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艾叶提取物对肺炎支原体感染小鼠模型血清IL-6、IL-10和

TNF-α水平的影响*
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  摘 要:目的 探讨不同水平的艾叶提取物对肺炎支原体(MP)感染小鼠血清白细胞介素-6(IL-6)、白细胞

介素-10(IL-10)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)水平的影响。方法 将40只无特定病原体(SPF)级健康BALB/c
小鼠分为对照组、模型组、3种不同水平(250.0、125.0、62.5

 

mg/mL)艾叶提取物组,总共5组,每组8只。采用

滴鼻法建立 MP感染小鼠模型。建模成功后不同水平艾叶提取物组用不同水平的艾叶提取物灌胃,对照组和

模型组用等量的灭菌水灌胃,灌胃第7天后无菌提取小鼠肺部组织,采用苏木精-伊红(HE)染色观察小鼠肺部

组织病理变化;检测各组小鼠血清中IL-6、IL-10和TNF-α的水平变化。结果 与对照组比较,模型组小鼠肺

湿重指数和病理评分升高(P<0.05)。与模型组比较,250.0、125.0、62.5
 

mg/mL艾叶提取物组小鼠病理评分

均降低(P<0.05),肺湿重指数差异无统计学意义(P>0.05)。与对照组比较,模型组血清IL-6和TNF-α升

高,IL-10降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。与模型组比较:250.0
 

mg/mL
 

艾叶提取物组血清IL-6和

TNF-α水平降低,IL-10
 

水平升高,差异均有统计学意义(P<0.05);125.0
 

mg/mL
 

艾叶提取物组血清IL-6水

平降低,IL-10和TNF-α水平升高,差异均有统计学意义(P<0.05);62.5
 

mg/mL
 

艾叶提取物组血清IL-6水

平降低(P<0.05),IL-10水平无明显变化(P>0.05),TNF-α水平升高(P<0.05)。结论 MP感染后小鼠肺

部组织发生病理改变,不同水平艾叶提取物灌胃 MP感染小鼠,对小鼠血清IL-6、IL-10和TNF-α水平的影响

不一,对肺部组织起到不同程度的保护作用。
关键词:肺炎支原体; 艾叶提取物; 白细胞介素-6; 白细胞介素-10; 肿瘤坏死因子-α
中图法分类号:R446.11;R285.5 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2022)18-2495-04

Effects
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

extract
 

on
 

levels
 

of
 

serum
 

IL-6,IL-10
 

and
 

TNF-α
 

in
 

mice
 

model
 

infected
 

with
 

Mycoplasma
 

pneumoniae*

XU
 

Sha,LI
 

Yunfen,LIU
 

Rongjun,CHAI
 

Lin△

Department
 

of
 

Clinical
 

Laboratory,Third
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Traditional
 

Chinese
 

Medicine,
Kunming,Yunnan

 

650011,China
Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

extract
 

on
 

se-
rum

 

interleukin-6
 

(IL-6),interleukin-10
 

(IL-10)
 

and
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

levels
 

in
 

the
 

mice
 

infec-
ted

 

with
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

(MP).Methods Forty
 

specific
 

pathogen
 

free(SPF)
 

helthy
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,model
 

group
 

and
 

three
 

different
 

doses
 

(250.0,125.0,62.5
 

mg/mL)
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

extract
 

groups,total
 

5
 

groups
 

with
 

8
 

mice
 

in
 

each
 

group.The
 

mouse
 

model
 

of
 

MP
 

infection
 

was
 

established
 

by
 

nasal
 

drip
 

method.After
 

successful
 

mice
 

modeling,different
 

levels
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

ex-
tract

 

were
 

given
 

by
 

gavage,and
 

the
 

control
 

group
 

and
 

model
 

group
 

were
 

given
 

the
 

same
 

amount
 

of
 

sterilized
 

water
 

by
 

gavage.On
 

7
 

d
 

after
 

gavage,the
 

lung
 

tissues
 

of
 

mice
 

were
 

extracted
 

aseptically,and
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

the
 

lung
 

tissues
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining.The
 

changes
 

of
 

serum
 

IL-6,
IL-10

 

and
 

TNF-α
 

levels
 

in
 

mice
 

were
 

detected.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

lung
 

wet
 

weight
 

index
 

and
 

pathological
 

score
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
the

 

pathological
 

scores
 

of
 

mice
 

in
 

the
 

250.0,125.0
 

and
 

62.5
 

mg/mL
 

Artemisia
 

argyi
 

extract
 

groups
 

were
 

all
 

decreased
 

(P<0.05),and
 

the
 

lung
 

wet
 

weight
 

index
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05).
Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

serum
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

increased,the
 

IL-
10

 

was
 

decreased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group:serum
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

in
 

the
 

250.0
 

mg/mL
 

Artemisia
 

argyi
 

extract
 

group
 

were
 

decreased,the
 

level
 

of
 

IL-10
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

serum
 

IL-6
 

level
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in
 

the
 

125.0
 

mg/mL
  

Artemisia
 

argyi
 

extract
 

group
 

was
 

decreased,the
 

IL-10
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

were
 

in-
creased,and

 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);in
 

the
 

62.5
 

mg/mL
 

Artemisia
 

argyi
 

ex-
tract

 

group,the
 

serum
 

IL-6
 

level
 

was
 

decreased
 

(P<0.05),the
 

IL-10
 

level
 

had
 

no
 

significant
 

change
 

(P>
0.05),and

 

the
 

TNF-α
  

level
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion After
 

MP
 

infection,the
 

pathological
 

chan-
ges

 

occurr
 

in
 

the
 

lung
 

tissue
 

of
 

mice.The
 

mice
 

infected
 

by
 

MP
 

are
 

gavaged
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

Artemisia
 

argyi
 

extract,its
 

effects
 

on
 

serum
 

IL-6,IL-10
 

and
 

TNF-α
 

levels
 

are
 

different,which
 

plays
 

different
 

degrees
 

of
 

protective
 

role
 

on
 

lung
 

tissues.
Key

 

words:Mycoplasma
 

pneumoniae; Artemisia
 

argyi
 

extract; serum
 

interleukin-6; interleukin-10;
 tumor

 

necrosis
 

factor-α

  肺炎支原体(MP)肺炎是儿童社区获得性肺炎的

主要原因[1-2],尽管迄今为止已经在动物和人类中发

现了200多种支原体,但 MP是其中最常见的感染人

类的支原体,引发20%~40%的小儿肺炎,影响儿童

的生长发育。MP感染主要病理表现为间质性肺炎和

毛细支气管炎[3]。目前临床治疗 MP感染的首选药

物为大环内酯类抗生素,但其耐药率逐渐上升,并有

肠胃不适等不良反应发生,临床疗效差[4]。但使用抗

生素后,MP感染发病率并未下降,因此如何有效地治

疗 MP成为研究的重点[5]。细胞因子在 MP感染中

起着关键的作用[6-7],如白细胞介素-6(IL-6)、白细胞

介素-10(IL-10)和肿瘤坏死因子-α(TNF-α)等[8],可
以促进炎症发生,使炎性反应扩大化。自古艾叶被民

间广泛用于消毒,因为其具有抗菌、抗病毒的功效。
已有研究报道,艾叶提取物可以平喘止咳、散瘀驱寒,
其中尤以平喘作用最为显著[9],而 MP感染主要表现

为呼吸系统疾病[10-11],本研究团队前期体外药敏实验

研究结果表明艾叶水提物具有抑制 MP生长的作用,
然而其不同水平提取物对抗

 

MP
 

感染的差异尚不明

确。据前期的研究结果显示,体外抑菌实验表明艾叶

粗提药液对2株 MP菌株(ATCC29342、MP19流行

株)有一定的抑制作用(尚未发表),但 MP感染小鼠

后艾叶的作用主要集中于免疫调节,与体外抑菌实验

不同,因此本研究拟通过研究艾叶提取物对 MP感染

小鼠血清中IL-6、IL-10、TNF-α的表达影响,以及对

肺部组织病理变化的影响,为进一步研究艾叶相关活

性成分及临床应用奠定的理论基础。
1 材料与方法

1.1 实验动物 无特定病原体(SPF)4周龄雌性

BALB/c小鼠,体质量10~20
 

g,购自昆明医科大学

实验动物中心,饲养于温度为25~26
 

℃、相对湿度为

45%~55%的环境中。本次研究中饲养及处理方法

均遵守动物伦理原则。
1.2 方法

1.2.1 MP培养 MP菌株 ATCC29342、MP19(均
由昆明医学生物学研究所赠送),均由本实验室培养、
传代和冻存,培养基均为Pleuropneumonia-Like

 

Or-
ganisms(PPLO)培养基,均于37

 

℃、5%
 

CO2 的培养

箱中培养10~15
 

d,传代过程中采用颜色改变单位法

(CCU)定量调整菌体浓度为1×109
 

CCU/mL,-20
 

℃冷冻保存备用。
1.2.2 艾叶提取物制备 取艾叶(批号:2010003,购
自云南和合中药饮片有限公司)100

 

g,采用二次煮沸

法进行中药原液制备,所得药液最终合并浓缩成100
 

mL(1
 

mL原液相当于中药材1
 

g),实验前用灭菌水

在无菌条件下进行倍比稀释,稀释终水 平 分 别 为

250.0、125.0、62.5
 

mg/mL,配制好的药液均存放于4
 

℃冰箱保存备用。
1.2.3 小鼠分组与建模 选取40只BALB/c小鼠

随机分为对照组、模型组、艾叶提取物不同水平组

(250.0、125.0、62.5
 

mg/mL),每组8只。除对照组

外,其余小鼠用乙醚进行麻醉,鼻腔内接种50
 

μL
 

1×
1010

 

CCU/L菌液,每天1次,共滴鼻5
 

d,建立 MP感

染模型。对照组小鼠滴入等量的磷酸缓冲盐溶液

(PBS),实验过程重复3次。
1.2.4 小鼠灌胃 MP感染小鼠5

 

d后,不同水平艾

叶提取物组采用不同稀释水平的艾叶混悬液对模型

组小鼠灌胃,每次0.2
 

mL,每天1次,连续给药7
 

d,
期间称量小鼠体质量,灌胃7

 

d后不禁食禁水。对照

组与模型组小鼠用等量灭菌水灌胃,之后处死用75%
乙醇消毒解剖,提取小鼠肺组织。分离小鼠左右两侧

肺组织,称取肺湿重,计算肺湿重指数(肺湿重指数=
肺质量/体质量×100%),-80

 

℃储存备用。
1.2.5 苏木精-伊红(HE)染色观察肺组织病理变

化 取小鼠肺部组织,4%组织固定液固定48
 

h,洗
涤,置于不同的乙醇浓度梯度中脱水,二甲苯透明,石
蜡包埋,切4

 

μm厚片,脱蜡,HE染色,二甲苯透明,
封片,显微镜(Olympus,BX43)下观察,采用组织评分

系统进行病理评分。
1.2.6 细胞因子微球检测技术(CBA)检测血清IL-
6、IL-10和TNF-α水平 摘取小鼠眼球取血,静置15

 

min,3
 

000×g离心5
 

min,取上清液,CBA法检测血

清IL-6、IL-10和TNF-α水平,后续用流式细胞仪BD
 

Cnto2
 

的FCAP
 

Array
 

V3
 

软件进行分析。IL-6、IL-
10和TNF-α检测试剂盒购于美国BD生物技术有限

公司,检测过程严格按照 CBA 试剂盒说明书进行

操作。
1.3 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

6统计软件
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进行分析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,多
组间中的两两比较采用SNK-q 检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 MP感染后小鼠体质量、肺湿重指数、病理评分

变化 MP19感染后小鼠体质量[(13.85±0.01)g]显
著低于ATCC29342感染的小鼠[(19.36±0.01)g]和
对照组小鼠[(19.47±0.05)g](P<0.05),因此采用

被 MP19感染的小鼠进行后续试验。MP19感染小鼠

后,采用不同水平的艾叶提取物灌胃,结果发现:与对

照组比较,模型组小鼠肺湿重指数和病理评分升高

(P<0.05)。与 模 型 组 比 较,250.0、125.0、62.5
 

mg/mL艾叶提取物组小鼠病理评分均降低(P<
0.05),肺湿重指数差异无统计学意义(P>0.05)。见

表1。
2.2 各组小鼠肺组织病理变化 对 MP感染后小鼠

灌胃1周,提取的肺组织采用 HE染色、高倍镜(×
40)下进行病理切片观察。模型组与对照组比较,模
型组肺部结构中支气管周围的肺间质和肺泡腔的肺

间质可见轻度水肿,并可见大量淋巴细胞浸润,支气

管周边淋巴细胞浸润更明显,支气管周围肺泡间隔可

见纤维增生,间隔增宽,见图1。当对 MP感染小鼠用

不同水平的艾叶提取物灌胃后,相对于模型组,250.0
 

mg/mL艾叶提取物组的小鼠肺组织局灶肺泡间隔增

宽伴淋巴细胞浸润,全肺组织肺泡腔无渗出,偶见散

在的淋巴细胞浸润(图1);125.0
 

mg/mL艾叶提取物

组的小鼠肺组织支气管和血管周围可见呈片状、实性

的淋巴细胞聚集,余肺泡腔可见散在淋巴细胞浸润,
无渗出液(图1);62.5

 

mg/mL艾叶提取物组的小鼠

肺组织炎症较250.0、125.0
 

mg/mL艾叶提取物组重

(图1)。
表1  各组小鼠肺湿重指数、病理评分情况(x±s)

组别 n 肺湿重指数(%) 病理评分(分)

对照组 8 0.15±0.02 7.02±1.23

模型组 8 0.20±0.08* 15.15±1.54*

250.0
 

mg/mL艾叶提取物组 8 0.19±0.04 10.22±1.37#

125.0
 

mg/mL艾叶提取物组 8 0.20±0.04 13.02±0.85#

62.5
 

mg/mL艾叶提取物组 8 0.22±0.05 6.83±0.91#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

图1  各组小鼠肺组织病理变化(HE染色,×40)

2.3 各组血清IL-6、TNF-α、IL-10水平比较 MP19
感染小鼠后,与对照组比较,模型组中IL-6和TNF-α
水平升高,IL-10水平降低,差异均有统计学 意 义

(P<0.05)。与模型组比较:不同水平艾叶提取物组

的血清IL-6水平均降低(P<0.05);250.0
 

mg/mL
艾叶提取物组和125.0

 

mg/mL艾叶提取物组的血清

IL-10水平均升高(P<0.05),62.5
 

mg/mL艾叶提取

物组血清IL-10水平无明显变化(P>0.05);250.0
 

mg/mL艾叶提取物组血清 TNF-α水平降低(P<
0.05),125.0

 

mg/mL艾叶提取物组和62.5
 

mg/mL
艾叶提取物组血清 TNF-α水平均升高(P<0.05)。
见表2。

表2  各组血清IL-6、TNF-α、IL-10水平比较

   (x±s,pg/mL)

组别 n IL-6 IL-10 TNF-α
对照组 8 1.25±0.02 10.25±0.02 8.98±0.01
模型组 8 4.39±0.01* 2.68±0.01*15.85±0.02*

250.0
 

mg/mL艾叶提取物组 8 1.43±0.04# 8.05±0.04# 9.84±0.04#

125.0
 

mg/mL艾叶提取物组 8 0.75±0.04# 5.63±0.04#27.19±0.01#

62.5
 

mg/mL艾叶提取物组 8 1.88±0.02# 3.49±0.1 56.26±0.01#

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05。

3 讨  论

MP是一种介于细菌与病毒之间的微生物[12],为
呼吸道疾病的重要病原体,尤其儿童容易感染且发病

年龄较早,感染后肺外脏器会受严重损害,但 MP感

染具体的致病机制尚不清楚。而艾叶是有效的平喘、
祛痰、镇咳的药物,已有研究发现艾叶的水提物对肺

炎双球菌等有治疗作用,甚至对呼吸道病毒也有一定

的治疗作用[9],且艾叶提取物对小鼠炎症有一定的抗

感染疗效[9],因此研究艾叶对 MP感染的治疗有重要

意义。本研究初步发现 MP感染后小鼠体质量下降,
同时感染后小鼠肺湿重指数和肺组织病理评分升高,
结果表明 MP感染小鼠会对小鼠有相应的损伤。

已有研究报道 MP感染小鼠后主要改变小鼠的

肺部结构[8],艾叶是否会减轻小鼠肺部组织炎症? 本

研究观察 MP感染小鼠的肺部组织病理结构,结果初

步显示,小鼠受 MP感染后,肺部组织病理结构发生

不同程度的改变。为进一步探讨不同水平艾叶提取

物对小鼠肺部组织的影响,在用 MP感染小鼠5
 

d后,
用不同水平的艾叶提取物灌胃,结果表明感染后,肺
部组织炎症加重,经不同水平的艾叶提取物作用后,
炎症相对于模型组都有所减轻,提示艾叶提取物对
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MP感染小鼠有一定的治疗作用,但本研究仅用了艾

叶单味中药,具体的治疗机制需进一步探索。
有研究报道过度炎性反应在 MP感染中发挥重

要的作用[10],MP感染小鼠后会表达多个炎症因子参

与炎性反应[11],例如IL-6、IL-10和TNF-α,因此调节

血清细胞炎症因子水平有助于减少炎症的发生,从而

减轻免疫损伤[13]。IL-6作为重要的炎症因子之一,
与免疫炎性反应密切相关[14],通过检测IL-6水平可

以有效判断炎症的损伤程度,因此IL-6也作为判断感

染的指标之一[15]。研究表明IL-6升高是判断出现炎

症的指标[16]。本研究结果显示,MP感染小鼠后血清

IL-6水平上调,当对 MP感染小鼠用62.5
 

mg/mL艾

叶提取物灌胃后,血清IL-6水平下调,病情好转。本

研究结果显示血清IL-6水平与机体的感染有关,与其

他研究报道结果一致[8]。IL-10是一种抑制性的淋巴

因子,主要机制为抑制炎性反应,从而调节免疫细胞

的分化与增殖[17]。本研究结果显示,在受 MP感染

后,小鼠血清IL-10水平下调,但对 MP感染小鼠用

62.5
 

mg/mL艾叶提取物灌胃治疗后,血清IL-10水

平上调,结果显示这可能与机体的免疫调节相关。临

床研究证实,TNF-α能准确 评 价 和 确 定 炎 症 的 产

生[18]。本研究结果显示,在 MP感染小鼠后,血清

TNF-α水平急剧上升,在不同水平艾叶提取物作用

后,250.0
 

mg/mL艾叶提取物组血清TNF-α水平下

调,125.0、62.5
 

mg/mL艾叶提取物组血清TNF-α水

平上调,表明不同水平的艾叶提取物对 TNF-α的影

响不同,但影响机制还需进一步研究。
综上所述,本实验通过建立 MP感染小鼠模型,

发现 MP感染后小鼠肺部组织发生不同程度的改变,
用不同水平的艾叶提取物灌胃小鼠后,小鼠血清中

IL-6、IL-10和TNF-α水平发生不同变化,影响不一,
这为进一步探讨 MP感染相关机制奠定了相应的理

论基础,同时也初步表明不同浓度的艾叶提取物会对

MP感染小鼠血清IL-6、IL-10和TNF-α产生不同程

度的影响,这为后期探讨其相关机制和临床研发精准

用药提供了相应的理论基础。
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