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·基础论著·

重组人干扰素α1b与炎琥宁和喜炎平抗呼吸道

合胞病毒感染的对照研究

黄可飞  张国成  刘瑞清  邓军霞  黄艳娴  吕香萍  林海波  刘雪  成胜权  许东亮  曹云新  

马福成  

【摘要】 目的  比较重组人干扰素α1b与炎琥宁、喜炎平对呼吸道合胞病毒（RSV）感染小鼠

的抗病毒与调节T淋巴细胞亚群的作用。方法  将BALB/c小鼠随机分为8组，建立RSV感染小鼠模

型，分别给予重组人干扰素α1b腹腔注射（12.5 μg/kg）、重组人干扰素α1b雾化吸入（12.5 μg与
25.0 μg）、利巴韦林腹腔注射（123.3 mg/kg）、喜炎平腹腔注射（61.65 mg/kg）、炎琥宁腹腔注射

（61.65 mg/kg）连续5 d的干预治疗，同时设RSV感染阳性组和阴性对照组。于第6天摘眼球取血，

流式细胞术检测小鼠外周血CD3+CD4+
、CD3+CD8+

水平；无菌剖取肺组织，光镜、透射电镜下观察

小鼠肺组织病理学改变；荧光定量PCR法检测小鼠肺组织RSV载量。结果  成功建立RSV感染小鼠模

型。光镜及透射电镜下观察RSV感染阳性组小鼠肺组织炎性损伤明显，重组人干扰素α1b与炎琥宁、

喜炎平干预治疗后，小鼠肺组织炎性损伤有不同程度恢复，RSV载量显著下降，其中重组人干扰素

α1b 25.0 μg雾化吸入组小鼠肺组织炎性损伤程度最轻，RSV载量最低，喜炎平、炎琥宁腹腔注射组

次之，各组间比较差异均有统计学意义（P ＜ 0.05）。与RSV感染阳性组比较，重组人干扰素α1b与

炎琥宁、喜炎平干预各组小鼠外周血CD3+CD8+
水平升高，CD3+CD4+

与CD3+CD4+/CD3+CD8+
水平降

低，差异均具有统计学意义（P ＜ 0.05）；其中重组人干扰素α1b 25.0 μg雾化吸入组，调节T淋巴细

胞亚群作用显著，喜炎平、炎琥宁腹腔注射组次之，差异均有统计学意义（P ＜ 0.05），喜炎平与

炎琥宁两组比较差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。结论   重组人干扰素α1b与炎琥宁、喜炎平均有抗

RSV及调节T淋巴细胞亚群作用，其中重组人干扰素α1b 25.0 μg雾化吸入组最为显著。
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【Abstract】 Objective  To investigate and compare the effects of recombinant human interferon α1b, 

Yanhuning and Xiyanping on antagonizing respiratory syncytial virus (RSV) and regulating T lymphocyte 

subsets in RSV infected mice. Methods  BALB/c mice were divided into eight groups randomly and the 

RSV infected-mouse model was established. Groups were given inhaled recombinant human interferon α1b 

of 12.5 μg and 25.0 μg, intraperitoneal injection of recombinant human interferon α1b (12.5 μg/kg), ribavirin 

(123.3 mg/kg), Xiyanping (61.65 mg/kg) and Yanhuning (61.65 mg/kg), respectively in five consecutive 

days. RSV infection positive and negative control groups were also set. The eyeball blood of mice was taken 

in the sixth day and the levels of CD3+CD4+, CD3+CD8+ in peripheral blood were tested by flow cytometry. 

The lung histopathology of sterile sectional lung tissue was observed by light microscopy and transmission 
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electron microscope, and the fluorescence quantitative PCR was used to test the RSV load.  Results   The 

mouse model of RSV infection was successfully established. Significant inflammatory injury in RSV-

infection positive mice’s lungs was observed under light microscope and transmission electron microscopy. 

After treatments of recombinant human interferon α1b, Yanhuning or Xiyanping, the mice lung tissue showed 

recovery of inflammation with different degrees and RSV load significantly decreased. Wherein, the group 

of inhaled recombinant human interferon α1b 25.0 μg had the lightest degree of damage and the lowest RSV 

load. Intraperitoneal injected Xiyanping and Yanhuning groups were less effective. There were statistically 

significant differences between each group (P  < 0.05). Compared to RSV-infection positive group, the 

CD3+CD8+ level in the peripheral blood was increased, while CD3+ CD4+ and CD3+CD4+/CD3+CD8+ levels were 

decreased in recombinant human interferon α1b, Yanhuning and Xiyanping treated group with significant difference 

(P  < 0.05). Wherein, the group with inhaled 25.0 μg recombinant human interferon α1b showed regulations of 

T lymphocyte subsets significantly, followed by Xiyanping and Yanhuning intraperitoneal injected groups with 

significant differences (P  < 0.05). There was no significant difference between Xi yanping and Yanhuning 

group (P > 0.05). Conclusions   Recombinant human interferon α1b, Xiyanping and Yanhuning all played 

a role in anti-RSV effects and T lymphocyte subsets regulation. Among these treatments, the group with 

inhaled recombinant human interferon α1b 25.0 μg had the most significant effect.
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呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial virus，
RSV）是全球婴幼儿及老年人下呼吸道感染的主要

病毒之一，也是支气管哮喘发生的重要病因。干扰

素与炎琥宁、喜炎平虽已用于RSV感染的治疗
[1-4]

，

包括雾化吸入及肌注给药，但尚缺乏严格的对照研

究的实验资料及依据。本研究比较重组人干扰素

α1b与炎琥宁、喜炎平均有抗RSV及调节T淋巴细胞

亚群作用，其中重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化

吸入组最为显著，现报道如下。

材料与方法

一、动物与细胞

选取64只清洁级雌性BALB/c小鼠，体重18～
22 g，购自第四军医大学实验动物中心（合格证号

SCXK（军）2007-007）；RSV A亚型Long株由首

都儿科研究所提供；Hep2细胞由本实验室保存。

二、主要药品、试剂与实验器材

重组人干扰素α1b 注射液（商品名：运德素，北

京三元基因工程有限公司产品，50 μg：1 ml/支，批

号：20120823）；炎琥宁（哈药集团三精加滨药业

有限公司产品，批号：201108132）；喜炎平（江

西青峰药业有限公司产品，批号：20120704）；

PerC-P/Cy5标记抗小鼠CD3单克隆抗体、PE标记抗

小鼠CD4单克隆抗体、EITC标记抗小鼠CD8单克隆

抗体及同型对照、红细胞裂解液均购自BD公司。雾

化器为德国百瑞有限公司生产。

三、实验方法

1. 细胞培养、RSV悬液制备及病毒滴度测定：

按照本实验室已往报道的方法
[2]
。

2.  RSV感染小鼠模型建立及分组：将64只
BALB/c小鼠随机分为8组，分别为阴性对照组、

RSV感染阳性组、重组人干扰素α1b（12.5 μg/kg）
腹腔注射组、重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸

入组、重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入组、

利巴韦林123.3 mg/kg腹腔注射组、喜炎平61.65 
mg/kg腹腔注射组、炎琥宁61.65 mg/kg腹腔注射

组。除阴性对照组外，其余7组小鼠均给予1%戊巴

比妥钠腹腔注射（3 ml/kg），待小鼠麻醉后经小

鼠鼻腔滴入，RSV悬液（病毒滴度TCID50= 10－4.6
）

100 μl，连续2 d。第3天观察小鼠情况显示小鼠烦躁

不安，呼吸急促，精神萎靡，类似咳嗽、打喷嚏症

状，表明RSV感染小鼠模型建立成功。

3 .  药物干预措施：用0 .9%氯化钠稀释1支
50 μg/ml的重组人干扰素α1b注射液至25 μg/3 ml与
12.5 μg/3 ml，分别加入简易雾化器，将对应组小鼠

放入5 L透明玻璃圆瓶中，保持空气通畅，连接雾化

器进行雾化吸入，15 min/次，2次/d，连续5 d，其余腹

腔注射组，按重组人干扰素α1b 12.33 μg/kg、利巴韦林

123.3 mg/kg、喜炎平61.65 mg/kg、炎琥宁61.65 mg/kg
连续腹腔注射5 d，各组药物均按应用剂量稀释至

0.2 ml生理盐水中。

4. 标本采集和检测：在药物干预的第6天对各

组小鼠进行摘眼球取血，抗凝处理后送至本校基础

医学部免疫学教研室，采用美国FACSCalibur流式
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胞仪检测外周血的CD3+CD4+
与CD3+CD8+

水平，并

计算CD3+CD4+/CD3+CD8+
。摘眼球取血后，脱颈处

死小鼠，无菌剖取小鼠左肺，切取支气管周1 mm3

肺组织，分别进行固定、脱水、浸透、包埋、定

位、修块、超薄切片和染色等步骤，透射电镜观

察小鼠肺组织超微结构改变[2]。余肺组织浸入10%
福尔马林溶液充分固定24 h后，送至西京医院病理

科，制成HE染色切片后，光镜下观察小鼠肺组织

病理学改变[2]，无菌剖取小鼠右肺，荧光定量RT-
PCR法检测小鼠肺组织RSV载量

[2]
。

    四、统计学处理

 应用SPSS 16.0软件对所得数据进行统计学分

析。数据符合正态分布且方差齐性者，多组间比

较采用One-Way ANOVA法，组间两两比较采用LSD
法；数据不符合正态分布者，多组间比较采用

Kruskal-Wallis检验，组间两两比较采用Mann-Whitney 
U检验；以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

 

结    果

  一、光镜下小鼠肺组织的病理学改变

  光镜下（图1 ）可见阴性对照组小鼠肺组织小

支气管、细支气管腔内无分泌物及炎性细胞渗出；

肺泡壁薄，厚度均匀；未见毛细血管充盈扩张，未

见炎性细胞浸润；肺泡腔内干净，无异常物质。

  RSV感染阳性组小鼠肺组织小支气管、细支气

管腔内大量分泌物及炎性细胞渗出；肺泡壁明显增

厚，厚度不均，满视野可见大量炎性细胞浸润；肺

泡毛细血管明显扩张充血，肺泡腔内可见粉红色水

肿液生成。

  其余各组小鼠肺组织相比于RSV感染阳性组小

鼠肺组织病理学炎性损伤均有不同程度减轻，其中

重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入组效果最为

明显，可见小支气管、细支气管腔内分泌物及炎性

细胞渗出较少，未见毛细血管充盈扩张；利巴韦林

腹腔注射组炎性损伤明显，可见肺泡壁明显增厚，

厚度不均，可见大量炎性细胞浸润；肺泡毛细血管

明显扩张充血，肺泡腔内可见粉红色水肿液生成。

  二、透射电镜下小鼠肺组织的病理学改变

  透射电镜（图2）下观察阴性对照组小鼠肺组

织可见，肺泡隔宽度适中，无充血、水肿，肺泡腔

大小正常，腔内无异物。RSV感染阳性组可见典型

肺实变表现，肺泡隔显著增厚，充血表现明显，肺

泡腔显著缩小，腔内可见坏死、脱落的碎片，可见

大量水肿液。其余各组小鼠肺组织均有不同程度的

炎性改变，肺泡隔明显增厚，肺组织充血，可见凋

亡细胞及细胞碎片，其中重组人干扰素α1b（25.0 
μg）雾化吸入组较其他药物干预组炎性损伤程度减

轻，可见肺泡隔略增厚，肺泡腔大小基本正常；细

胞凋亡现象不明显。

    三、荧光定量PCR检测小鼠肺组织的RSV载量

  如表1 所示，RSV感染阳性组小鼠肺组织RSV
载量检测结果最高，与其他各组比较差异均有统

计学意义（P  ＜ 0.05）。按重组人干扰素α1b腹腔

注射组、利巴韦林腹腔注射组、重组人干扰素α1b
（12.5 μg）雾化吸入组、炎琥宁腹腔注射组、喜

炎平腹腔注射组、重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾

化吸入顺序比较，小鼠肺组织RSV载量检测结果依

次减低，除喜炎平、炎琥宁两组比较差异无统计学

意义外，其他各药物干预组间比较均有统计学意义

（F = 62.8，P ＜ 0.05）。

  四、流式细胞术检测小鼠外周血CD3+CD4+
与

CD3+CD8+
水平

    本研究结果显示（表2），与RSV感染阳性组比

较，其余各组小鼠外周血CD3+CD8+
水平均升高，

CD3+CD4+
与CD3+CD4/CD3+CD8+

水平均降低，各药

物干预组与RSV感染阳性组比较差异均具有统计学

意义（P ＜ 0.05）。

表1 各组小鼠肺组织RSV载量（x ± s）

组名 只数 RSV载量

阴性对照组 8         —

RSV感染阳性组 8 95178.25 ± 13097.17
重组人干扰素α1b腹腔注射组 8 30704.78 ± 12458.06
重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸入组  8 6739.85 ± 2590.18
重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入组  8 491.21 ± 55.27
利巴韦林腹腔注射组 8 15173.07 ± 2731.50
喜炎平腹腔注射组 8 5768.37 ± 1973.51
炎琥宁腹腔注射组 8 5889.68 ± 1488.29
F  62.8
P ＜ 0.05

注：“—”：阴性对照组小鼠肺组织RSV载量结果检测阴性 
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表2  各组小鼠外周血T淋巴细胞亚群水平（ x ± s）

组别 只数 CD3+CD4+
（%）  CD3+CD8+

（%） CD3+CD4+/CD3+CD8+

阴性对照组 8  71.84 ± 1.18 24.96 ± 1.30 2.89 ± 0.19
RSV感染阳性组 8 82.45 ± 1.68 15.16 ± 1.34 5.49 ± 0.66
重组人干扰素α1b腹腔注射组 8 78.51 ± 0.87 19.16 ± 0.92 4.11 ± 0.24
重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸入组 8 76.34 ± 1.66 20.19 ± 1.21 3.80 ± 0.30
重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入组 8 74.35 ± 1.50 22.40 ± 1.43 3.34 ± 0.29
利巴韦林腹腔注射组 8 79.11 ± 1.16 17.60 ± 1.28 4.52 ± 0.36
喜炎平腹腔注射组 8 76.38 ± 1.58 20.72 ± 1.05 3.70 ± 0.25
炎琥宁腹腔注射组 8 76.39 ± 1.11 21.16 ± 1.04 3.62 ± 0.22
F 　 43.308 　48.668  42.241
P 　  ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：a：阴性对照组；b：RSV感染阳性组；c：重组人干扰素α1b 12.33 μg/kg腹腔注射组；d：重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸入

组；e：重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入组；f：利巴韦林腹腔注射组；g：喜炎平腹腔注射组；h，炎琥宁腹腔注射组

图1  光镜下观察各组小鼠肺组织HE染色切片（200×）

注：a：阴性对照组；b：RSV感染阳性组；c：重组人干扰素α1b 12.33 μg/kg腹腔注射组；d：重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸入

组；e：重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入组；f：利巴韦林腹腔注射组；g：喜炎平腹腔注射组；h，炎琥宁腹腔注射组

图2  透射电镜下观察各组小鼠肺组织的超微结构
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 重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入组与其

余各组比较，小鼠外周血CD3+CD8+
水平升高，

CD3+CD4+
与CD3+CD4/CD3+CD8+

水平降低，其余各

组差异均有统计学意义（P ＜ 0.05）。

 喜炎平腹腔注射组、炎琥宁腹腔注射组

CD3+CD8+
水平高于其他3组（P ＜ 0.05），但两组

间比较无统计学意义（P ＞ 0.05）。重组人干扰素

腹腔注射组、重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸

入组CD3+CD8+
水平高于利巴韦林腹腔注射组（P 

＜ 0.05），但两组比较差异无统计学意义（P ＞ 
0.05）。重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸入组、

喜炎平腹腔注射组、炎琥宁腹腔注射组CD3+CD4/
CD3+CD8+

水平低于重组人干扰素腹腔注射组及利

巴韦林腹腔注射组（P ＜ 0.05），但3组比较差异无

统计学意义（P ＞ 0.05）。

讨    论

RSV是婴幼儿下呼吸道感染的重要病原，其主

要病变累及毛细支气管，亦可累及支气管和肺泡而

致RSV肺炎。本研究采用小鼠经鼻滴RSV法建立感

染小鼠模型，这是本实验室已引用多年的技术
[1]
，

经过光镜、透射电镜下观察小鼠肺组织病理学改

变；荧光定量PCR法检测小鼠肺组织RSV载量，证

实给小鼠经鼻内滴入适当负荷量RSV可以建立RSV
下呼吸道感染模型，为研究抗RSV打下了基础。各

组药物剂量均按临床小儿RSV感染药物治疗标准

剂量换算所得
[5]
。考虑人与小鼠的剂量换算系数为

12.33，即用于人的药物剂量分别为重组人干扰素

α1b（1 μg/kg）肌肉注射、喜炎平（5 mg/kg）腹腔

注射和炎琥宁（5 mg/kg）腹腔注射。

T淋巴细胞是细胞免疫的主要效应细胞，CD4+ 

T细胞和CD8+ T细胞在抗病毒感染中分别是重要的

杀伤效应细胞和免疫调节细胞：细胞毒性T细胞可

通过排粒作用释放穿孔素和颗粒酶等细胞毒性物

质，溶解靶细胞，同时还可通过释放细胞因子诱导

细胞凋亡
[6-9]

；调节性T被认为能抑制T细胞及B细

胞功能，起到细胞免疫的负调节作用。RSV感染可

导致T淋巴细胞亚群异常，对支气管哮喘的发生发

展有重要影响，而目前尚无特效药物。重组人干

扰素α1b与炎琥宁、喜炎平已用于RSV感染治疗，

可促进临床症状和体征恢复，缩短病程。但尚缺乏

严格的对照研究的实验资料及依据。从本实验结果

可以看出，重组人干扰素α1b与炎琥宁、喜炎平干

预治疗后，小鼠肺组织炎性损伤有不同程度恢复，

RSV载量显著下降；重组人干扰素α1b（25.0 μg）

雾化吸入对RSV感染小鼠在免疫调节、肺组织病理

学改变、肺组织病毒载量测定均较其他药物有明显

效果。重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸入组与

重组人干扰素α1b腹腔注射组在肺组织病理学改变

上两组差异并不明显，但优于喜炎平腹腔注射组、

炎琥宁腹腔注射组；炎琥宁抗RSV感染作用优于

喜炎平，这可能与其中药成分的浓度有关。与RSV
感染阳性组比较，重组人干扰素α1b与炎琥宁、

喜炎平干预各组小鼠外周血CD3+CD8+
水平升高，

CD3+CD4+
与CD3+CD4+/CD3+CD8+

水平降低，差异

均有统计学意义（P ＜ 0.05）；其中重组人干扰素

α1b 25.0 μg雾化吸入组，调节T淋巴细胞亚群作用

显著，喜炎平、炎琥宁腹腔注射组次之，差异均有

统计学意义（P ＜ 0.05），喜炎平与炎琥宁两组比

较差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。本研究结果还

显示上述各组药物的抗RSV及调节T淋巴细胞亚群

作用均强于利巴韦林腹腔注射。

另外，重组人干扰素α1b（25.0 μg）雾化吸入

及重组人干扰素α1b（12.5 μg）雾化吸入干预采取

给药时间与方法均相同，但在干预RSV感染小鼠的

免疫调节、肺组织病理学改变、肺组织病毒载量的

检测结果却有显著差异，可见重组人干扰素α1b雾
化吸入在对RSV感染小鼠的抗病毒作用中存在剂量

-效应关系。但本试验只研究了两种剂量，关于重

组人干扰素α1b雾化吸入对RSV感染小鼠的治疗最

佳剂量，还有待于进一步的研究。
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