白组小鼠肺组织结构完整、清晰，肺泡

间隔无增厚，未见明显炎性细胞浸润；与空白组比

较，模型组小鼠肺组织出现肺泡结构严重破坏、肺

泡间隔显著增厚、大量炎性细胞浸润及出血现象，

肺组织病理评分显著升高（P<0.01）；与模型组比较，

QQQW 低剂量组小鼠肺组织病理损伤有所减轻，病

理评分明显降低（P<0.05）；与模型组比较，QQQW

中、高剂量组及奥司他韦组小鼠肺组织病理损伤显

著 减 轻 ，病 理 评 分 均 显 著 降 低（P<0.01）。 见

图 1、表 2。

3.1.3　QQQW 对 H1N1 感染小鼠中炎症因子水平的

影响     与空白组比较，模型组小鼠血清促炎因子

IL-17、IL-6、IL-1β、TNF- α 水 平 及 抗 炎 因 子 IL-4、

IL-10 水平均显著升高（P<0.01）；与模型组比较，

QQQW 低剂量组小鼠血清 IL-6、IL-1β、TNF-α水平

明显降低（P<0.05）；QQQW 中、高剂量组及奥司他

韦组小鼠血清促炎因子 IL-17、IL-6、IL-1β、TNF-α水

平均显著降低（P<0.01），抗炎因子 IL-4、IL-10 水平

均显著升高（P<0.01）。见表 3。

3.2　基于网络药理学与入血成分分析 QQQW 的潜

在作用机制     

3.2.1　正负离子模式下的成分图谱     为深入探讨

QQQW 发挥药效的物质基础及潜在作用机制，本研

究首先采用 LC-MS 技术对给药后小鼠血清中的药

物成分进行分析。在正、负离子模式下（QQQW 入

血成分质谱峰见增强出版附加材料）鉴定到多个源

自 QQQW 复方的原型成分及其代谢产物（QQQW

表 1　QQQW 对 H1N1 感染小鼠的脏器指数影响  （x̄± s，n=6）

Table 1　 Effect of QQQW on general status and organ indices of 

mice infected with H1N1 influenza virus （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

QQQW 低剂量组

QQQW 中剂量组

QQQW 高剂量组

奥司他韦组

剂量/g·kg-1

1.25

2.5

5.0

0.02

肺脏指数

0.58±0.08

1.63±0.181）

1.43±0.22

1.26±0.0993）

1.03±0.213）

0.87±0.163）

脾脏指数

0.32±0.03

0.59±0.091）

0.51±0.04

0.48±0.10

0.40±0.063）

0.37±0.053）

注：与空白组比较 1）P<0.01；与模型组比较 2）P<0.05，3）P<0.01

（表 2-表 6 同）

注：A.空白组；B.模型组；C.QQQW 低剂量组；D.QQQW 中剂量组；E.QQQW 高剂量组；F.奥司他韦组（图 2 同）
图 1　QQQW 对 H1N1 感染小鼠的肺组织病理影响  （HE，×400）
Fig. 1　Pathological changes of lung tissue in H1N1-infected mice （HE， ×400）
表 2　 QQQW 对 H1N1 感 染 小 鼠 的 肺 组 织 病 理 评 分 的 影 响  （x̄± s，

n=6）

Table 2　 Effect of QQQW on pathological scores of lung tissue in 

H1N1-infected mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

QQQW 低剂量组

QQQW 中剂量组

QQQW 高剂量组

奥司他韦组

剂量/g·kg-1

1.25

2.5

5.0

0.02

组织病理学评分/分

0.38±0.63

9.91±0.481）

8.34±1.592）

5.67±0.513）

2.12±0.523）

1.96±0.743）

··5
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入血成分基本信息见增强出版附加材料），包括筋

骨草素 C、大蒜烯、黄柏素等，这些入血成分被视为

潜在的药效物质基础。

3.2.2　蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络的构建     

基于以上入血成分，通过 TCMSP、GeneCard 等数据

库筛选出其潜在的作用靶点，并与 H1N1 流感相关

疾病靶点取交集，获得 QQQW 治疗流感的核心潜在

靶点信号转导和转录激活因子 3（STAT3）、GSK3β、
雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、原癌基因 Jun（JUN）、热
休 克 蛋 白 90α1（HSP90AA1）、PI3K 调 节 亚 基

（PI3KR）、神 经 营 养 因 子 受 体 酪 氨 酸 激 酶 1

（NTRK1）等。QQQW-活性成分 -H1N1 流感相关疾

病基因网络图构建及治疗 H1N1 流感的核心靶点见

增强出版附加材料。

3.2.3　关键靶点基因本体（GO）、京都基因与基因组

百科全书（KEGG）生物功能注释     对核心靶点进行

GO 功能富集分析和 KEGG 通路富集分析。GO 分

析结果显示，这些靶点显著富集于炎症反应、细胞

凋 亡 过 程 的 正 向 调 控 、病 毒 反 应 等 生 物 过 程 。

KEGG 通路分析结果提示，PI3K/Akt信号通路、流感

病毒感染通路等可能是 QQQW 的关键作用通路。

QQQW 对 IAV 感染小鼠差异蛋白的功能富集见增

强出版附加材料。

3.3　QQQW 对 H1N1 感染小鼠中 PI3K/Akt/GSK3β

信号通路的影响     研究表明 GSK3β的异常激活与

流感肺损伤正相关，H1N1 感染会通过下调 p-Akt 降

低其磷酸化水平引发炎症与凋亡。为验证网络药

理学预测结果，采用 Western blot 法检测了肺组织

PI3K/Akt/GSK3β信号通路关键蛋白的磷酸化水平。

与空白组比较，模型组 p-PI3K、p-Akt 及 p-GSK3β蛋
白表达均显著下调（P<0.01），而 PI3K、Akt及 GSK3β
蛋白表达无明显变化。经药物干预后，与模型组比

较 ，QQQW 中 、高 剂 量 组 及 奥 司 他 韦 组 p-PI3K、

p-Akt 及 p-GSK3β蛋白表达均显著上升（P<0.01），
且高剂量 QQQW 的效果与奥司他韦组相近。该结

果证实，调控 PI3K/Akt/GSK3β信号通路是 QQQW

缓解 H1N1 感染所致肺损伤的重要分子机制之一。

见表 4、图 2。

3.4　QQQW 体外抗 H1N1 病毒作用的探究     

3.4.1　细胞安全浓度确定及抗 H1N1 作用条件筛选  

    CCK-8 法检测显示，QQQW 作用 A549 细胞 12 h

时 各 浓 度 均 无 增 殖 抑 制 作 用；作 用 24 h 时 ，1~

100 mg·L-1QQQW 细胞存活率≥95%，200 mg·L-1 后

存活率略降。故确定 1~100 mg·L-1 为安全浓度范

围。见表 5。

3.4.2　抗 H1N1 作用条件筛选     与空白组比较，模

型组 A549 细胞活力极显著降低（P<0.01）；与模型组

比较，QQQW 低、中、高剂量组及奥司他韦组细胞活

力均明显升高（P<0.05，P<0.01）；与模型组比较，

QQQW 高剂量组细胞活力与奥司他韦组相比差异

表 3　QQQW 对 H1N1 感染小鼠中炎症因子水平的影响  （x̄± s，n=6）

Table 3　Effect of QQQW on inflammatory factor levels in serum and lung tissue of H1N1-infected mice （x̄± s，n=6） ng·L-1

组别

空白组

模型组

QQQW 低剂量组

QQQW 中剂量组

QQQW 高剂量组

奥司他韦组

剂量/g·kg-1

1.25

2.5

5.0

0.02

IL-17

13.23±2.32

39.50±7.141）

35.73±5.06

27.26±6.953）

20.42±5.973）

14.11±5.783）

IL-6

43.92±56.12

239.54±28.121）

205.24±29.122）

189.28±27.453）

169.11±44.123）

156.34±21.783）

IL-1β

7.61±16.12

171.56±9.871）

150.43±14.122）

138.53±14.563）

98.86±28.453）

84.58±9.873）

TNF-α

5.20±7.12

59.55±7.891）

46.29±5.122）

41.34±10.233）

38.31±7.453）

30.83±4.123）

IL-4

8.80±20.12

116.72±12.341）

125.20±20.12

132.22±20.453）

150.68±24.563）

165.43±17.893）

IL-10

19.78±6.12

74.47±15.671）

87.16±16.78

102.96±8.453）

123.83±13.563）

141.67±18.233）

表 4　QQQW 对 H1N1 感染小鼠肺组织 PI3K/Akt/GSK3β通路相关蛋白表达的影响  （x̄± s，n=6）

Table 4　Effect of QQQW on expression of PI3K/Akt/GSK3β pathway-related proteins in lung tissue of H1N1-infected mice （x̄± s，n=6）

组别

空白组

模型组

QQQW 低剂量组

QQQW 中剂量组

QQQW 高剂量组

奥司他韦组

剂量/g·kg-1

1.25

2.5

5.0

0.02

p-PI3K/PI3K

0.91±0.07

0.29±0.051）

0.38±0.07

0.56±0.053）

0.68±0.093）

0.78±0.063）

p-Akt/Akt

0.90±0.07

0.27±0.061）

0.36±0.10

0.54±0.083）

0.71±0.073）

0.74±0.083）

p-GSK3β/GSK3β

0.89±0.07

0.31±0.061）

0.44±0.062）

0.57±0.063）

0.72±0.053）

0.74±0.043）
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无统计学意义，选定 50 mg·L-1为 QQQW 抗 H1N1 的

最佳实验浓度。见表 6。

3.4.3　通路调控剂对 H1N1 感染 A549 细胞活力的

影响     与模型组比较，QQQW 组 A549 细胞活力极

显著升高（P<0.01）；与模型组比较，740Y-P 组细胞

活 力 显 著 升 高（P<0.01）；与 QQQW 组 比 较 ，

LY294002 组细胞活力显著降低（P<0.01），740Y-P 组

细胞活力差异无统计学意义。见表 7。

3.4.4　通路调控剂对 H1N1 感染 A549 细胞凋亡的

影响     与 H1N1 组比较，QQQW 组、740Y-P 组 A549

细胞凋亡率显著降低（P<0.01）；与 QQQW 组比较，

LY294002 组细胞凋亡率显著升高（P<0.01），740Y-P

组细胞凋亡率差异无统计学意义。见表 8。

3.4.5　QQQW 对通路蛋白表达的调控     与 H1N1 组

比较，QQQW 组、740Y-P 组 A549 细胞 p-PI3K/PI3K、

p-Akt/Akt、p-GSK3β/GSK3β均显著升高（P<0.01）；
与 QQQW 组比较，LY294002 组细胞 p-PI3K/PI3K、

p-Akt/Akt、p-GSK3β/GSK3β均显著降低（P<0.01），
740Y-P 组细胞各磷酸化蛋白比值差异无统计学意

义。见表 9、图 3。

4 讨论

IAV 感染是严重威胁全球公共卫生的呼吸道传

染病，其致病过程不仅涉及病毒直接损伤，更与宿

主过度免疫炎症反应密切相关［11-12］。当前主流抗病

毒药物如奥司他韦虽能抑制病毒复制，但存在耐药

性及免疫调节局限等问题［13-14］。中医药在防治疫病

图 2　各组小鼠肺组织相关蛋白表达电泳

Fig. 2　 Electrophoretogram of expression of related proteins in 

lung tissue of mice in each group

表 6　抗 H1N1 作用条件筛选  （x̄± s，n=3）

Table 6　Screening of conditions for anti-H1N1 activity （x̄± s，n=3）

组别

空白组

模型组

QQQW 低剂量组

QQQW 中剂量组

QQQW 高剂量组

Oseltamivir组

浓度

10 mg·L-1

20 mg·L-1

50 mg·L-1

5 μmol·L-1

细胞活力/%

99.80±2.00

69.15±3.071）

73.04±1.652）

82.81±3.953）

92.81±2.983）

92.84±2.463）

表 5　QQQW 对 A549 细胞的增殖抑制作用  （x̄± s，n=3）

Table 5　Cytotoxicity of QQQW on A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

空白组

QQQW 组

质量浓度/mg·L-1

1

10

20

50

100

200

500

12 h

0.89±0.03

0.87±0.01

0.86±0.02

0.85±0.03

0.85±0.03

0.85±0.02

0.82±0.05

0.82±0.01

24 h

1.38±0.05

1.32±0.03

1.19±0.05

1.23±0.06

1.28±0.06

1.41±0.05

1.35±0.032）

1.51±0.013）

表 7　通路调控剂对 H1N1 感染 A549 细胞活力的影响  （x̄± s，n=3）

Table 7　 Effect of pathway regulators on viability of H1N1-

infected A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

模型组

QQQW 组

LY294002 组

740Y-P 组

细胞活力/%

99.96±1.86

125.50±3.791）

113.36±2.792）

123.38±4.321）

注：与模型组比较 1）P<0.01；与 QQQW 组比较 2）P<0.01（表 8、

表 9 同）

表 8　通路调控剂对 H1N1 感染 A549 细胞凋亡的影响  （x̄± s，n=3）

Table 8　 Effect of pathway regulators on apoptosis of H1N1-

infected A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

H1N1 组

QQQW 组

LY294002 组

740Y-P 组

细胞凋亡率/%

26.24±1.63

9.02±1.331）

16.42±1.122）

10.24±1.741）

表 9　 QQQW 对 H1N1 感染 A549 细胞 PI3K/Akt/GSK3β 通路相关

蛋白表达的影响  （x̄± s，n=3）

Table 9　 Effect of QQQW on expression of PI3K/Akt/GSK3β 

pathway-related proteins in A549 cells （x̄± s，n=3）

组别

H1N1 组

QQQW 组

LY294002 组

740Y-P 组

p-PI3K/PI3K

0.61±0.04

1.09±0.061）

0.83±0.042）

1.02±0.051）

p-Akt/Akt

0.36±0.04

0.91±0.051）

0.57±0.052）

0.85±0.031）

p-GSK3β/GSK3β

0.44±0.04

0.91±0.041）

0.65±0.052）

0.80±0.041）
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方面历史悠久，其扶正祛邪与整体调节的理念为应

对病毒性疾病提供了独特思路。近年来，多项研究

致力于揭示中药复方抗流感的机制。明雨等［15］的

研 究 表 明 ，解 表 清 里 方 可 通 过 调 控 Toll 样 受 体

（TLR）7/丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）/核转录因子

（NF-κB）信号通路减轻甲流肺炎；GUO 等［16］发现大

黄在宣白承气汤中能通过修复肠 -肺屏障功能来预

防重症肺炎。本研究聚焦于前期在临床实践中显

示出良好防护效果的 QQQW，系统评价其对 H1N1

感染小鼠肺炎模型的治疗作用，并从“药效-物质-机

制”多个层面探讨其作用机制。

LC-MS 技术与网络药理学方法的结合已成为

阐释中药复方作用机制的重要研究策略。LC-MS

能够全面表征中药复杂体系中的入血成分，识别其

潜在的药效物质基础［17-18］；网络药理学则通过构建

成分 -靶点 -通路多维网络，揭示中药多成分、多靶

点、多通路协同作用的特点［19］。在 IAV 研究领域，

该方法已成功应用于多个中药复方的作用机制解

析 ，如 蓝 芩 口 服 液 可 通 过 调 节 TLR4/PI3K/Akt/

NF-κB 信号通路发挥抗流感病毒性肺炎作用［20］，

ZHANG 等［21］报道短柔毛麝香可通过调节 TLR/髓

样分化应答基因 88（MyD88）/NF-κB 信号级联介导

IAV 引起的肺损伤。本研究不仅通过 LC-MS 技术

明确了 QQQW 的入血成分，还通过网络药理学预测

其核心作用靶点主要富集于炎症反应、细胞凋亡等

生物过程，KEGG 通路分析进一步提示 PI3K/Akt 信

号通路可能是其关键作用通路之一，这为理解该复

方的抗 IAV 机制提供了新的视角。

GSK3β 是本研究通过入血成分分析确定的

QQQW 核心靶点之一，研究表明 GSK3β的异常激

活与流感肺损伤正相关，抑制后可减轻炎症和凋

亡，此外 H1N1 感染会通过下调 p-Akt降低其磷酸化

水平引发炎症与凋亡［22］。PI3K/Akt 信号通路作为

细胞内重要的信号转导网络，在流感病毒感染过程

中发挥着复杂的调控作用。从促生存保护作用来

看，生理状态下 PI3K/Akt 通路的适度激活是维持细

胞稳态、抵御外界损伤的关键机制。在 IAV 感染早

期，宿主细胞可通过激活该通路启动抗凋亡程序：

一方面，p-Akt 可直接磷酸化凋亡相关蛋白，抑制线

粒体凋亡通路的激活［23］；另一方面，p-Akt 可通过调

控 GSK3β减少促炎因子的过度释放，避免炎症风暴

对肺组织的二次损伤［24］。已有研究证实，在 IAV 感

染的小鼠模型中，通过 Akt 激活剂干预可显著降低

肺组织细胞凋亡率，减轻肺泡结构破坏［1］，这与本研

究中“H1N1+740Y-P 组细胞活力显著回升、凋亡率

降低”的结果高度一致，进一步验证了 PI3K/Akt 信

号通路在流感感染中的保护性作用。

然而，该通路同时存在被病毒劫持利用的风

险。 IAV 为实现自身复制与免疫逃逸，可通过其编

码的非结构蛋白主动调控 PI3K/Akt 通路。研究表

明，IAV 的 NS1 蛋白可与 PI3K 的调控亚基 p85 直接

结合，诱导通路的异常激活——这种激活并非为了

保护宿主细胞，而是通过促进病毒 RNA 的核输出、

抑制 I 型干扰素的产生，为病毒复制创造有利微环

境［25-26］。此外，PI3K/Akt 通路的过度激活还可能通

过上调葡萄糖转运体的表达，增加细胞内葡萄糖代

谢速率，为病毒复制提供充足的能量底物［27］，这也

是病毒劫持宿主通路的重要机制之一。本研究结

果显示，H1N1 感染模型组小鼠肺组织中 p-PI3K、

p-Akt、p-GSK3β的表达水平显著降低，这一现象看

似与“病毒激活通路”的结论矛盾，实则反映了 IAV

感染不同阶段通路的动态调控特征：在感染早期

（1~2 d），病毒可能通过 NS1 短暂激活 PI3K/Akt 通

路以利于复制；但随着感染进展（7 d，本研究采样时

间点），持续的病毒损伤与过度炎症反应会导致通

路功能耗竭。一方面，大量炎性因子会抑制 PI3K 的

催化活性［28］；另一方面，病毒对宿主细胞的破坏会

导致通路关键蛋白的合成减少，最终表现为通路磷

酸化水平下降，失去对细胞的保护作用。而 QQQW

干预后，可显著上调 p-PI3K、p-Akt、p-GSK3β的表达

水平，且这种调控具有“适度性”特征：与模型组比

较，药物组通路激活水平仅恢复至接近空白对照

注：A.H1N1 组；B.QQQW 组；C.LY294002 组；D.740Y-P 组

图 3　各组细胞相关蛋白表达电泳

Fig. 3　 Electrophoretogram of expression of related proteins in 

cells in each group
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组，同时伴随血清 IL-6、TNF-α水平降低、肺组织炎

性浸润减轻。这提示 QQQW 并非简单“激活”或“抑

制”通路，而是通过其多成分协同作用，逆转病毒感

染后期的通路功能耗竭，同时避免通路被病毒劫持

利用，既通过激活通路发挥抗凋亡、抗炎的保护作

用，又通过调控通路激活强度，防止为病毒复制提

供有利条件。

进一步结合细胞实验结果分析，当加入 PI3K 抑

制剂 LY294002 后，QQQW 的促细胞活力、抗凋亡效

应被显著削弱，这直接证明药物对 H1N1 感染细胞

的保护作用依赖于 PI3K/Akt 通路的激活；而与病毒

劫持通路导致复制增强的机制不同，本研究中药物

激活通路后未观察到病毒载量的升高，反而通过下

调促炎因子、抑制细胞凋亡改善了感染结局，这进

一步说明药物对通路的调控具有靶向保护性，可区

别于病毒对通路的劫持性激活。

综 上 所 述 ，本 研 究 证 实 QQQW 能 有 效 缓 解

H1N1 感染所致肺炎症状，其作用机制可能与激活

PI3K/Akt/GSK3β信号通路、抑制肺部过度炎症反应

有关。本研究不仅从实验角度验证了该制剂的药

效，也为其临床—基础—再临床的研究路径提供了

机制层面的支持，为进一步拓展其应用于病毒性呼

吸道传染病的防治提供了科学依据。本研究仍存

在一定的局限性。尽管通过网络药理学和蛋白印

迹初步确定了 PI3K/Akt/GSK3β通路的关键角色，但

对于复方中具体是哪几种核心成分驱动了这一调

控过程，尚不明确。基于此，后续的研究将重点围

绕分子水平开展实验，为深入阐明 QQQW 的分子机

制提供坚实证据，并推动其临床应用与发展。
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