
DOI:10.13350/j.cjpb.251005 ·论著·

连翘苷调节AMPK/SIRT1/NF-κB通路对呼吸道
合胞病毒感染大鼠肺组织炎性损伤的影响

潘铖铖,李艳冰*

(中国医科大学附属盛京医院耳咽喉病房,辽宁沈阳
 

110000)

【摘要】 目的 探索连翘苷调节单磷酸腺苷活化蛋白激酶(AMPK)/沉默信息调节因子1(SIRT1)/核因子-κB(NF-κB)

通路对呼吸道合胞病毒(RSV)感染大鼠肺组织炎性损伤的影响。 方法 通过鼻腔滴入RSV
 

Long株法建立RSV感

染大鼠模型,并将其分为模型组、连翘苷组(200
 

mg/kg)、连翘苷+抑制剂组(200
 

mg/kg连翘苷和250
 

μg/kg
 

Compound
 

C),另外将鼻腔滴入等量生理盐水的大鼠作为对照组,每组12只;测定各组大鼠肺指数;血气分析仪分析各组大鼠血液

PaO2、SaO2 及PaCO2 含量;ELISA试剂盒测定肺组织IL-1β、TNF-α及IL-8水平;HE染色法观察各组大鼠肺组织形态

结构变化;Western
 

blot法测定各组大鼠肺组织NF-κB
 

p65、磷酸化(p)-NF-κB
 

p65、AMPK、p-AMPK和SIRT1蛋白表达

情况。 结果 对照组大鼠肺组织结构正常,无炎性细胞浸润现象;与对照组相比,模型组大鼠肺泡壁上皮细胞损伤严

重,且肺间质炎性细胞浸润较多,肺泡间隔增厚明显,肺指数和PaCO2 水平上升,肺组织中IL-1β、TNF-α和IL-8水平以

及p-NF-κB
 

p65蛋白表达量增加,但PaO2、SaO2 水平降低,p-AMPK、SIRT1蛋白表达量下降(P<0.05);与模型组相

比,连翘苷组大鼠肺组织病理损伤明显减轻,肺指数降低,PaCO2 水平、肺组织IL-1β、TNF-α和IL-8水平以及p-NF-κB
 

p65蛋白表达量减少,而PaO2 和SaO2 水平升高,p-AMPK和SIRT1蛋白表达量增加(P<0.05);使用AMPK抑制剂干

预后,可逆转连翘苷对RSV感染大鼠上述指标的改善作用(P<0.05)。 结论 连翘苷可能通过激活 AMPK/SIRT1/

NF-κB通路减轻RSV感染大鼠肺组织炎性损伤。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

phillyrin
 

on
 

lung
 

tissue
 

inflammatory
 

injury
 

in
 

rats
 

infected
 

with
 

respiratory
 

syncytial
 

virus
 

(RSV)
 

by
 

regulating
 

the
 

adenosine
 

monophosphate
 

activated
 

protein
 

kinase
 

(AMPK)/silent
 

information
 

regulator
 

1
 

(SIRT1)/nuclear
 

factor-kappa
 

B
 

(NF-κB)
 

pathway. Methods The
 

RSV
 

infection
 

rat
 

model
 

was
 

established
 

by
 

intranasal
 

instillation
 

of
 

RSV
 

Long
 

strain,which
 

was
 

grouped
 

into
 

model
 

group,phillyrin
 

group
 

(200
 

mg/kg),phillyrin+inhibitor
 

group
 

(200
 

mg/kg
 

phillyrin
 

and
 

250
 

g/kg
 

Compound
 

C).
 

In
 

addition,rats
 

with
 

an
 

equal
 

amount
 

of
 

physiological
 

saline
 

into
 

their
 

nasal
 

cavities
 

were
 

used
 

as
 

a
 

control
 

group,each
 

with
 

12
 

rats.
 

The
 

lung
 

index
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

was
 

measured.
 

The
 

blood
 

gas
 

analyzer
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

PaO2,SaO2,and
 

PaCO2 in
 

the
 

blood
 

of
 

each
 

group.
 

ELISA
 

kits
 

were
 

used
 

to
 

measure
 

the
 

IL-1β,TNF-α,and
 

IL-8
 

in
 

lung
 

tissue.
 

HE
 

staining
 

method
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

morphological
 

changes
 

of
 

lung
 

tissue
 

of
 

rats.
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

NF-κB
 

p65,

phosphorylated
 

(p)-NF-κB
 

p65,AMPK,p-AMPK,and
 

SIRT1
 

proteins
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group. Results 
The

 

lung
 

tissue
 

structure
 

of
 

rats
 

in
 

the
 

control
 

group
 

was
 

normal,with
 

no
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration.
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

model
 

group
 

showed
 

severe
 

damage
 

to
 

the
 

alveolar
 

wall
 

epithelial
 

cells,increased
 

infiltration
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

in
 

the
 

lung
 

interstitium,prominent
 

thickening
 

of
 

alveolar
 

septa,increased
 

lung
 

index
 

and
 

PaCO2,

increased
 

lung
 

tissue
 

IL-1β,TNF-α,IL-8,and
 

p-NF-κB
 

p65
 

protein,decreased
 

PaO2 and
 

SaO2,and
 

the
 

p-AMPK
 

and
 

SIRT1
 

proteins
 

(P<0.05).
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

phillyrin
 

group
 

showed
 

a
 

prominent
 

reduction
 

in
 

pathological
 

damage
 

to
 

rat
 

lung
 

tissue,decreased
 

lung
 

index,decreased
 

PaCO2,lung
 

tissue
 

IL-1β,TNF-α,and
 

IL-8,and
 

p-
NF-κB

 

p65
 

protein,the
 

levels
 

of
 

PaO2,SaO2 increased,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-AMPK
 

and
 

SIRT1
 

proteins
 

increased
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(P<0.05).
 

AMPK
 

inhibitor
 

intervention
 

could
 

reverse
 

the
 

improvement
 

effect
 

of
 

phillyrin
 

on
 

the
 

above
 

indicators
 

in
 

RSV
 

infected
 

rats
 

(P<0.05). Conclusion Phillyrin
 

may
 

alleviate
 

lung
 

tissue
 

inflammatory
 

damage
 

in
 

RSV
 

infected
 

rats
 

by
 

activating
 

AMPK/SIRT1/NF-κB
 

pathway.
【Keywords】  phillyrin;adenosine

 

monophosphate
 

activated
 

protein
 

kinase;silent
 

information
 

regulator
 

1;nuclear
 

factor-kappa
 

B;RSV;lung
 

damage

  呼吸道合胞病毒(RSV)属于一种负性单链RNA
病毒,并且在人群中广泛流行,是导致婴儿及老年人急

性下呼吸道感染的主要原因[1]。但是,RSV引起疾病

的具体发病机制尚不清楚,RSV感染后可能导致炎症

小体激活引发肺部炎症和肺组织损伤,给患者身体健

康水平带来极大影响[2]。然而,目前尚无针对RSV感

染的有效治疗方法,其中,利巴韦林虽然对RSV感染

具有一定治疗效果,但整体效果不一,不仅存在潜在毒

性,而且成本较高;另外,帕利珠单抗是目前被批准用

来治疗RSV感染的唯一特异性疗法,但其费用较高,
并且因常规注射要求限制其在高危婴儿中的使用,阻
碍临床上的广泛应用[3]。因此,寻找安全、有效的治疗

方法至关重要。连翘苷是从中草药连翘中所提取的一

种主要生物活性物质,具有清热解毒、杀菌的作用,并
且有研究发现,其可减轻病毒性肺炎小鼠肺部炎症[4]。
也有研究发现,连翘苷具有良好的抗RSV作用,可能

作为临床治疗RSV感染的潜在药物[5]。单磷酸腺苷

活化蛋白激酶(AMPK)是细胞能量的关键调节因子,
在病理状态下,AMPK可依赖其下游蛋白沉默信息调

节因子1(SIRT1)发挥抗炎作用,而SIRT1通过抑制

核因子-κB(NF-κB)通路抑制炎症[6]。研究发现,激活

AMPK/SIRT1通路对急性呼吸窘迫综合征小鼠炎症

反应及肾损伤具有改善作用[7]。但是,连翘苷是否可

通过调控AMPK/SIRT1/NF-κB通路对RSV感染大

鼠损组织炎性损伤发挥作用尚未见相关报道。因此,
本研究主要针对以上内容进行研究探索。

材料与方法

1 材料

1.1 动物和毒株 SPF级SD雄性大鼠(大鼠体质量

195~215
 

g)采购自
 

,其生产许可证号为SCXK(京)

2024-0001。首先将所有大鼠在本院的动物实验室进

行饲养,并将饲养温度和湿度分别设置为20~24
 

℃、

50%~60%,每天光暗均12
 

h,对所有大鼠的采食量

和饮水量不进行任何限制,饲养1周适应后开始实验。
本院伦理委员会已对本次实验进行审核、批准。

1.2 主要试剂与仪器 RSV
 

Long株由中国预防医

学科学院病毒所提供。连翘苷(纯度98%)采购自成

都普 瑞 法 科 技 开 发 有 限 公 司;IL-1β、TNF-α、IL-8
 

ELISA试剂盒采购自上海一研生物科技有限公司;

HE染色试剂盒采购自上海尚宝生物科技有限公司;

RIPA裂解液采购自北京普利莱基因技术有限公司;

NF-κB
 

p65、磷 酸 化 (p)-NF-κB
 

p65、AMPK、p-
AMPK、SIRT1、β-actin及山羊抗兔IgG二抗采购自

英国Abcam公司;N-117M型光学显微镜采购自北京

瑞宏诚科技发展有限公司;Multiskan
 

FC型酶标仪采

购自美国赛默飞公司。

2 方法

2.1 模型建立 大鼠适应期结束后进行RSV感染大

鼠模型建立,步骤如下[8]:首先,将大鼠进行麻醉,然后

将RSV
 

Long株经鼻腔滴入大鼠体内(剂量为0.1
 

mL/只);另选12只大鼠作为对照组,并将等量的生理

盐水(无菌)滴入大鼠鼻腔。每天一次,持续3
 

d。

2.2 分组及给药 将建模成功的大鼠进行分组,分别

为模型组、连翘苷组和连翘苷+抑制剂组,每组12只。
其中,连 翘 苷 组 大 鼠 每 天 灌 胃200

 

mg/kg的 连 翘

苷[9],连翘苷+抑制剂组大鼠在每天灌胃200
 

mg/kg
连翘 苷 的 同 时,进 行 尾 静 脉 注 射 250

 

μg/kg 的

Compound
 

C[10],模型组和对照组大鼠每天灌胃等量

的生理盐水,每天给药一次,持续7
 

d。

2.3 样本采集 在给药结束后,对各组大鼠进行称

重,然后对其进行麻醉,并抽取颈外静脉血保存于-20
 

℃冰箱内;通过断颈方式进行处死后,取出肺组织并进

行称重,其中随机选择6只大鼠的肺组织用来进行

HE染色,另外6只大鼠的肺组织保存于-80
 

℃,用来

进行相关炎性因子和蛋白表达检测。

2.4 肺指数测定 对各组完整肺组织进行称重后,计
算肺指数(计算公式:肺组织重量/体质量×100%)。

2.5 肺功能指标测定 将抽取的各组大鼠静脉血取

出,并使用血气分析仪对各组大鼠血液中PaO2、SaO2
和PaCO2 含量进行检测。

2.6 肺组织病理形态观察 将2.3中用于 HE染色

的肺组织进行固定(4%多聚甲醛),然后进行石蜡包

埋,并将其进行切片(4
 

μm)固定于玻片上,完成后进

行脱蜡,并加入HE染液进行染色,最后使用光学显微

镜进行观察。

2.7 肺组织炎性因子水平测定 将2.3中保存的6
只大鼠的肺组织取出,取肺左叶部分进行匀浆、离心,
并收集上清液,然后按照ELISA试剂盒中所提供的说

明书进行肺组织IL-1β、TNF-α、IL-8水平检测,并将
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肺右叶放入-80
 

℃冰箱内保存。

2.8 Western
 

blot测定 取出2.7中剩余的右肺组

织,进行研磨后加入RIPA裂解液进行裂解以提取组

织蛋白,提取完成后对其浓度进行测定,然后各组均取

出部分蛋白样品(20
 

μg)进行电泳,电泳结束后进行转

膜,结束后将膜进行封闭(5%脱脂牛奶,1
 

h),再加入

NF-κB
 

p65、p-NF-κB
 

p65、AMPK、p-AMPK、SIRT1
以及β-actin稀释液进行孵育,次日早上加入二抗稀释

液,并在室温下进行孵育,1
 

h后通过ECL进行显影,
并使用Image

 

J软件对各组肺组织中上述蛋白条带灰

度值进行分析。

3 统计学处理

本次使用SPSS软件(25.0版本)对各组所测得数

据进行差异显著性分析,并以(x±s)形式表示对照

组、连翘苷组等各组检测指标数据,其中,单因素方差

分析法:用来进行多组数据差异性比较,SNK-q法:用
来进行多组中两两组间的数据差异性比较。P<0.05
为差异有统计学意义。

结 果

1 各组大鼠肺指数对比

对照组、模型组、连翘苷组、连翘苷+抑制剂组大

鼠肺指数分别为(0.62±0.07)%、(1.33±0.12)%、
(0.81±0.09)%、(1.19±0.13)%。

模型组大鼠肺指数较对照组升高(P<0.05);与
模型组进行对比,连翘苷组大鼠肺指数降低,差异有统

计学意义(P<0.05);相较于连翘苷组,连翘苷+抑制

剂组大鼠肺指数呈现升高趋势,差异有统计学意义(P
<0.05)。

2 连翘苷对大鼠肺功能指标的影响

模型组大鼠PaO2 和SaO2 水平较对照组降低,而

PaCO2 水平较对照组升高,差异均有统计学意义(P<
0.05);连翘苷组与模型组进行对比,大鼠 PaO2 和

SaO2 水平升高,PaCO2 水平降低,差异均有统计学意

义(P<0.05);连翘苷+抑制剂组相较于连翘苷组,大
鼠PaO2 和SaO2 水平较低,但PaCO2 水平较高,差异

有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表
 

1 各组大鼠血液PaO2、SaO2、PaCO2 水平比较(x±s,n=12)
Table

 

1 Comparison
 

of
 

blood
 

PaO2,SaO2,and
 

PaCO2
 levels

in
 

various
 

groups
 

of
 

rats
分组 PaO2(mmHg) SaO2(%) PaCO2(mmHg)

对照组 90.82±8.47 95.27±2.63 38.46±3.74
模型组 49.16±5.86a 84.19±3.18a 47.14±2.82a

连翘苷组 83.43±9.08b 93.86±2.94b 41.67±3.36b

连翘苷+抑制剂组 52.28±5.72c 85.72±3.08c 46.49±3.14c

  注:与对照组比,aP<0.05;与模型组比,bP<0.05;与连翘苷组

比,cP<0.05。

3 连翘苷对大鼠肺组织形态结构的影响

对照组大鼠支气管和肺泡结构正常,无炎性细胞

浸润情况;模型组大鼠肺泡壁上皮细胞出现严重损伤,
在肺间质观察到较多浆细胞、淋巴细胞以及嗜酸性细

胞浸润现象,且肺泡间隔出现明显增厚情况;与模型组

进行对比,连翘苷组大鼠肺泡壁上皮细胞损伤明显减

轻,肺间质淋巴细胞、浆细胞和嗜酸性细胞浸润情况较

少,肺泡间隔增厚现象明显缓解;与连翘苷组进行对

比,连翘苷+抑制剂组大鼠肺组织以上病理损伤出现

进一步加重。见图1。

图
 

1 各组大鼠肺组织病理学形态的HE染色结果(200×)
Fig.1 HE

 

staining
 

results
 

of
 

pathological
 

morphology
 

of
 

lung
 

tissue
in

 

each
 

group
 

of
 

rats
 

(200×)

4 连翘苷对大鼠肺组织炎性因子水平的影响

相较于对照组,模型组大鼠肺组织IL-1β、TNF-α
和IL-8水平升高,差异均有统计学意义(P<0.05);
与模型组进行比较,连翘苷组大鼠肺组织IL-1β、TNF-
α和IL-8水平均降低,且差异有统计学意义(P<
0.05);连翘苷+抑制剂组大鼠肺组织IL-1β、TNF-α
和IL-8水平较连翘苷组均上升,且差异有统计学意义

(P<0.05)。见表2。

表
 

2 各组大鼠肺组织IL-1β、TNF-α、IL-8水平比较(x±s,n=6)
Table

 

2 Comparison
 

of
 

IL-1
 

β,TNF
 

-
 

α,and
 

IL-8
 

levels
 

in
 

lung
tissues

 

of
 

rats
 

in
 

different
 

groups
分组 IL-1β(pg/mL) TNF-α(pg/mL) IL-8(pg/mL)

对照组 41.62±5.04 65.82±7.47 27.33±4.19
模型组 124.21±11.92a 162.49±18.23a 84.72±9.64a

连翘苷组 54.17±6.63b 86.25±9.82b 38.46±5.17b

连翘苷+抑制剂组 103.45±11.58c 148.04±13.96c 69.14±8.36c

注:与对照组比,aP<0.05;与模型组比,bP<0.05;与连翘苷组比,cP<0.05。

5 连翘苷对大鼠肺组织 AMPK/SIRT1/NF-κB通路

蛋白表达的影响

模型组与对照组进行比较,大鼠肺组织p-AMPK
和SIRT1蛋白表达量均降低,而p-NF-κB

 

p65蛋白表

达量增加,差异显著(P<0.05);连翘苷组大鼠肺组织

p-AMPK和SIRT1蛋白表达量较模型组均升高,而

p-NF-κB
 

p65蛋白表达量较模型组减少,差异均有统

计学意义(P<0.05);连翘苷+抑制剂组大鼠肺组织

p-AMPK和SIRT1蛋白表达量相较于连翘苷组减少,
而p-NF-κB

 

p65蛋白表达量相较于连翘苷组增加,差
异有统计学意义(P<0.05)。见图2和表3。

·2721·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2025年10月 第20卷第10期

Oct.2025, Vol.20,No.10



表
 

3 各组大鼠肺组织p-AMPK、SIRT1及p-NF-κB
 

p65
蛋白表达比较(x±s,n=6)

Table
 

3 Comparison
 

of
 

p-AMPK,SIRT1,and
 

p-NF-κB
 

p65
protein

 

expression
 

in
 

lung
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group
分组 p-AMPK SIRT1 p-NF-κB

 

p65
对照组 0.87±0.09 0.96±0.10 0.31±0.03
模型组 0.24±0.03a 0.38±0.04a 0.89±0.09a

连翘苷组 0.81±0.08b 0.89±0.09b 0.40±0.04b

连翘苷+抑制剂组 0.34±0.04c 0.47±0.05c 0.84±0.08c

  注:对照组采用A替代;模型组采用B替代;连翘苷组采用C替代;
连翘苷+抑制剂组采用D替代。

图
 

2 各组大鼠肺组织AMPK/SIRT1/NF-κB通路蛋白表达条带

Fig.2 Expression
 

bands
 

of
 

AMPK/SIRT1/NF-κB
 

pathway
 

proteins
in

 

lung
 

tissues
 

of
 

rats
 

in
 

each
 

group

讨 论

在全球范围内,RSV对人类身体健康水平影响较

大,已成为儿童呼吸道感染最常见的原因和婴儿严重

感染的最大危险因素[11]。由于RSV传播率高,而且

容易引起严重疾病,使其已成为一个重要的公共卫生

问题[12]。目前,针对感染RSV的婴幼儿的支持性治

疗主要侧重于减轻症状,轻微症状(如流鼻涕、咳嗽、打
喷嚏等)可使用非处方药治疗,严重者(如高热、喘息、
呼吸困难和缺氧等)可住院进行医疗通气或者辅助供

氧等,但尚无特效治疗方法[13]。因此,开发安全有效

的药物意义重大。本研究通过向大鼠鼻腔滴入RSV
毒株建立RSV感染大鼠模型,结果发现,大鼠肺组织

结构受到明显损伤,肺间质存在大量炎性细胞浸润,且
肺指数、肺组织中炎性因子(包括IL-1β、TNF-α和IL-
8)水平均明显升高,说明模型建立成功。

连翘是我国传统的中草药,现代药理学研究表明,
连翘具有解热、抗炎、抗菌、抗病毒、抗肿瘤等作用,常
被临床用来治疗流感、发热、肿瘤等疾病[14]。连翘苷

作为连翘中的主要活性成分,具有抗炎、抗氧化和抗病

毒活性,研究表明,连翘苷可抑制急性肺损伤小鼠肺组

织病理学损伤,而且,其对不同的呼吸道病毒(包括流

感病毒、副流感病毒及 RSV)可发挥抗病毒作用[15]。

Wang等[16]研究发现,连翘苷可直接抑制 RSV的复

制,还可有效减轻RSV感染引起的炎症反应,改善肺

损伤。本研究发现,使用连翘苷干预 RSV感染大鼠

后,大鼠肺组织病理损伤得到明显缓解,肺指数以及肺

组织中IL-1β、TNF-α和IL-8水平明显降低,此外,肺
功能指标中,PaCO2 水平出现明显降低、且PaO2 和

SaO2 水平均上升,提示连翘苷对RSV感染大鼠肺组

织损伤及炎症反应具有缓解作用。

AMPK是调节生物能量代谢的关键分子,对细胞

生长、增殖及能量代谢等可发挥重要调控作用[17]。

SIRT1是sirtuin(SIRTs)家族成员之一,并已被证明

具有抗炎、抗衰老、减少氧化应激损伤 等 作 用[18]。

AMPK在所有真核生物中高度保守,其可通过上调

SIRT1表达来抑制 NF-κB 表达,从而缓解炎症 反

应[19]。以往研究发现,激活AMPK/SIRT1/NF-κB通

路可改善呼吸道炎症损伤,对急性呼吸窘迫综合征大

鼠肺损伤具有缓解作用[6,10]。本研究发现,RSV感染

大鼠肺组织中,p-AMPK、SIRT1蛋白表达水平较低,

p-NF-κB
 

p65蛋白表达水平较高,而在经过连翘苷干

预后,大鼠肺组织中p-AMPK和SIRT1蛋白表达水

平出现明显上升,而p-NF-κB
 

p65蛋白表达水平显著

降低,提示连翘苷能够激活RSV感染大鼠肺组织中的

AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路。为验证该通路在该

疾病治疗中的作用,本实验在使用连翘苷干预RSV感

染大鼠的基础上,进一步使用AMPK抑制剂处理,结
果发现,AMPK抑制剂可减弱连翘苷对RSV感染大

鼠肺组织病理损伤和炎症反应的抑制作用。以上结果

说明,连翘苷对RSV感染大鼠肺组织炎性损伤的改善

作用可能是通过激活 AMPK/SIRT1/NF-κB信号通

路实现的。
综上所述,连翘苷对RSV感染大鼠肺组织炎症及

肺组织病理损伤具有改善作用,作用机制可能与其可

激活 AMPK/SIRT1/NF-κB通路有关系。但本研究

也存在不足点,连翘苷是否还可通过调控其他通路发

挥作用尚需进行深入研究。
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