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疏风宣肺方'解表清里方药对流感病毒小鼠
)GH9

'

+IC88

'

7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达的影响

刘$琪#

!

!

$顾立刚#

$卢娜娜#

$周旭澎#

$吴$臖#

$邱泽计#

$张洪春$

$晁恩祥$

摘要$目的$观察疏风宣肺和解表清里方药对流感病毒亚甲型肺适应株"

J+#

#感染小鼠肺组织细胞

)455

样受体
9

"

)455

#

5>M- 2-B-./42 9

!

)GH9

#$髓样分化因子
88

"

0I-54>N N>OO-2-P/>=/>4P O=B/42 88

!

+IC88

#$激活核因子
Q=..= K

"

P@B5-=2 O=B/42

#

M=..=K

!

7J

#

!K

#

0H7L

及蛋白表达的影响% 方法$选

择
#"8

只小鼠!随机分为
%

组&正常组!模型组!磷酸奥司他韦胶囊组'西药组!

!

!

F ?E

"

0G

(

N

#)!疏风宣肺

方"中药
#

#高$中$低剂量组'

$

!

9;!

$

#

!

88#

$

"

!

%:# ?E

"

M?

(

N

#)!解表清里方"中药
!

#高$中$低剂量组

'

:

!

$;8

$

!

!

#8:

$

#

!

"%! ?E

"

M?

(

N

#)!每组
#!

只% 将各组小鼠用乙醚轻度麻醉!正常组以
"

!

"F 0G

生理盐

水滴鼻!其余各组以
"

!

"F 0G :GCF"

流感病毒
J+#

稀释液滴鼻感染小鼠% 造模成功率
#""R

% 感染后
! S

灌胃给药% 正常组$模型组灌胃蒸馏水!

"

!

! 0GE

次!

#

次
EN

!连续干预
:

天% 采用
H)

#

T&H

反应测定肺组织

)GH9

$

+IC88

$

7J

#

!K 0H7L

表达!采用
*-U/-2P 154/

法测定肺组织
)GH9

$

+IC88

$

7J

#

!K

蛋白表达水

平% 结果$与正常组比较!模型组
)GH9

$

+IC88

$

7J

#

!K 0H7L

表达升高"

T V"

!

"#

#*与模型组比较!西药

组!中药
#

高$中$低剂量组
)GH9

$

+IC88

$

7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达降低"

T V "

!

"F

!

T V "

!

"#

#!中药
!

高$中剂量组
)GH9

$

7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达降低"

T V "

!

"F

!

T V "

!

"#

#!中药
!

高$中剂量组
+IC88

0H7L

表达降低"

T V"

!

"F

#!中药
!

中剂量组
+IC88

蛋白表达降低"

T V"

!

"F

#!中药
!

低剂量组
)GH9

$

7J

#

!K

蛋白表达降低"

T V"

!

"F

#% 与西药组比较!中药
#

低剂量组
+IC88

蛋白表达降低"

T V"

!

"F

#!中药

#

中$低剂量组
7J

#

!K

蛋白表达降低"

T V"

!

"#

#*中药
!
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)GH9 0H7L

及蛋白表达降低"

T

V"

!
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!

T V"

!
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+IC88

蛋白表达降低"

T V"

!

"#

#!中药
!

低剂量组
7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达降低"

T

V"

!

"F

!

T V"

!

"#

#% 结论$疏风宣肺方各剂量和解表清里中剂量能通过调节
+IC88

依赖的
)GH

信号传导

通路下调
7J

#

!K

活性!发挥抗流感病毒的作用% 疏风宣肺方效果优于解表清里方%

关键词$疏风宣肺方*解表清里方*流感病毒*
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#

5>M- 2-B-./42 9

$$流感病毒感染宿主"其病原相关分子模式$

.=/S4

#

?-P =UU4B>=/-N 045-B@5=2 .=//-2P

"

TL+T

%被宿主

的模式识别受体 $

.=//-2P

#

2-B4?P>/>4P 2-B-./42

"

THH

%识别"引起宿主的天然免疫反应(

)455

样受体

$

)455 5>M- 2-B-./42

"

)GH

%是固有免疫病原模式识别

受体之一(

)GH

识别
TL+T

之后"其本身结构发生二

聚化"通过
"

型信号受体胞内区$

)455E(G

#

# 2-B-./42

S40454?4@U 2-?>4P

"

)(H

%结构域激活髓样分化因子

88

$

0I-54>N N>OO-2-P/>=/>4P O=B/4288

"

+IC88

%"促

使核因子
Q=..= K

抑制蛋白激酶$

(QQ

%磷酸化"激活

核因子
Q=..= K

$

P@B5-=2 O=B/42

#

M=..=K

"

7J

#

!K

%"

并以二聚体的形式转入细胞核"促使多种细胞因子的

产生" 介导机体抗病毒免疫应答)

#

*

( 疏风宣肺方'解

表清里方在临床应用中均有效)

;

*

"但作用机制尚不明

确( 本研究通过基础实验来探讨两种方药对流感病毒

亚甲型鼠肺适应株 $

J+#

%感染小鼠的肺组织细胞

)GH9

信号通路的影响(

材料与方法

#

$动物$雄性
(&H

小鼠"

:

周龄"

,TJ

级"体质

量
#$

%

#F ?

"合格证号#

,&QQ

$京%

!"##

"

""":

&小

鼠及饲料均由斯贝福$北京%实验动物科技有限公司

提供&实验动物于洁净柜中饲养"环境保持室温

$

!:

&

!

% '"相对湿度$

F"

&

#"

%

R

(

!

$药物$疏风宣肺方由金银花'连翘'牛蒡子'蝉

蜕'荆芥等组成"颗粒剂( 解表清里方由炙麻黄'生石

膏'黄芩'杏仁'生甘草等组成"颗粒剂( 中日友好医院

药厂制备( 阳性对照药物为磷酸奥司他韦胶囊$达

菲%"

9F 0?

"瑞士巴塞尔豪夫迈!罗氏公司生产"批

号#

K#$F:

"浓度为
!

!

F ?E0G

(

$

$病毒$

J+#

由中国中医科学院中药研究所提

供"本实验室"

9F

'冰箱保存( 复苏后于
%

日龄鸡胚

尿囊腔连续传代
!

次后"测血凝滴度为
#

(

;:

(

:

$试剂及仪器$

)H([45

试剂盒$

(Pa>/24?-P

"美

国%"引物由上海生工生物工程公司合成"

+

#

+G3

反转

录试剂盒$

)=Q=2=

"日本%"

H)

#

T&H

扩增试剂盒$北

京泽平生物技术有限公司%"

L?=24U-

$

T240-?=

"美

国%"

C<T&

$

,>?0=

"美国%"

#""1. C7L G=NN-2

$北

京全式金生物技术有限公司%"

)GH9

兔抗人一抗$北

京博奥森公司"货号#

1U;;"#H

"批号#

%%"F8;*

%"

+IC88

兔抗小鼠一抗 $北京博奥森公司"货号#

1U#":9H

"批号#

%%"F8;*$

%"

7J

#

!K

兔抗人一抗
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&,)

公司"货号#

:9;:,

"批号#

""$$

%"

_HT

标记山

羊抗兔
(?]

二抗 $北京中杉金桥公司"货号#

^K

#

!$"#

"批号#

#"#8::

%"蛋白质分子量
+=2M-2

$美国

K>4

#

2=N

"货号#

#;#

"

"$9:

"批号#

$#"""9%#%

%(

H)

#

T&H

仪$

LK( 9F""

美国%"稳压稳流电泳仪$

K>4

#

H=N

美国%"数码凝胶成像系统$

K(7)L

北京%"超净工作台

$北京长城空气净化公司%"电子天平$

'L$""$

"上海

越平科学仪器有限公司%"电热恒温培养箱 $

C_T

#

%"F!

型"上海一恒科技有限公司%"计算机图像分析

仪$

(0=?-

#

T24 T5@U LP=5IU>U ,4O/ Z=2-

%"

:

'低温

高速离心机$

)S-204

美国%"核酸紫外分光光度计

$

K>4.S4/40-/-2

德国%(

F

$流感病毒小鼠模型制备及分组$选择
#"8

只

小鼠"随机分为
%

组#正常组"模型组"磷酸奥司他韦胶

囊组$西药组%"疏风宣肺方$中药
#

%高)

$

!

9;! ?E

$

M?

!

N

%"相当于临床
!

倍剂量*'中 )

#

!

88# ?E

$

M?

!

N

%*'低剂量)

"

!

%:# ?E

$

M?

!

N

%*组"解表清里方$中

药
!

%高)

:

!

$;8 ?E

$

M?

!

N

%"相当于临床
!

倍剂量*'

中)

!

!

#8: ?E

$

M?

!

N

%*'低剂量)

#

!

"%! ?E

$

M?

!

N

%*

组"每组
#!

只( 将各组小鼠用乙醚轻度麻醉"正常组

以
"

!

"F 0G

生理盐水滴鼻"其余各组以
"

!

"F 0G

的

:GCF"

$半数致死量%流感病毒
J+#

稀释液滴鼻感染

小鼠)

!

*

( 滴鼻感染小鼠均成功"未出现死亡(

;

$干预方法$感染后
! S

灌胃给药( 正常组'模

型组灌胃蒸馏水" 西药组灌胃磷酸奥司他韦

$

!

!

F ?EN

%(按照人与小鼠体表面积换算给药剂量"以

加倍量为高剂量"折半量为低剂量( 其他
;

组分别灌

胃疏风宣肺抗流感方药高'中'低剂量和解表清里抗流

感方药高'中'低剂量(

#

次
EN

"

"

!

! 0GE

次"连续干预
:

天(

9

$检测指标及方法$干预结束后禁食不禁水
8 S

"

摘眼球放血致死"无菌摘取全肺"存于液氮中备用(

9

!

#

$肺组织
)GH9

'

+IC88

和
7J

#

!K 0H7L

表

达检测$采用荧光
H)

#

T&H

方法测定(

)H([45

提取肺

组织总
H7L

"取
# #? 0H7L

反转录成
!" #G

体系的

BC7L

"稀释
#"

倍后取
! #G

进行
T&H

扩增(

T&H

扩

增条件为#

%:

'预变性
# 0>P

"

%:

'

8 U

"

;"

'

$: U

"

共
:"

个循环" 最后是
9!

'

#" 0>P

延伸( 引物序列#

)GH9

上游#

F

)#

L&]&)))&)))]&LL&)])]

#

$

)"下

游#

F

)#

)))])])]&)&&)]]L&&)L

#

$

)&

+IC88

上

游#

F

)#

)]])]]))])))&)]L&]L)

#

$

)" 下 游#

F

)#

]]LLL])&&))&))&L)&]&

#

$

)&

7J

#

!K

上游#

F

)#

]&)L&L&L]L]]&&L))]LL

#

$

)"下游#

F

)#

)&&&]

#

]L]))&L)&)L)])]

#

$

)( 相对定量
!

"

$$&)法分析

结果(

9

!

!

$肺组织
)GH9

'

+IC88

及
7J

#

!K

蛋白表达

检测$采用
*-U/-2P 154/

检测( 取
#"" 0?

肺组织

样本于液氮中快速研磨"将粉末加入裂解液"

K2=N

#

O42N

法蛋白定量( 取总蛋白
:" #?

"以
F

*样品缓冲

液配平上样体积后"沸水浴中
F 0>P

使蛋白变性"上

样(

,C,

#

TL]<

电泳$浓缩胶
8" 3

"分离胶
#"" 3

%"

半干电转膜仪转膜$

$" 0L

"

%" 0>P

%(

FR)K,

#

)

脱

脂奶粉封闭后加入一抗"

:

'过夜(

)K,

#

)

漂洗液洗

膜
#" 0>P

"共
$

次"加入
_HT

标记的二抗"

$9

'振荡

;" 0>P

( 将
T3CJ

膜置
<&G

混合液中于室温下振荡

温育
F 0>P

"

W

线胶片曝光"经显影'定影'扫描后观察

结果( 应用
(0=?-

#

T24 T5@U

$

(TT

%软件对扫描图像

的目的条带进行灰度分析"各目的条带与
]LTC_

的

灰度比值为目的蛋白的相对表达量(

8

$统计学方法$数据采用
,T,, #9

!

"

处理(

计量资料以
Y

&

U

表示"显著性比较用采用方差分析

法"各治疗组与正常组'模型组数据的比较应用
DP-

#

Z=I L7D3L

检验"组间比较应用
G,C

多重分析法(

T V"

!

"F

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组一般状态比较$滴鼻感染病毒
!:

%

:8 S

后"除正常组外"各组小鼠有不同程度的流感症状"表

现为蜷聚'呼吸急促'易激惹(

$

%

:

天喘促明显"体重

下降"精神萎靡"体毛失去光泽"饮水量逐渐减少( 干

预期间"西药组小鼠发病较轻"活动受限的小鼠少( 两

个中药中'小剂量组较高剂量组状态好(

!

$各组肺组织
)GH9

'

+IC88

'

7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达比较$表
#

"图
#

%$与正常组比较"模型组

)GH9

'

+IC88

'

7J

#

!K 0H7L

表达升高$

T V"

!

"#

%&与

模型组比较"西药组"中药
#

高'中'低剂量组
)GH9

'

+IC88

'

7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达降低$

T V "

!

"F

"

T V"

!

"#

%"中药
!

高'中剂量组
)GH9

'

7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达降低$

T V"

!

"F

"

T V"

!

"#

%"中药
!

高'中剂

量组
+IC88 0H7L

表达降低$

T V"

!

"F

%"中药
!

中剂

量组
+IC88

蛋白表达降低$

T V"

!

"F

%"中药
!

低剂量

组
)GH9

'

7J

#

!K

蛋白表达降低$

T V"

!

"F

%( 与西药组

比较"中药
#

低剂量组
+IC88

蛋白表达降低$

T V

"

!

"F

%"中药
#

中'低剂量组
7J

#

!K

蛋白表达降低$

T V

"

!

"#

%&中药
!

高'中'低剂量组
)GH9 0H7L

及蛋白表

达降低$

T V "

!

"F

"

T V "

!

"#

%"

+IC88

蛋白表达降低

$

T V"

!

"#

%"中药
!

低剂量组
7J

#

!K 0H7L

及蛋白表

达降低$

T V"

!

"F

"

T V"

!

"#

%(
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%
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表
#

%各组小鼠
)GH9

'

+IC88

'

7J

#

!K 0H7L

及蛋白表达比较$$

Y

&

U

%

组别 剂量
P )GH9 0H7L

$$

)GH9

蛋白$$

+IC88 0H7L

$$

+IC88

蛋白$$

7J

#

!K 0H7L

$$

7J

#

!K

蛋白$$

正常 $$$$+

#!

#

+

#

&

"

+

$

!!

"

+

!

&

"

+

#

#

+

"

&

"

+

$

!!

"

+

!

&

"

+

#

#

+

"

&

"

+

#

!!

"

+

F

&

"

+

#

模型 $$$$+

#! 9

+

:

&

#

+

; "

+

%

&

"

+

# $

+

:

&

"

+

% "

+

8

&

"

+

# !

+

!

&

"

+

: #

+

;

&

"

+

!

西药
!

+

F ?EN #!

$

+

!

&

#

+

9

!!

"

+

$

&

"

+

!

!!

#

+

;

&

#

+

#

!

"

+

F

&

"

+

!

!!

#

+

!

&

"

+

:

!!

#

+

#

&

"

+

!

!!

中药
#

高剂量
$

+

9;! ?E

$

M?

!

N

%

#!

:

+

!

&

#

+

"

!!

"

+

:

&

"

+

!

!!

#

+

%

&

"

+

%

!

"

+

;

&

"

+

!

!!

#

+

#

&

"

+

#

!!

#

+

!

&

"

+

#

!!

中剂量
#

+

88# ?E

$

M?

!

N

%

#!

$

+

;

&

"

+

$

!!

"

+

:

&

"

+

#

!!

#

+

:

&

"

+

:

!!

"

+

F

&

"

+

!

!!

#

+

#

&

"

+

!

!!

"

+

%

&

"

+

#

!""

低剂量
"

+

%:# ?E

$

M?

!

N

%

#!

$

+

F

&

#

+

!

!!

"

+

:

&

"

+

#

!!

#

+

"

&

"

+

$

!!

"

+

$

&

"

+

!

!"

#

+

"

&

"

+

!

!!

"

+

8

&

"

+

#

!""

中药
!

高剂量
:

+

$;8 ?E

$

M?

!

N

%

#!

F

+

$

&

"

+

%

!"

"

+

9

&

"

+

#

!""

#

+

8

&

#

+

$

!

"

+

9

&

"

+

!

""

#

+

:

&

"

+

$

!!

#

+

!

&

"

+

#

!!

中剂量
!

+

#8: ?E

$

M?

!

N

%

#!

:

+

%

&

"

+

$

!"

"

+

;

&

"

+

!

!""

#

+

;

&

"

+

8

!

"

+

;

&

"

+

$

!""

#

+

$

&

"

+

9

!!

#

+

#

&

"

+

#

!!

低剂量
#

+

"%! ?E

$

M?

!

N

%

#!

;

+

:

&

"

+

9

""

"

+

8

&

"

+

!

!""

!

+

%

&

"

+

9

"

+

9

&

"

+

!

""

#

+

%

&

"

+

$

"

#

+

:

&

"

+

!

!""

$$注#与模型组比较"

!

T! "

+

"F

"

!!

T! "

+

"#

&与西药组比较"

"

T! "

+

"F

"

""

T! "

+

"#

$$注#

#

为正常组&

!

为模型组&

$

为西药组&

:

"

;

分别为中药
#

高'中'低剂量组&

9

"

%

分别为中药
!

高'中'低剂量组

图
#

%各组小鼠
)GH9

'

+IC88

'

7J

#

!K

蛋白相对表达量

讨$$论

流感病毒的多聚脲嘧啶核苷酸单链$

.45I@2>N>P-

UUH7L

%通过内吞作用进入细胞"

UUH7L

病毒外壳蛋

白在内体 "溶酶体的酸性环境中降解"从而活化

)GH9

( 人的浆样树突状细胞$

.C&

%大量表达
)GH9

'

)GH8

和
)GH%

( 活化的
)GH9

招募
+IC88

至内体

中"激活
)GH9

信号通路"通过一系列级联反应将信号

传递至
7J

#

!K

'

+LTQ

等"导致
)7J

#

%

'

(G

#

#

等促炎性

细胞因子和抗凋亡蛋白产生"形成细胞因子风暴"参与

或激活免疫应答"引起免疫病理反应( 研究表明"

+IC88

是
)GH

信号通路中重要的接头蛋白分

子)

$

"

:

*

(

7J

#

!K

是许多病毒感染的一种标志( 流感

病毒感染宿主细胞"可引起
7J

#

!K

的活化)

F

*

(

疏风宣肺方和解表清里方是中日友好医院晁恩祥

教授的经验方"在临床实践中取得了良好的疗效)

;

*

(

本研究旨在探讨两种方药对流感的作用机制( 实验结

果表明"疏风宣肺方各剂量组和解表清里中剂量组能

通过调节
+IC88

依赖的
)GH9

信号传导通路下调

7J

#

!K

活性"发挥抗流感病毒的作用(

本实验的结果与两种方药主要成分的多种实验研

究结果类似( 研究表明"银翘散主要提取物体外实验

有直接抑制流感病毒
J+#

增殖的作用)

9

*

( 谢惠臖

等)

8

*通过体内实验表明银翘散可以降低流感病毒
7T

的表达"从而抑制病毒的体内复制( 有研究表明益气

清瘟解毒合剂$生石膏'黄芩'生甘草组成%通过减少

)7J

'

(G

#

#

'

(G

#

;

的产生"抑制流感病毒感染后的炎症

反应)

%

*

( 临床研究表明银翘散和麻杏石甘汤对
_#7#

感染者有很好的疗效)

#"

*

( 疏风宣肺方中金银花'连

翘'牛蒡子和解表清里方中黄芩'生石膏'生甘草等清

热解毒中药能抑制炎性因子"减少炎性细胞浸润"维持

机体免疫系统的自稳(

为了更好地比较两种方药的效果"本课题组前期

做了相关的动物体内实验"观察
J+#

肺炎小鼠的肺指

数'肺组织切片病理形态变化( 结果表明疏风宣肺方

和解表清里方中'小剂量能较明显地降低肺指数"与模

型组比较差异有统计学意义$

T V"

!

"F

%"能减轻肺组

织病变"疏风宣肺抗流感均效果更明显( 疏风宣肺方

通过升高
(J7

#

&

"降低
(G

#

:

水平"纠正
)S# E)S!

平衡"

减轻肺组织病理损伤"且中小剂量效果显著)

##

*

(

两种方药对防治流感均有一定的效果"疏风宣肺

方可剂量依赖性地下调肺组织中
0H7L

及蛋白表达

水平( 且疏风宣肺各剂量组
)GH9

'

+IC88

'

7J

#

!K

0H7L

与西药组比较差异无统计学意义"说明该药物

与西药组作用相当( 但与解表清里方比较差异有统计

学意义$

T V"

!

"F

%( 疏风宣肺中小剂量效果更佳"解

表清里方只有中剂量组有类似作用( 疏风宣肺方的治

疗效果优于解表清里方( 在抗流感病毒感染中还有哪

些接头蛋白参与
)GH

的信号转导"其他信号通路的调

节作用等"本实验室将做进一步的研究(

)GH

信号通

路是连接固有免疫和获得性免疫的桥梁( 随着研究者

对
)GH

研究的深入"结合病毒感染的分子基础"必将

在抗病毒感染'病毒与宿主免疫反应之间的相互作用

以及新药研制等方面提供思路和切入点(
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山东省中西医结合学会妇产科专业委员会第二届第六次会议于青岛召开

!"#$

年
9

月
!;

+

!8

日由山东省中西医结合学会妇产科专业委员会主办的第二届第六次会议

"山东省第十次中西医结合妇产科年会#暨中西医结合妇产科生殖内分泌及辅助生殖技术新进展学习

班在美丽的海滨城市青岛市经济技术开发区+++黄岛胜利召开!会议同时承办了人民卫生出版社,中

西医结合妇产科学-教材研讨会%

本次会议有来自全国
#:

个省"市#和山东省内
#9

地市的各级医院中医$西医及中西医结合生殖$

妇产科临床医师$国家级学术杂志"出版社#编审$高等院校$科研院所从事妇产科生殖领域研究的科

技工作者共
!8"

余人参加了会议% 大会开幕式由山东中西医结合学会妇产科专业委员会主任委员$

山东中医药大学附属医院生殖中心主任连方教授主持并致开幕辞%

国内著名中医$西医生殖$妇产科学界的专家尤昭玲教授$国培教授$连方教授$王谢桐教授$罗颂

平教授$杜惠兰教授$谈勇教授$商学军教授及国内知名专家共
!%

人!就中西医结合生殖医学$妇产科

领域的热点问题!如西医卵巢周期与中医月经八期理论的中西医互认和汇通$中西医结合治疗和预防

复发性流产$促排卵药物的合理应用$中西结合治疗妇科三大证"血症$痛症和带下疾病#的传统与优

势$男性不育症以及医学科研专著和论文的撰写等作了专题报告% 此次盛会!全面总结了近年来中西

医结合妇产科和生殖医学的新进展!使与会人员了解了全国中$西医学界对生殖医学和妇产科疾病中

西医结合治疗的新思路及最新学术成果!为大家提供了一个良好的学术交流平台%

与会人员纷纷表示此次参会受益颇丰!对以后的工作具有积极的指导意义!本次会议是一次学术

气氛浓厚!中$西方医学和谐的盛会%


