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［摘要］ 目的：观察青蒿琥酯及清肺排毒汤对病毒模拟物 Poly（I∶C）诱导的小鼠细胞因子风暴（CS）动物模型的干预作用。

方法：采用 84 只 SPF 级雄性 BALB/c 小鼠随机分为 7 组，每组 12 只，除空白组 12 只外，余下的 72 只以 15 mg·kg-1剂量尾静脉注

射 Poly（I∶C）攻击建立 CS 模型小鼠，并给予青蒿琥酯低、中、高剂量组（10、20、40 mg·kg-1）、清肺排毒汤组（2.4 g·kg-1）、地塞米

松组（10 mg·kg-1）。6 h 后取肺组织、支气管肺泡灌洗液（BALF），脾脏、肺脏及外周血。计算肺脏、脾脏指数；检测 BALF 中炎

症细胞数量；苏木素 -伊红（HE）染色观察小鼠肺组织病理变化；酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测 BALF 中肿瘤坏死因子 -α

（TNF-α）、γ-干扰素（IFN-γ）、白细胞介素-1β（IL-1β）、IL-6 含量；流式细胞术检测并分析 BALF 及外周血中免疫细胞表达情况。

结果：对小鼠肺脏、脾脏指数分析显示，与空白组比较，模型组肺脏、脾脏指数均有不同程度升高（P<0.05）；与模型组比较，青蒿

琥酯各处理组明显降低脾脏指数（P<0.05），青蒿琥酯低剂量组明显降低肺脏指数（P<0.05），清肺排毒汤对肺脏、脾脏指数均明

显降低（P<0.05）。ELISA 结果显示，与空白组比较，模型组小鼠除 TNF-α外，IFN-γ、IL-1β、IL-6 含量均明显升高（P<0.05）；与模

型组比较，青蒿琥酯低剂量组及清肺排毒汤组明显降低 TNF-α含量（P<0.05），且各药物处理组均明显降低 IFN-γ、IL-1β、IL-6

含量（P<0.05）。对 BALF 中炎性细胞计数发现模型组细胞数量呈下降趋势，除地塞米松组外各给药组处理后细胞数量均明显

升高（P<0.05）。流式细胞术检测后发现，与空白组比较，模型组外周血中 CD3 数量明显降低（P<0.05），Ly-6G、F4/80 数量明显

升高（P<0.05），模型组 BALF 中 CD45、CD3、F4/80 数量明显降低（P<0.05），Ly-6G 数量明显上升（P<0.05）；与模型组比较，外周

血免疫细胞检测中发现青蒿琥酯处理组和清肺排毒汤组明显升高 CD45 含量（P<0.05），降低 Ly-6G、F4/80 数量（P<0.05），
BALF 免疫细胞检测中发现可升高 CD45、F4/80 含量（P<0.05），降低 Ly-6G 数量（P<0.05）。结论：青蒿琥酯及清肺排毒汤对

Poly（I∶C）诱导的小鼠 CS 有较好的保护作用，其作用机理与有效干预机体免疫细胞紊乱有关。
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［［Abstract］］  Objective：： To observe the intervention effect of artesunate （ART） and Qingfei Paidu 

decoction （QFPD） on the mouse model of cytokine storm （CS） induced by viral mimic Poly （I∶C）. Method：： 

Eighty-four SPF male BALB/c mice were randomly divided into seven groups， with 12 mice in each group. 

Mice， except for those in the blank group （n=12）， were subjected to CS model induction by tail vein injection of 

Poly （I∶C） at 15 mg·kg-1， followed by drug treatments of low-dose ART （ART-l， 10 mg·kg-1）， medium-dose 

ART （ART-m， 20 mg·kg-1）， high-dose ART （ART-h， 40 mg·kg-1）， Qingfei Paidu Decoction （QFPD， 

2.4 g·kg-1）， and dexamethasone （DXM， 10 mg·kg-1）. After 6 hours， lung tissues， bronchoalveolar lavage fluid 

（BALF）， spleen， lung， and peripheral blood were collected. The lung and spleen indexes were calculated and 

the number of inflammatory cells in BALF was detected. The pathological changes in lung tissues were observed 

by hematoxylin-eosin （HE） staining and the levels of tumor necrosis factor-α （TNF-α）， interferon-γ （IFN-γ）， 

interleukin-1β （IL-1β）， and IL-6 in BALF were detected by enzyme-linked immunosorbent assay （ELISA）. The 

expression of immune cells in BALF and peripheral blood was detected by flow cytometry. Result：： The analysis 

of lung and spleen indexes showed that compared with the blank group， the model group showed increased lung 

and spleen indexes to varying degrees （P<0.05）. Compared with the model group， the ART groups showed 

reduced spleen index （P<0.05） and the ART-l group showed reduced lung index （P<0.05）. Additionally， the 

QFPD group showed reduced lung and spleen indexes （P<0.05）. ELISA results showed that except for TNF-α， 

the levels of IFN-γ， IL-1β， and IL-6 in the model group increased compared with those in the blank group （P<

0.05）. Compared with the model group， the ART-l group and the QFPD group showed reduced content of TNF-α 

（P<0.05）， and all groups with drug intervention showed reduced content of IFN-γ， IL-1β， and IL-6 （P<0.05）. 

The number of inflammatory cells in BALF showed a downward trend in the model group， and the number of 

cells increased in the groups with drug intervention except for the DXM group （P<0.05）. Flow cytometry 

showed that compared with the blank group， the model group showed decreased number of CD3 in the peripheral 

blood （P<0.05）， increased Ly-6G and F4/80 （P<0.05）， decreased expression of CD45， CD3， and F4/80 in 

BALF （P<0.05）， and increased expressions of Ly-6G （P<0.05）. Compared with the model group， the ART 

groups and QFPD group showed increased CD45 content in peripheral blood （P<0.05）， decreased Ly-6G and F4/

80 content （P<0.05）， increased CD45 and F4/80 content in BALF （P<0.05）， and decreased expression of Ly-

6G （P<0.05）. Conclusion：： ART and QFPD have a good protective effect on Poly （I∶C）-induced CS in mice， 

and the mechanism is related to the effective intervention in immune cell disorder.

［［Keywords］］ cytokine storm； artesunate； Qingfei Paidu decoction； inflammation

2019 年至今新冠肺炎席卷全球，世界范围内已

有超 6 亿人感染过新冠病毒，其中有超 600 万人死

亡［1］。大多数死亡病例是老年人和患有基础疾病的

患者，患者免疫调节能力不足，各脏器功能较弱，无

法承受机体抵御持续的过激免疫反应，会发展为急

性呼吸窘迫综合症（ARDS）和细胞因子风暴（CS），
导致多器官衰竭（MOF），最终死亡［2-6］。

CS 又 称 为 高 细 胞 因 子 血 症（Hypercytok-

inemia），是机体对于外界刺激引发的无序过激反

应，其标志是体液中促炎细胞因子水平突然急剧升

高，包括白细胞介素 -6（IL-6）、单核细胞趋化蛋白

（MCP）-1、巨噬细胞炎症蛋白（MIP）-1α和肿瘤坏死

因子（TNF）-α等，诱发恶性正反馈、免疫系统的过度

激活［7-9］。

青蒿琥酯是青蒿素的一种水溶性衍生物，在对

青蒿琥酯的研究中，主要发现其存在一定的抗炎、

抗病毒作用［10-13］。清肺排毒汤通过方剂化裁重组可

有效缓解往来寒热、喘而发热、咳而上气、乏力肢

重、胸憋气短、肺闭不宣等症状［14-16］。由于新冠肺炎

患者的主要死因是机体遭受持续无序的过激免疫

反应，为防止重症死亡率升高，干预过激的免疫反

应，本文通过尾静脉注射 Poly（I∶C）诱导建立小鼠

CS 模型及青蒿琥酯和清肺排毒汤对其的干预作用

进行探讨并对临床用药提供一定的理论依据。

1 材料

1.1　动物     健康 SPF 级 6~8 周龄雄性 BALB/c 小鼠

84 只，体质量 20~22 g，购于北京维通利华实验动物

技术有限公司，实验动物生产合格证号 SCXK（京）
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2021-0006，动物实验伦理批准号 2022B087。实验

进行前各小鼠可自由摄食饮水，饲养环境恒温恒

湿，小鼠经适应性饲养 5 d 后开始实验。

1.2　药物与试剂     聚肌胞注射液，规格 2 mL/支，

10 支/盒，国药准字 H20003201，成都天台山制药有

限公司；青蒿琥酯，批号 20220501，昆药集团股份有

限公司（昆药集团郑双庆老师馈赠）；清肺排毒汤

（精制型）（颗粒剂），成分：麻黄 9 g、炙甘草 6 g、杏仁

9 g、生石膏 30 g、桂枝 9 g、泽泻 9 g、猪苓 9 g、白术

9 g、茯苓 15 g、柴胡 16 g、黄芩 6 g、姜半夏 9 g、生姜

9 g、紫菀 9 g、冬花 9 g、射干 9 g、细辛 6 g、山药 12 g、

枳实 6 g、陈皮 6 g、藿香 9 g，规格每袋装 6 g（相当于

饮片 98 g），批号 20210128，江西省中科院大连化物

所中药科学中心研制（中国中医科学院中药研究所

屠呦呦老师馈赠）；地塞米松磷酸酸钠注射液，批号

220209186，规 格 2 mL/支 ，10 支/盒 ，国 药 准 字

H41020056，郑州卓峰制药有限公司；5% 碳酸氢钠

注射液，批号 22051221，规格 10 mL/支，5 支/盒，国

药准字 H41022238，上海浦津林州制药有限公司；
0.9% 氯化钠注射液，批号 1H20081202，规格 10 mL/

支，40 支/盒，国药准字 H20153179，山东齐都药业有

限公司。小鼠 TNF-α、IL-1β、IL-6、γ干扰素（IFN-γ）

试剂盒（武汉博士德生物工程有限公司，货号分别

为 EK0527、EK0394、EK0411、EK0375），PerCP 

Cyanine5.5 抗小鼠 CD45、PE 抗小鼠 Ly-6G、APC 抗

小 鼠 F4/80（ 美 国 Biolegend 公 司 ，批 号 分 别 为

B370638、B332036、B357259）；FITC 抗小鼠 CD3（美

国 Proteintech 公司，批号 51001355）；红细胞裂解液

（北京索莱宝科技有限公司，货号 R1010）；4% 组织

细 胞 固 定 液（北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ，批 号

20220512）；无水乙醇、二甲苯、中性树胶（国药集团

化 学 试 剂 有 限 公 司 ，货 号 分 别 为 100092683、

10023418、10004160）；苏木素 -伊红（HE）染液套装

（武汉赛维尔生物科技有限公司，货号 G1003）；其他

试剂均为市售分析纯级。

1.3　 仪 器     CytoFlex LX 型 流 式 细 胞 仪（ 美 国

Beckman Coulter 公司）；Multiskan sky 型全波长酶

标仪、Sorvall ST 8R 型台式高速冷冻离心机（美国

Thermo Fisher 公司）；JSY-SC 型全自动细胞计数仪

（广州博大博聚科技有限公司）；BSA323S-CW 型分

析天平、BSA3202S-CW 型电子天平［赛多利斯科学

仪器（北京）有限公司］；Donatello型脱水机、Giotto型

染色机（意大利 Diapath 公司）；JB-P5 型包埋机（武汉

俊杰电子有限公司）；RM2016型病理切片机（上海徕

卡仪器有限公司）；Nikon Eclipse E100型正置光学显

微镜、NIKON DS-U3成像系统（日本尼康公司）。
2 方法

2.1　分组     BALB/c 小鼠适应性饲养 5 d 后随机平

均分为空白组、模型组、青蒿琥酯低、中、高剂量组、

清肺排毒汤组和地塞米松组 7 个组，每组 12 只，标

号并称体质量，实验前禁食 12 h。

2.2　CS 模型的建立及药物干预     除空白组外，其

余各组小鼠参照 CUNNINGHAM 等［17］按 15 mg·kg-1

尾静脉注射给予聚肌胞注射液［以下简称 Poly（I∶

C）］，建立小鼠 CS 模型。实验小鼠给药剂量及方法

参照《药理实验方法学》中人和动物体表面积比值

剂量表进行换算，得到小鼠灌胃给予清肺排毒汤剂

量为 2.4 g·kg-1；青蒿琥酯低、中、高剂量组及地塞米

松组尾静脉注射剂量分别为 10、20、40、10 mg·kg-1，

各给药组小鼠给予相应剂量的药物。

2.3　样品采集与处理     各组小鼠在药物治疗 6 h 后

称体质量，取小鼠的外周血至 EDTA 抗凝管中，取脾

脏、肺脏并称重，后小鼠分为 2 批，第 1 批 4 只小鼠肺

脏称重后，全肺于 4% 多聚甲醛中固定，用于 HE 染

色观察；第 2 批 8 只小鼠沿气管插入插管收集支气

管肺泡灌洗液（BALF），0.2 mL 冷磷酸盐缓冲液

（PBS）冲洗 8~10 次，收集 BALF 于 2 mL 离心管中，

4 ℃ 条 件 下 3 000 r·min-1 离 心 10 min（离 心 半 径

8.5 cm，下同）后转移上清液至新离心管，酶联免疫

吸附测定法（ELISA）检测上清液中炎症因子含量，

细胞沉淀重悬，进行炎性细胞计数及流式细胞术检

测；外周血抗凝处理后，进行流式细胞术检测。

2.4　小鼠各脏器指数计算     给药 6 h 后，小鼠称体

质量，摘取小鼠脾脏、肺脏，称重并计算各脏器指

数 。 脏 器 指 数 = 脏 器 重 量（g）/小 鼠 体 质 量（g）×

100%。

2.5　酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测 BALF 中

TNF-α、IFN-γ、IL-1β、IL-6 含量     按照试剂盒说明

书对 BALF 中 TNF-α、IFN-γ、IL-1β、IL-6 的含量进行

测定。

2.6　BALF 炎性细胞计数     BALF 管内剩余的细胞

沉淀用红细胞裂解液 1 mL 裂解 10 min，PBS 1 mL

清洗 2 次后，离心弃上清，PBS 1 mL 重悬混匀计数。

2.7　HE 染色观察肺组织病理变化情况     全肺称重

后用 4% 多聚甲醛固定 24 h 以上，常规脱水石蜡包

埋，切片做 HE 染色，观察其病理改变程度。

2.8　流式细胞术检测外周血及 BALF 炎性细胞群     

    细胞分子表面染色：分别用 CD45 抗体、CD3 抗
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体、Ly-6G 抗体、F4/80 抗体标记外周血及 BALF 中

的 T 淋巴细胞（CD45+CD3+）、中性粒细胞（CD45+ 

CD3-Ly-6G+）、单核 -巨噬细胞（CD45+CD3-F4/80+）。
取小鼠抗凝外周血 50 μL，加入红细胞裂解液 1 mL，

轻 轻 涡 旋 ，避 光 孵 育 10 min，4 ℃ 条 件 下

1 500 r·min-1 离心 5 min 后弃上清，重复 3 次。裂解

后用 PBS 重悬细胞，离心弃上清，重复 2 次。后向离

心管内加入 PBS 200 μL，混匀，加入 4 种流式抗体避

光染色 30 min，PBS 清洗 2 次后上机检测。BALF 细

胞沉淀处理步骤同外周血处理方法。

2.9　统计学处理     采用 IBM SPSS Statistics 23 软

件进行统计学分析，数据统计前对数据进行正态性

检验及方差齐性检验，若数据服从方差相同的正态

分布，则使用单因素方差分析（ANOVA），采用 x̄± s

表示；若不符合，则使用非参数检验法，采用 M

（P25，P75）表示，P<0.05 表示差异有统计学意义。

3 结果

3.1　Poly（I∶C）诱导的小鼠 CS 模型建立     本研究

中通过尾静脉注射方式给予 15 mg·kg-1 Poly（I∶C），
模拟病毒进入血循环，诱导全身炎症反应及细胞因

子风暴的发生。在给予 Poly （I∶C） 1.5 h 后小鼠出

现少动，呼吸略急，精神不佳情况，出现明显体温升

高；4 h 左右出现少动嗜睡，呼吸急促、后肢无力，背

部毛发皱、腹部毛发湿结，体温降低，有便溏现象；
6 h 时几乎不动，可见明显呼吸急促起伏，无进食行

为、体温低，多抱团；8 h 左右部分小鼠死亡，剩余存

活小鼠 24 h 后恢复正常行为状态，造模成功率为

82.14%。

3.2　对小鼠一般情况的影响     空白组小鼠精神状

态良好，毛色平整顺滑有光泽，食欲佳，排便正常；
青蒿琥酯低剂量组小鼠在 1.5 h 时出现轻度疲累症

状，4 h 时出现少动，皱毛情况，6 h 时体温下降，小鼠

有觅食行为；青蒿琥酯中剂量组小鼠在 1.5 h 时少

动，4 h 时腹部毛发湿结，稀便情况，6 h 时呼吸急促，

眼部分泌物增多，部分小鼠聚集取暖；青蒿琥酯高

剂量组小鼠 1.5 h 时少动，4 h 时出现皱毛，稀便，呼

吸轻度受累情况，6 h 时部分小鼠有觅食行为；清肺

排毒汤组小鼠 1.5 h 时少动，4 h 时小鼠精神不振，稀

便，呼吸受累情况明显，6 h 时小鼠几乎不动，小鼠有

聚集取暖情况；地塞米松组小鼠在 1.5 h 时疲累症状

轻，4 h 时少动，毛发皱，6 h 时大部分小鼠有觅食行

为且呼吸较平缓。

3.3　对 CS 小鼠肺脏、脾脏脏器指数变化的影响        

    与空白组比较，模型组小鼠肺脏、脾脏指数明显

增大（P<0.05）。经给药治疗后，与模型组比较，青蒿

琥酯低剂量组及清肺排毒汤组小鼠肺脏指数显著

减小，其余各组虽有降低趋势但差异无统计学意

义；对于脾脏指数而言，各给药组与模型组比较均

明显下降（P<0.05），青蒿琥珀各剂量组未见明显剂

量依赖性。见表 1。

3.4　对 CS 小鼠 BALF 中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-γ

含量的影响     ELISA 结果显示，与空白组比较，模

型组各细胞因子均有上升趋势，且除 TNF-α外，

IL-1β、IL-6、IFN-γ均明显上升（P<0.05）；与模型比

较，各给药组的 IL-1β、IL-6、IFN-γ浓度均明显降低

（P<0.05），而在 TNF-α浓度的分析中发现青蒿琥酯

低剂量组、清肺排毒汤组及地塞米松组可明显降低

TNF-α含量（P<0.05），青蒿琥酯中、高剂量组仅有下

降趋势，差异无统计学意义。见表 2。

3.5　对 CS 小鼠 BALF 中炎性细胞计数的影响     与

空白组比较，模型组炎性细胞数量显明显降低（P<

0.05），与模型组比较，除地塞米松组外，其余各给药

组均可明显升高感染后 BALF 中炎性细胞数量（P<

0.05）。见图 2。

3.6　对 CS 小鼠肺组织病理学的影响     空白组小鼠

肺组织中肺泡结构完整，肺泡壁薄，未见炎性细胞

浸润；模型组小鼠肺泡结构破坏，肺泡间隔断裂融

合明显，肺泡内出现明显红细胞及炎性细胞浸润；
与模型组比较，青蒿琥酯低、中剂量组肺泡结构明

显完整，红细胞浸出减少，肺泡壁明显增厚，青蒿琥

酯高剂量及地塞米松组肺泡结构相对完整，肺泡壁

增厚，肺泡间隔内炎性细胞浸润程度加重；清肺排

毒汤组肺泡间隔明显变宽，炎性细胞浸润严重，出

现弥漫性损伤，支气管腔内充血渗出，有 50% 以上

表 1　 青 蒿 琥 酯 及 清 肺 排 毒 汤 对 CS 小 鼠 肺 、脾 脏 器 指 数 的 影 响  

（x̄± s，n=12）

Table 1　 Effect of artesunate and Qingfei Paidu decoction on 

lung， spleen indexes in CS mice （x̄± s，n=12） %

组别

空白组

模型组

青蒿琥酯低剂量组

青蒿琥酯中剂量组

青蒿琥酯高剂量组

清肺排毒汤组

地塞米松组

剂量/g·kg-1

0.01

0.02

0.04

2.4

0.01

肺脏指数

0.71±0.05

0.80±0.031）

0.75±0.032）

0.79±0.05

0.76±0.03

0.73±0.022）

0.78±0.03

脾脏指数

0.38±0.03

0.52±0.041）

0.41±0.052）

0.41±0.052）

0.40±0.062）

0.45±0.042）

0.41±0.032）

注：与空白组比较 1）P<0.05；与模型组比较 2）P<0.05（表 2-表 5 和

表 9 同）
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肺组织实质化。结果显示，青蒿琥酯对 Poly（I∶C）

诱导的肺部炎症损伤有一定的改善作用，清肺排毒

汤的治疗效果不明显。见图 1。

3.7　对 CS 小鼠外周血及 BALF 中免疫细胞数量的

影响     流式细胞术检测外周血中炎症细胞结果显

示，与空白组比较，模型组中 CD3 比例明显下降，

Ly-6G 及 F4/80 比例明显升高（P<0.05），CD45 比例

有下降趋势，但差异无统计学意义；与模型组比较，

各给药组 CD45 比例均明显升高（P<0.05）；青蒿琥

酯低剂量组及地塞米松组 CD3 比例明显升高（P<

0.05），其他组差异无统计学意义；除清肺排毒汤组

外，其余各给药组 Ly-6G 比例均明显降低（P<0.05）；
各 给 药 组 均 明 显 降 低 外 周 血 中 F4/80 比 例（P<

0.05）。见表 4。

表  2　青蒿琥酯及清肺排毒汤对 CS 小鼠 BALF 中 TNF-α、IL-1β、IL-6、IFN-γ的影响  （x̄± s，n=8）

Table 2　Effect of artesunate and Qingfei Paidu decoction on TNF-α， IL-1β， IL-6， IFN-γ in BALF in CS mice （x̄± s，n=8） ng·L-1

组别

空白组

模型组

青蒿琥酯低剂量组

青蒿琥酯中剂量组

青蒿琥酯高剂量组

清肺排毒汤组

地塞米松组

剂量/g·kg-1

0.01

0.02

0.04

2.4

0.01

TNF-α

15.50±8.63

20.04±9.24

9.42±5.492）

18.48±8.28

18.18±7.33

11.58±6.332）

9.83±6.542）

IL-1β

47.33±13.15

61.96±13.731）

34.78±8.182）

44.95±11.892）

39.91±9.082）

36.31±11.782）

40.19±8.702）

IL-6

59.02 ±22.31

110.44±35.161）

27.81±12.342）

50.52±17.992）

44.06±21.652）

48.07±19.882）

29.33±15.252）

IFN-γ

38.23±8.45

51.87 ±5.991）

21.18±6.322）

20.21±9.872）

21.50±7.872）

11.38±2.292）

23.83±5.432）

表  3　青蒿琥酯及清肺排毒汤对 CS 小鼠 BALF 中炎性细胞数量的

影响  ［M（P25，P75），n=8］

Table 3　 Effect of artesunate and Qingfei Paidu decoction on 

inflammatory cells in BALF in CS mice ［M（P25，P75），n=8］

组别

空白组

模型组

青蒿琥酯低剂量组

青蒿琥酯中剂量组

青蒿琥酯高剂量组

清肺排毒汤组

地塞米松组

剂量/g·kg-1

0.01

0.02

0.04

2.4

0.01

炎性细胞数量（×106个/mL）
2.33（1.99，2.63）
1.03（0.81，1.59）1）

2.18（1.81，2.95）2）

1.43（1.19，1.85）2）

3.00（2.20，3.43）2）

2.33（1.66，3.22）2）

2.04（1.67，2.30）

注：A.空白组；B.模型组；C.青蒿琥酯低剂量组；D.青蒿琥酯中剂量组；E.青蒿琥酯高剂量组；F.清肺排毒汤组；G.地塞米松组（图 2 同）
图  1　青蒿琥酯及清肺排毒汤对 CS 小鼠肺组织病理学的影响  （HE，×150）
Fig. 1　Effect of artesunate and Qingfei Paidou decoction on lung histopathology of CS mice （HE， ×150）

··98



第 29 卷第  12 期
2023 年 6 月

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

Vol. 29，No. 12

Jun. ，2023

    流式细胞术检测 BALF 中炎症细胞后发现，与

空白组比较，模型组 CD45、CD3、F4/80 比例明显降

低（P<0.05），Ly-6G 比例明显提高（P<0.05）；与模型

组比较，各给药组 CD45 的比例明显升高（P<0.05），

Ly-6G 数量明显降低（P<0.05）；青蒿琥酯中剂量组及

地塞米松组的 CD3 比例明显升高（P<0.05），其余各

组差异无统计学意义；除清肺排毒汤组外，各给药组

BALF中 F4/80比例均明显提高（P<0.05），见表 5。

3.8　主成分分析（PCA）    为探究各剂量青蒿琥酯

及清肺排毒汤对 Poly（I∶C）诱导的小鼠 CS 模型的治

疗作用，以测得的 15 个指标为变量进行主成分分

析，结果见表 6，可见前 5 个主成分的特征值均≥1，且

前 5 个主成分的累积方差贡献率为 74.308%。在使

用 SPSS 进行主成分分析降维过程中，认为特征值≥1

或累积方差贡献率>85% 的主成分具有一定的代表

性［18］。其中主成分 1 的方差贡献率为 30.331%，占

比最高，脾脏指数、外周血 Ly-6G、BALF Ly-6G 和外

周血 F4/80 在主成分 1 上正载荷较高，说明中性粒细

胞的数量在疾病进程中起主要作用；主成分 2 的方

差 贡 献 率 为 17.291%，占 比 次 之 ，BALF IFN- γ、

IL-1β、IL-6 在主成分 2 上载荷较高，见表 7。

以 PC1 为 X 轴，PC2 为 Y 轴做主成分分析得分

图，可见空白组与模型组间主要在主成分 1 上的距

离较远，两组间有较大差异［19］，可见在 CS 疾病进程

中，出现严重炎症反应，各种炎症细胞浸润，导致脾

脏明显肿大；结合流式结果可得，外周血中模型组

中性粒细胞的数量约为空白组的 4 倍，BALF 中模型

组中性粒细胞的数量约为空白组的 25 倍，中性粒细

胞是人体主要的免疫细胞，有趋化、吞噬、杀菌作

用，在机体受到侵害时免疫系统激活，中性粒细胞

数量增高，并向疾病部位积聚，肺部中性粒细胞数

量急剧升高，说明在肺部出现严重免疫反应。模型

组与各给药组间主成分 1、2 均有较远距离，各给药

组均可抑制 Poly（I∶C）诱导的脾肿大，使脾脏指数

恢复至趋近正常水平；且除清肺排毒汤组外，其余

各组均显著降低外周血中性粒细胞数量，在 BALF

表  4　青蒿琥酯及清肺排毒汤对 CS 小鼠外周血中免疫细胞数量的影响  （n=8）

Table 4　Effect of artesunate and Qingfei Paidu decoction on Immune cells in peripheral blood in CS mice （n=8） %

组别

空白组

模型组

青蒿琥酯低剂量组

青蒿琥酯中剂量组

青蒿琥酯高剂量组

清肺排毒汤组

地塞米松组

剂量/g·kg-1

0.01

0.02

0.04

2.4

0.01

CD45（x̄± s）

0.51±0.09

0.46±0.09

0.60±0.132）

0.65±0.092）

0.67±0.112）

0.61±0.072）

0.66±0.142）

CD3（x̄± s）

0.30±0.04

0.07±0.021）

0.15±0.022）

0.10±0.02

0.10±0.02

0.09±0.01

0.14±0.042）

Ly-6G［M（P25，P75）］

0.19（0.18，0.27）
0.84（0.81，0.86）1）

0.67（0.63，0.71）2）

0.72（0.64，0.77）2）

0.67（0.64，0.71）2）

0.85（0.84，0.86）
0.66（0.58，0.70）2）

F4/80（x̄± s）

0.00±0.00

0.02±0.011）

0.01±0.012）

0.01±0.012）

0.01±0.002）

0.01±0.002）

0.01±0.002）

表  5　青蒿琥酯及清肺排毒汤对 CS 小鼠 BALF 中免疫细胞数量的影响  （n=8）

Table 5　Effect of artesunate and Qingfei Paidu decoction on Immune cells in BALF in CS mice （n=8） %

组别

空白组

模型组

青蒿琥酯低剂量组

青蒿琥酯中剂量组

青蒿琥酯高剂量组

清肺排毒汤组

地塞米松组

剂量/g·kg-1

0.01

0.02

0.04

2.4

0.01

CD45［M（P25，P75）］

0.87（0.82，0.90）
0.62（0.56，0.67）1）

0.86（0.81，0.87）2）

0.89（0.80，0.91）2）

0.88（0.85，0.91）2）

0.84（0.81，0.87）2）

0.86（0.83，0.87）2）

CD3（x̄± s）

0.01±0.00

0.00±0.001）

0.00±0.00

0.01±0.012）

0.01±0.00

0.01±0.00

0.03±0.012）

Ly-6G（×10-2，x̄± s）

0.01±0.02

0.03±0.091）

0.16±0.132）

0.20±0.222）

0.09±0.222）

0.13±0.062）

0.08±0.062）

F4/80（x̄± s）

0.93±0.03

0.79±0.071）

0.87±0.042）

0.93±0.042）

0.91±0.052）

0.83±0.05

0.87±0.032）

表  6　特征值、方差贡献率及累积方差贡献率

Table 6　 Eigenvalues， variance contribution rate and cumulative 

variance contribution rate

主成分

1

2

3

4

5

特征值

4.55

2.594

1.711

1.174

1.118

方差贡献率%

30.331

17.291

11.408

7.828

7.450

累积方差贡献率%

30.331

47.623

59.030

66.858

74.308

··99



第 29 卷第  12 期
2023 年 6 月

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

Vol. 29，No. 12

Jun. ，2023

中，青蒿琥酯低剂量、青蒿琥酯中剂量、清肺排毒汤

组的中性粒细胞数可降至模型组的 1/2， 青蒿琥酯

高剂量、地塞米松组可降至模型组的 1/3；同时对

BALF IFN-γ、IL-1β、IL-6 指标的比较中各给药组与

模型组比较均可降低 1/2-1/3，且青蒿琥珀各剂量组

及地塞米松组均在 PC1 上与模型组相差距离较大，

清肺排毒汤组及青蒿琥酯低剂量组在 PC2 上与模

型组相差距离较大，可得青蒿琥酯及地塞米松可能

是通过调节中性粒细胞数量影响免疫反应的发生

和持续，而清肺排毒汤可能是通过降低促炎细胞因

子的浓度改善炎症进程，见图 2。

根据主成分得分及综合得分表可知，不同剂量

青蒿琥酯及清肺排毒汤对 Poly（I∶C）诱导的小鼠 CS

模型的治疗效果的综合评分结果为青蒿琥酯低剂

量组>青蒿琥酯高剂量组>地塞米松组>清肺排毒汤

组>青蒿琥酯中剂量组>模型组，见表 8。

4 讨论

多种病原体、肿瘤的疾病进程中均会诱导 CS

的发生，导致促炎细胞因子的表达增加，患者的临

床表现为持续发热、肝脾肿大，并出现细胞减少症、

高铁蛋白血症等［20-21］，随后发展为 ARDS 及 MOF，

最终导致患者死亡［22］。由于活病毒的研究存在一

定风险，对实验室要求较高，限制较大，故建立门槛

较低，安全稳定的动物模型显得尤为重要。

Poly（I∶C）是人工合成的 dsRNA 病毒类似物，

作为特异性配体刺激 TLR3，可诱导转录因子 -κB

（NF-κB）的活化和细胞因子的产生，同时 dsRNA 也

是许多病毒复制周期中的一种常见中间体［23］，因

此，大量研究应用 Poly（I∶C）模拟病毒感染。且多

研究发现，注射 Poly（I∶C）后出现急性发热及炎症

因子的表达升高［17，24］。

在 前 期 探 索 中 分 别 使 用 7.5、10、12.5、

15 mg·kg-1 Poly（I∶C）诱导小鼠 CS 发生，发现 7.5、

10、12.5 mg·kg-1 3 个剂量小鼠均未出现明显少动，

图  2　主成分得分

Fig.  2　Plot of principal component scores

表  7　主成分矩阵

Table 7　Principal component matrix

指标

脾脏指数

BALF Ly-6G

BALF F4/80

BALF CD45

外周血 Ly-6G

外周血 F4/80

外周血 CD3

肺脏指数

BALF IFN-γ

BALF IL-1β

BALF IL-6

BALF TNF-α

外周血 CD45

BALF CD3

炎性细胞计数

主成分 1

0.827

0.776

-0.77

-0.729

0.688

0.656

-0.549

0.505

0.246

-0.025

0.384

0.118

-0.411

-0.446

-0.299

主成分 2

0.062

-0.108

0.076

-0.259

-0.462

-0.105

0.464

-0.044

0.744

0.681

0.632

0.601

-0.418

0.296

-0.159

主成分 3

-0.02

0.045

0.204

0.132

0.364

-0.181

-0.487

0.402

-0.011

0.442

0.098

0.531

0.529

0.171

0.538

主成分 4

-0.03

0.203

-0.117

-0.195

-0.138

0.251

0.279

0.459

0.209

0.053

-0.388

-0.275

0.294

0.592

-0.013

主成分 5

-0.229

0.356

0.099

-0.152

-0.178

-0.193

0.041

0.101

0.354

-0.293

0.199

-0.279

-0.106

-0.252

0.65

表  8　主成分得分及综合得分

Table 8　Principal component score and composite score

组别

空白组

模型组

青蒿琥酯低剂量组

青蒿琥酯中剂量组

青蒿琥酯高剂量组

清肺排毒汤组

地塞米松组

主成分 Y1

得分

-2.675

3.991

-0.163

-0.168

-0.825

0.485

-0.644

主成分 Y2

得分

2.238

1.498

-1.051

-0.340

-0.428

-1.546

-0.369

主成分 Y3

得分

-1.343

-0.158

-0.533

1.468

0.999

-0.171

-0.259

主成分 Y4

得分

0.148

0.058

0.119

-0.105

-0.455

-0.688

0.923

主成分 Y5

得分

0.351

0.094

-0.033

0.536

-0.091

-0.520

-0.334

综合得分

-0.540

1.463

-0.286

0.090

-0.251

-0.231

-0.241

排名

1

7

2

6

3

5

4
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嗜睡，且 7.5、10 mg·kg-1 2 个剂量组的小鼠在 8 h 左

右恢复正常活跃状态，12.5 mg·kg-1剂量组在 14 h 左

右全部恢复正常状态，15 mg·kg-1剂量组小鼠在 6 h

后出现部分死亡，24 h 左右剩余鼠可恢复正常，这是

由于 Poly（I∶C）并不能进行复制，不能持续生成更

多的 dsRNA 与 TLR3 结合，诱导相关炎症因子的表

达。针对 12.5、15 mg·kg-1 2 个剂量组分别取血做流

式细胞术验证外周血及 BALF 中白细胞、T 淋巴细

胞、中性粒细胞及单核 -巨噬细胞含量，结果发现二

者趋势相同，由于细胞因子风暴存在一定的死亡

率，故本研究选择 15 mg·kg-1 Poly（I∶C）作为造成小

鼠 CS 模型的给药剂量。

根据病理染色结果，给予 Poly（I∶C）后小鼠肺

部肺泡结构损伤严重，并伴有大量的炎症浸润，肺

泡间隔增厚，肺部出现明显损伤，且根据小鼠呼吸

状态证明小鼠肺部出现严重损伤；对 ELISA 结果分

析发现，各细胞因子均出现上升，尤以 IL-1β、IL-6、

IFN-γ显著；流式细胞术对外周血及 BALF 免疫细胞

检测发现，出现明显淋巴细胞减少，以上结果可见

小鼠出现严重全身炎症反应并造成肺部损伤，这些

结果均与重症新型冠状病毒肺炎（COVID-19）患者

的临床症状相似［6，25-26］，模型建立成功。

本研究尾静脉注射给予 Poly（I∶C）诱导小鼠 CS

模型，与常规滴鼻感染［27］或腹腔注射 Poly（I∶C）［28］

诱导全身炎症方法比较，尾静脉注射 Poly（I∶C）可
使病毒模拟物直接入血，避免肝脏首关消除过程，

可直接发挥药效，且尾静脉注射容易操作，重现性

高，模型更稳定。

目前对青蒿琥酯的研究认为，其主要可以抑制

IL-6、TNF-α和 NF-κB 的表达，从而产生一定的抗炎

作用［29-32］，且有研究发现甲氟喹-青蒿琥酯合用表现

出强大的抗病毒活性 ，肺组织药物浓度显著增

加［33］。2021 年 8 月，世界卫生组织（WHO）宣布，将

青蒿琥酯在内的 3 种药物用于临床治疗，以评估其

潜在的抗炎抗病毒能力［34］。对临床患者的治疗中

发现，清肺排毒汤能显著降低新型冠状病毒肺炎

危、重型患者炎症因子水平，减轻炎症反应对机体

的损伤［35］，且可显著改善患者的临床症状并缩短

病程［36-38］。

本研究发现青蒿琥酯及清肺排毒汤均可一定

程度抑制肺泡内细胞因子表达，且低剂量的青蒿琥

酯可显著性改变 Poly（I∶C）造成的小鼠肺部损伤，

无明显量效关系，清肺排毒汤改善肺部损伤情况不

明显。

通过对肺脏及脾脏指数分析发现，青蒿琥酯低

剂量组及清肺排毒汤组肺脏指数显著降低，而其他

给药组无此情况，说明低剂量的青蒿琥酯及清肺排

毒汤对炎症反应造成的肺部水肿有一定的抑制作

用；而对于人体最大的淋巴器官，执行免疫应答的

脾脏而言，模型组小鼠出现明显脾脏肿大情况，且

各给药组脾脏指数均显著降低，证明青蒿琥酯及清

肺排毒汤均可抑制体内炎症反应的发生。

在病毒感染初期，由于疾病进程较快，多数白

细胞吞噬和清除病毒，机体还没来得及进行免疫反

应，导致出现白细胞数量减少的情况。在本研究中

发现外周血及 BALF 中模型组的白细胞数均降低，

各给药组均出现升高白细胞比例的情况，说明青蒿

琥酯及清肺排毒汤 2 种药物均通过募集大量白细

胞，比较发现主要通过升高机体 T 淋巴细胞数量及

肺部的巨噬细胞数量，介导细胞免疫抵抗急性病毒

感染的炎症反应；根据对 BALF 及外周血中炎症细

胞的流式细胞术检测发现，在肺部发生的急性免疫

反应主要募集的是肺巨噬细胞，在外周血内起主要

作用的是中性粒细胞，固有免疫激活，导致大量的

细胞因子释放，以 IFN-γ、IL-6 为主，造成细胞因子

风暴的发生；各给药组均可降低细胞因子浓度从而

抑制 CS 的发生。

细胞因子风暴的主要特征是免疫细胞的过度

激活和大量炎性细胞因子和化学介质的过度产

生［8］，因此抑制免疫反应的过度激活及抑制细胞因

子的表达是降低细胞因子风暴致死的关键。而青

蒿琥酯及清肺排毒汤均可降低在 CS 进程中起主要

影响的中性粒细胞数量，且一定程度上抑制各细胞

因子的过度表达，从而达到减轻高强度炎症反应的

目的。

综上所述，尾静脉注射 15 mg·kg-1 Poly（I∶C）诱
导小鼠 CS 模型制备成功，青蒿琥酯及清肺排毒汤

对 Poly（I∶C）诱导的急性全身炎症反应有一定的抑

制作用，可能是通过快速募集免疫细胞到达病原位

置，清除病原体，减轻机体的炎症反应，抑制促炎细

胞因子的释放和表达，从而抑制细胞因子风暴的发

生，且根据主成分分析综合评价显示，不同给药组

的药理学综合评分为青蒿琥酯低剂量组>青蒿琥酯

高剂量组>地塞米松组>清肺排毒汤组>青蒿琥酯中

剂量组>模型组，青蒿琥酯低剂量的治疗效果最佳，

且青蒿琥酯的治疗效果无明显的剂量依赖性。本

研究旨在应用青蒿琥酯及清肺排毒汤治疗细胞因

子风暴这一高危炎症反应提供一定的参考依据，为
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临床治疗提供一定的理论基础。
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