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[摘要] 目的：构建并评价病毒性肺炎湿热证小鼠模型。方法：将32只SPF级雄性C57/BL6小鼠随机分为正常

组、湿热组、病毒模拟物组、湿热+病毒模拟物组，每组8只。湿热组采用高脂饮食和气候箱湿热暴露14 d的方法

构建小鼠湿热证模型，病毒模拟物组采用气管内滴注Poly(I:C)的方法构建小鼠病毒性肺炎肺损伤模型，湿热+病

毒模拟物组采用高脂饮食和气候箱湿热暴露14 d叠加气管内滴注Poly(I:C)复合造模法，建立病毒性肺炎湿热证

小鼠模型。观测小鼠体质量、食量、饮水量及证候评分变化，分别用酶联免疫法、酶联免疫组织化学染色法、血气

分析仪、透射电镜观察血脂代谢（血清HDL-C及LDL-C水平）、胃肠功能（血清MTL、SP水平）、能量代谢（肝组织

Na+-K+-ATP酶活性）、水液转运（肺组织AQP1、AQP5、Na+-K+-ATP水平，肺组织细胞线粒体结构）、肺泡-毛细血

管屏障（肺组织W/D，BALF中总细胞、总蛋白水平），炎症反应（BALF中TNF-琢、IL-1茁、IL-6水平）和肺生理功能

（动脉血PaO2、PaCO2、FiO2水平），HE染色观察肺组织病理学变化，16SrRNA测序技术观察小鼠肠道菌群。结果：

与正常组比较，湿热+病毒模拟物组小鼠的食量、饮水量、体质量下降，湿热证候积分，血清LDL-C、MTL、SP水

平，肺组织AQP1、AQP5表达，肺组织W/D、BALF中总细胞数、总蛋白浓度，BALF中TNF-琢、IL-1茁、IL-6水平，动脉

血PaCO2升高（ 约0.05或 约0.01）；肝、肺组织Na+-K+-ATP酶活性，动脉血PaO2、PaO2/FiO2水平下降（ 约0.05或 约

0.01）；肺组织结构，细胞线粒体结构破坏，肺组织病理损伤评分升高。肠道菌群发生了改变，在属水平主要是拟

杆菌、副拟杆菌、屎豆属菌、毛螺菌、NK4A136菌、罗氏菌、NK4A214菌、埃希氏菌相对丰度存在差异，肠道菌群的

功能则在需氧化能异养，硝酸盐还原，动物寄生生物或共生体，人类病原体，发酵等方面表现出差异。结论：高脂

饮食和气候箱湿热暴露14 d叠加气管滴注Poly(I:C)复合造模法可构建病毒性肺炎湿热证模型，造模方法安全易

行，模型稳定可靠。
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Establishment and Evaluation of a Mouse Model Simulating Viral

Pneumonia with Damp Heat Syndrome

[Abstract] Objective: To construct and evaluate a mouse model of simulated viral pneumonia with damp

heat syndrome. Method: Totally 32 SPF grade male C57/BL6 mice were randomly divided into normal group,

damp heat group, virus mimic group and damp heat virus mimic group, with 8 mice in each group. The

damp heat group constructed a mouse model of damp heat syndrome using a combination of rich and sweet

diet and 14 days exposure to humid heat in a climate box. The virus mimetic group constructed a mouse
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病 毒 性 肺 炎 是 呼 吸 道 病 毒 感 染 引 起 的 肺 实 质 炎 症 ， 属 于

中 医 “ 温 病 ” “ 时 疫 ” 范 畴 ， 具 有 传 染 性 强 、 发 病 急 骤 、 致 死 率 高

等 特 点 ， 给 人 类 的 生 命 及 生 产 生 活 秩 序 带 来 巨 大 影 响 [1]。 “ 疫

气 ” 侵 袭 肺 部 是 共 性 ， 但 又 因 时 、 因 人 、 因 地 不 同 ， 发 生 从 化 。

以 COVID-19 为 例 ， 云 南 边 境 地 区 大 部 分 属 于 热 带 、 亚 热 带 季

风 气 候 ， 地 理 环 境 炎 热 潮 湿 ， 当 地 居 民 喜 食 辛 辣 肥 甘 之 品 ， 感

受 疫 戾 之 邪 后 容 易 化 湿 化 热 。 前 期 我 们 对 云 南 省 瑞 丽 市 63 例

新 型 冠 状 病 毒 感 染 患 者 进 行 分 析 ， 发 现 热 和 湿 为 核 心 病 机 ，

湿 热 证 为 该 地 区 疫 病 的 主 要 证 型 [2]。 建 立 符 合 中 医 三 因 制 宜

及 辨 证 论 治 思 想 的 病 证 结 合 动 物 模 型 对 中 医 药 治 疗 疫 病 的

科 学 探 索 及 实 验 研 究 意 义 重 大 。 因 此 本 研 究 依 据 病 因 学 说 ， 采

用 “ 高 脂 饮 食 垣 高 温 高 湿 环 境 + 气 管 内 滴 注 病 毒 模 拟 物 ” 的 方

法 ， 构 建 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 小 鼠 模 型 ， 并 从 病 证 结 合 角 度 对

模 型 进 行 评 价 ， 旨 在 为 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 小 鼠 模 型 的 建 立 与

评 价 提 供 实 验 依 据 。 同 时 本 实 验 还 基 于 16SrRNA 技 术 对 病 毒

性 肺 炎 湿 热 证 小 鼠 肠 道 菌 群 的 变 化 进 行 了 探 索 ， 以 期 为 深 入

研 究 该 病 证 结 合 模 型 提 供 实 验 基 础 。

1 材 料

1.1 动物与饲料 32 只 SPF 级 雄 性 C57/BL6 小 鼠 ， 6~8 周 龄 ，

体 质 量 （ 20依5） g， 购 自 斯 贝 福 （ 北 京 ） 生 物 科 技 有 限 公 司 ， 生 产

许 可 证 号 ： SCXK（ 京 ） 2019-0010。 普 通 饲 料 （ 碳 水 化 合 物 45% 、

蛋 白 质 22% 、 脂 肪 13% 、 其 他 19%） 、 高 脂 饲 料 （ 碳 水 化 合 物

45%、 蛋 白 质 24%、 脂 肪 24%、 其 他 7%） 均 购 自 江 苏 美 迪 森 生 物

医 药 有 限 公 司 。 实 验 经 云 南 中 医 药 大 学 实 验 动 物 伦 理 委 员 会

批 准 （ 伦 理 批 准 号 ： R-062023031） 。

1.2 试剂与药物 聚 肌 胞 苷 酸 [Polyinosinic-Polycytidylic acid,

Poly(I:C)， Invivogen 公 司 ， 批 号 ： 5934-44-04]； Na+-K+-ATP酶 活

性 试 剂 盒 （ Solarbio 公 司 ， 批 号 ： 2303001） ； 低 密 度 脂 蛋 白 胆 固

醇 （ low density lipid-cholesterol ， LDL-C） 酶 联 免 疫 吸 附 试

验 （ ELISA） 试 剂 盒 （ 批 号 ： 20230530） 、 高 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇

（ high density lipid-cholesterol， HDL-C） ELISA 试 剂 盒 批 号 ：

20230529） 、 胃 动 素 （ montreal， MTL） ELISA试 剂 盒 （ 批 号 ： 20230728） 、

P 物 质 （ substance P， SP） ELISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： 20230728） 均 购

自 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ； 水 通 道 蛋 白 1（ aquaporin1 ，

AQP1） 免 疫 组 化 试 剂 盒 （ 批 号 ： CA000041） 、 AQP5 兔 单 克 隆 抗

体 （ 批 号 ： 20334-1-AP） 、 HRP-Rabbit-anti-goat 抗 体 （ 批 号 ：

SA00001-2） 、 BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 （ 批 号 ： 20031416） 、

Mouse TNF-琢 EISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： 40003411） 、 Mouse IL-1茁

model of s imulated viral pneumonia using tracheal instillation of Poly (I 颐C). The damp heat virus mimetic

group established a mouse model of simulated viral pneumonia damp heat syndrome using a combination of

rich and sweet diet and 14 days exposure to humid heat in a climate box through a superimposed gas tube

instillation of Poly (I颐C). The changes in body weight, food intake, dietary intake and syndrome scores were

observed. Enzyme-linked immunosorbent assay, enzyme-linked immunohistochemistry staining, blood gas analyzer,

and transmission electron microscopy were applied to observe lipid metabolism (serum HDL-C and LDL-C levels),

gastrointestinal function (serum MTL and SP level), energy metabolism (Na+-K+-ATPase activity in liver tissue),

water liquid transport (AQP1, AQP5 and Na+-K+-ATPase levels in lung tissue, mitochondrial structure of lung

tissue cells), alveolar capillary barrier (lung tissue W/D, total cell and protein levels in BALF), inflammatory

response (TNF-琢, IL-1茁 and IL-6 in BALF), and pulmonary physiological function (arterial blood PaO2, PaCO2

and FiO2 levels). HE staining was used to observe pathological changes in lung tissue, and 16s RNA sequencing

technology was used to observe the gut microbiota of mice. Results: Compared with the normal group, the

food intake, water intake and weight decreased in damp heat virus mimic group. Damp heat syndrome score,

serum LDL-C, MTL and SP levels, lung tissue AQP1 and AQP5 expression, lung tissue W/D, total cell count

and total protein concentration in BALF, TNF-琢, IL-1茁 and IL-6 levels in BALF, and elevated arterial PaCO2

levels increased in damp heat virus mimic group (P约0.05 or P约0.01); Na+-K+-ATPase activity in liver and lung

tissues, arterial blood PaO2, and PaO2/FiO2 levels decrease in damp heat virus mimic group (P<0.05 or P<

0.01); The structure of lung tissue and mitochondrial structure of cells are disrupted, and the pathological

damage score of lung tissue was increased in damp heat virus mimic group. The gut microbiota has undergone

changed in damp heat virus mimic group, mainly at the genus level including Bacteroides, Parabacteroides,

Faecalitalea, Lachnospiraceae, NK4A136 group, Roseburia, NK4A214 group, and Escherichia -Shigella, while

the functions of gut microbiota was varied in areas such as aerobic chemoheterotrophy, nitrate reduction, animal

parasites or symbionts, human pathogens, and fermentation. Conclusion: The compound modeling method of

adding Poly (I颐C) through a stacked gas tube drip after 14 days of exposure to humid heat in a fat and sweet

diet and climate box can construct a viral pneumonia damp heat syndrome model. The modeling method is

safe and easy to implement, and the model is stable and reliable.

[Keywords] viral pneumonia; damp heat syndrome; combination of disease and syndrome; model evaluation;

Poly(I:C)
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EISA 试 剂 盒 （ 批 号 ： 40002541） 、 Mouse IL-6 EISA 试 剂 盒 （ 批

号 ： 40001501） 均 购 自 Proteintech 公 司 ； 苏 木 素 - 伊 红 染 液 套 装

（ Servicebio 公 司 ， 批 号 ： CR2301055） 。

1.3 主要仪器 人 工 气 候 箱 （ 上 海 一 恒 科 学 仪 器 有 限 公 司 ， 型

号 ： MGC-350HP） ； 多 功 能 酶 标 仪 （ 上 海 帝 肯 实 验 器 材 有 限 公 司 ，

型 号 ： SPARK10M） ； 玻 片 扫 描 影 像 分 析 系 统 （ 深 圳 市 生 强 科

技 有 限 公 司 ， 型 号 ： SQS100-S） ； 细 胞 计 数 仪 （ 上 海 睿 钰 生 物

科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： Countstar Mira FL） ； 血 气 电 解 质 免 疫 分

析 仪 （ 成 都 斯 玛 特 科 技 有 限 公 司 ， 型 号 ： 920001108） ； 光 学 显

微 镜 （ 日 本 尼 康 ， 型 号 ： NIKON ECLIPSE E100） ； 化 学 发 光 成

像 仪 （ 天 能 科 技 公 司 ， 型 号 ： Tanon 4600sf） ； 透 射 电 子 显 微 镜

（ 日 本 电 子 株 式 会 社 ， 型 号 ： JEM 1400Plus） 。

2 方 法

2.1 造模方法 湿 热 证 造 模 方 法 ： 参 照 买 鹏 宇 等 [3]的 方 法 ， 小

鼠 自 由 进 食 高 脂 饲 料 ， 并 在 每 天 07:00:00 — 19:00:00 ， 将 小 鼠

暴 露 于 人 工 气 候 仓 创 造 的 “ 湿 热 环 境 ” [ 温 度 （ 32依0.5） 益 、 湿

度 （ 90依5） %]， 连 续 14 d 。

病 毒 性 肺 炎 造 模 方 法 ： Poly (I:C) 是 人 工 合 成 的 dsRNA

病 毒 类 似 物 ， 能 激 活 宿 主 固 有 免 疫 ， 诱 导 趋 化 、 炎 症 因 子 表

达 ， 引 起 炎 症 反 应 ， 常 常 被 用 来 模 拟 病 毒 感 染 ， 建 立 病 毒 性 肺

炎 模 型 [4-5]。 腹 腔 注 射 麻 醉 小 鼠 （ 戊 巴 比 妥 钠 45 mg/kg） ， 将 小 鼠

用 胶 布 固 定 在 无 菌 泡 沫 手 术 台 上 。 用 碘 伏 充 分 消 毒 颈 部 皮

毛 。 沿 颈 部 中 线 在 皮 肤 上 做 1 个 2~3 mm 的 切 口 ， 用 镊 子 钝 性

分 离 皮 下 肌 肉 组 织 直 至 暴 露 气 管 。 使 用 29 号 注 射 器 进 行 气 管

内 滴 注 ， 注 射 器 针 头 与 气 管 成 30毅 夹 角 ， 朝 向 心 端 方 向 插 入 气

管 。 回 抽 注 射 器 活 塞 ， 有 气 体 进 入 注 射 器 内 ， 表 明 针 头 在 气 管

中 。 将 Poly(I:C)（ 5 mg/kg） 溶 解 于 50 滋L 磷 酸 缓 冲 液 （ phosphate

belanced solution ， PBS） 中 ， 缓 慢 滴 入 气 管 内 。 滴 注 后 ， 外 科 手

术 线 缝 合 皮 肤 切 口 ， 预 防 性 给 予 青 霉 素 软 膏 外 涂 。 悬 吊 并 缓

慢 旋 转 小 鼠 2~3 min ， 使 Poly(I:C) 均 匀 布 散 于 肺 部 。 待 小 鼠 苏 醒

后 ， 放 回 笼 中 。

2.2 分组及干预 适 应 性 喂 养 5 d 后 ， 将 小 鼠 随 机 分 为 4 组 ：

正 常 组 、 湿 热 组 、 病 毒 模 拟 物 组 、 湿 热 +病 毒 模 拟 物 组 ， 每 组 8只 。

正 常 组 在 常 温 下 [ 温 度 （ 23依0.5） 益 、 湿 度 （ 60依10） %] 用 普 通 饲

料 饲 喂 14 d。 湿 热 组 连 续 14 d 高 脂 饲 料 喂 养 联 合 “ 湿 热 环 境 ”

暴 露 。 病 毒 模 拟 物 组 在 常 温 下 用 普 通 饲 料 饲 喂 14 d ， 并 在 第 15

天 气 管 内 滴 注 Poly(I:C)。 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 ， 连 续 14 d 高 脂 饲

料 喂 养 联 合 “ 湿 热 环 境 ” 暴 露 ， 并 在 第 15天 气 管 内 滴 注 Poly(I:C)。

2.3 标本采集 造 模 结 束 后 3 d ， 小 鼠 禁 食 不 禁 水 8 h ， 使 用 戊

巴 比 妥 钠 （ 45 mg/kg） 麻 醉 后 ， 收 集 小 鼠 腹 主 动 脉 全 血 ， 迅 速 取

100 滋L的 新 鲜 血 液 ， 进 行 动 脉 血 血 气 分 析 。 余 血 液 室 温 静 置 ，

收 集 血 清 。 收 集 肝 脏 组 织 后 ， 打 开 小 鼠 胸 腔 ， 充 分 暴 露 双 肺 ，

肉 眼 观 察 肺 组 织 外 形 、 充 血 、 水 肿 情 况 并 记 录 。 结 扎 右 肺 ， 收

集 左 肺 PBS 灌 洗 液 ， 分 别 保 存 离 心 后 的 上 清 液 和 沉 淀 。 取 下 结

扎 的 右 肺 ， 右 肺 下 叶 用 于 计 算 肺 组 织 湿 质 量 /干 质 量 （ W/D） 比

值 及 电 镜 检 测 ； 右 肺 中 叶 固 定 于 10% 福 尔 马 林 溶 液 中 ； 右 肺

上 叶 在 -80 益 冰 箱 中 保 存 。 从 肛 门 附 近 的 直 肠 中 收 集 粪 便 样

本 ， 在 -80 益下 储 存 。

2.4 观察指标

2.4.1 食 量 、 饮 水 量 、 体 质 量 及 证 候 评 分 分 别 在 第 2 、 5 、 8、

11 、 14 、 17 天 观 察 并 记 录 小 鼠 食 量 、 饮 水 量 、 体 质 量 。 并 在 第 7、

14 、 17 天 对 小 鼠 进 行 证 候 评 分 ， 湿 热 证 模 型 观 测 指 标 以 《 实 用

中 医 证 候 动 物 模 型 学 》 为 基 础 ， 参 照 陈 弋 等 [6] 及 常 丽 萍 [7] 验 证

湿 热 证 模 型 的 方 法 ， 按 湿 热 证 模 型 证 候 积 分 表 对 小 鼠 精 神 、

毛 发 、 眼 睛 、 大 小 便 及 肛 门 的 情 况 进 行 评 定 ， 小 鼠 湿 热 证 证 候

得 分 为 各 项 体 征 相 应 得 分 之 和 （ 最 低 为 0 分 ， 最 高 为 18 分 ） 。

（ 见 表 1）

表 1 湿热证模型证候积分表

得 分 精 神 反 应 毛 发 眼 睛 大 便 小 便 肛 门

0 分 敏 捷 迅 速 光 泽 亮 丽 眼 裂 正 常 褐 色 / 麦 粒 状 正 常 淡 黄 洁 净

1 分 运 动 变 慢 干 燥 分 叉 眼 裂 变 窄 黄 色 / 偏 软 短 少 黄 色 红 肿

2 分 运 动 迟 缓 毛 湿 耸 毛 眯 眼 淡 黄 色 / 不 成 形 短 少 黄 赤 污 秽

3 分 嗜 睡 懒 动 毛 发 污 秽 闭 目 / 眼 疾 黏 液 便 小 便 混 浊 脱 垂

2.4.2 血 清 中 血 脂 水 平 及 肝 组 织 、 肺 组 织 Na+-K+-ATP 酶 活 性

按 照 试 剂 盒 说 明 书 ， 采 用 直 接 法 检 测 血 清 中 HDL-C 、 LDL-C

水 平 。 分 别 取 0.1 g 小 鼠 肝 、 肺 组 织 ， 冰 浴 匀 浆 ， 离 心 取 上 清 液 ，

按 照 试 剂 盒 方 法 ， 检 测 各 组 小 鼠 肝 组 织 及 肺 组 织 中 Na+-K+-

ATP酶 活 性 。

2.4.3 肺 组 织 细 胞 线 粒 体 超 微 结 构 将 肺 组 织 制 成 约 1 mm伊

1 mm伊1 mm 的 组 织 小 块 ， 经 电 镜 固 定 液 固 定 30 min ， 使 用 醋 酸

铀 和 枸 橼 酸 铅 双 染 色 法 染 色 ， 应 用 透 射 电 镜 观 察 肺 组 织 细 胞

线 粒 体 超 微 结 构 的 变 化 。

2.4.4 血 清 中 MTL、 SP 水 平 及 BALF 中 炎 症 因 子 水 平 按 照

ElISA 试 剂 盒 中 的 方 法 ， 检 测 小 鼠 血 清 中 MTL、 SP 水 平 及 BALF

中 TNF-琢、 IL-1茁、 IL-6 水 平 。

2.4.5 AQP1 、 AQP5 免 疫 组 化 检 测 取 固 定 于 10% 福 尔 马 林

溶 液 中 的 肺 组 织 ， 脱 水 、 浸 蜡 、 包 埋 ， 切 片 ， 依 次 经 过 抗 原 修

复 ， 灭 活 内 源 性 过 氧 化 物 酶 ， 滴 加 山 羊 血 清 封 闭 液 ， 加 入 一 抗

AQP1（ 1颐4 000） 、 AQP5（ 1颐1 200） ， 4 益 过 夜 后 滴 加 生 物 素 标 记

的 羊 抗 兔 二 抗 （ 1颐2 000） ， 孵 育 2 h ， 再 次 PBS 洗 涤 ， 放 入 亲 和

素 - 生 物 素 - 过 氧 化 物 酶 复 合 物 溶 液 中 ， 37 益 下 进 行 DAB 显 色

20 min ， 脱 水 封 片 ， 用 电 子 显 微 镜 拍 照 ， 阳 性 信 号 为 胞 浆 、 核 内

呈 棕 色 或 棕 褐 色 颗 粒 。 图 像 分 析 系 统 采 集 显 微 镜 下 图 像 ， 镜

下 对 每 张 切 片 随 机 选 择 5 个 视 野 ， 应 用 Image-Pro Plus 5.1 软

件 进 行 分 析 。 对 阳 性 信 号 进 行 光 密 度 值 （ IOD） 扫 描 ， 计 算 5 个

视 野 的 平 均 值 作 为 该 切 片 的 IOD值 。

2.4.6 肺 组 织 W/D 值 、 BALF 沉 淀 中 总 细 胞 数 及 总 蛋 白 水 平

取 右 肺 下 叶 组 织 ， 置 于 干 燥 称 量 纸 上 称 得 湿 质 量 后 （ W） ， 置 80益

恒 温 箱 内 烘 干 （ 不 低 于 24 h） 至 肺 质 量 不 再 减 少 后 称 质 量 ， 记

为 干 质 量 （ D） ， 计 算 W/D 值 。 取 BALF 沉 淀 物 ， 加 入 1 mL PBS ，

取 10 滋L 混 匀 的 细 胞 悬 浮 液 加 入 自 动 细 胞 计 数 仪 计 数 。 采 用

BCA蛋 白 测 定 法 检 测 BALF上 清 液 总 蛋 白 浓 度 。

2.4.7 小 鼠 动 脉 血 血 气 分 析 取 100 滋L新 鲜 腹 主 动 脉 血 ， 采

用 血 气 - 电 解 质 免 疫 分 析 仪 检 测 小 鼠 腹 主 动 脉 血 血 气 指 标 ，

记 录 血 氧 分 压 （ partial pressure of O2， PaO2） 、 血 二 氧 化 碳 分 压

（ partial pressure of CO2， PaCO2） 及 吸 入 气 氧 浓 度 分 数 （ fraction

of inspiration O2， FiO2） 。

2.4.8 肺 组 织 病 理 学 检 测 及 评 分 取 固 定 于 10% 福 尔 马 林 溶

液 中 的 肺 组 织 ， 经 过 脱 水 、 浸 蜡 、 包 埋 与 切 片 后 ， 进 行 HE 染 色 。

显 微 镜 下 拍 片 观 察 肺 组 织 结 构 变 化 。 每 只 小 鼠 随 机 选 取 3 张
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切 片 在 显 微 镜 下 进 行 观 察 ， 参 照 HONG W Q 等 [8]的 方 法 ， 根 据

肺 组 织 损 伤 评 分 表 对 每 张 切 片 进 行 评 分 。 取 3 张 切 片 中 评 分

最 高 的 结 果 ， 作 为 该 样 本 肺 组 织 损 伤 评 分 的 得 分 。 （ 见 表 2）

表 2 肺组织损伤评分表

特 征 性 病 理 改 变 得 分

正 常 肺 组 织 0分

肺 泡 间 隔 轻 微 变 宽 （ <25 滋m） 伴 有 炎 症 细 胞 浸 润 ， 1分

无 肺 实 变

肺 泡 间 隔 加 宽 （ >25 滋m） 伴 有 炎 症 细 胞 浸 润 ， 肺 实 2分

变 （ 面 积 <30%）

肺 泡 间 隔 加 宽 （ >25 滋m） 伴 有 炎 症 细 胞 浸 润 ， 肺 实 3分

变 （ 面 积 <30%） ， 并 出 现 出 血 或 透 明 膜

肺 泡 间 隔 增 宽 （ >25 滋m） 伴 有 炎 症 细 胞 浸 润 ， 肺 实 变 3分

（ 面 积 在 30%~60%）

肺 泡 间 隔 加 宽 （ >25 滋m） 伴 有 炎 症 细 胞 浸 润 ， 肺 实 4分

变 （ 面 积 >60%）

2.4.9 16SrRNA 测 序 分 析 16SrRNA 测 序 在 北 京 百 迈 科 生 物

技 术 有 限 公 司 （ 中 国 北 京 ） 完 成 。 使 用 BMK 云 分 析 平 台 对 数 据

进 行 分 析 （ https://international.biocloud.net/） 。

DNA 提 取 和 测 序 ： 使 用 PowerSoil R DNA 分 离 试 剂 盒 从 粪

便 样 本 中 提 取 总 DNA。 使 用 酶 标 仪 对 提 取 的 核 酸 进 行 浓 度 检 测 ，

质 量 合 格 的 样 本 用 于 PCR 扩 增 。 根 据 保 守 区 27F-1492R 设 计

16S 全 长 引 物 ， 用 于 靶 区 域 聚 合 酶 链 反 应 （ polymerase chain

reaction， PCR） 扩 增 。 合 成 的 特 异 性 引 物 （ 27F-1492R） 设 计 如

下 。 Forward primer 27F： AGRGTTTGATYNTGGCTCAG； Reverse

primer 1492R: TASGGHTACCTTGTTASGACTT。 对 PCR扩 增 产

物 进 行 纯 化 、 定 量 和 均 一 化 形 成 测 序 文 库 ， 使 用 Qsep-400 方

法 对 测 序 文 库 进 行 质 量 检 测 ， 对 检 测 合 格 的 测 序 文 库 使 用

illumina novaseq6000（ novaseq6000， illumina） 进 行 上 机 测 序 。

测 序 数 据 分 析 ： 对 原 始 下 机 的 subreads 进 行 校 正 得 到 循

环 一 致 性 序 列 （ circular consensus sequencing ， CCS） （ SMRT

Link, version8.0） ， 通 过 barcode 序 列 识 别 不 同 样 品 的 CCS序 列 ，

并 去 除 嵌 合 体 ， 得 到 高 质 量 的 CCS 序 列 [lima (v1.7.0)]。 基 于

97% 的 相 似 性 阈 值 （ USEARCH， v10.0） ， 将 生 成 的 高 质 量 CCS

序 列 聚 类 为 操 作 分 类 单 元 （ OTUs） 。 以 SILVA（ Release138, http://

www.arb-silva.de） 为 参 考 数 据 库 使 用 朴 素 贝 叶 斯 分 类 器

（ v2.11 ， http://rdp.cme.msu.edu/） 对 OTUs 进 行 分 类 学 注 释 、 分

析 。 多 样 性 分 析 包 括 琢 和 茁 多 样 性 。 使 用 QIME2（ https://qiime2.

org/） 进 行 琢多 样 性 分 析 以 检 查 单 个 样 本 内 的 物 种 丰 富 度 和 多

样 性 ， 并 计 算 每 个 样 本 的 ACE 、 Chao 、 Shannon 、 Simpson 指 数 。

茁 多 样 性 分 析 ， 使 用 非 度 量 多 维 标 定 法 （ non-metric multi-

dimensional scaling ， NMDS） 比 较 不 同 样 本 之 间 物 种 多 样 性

的 相 似 性 ， 并 进 行 组 间 比 较 。 使 用 LEfSe[ 即 Line Discriminant

Analysis (LDA) Effect Size] 分 析 ， 筛 选 各 组 之 间 表 达 显 著 差

异 基 因 作 为 Biomarker 。 Biomarker 筛 选 标 准 为 LDA 值 >4 。 依

据 筛 选 的 Biomarker ， 利 用 QIIME 软 件 分 析 物 种 丰 度 ， 参 照

FAPROTAX数 据 库 ， 对 微 生 物 群 落 功 能 进 行 预 测 注 释 。

2.5 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 统 计 分 析 ， 计 量

资 料 采 用 “ 均 数 依 标 准 差 ” （ x依s） 描 述 ， 满 足 正 态 分 布 者 多 组 比

较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 两 组 比 较 方 差 齐 者 采 用 LSD-t 法 ， 方

差 不 齐 者 Tamhane's T2检 验 。 不 满 足 正 态 分 布 的 计 量 资 料 用 中

位 数 和 四 分 位 间 距 [M（ P25， P75） ] 表 示 ， 多 组 比 较 采 用 Kruskal-

Wallis H 检 验 。 计 数 资 料 用 频 数 描 述 ， 多 组 比 较 采 用 字2 检 验 。

P<0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

3 结 果

3.1 食量、饮水量、体质量变化情况 第 2~14 天 ， 各 组 小 鼠 食

量 均 逐 渐 增 加 ， 湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 食 量 较 正 常

组 、 病 毒 模 拟 物 组 明 显 减 少 。 （ 见 图 1A） 第 5 天 前 ， 湿 热 组 、 湿

热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 饮 水 量 较 正 常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 高 ， 随

着 造 模 时 间 的 延 长 ， 正 常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 饮 水 量 逐 渐

增 加 ， 湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 饮 水 量 逐 渐 减 少 ； 第

5~14 天 ， 湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 饮 水 量 较 正 常 组 、

病 毒 模 拟 物 组 明 显 减 少 。 （ 见 图 1B）

注：本实验采用记录每笼小鼠总食量及总饮水量除以小

鼠数量的方法测量小鼠的平均食量及平均饮水量。

图 1 小鼠食量、饮水量折线图

第 14 天 ， 正 常 组 体 质 量 与 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 差 异 无 统

计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 湿 热 组 体 质 量 与 湿 热 +病 毒 模 拟 物 组 比 较 ，

差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与 正 常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ，

湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 体 质 量 明 显 下 降 （ 约0.05） 。

（ 见 表 3）

表 3 体质量变化情况 （x依s，g）

组 别 n 第 2天 第 5天 第 8天 第 10天 第 14天 第 17天

正 常 组 8 21.12依1.22 21.22依1.56 22.78依1.88 23.45依1.32 23.98依2.07 24.42依1.92

湿 热 组 8 19.95依1.45a 19.86依1.05a 20.20依1.32b 21.22依1.42a 22.08依1.56a 22.21依1.48a

病 毒 模 拟 物 组 8 21.05依1.67c 21.68依0.82c 22.87依2.01d 23.35依1.56c 24.01依1.38c 21.68依2.34

湿 热 +病 毒 模 拟 物 组 8 20.08依1.32ae 20.12依1.35ae 20.89依1.22ae 21.56依1.77ae 22.00依1.67ae 19.89依1.82be

1.315 3.487 4.578 3.880 3.009 9.925

0.289 0.029 0.010 0.019 0.047 0.000

注：与正常组比较，a <0.05，b <0.01；与湿热组比较，c <

0.05，d <0.01；与病毒模拟物组比较，e <0.05。

3.2 证候评分 第 14 天 ， 正 常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 反 应 迅

捷 ， 灵 敏 ； 毛 发 光 泽 亮 丽 ； 眼 睛 有 神 ， 眼 眶 周 围 无 分 泌 物 ； 肛 门

干 燥 洁 净 ， 大 便 呈 黑 色 颗 粒 状 ， 质 地 软 硬 适 中 ； 小 便 淡 黄 。 湿

热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 反 应 变 迟 缓 ， 甚 则 倦 怠 ， 眯 眼

懒 动 ； 毛 发 耸 立 ； 肛 门 污 秽 ， 大 便 稀 软 ； 小 便 深 黄 。 （ 见 图 2）

图 2 小鼠湿热体征图
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第 7 、 14、 17 天 ， 与 正 常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 比 较 （ 积 分 为 0） ，

湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 的 证 候 积 分 升 高 （ 约0.05） 。

（ 见 表 4）

表 4 小鼠证候积分比较 （x依s，分）

组 别 n 第 7 天 第 1 4 天 第 1 7 天

正 常 组 8 0 . 0 0 ± 0 . 0 0 0 . 0 0 ± 0 . 0 0 0 . 0 0 ± 0 . 0 0

湿 热 组 8 8 . 7 5 ± 0 . 7 1 a b 1 1 . 1 3 ± 0 . 1 0 a b 1 0 . 7 5 ± 0 . 8 9 a b

病 毒 模 拟 物 组 8 0 . 0 0 ± 0 . 0 0 0 . 0 0 ± 0 . 0 0 0 . 1 3 ± 0 . 3 5

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 8 8 . 8 8 ± 0 . 6 4 a b 1 1 . 2 5 ± 1 . 1 6 a b 1 1 . 2 5 ± 1 . 0 4 a b

2 7 . 4 3 6 2 6 . 9 3 8 2 6 . 5 9 5

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01；与病毒模拟物组比较，b <0.01。

3.3 小鼠血脂水平 正 常 组 LDL-C、 HDL-C 与 病 毒 模 拟 物 组

比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 湿 热 组 LDL-C、 HDL-C 与

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与 正

常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠

LDL-C升 高 （ 约0.01） ， HDL-C降 低 （ 约0.01） 。 （ 见 表 5）

表 5 小鼠血脂水平 （x依s，mmol/L）

组 别 n LDL-C HDL-C

正 常 组 8 1.11依0.08 2.64依0.14

湿 热 组 8 1.62依0.11a 1.78依0.17a

病 毒 模 拟 物 组 8 1.13依0.05b 2.86依0.20b

湿 热 +病 毒 模 拟 物 组 8 1.55依0.10ac 1.83依0.11ac

6 3 . 4 7 7 8 3 . 0 4 3

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01；与湿热组比较，b <0.01；与病

毒模拟物组比较，c <0.01。

3.4 小鼠血清胃肠激素及肝组织Na+-K+-ATP酶活力水平 正

常 组 MTL、 SP、 Na+-K+-ATP酶 活 性 与 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 差 异

无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 湿 热 组 MTL、 SP、 Na+-K+-ATP 酶 活 性

与 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与

正 常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小

鼠 血 清 的 MTL、 SP水 平 升 高 （ 约0.01） ， 肝 组 织 Na+-K+-ATP酶 活

性 水 平 降 低 （ 约0.01） 。 （ 见 表 6）

表 6 小鼠胃肠激素及肝组织 Na+-K+-ATP酶活力水平（x依s）

组 别 n M T L /（ n g / m L ） S P /（ n g / m L ） N a + - K + - A T P 酶 活 力 /（ U / g ）

正 常 组 8 1 0 9 . 5 9 ± 8 . 5 9 6 3 7 . 5 7 ± 4 4 . 0 9 5 8 . 0 7 ± 4 . 6 2

湿 热 组 8 1 7 2 . 8 6 ± 6 . 0 8 a 8 1 2 . 9 1 ± 4 6 . 9 7 a 4 2 . 4 0 ± 2 . 3 6 a

病 毒 模 拟 物 组 8 1 1 2 . 0 2 ± 6 . 9 9 b 6 4 8 . 0 8 ± 4 7 . 1 9 b 5 5 . 1 7 ± 3 . 2 7 b

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 8 1 8 3 . 2 4 ± 1 1 . 2 a c 8 1 6 . 2 1 ± 4 1 . 5 2 a c 4 0 . 6 4 ± 2 . 6 5 a c

1 5 0 . 7 0 2 3 4 . 0 5 4 4 8 . 9 6 5

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01；与湿热组比较，b <0.01；与病

毒模拟物组比较，c <0.01。

3.5 肺组织AQP1、AQP5、Na+-K+-ATP酶活性水平 AQP1 和

AQP5 在 肺 组 织 细 胞 的 质 膜 中 表 达 ， 阳 性 信 号 表 现 为 胞 浆 、 核

内 特 异 性 染 色 为 棕 色 或 棕 褐 色 ， 阳 性 信 号 光 密 度 值 扫 描 结 果

为 其 表 达 水 平 。 （ 见 图 3~4） 与 正 常 组 比 较 ， 湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒

模 拟 物 组 小 鼠 肺 组 织 AQP1 、 AQP5 水 平 均 升 高 （ 约0.01） 、 肺 组

织 Na+-K+-ATP 酶 活 性 水 平 降 低 （ 约0.01） 。 与 湿 热 组 比 较 ， 病

毒 模 拟 物 组 小 鼠 肺 组 织 AQP1、 AQP5 水 平 均 降 低 （ 约0.01） 、 肺

组 织 Na+-K+-ATP 酶 活 性 水 平 升 高 （ P约0.01） ； 湿 热 + 病 毒 模 拟

物 组 小 鼠 肺 组 织 AQP1 、 AQP5 水 平 均 升 高 （ 约0.01） 、 肺 组 织

Na+-K+-ATP酶 活 性 水 平 降 低 （ 约0.01） 。 与 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ，

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 肺 组 织 AQP1 、 AQP5 水 平 均 升 高 （ 约

0.01） 、 肺 组 织 Na+-K+-ATP酶 活 性 水 平 降 低 （ 约0.01） 。 （ 见 表 7）

表 7 肺组织 AQP1、AQP5、Na+-K+-ATP酶活性水平 （x依s）

组 别 n A Q P 1 /（ I O D ） A Q P 5 /（ I O D ） N a + - K + - A T P 酶 活 力 /（ U / g ）

正 常 组 8 0 . 1 4 ± 0 . 0 1 0 . 0 9 ± 0 . 0 1 1 . 4 5 ± 0 . 1 1

湿 热 组 8 0 . 2 0 ± 0 . 0 3 a 0 . 1 6 ± 0 . 0 2 a 1 . 0 9 ± 0 . 1 0 a

病 毒 模 拟 物 组 8 0 . 1 6 ± 0 . 0 2 b 0 . 1 1 ± 0 . 0 1 b 1 . 3 9 ± 0 . 0 8 b

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 8 0 . 2 3 ± 0 . 0 2 a b c 0 . 2 5 ± 0 . 0 3 a b c 0 . 9 4 ± 0 . 1 1 a b c

3 6 . 0 3 6 1 1 3 . 9 6 5 3 9 . 3 1 2

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01；与湿热组比较，b <0.01；与病

毒模拟物组比较，c <0.01。

注：阳性表达呈棕色或棕褐色颗粒。

图 3 各组肺组织 AQP1表达情况 （伊200）

注：阳性表达呈棕色或棕褐色颗粒。

图 4 各组肺组织 AQP5表达情况 （伊200）

3.6 肺组织细胞线粒体结构变化 正 常 组 小 鼠 肺 组 织 细 胞

线 粒 体 结 构 正 常 。 湿 热 证 组 、 病 毒 模 拟 物 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟

物 组 小 鼠 肺 组 织 细 胞 线 粒 体 出 现 了 不 同 程 度 的 结 构 变 化 ， 以

线 粒 体 肿 胀 、 变 形 ， 嵴 模 糊 、 断 裂 ， 呈 空 泡 状 改 变 为 主 。 其 中 湿

热 +病 毒 模 拟 物 组 破 坏 程 度 最 为 严 重 。 （ 见 图 5）
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图 5 肺组织细胞透射电镜图 渊伊30 000冤

3.7 肺泡-毛细血管屏障损伤 正 常 组 小 鼠 肺 组 织 W/D

值 、 BALF中 总 细 胞 数 及 总 蛋 白 浓 度 与 湿 热 组 比 较 ， 病 毒 模 拟

物 组 小 鼠 肺 组 织 W/D 值 、 BALF 中 总 细 胞 数 及 总 蛋 白 浓 度 与

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与

正 常 组 、 湿 热 组 比 较 ， 病 毒 模 拟 物 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小

鼠 肺 组 织 W/D值 、 BALF中 总 细 胞 数 及 总 蛋 白 浓 度 均 升 高 （ 约0.01） 。

（ 见 表 8）

表 8 小鼠肺组织W/D值、BALF中总细胞数及

总蛋白浓度水平 （x依s）

B A L F 中 总 细 胞 数 / B A L F 中 总 蛋 白 浓 度 /

（ 伊108/mL） （ 滋g/mL）

正 常 组 8 2 . 0 6 ± 0 . 1 1 1 . 3 3 ± 0 . 1 3 1 5 6 . 3 2 ± 1 0 . 8 2

湿 热 组 8 2 . 2 4 ± 0 . 1 8 1 . 4 5 ± 0 . 1 5 1 6 2 . 7 5 ± 1 6 . 1 2

病 毒 模 拟 物 组 8 4 . 4 6 ± 0 . 2 1 a b 5 . 3 3 ± 0 . 2 5 a b 2 3 6 . 2 3 ± 2 0 . 8 0 a b

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 8 4 . 5 5 ± 0 . 2 4 a b 5 . 5 6 ± 0 . 2 6 a b 2 4 2 . 7 7 ± 2 2 . 6 0 a b

3 4 1 . 2 2 9 9 0 3 . 3 5 8 4 5 . 4 8 6

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01；与湿热组比较，b <0.01。

3.8 BALF中炎症因子水平 正 常 组 小 鼠 BALF 中 的 TNF-琢 、

IL-1茁、 IL-6 水 平 与 湿 热 组 比 较 ， 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 BALF中 的

TNF-琢、 IL-1茁、 IL-6 水 平 与 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 差 异 均

无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与 正 常 组 、 湿 热 组 比 较 ， 病 毒 模 拟 物

组 、 湿 热 +病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 BALF中 的 TNF-琢、 IL-1茁、 IL-6 水

平 均 升 高 （ 约0.01） 。 （ 见 表 9）

表 9 小鼠 BALF中 TNF-琢、IL-1茁、IL-6水平 （x依s，pg/mL）

组 别 n T N F - α I L - 1 β I L - 6

正 常 组 8 2 0 7 . 8 2 ± 1 2 . 8 9 5 2 . 1 1 ± 3 . 5 7 8 6 . 2 7 ± 7 . 2 3

湿 热 组 8 2 1 0 . 8 6 ± 1 6 . 5 1 5 4 . 7 7 ± 3 . 6 0 8 8 . 6 7 ± 8 . 1 4

病 毒 模 拟 物 组 8 3 1 4 . 2 0 ± 2 3 . 0 7 a b 7 8 . 2 5 ± 4 . 3 9 a b 1 9 6 . 2 5 ± 1 5 . 7 1 a b

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 8 3 1 9 . 0 7 ± 2 4 . 1 0 a b 8 1 . 4 0 ± 5 . 0 1 a b 1 9 9 . 4 5 ± 2 0 . 0 1 a b

6 9 . 3 4 5 9 3 . 8 9 8 1 4 8 . 4 9 8

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01；与湿热组比较，b <0.01。

3.9 动脉血血气分析 正 常 组 小 鼠 动 脉 血 PaO2、 PaCO2、 PaO2/

FiO2水 平 与 湿 热 组 组 间 比 较 ， 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 动 脉 血 PaO2、

PaCO2、 PaO2/FiO2水 平 与 湿 热 +病 毒 模 拟 物 组 组 间 比 较 ， 差 异 均

无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与 正 常 组 、 湿 热 组 比 较 ， 病 毒 模 拟 物

组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 动 脉 血 动 脉 血 PaO2、 PaO2/FiO2下

降 （ 约0.01） 。 （ 见 表 10）

表 10 小鼠腹主动脉动脉血血气分析（x依s）

组 别 n P a O 2 / m m H g P a C O 2 / m m H g P a O 2 / F i O 2

正 常 组 8 7 4 . 9 2 ± 5 . 4 6 3 6 . 7 8 ± 2 . 8 7 4 7 8 . 0 5 ± 3 4 . 8 6

湿 热 组 8 7 2 . 0 5 ± 5 . 8 1 3 7 . 0 2 ± 3 . 0 1 4 6 9 . 1 9 ± 3 7 . 8 5

病 毒 模 拟 物 组 8 4 7 . 4 1 ± 4 . 1 2 a b 3 9 . 2 3 ± 2 . 8 5 3 1 1 . 2 1 ± 2 7 . 0 4 a b

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 8 3 7 . 8 0 ± 2 . 7 2 a b 3 9 . 6 0 ± 3 . 0 1 2 4 8 . 0 9 ± 1 7 . 8 8 a b

1 1 5 . 7 7 9 1 . 7 5 6 1 0 9 . 0 8 0

0 . 0 0 0 0 . 1 7 8 0 . 0 0 0

注：与正常组比较，a <0.01；与湿热组比较，b <0.01。

3.10 组织病理学损伤 显 微 镜 下 可 见 ， 正 常 小 鼠 的 肺 组 织 结

构 清 晰 ， 未 见 炎 症 细 胞 浸 润 或 其 他 病 理 学 变 化 （ 图 6A， 伊200） 。

Poly(I:C) 滴 注 后 ， 肺 泡 壁 增 厚 伴 随 炎 症 细 胞 浸 润 ， 主 要 为 中 性

粒 细 胞 及 巨 噬 细 胞 （ 图 6B ， 伊200） 。 在 一 些 损 伤 严 重 的 样 本 中 ，

肺 组 织 发 生 实 变 （ 图 6D， 伊40） ， 表 现 为 肺 泡 壁 破 裂 、 塌 陷 ， 结 构

完 全 损 坏 ， 塌 陷 的 肺 泡 被 肺 组 织 细 胞 、 炎 症 细 胞 及 纤 维 蛋 白

填 塞 ， 部 分 肺 泡 代 偿 性 增 大 （ 图 6C ， 伊400） 。 在 实 变 的 组 织 中 ，

偶 见 出 血 ， 以 红 细 胞 充 满 间 质 和 肺 泡 间 隙 为 特 征 （ 图 6E， 伊400） 。

偶 尔 可 在 血 管 中 观 察 到 血 栓 的 形 成 （ 图 6F， 伊200） 。

图 6 小鼠肺组织病理结构改变

正 常 组 、 湿 热 组 、 病 毒 模 拟 物 组 、 湿 热 组 + 病 毒 模 拟 物 组

肺 组 织 损 伤 的 秩 平 均 值 分 别 为 8.00 、 9.06、 23.44 和 25.50 。 正 常

组 小 鼠 肺 组 织 病 理 结 构 损 伤 与 湿 热 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意

义 （ 跃0.05） 。 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 肺 组 织 病 理 结 构 损 伤 与 湿 热 +

病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） 。 与 正 常 组 、 湿

热 组 比 较 ， 病 毒 模 拟 物 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 肺 组 织

病 理 结 构 损 伤 程 度 升 高 （ 约0.01） 。 （ 见 表 11）

表 11 不同组间小鼠肺组织损伤程度比较 （n=8）

项 目 正 常 组 湿 热 组 病 毒 模 拟 物 组 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组

0 分 8 7 0 0

1 分 0 1 1 0

2 分 0 0 3 2

3 分 0 0 3 5

4 分 0 0 1 1

秩 平 均 值 8 . 0 0 9 . 0 6 2 3 . 4 4 2 5 . 5 0

χ 2 2 6 . 5 8 1

< 0 . 0 0 0

注：多重比较：肺组织损伤病毒模拟物组跃正常组（ =

0.003），病毒模拟物组跃湿热组（ =0.000），湿热+病毒模拟物

组跃湿热组（ =0.001）。

组 别 n W / D 值
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3.11 肠道微生物群变化

3.11.1 扩 增 曲 线 分 析 及 outs分 析 如 图 7A 所 示 ， 当 循 环 序 列

数 >30 000 时 ， 物 种 数 上 升 缓 慢 ， 曲 线 开 始 趋 于 平 缓 ， 提 示 样 品

质 量 可 靠 ， 可 以 进 行 数 据 分 析 。 图 7B 展 示 了 outs（ 即 物 种 数 ） 在

各 组 间 的 分 布 及 包 含 关 系 ， 共 检 测 到 了 9 259 个 outs， 其 中 正 常

组 3 300 个 ， 湿 热 组 2 699 个 ， 病 毒 模 拟 物 组 2 934 个 ， 湿 热 组 + 病

毒 模 拟 物 组 2 660 个 。

注：扩增曲线用于验证测序数据量是否足以反映样品中

的物种多样性，并间接反映样品中物种的丰富程度。outs表示

真实存在的生物学序列，可以在单核苷酸的精度上区分序列

之间的差异，从而实现样本中菌株水平物种的鉴定。Z.正常组；

S.湿热组；B.病毒模拟物组；SB.湿热+病毒模拟物组。

图 7 稀释性曲线及 outs分析

3.11.2 Alpha多 样 性 与 正 常 组 比 较 ， 湿 热 组 小 鼠 Chao1、 Ace、

shannon 指 数 水 平 均 降 低 （ 约0.05 或 约0.01） ， 病 毒 模 拟 物 组 小

鼠 shannon 指 数 水 平 降 低 （ 约0.01） ， 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠

Chao1 、 Ace 、 shannon 、 Simpson 指 数 水 平 均 降 低 （ 约0.01） 。 与 湿

热 组 比 较 ， 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 小 鼠 shannon 、 Simpson 指 数 水

平 降 低 （ 约0.01 或 约0.05） 。 与 病 毒 模 拟 物 组 比 较 ， 湿 热 + 病 毒

模 拟 物 组 Chao1、 Ace、 shannon、 Simpson指 数 水 平 均 降 低 （ 约0.05

或 约0.01） 。 （ 见 表 12）

表 12 各组 Chao1、Ace、shannon、Simpson指数比较

（x依s冤

组 别 n C h a o 1 A c e s h a n n o n S i m p s o n

正 常 组 8 2 4 7 . 8 4 ± 5 3 . 7 5 2 5 0 . 0 6 ± 4 5 . 4 7 5 . 1 1 ± 0 . 6 0 0 . 9 2 ± 0 . 0 4

湿 热 组 8 1 9 7 . 6 1 ± 3 1 . 9 3 a 2 0 0 . 4 1 ± 3 1 . 8 9 b 4 . 4 9 ± 0 . 3 1 a 0 . 9 1 ± 0 . 2 4

病 毒 模 拟 物 组 8 2 1 8 . 9 1 ± 4 4 . 7 9 2 3 4 . 7 6 ± 4 0 . 3 4 4 . 3 1 ± 0 . 4 6 b 0 . 9 1 ± 0 . 3 5

湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组 8 1 6 5 . 5 3 ± 3 4 . 5 5 b e 1 8 1 . 7 4 ± 4 0 . 3 4 b f 3 . 5 7 ± 0 . 7 3 b d e 0 . 8 4 ± 0 . 1 0 b c e

5 . 4 2 8 6 . 2 1 6 1 0 . 6 9 8 3 . 7 9 0

0 . 0 0 5 0 . 0 0 2 0 . 0 0 0 0 . 0 2 1

注：Alpha多样性分析中，Chao1和Ace指数衡量物种丰度

（richness），即物种数量的多少，数值越大，物种越多；shannon

和Simpson指数用于衡量物种多样性（diversity），数值越大，物

种的多样性越丰富[9]。与正常组比较，a <0.05，b <0.01；与湿热

组比较，c <0.05，d <0.01；与病毒模拟物组比较，e <0.05，f <0.01。

3.11.3 Beta 多 样 性 在 正 常 组 、 病 毒 模 拟 物 组 中 ， 组 内 各 样

品 距 离 较 近 ， 提 示 组 内 差 异 小 。 湿 热 组 、 湿 热 + 病 毒 模 拟 物 组

中 ， 组 内 各 样 品 距 离 较 大 ， 组 内 差 异 大 。 正 常 组 、 病 毒 模 拟 物

组 与 湿 热 组 、 湿 热 +病 毒 模 拟 物 组 明 显 分 离 。 （ 见 图 8）

注：Beta多样性分析，是通过分析不同样品outs组成反映

样品的差异，图中点分别表示各样品，不同颜色代表不同分

组，点与点之间的距离表示差异程度，当Stress小于0.2时，表

明NMDS分析具有一定的可靠性，在坐标图上距离越近的样品，

相似性越高。

图 8 Beta多样性分析进行组间比较

3.11.4 LEfSe 分 析 在 目 水 平 ， Bacteroidales 、 Lachnospirales 、

Oscillospirales 、 Enterobacterales 被 认 为 是 有 差 异 的 生 物 标 志

物 ； 在 科 水 平 ， Bacteroidaceae 、 Prevotellaceae 、 Tannerellaceae 、

Lachnospiraceae 、 Oscillospirales 、 Enterobacterales 被 认 为 是 有

差 异 的 生 物 标 志 物 ； 在 属 水 平 ， Bacteroides 、 Parabacteroides 、

Faecalitalea 、 Lachnospiraceae 、 NK4A136 group 、 Roseburia 、

NK4A214 group 、 Escherichia-Shigella被 认 为 是 有 差 异 的 生 物

标 志 物 ； 在 种 水 平 ， Bacteroides fragilis 和 Roseburia sp .499 被

认 为 是 有 差 异 的 生 物 标 志 物 （ 及 菌 群 ） 。 （ 见 图 9）

注：LEfSe分析能够在不同组间寻找差异有统计学意义的

Biomarker，以及组间在丰度上有显著差异的物种。图中展示

了LDA值大于4.0的物种，图中由内至外辐射的圆圈代表了由

门至种的分类级别，界（kingdom，k）、门（phylum，p）、纲（class，

c）、目（order，o）、科（family，f）、属（genus，g）、种（species，s）；在

不同分类级别上的每一个小圆圈代表该水平下的一个分类，

小圆圈直径大小与相对丰度大小呈正比；无显著差异的物种

统一为黄色，差异物种按该物种所在丰度最高的分组进行着色。

图 9 LEfSe分析进化分枝图

3.11.5 FAPROTAX 功 能 预 测 存 在 的 功 能 差 异 主 要 是 需

氧 化 学 异 养 （ aerobic chemoheterotrophy） ， 硝 酸 盐 还 原 （ nitrate

reduction） ， 动 物 寄 生 虫 或 共 生 体 （ animal parasites or symbionts） ，

所 有 人 类 病 原 体 （ human pathogens all） ， 以 及 发 酵 （ fermentation）

等 。 （ 见 图 10）
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注：Z.正常组；S.湿热组；B.病毒模拟物组；SB.湿热+病毒

模拟物组。

图 10 FAPROTAX功能预测

4 讨 论

“ 病 证 结 合 ” 动 物 模 型 是 利 用 人 和 动 物 生 理 、 病 理 共 性 ，

在 中 医 病 因 病 机 理 论 的 指 导 下 ， 模 拟 特 定 证 候 致 病 因 素 ， 联

合 传 统 “ 因 素 造 模 ” 的 方 法 [3]， 复 制 出 特 定 证 候 的 疾 病 模 型 。 其

是 沟 通 中 医 临 床 辨 证 论 治 与 基 础 实 验 研 究 的 桥 梁 。 本 研 究 拟

构 建 的 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 模 型 ， 属 于 温 病 湿 热 证 类 [10]。 《 温 热

经 纬 》 中 “ 薛 生 白 湿 热 病 篇 ” 记 载 了 温 病 湿 热 证 的 病 因 病 机 ：

“ 太 阴 内 伤 ， 湿 饮 停 聚 ” 故 生 “ 内 湿 ” ； “ 内 湿 素 盛 ” 伴 “ 暑 邪 入

之 ” ， “ 内 外 相 引 ” “ 而 成 湿 温 病 也 ” 。 此 外 ， 《 医 学 入 门 》 记 载 了

“ 长 夏 郁 热 ， 山 泽 熏 气 ， 冒 雨 行 湿 ， 汗 透 沾 衣 ” 可 生 “ 外 湿 ” 。 因

此 ， 本 研 究 通 过 高 脂 饮 食 损 伤 脾 胃 引 起 “ 内 湿 ” ， 人 工 气 候 仓

高 温 、 高 湿 环 境 模 拟 “ 外 湿 ” ， 建 立 小 鼠 湿 热 证 模 型 ， 并 在 此 基

础 上 气 管 内 滴 注 病 毒 模 拟 物 Poly(I:C) 模 拟 病 毒 感 染 ， 从 而 建

立 模 拟 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 小 鼠 模 型 。

模 型 评 价 关 系 到 动 物 模 型 的 重 复 性 、 稳 定 性 及 实 验 结 果

的 科 学 性 、 真 实 性 ， 是 病 证 结 合 模 型 研 究 的 重 中 之 重 [11]。 目 前

湿 热 证 动 物 模 型 评 价 指 标 尚 未 统 一 。 综 合 前 期 文 献 研 究 结

果 ， 本 实 验 从 小 鼠 的 饮 食 、 体 征 变 化 、 微 观 因 子 检 测 3 个 方 面 ，

选 取 小 鼠 食 量 、 饮 水 量 、 体 质 量 动 态 变 化 情 况 ， 证 候 积 分 ， 以

及 血 脂 、 胃 肠 激 素 、 能 量 代 谢 作 为 湿 热 证 模 型 评 价 的 指 标 。

《 脾 胃 论 》 记 载 “ 时 当 长 夏 ， 湿 热 大 胜 ， 蒸 蒸 而 炽 ， 人 感 之 … …

或 渴 或 不 渴 ， 不 思 饮 食 ， 自 汗 体 重 ” ， “ 胃 既 伤 ， 则 饮 食 不 化 ， 口

不 知 味 ” ， 强 调 了 湿 热 困 脾 与 饮 水 及 食 量 的 密 切 关 系 。 “ 人 感

湿 热 ， 四 肢 困 倦 ， 精 神 短 少 ， 懒 于 动 作 ； 或 … … 小 便 黄 而 数 ， 大

便 溏 而 频 ， 或 痢 出 黄 如 糜 ， 或 如 泔 色 ” ， 指 出 了 湿 热 证 的 证 候

表 现 。 小 鼠 湿 热 模 型 中 也 观 察 到 小 鼠 眯 眼 懒 动 、 皮 毛 污 秽 脏

乱 、 大 便 稀 溏 黏 滞 ， 饮 水 量 、 食 量 、 体 质 量 减 少 等 系 列 表 现 [6-7]。

除 宏 观 表 现 改 变 外 ， 湿 热 证 小 鼠 微 观 因 子 的 变 化 也 被 学

者 广 泛 研 究 。 炎 症 反 应 与 “ 热 ” “ 火 ” 密 切 相 关 [12]。 实 验 研 究 发

现 ， 湿 热 证 患 者 [13]、 湿 热 证 小 鼠 模 型 [14]炎 症 因 子 水 平 均 明 显 升

高 ， 提 示 炎 症 因 子 可 能 是 湿 热 证 致 病 机 制 之 一 。 侯 笙 总 [15]研 究

发 现 ， 湿 热 环 境 对 血 清 中 的 TC 、 TG 、 HDL-C 、 LDL-C 具 有 一 定

的 影 响 。 湿 热 为 邪 ， 易 困 脾 土 ， 津 液 失 布 散 ， 聚 而 为 痰 湿 ， 久 则

化 浊 ， 入 血 则 如 “ 污 秽 之 血 ” ， 即 现 代 医 学 中 的 高 血 脂 。 吕 文 亮 [16]

认 为 血 脂 代 谢 异 常 与 “ 湿 浊 ” 的 形 成 、 输 布 有 密 切 关 系 ， 可 以

作 为 湿 邪 生 化 物 质 基 础 之 一 。 《 湿 热 赘 言 》 记 载 湿 热 之 邪 ， 易

损 伤 脾 胃 功 能 ， 导 致 水 谷 气 化 失 常 ， 清 阳 不 升 ， 浊 阴 不 降 ， 出

现 大 便 次 数 增 多 、 便 质 稀 溏 或 黏 滞 等 胃 肠 功 能 紊 乱 的 表 象 。

文 艳 巧 等 [17]发 现 ， 湿 热 证 动 物 模 型 存 在 胃 肠 功 能 紊 乱 的 情 况 ，

动 物 模 型 血 清 、 回 肠 及 结 肠 组 织 中 MTL、 SP 的 含 量 显 著 升 高 ，

出 现 稀 溏 或 黏 滞 等 表 现 。 MTL、 SP 作 为 胃 肠 激 素 ， 能 刺 激 胃 肠

运 动 、 促 进 胃 排 空 ， 反 映 胃 肠 功 能 。 肝 脏 是 能 量 代 谢 的 重 要 器

官 ， 肝 组 织 中 Na+-K+-ATP酶 的 水 平 能 反 映 机 体 能 量 代 谢 水 平 。

程 方 平 等 [18]发 现 湿 热 证 动 物 模 型 出 现 消 瘦 、 精 神 食 欲 不 振 、 肝

组 织 中 Na+-K+-ATP 酶 水 平 降 低 等 能 量 代 谢 减 弱 的 变 化 ， 其

认 为 Na+-K+-ATP酶 下 降 是 湿 热 证 模 型 的 病 理 基 础 之 一 。 水 液

在 肺 组 织 中 的 转 运 由 肺 组 织 Na+-K+-ATP 酶 介 导 的 主 动 转 运

及 水 通 道 蛋 白 的 被 动 装 运 完 成 ， 线 粒 体 作 为 能 量 工 厂 与 水 液

的 主 动 转 运 密 切 相 关 [19]。 肺 组 织 中 主 要 表 达 的 是 其 亚 型 AQP1 、

AQP5 ， 不 仅 与 肺 组 织 水 液 转 运 、 渗 出 液 吸 收 、 呼 吸 上 皮 体 液 稳

态 密 切 相 关 ， 还 与 湿 热 证 形 成 的 密 切 相 关 [20]。

本 研 究 中 ， 内 、 外 湿 热 因 素 干 预 后 ， 小 鼠 食 量 、 饮 水 量 、 体

质 量 下 降 、 证 候 积 分 升 高 ， 出 现 明 显 的 炎 症 反 应 ， 以 及 胃 肠 功

能 、 血 脂 代 谢 、 水 液 转 运 、 能 量 代 谢 紊 乱 情 况 ， 是 小 鼠 受 湿 热

之 邪 胶 结 ， 热 遏 湿 伏 ， 蒸 腾 氤 氲 ， 气 机 阻 滞 ， 蕴 阻 三 焦 的 表 现 。

呼 吸 道 病 毒 感 染 主 要 通 过 2 个 方 面 致 病 ： 一 是 病 毒 对 靶 细 胞

直 接 损 伤 ； 二 是 激 发 固 有 免 疫 ， 刺 激 机 体 产 生 炎 症 反 应 ， 产 生

肺 损 伤 。 美 国 胸 科 学 会 官 方 研 讨 会 报 告 中 指 出 了 动 物 实 验 性

肺 损 伤 模 型 的 特 征 和 测 量 指 标 [21]： 肺 泡 - 毛 细 血 管 屏 障 的 改

变 ， 炎 症 反 应 ， 肺 生 理 功 能 障 碍 的 证 据 及 肺 组 织 损 伤 的 病 理

学 证 据 。 因 此 本 研 究 从 这 4 个 方 面 出 发 对 模 型 小 鼠 的 肺 损 伤

情 况 进 行 评 价 。 本 实 验 中 ， BALF炎 症 因 子 TNF-琢、 IL-1茁、 IL-6

水 平 的 升 高 提 示 模 型 小 鼠 肺 组 织 中 存 在 炎 症 反 应 。 这 种 炎 症

反 应 能 引 起 肺 泡 、 毛 细 血 管 内 膜 损 伤 ， 导 致 肺 泡 - 毛 细 血 管 渗

透 性 增 加 ， 水 、 细 胞 、 蛋 白 质 渗 出 。 本 实 验 中 模 型 小 鼠 肺 组 织

W/D 值 、 BALF 中 总 细 胞 数 、 总 蛋 白 浓 度 明 显 升 高 ， 提 示 肺 泡 -

毛 细 血 管 屏 障 作 用 破 坏 。 炎 症 反 应 能 改 变 肺 组 织 结 构 及 功 能 。

本 研 究 中 ， 病 毒 模 拟 物 Poly(I:C) 干 预 后 。 病 毒 模 拟 物 Poly(I:C)

造 成 了 肺 组 织 的 病 理 学 损 伤 ， 其 组 织 损 伤 的 病 理 学 特 征

与 SARS-CoV-2 病 毒 感 染 小 鼠 后 造 成 的 损 伤 特 征 相 似 [8]。 动 脉

血 气 分 析 中 PaO2、 PaCO2、 PaO2/FiO2 作 为 肺 损 伤 中 检 测 肺 生 理

功 能 的 指 标 [22] ， 能 反 映 机 体 缺 氧 情 况 。 本 研 究 中 模 型 小 鼠 的

PaO2、 PaO2/FiO2水 平 降 低 ， PaCO2水 平 升 高 。 提 示 模 型 小 鼠 肺 生

理 功 能 出 现 障 碍 ， 发 生 了 缺 氧 。 综 上 所 述 ， 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证

模 型 构 建 成 功 。

肠 道 菌 群 通 过 调 节 免 疫 、 炎 症 反 应 、 能 量 代 谢 与 病 毒 性

肺 炎 湿 热 证 密 切 相 关 。 夏 淑 洁 等 [23]从 肠 道 菌 群 介 导 的 脂 代 谢

紊 乱 对 痰 、 湿 的 病 理 机 制 进 行 了 解 释 。 纪 丽 纯 等 [14]基 于 肠 道 菌

群 变 化 探 讨 温 病 湿 热 证 “ 湿 ” “ 热 ” 的 实 质 ， 指 出 拟 杆 菌 可 能 是

“ 湿 ” 的 优 势 菌 属 ， 而 乳 酸 菌 可 能 是 “ 热 ” 的 优 势 菌 属 。 于 静 波

等 [24]提 出 湿 热 证 主 要 涉 及 能 量 代 谢 、 炎 症 反 应 及 肠 道 菌 群 等

方 面 。 本 实 验 中 ， 模 型 小 鼠 肠 道 菌 群 的 数 量 及 生 物 多 样 性 均

下 降 ， 不 同 组 间 的 肠 道 菌 群 发 生 了 明 显 差 异 。 本 研 究 对 差 异

的 优 势 菌 属 进 行 筛 选 ， 结 果 提 示 属 水 平 ， 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证

小 鼠 中 拟 杆 菌 、 副 拟 杆 菌 、 屎 豆 属 菌 、 毛 螺 菌 、 NK4A136 菌 、 罗
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氏 菌 、 NK4A214 菌 、 埃 希 氏 菌 的 相 对 丰 度 发 生 了 明 显 变 化 。 随

后 本 研 究 对 差 异 菌 群 的 功 能 进 行 富 集 ， 结 果 提 示 有 需 氧 化 能

异 养 、 硝 酸 盐 还 原 、 动 物 寄 生 虫 或 共 生 体 、 人 类 病 原 体 及 发 酵

等 功 能 可 能 与 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 密 切 相 关 。

综 上 所 述 ， 本 研 究 通 过 内 外 湿 热 因 素 联 合 气 管 内 滴 注 病

毒 模 拟 物 的 方 法 构 建 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 “ 病 证 结 合 ” 模 型 ， 从

证 候 学 指 标 、 血 脂 代 谢 、 胃 肠 功 能 、 能 量 代 谢 、 水 液 转 运 、 肺 组

织 炎 症 及 结 构 损 伤 、 肺 生 理 功 能 对 模 型 进 行 评 估 ， 证 实 了 该

模 型 符 合 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 的 病 因 病 机 和 临 床 特 点 、 造 模 方

法 安 全 易 操 作 ， 模 型 稳 定 可 靠 ， 对 “ 病 证 结 合 ” 理 论 及 “ 辨 证 论

治 ” 方 药 研 究 具 有 积 极 意 义 。 基 于 16SrRNA 技 术 ， 对 肠 道 菌 群

及 其 功 能 的 初 步 探 索 ， 为 深 入 研 究 病 毒 性 肺 炎 湿 热 证 提 供 了

实 验 基 础 。
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