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［摘　要］　目的　通过人工气候模拟，观察流感病毒性肺炎湿热证小鼠Ｔｏｌｌ样受体７（ＴＬＲ－７）介导信号通路的变化，探讨病

毒性疾病湿热证的物质基础。 方法　将５０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为正常对照组１０只、单纯湿热组１０只、湿热模型组１５
只、单纯病毒组１５只。单纯湿热组：全程高脂饲料喂养，连续１０天置于气候箱；湿热模型组：全程高脂饲料喂养，连续１０天置

于气候箱，第１１天接种病毒，接种病毒后不再置入气候箱；单纯病毒组：全程普通饲料喂养１４天，不置入气候箱，第１１天接种

病毒１次，继续喂养３天，第１５天处死采集标本，每组随机选取８个样本检测，比较各组ＴＬＲ－７、核因子－κＢ（ＮＦ－κＢ）、髓样分化

因子８８（ＭｙＤ８８）ｍＲＮＡ表达水平。 结果　湿热模型组ＴＬＲ－７、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ三者 ｍＲＮＡ表达水平较其他３组增高，但

ＴＬＲ－７、ＭｙＤ８８　４组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＮＦ－κＢ水平湿热模型组高于其他３组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。 结论　
湿热因素干预能上调ＴＬＲ－７介导信号因子，尤其是下游信号因子ＮＦ－κＢ，从而激发Ｔｏｌ１－ＮＦ－κＢ信号通路，导致湿热模型组小

鼠肺脏病变程度较单纯病毒组重。

［关键词］　流感病毒；湿热证；Ｔｏｌｌ样受体７；核因子－κＢ；髓样分化因子８８
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　　岭南地区由于其特殊的湿热环境导致流感发病
多夹湿热［１］。病毒性疾病发病与病毒毒力和机体免
疫应答相关，后者对疾病的表现和转归起着重要的

作用。ＴＬＲｓ家族（ＴＬＲｓ）是天然免疫中重要的模
式识别受体，同时也是连接天然免疫与获得性免疫
的桥梁，在机体抗病原体感染中发挥重要的作用。
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本研究通过比较观察流感病毒性肺炎湿热证小鼠

Ｔｏｌｌ样受体７（ＴＬＲ－７）、髓样分化因子８８（ＭｙＤ８８）、
核因子－κＢ（ＮＦ－κＢ）表达水平的变化，探讨岭南病毒
性疾病湿热证，为湿热证的治疗提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验动物

４周龄ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠共５０只，雌雄各
半，体重１３～１５ｇ。由广东省医学实验动物中心提
供，实验动物许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２００３－２００２。

１．２　饲料
高脂饲料配方：８０％的基础饲料＋８％的蜂蜜＋

１２％的猪油，由广东省医学实验动物中心提供。

１．３　流感病毒
甲１型流感病毒毒种（Ｈ１Ｎ１）由中国药品生物

制品检定所提供，广州中医药大学热带病研究所病
毒室增强毒力，测定ＬＤ５０＝４．２５，实验时取冷冻毒
种用流水冲浸解冻后，将其稀释为每０．５ｍｌ含

２ＬＤ５０的病毒液。

１．４　实验试剂及仪器

Ｔｒｉｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号：１５５９６０２６），
逆转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，批号：Ｋ１６２２），Ｒｅ－
ａｌｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，日本ＴＯＹＯ－
ＢＯ公司，批号：ＱＰＫ－２０１），引物合成（上海英骏生物
技术有限公司）；人工气候箱（广东省医疗器械厂生
产）；７３００型荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）。

１．５　动物分组、给药及造模方法

５０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，按随机数字表法随机分
为正常对照组１０只、单纯湿热组１０只、湿热模型
组１５只、单纯病毒组１５只。正常对照组：普通饲
料喂养１４天；单纯湿热组：全程高脂饲料喂养，
连续１０天置于气候箱，气候箱条件设置：温度
（３２±０．５）℃、湿度９０％±５％暴露，６ｈ／天，不接
种病毒，第１１天不再置入气候箱继续喂养３天；
湿热模型组：全程高脂饲料喂养，连续１０天置于
气候箱 （气候箱条件设置如单纯湿热组）暴露，

６ｈ／天，第１１天接种病毒 （接种病毒方法：在乙醚
轻度麻醉下，用浓度为２ＬＤ５０的病毒液滴鼻感染小
鼠，每只０．０５ｍｌ），接种病毒后不再置入气候箱，
继续常温喂养３天；单纯病毒组：全程普通饲料喂
养１４天，不置入气候箱，第１１天接种病毒１次
（方法如湿热模型组），继续常温喂养３天。

１．６　标本采集及预处理
实验结束后，小鼠禁食不禁水１２ｈ，第１５天以

急性大失血法处死采集标本。每组随机选取８个标
本检测。取约５ｍｍ×５ｍｍ大小肺组织，立即放入
液氮冻存管中，－８０℃低温保存。

１．７　小鼠肺组织ＴＬＲ－７、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ检测
采用半定量反转录聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检

测。具体步骤如下：小鼠肺组织不断加液氮研磨成
粉末状，再按１∶１０比例加Ｔｒｉｚｏｌ提取ＲＮＡ，按照
试剂盒要求操作。取１０μｌ制备好的ＲＮＡ模板做逆
转录反应，逆转录反应体系组成：模板 ＲＮＡ　１０μｌ、

Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物１μｌ、ＤＥＰＣ处理水２μｌ、５倍ｂｕｆｆｅｒ
４μｌ、ＲｉｂｏＬｏｃｋ　Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　１μｌ、１０ｍＭ
ｄＮＴＰ　ｍｉｘ　２μｌ、Ｍ－ＭｕＬＶ逆转录酶１μｌ，转录条件
为 ４３℃ １ｈ。ＴＬＲ７ 引 物：上 游 ５＇－ＧＧＴＧ－
ＧＣＡＡＡＡＴＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣ－３＇，下游５＇－ＡＧＣＴＧ－
ＴＡＴＧＣＴＣＴＧＧＧＡＡＡＧＧＴＴ－３＇，扩增片段长度为

１１１ｂｐ；ＭｙＤ８８引物：上游５＇－ＣＡＧＣＧＡＧＧＴＴＴＧ－
ＣＡＴＣＴＴＣＴＴ－３＇，下 游 ５＇－ＴＣＡＣＴＴＴＣＴＴＧＧＧ－
ＧＡＣＴＣＡＧＧ－３＇，扩增片段长度为１０６ｂｐ；ＮＦ－κＢ－
Ｐ６５引物：上游５＇－ＡＣＧＣＧＧＡＴＴＣＣＴＧＴＡＣＡＣＣＴ－
３＇，下游５＇－ＣＡＧＧＡＧＣＴＣＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＡ－３＇，扩
增片段长度为１１３ｂｐ；ＧＡＰＤＨ（内参照基因）引物：
上游５＇－ＡＡＣＡＧＧＧＴＧＧＴＧＧＡＣＣＴＣＡＴ－３＇，下游５
＇－ＧＧＧＡＴＡＧＧＧＣＣＴＣＴＣＴＴＧＣＴ－３＇，扩增片段长
度为１００ｂｐ。定量ＰＣＲ采用２５μｌ体系，引物浓度为

２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，扩增条件为：９５℃１ｍｉｎ，然后９５℃１５ｓ，

６０℃１ｍｉｎ，共４０循环。最后进行定量分析，以目的
基因与内参照基因的比值（Ｐ）表示目的基因ｍＲＮＡ
的表达。

１．８　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件。计量资料采用均

数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示。多组间比较采用单因素方
差分析。

２　结果

２．１　各组小鼠ＴＬＲ－７ｍＲＮＡ表达水平比较
表１示，湿热模型组 ＴＬＲ－７ｍＲＮＡ表达水平

高于其他３组，单纯湿热组则低于其他３组，单纯病
毒组与正常对照组数值相近，但４组之间 ＴＬＲ－７
ｍＲＮＡ表达水平差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

２．２　各组小鼠 ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ表达水平比较
表１示，湿热模型组 ＭｙＤ８８ｍＲＮＡ表达水平

比正常对照组、单纯湿热组、单纯病毒组高，单纯湿
热组则比其他３组低，但４组动物肺组织 ＭｙＤ８８
ｍＲＮＡ表达水平差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
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表１　各组小鼠肺组织ＴＬＲ－７、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ　ｍＲＮＡ表达水平比较（珚ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＴＬＲ－７ ＭｙＤ８８ ＮＦ－κＢ－Ｐ６５

正常对照组 ８　 １．５６±０．１０　 １．４０±０．０７　 １．３８±０．１６△△

单纯湿热组 ８　 １．５０±０．０７　 １．３６±０．１１　 １．４２±０．１２△△

湿热模型组 ８　 １．６４±０．２６　 １．５８±０．３３　 １．８９±０．１４＊

单纯病毒组 ８　 １．５６±０．１２　 １．４５±０．２６　 １．６７±０．２８＊△

　　注：与正常对照组比较，＊Ｐ＜０．０１；与湿热模型组比较，△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

２．３　各组小鼠ＮＦ－κＢ　ｍＲＮＡ表达水平比较
表１示，湿热模型组、单纯病毒组动物肺组织

ＮＦ－κＢ　ｍＲＮＡ 表达水平较正常对照组升高（Ｐ＜
０．０１）；湿热模型组较单纯病毒组和单纯湿热升高明
显（Ｐ＜０．０５）。单纯湿热组与正常对照组比较，ＮＦ－
κＢ　ｍＲＮＡ表达水平稍增高，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

ＴＬＲｓ能特异性地识别病原相关分子模式
（ＰＡＭＰｓ），通过跨膜结构将病原相关分子刺激信号
转导入细胞内，产生复杂的级联信号反应导致ＮＦ－
κＢ信号通路的激活，引起ＩＦＮ－β以及 ＴＮＦ－α等相
应炎性介质的瀑布式释放，趋化和激活嗜中性白细
胞，活化淋巴细胞，启动针对病原微生物的固有和获
得性免疫［２－３］。ＴＬＲｓ介导抗病毒免疫途径主要有
两条：ＭｙＤ８８依赖途径和非 ＭｙＤ８８依赖途径。

Ｌｕｎｄ等［４］通过ＴＬＲ－７缺陷小鼠体内研究推断流感
病毒等ｓｓＲＮＡ 病毒通过 ＴＬＲ７刺激ＩＦＮ－α／β应
答。Ｄｉｅｂｏｌｄ等［５］用聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）浓缩流感病
毒ｓｓＲＮＡ可以诱导野生型小鼠ｐＤＣ产生ＩＦＮ－α。

研究发现［６］ＴＬＲ－７对流感病毒的识别及其诱导的
中性粒细胞炎症因子的分泌是必需的。因此实验选
择ＴＬＲ－７、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ为观察指标。在 ＴＬＲｓ／

ＲＬＲｓ信号通路中，ＮＦ－κＢ主要通过经典途径被激
活，故本研究检测的为与经典途径相关的 ＮＦ－κＢ
（ｐ６５）。实验结果提示，ＴＬＲ－７、ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ三
者ｍＲＮＡ表达水平增高与流感病毒感染相关，但湿
热模型组上调幅度较大，尤以 ＮＦ－κＢ明显，从而激
发 Ｔｏｌ１－ＮＦ－κＢ 信号通路下游炎症细胞因子如

ＴＮＦ－α、ＩＬ－１２等大量分泌，从而引起炎症反应，在吞
噬病原体的同时，过度的炎症反应破坏正常组织结
构和功能，因此湿热模型组小鼠肺脏病变程度较单
纯病毒组重，死亡率也较高［７］。

本实验在研究设计时，假设病毒入侵后，ＴＬＲ－７
通过 ＭｙＤ８８依赖通路启动胞内信号传导，活化因
子 ＭｙＤ８８、ＮＦ－κＢ等转录因子，三者表达增高，且三

者表达的增高为平行的，但后者假设未得到证实。
实验结果显示，单纯病毒组和湿热模型组 ＴＬＲ－７、

ＭｙＤ８８均值虽较正常组增高，但差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），而单纯病毒组和湿热模型组 ＮＦ－κＢ均
值较正常对照组增高幅度较大，且差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５），三者上调幅度不平行。考虑有以下
几种可能：①ＴＬＲ－７及 ＭｙＤ８８表达水平与病毒毒
力相关：本实验感染流感病毒浓度为２ＬＤ５０，攻击量
较小，毒力较弱，故ＴＬＲ－７二者表达水平变化不大。

②ＴＬＲ－７及 ＭｙＤ８８表达水平与病程相关：ＴＬＲ－７
于疾病进展过程中消耗，实验取材时间为疾病后期，
故二者表达水平较低。③存在其他激活 ＮＦ－κＢ表
达的通道：ＴＬＲｓ相关免疫反应是复杂的、交叉的。

已有报道［８］Ｔｏｌｌ样受体－３（ＴＬＲ－３）在支气管和肺泡
上皮细胞中组成型表达，这些细胞在遇到Ａ型流感
时受体会上调，增强了炎症信号，在 Ａ型流感病毒
引起的严重炎症反应中发挥重要作用。依赖

ＭｙＤ８８的信号通路为ＴＬＲｓ的共有通路，但ＴＬＲ－３
的信号通路和其他受体共有的信号通路有所不同，
它介导的胞内信号传导通路除依赖 ＭｙＤ８８的信号
通路外，还可通过依赖ＴＲＩＦ的信号通路发生作用。
由于ＴＲＩＦ中具有ＴＲＡＦ同源的结构域，因此在Ｉ－
ＲＡＫ缺失的细胞中，当 ＴＬＲ３识别ｄｓＲＮＡ后，也
可通过ＴＲＩＦ作用于ＴＲＡＦ６使ＴＡＫ１磷酸化而激
活，激活的ＴＡＫ１导致ＩＫＫ和 ＭＫＫ６的磷酸化，最
终使ＮＦ－κＢ和 ＭＡＰＫ信号途径被活化［９］。该研究
还显示，流感病毒引发的炎症反应中，ＴＬＲ３正是通
过ＴＲＩＦ依赖的信号通路发挥作用，而非 ＭｙＤ８８依
赖通路。故本实验中 ＮＦ－κＢ上调幅度与 ＴＬＲ－７、

ＭｙＤ８８不平行，可能与流感病毒入侵后，ＴＬＲ３通
过ＴＲＩＦ依赖信号通路亦活化 ＮＦ－κＢ，导致其上调
幅度较大相关。
本实验结果显示，湿热因素干预能上调ＴＬＲ－７

介导信号因子，尤其下游信号因子 ＮＦ－κＢ，从而激
发Ｔｏｌ１－ＮＦ－κＢ信号通路，导致湿热模型组小鼠肺

（下转第１４９５页）
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血通络之法，选用临床常用的化浊解毒活血通络中
药制定为本研究的协定处方，方中石菖蒲、黄连辟秽
化浊，郁金活血兼有清心开窍之功，三药合而为君。
地龙、川芎通达脑络气血之瘀滞，丹参、赤芍凉血活
血，当归养血活血，诸药共担臣药之职。茯苓健脾渗
湿，使痰浊无以生成。泽泻渗湿泄热，使浊毒之邪从
下而出，为方中之佐。川芎上行头目兼有引经之用，
为方中之使。该方切中脑缺血再灌注损伤之病机，
共奏化浊解毒、活血通络之功。本研究表明化浊解
毒活血通络法能够提高小鼠的学习记忆能力，改善
脑络损伤所导致的行为学障碍。海马是脑缺血缺氧
时最容易受损的部位之一［８］，因此我们还选用海马

ＣＡ１区作为观察研究的对象，研究结果表明小鼠海
马ＣＡ１区神经细胞形态学的优劣表现与各组小鼠
的行为学成绩高低呈正相关，这与现代医学对海马

ＣＡ１区功能的认识相一致。化浊解毒活血通络法
能够从一定程度上抑制海马ＣＡ１区神经细胞的迟
发性坏死，改善海马ＣＡ１区的神经细胞形态学表
现，对脑缺血再灌注损伤小鼠的受损神经细胞有明
显修复作用。
综上所述，化浊解毒活血通络法对脑缺血再灌

注损伤有比较明显的神经保护作用，也从一定程度

上佐证了浊毒致病理论与脑系疾病之间存在相关

性。化浊解毒活血通络中药对脑缺血再灌注损伤的
神经保护作用机制可能是多元性的，还需要进一步
探索，以便为化浊解毒活血通络法在临床的广泛应
用提供有力证据。
参考文献
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脏病变程度较单纯病毒组重，死亡率也较高［７］。

ＴＬＲｓ介导反应是复杂的、交叉的，目前国内外研究
显示流感病毒与ＴＬＲ－３亦相关，本实验仅对ＴＬＲ－７
进行观察，未对ＴＬＲ－３进行观察，通路之间的相互
影响尚未弄清与阐明，需进一步研究证实。
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