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摘要： 目的　 考察连花清菲代用茶对甲型 Ｈ３Ｎ２ 流感病毒所致雪貂呼吸道感染的预防作用。 方法　 将 ２８ 只雪貂随机

分为正常组、 模型组、 磷酸奥司他韦颗粒组 （６􀆰 ９ ｍｇ ／ ｋｇ）、 板蓝根颗粒组 （１ ｇ ／ ｋｇ） 和连花清菲代用茶低、 中、 高剂

量组 （０􀆰 ８、 １􀆰 ６、 ３􀆰 ２ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 ４ 只， 各组连续灌胃给药 ７ ｄ。 于第 ４ 天给药前， 经鼻滴入给予 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病

毒原液 （病毒滴度 ６ｌｏｇ２）。 每日测量并记录雪貂肛温、 体温及体质量， 并进行症状评分； 采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测咽拭

子病毒载量， 利用流式细胞仪检测外周血中 ＣＤ４＋Ｔ、 ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例； 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测肺组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ
水平； 解剖取肺组织， 进行肺指数和组织病理学检查。 结果　 与模型组比较， 连花清菲代用茶高剂量组和磷酸奥司他

韦颗粒组雪貂症状评分 （包括鼻部症状和活跃度）、 肺组织病理评分、 体温、 肺指数、 肺组织 ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＮＦ⁃α 水平、
咽拭子病毒载量均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ４＋Ｔ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 连花清菲代用茶可抑

制 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒复制， 减轻肺组织病变程度， 其作用机制可能与抑制局部肺组织炎性介质分泌及提高机体免疫

细胞功能有关。
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　 　 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒 （ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ Ａ ｖｉｒｕｓ， ＩＡＶ） 已在全

球范围内引起人类流感发病和死亡， 每年流行发病比 Ｈ１Ｎ１
或乙型流感病毒更为严重［１⁃２］ 。 近年来， Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病

毒引发多起严重流感疫情， 该病毒爆发具有季节性特征，
大多数发生在温带地区冬季， 而在热带地区随时都可能发

生， 该类型的流感病毒主要感染因素包括年龄 （老年人和

幼儿的感染风险较高）、 免疫功能低下、 怀孕及某些潜在

的基础疾病， 例如慢性肺病、 心脏病和糖尿病［３］ 。 感染

Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒患者会出现呼吸道症状， 包括喉咙痛、
咽炎和流鼻涕， 伴有高烧和肌肉酸痛等症状［４］ ， 严重者还

会出现脑炎、 脑病和急性坏死性脑病等神经系统症状［５⁃６］ ，
因此有效防治流感是全人类共同面临并亟待解决的重大公

共卫生和医学问题。
连花清菲代用茶是一种用于呼吸健康的草本植物代用

茶， 其含有橘皮、 金银花、 薄荷、 连翘叶、 芦根等成分，
主要用于预防呼吸道感染。 本实验采用甲型流感病毒诱导

雪貂呼吸道感染模型， 通过观察给药后症状、 肺指数、 肺

脏病毒载量、 细胞因子、 肺组织病理学等指标的变化， 考

察连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒诱导雪貂呼吸道

感染的预防作用。
１　 材料

１􀆰 １　 实验动物　 检疫合格的普通级雪貂 ２８ 只， 雌雄各半，
体质量 １􀆰 ０～１􀆰 ５ ｋｇ， 由无锡珊瑚礁生物科技有限公司提供

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （苏） ２０２２⁃００１２］， 饲养于

湖南普瑞玛药物研究中心有限公司生物安全实验室 ［实验

动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （湘） ２０２０⁃００１５］。 期间给予全

价颗粒饲料， 自由饮水， 室温 ２０ ～ ２６ ℃， 相对湿度 ４０％ ～
７０％ ， 光照明暗各 １２ ｈ， 通风良好， 动物实验经湖南普瑞

玛药物研究中心有限公司实验动物管理伦理委员会批准

［审批号 ＩＡＣＵＣ⁃２０２３ （３） ００４⁃４］。
１􀆰 ２　 药物　 连花清菲代用茶主要由橘皮、 金银花、 薄荷、
连翘叶、 芦根、 桔梗、 胖大海、 百合、 罗汉果、 杏仁组成，
每克提取物含生药约 ４ ｇ， 批号 ２０２３０１３１， 由以岭健康科技

有限公司提供， 将 １ 袋连花清菲代用茶 （３ ｇ）， 以 ２００ ｍＬ
沸水冲泡， 浸泡 ４～５ ｍｉｎ， 即得 ０􀆰 ０６ ｇ ／ ｍＬ 的连花清菲代用

茶； 板蓝根颗粒， 规格为每 １０ ｇ 制剂含生药 １４ ｇ， 批号

Ｆ２２Ｆ０１９， 由广州白云山和记黄埔中药有限公司生产， 将

１０ ｇ 板蓝根颗粒充分溶解于 ７０ ｍＬ 纯水中， 即得生药质量
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浓度为 ０􀆰 ２ ｇ ／ ｍＬ 的板蓝根颗粒溶液； 磷酸奥司他韦颗粒，
批号 ６００２２０９００１， 由宜昌东阳光长江药业股份有限公司生

产， 将 ７５ ｍｇ 磷酸奥司他韦颗粒充分溶解于 ５４ ｍＬ 纯水中，
即得质量浓度为 １􀆰 ３８ ｍｇ ／ ｍＬ 的磷酸奥司他韦颗粒溶液。
１􀆰 ３　 试 剂 　 Ａｎｔｉ⁃ＣＤ４⁃ＡＰＣ 抗体 （ 批号 ＨＳ１７ＡＰ２６０１）、
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ａｎｔｉ⁃ＣＤ８ ａｌｐｈａ⁃ＰＥ 抗体 （批号 ＨＧ０８ＡＰ２９０２）
均购自北京义翘神州科技股份有限公司； 肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α， 批号 ０６２０２３）、 干扰素 γ （ ＩＮＦ⁃γ， 批号 ０６２０２３）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒均购自上海酶联生物科技有限公司。
１􀆰 ４　 病毒株　 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒， 编号 ＶＲ⁃１６７９， 淡黄

色混浊液体， 规格 １ ｍＬ， 购自美国 ＡＴＣＣ 细胞库， 在本中

心病原微生物实验室 ［ＢＳＬ⁃Ⅱ， 实验室备案编号为长卫健

实备字 （２０２１） 第 Ｂ０１０ 号］ 培养和扩增。
１􀆰 ５　 仪器　 Ｓｐｅｃｔｒａ Ｍａｘ ｉ３ｘ 型多功能酶标仪 （上海美谷光

子公司）； ＲＭ２２３５ 型石蜡切片机、 ＡＳＰ２００Ｓ 型全自动脱水

机、 ＨＩ１２２０ 型烤片机、 ＥＧ１１５０Ｈ＋Ｃ 型组织包埋机、 ＣＸ３１
型生物显微镜、 ＢＸ４３ 型生物显微镜＋ＭＤ５０ 型数码成像系

统、 Ａｕｔｏｓｔａｉｎｅｒ ＸＬ＋ＣＶ５０３０ 型自动载玻片染色机＋自动盖片

机 （德国 Ｌｅｉｃａ 公司）； 实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （ 美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 病毒培养与扩增　 选择 ９ 日龄状态良好的鸡胚， 标记

出鸡胚气室与尿囊的界限。 将标记好的鸡胚气室朝上放置

在照蛋器上。 用 ７５％ 酒精消毒鸡胚， 用无菌锥子在气室端

钻孔。 用注射器吸取适量的病毒液， 将注射针头刺入钻孔

处刺破小孔的壳膜， 注入 ０􀆰 １ ｍＬ 病毒液于尿囊腔， ３３ ℃
温箱培养鸡胚 ２ ｄ。 收获前， 将鸡胚于 ４ ℃冰箱过夜， 使红

血球凝固。 经过冰冻的鸡胚用 ７５％ 酒精棉球消毒其气室部

卵壳。 用无菌镊子将消过毒的壳打碎， 轻轻揭去气室部位

卵壳， 撕去壳膜和绒毛尿囊膜， 并将鸡胚轻轻推向一侧，
压住， 吸出病毒液， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液，
分装于冻存管， －８０ ℃保存， 备用。
２􀆰 ２　 毒力检测 　 对 “２􀆰 １” 项下扩增的病毒进行滴度测

定。 取 １００ μＬ 样品梯度稀释为 １１ 个浓度， 并以 ０􀆰 ９％ 氯化

钠注射液作为阴性对照， 每孔加入 ５０ μＬ １􀆰 ０％ 鸡红细胞悬

浮液， 于室温下孵育 ２０ ～ ４５ ｍｉｎ， 观察结果。 判读时将反

应板稍微倾斜， 不能直立， 从反应板背侧进行判读， 判读

时需在 ５ ｓ 左右读完结果， 采用 ｌｏｇ２ 表示结果， ｎ ｌｏｇ２ 表明

病毒的稀释倍数为 ２ 的 ｎ 次方倍时， 出现凝集。
结果判读： “－” 表示不凝集， 红细胞沉积于管底， 呈

边缘整齐的圆盘状； “＋” 表示微量凝集， 红细胞沉积于管

底， 呈边缘不清晰的圆盘状； “＋＋” 表示凝集， 红细胞沉

积于管底呈环状， 四周有凝集的小块； “＋＋＋” 表示大部分

凝集， 红细胞呈颗粒状凝集， 边缘不整齐， 有下垂趋势；
“＋＋＋＋” 表示完全凝集， 红细胞均匀铺于管底。 以能完全

凝集的最高稀释度为血凝效价。
２􀆰 ３　 分组、 给药与造模 　 ２８ 只雪貂按性别及体质量随机

分为正常组、 模型组、 磷酸奥司他韦颗粒组、 板蓝根颗粒

组和连花清菲代用茶低、 中、 高剂量组， 每组 ４ 只。 磷酸

奥司他韦颗粒组灌胃给予 ６􀆰 ９ ｍｇ ／ ｋｇ 磷酸奥司他韦颗粒溶

液， 板蓝根颗粒组灌胃给予 １ ｇ ／ ｋｇ 板蓝根颗粒溶液， 连花

清菲代用茶低、 中、 高剂量组分别灌胃给予 ０􀆰 ８、 １􀆰 ６、 ３􀆰 ２
ｇ ／ ｋｇ 连花清菲代用茶 （为临床等效剂量的 １、 ２、 ４ 倍［７］ ），
灌胃体积均为 ５ ｍＬ ／ ｋｇ， 正常组和模型组灌胃给予等体积

纯水， 每天 １ 次， 连续给药 ７ ｄ， 于第 ４ 天给药前进行染

毒， 经鼻滴注给予 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒原液 １ 次 （病毒滴

度为 ６ ｌｏｇ２）， ０􀆰 ５ ｍＬ ／只。
２􀆰 ４　 一般情况观察　 染毒后观察各组雪貂肛温体温及体质

量变化， 密切观察动物咳嗽、 流涕、 竖毛等异常情况并及

时记录。 感染后每天记录症状， 对感染症状进行评分， 评

分标准参考文献 ［８⁃９］ 报道， 具体见表 １。
表 １　 雪貂感染后症状评分标准

评分 ／ 分 鼻部症状 活跃度

０ 无症状 非常活跃

１ 鼻头抽吸或打喷嚏 仍活动但活跃度降低

２ 流涕 警觉不活跃

３ 口式呼吸 不活跃，不警觉

２􀆰 ５　 外周血 Ｔ 细胞 （ＣＤ４＋Ｔ、 ＣＤ８＋Ｔ） 水平测定　 于末次

给药后次日， 通过后肢静脉采集约 １ ｍＬ 的全血， 置于

ＥＤＴＡ⁃Ｋ２ 抗凝管， 采用流式细胞仪检测全血中 ＣＤ４＋ Ｔ、
ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例。
２􀆰 ６　 咽拭子病毒载量测定　 于末次给药后次日， 采集咽拭

子置于 １ ｍＬ ０􀆰 ９％ 氯化钠注射液中， 加入 ＲＮＡ 提取液， 将

所提 ＲＮＡ 逆转录成 ｃ⁃ＤＮＡ， 采用绝对定量 ＰＣＲ 法检测逆

转录 ｃ⁃ＤＮＡ 荧光强度， 并以 ｃ⁃ＤＮＡ 绝对拷贝数反映咽拭子

中病毒载量。 引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公司

合成， 引物序列见表 ２。 扩增反应条件为 ５０ ℃ ３０ ｍｉｎ，
９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ １５ ｓ， ６０ ℃ ３２ ｓ， ４５ 个循环。 采用构建

的 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒标准品及标准曲线， 计算肺组织

Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒载量。
表 ２　 引物序列

引物 ／ 探针 引物序列（５′→３′）
Ｈ３Ｎ２⁃Ｐ ＦＡＭ⁃ＣＧＡＡＴＣＴＧＧＣＧＣＣＡＡＧＣＣＡＡＣＡ⁃ＢＨＱ１

Ｈ３Ｎ２ 正向 ＧＡＧＧＧＡＡＣＴＣＧＴＣＣＴＴＴＡＴＧＡＣＡＡ
Ｈ３Ｎ２ 反向 ＴＴＡＧＡＣＣＡＧＣＴＧＴＣＧＣＡＴＣＣＴ

２􀆰 ７　 肺组织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＮＦ⁃γ 水平检测　 于末次给药后次日，
按 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 肌肉注射舒泰 ５０ 麻醉， 腹主动脉放血处死，
解剖采集双侧肺脏。 取右侧肺脏 （上叶）， 加入 ９ 倍量

０􀆰 ９％ 氯化钠注射液， 手动研磨匀浆， 制成肺悬液， ３ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测肺组

织匀浆液中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＮＦ⁃γ 水平。
２􀆰 ８　 肺组织病理学观察　 取左侧肺脏， 经 １０％ 中性福尔马

林固定后， 石蜡包埋， 切片， ＨＥ 染色， 置于光镜下观察肺

组织病理学变化。 评分依据肺泡腔内炎性渗出、 肺泡上皮

破坏、 肺泡间隔增厚、 肺泡上皮增生伴巨噬细胞浸润等病

理变化， 按照病变程度进行评分， 其中未见病理改变， 计
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０ 分； 轻度， 计 １ 分； 中度， 计 ２ 分； 重度， 计 ３ 分。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行处理， 实验数

据先进行正态性检验和方差齐性检验， 正态分布的数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 非正态分布数据用中位数表示， 两组间比较

采用 ｔ 检验， 多组间比较采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂一般情况的影

响　 造模后雪貂出现自主活动减少， 伴有呼吸急促； 给药

后模型组、 磷酸奥司他韦颗粒组、 板蓝根颗粒组和连花清

菲代用茶各剂量组动物仍出现自主活动减少， 部分雪貂伴有

呼吸急促； 给药后期各组雪貂仍可见自主活动减少， 但有所

缓解。 如表 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组雪貂给药４～ ７ ｄ
症状评分均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 给药 ５ ｄ 时，
磷酸奥司他韦颗粒组、 板蓝根颗粒组和连花清菲代用茶中、
高剂量组雪貂症状评分均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 给药

６～７ ｄ 时， 各给药组雪貂症状评分均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 表明连花清菲代用茶能降低模型症状评分， 减轻临

床咳嗽、 流鼻涕等症状， 且高剂量改善效果较佳。

表 ３　 各组雪貂症状评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

组别
症状评分 ／ 分

给药 ４ ｄ 给药 ５ ｄ 给药 ６ ｄ 给药 ７ ｄ
正常组 ０􀆰 ０±０􀆰 ０ ０􀆰 ０±０􀆰 ０ ０􀆰 ０±０􀆰 ０ ０􀆰 ０±０􀆰 ０
模型组 ２􀆰 ５±０􀆰 ６＃＃ ３􀆰 ０±０􀆰 ０＃＃ ３􀆰 ０±０􀆰 ０＃＃ ２􀆰 ８±０􀆰 ５＃＃

磷酸奥司他韦颗粒组 ２􀆰 ０±０􀆰 ８ １􀆰 ３±０􀆰 ５∗∗ ０􀆰 ５±０􀆰 ６∗∗ ０􀆰 ３±０􀆰 ５∗∗

板蓝根颗粒组 １􀆰 ８±０􀆰 ５ ２􀆰 ３±０􀆰 ５∗ １􀆰 ８±０􀆰 ５∗∗ １􀆰 ３±０􀆰 ５∗∗

连花清菲代用茶低剂量组 ２􀆰 ５±０􀆰 ６ ２􀆰 ８±０􀆰 ５ ２􀆰 ３±０􀆰 ５∗ １􀆰 ８±０􀆰 ５∗

连花清菲代用茶中剂量组 ２􀆰 ０±０􀆰 ８ ２􀆰 ３±０􀆰 ５∗ １􀆰 ５±０􀆰 ６∗∗ １􀆰 ０±０􀆰 ８∗∗

连花清菲代用茶高剂量组 １􀆰 ８±０􀆰 ５ ２􀆰 ０±０􀆰 ０∗∗ １􀆰 ０±０􀆰 ０∗∗ ０􀆰 ８±０􀆰 ５∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ２　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂体质量的影

响　 如图 １ 所示， 染毒后， 磷酸奥司他韦颗粒组、 板蓝根

颗粒组和连花清菲代用茶各剂量组雪貂体质量均呈不同程

度降低， 随着给药时间的延长， 体质量呈回升趋势， 但整

个给药期间各组体质量均无统计学差异。
３􀆰 ３　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂体温的影

响　 如表 ４ 所示， 与正常组比较， 模型组雪貂给药 ５ ｄ 后体

温均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 磷酸奥司他韦颗粒

组和连花清菲代用茶高剂量组雪貂末次给药当日体温降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ４　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂肺指数的影

响　 如图 ２ 所示， 与正常组比较， 模型组雪貂肺指数升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 磷酸奥司他韦颗粒组、 板蓝根

颗粒组和连花清菲代用茶中、 高剂量组雪貂肺指数均降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

图 １　 染毒后各组雪貂体质量⁃时间变化趋势

表 ４　 各组雪貂体温比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

组别
体温 ／ ℃

给药 ４ ｄ 给药 ５ ｄ 给药 ６ ｄ 给药 ７ ｄ
正常组 ３８􀆰 ４±０􀆰 １ ３８􀆰 ５±０􀆰 ２ ３８􀆰 ３±０􀆰 ６ ３８􀆰 ５±０􀆰 １
模型组 ３８􀆰 ３±０􀆰 ２ ３９􀆰 ８±０􀆰 １＃＃ ３９􀆰 ８±０􀆰 ３＃＃ ３９􀆰 ６±０􀆰 ２＃＃

磷酸奥司他韦颗粒组 ３８􀆰 ３±０􀆰 ３ ３９􀆰 ６±０􀆰 ７ ３９􀆰 １±０􀆰 １∗∗ ３８􀆰 ８±０􀆰 ２∗∗

板蓝根颗粒组 ３８􀆰 ６±０􀆰 ２ ３９􀆰 ７±０􀆰 ３ ３９􀆰 ５±０􀆰 ３ ３９􀆰 ２±０􀆰 ５
连花清菲代用茶低剂量组 ３８􀆰 ５±０􀆰 １ ３９􀆰 ５±０􀆰 ９ ３９􀆰 ６±０􀆰 ２ ３９􀆰 ５±０􀆰 ３
连花清菲代用茶中剂量组 ３８􀆰 ４±０􀆰 ２ ３９􀆰 ５±０􀆰 ８ ３９􀆰 ５±０􀆰 ３ ３９􀆰 １±０􀆰 ６
连花清菲代用茶高剂量组 ３８􀆰 ６±０􀆰 ３ ３９􀆰 ７±０􀆰 ６ ３９􀆰 ５±０􀆰 ３ ３８􀆰 ９±０􀆰 ３∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ５　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂肺组织细胞因

子的影响　 如图 ３ 所示， 与正常组比较， 模型组雪貂肺组

织 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 磷

酸奥司他韦颗粒组和连花清菲代用茶高剂量组雪貂肺组织
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组雪貂肺指数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 连花清菲代

用茶低、 中剂量组雪貂肺组织 ＩＦＮ⁃γ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
表明连花清菲代用茶能减少肺组织细胞因子水平， 减轻局

部炎症反应。
３􀆰 ６　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂外周血 ＣＤ４＋Ｔ、
ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例的影响　 如图 ４ 所示， 与正常组比较， 模

　 　 　 　

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组雪貂肺组织 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平比较 （ｘ±ｓ，
ｎ＝４）

型组雪貂外周血 ＣＤ４＋Ｔ 细胞百分比和 ＣＤ４＋Ｔ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞比

值降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ８＋ Ｔ 百分比升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

型组比较， 磷酸奥司他韦颗粒组、 板蓝根颗粒组和连花清

菲代用茶中、 高剂量组外周血 ＣＤ４＋Ｔ 细胞百分比、 ＣＤ４＋Ｔ ／
ＣＤ８＋Ｔ 细胞比值升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＣＤ８＋Ｔ 细胞百

分比降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明连花清菲代用茶能恢复机体免

疫细胞水平。

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组雪貂淋巴细胞亚群比例比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

３􀆰 ７　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂咽拭子病毒载

量的影响　 如图 ５ 所示， 与正常组比较， 模型组雪貂咽拭

子中病毒载量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 磷酸奥司

他韦颗粒组和连花清菲代用茶高剂量组雪貂咽拭子中病毒

载量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 表明连花清菲代用茶能抑制甲型流

感病毒在肺组织复制。
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注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组雪貂咽拭子病毒载量比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

３􀆰 ８　 连花清菲代用茶对 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感雪貂肺组织病理形

态的影响　 如图 ６Ａ 所示， 正常组雪貂肺泡上皮无明显变

化， 未见炎症细胞浸润； 模型组雪貂肺泡上皮发生破坏、
间隔增厚、 炎性血性渗出及炎性细胞浸润； 磷酸奥司他韦

颗粒组、 板蓝根颗粒组和连花清菲代用茶各剂量组雪貂肺

组织病变较模型组有不同程度的减轻。 如图 ６Ｂ 所示， 与正

常组比较， 模型组雪貂肺组织病理评分升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）；
与模型组比较， 各给药组雪貂肺组织病理评分降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

甲型 Ｈ３Ｎ２ 流感病毒是全球流感流行的主导亚型， 对

人类健康构成严重威胁， 至今尚未找到彻底控制其流行与

暴发的有效措施［１０⁃１１］ 。 该病毒具有广泛的宿主适应性， 能

感染鸟类、 人类和哺乳动物， 特别是雪貂， 因其对多种甲

型流感病毒感染的高度敏感性和病理特征与人类相似， 已

　 　 　 　

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 各组雪貂肺组织病理形态及评分比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝４）

成为研究流感病毒的重要动物模型［１２⁃１３］ 。 然而， 除了动物

模型研究外， 开发有效的治疗药物同样至关重要。 以岭健

康科技有限公司研发上市的连花清菲代用茶， 由金银花、
连翘叶、 百合和桔梗等中药组成， 其中金银花中绿原酸可

抑制甲型流感病毒 ｍＲＮＡ 转录， 并保护 ＭＤＣＫ 和 Ｖｅｒｏ 细胞

免受损害［１４⁃１５］ ； 而连翘叶具有清热解毒功效， 其所含连翘

苷、 连翘酯苷对流感病毒有较强的抑制作用［１６⁃１８］ ， 与金银

花配伍使用可协同增强抗流感病毒的作用。 此外， 孙国

威［１９］ 、 马国平等［２０］研究证实， 百合具有显著止咳和祛痰作

用， 桔梗中桔梗总皂苷具有止咳和化痰作用［２１］ ， 并辅以百

合， 达到共同止咳祛痰的作用， 以改善呼吸系统的功能，
为患者带来了更为全面的健康保障。

急性呼吸道感染大多由病毒引起， 而人体免疫系统则

构成抵御病毒入侵的重要防线。 在这一防御体系中， Ｔ 淋

巴细胞扮演者至关重要的角色， 它们广泛分布于全身的组

织中， 发挥免疫功能， ＣＤ４ 主要表达于辅助 Ｔ 细胞表面，
它在调节和增强免疫反应方面发挥重要的作用； ＣＤ８ 是 Ｔ
淋巴细胞的一个亚群， 对于清除体内病原体至关重要， 因

此 ＣＤ４＋Ｔ、 ＣＤ８＋Ｔ （ＣＤ４＋Ｔ ／ ＣＤ８＋ Ｔ 比值） 可反映免疫系统

的整体状态， 这对于评估免疫功能具有重要意义。 此外，

呼吸道感染过程中， ＩＦＮ⁃γ 和 ＴＮＦ⁃α 在免疫系统中同样扮

演着重要角色， 其水平升高提示肺组织中存在炎症反应，
进而提示呼吸道感染病情加重。 值得注意的是， ＩＦＮ⁃γ 不仅

能直接参与炎症反应， 还能间接诱导促进 Ｔ 细胞分泌 ＩＦＮ⁃
γ， 从而形成正反馈循环， 进一步加剧炎症反应， 并增强两

因子的活化状态［２２⁃２４］ 。 ＴＮＦ⁃α 作为参与免疫生理过程的重

要促炎细胞因子， 有广泛的生物活性。 当流感病毒侵入呼

吸道上皮细胞时， 会诱导促炎症因子表达， 加速炎症反应

的发生， 可能会导致组织损伤， 加重病情［２５⁃２６］ 。 本实验发

现， 雪貂气管注射 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒感染后， 表现出与

人类感染流感病毒的相似的症状， 如自主活性减少， 并伴

有咳嗽、 喷嚏、 体温增加等， 且肺组织出现不同程度的病

变 （如肺泡结构破坏、 炎性细胞浸润等）。 此外雪貂外周血

中 ＣＤ４＋Ｔ 细胞比例及 ＣＤ４＋Ｔ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例降低， ＣＤ８＋Ｔ
细胞比例升高， 局部肺组炎症因子织 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 水平升

高， 提示其细胞免疫系统出现失调， 与文献报道基本一致。
经连花清菲代用茶干预后， 雪貂症状评分减少， 肺组织

ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α 水平降低， ＣＤ４＋Ｔ ／ ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例升高， 肺

组织病变程度改善。
实时荧光定量 ＰＣＲ 法作为临床流感病毒诊断的金标
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准， 可动态监测流感病毒感染情况， 反映其病毒载量，
预示其感染的严重程度。 本研究发现， 感染后的雪貂咽

拭子中流感病毒拷贝数明显增加， 提示流感病毒在雪貂

呼吸道成功定植； 经连花清菲代用茶干预后， 其咽拭子

中 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病毒载量随着给药剂量增加而减少，
表明连花清菲代用茶能抑制雪貂肺组织 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感

病毒复制。
综上所述， 连花清菲代用茶可抑制 Ｈ３Ｎ２ 甲型流感病

毒复制， 减轻肺组织病变程度， 其作用机制可能与抑制局

部肺组织炎性介质分泌及提高机体免疫细胞功能有关。
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ＭＭＰ⁃９ 及 ＨＭＧＢ１ 表达水平在重症肺炎患者中的意义［Ｊ］ ．
热带医学杂志， ２０２０， ２０（６）： ７８７⁃７９０．
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