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青蒿琥酯对小鼠巨细胞病毒性肺炎的治疗作用
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摘要: 为了探索青蒿琥酯对小鼠巨细胞病毒性肺炎的治疗作用及其机制, 应用滴鼻法建立携带绿色荧光蛋白的

小鼠巨细胞病毒 (murine cytomegalovirus-green fluorescent protein, MCMV-GFP) 感染的巨细胞病毒性肺炎模型。动

物福利和实验过程均遵循广州医科大学动物伦理委员会的规定。将BALB/c-nu小鼠随机分为 5组: 空白对照组、巨

细胞病毒肺炎模型组、青蒿琥酯 60、120和 240 mg·kg-1组。观察小鼠生存期和肺组织病理变化, 并进一步进行分子

机制研究。分别采用苏木精-伊红 (hematoxylin-eosin, HE) 染色法检测肺组织的病理变化; 荧光定量 PCR (poly‐

merase chain reaction) 方法检测肺组织中MCMV主要即刻早期基因 1 (major immediate early 1, Mie1) mRNA的表

达; 免疫荧光法检测MCMV-GFP的表达; ELISA法 (enzyme-linked immunosorbent assay) 检测肺上清炎症因子白细

胞介素 6 (interleukin 6, IL-6)、IL-10和肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis factor α, TNF-α) 的含量; Western blot法检测感

染后肺组织NF-κB (nuclear factor-κB) 通路的变化; 绘制小鼠体重变化和生存曲线图。结果显示, MCMV感染模型

组小鼠肺组织出现大量炎症细胞浸润, 肺组织结构破坏。青蒿琥酯 (120 mg·kg-1) 治疗后的小鼠肺部炎症减轻, 肺泡

结构明显好转。与MCMV感染模型组相比, 青蒿琥酯 (120和 240 mg·kg-1) 剂量组治疗后, 小鼠肺部病毒复制水平

降低, 青蒿琥酯 (120 mg·kg-1) 剂量组可显著降低促炎因子 IL-6和TNF-α水平并增加抗炎因子 IL-10的水平; 磷酸化

NF-κB蛋白表达明显下降, 治疗组小鼠体重增加, 生存期延长。上述结果表明, 青蒿琥酯具有抑制MCMV感染小鼠

肺炎的作用, 通过抑制NF-κB炎症信号通路的激活, 减轻肺组织炎症因子 IL-6和TNF-α的释放, 并增加抗炎因子

IL-10的表达, 从而实现减轻肺部组织炎症的作用。
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Therapeutic effects of artesunate on cytomegalovirus pneumonia in mice
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Abstract: To investigate the therapeutic effect of artesunate on mouse cytomegalovirus pneumonia, the

BALB/c-nu mice were infected with murine cytomegalovirus-green fluorescent protein (MCMV-GFP) by nose

dropping method. The experimental protocol was approved by the Medical Laboratory Animal Ethics Committee

of Guangzhou Medical University. The BALB/c-nu mice were randomly divided into five groups: control group,

MCMV pneumonia group, and artesunate (60, 120, and 240 mg·kg-1) groups. The survival rate, weights, and virus

loads in lungs among the groups were observed. The degree of histopathologic changes in lungs was assessed

directly by hematoxylin-eosin (HE) assay. MCMV-GFP expression was assessed by immunofluorescence. In addi‐

收稿日期: 2020-03-27; 修回日期: 2020-05-27.

基金项目: 国家自然科学基金重点项目 (U1601227, 81330007); 广东省重大科技计划资助项目 (GD2015B020225006).

*通讯作者Tel: 13724000603, E-mail: yuxycn@aliyun.com;

Tel: 13189159103, E-mail: qinaiping_2008@163.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2020-0421

·· 2651



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2020, 55(11): 2651 −2656

tion, reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis was performed to investigate the content of

major immediate early 1 (Mie1) mRNA, and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the

changes of inflammatory factors, interleukin 10 (IL-10), IL-6, and tumor necrosis factor-α (TNF-α). Western blot

analysis was used to detect the expression of the changes of nuclear factor-kappa B (NF-κB) signaling pathways in

total proteins. Compared with MCMV group, artesunate (120 mg·kg-1) significantly increased body weights of

MCMV-infected nude mice over 30 days, and decreased the viral titer in lung homogenate, lung inflammation, and

histological severity. Moreover, the administration of artesunate (120 mg·kg-1) could downregulate the expression

of phospho-NF-κB (p-NF-κB) p65 in the lungs of mice. The present study suggested that artesunate can protect the

immunocompromised mice from MCMV-induced interstitial pneumonia via downregulating NF- κB signaling

pathway, thus attenuating inflammation in the lungs.
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人类巨细胞病毒 (human cytomegalovirus, HCMV)

属于疱疹病毒 β亚家族, 全长约 230 kb, 是一种常见且

重要的病原体, 在人群中感染率较高。HCMV具有与

其他疱疹病毒类似的持续性感染和潜伏-活化的特性。

在免疫功能健全的个体中, HCMV的感染通常表现为隐

性[1]。然而, 在免疫功能低下或免疫缺陷的个体中 (例如

移植受者), 易出现HCMV再激活感染[2], 最常表现为

间质性肺炎等[3], 损伤患者呼吸系统, 最终导致死亡。

HCMV感染后, 此类患者需长期进行抗病毒防治,

使得病毒耐药也日趋严重, 目前临床常用的抗HCMV

药物是更昔洛韦 (ganciclovir, GCV)、膦甲酸 (fosarnet,

FOS) 和西多福韦 (cidofovir, CDV), 三者作用模式类

似, 能够靶向病毒DNA聚合酶, 在多个环节抑制病毒

DNA的复制[4]。但随着临床的广泛应用, 骨髓抑制、肾

脏损害[5]等不良反应和耐药[6]病毒株开始出现, 并出现

三者的交叉耐药, 因此迫切需要开发不同作用机制的

新一代药物来治疗HCMV感染。

青蒿琥酯 (artesunate, ART) 是一种衍生自天然产

物青蒿素的半合成化合物, 通常用于治疗严重疟疾。

ART和其衍生物在体外和体内均表现出多种抗病毒

活性[7]。Zeng等[8]研究发现ART对HCMV标准株及耐

药株均有明显抗病毒效应。此外, 青蒿琥酯还具有调

节免疫的功能, 可通过影响细胞因子, 对百草枯所致的

肺损伤大鼠的肺组织显示出保护作用[9]。目前对于

ART在抗CMV病毒感染方面的研究主要局限在体外

及少数病例研究, 对于其体内感染作用及肺组织损伤

机制研究的相关报道较少。

巨细胞病毒物种基本上存在于所有哺乳动物宿

主物种中, 而不同种属的宿主之间具有不同的巨细胞

病毒种类[10], 这导致巨细胞病毒之间存在严格的种属

特异性[11]。小鼠巨细胞病毒 (murine cytomegalovirus,

MCMV) 感染小鼠模型是目前对于HCMV感染研究最

多的动物模型 , 这主要是由于 MCMV 感染小鼠后所

引起的临床表现及相应的致病机制与HCMV感染后

具有相似的特征。本实验室成功建立了MCMV-GFP

(green fluorescent protein) 感染小鼠肺炎模型。本研究

主要探索青蒿琥酯对MCMV感染小鼠病毒性肺炎的

作用, 并进一步研究了其作用机制及主要参与的信号

通路, 为青蒿琥酯在临床的应用提供了理论基础。

材料与方法

实验动物 5～6周龄 SPF (specific pathogen free)

级 BALB/c nude 小鼠 125 只 , 雌性 (广州晴乐有限公

司)。生产许可证号 SCXK (京) 2019-0010, 使用许可

证号 SYXK (粤) 2016-0168。小鼠饲养于独立送风隔

离笼具系统内。

试剂 小鼠3T3细胞 (美国ATCC细胞库); MCMV-

GFP病毒株由武汉病毒所 (罗敏华教授课题组) 提供;

青蒿琥酯 (广州鼎国有限公司, 浓度≥99%); 小鼠白细

胞介素 6 (interleukin 6, IL-6)、IL-10和肿瘤坏死因子 α

(tumor necrosis factor α, TNF- α) 的 ELISA (enzyme-

linked immunosorbent assay) 试剂盒 (欣博盛生物制品

有限公司); 红细胞裂解液 (英潍捷基有限公司); 两步法

反转录试剂盒 (TaKaRa公司); NF-κB (nuclear factor-κB)

p65、phospho-NF-κB p65和GAPDH (glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase) 抗体 (CST 公司); 辣根酶标

记二抗 (中杉金桥公司); 引物 (广州擎科技术有限公司

合成)。

仪器 Dmi8 荧光倒置显微镜 (德国 Leica 公司);

LightCycler480Ⅱ荧光定量 PCR 仪 (瑞士 Roche 公司);

酶标仪 (德国Berthold公司); 凝胶电泳仪 (美国Bio-Rad

公司); Amersham Imager 600 量化成像分析流式细胞

仪 (美国GE公司); LSM880超高分辨率激光共聚焦显

微镜 (德国ZEISS公司)。

药物配制 称取 60 mg青蒿琥酯, 用适量 5%碳酸

氢钠将青蒿琥酯溶解, 配置成 0.02 mol·L−1浓度的贮备
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液, 每只小鼠腹腔注射0.2 mL, 按照体重加入蒸馏水稀

释到所需终浓度 (60、120 和 240 mg·kg−1)。将配好的

药物溶液置37 ℃水浴锅备用。

MCMV感染小鼠肺炎模型制备及药效研究 将

小鼠分为5组, 分别为空白对照组、MCMV感染组和青

蒿琥酯 (60、120和 240 mg·kg−1) 剂量组, 每组 15只, 将

各组小鼠用乙醚轻度麻醉, 空白对照组以 0.06 mL生

理盐水滴鼻 , 其余各组以 0.06 mL 生理盐水溶解的

MCMV病毒液滴鼻。于感染当天开始腹腔注射给药,

每只腹腔注射 0.2 mL, 隔天 1次, 正常对照组、MCMV

感染组在同等条件下注射等量生理盐水。各组分别在

感染后第3、7和21天摘眼球放血致死, 采集全肺, 取左

肺大叶组织做肺组织石蜡切片, 右肺保存于-80 ℃冰

箱里用于后续实验。

小鼠体重变化图及生存曲线绘制 将小鼠随机分

为 5组, 分别为空白对照组、MCMV感染组和青蒿琥

酯 60、120和 240 mg·kg−1剂量组, 每组 10只。按上述

方法造模后, 隔天记录小鼠体重和存活等状况, 通过

GraphPad Prism 7.0软件绘制生存曲线。

肺组织病理切片 取感染第 21天的各组小鼠的

左肺大叶组织 , 于前、中、后切面各取 2张进行 HE 染

色, 于倒置荧光显微镜下观察肺部炎症情况。

免疫荧光检测肺组织病毒载量 取感染第3天的各

组小鼠的左肺大叶组织石蜡切片, 避光操作, 0.3% Triton

X-100 通透 5 min, 5% BSA (bovine serum albumin) 室

温封闭 1 h, 再加入GFP一抗 (按 1∶50比例稀释), 4 ℃

孵育过夜, PBS (phosphate buffered saline) 洗 3次, 每次

10 min, 加入荧光二抗 (按 1∶1 000比例稀释), 室温避

光孵育 1 h, PBS洗 3次, DAPI (4',6-diamidino-2-phenyl‐

indole) 染色 5 min, PBS洗 3次, 滴加抗荧光淬灭剂, 于

共聚焦显微镜下观察GFP荧光来检测病毒在肺部的表

达情况。

荧光定量 PCR 检测肺部主要即刻早期基因 1

(major immediate early 1, Mie1) 的表达 各组取同等

重量的右肺组织匀浆, 用Trizol法提取肺组织总RNA,

利用逆转录试剂盒将RNA逆转为 cDNA, 进行荧光定

量 PCR, 以 Gapdh 作为内参基因 , 检测 Mie1 的表达。

Mie1引物: 上游5'-TGAGGTGACCCGCATCCCAGTG-

3', 下 游 5'-CGAGGAGCAGTGCCAGAAGAAGC-3';

Gapdh 引物 : 上游 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-

3', 下游5'-GGCATGGACTGTGGT-CATGAG-3'。

ELISA 法检测炎症因子 收集各组小鼠肺组织

匀浆上清 , 于 4 ℃、3 000 r·min-1 离心 10 min, 收集上

清, 于-80 ℃保存。按 ELISA试剂盒说明书检测炎症

因子 IL-10、TNF-α和 IL-6的含量。

Western blot 法检测肺组织炎症信号通路 NF-

κB p65 取各组小鼠同等重量的右肺组织匀浆, 按照

20 mL·g-1加入含1 mg·L-1 PMSF (phenylmethanesulfonyl

fluoride) 的 RIPA (radio immunoprecipitation assay) 裂

解液, 经过组织破碎仪破碎 60 s后, 4 ℃、12 000 r·min-1

离心 10 min。取上清于 1.5 mL 离心管中 , 通过 BCA

(bicinchoninic acid) 法进行蛋白定量, 加入 5×SDS上样

缓冲液 , 100 ℃煮沸 10 min 进行蛋白变性 , 按照每孔

30 μg进行蛋白上样。

统计学处理 数据采用GraphPad Prism 7软件进

行统计分析, 多组间比较采用单因素方差分析, 实验数

据以
-
x ± s表示。

结果

1 青蒿琥酯对MCMV感染小鼠体重及生存期的影响

由体重变化图及生存曲线图可以看出 (图 1),

MCMV 感染 16天后, 模型组小鼠体重呈现下降趋势,

在第 25天开始出现死亡, 大部分小鼠在第 27天左右死

亡。青蒿琥酯给药后, 小鼠体重下降减缓, 死亡数较

MCMV感染组降低, 存活天数增加, 生存期延长。在

感染后第 40天时, 根据生存曲线图可以看出, 青蒿琥

酯 (120 mg·kg-1) 剂量组的死亡保护作用优于青蒿琥

酯 (60和240 mg·kg-1) 剂量组。

2 青蒿琥酯对肺组织病理变化的影响

在感染后第 21天, 进行小鼠肺部组织HE染色, 于

Figure 1 Effects of artesunate (ART) on weight and mortality of murine cytomegalovirus (MCMV) infected mice. A: Body weight change

was monitored following infection for 40 days. Median with interquartile range of 10 mice per experimental group; B: Survival time of mice

was recorded over 40 days. n = 10,
-
x ± s. ***P<0.001 vs MCMV group. Ctrl: Control
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光镜下观察发现, 空白对照组小鼠肺组织结构完整, 肺

泡壁厚度正常, 肺泡腔内无炎性细胞浸润。而MCMV

感染组小鼠肺组织出现典型间质性肺炎特征, 肺泡壁

增宽, 血管充血, 有炎症细胞浸润, 肺泡腔结构破坏。

青蒿琥酯治疗组与MCMV感染模型组小鼠相比, 肺组

织病变有所改善, 肺泡腔水肿及炎症减轻。青蒿琥酯

(120 mg·kg-1) 剂量组对肺部炎症的改善效果优于青蒿

琥酯 (60和240 mg·kg-1) 剂量组 (图2)。

3 青蒿琥酯对MCMV感染小鼠肺部病毒复制的作用

正常小鼠未被感染时肺组织内无病毒载量表达;

MCMV-GFP滴鼻法感染小鼠后, 病毒在小鼠肺部组织

细胞内复制并表达 GFP荧光。对肺组织切片进行特

异性GFP荧光染色, 结果表明, 与空白组相比, MCMV

肺炎模型组 GFP 表达量明显上升 ; 给予青蒿琥酯治

疗, 青蒿琥酯 (120和 240 mg·kg-1) 剂量组在感染后各

时间点病毒载量均显著低于同时间点MCMV模型组,

肺部GFP荧光明显减少。与MCMV肺炎模型组相比,

青蒿琥酯 (120和 240 mg·kg-1) 剂量组的 MCMV Mie1

mRNA的表达量明显降低, 差异有统计学意义。以上实

验结果均提示青蒿琥酯可以抑制感染小鼠肺部MCMV

的复制 (图3)。

4 青蒿琥酯对MCMV感染小鼠肺部炎症因子的作用

MCMV感染小鼠肺组织后, 肺部多种炎症细胞在

肺组织聚集, 释放多种炎症因子如 IL-6和TNF-α等炎

性介质 (图 4)。在感染后第 3天, 与空白对照组相比,

MCMV肺炎模型组肺上清中促炎因子 IL-6和 TNF-α

显著升高, IL-10分泌明显降低; 与MCMV肺炎模型组

相比, 青蒿琥酯 (120和 240 mg·kg-1) 组 IL-10分泌明显

升高 , 对肺组织具有保护作用 , 120 mg·kg-1剂量组的

IL-6和TNF-α水平明显低于同时间MCMV组, 且感染

后各时间点 120 mg·kg-1剂量组的表达量均低于 120和

240 mg·kg-1剂量组, 表明 120 mg·kg-1剂量对炎症因子

具有更强的抑制作用。在感染后第 7天, 各组 IL-6和

TNF-α水平无显著性差异。

5 青蒿琥酯抑制肺组织NF-κB信号通路的激活

由图 4可知, 青蒿琥酯可以调控 IL-6和 TNF-α炎

症因子, 这些炎症因子可以激活NF-κB信号通路, 造成

肺损伤。由于青蒿琥酯 (60、120和 240 mg·kg-1) 剂量

Figure 2 Hematoxylin-eosin (HE)-stained sections of MCMV infected-mice lungs at 21 days post-infection compared to the phosphate

buffered saline (PBS)-infected mice lungs. A: Control group; B: MCMV group; C: ART group (60 mg·kg-1); D: ART group (120 mg·kg-1);

E: ART group (240 mg·kg-1). Scale bar: 200 μm

Figure 3 Effects of ART on MCMV replication in lung tissues. Mice were infected with MCMV-GFP. After treatment for 3 days with

artesunate, lung sections were stained for MCMV-expressed GFP (green in the merge images). Nuclei were stained with DAPI (blue). Scale

bar: 50 μm. A: Control group; B: MCMV group; C: ART group (60 mg·kg-1); D: ART group (120 mg·kg-1); E: ART group (240 mg·kg-1);

F: Immune fluorescence identification of mice lungs was analyzed; G: The expression of Mie1 mRNA in lung tissues of MCMV-infected

mice. n = 5,
-
x ± s. ##P<0.01, ####P<0.000 1 vs control; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs MCMV group. GFP: Green fluorescent protein;

DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindole; Mie1: Major immediate early 1
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组在感染后第 7天对炎症因子的影响不显著, 本实验

只选用感染第 3天肺组织进行检测。通过Western blot

方法检测炎症信号通路NF-κB蛋白的表达, 结果发现,

与空白对照组相比, MCMV模型组肺组织中 p-NF-κB

蛋白表达明显升高; 青蒿琥酯处理后, 青蒿琥酯 (120

和240 mg·kg-1) 剂量组p-NF-κB蛋白表达降低。青蒿琥

酯可能通过抑制NF-κB信号通路的激活, 减轻MCMV

感染性肺炎 (图5)。

讨论

HCMV作为一种双链DNA病毒, 在免疫功能正常

患者中无明显临床症状。在免疫缺陷的宿主中, HCMV

具有较高的致病力, 最终造成多种器官疾病[12]。青蒿

素类药物, 尤其是青蒿琥酯对双链DNA疱疹病毒具有

强抑制作用。研究表明HCMV可以诱导宿主中NF-κB

和 Sp1 (specificity protein-1) 转录因子的DNA结合[13]。

此外, 青蒿琥酯在肺部疾病的研究中呈现多种药理效

应, 其可通过影响细胞因子水平影响肺部炎症进程, 对

肺组织显示出保护作用[9]。青蒿琥酯的这些抗炎作用

可能是通过抑制 NF-κB 活性从而抑制辅助性 T (T

helper, Th)-1和 Th-17细胞因子, 与干扰素-γ和 TNF-α

表达水平密切相关。NF-κB是免疫和炎症反应的关键

调节剂, IL-6、IL-10和 TNF-α等相关炎症因子在炎症

中发挥重要作用, 细胞因子的转录表达可以由激活的

NF-κB调控[14,15]。

本研究通过小鼠鼻腔滴入MCMV构建小鼠肺炎模

型, 腹腔注射青蒿琥酯给药, 病理学结果显示, MCMV感

染的小鼠肺部出现间质性肺炎特征, 小鼠肺部病毒基因

及MCMV-GFP蛋白表达均明显增加, 说明成功建立小

鼠MCMV感染肺炎模型。在MCMV感染 3天后发现,

使用不同浓度青蒿琥酯给药组处理后, 相关促炎因子

IL-6和TNF-α降低, 抗炎因子 IL-10升高; 相比青蒿琥

酯 (60和 240 mg·kg-1) 剂量组, 青蒿琥酯 (120 mg·kg-1)

剂量组效果最为明显, 肺泡充血明显减轻, 肺泡结构较

完整。此外, 青蒿琥酯对NF-κB信号通路的激活具有

抑制作用 , 青蒿琥酯 (120 mg·kg-1) 剂量组明显降低

NF-κB的磷酸化。研究表明, 青蒿琥酯给药后小鼠肺

部炎症均有改善, 生存期得到延长, 最终达到明显的抗

病毒性肺炎的作用。

有研究证明, 在炎症早期, 巨噬细胞会极化为M1

巨噬细胞, 可以释放多种趋化因子和炎性细胞因子, 而

在炎症晚期巨噬细胞极化为M2巨噬细胞, 通过分泌

高浓度抗炎因子 IL-10来缓解炎症反应, 加速组织修

复[16]。青蒿琥酯调节炎症因子TNF-α、IL-6和 IL-10的

表达, 其调节机制与NF-κB信号通路有关, 这可能是通

过减轻炎性细胞在肺内的聚集来发挥一定的抗炎作

用。通过调节相关炎症信号通路及其伴随的炎症反

应, 使机体的免疫功能得以恢复, 后续工作将对青蒿琥

Figure 5 Expression of nuclear factor-kappa B (NF-κB) and phospho-NF-κB (p-NF-κB) in MCMV-infected mice lungs after ART treat‐

ment (60, 120, and 240 mg·kg-1) were detected. Representative Western blot images of NF-κB and p-NF-κB were presented and analyzed.

n = 5,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs MCMV group. GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Figure 4 Effects of ART on inflammatory factors in lung tissues. The expression levels of interleukin 10 (IL-10), tumor necrosis factor α

(TNF-α), and IL-6 in lung supernatants were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). n = 5,
-
x ± s. #P<0.05, ####P<0.000 1

vs control; *P<0.05, ***P<0.001 vs MCMV group
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酯抗炎的免疫调节机制进行深入研究。
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