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甜橙黄酮通过调节 AMPK/mTOR信号通路改善呼吸道
合胞病毒感染大鼠的肺组织损伤 *
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摘要 目的：探讨甜橙黄酮通过 AMP依赖的蛋白激酶（AMPK）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号通路对呼吸道合胞病毒

（RSV）感染大鼠肺组织损伤的改善作用。方法：将 30只雄性Wistar大鼠分为对照组、模型组、甜橙黄酮低剂量组（14 mg/kg）、甜橙

黄酮中剂量组（28 mg/kg）、甜橙黄酮高剂量组（56 mg/kg）、甜橙黄酮高剂量 +AICAR组（56 mg/kg+500 mg/kg的 AMPK激活剂

AICAR），计算大鼠肺指数。实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）法测定肺组织 RSV病毒载量，酶联免疫吸附（ELISA）法测

定大鼠肺泡灌洗液炎症因子水平，HE染色测定肺组织病理，蛋白免疫印迹（Western blot）法测定 AMPK/mTOR通路蛋白表达。结

果：与对照组相比，模型组大鼠肺组织存在炎性浸润，排列松散，肺指数、肺组织 RSV病毒载量、肺泡灌洗液白细胞介素（IL）-1茁、
IL-6、肿瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）水平、炎症评分、p-AMPK/AMPK、mTORC1蛋白表达升高（P＜0.05）；与模型组相比，甜橙黄酮低

剂量组、甜橙黄酮中剂量组、甜橙黄酮高剂量组大鼠肺组织损伤减轻，大鼠肺指数、肺组织 RSV病毒载量、肺泡灌洗液 IL-1茁、
IL-6、TNF-琢水平、炎症评分、p-AMPK/AMPK、mTORC1 蛋白表达降低（P＜0.05）；与甜橙黄酮高剂量组相比，甜橙黄酮高剂量

+AICAR 组大鼠肺组织损伤加重，肺指数、肺组织 RSV 病毒载量、肺泡灌洗液 IL-1茁、IL-6、TNF-琢 水平、炎症评分、
p-AMPK/AMPK、MTORC1蛋白表达升高（P＜0.05）。结论：甜橙黄酮可能通过抑制 AMPK/mTOR信号通路发挥对 RSV诱导的大

鼠抗炎、抗病毒、抗肺部损伤作用。
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Sinensetin Improve Lung Tissue Damage in Rats Infected with Respiratory
Syncytial Virus by Regulating AMPK/mTOR Signaling Pathway*

To investigate the ameliorating effect of Sinensetin on lung tissue damage in rats infected with respiratory

syncytial virus (RSV) through AMP-dependent protein kinase (AMPK)/mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway.

30 male Wistar rats were grouped into control group, model group, low-dose Sinensetin group (14 mg/kg), medium-dose

Sinensetin group (28 mg/kg), high-dose Sinensetin group (56 mg/kg), high-dose Sinensetin combined AICAR group (56 mg/kg combined

500 mg/kg of AMPK activator AICAR), the lung index of rats was calculated. The viral load of RSV in lung tissue was determined by

quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The levels of inflammatory factors in alveolar lavage fluid of rats were

determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Lung histopathology was determined by HE staining, and Western blot was

used to measure the expression of AMPK/mTOR pathway proteins. Compared with the control group, the lung tissue of the

model group had inflammatory infiltration, and was loosely arranged, the lung index, RSV viral load in lung tissue, levels of interleukin

(IL)-1茁, IL-6, tumor necrosis factor-琢 (TNF-琢) in bronchoalveolar lavage fluid, inflammation score, expression of p-AMPK/AMPK and

mTORC1 protein increased (P<0.05). Compared with the model group, the rats of the low-dose Sinensetin group, the medium-dose

Sinensetin group, and the high-dose Sinensetin group had reduced lung tissue damage, the lung index of rats, RSV viral load in lung

tissue, levels of IL-1茁, IL-6, TNF-琢 in bronchoalveolar lavage fluid, inflammation score, expression of p-AMPK/AMPK, and mTORC1

decreased (P<0.05). Compared with the high-dose Sinensetin group, the lung tissue damage of the rats of the high-dose Sinensetin com-
bined AICAR group was aggravated, the lung index, RSV viral load in lung tissue, levels of IL-1茁, IL-6, TNF-琢 in bronchoalveolar
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lavage fluid, inflammation score, expression of p-AMPK/AMPK and MTORC1 increased (P<0.05). Sinensetin may play

anti-inflammatory, anti-viral and anti-lung injury effects on RSV-induced rats by inhibiting the activation of AMPK/mTOR signaling

pathway.

Sinensetin; Respiratory syncytial virus; Lung tissue damage; AMPK/mTOR signaling pathway

前言

呼吸道合胞病毒（RSV）是副黏病毒科的肺病毒属中的一

种病毒，可引发婴幼儿毛细支气管炎和肺炎等下呼吸道感染或

鼻炎、感冒等上呼吸道感染，且传染性较强，其引发肺部感染的

原因可能与婴幼儿免疫功能低下有关，给婴幼儿的生存质量带

来挑战[1,2]。中药在病毒性感染的治疗中具有独特优势，耐药性

低，不良反应少，多种中药被证实对病毒性感冒引发的肺炎疗

效良好[3-5]。寻找治疗 RSV引发的肺炎治疗药物是临床热点。甜

橙黄酮是提取自柑橘属植物的果实，具有抗菌消炎、防治心血

管疾病、抗氧化、抗病毒、抗癌等药理功效[6]。研究显示，甜橙黄

酮可降低甲型流感病毒引发的炎症反应[7]，关于甜橙黄酮是否

能抑制 RSV引发的肺炎损伤还未见研究。Gao Y[8]等人的实验

指出 AMP依赖的蛋白激酶（AMPK）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白（mTOR）通路在肺损伤中发挥了重要作用。本研究主要探讨

甜橙黄酮能否经由 AMPK/mTOR通路改善 RSV诱导的大鼠

肺损伤，为临床 RSV感染的治疗提供新的方向。

1 材料与方法

1.1 动物与主要试剂、仪器

30只雄性 Wistar大鼠，3周龄，体重 50~70g，由贵州医科

大学提供，许可证号：[SYXK（黔）2021-0007]。RSV购自中国科

学院武汉病毒研究所，甜橙黄酮购自上海源叶生物科技有限公

司，AICAR购自美国 MCE公司，ECL化学发光试剂盒、cDNA

反转录试剂盒、BCA试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司，白细胞介素（IL）-1茁 ELISA试剂盒、IL-6 ELISA试剂盒、肿

瘤坏死因子 -琢（TNF-琢）ELISA试剂盒购自上海酶联科技生物
有限公司，兔抗 p-AMPK、AMPK、mTOR、GAPDH、HPR标记的

羊抗兔购自美国 abcam公司。PCR仪购自上海迈程医疗器械

有限公司。

1.2 实验方法

1.2.1 动物建模、分组与干预方法 将 30只雄性大鼠分为对

照组、模型组、甜橙黄酮低剂量组、甜橙黄酮中剂量组、甜橙黄

酮高剂量组、甜橙黄酮高剂量 +AICAR组，每组 5只大鼠，造模

过程中未见大鼠死亡。除对照组大鼠生理盐水滴鼻外，其余各

组大鼠均由乙醚麻醉后，给予 10倍半数组织培养感染剂量

（TICD50）的 RSV 100 滋L滴鼻，连续 3天[9]。甜橙黄酮低剂量

组、甜橙黄酮中剂量组、甜橙黄酮高剂量组在造模后 2 h后，分

别经腹腔注射 14 mg/kg、28 mg/kg、56 mg/kg剂量的甜橙黄酮，

溶剂为 DMSO，连续给药 7 d；甜橙黄酮高剂量 +AICAR组除

给予 56 mg/kg 的甜橙黄酮外，腹腔一次注射 500 mg/kg 的

AMK激活剂 AICAR，对照组与模型组以等量 DMSO代替。

1.2.2 肺指数测定 待给药结束后，称量并记录大鼠体质量，

戊巴比妥钠麻醉后将大鼠断头处死，分离大鼠肺组织，计算肺

指数，肺指数 =肺重 /体重× 100%。将左肺组织、右肺组织分

离，右肺组织生理盐水清洗，收集肺泡灌洗液、右肺组织、左肺

组织待后续检测。

1.2.3 实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-PCR）法测定肺组织

RSV 病毒载量 分离一部分肺组织，提取总核糖核酸

（RNA），并将一部分 RNA反转录为 cDNA，通过 qRT-PCR试

剂盒进行扩增，程序设定为 95℃预处理 2 min，（95℃ 10 s，55℃

15 s，72℃ 10 s）× 40次。以 Ct值代表 RSV病毒载量。RSV上

游引物：5'-GTTGGAAACTGCACTCATCC-3'，下游引物：

5'-ATCGAGGTGAACACTAATGG-3'G；GAPDH 上 游 引 物 ：

5'-GACATCAAGAAGGTGGTGAAGC-3'，下游引物：5'-TG-

GAAATTGTGAGGGAGATGC-3'。

1.2.4 酶联免疫吸附（ELISA）法测定大鼠肺泡灌洗液炎症因子

水平 收集肺泡灌洗液后离心并收集上清液，严格按照 IL-1

茁、IL-6、TNF-琢试剂盒说明书操作步骤，通过 ELISA法测定收

集到的上清液中 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平。
1.2.5 HE染色测定肺组织病理 将肺组织固定在 4%多聚甲

醛中，然后将它们包埋在石蜡中并切成 5 滋M的切片，切片进
行苏木精 -伊红染色。乙醇梯度脱水，封片，观察切片大鼠肺组

织病理，并对炎性细胞浸润进行评分，0分、1分、3分、5分分别

代表无炎症细胞浸润、轻度浸润、中度浸润、重度浸润。

1.2.6 蛋白免疫印迹（Western blot）法测定 AMPK/mTOR 通路

蛋白表达 裂解并提取肺组织总蛋白。BCA 试剂盒定量蛋

白，将等量的蛋白质样品经电泳、转膜、封闭后，加入一抗

p-AMPK、AMPK、mTOR，均为 1：1000 稀释，并以 GAPDH 作

为内参（1:5000），在 4℃下孵育过夜，然后加入 HRP偶联的羊

抗兔二抗在常温下孵育 1 h，通过 ECL化学发光试剂盒观察蛋

白显色情况，通过 Image J软件分析蛋白质条带灰度值。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 25.0对本研究的数据进行统计学分析，所有结

果均表示为平均值± 标准差（x± s）。两组比较采用独立样本 t

检验，多组间（对照组、模型组、甜橙黄酮低剂量组、甜橙黄酮中

剂量组、甜橙黄酮高剂量组）比较采用单因素方差分析，进一步

两组间比较采用 SNK-q检验，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 甜橙黄酮对肺指数、RSV病毒载量的影响

与对照组相比，模型组大鼠肺指数、RSV病毒载量升高

（P＜0.05）；与模型组相比，甜橙黄酮低剂量组、甜橙黄酮中剂

量组、甜橙黄酮高剂量组大鼠肺指数、RSV病毒载量依次降低

（P＜0.05）；与甜橙黄酮高剂量组相比，甜橙黄酮高剂量

+AICAR组大鼠肺指数、RSV病毒载量升高（P＜0.05），见表 1。
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2.2 甜橙黄酮对大鼠肺泡灌洗液炎症因子水平的影响

与对照组相比，模型组大鼠肺泡灌洗液 IL-1茁、IL-6、TNF-琢
水平升高（P＜0.05）；与模型组相比，甜橙黄酮低剂量组、甜橙

黄酮中剂量组、甜橙黄酮高剂量组大鼠肺泡灌洗液 IL-1茁、

IL-6、TNF-琢水平依次降低（P＜0.05）；与甜橙黄酮高剂量组相

比，甜橙黄酮高剂量 +AICAR组大鼠肺泡灌洗液 IL-1茁、IL-6、
TNF-琢水平升高（P＜0.05），见表 2。

Note: Compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the low-dose Sinensetin group, cP＜0.05.

Compared with the medium-dose Sinensetin group, dP＜0.05. Compared with the high-dose Sinensetin group, eP＜0.05.

表 1 各组大鼠肺指数比较（x± s）
Table 1 Comparison of lung index of rats in each group（x± s）

Groups n Lung index（%） RSV viral load（1× 105）

Control group 5 0.58± 0.09 0

Model group 5 1.37± 0.12a 188.72± 20.35a

Low-dose Sinensetin group 5 1.10± 0.19b 103.78± 13.41b

Medium-dose Sinensetin group 5 0.84± 0.10bc 84.52± 8.70bc

High-dose Sinensetin group 5 0.61± 0.06bcd 31.64± 3.27bcd

High-dose Sinensetin combined AICAR group 5 0.75± 0.07e 55.38± 3.61e

F 33.593 211.132

P ＜0.001 ＜0.001

Note: Compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the low-dose Sinensetin group, cP＜0.05.

Compared with the medium-dose Sinensetin group, dP＜0.05. Compared with the high-dose Sinensetin group, eP＜0.05.

表 2 各组大鼠肺泡灌洗液炎症因子情况（x± s）
Table 2 Inflammatory factors in alveolar lavage fluid of rats in each group（x± s）

Groups n IL-1茁(pg/mL) IL-6(pg/mL) TNF-琢(ng/mL)

Control group 5 14.57± 1.61 10.52± 1.16 73.46± 8.16

Model group 5 89.38± 9.93a 74.93± 8.32a 271.68± 30.18a

Low-dose Sinensetin group 5 74.32± 8.50b 58.71± 6.52b 222.19± 24.62b

Medium-dose Sinensetin group 5 52.34± 5.81bc 34.60± 3.84bc 175.59± 20.73bc

High-dose Sinensetin group 5 34.69± 3.85bcd 28.76± 3.19bcd 140.35± 15.59bcd

High-dose Sinensetin combined

AICAR group
5 61.94± 6.88e 43.67± 4.85e 190.74± 21.17e

F 59.358 74.751 293.234

P ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

2.3 甜橙黄酮对大鼠肺组织病理和炎症评分的影响

对照组大鼠肺组织排列整齐，结构完整；模型组大鼠肺组

织存在炎性浸润，排列松散，肺泡壁变厚；与模型组相比，甜橙

黄酮低、中、高剂量组大鼠肺组织炎症浸润减轻，排列逐渐紧

密；与甜橙黄酮高剂量组相比，甜橙黄酮高剂量 +AICAR组大

鼠肺损伤加重，见图 1。

与对照组相比，模型组大鼠肺组织炎症评分升高（P＜0.05）；
与模型组相比，甜橙黄酮低剂量组、甜橙黄酮中剂量组、甜橙黄

酮高剂量组大鼠肺组织炎症评分依次降低（P＜0.05）；与甜橙

黄酮高剂量组相比，甜橙黄酮高剂量 +AICAR组大鼠肺组织炎

症评分升高（P＜0.05），见表 3。

2.4 甜橙黄酮对大鼠 AMPK/mTOR通路蛋白的影响

与对照组相比，模型组大鼠肺组织 p-AMPK/AMPK、

mTORC1蛋白表达升高（P＜0.05）；与模型组相比，甜橙黄酮低

剂量组、甜橙黄酮中剂量组、甜橙黄酮高剂量组大鼠肺组织

p-AMPK/AMPK、mTORC1蛋白表达依次降低（P＜0.05）；与甜

橙黄酮高剂量组相比，甜橙黄酮高剂量 +AICAR组大鼠肺组织

p-AMPK/AMPK、mTORC1蛋白表达升高（P＜0.05），见表 4、图2。

3 讨论

RSV是引发婴幼儿肺部感染的常见病原体，具有较强传染

力，可诱导肺组织炎症，引发肺部损伤[10-12]。婴幼儿免疫系统弱，

肺气不足，外染风寒，经由口鼻、皮肤接触 RSV，入侵肺部，致使

肺部受损，咳嗽不止，经久不愈[13-15]。临床中主要通过广泛抑炎

与免疫抑制治疗肺炎疾病，常用的治疗西药为糖皮质激素，对

机体免疫有重要调节作用，但其对病毒性肺炎的疗效有争议，

且副作用明显[16-18]。通过中药或中药提取物治疗 RSV引发的肺

部损伤是可行方案之一，也是迫切的临床需求。
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Note: Compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the low-dose Sinensetin group, cP＜0.05.

Compared with the medium-dose Sinensetin group, dP＜0.05. Compared with the high-dose Sinensetin group, eP＜0.05.

图 1各组大鼠肺组织 HE染色图（× 100）

Fig.1 HE staining of lung tissue of rats in each group

Note: A: Control group; B: Model group; C: Low-dose Sinensetin group; D: Medium-dose Sinensetin group; E: High-dose Sinensetin group;

F: High-dose Sinensetin combined AICAR group.

Note: Compared with the control group, aP＜0.05. Compared with the model group, bP＜0.05. Compared with the low-dose Sinensetin group, cP＜0.05.

Compared with the medium-dose Sinensetin group, dP＜0.05. Compared with the high-dose Sinensetin group, eP＜0.05.

表 3 各组大鼠肺组织炎症评分情况（x± s，分）
Table 3 Lung inflammation score of rats in each group（x± s, scores）

Groups mTORC1

Control group 0.24± 0.02

Model group 1.32± 0.14a

Low-dose Sinensetin group 1.01± 0.11b

Medium-dose Sinensetin group 0.85± 0.09bc

High-dose Sinensetin group 0.61± 0.06bcd

High-dose Sinensetin combined AICAR group 0.88± 0.09e

F 40.871

P ＜0.001

n p-AMPK/AMPK

5 0.18± 0.02

5 1.02± 0.09a

5 0.76± 0.08b

5 0.62± 0.06bc

5 0.53± 0.05bcd

5 0.66± 0.07e

44.361

＜0.001

Groups n Inflammation score

Control group 5 0

Model group 5 3.56± 0.21a

Low-dose Sinensetin group 5 3.01± 0.18b

Medium-dose Sinensetin group 5 2.77± 0.14bc

High-dose Sinensetin group 5 2.45± 0.11bcd

High-dose Sinensetin combined AICAR group 5 2.79± 0.30e

F 42.148

P ＜0.001

表 4 各组大鼠肺组织 AMPK/mTOR通路蛋白表达

Table 4 Expression of AMPK/mTOR pathway protein in lung tissue of rats in each group
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图 2 各组大鼠肺组织 p-AMPK、AMPK、mTORC1Western blot图

Fig.2 Western blot of p-AMPK, AMPK and mTORC1 in lung tissue of

rats in each group

Note: A: control group. B: Model group. C: Low-dose Sinensetin group.

D: Medium-dose Sinensetin group. E: High-dose Sinensetin group.

F: High-dose Sinensetin combined AICAR group.

甜橙黄酮广泛存在于柑橘属植物果实与果皮或陈皮等中

药材中，作为多甲氧基黄酮中的一种，其具有极性较小，易通过

细胞膜等特点[19,20]。甜橙黄酮具有广泛的抗炎、抗氧化、抗病毒、

抗肿瘤能力作用[6,21]。报道显示，甜橙黄酮通过抑制 NF-资B信号
传导发挥抗炎作用[7,22]。Laavola等[23]研究显示，甜橙黄酮可抑制

炎症基因表达与 STAT1激活。Li等[7]研究显示，甜橙黄酮可降

低甲型流感病毒引发的炎症反应。以上结果均显示，甜橙黄酮

对抑制炎症、抗病毒有功效，其是否对 RSV诱导的肺炎有效仍

未知。本研究通过 RSV滴鼻大鼠模拟患者 RSV感染，发现模

型大鼠肺指数升高，肺组织结构破坏，大量炎性细胞浸润，肺泡

灌洗液中 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平、RSV病毒载量升高，表明
模型大鼠肺炎症反应增强，肺部损伤严重。经不同剂量甜橙黄

酮腹腔注射后，大鼠肺体指数降低、RSV病毒载量降低，肺泡灌

洗液内 IL-1茁、IL-6、TNF-琢水平降低，肺组织损伤程度减轻，炎
症评分降低，且各组间存在剂量依赖性，提示甜橙黄酮可有效

抑制 RSV复制，降低大鼠肺部炎症水平，进而减轻肺组织

损伤。

AMPK是调控能量稳态的重要激酶，维持细胞生理活动，

同时参与多种信号传导[24-26]。当细胞处于低能量状态时，AMPK

被激活[25]。近年来，研究发现 AMPK在抗炎方面作用显著。潘宁

波等 [27] 研究显示，AMPK激活剂 AICAR可显著降低 TNF-琢、
IL-6水平表达，并伴随肝组织损伤减轻。mTORC1是 AMPK的

关键下游，在脂多糖（LPS）诱导的细胞或动物损伤模型中，

mTORC1 活性被抑制 [28,29]；而在呼吸机引起的肺损伤中，

mTORC1活性升高[30]。以上研究均说明，AMPK/mTOR通路在

炎症反应中发挥重要作用。本研究中，模型大鼠

p-AMPK/AMPK、mTORC1水平升高，提示 AMPK/mTORC1通

路激活可能与大鼠的炎症反应、肺部损伤有关。经甜橙黄酮治

疗后，大鼠肺组织 AMPK、mTORC1蛋白表达降低。为验证甜

橙黄酮是否通过 AMPK/mTOR通路发挥抗炎、抗病毒、抗肺部

损伤的能力，本研究在甜橙黄酮高剂量组基础上添加 AMPK

激活剂 AICAR，发现甜橙黄酮对模型大鼠的肺部保护作用被

逆转，提示甜橙黄酮可能通过抑制 AMPK/mTOR激活发挥对

RSV诱导的大鼠肺部损伤的保护作用。

综上所述，甜橙黄酮可能通过抑制 AMPK/mTOR通路发

挥对 RSV诱导的大鼠抗炎、抗病毒、抗肺部损伤作用。本研究

仍存在一定不足之处，RSV诱导的大鼠肺损伤是多通路进展的

疾病，本研究仅从 AMPK/mTOR通路入手分析了甜橙黄酮对

大鼠的肺部保护作用，甜橙黄酮参与大鼠肺部保护作用的相关

机制仍有待进一步探讨。
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