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奥司他韦对流感病毒肺炎模型幼鼠的治疗效果及其
对血清免疫球蛋白水平的影响
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  [摘要] 目的 探讨奥司他韦对流感病毒肺炎模型幼鼠的治疗效果及其对血清免疫球蛋白(Ig)G、IgM及

IgA水平的影响。方法 建立幼鼠流感病毒肺炎模型,随机分为模型组和奥司他韦组,每组各8只,对照组幼鼠

5只。显微镜下观察病理学特征,采用小动物肺功能仪进行机械通气,肺功能检测指标主要包括50%用力呼气

流量(FEF50)、75%用力呼气流量(FEF75)、最大呼气中段流量(MMF)及呼气峰流速值(PEF)。双抗体夹心检

测血清IgG、IgM、IgA,Western
 

blot检测Notch1、Notch胞内结构域(NICD)及Notch配体(Jagged1)蛋白。结

果 模型组和奥司他韦组FEF50、FEF75、MMF及PEF均明显低于对照组,肺系数均明显高于对照组(P<
0.05);奥司他韦组FEF50、FEF75、MMF及PEF均明显高于模型组,肺系数明显低于模型组(P<0.05)。模型

组和奥司他韦组IgG、IgM、IgA水平均明显低于对照组(P<0.05);奥司他韦组IgG、IgM、IgA水平均明显高于

模型组(P<0.05)。模型组和奥司他韦组Notch1、NICD、Jagged1蛋白水平均明显高于对照组(P<0.05);奥

司他韦组Notch1、NICD、Jagged1蛋白水平均明显低于模型组(P<0.05)。结论 奥司他韦治疗流感病毒肺炎

模型幼鼠效果明显,可有效改善小鼠的肺功能及血清Ig水平。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

therapeutic
 

effect
 

of
 

Oseltamivir
 

on
 

influenza
 

virus
 

pneumonia
 

mod-
el

 

mice
 

and
 

its
 

effects
 

on
 

levels
 

of
 

serum
 

immunoglobulin
 

G
 

(IgG),IgM
 

and
 

IgA.Methods Influenza
 

virus
 

pneumonia
 

model
 

was
 

established
 

and
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Oseltamivir
 

group,with
 

8
 

rats
 

in
 

each
 

group
 

and
 

5
 

rats
 

in
 

the
 

normal
 

group.Pathological
 

characteristics
 

were
 

observed
 

under
 

micro-
scope.Mechanical

 

ventilation
 

was
 

performed
 

with
 

pulmonary
 

function
 

of
 

small
 

animals.The
 

pulmonary
 

func-
tion

 

indexes
 

included
 

50%
 

forced
 

expiratory
 

flow
 

(FEF50),75%
 

forced
 

expiratory
 

flow
 

(FEF75),and
 

maxi-
mum

 

mid-expiratory
 

flow
 

(MMF),peak
 

expiratory
 

flow
 

(PEF).Serum
 

IgG,IgM
 

and
 

IgA
 

were
 

detected
 

by
 

double
 

antibody
 

sandwich
 

assay.Notch1,Notch
 

intracellular
 

domain
 

(NICD)
 

and
 

Notch
 

ligand
 

(Jagged1)
 

pro-
tein

 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results The
 

levels
 

of
 

FEF50,FEF75,MMF
 

and
 

PEF
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Oseltamivir
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

group,and
 

the
 

lung
 

coefficient
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

(P<0.05).The
 

FEF50,FEF75,MMF
 

and
 

PEF
 

and
 

PEF
 

levels
 

in
 

the
 

Oseltamivir
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group,and
 

the
 

lung
 

coefficient
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

IgG,IgM
 

and
 

IgA
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Oseltamivir
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

IgG,IgM
 

and
 

IgA
 

in
 

the
 

Oseltamivir
 

group
 

were
 

all
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).Protein
 

levels
 

of
 

Notch1,NICD
 

and
 

Jagged1
 

in
 

the
 

model
 

group
 

and
 

the
 

Oseltamivir
 

group
 

were
 

all
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

normal
 

group
 

(P<0.05),which
 

in
 

the
 

Os-
eltamivir

 

group
 

were
 

all
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Oseltamivir
 

has
 

a
 

sig-
nificant

 

effect
 

on
 

influenza
 

virus
 

pneumonia
 

model
 

mice,which
 

can
 

effectively
 

improve
 

the
 

lung
 

function
 

and
 

serum
 

Ig
 

level.
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  小儿肺炎是婴幼儿时期的常见病,主要特点是多

发并且四季都可能发生,常见症状为发热、咳嗽、气
促、呼吸困难及肺部出现啰音等。甲型流感引发肺炎

的发生率为5%~38%[1]。流感病毒传染性强,容易

变异。奥司他韦属于一种特异性抑制剂,对神经氨酸

酶有显著的抑制效果,可促进成熟的流感病毒脱离宿

主细胞,从而抑制流感病毒传播[2]。免疫球蛋白主要

包括抗体免疫球蛋白和膜免疫球蛋白,可与不同的细

胞表面受体结合,从而表现出不同的生物学活性[3]。
研究显示,肺炎的发病机制与免疫球蛋白的免疫反应

存在着密切联系[4]。本文主要研究奥司他韦对流感

病毒肺炎模型幼鼠的治疗效果及其对血清免疫球蛋

白(Ig)G、IgM、IgA水平的影响,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 材料

30只雄性、健康、清洁昆明幼鼠,3~4周龄,平均

(3.5±0.3)周,体质量12~14
 

g,平均(13.5±1.5)g,
由河北医科大学实验动物中心提供,所有幼鼠在无病

原菌的清洁笼子里喂养,所饮用的水和食物均经过高

温、高压消毒。甲型流感病毒(H1N1)株 A/FM1/47
由中国预防医学科学研究院病毒研究所提供,在本院

病毒实验室冻存。奥司他韦(磷酸奥司他韦颗粒,宜
昌东阳光长江药业股份有限公司,规格:每袋15

 

mg,
每盒10袋);一抗和二抗购自武汉博士德生物工程有

限公司。本研究经过本院伦理委员会批准通过[审批

件(2018)伦审第(21)号]。

1.2 方法

1.2.1 肺炎模型建立

从30只幼鼠中随机选取25只建立病毒性肺炎

模型。H1N1解冻之后在9
 

d龄鸡胚的尿囊腔中进行

接种并培养、传代。H1N1肺炎模型建立参考文献

[5],将流感病毒增毒之后的新鲜尿囊液(血凝滴度为

1∶1
 

280)按照10倍系数稀释6个浓度,用乙醚麻醉

幼鼠后,鼻腔内接种 H1N1,每只幼鼠接种0.05
 

mL,
连续观察幼鼠14

 

d,幼鼠出现惊厥、昏迷、腹泻、严重

喘息说明建模成功。

1.2.2 分组及给药

将肺炎模型建模成功的16只幼鼠随机分为模型

组、奥司他韦组,每组各8只,设立对照组幼鼠5只。
奥司他韦组幼鼠均采取灌胃的形式灌注10

 

mg/kg奥

司他韦,每天1次。模型组和对照组幼鼠采用等体积

的无菌蒸馏水灌胃,连续治疗5
 

d。

1.2.3 肺功能相关指标检测
 

3组幼鼠治疗5
 

d后,采用5
 

mL
 

10%水合氯醛进

行腹腔麻醉,气管切开后进行气管插管,幼鼠放置在

体描箱中,头保持低位,与呼吸机管路相连,采用小动

物肺功能仪进行检测。外加压力使幼鼠进行深呼吸,
给予机械通气,检测肺功能指标:50%用力呼气流量

(FEF50)、75%用力呼气流量(FEF75)、最大呼气中段

流量(MMF)、呼气峰流速值(PEF)。将幼鼠麻醉后间

隔30
 

min,在手术台上固定,抽取股动脉血,保存在肝

素钠抗凝管中,每管2
 

mL,-20
 

℃环境下保存、待测。
处死幼鼠,全肺摘除后称质量,肺系数=肺湿重/处死

时体质量×100%。

1.2.4 病理形态学观察
 

处死所有幼鼠后将其肺部组织取出,在10%甲醛

溶液中保持48
 

h,脱水、浸蜡、包埋、切片、脱蜡处理

后,采用苏木素-伊红(HE)进行染色,在显微镜下(×
100)观察幼鼠病理学特征。

1.2.5 双抗体夹心法检测血清免疫球蛋白
 

将抽取的股动脉血3
 

mL以1
 

000
 

r/min离心20
 

min,分离上层血清,吸附在微量滴板的小孔里进行洗

涤,加入待测抗原,如果二者是特异的,则会产生结合

反应,洗去多余抗体,加入与待测抗原呈现出特异反

应的酶联抗体,使其形成“夹心”现象,加入该酶的底

物,如果能看到有色的酶解产物产生,则说明在孔壁

上存在相对应的抗原,从而通过显色后读取的具体浓

度数据计算IgG、IgM及IgA表达水平。

1.2.6 Western
 

blot检测 Notch1、Notch胞内结构

域(NICD)及Notch配体(Jagged1)
 

将采集到的标本使用磷酸盐缓冲溶液(PBS)清洗

3遍以上,分离缓冲液,加入细胞裂解液,裂解35
 

min,提取总蛋白,用二喹啉甲酸(BCA)测定蛋白水

平。每孔取20
 

μg总蛋白,通过10%十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE)凝胶进行电泳,
加入适量浓缩的SDS-PAGE蛋白缓冲液15

 

min;100
 

V电泳10
 

min,将电转膜放在冰浴中转膜,在37
 

℃环

境下摇床上封闭1.5
 

h;与一抗结合,加入TBST(1∶
1

 

000)稀释一抗Tubulin(内参照),在4
 

℃环境下孵

育过夜、保存;次日用TBST缓冲液清洗,与二抗结合

在室温下孵育1
 

h,再次用 TBST缓冲液反复清洗。
最后加入显影剂将其在底物溶液中进行显色,分析

Notch1、NICD、Jagged1灰度值,目的蛋白相对表达水

平=目的蛋白条带灰度值/内参条带灰度值。

1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行统计分析。计数资

料以例数或百分比表示,组间比较采用χ2 检验。符

合正态分布的计量资料以x±s表示,多组间均数比

较采用方差分析,组间多重比较采用LSD-t检验;以

P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 各组幼鼠肺功能指标比较

模型 组 和 奥 司 他 韦 组 FEF50、FEF75、MMF、

PEF均 低 于 对 照 组,肺 系 数 均 高 于 对 照 组(P <
0.05);奥司他韦组FEF50、FEF75、MMF、PEF均高

于模型组,肺系数低于模型组(P<0.05),见表1。

2.2 各组幼鼠肺组织病理学观察
 

正常幼鼠肺部组织结构完整,未见炎性细胞浸

润;模型组出现炎性细胞浸润,肺泡的细胞壁变宽,出
现水肿现象,肺泡间间隔变宽,在肺间质和毛细血管

壁之间出现充血,并且出现大量的巨噬细胞及淋巴细

胞浸润,渗出纤维素样物,纤维结缔组织出现增生现

象;奥司他韦组炎性细胞浸润明显减轻,支气管平滑

肌厚度降低,见图1。

表1  各组幼鼠肺功能指标比较(x±s)

组别 n FEF50(mL/s) FEF75(mL/s) MMF(mL/s) PEF(L/s) 肺系数(%)

对照组 5 40.09±4.54 41.58±5.36 30.22±1.00 40.67±2.35 2.63±0.46

模型组 8 25.68±2.72a 21.17±2.66a 29.27±3.49a 30.10±3.19a 4.38±0.57a

奥司他韦组 8 30.75±3.53ab 29.51±2.76ab 34.60±3.68ab 34.76±1.70ab 3.84±0.38ab

F 25.998 53.032 6.099 27.397 16.482

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

图1  各组幼鼠肺组织病理学观察(HE染色,×200)

2.3 各组幼鼠血清免疫球蛋白水平比较
 

模型组和奥司他韦组血清IgG、IgM及IgA水平均

明显低于对照组(P<0.05),奥司他韦组血清IgG、IgM
及IgA水平均明显高于模型组(P<0.05),见表2。

表2  各组幼鼠血清IgG、IgM及IgA水平

   比较(x±s,mg/L)

组别 n IgG IgM IgA

对照组 5 2.32±0.69 378.07±11.83 81.13±2.03

模型组 8 1.59±0.35a 262.59±16.94a 60.65±4.50a

奥司他韦组 8 2.12±0.67ab 328.74±10.35ab 72.88±1.83ab

F 2.935 117.619 68.724

P <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

2.4 奥 司 他 韦 对 肺 炎 模 型 幼 鼠 Notch1、NICD 及

Jagged1蛋白的影响
 

模型组和奥司他韦组Notch1、NICD、Jagged1蛋

白水平均明显高于对照组(P<0.05),奥司他韦组

Notch1、NICD、Jagged1蛋白水平均明显低于模型组

(P<0.05),见表3、图2。

图2  Notch1、NICD及Jagged1蛋白 Western
 

blot条带

表3  奥司他韦对肺炎模型幼鼠Notch1、NICD及

   Jagged1蛋白的影响(x±s)

组别 n Notch1 NICD Jagged1

对照组 5 0.43±0.10 0.60±0.25 0.71±0.10

模型组 8 0.95±0.18a 0.92±0.19a 0.90±0.13a
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续表3  奥司他韦对肺炎模型幼鼠Notch1、NICD及

   Jagged1蛋白的影响(x±s)

组别 n Notch1 NICD Jagged1

奥司他韦组 8 0.68±0.12ab 0.73±0.10ab 0.79±0.08ab

F 21.768 5.618 3.002

P <0.01 <0.01 <0.01

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与模型组比较。

3 讨  论

  导致病毒性肺炎的原因很多,主要和免疫因素有

关,患儿年龄小,免疫功能低下,容易感染,治疗也相

对困难[6-7]。小儿流感病毒性肺炎初期的临床症状是

突发高热、头痛、全身肌肉和关节疼痛等,与其他病毒

性肺炎有明显的区别[8]。随着病情进展,婴幼儿会出

现咳嗽、咳痰、吸气性凹陷、呼吸频率增加等症状[9]。
如果婴幼儿发生病毒感染后不能及时进行治疗,会进

一步发生继发性感染。因此,寻求有效的治疗方式对

病毒性肺炎患儿至关重要。本研究主要通过建立流

感病毒肺炎幼鼠模型,探讨奥司他韦治疗流感病毒肺

炎的效果。
袁冕等[10]研究显示,磷酸奥司他韦颗粒在治疗儿

童病毒性肺炎中效果显著,可以有效抑制病毒在患儿

体内传播。奥司他韦的主要特点是具有较高的特异

性,对其他类型的病毒、细菌及人体中的神经氨酸酶

没有抑制效果,而机体对流感病毒感染后的免疫应答

不具有抑制作用[11-12]。本研究显示,与模型组比较,
奥司他韦组FEF50、FEF75、MMF、PEF均升高,肺系

数降低,表明奥司他韦可以改善幼鼠肺功能,降低幼

鼠的气管反应,有助于幼鼠恢复。相关研究显示,口
服奥司他韦肠道易吸收,其通过肝、肠酯酶转化为羧

酸奥司他韦,可作用于肺、气管、支气管及肺泡中病毒

感染处[13-14]。本研究结果显示,奥司他韦组幼鼠肺组

织中炎性细胞浸润较模型组明显改善,表明奥司他韦

可以减轻幼鼠体内的炎性反应,促进肺功能恢复。
免疫球蛋白有激活补体的作用,可与细胞表面的

Fc受体结合,表现出不同的生物学作用。近年来有研

究表明,病毒性肺炎的发病机制与免疫球蛋白的免疫

反应也存在着密切的关系,其中IgA就是关联性较强

的指标,活性增强后的辅助性 T淋巴细胞产生大量

IgA,可形成免疫复合物沉积在全身小血管壁上[15]。
在患儿发病的同时,其他免疫指标IgM、IgG及IgE
等也会发生不同的特异性反应,这些指标水平的变化

对疾病的诊疗也具有重要的参考价值[16]。本研究结

果显示,与模型组比较,奥司他韦组IgG、IgM 及IgA
水平明显提高,表明奥司他韦可以有效改善幼鼠免疫

球蛋白水平,对病毒复制有干扰作用,影响病毒在机

体内的表达。

Notch属于一种高度保守的信号,其主要的受体

是Notch1蛋白,在调控细胞分化过程中发挥着关键

性的作用,同时在肺炎的发生、发展过程中发挥着重

要作用。Notch1蛋白在炎症、免疫反应中,以及微血

管的形成中起到重要作用[17]。研究显示,Notch信号

在肺纤维化病变的上皮干细胞中起决 定 性 作 用,

Notch1促进白细胞介素分泌,与肺炎的发病有紧密的

联系[18]。研究认为,通过对Notch信号进行干预,可
以减轻肺炎的发展进程,减少肺功能的损伤[19]。Jag-
ged1是 Notch 信 号 通 路 中 的 最 主 要 的 配 体,对

Notch1信号激活有帮助。NICD是Notch1活性形式

的存在,NICD表达水平可有效反映Jagged1/Notch1
的活化情况[20]。肺纤维化的发生与Notch信号通路

有紧密的联系。本研究结果显示,与模型组比较,奥
司他韦组Notch1、NICD及Jagged1蛋白水平下调。

综上所述,奥司他韦有助于激活Notch1/Jagged1
通路,促进IgG、IgM、IgA 水平升高,下调 Notch1、

NICD、Jagged1表达,促进幼鼠肺功能恢复,达到治疗

流感病毒性肺炎的作用。
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