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呼吸道合胞病毒感染后期 Poly(I:C) 诱发小鼠
气道炎症及其机制研究
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［摘要］　目的　探讨呼吸道合胞病毒（RSV）感染后再发呼吸道病毒感染时诱发气道炎症及反复喘息的

致病机制。方法　64 只 6~8 周雌性 BALB/c 小鼠随机分为对照组、RSV 组、Poly(I:C) 组及 RSV+Poly(I:C) 组（n=16）。

收集各组肺泡灌洗液（BALF），计数 BALF 中细胞总数及分类计数，苏木精 - 伊红（HE）染色观察肺部病理

损伤，检测小鼠气道反应性（AHR），ELISA 法检测 BALF 中 IFN-γ、IL-4、IL-13、基质金属蛋白酸 9（MMP-
9）及基质金属蛋白酶抑制物 -1（TIMP-1）水平。结果　RSV+Poly(I:C) 组小鼠的气道炎症细胞浸润总数及 AHR

较其他 3 组显著增高（P<0.05）。RSV+Poly(I:C) 组小鼠的肺组织病理损伤较对照组及 RSV 组加重（P<0.01）；

BALF 中 MMP-9 水平较其他 3 组明显升高（P<0.05），IL-4 及 TIMP-1 显著低于 RSV 组（P<0.01）。结论　RSV

感染后病毒再感染可能引起 MMP-9/TIMP-1 表达失衡，加重气道炎症反应。 
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Airway inflammation induced by Poly(I:C) stimulation in the late stage of respiratory 
syncytial virus infection in mice and its mechanism
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Abstract: Objective    To investigate the pathogenic mechanisms of airway inflammation and recurrent wheezing 
induced by recurrent respiratory virus infection after respiratory syncytial virus (RSV) infection. Methods    Sixty-
four female BALB/c mice (aged 6-8 weeks) were randomly divided into four groups: control, RSV, Poly(I:C), and 
RSV+Poly(I:C) (n=16 each). The bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was collected on the 3rd day after Poly(I:C) 
administration, and the total cell number and differential counts in BALF were determined. Hematoxylin-eosin staining 
was used to observe pulmonary pathological changes. The airway responsiveness was detected. ELISA was used to 
measure the levels of interferon-γ (IFN-γ), interleukin-4 (IL-4), interleukin-13 (IL-13), matrix metallopeptidase-9 (MMP-
9), and tissue inhibitor of metalloproteinase-1 (TIMP-1) in BALF. Results    Compared with the other three groups, the 
RSV+Poly(I:C) group had significant increases in the total number of inflammatory infiltrating cells in the airway, airway 
responsiveness, and MMP-9 level in BALF (P<0.05). The RSV+Poly(I:C) group showed more severe pulmonary tissue 
injuries compared with the control and RSV groups (P<0.01). Compared with the RSV group, the RSV+Poly(I:C) group 
showed significant reductions in the levels of IL-4 and TIMP-1 in BALF (P<0.01). Conclusions    Viral re-infection in 
the late stage of RSV infection may cause an imbalance of MMP-9/TIMP-1 expression and thus contribute to aggravated 
airway inflammation.                                                                               [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(5): 455-459]
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呼 吸 道 合 胞 病 毒（respiratory syncytial virus, 

RSV）是引起 5 岁以下儿童呼吸道病毒感染最常见

与最重要的病原，婴幼儿两岁前几乎 100% 感染过

RSV[1]。RSV 感染与反复喘息及哮喘的发生密切相

关，约 90% 的 RSV 感染住院患儿将经历至少 2 次

以上喘息发作，其中 50% 在 6 岁时被诊断为哮喘 [2-3]。

研究报道：RSV 感染后易继发肺炎链球菌、金黄

色葡萄球菌、流感病毒、鼻病毒等感染，导致喘

息及哮喘发生风险显著增加 [4-5]。RSV 再感染时

气道炎症增强、气道粘液分泌增多，气道反应性

（airway hyperresponsiveness, AHR）也明显增高 [6]。

而 RSV 感染后期再感染其他病毒与气道炎症及气

道高反应状态的机制目前尚不清楚。

病毒在复制及转录时产生 dsRNA 可激活固有

免疫反应介导炎症的发生 [7]。Poly(I:C) 是人工合

成的 dsRNA，被广泛用于模拟病毒感染的各类实

验研究。本研究拟通过建立 RSV 感染后期暴露于

Poly(I:C) 的动物模型，探讨 RSV 感染后再发呼吸

道病毒感染时诱发气道炎症及反复喘息的致病机

制。

1　材料与方法

1.1　RSV 病毒繁殖

RSV A2 标准株的培养及繁殖参见于文献 [8]。

空斑实验进行病毒滴度测定（7.2×107 PFU/mL）。

1.2　实验动物分组

64 只 6~8 周龄雌性 BALB/c 小鼠购于重庆医

科大学实验动物中心 , 随机分为 4 组（n=16）。对

照组：细胞培养上清液 100 μL 滴鼻后第 35 天 PBS

（50 μL）滴鼻；Poly(I:C) 组：PBS 滴鼻后第 35 天

Poly(I:C)（LMW, tlrl-picw, Invivogen）10 μg/50 μL 

PBS 滴鼻；RSV 感染组：RSV 100 μL 滴鼻后第 35

天 PBS（50 μL） 滴 鼻；RSV+Poly(I:C) 组：RSV

滴 鼻 后 第 35 天 给 予 Poly(I:C)10 μg/50 μL PBS 滴

鼻。3 天后检测 AHR、采集肺组织及肺泡灌洗液

（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）标本。

1.3　气道反应性测定

将清醒状态小鼠（n=8）先后置于雾化罐及记

录罐中，通过小鼠肺功能仪描记监测 AHR。基础值

（Baseline）为小鼠在未进行乙酰胆碱（Sigma）雾

化前的记录值，体积描记仪器（EMKA）记录气道

阻力（enhanced pause, Penh）值。待检测的小鼠分

别用生理盐水及不同质量浓度（3.125~50 mg/mL）

的乙酰胆碱雾化激发后记录读数。激发 3 min，

休 息 2 min， 读 数 5 min。 气 道 反 应 性 曲 线 表 示

在不同质量浓度乙酰胆碱雾化后的气道阻力值

（Penh=PEP/PIF×Pause）。

1.4　肺泡灌洗液中炎症细胞总数及分类计数

气道反应性测定后麻醉处死小鼠（n=8），

进行有创气管插管，用预冷的 PBS 灌洗肺脏（每

次 0.5 mL）并收集，回收率大于 90%，共 6 次。

BALF 于 4 ℃ 离 心 后（2 500 转 /min，5 min）， 将

上清液在冰上收集、分装，快速存于 -80℃冰箱待

测。细胞沉渣用 1 mL PBS 重悬混匀后细胞计数机

计数；余液再次离心，细胞沉渣涂片，瑞姬氏染

液（南京建成科技有限公司）染色后，油镜下进

行细胞计数。

1.5　肺组织病理切片

小鼠（n=8）处死后将左侧肺取出，置于 10%

甲醛固定 24 h，行组织脱水，石蜡包埋。组织蜡

块切片（5 μm）后苏木精 - 伊红（HE）染色，光

镜下观察肺组织炎症浸润情况，根据文献 [9] 分别

进行细支气管周围炎症、血管周围炎症及肺泡炎

症病理评分。评分由两位实验者分别进行，2 人评

分平均值作为病理评分结果。

1.6　BALF 中细胞因子及基质金属蛋白酶 9、基

质金属蛋白酶抑制物水平检测

ELISA 方 法 检 测 小 鼠 BALF 中 干 扰 素 γ
（IFN-γ）、 白 介 素 4（IL-4）、 白 介 素 13

（IL-13） 水 平 及 基 质 金 属 蛋 白 酶 9（matrix 

metalloproteinases-9, MMP-9）和基质金属蛋白酶抑

制 物 -1（tissue inhibitor of matrix metalloprotease-1, 

TIMP-1）含量，操作按试剂盒（博士德）说明书进行。

1.7　统计学分析

采 用 Graphpad Prim 5.03 软 件 进 行 统 计 学 分

析，计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组均数比较采用 t 检验；多个样本均数比较采用

One-Way ANOVA 分 析， 以 Newman-Keuls 检 验 进

行两两比较。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　BALF 中炎性细胞总数及分类计数

Poly(I:C) 组、RSV 组及 RSV+Poly(I:C) 组 BALF

中细胞总数均较对照组显著增多（P<0.01），同
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时 RSV+Poly(I:C) 组细胞总数也明显高于 RSV 组

及 Poly(I:C) 组（P<0.01），RSV 组与 Poly(I:C) 组的

细胞总数差异无统计学意义（P>0.05）。见图 1。

其中 RSV 组以淋巴细胞增高为主，Poly(I:C) 组和

RSV+Poly(I:C) 组以巨噬细胞为主。

2.2　肺组织炎症浸润情况

对照组小鼠肺泡壁薄，结构清楚，无炎症细

胞 浸 润。Poly(I:C) 组、RSV 组 及 RSV+Poly(I:C) 组

均存在肺泡壁增厚，气管周围、血管周围不同程

度炎症细胞浸润。RSV+Poly(I:C) 组病理评分明显

高于对照组及 RSV 组（P<0.01），与 Poly(I:C) 组

差异无统计学意义（P>0.05）。见图 2。

图 3　乙酰胆碱激发呼气阻力（Penh 值）（n=8）　　

a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与 Poly(I:C) 组比，较 P<0.01；c

示与 RSV 组比较，P<0.05。

图 2　肺组织炎症浸润情况（HE 染色，×200，n=8）　　A~D 依次为对照组、Poly(I:C) 组、RSV 组及 RSV+ Poly(I:C)

组小鼠肺组织病理改变，E 为肺组织病理评分。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与 RSV 组比较，P<0.01。

图 1　各组小鼠 BALF 细胞总数比较（n=8）　　a 示与

对 照 组 比 较，P<0.01；b 示 与 Poly(I:C) 组 比 较，P<0.01；c 示 与

RSV 组比较，P<0.01。

2.3　气道反应性测定结果

Poly(I:C) 组 和 RSV 组 小 鼠 Penh 值 与 对 照

组 比 较， 差 异 无 统 计 学 意 义（P>0.05）， 而

RSV+Poly(I:C) 组 Penh 值在乙酰胆碱浓度为 25 mg/

mL 及 50 mg/mL 时均显著高于 Poly(I:C) 组和对照

组（P<0.01），与 RSV 组差异无统计学意义（P>0.05）；

在 50 mg/mL 浓 度 时，RSV+Poly(I:C) 组 小 鼠 Penh

值明显高于另外 3 组（P<0.05）。见图 3。
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2.4　细胞因子检测

单纯 Poly(I:C) 刺激后，BALF 中 IFN-γ 及 IL-4
表 达 较 对 照 组 差 异 无 统 计 学 意 义（P>0.05）；

RSV 感染后 IFN-γ 水平及 IL-4 水平均较对照组和

Poly(I:C) 组 明 显 升 高（P<0.05）；RSV+Poly(I:C)

组 小 鼠 BALF 中 IL-4 表 达 较 RSV 组 明 显 降 低

（P<0.01）；4 组 BALF 中 IL-13 表达差异无统计

学意义（P>0.05）。见图 4。

图 5　各组小鼠 BALF 中 MMP-9 及 TIMP-1 水平（n=8）　　A、B 分别为各组 BALF 中 MMP-9 及 TIMP-1 表达情况，

C 为各组的 MMP-9/TIMP-1。a 示与对照组比较，P<0.01；b 示与 Poly(I:C) 组比较，P<0.01；c 示与 RSV 组比较，P<0.05。

图 4　各组小鼠 BALF 中细胞因子水平（n=8）　　A~C 依次为各组小鼠 BALF 中 IFN-γ、IL-4 及 IL-13 表达水平比较。

a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 Poly(I:C) 组比较，P<0.01；c 示与 RSV 组比较，P<0.05。

2.5　BALF 中 MMP-9 及 TIMP-1 蛋白表达情况

Poly(I:C) 组 及 RSV 组 BALF 中 MMP-9 以 及

MMP-9/TIMP-1 比值较对照组差异无统计学意义

（P>0.05）；RSV+Poly(I:C) 组 MMP-9 及 MMP-9/

TIMP-1 比 值 较 其 余 3 组 均 有 升 高（P<0.05）；

RSV+Poly(I:C) 组 TIMP-1 的 表 达 较 RSV 组 下 降

（P<0.05），但其余 3 组的 TIMP-1 表达差异无统

计学意义（P>0.05）。见图 5。

3　讨论

RSV 感染后再发生病毒感染是儿童喘息发生

高风险因素。Poly(I:C) 是人工合成的 dsDNA，可

以与 TLR3 结合，刺激靶细胞产生细胞因子和趋

化因子，模拟活病毒感染的病理状态。本研究发

现，RSV 感染后期再遇到 Poly(I:C) 刺激气道炎症

细胞增多，肺部病理损伤加重，气道反应性增高，

BALF 中 MMP-9 水平升高，同时 TIMP-1 及 Th2 类

因子降低。

研究表明卵白蛋白（ovalbumin, OVA）致敏后

用 Poly(I:C) 处理小鼠，气道反应性升高，支气管和

血管周围有较多炎症细胞浸润，BALF 中炎症细胞

总数显著增多同时伴有 IL-5 及 IL-13 水平上调 [10]。

Choi 等 [11] 用 Poly(I:C) 增 敏 建 立 病 毒 相 关 过 敏 性

哮喘模型，发现肺组织 IL-4 及 IFN-γ 水平较单纯

OVA 致敏显著升高并参与气道炎症的致病。本研

究发现 RSV+ Poly(I:C) 组小鼠 BALF 中 IL-4 表达水

平均较单纯 RSV 感染组小鼠降低。提示在 RSV 感

染后 Poly(I:C) 刺激所诱发的肺部炎症反应及气道

高反应不是由传统的细胞因子介导，可能存在其

他机制参与。

MMP-9 被公认为与哮喘关系密切的蛋白酶，

活化后参与维持细胞外基质的稳定；其表达受多
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种机制调控，细胞因子、生长因子及激素等可以

上调 MMP-9 的表达，而 TIMP-1 则与其特异性结

N- 端 反 应 域 合 使 之 失 活 及 降 解 [12]。MMP-9 及 

TIMP-1 通过调节胶原蛋白、弹性蛋白和蛋白多糖

等的降解及合成，维持细胞外基质和基底膜正常

结构及功能；病理情况下可以趋化炎性细胞，调

节表皮、成纤维细胞增殖，上调纤维蛋白表达，

参与气道炎症反应及气道重塑 [13]。动物实验表明

哮喘组小鼠肺组织 MMP-9 水平明显高于对照组 [14]。

而 TIMP-1 在 OVA 诱发哮喘动物模型中具有保护

作用，TIMP-1 基因敲除鼠则会出现肺部炎症、

AHR 及促进细胞因子产生 [15]。MMP-9 与 TIMP-1
之间的平衡可能决定了疾病的发展方向。哮喘患

者气道狭窄与 MMP-9/TIMP-1 比值升高相关 [16]。

本研究发现 RSV+Poly(I:C) 组小鼠 BALF 中 MMP-9/

TIMP-1 比例显著升高，提示 RSV 感染后病毒再感

染可能通过影响 MMP-9/TIMP-1 的平衡加重气道炎

症及 AHR。

综上所述，RSV 感染后病毒再感染可能通过

MMP-9/TIMP-1 表达失衡参与气道炎症反应及 AHR

的致病机制。因此，本研究为 RSV 感染后再发生

病毒感染所致的气道炎症及反复喘息提供了可能

的干预靶点。
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