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［摘　要］目的：探讨苗药防感香囊对小鼠肺组织白介素１受体相关激酶 Ｍ（ＩＲＡＫＭ）、细胞因子信号抑制因
子（ＳＯＣＳ１）基因和蛋白表达的影响。方法：４８只小鼠随机分为空白对照组（Ａ组）、单纯香囊持续吸入组（Ｂ
组）、单纯冷刺激组（Ｃ组）、香囊持续吸入加冷刺激组（Ｄ组），每组１２只，分别给予相应干预，３７ｄ后收集肺组
织，采用定量ＰＣＲ和免疫印迹法检测小鼠肺组织ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡ和蛋白表达。结果：Ｂ、Ｄ组小鼠肺组
织中ＩＲＡＫＭｍＲＮＡ表达水平低下，与Ａ、Ｃ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；Ｂ、Ｄ组肺组织中ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡ
表达水平低于Ｃ组（Ｐ＜００５）；Ｂ组ＳＯＣＳ１蛋白表达水平低下，与Ａ、Ｃ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；其
余各组ＩＲＡＫＭ的蛋白表达水平，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：苗药防感香囊能够下调ＴＬＲ通路的负
性调控因子ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡ及ＳＯＣＳ１蛋白的表达水平，增强ＴＬＲ通路介导的天然免疫功能。
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　　流行性感冒极为常见，新型流感爆发的威胁从
未止步，寻找一种有效防治流感的手段势在必行。

贵州省黔东南州卫生局近年来推广应用苗药防感

香囊在人群中预防流感，效果良好。为阐明苗药防
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感香囊预防流感的确切机制，本研究探讨了其对小

鼠肺组织白介素１受体相关激酶 Ｍ（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１
ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅＭ，ＩＲＡＫＭ）、细胞因子信
号抑 制 因 子 （ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｏｆｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ，
ＳＯＣＳ１）的基因及蛋白表达的影响。

１　材料和方法

１１　材料和仪器　昆明种雄性小鼠购自第三军医
大学实验动物中心，动物许可证号为 ＳＣＸＫ（渝）
２００７－０００３。苗药防感香囊（主要成分为莴嘎勒、
榜莴芜、佳莴姣米）购自新华大地民族医药开发

（黔东南）有限公司。小鼠ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１、βａｃｔｉｎ
和山羊抗兔单克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ）、ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ（北京天根生化）、逆转录试剂盒（深圳
Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）、ＰＣＲ引物序列（上海生工生物工程有
限公司合成）；ＤＡ７６００荧光定量ＰＣＲ扩增仪（深圳
达安）及 ＧｅｌＤｏｃＸＲ凝胶成像系统（美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ）。
１２　分组及给药　鼠龄６～７周的昆明种雄性小
鼠４８只，体质量２５～３０ｇ，随机均分为空白对照组
（Ａ组）、单纯香囊持续吸入组（Ｂ组）、单纯冷刺激组
（Ｃ组）、香囊持续吸入加冷刺激组（Ｄ组）。Ｂ组每
日予１０ｇ香囊持续吸入１２ｈ，６ｄ更换一次香囊；Ｃ
组第３０天开始予１０±１℃冷水中游泳５ｍｉｎ，单只
进行，连续 ７ｄ；Ｄ组，每日予 １０ｇ香囊持续吸入
１２ｈ，６ｄ更换一次香囊，第３０天起给予冷刺激，温
度１０±１℃冷水中游泳５ｍｉｎ，单只进行，连续７ｄ。
香囊具体给药方法：自备普通纸箱４只，长、宽、高
分别为１００ｃｍ、８０ｃｍ、１００ｃｍ，体积０８ｍ３，纸箱
前后左右四面对称位置各挖一个通气窗，总共４个
通气窗，每个通气窗面积为８ｃｍ×５ｃｍ，纸箱内悬
挂香囊，每日２０∶００点将鼠笼放于纸箱中，每组的
２个鼠笼放于同一个纸箱中，次日０８∶００点准时取
出鼠笼。Ａ、Ｃ组予相同时间段置入纸箱处理，但
箱内不悬挂香囊，保证所有小鼠的生活条件一致。

４组均于第３７天处死，收集肺组织。
１３　肺组织 ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡ检测　Ｔｒｉｚｏｌ
法提取总 ＲＮＡ，逆转录成 ｃＤＮＡ，再行 ＰＣＲ。反应
体系（２０μＬ）包括：逆转录产物４μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上
游及下游引物各０５μＬ，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ１０μＬ，
ＲＮａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ５μＬ。循环参数：９５℃ ５ｍｉｎ，
９５℃ １５ｓ、５０℃ ２ｍｉｎ、６０℃ １ｍｉｎ，４０个循环。
实验过程中设立内参照βａｃｔｉｎ。引物设计见表１。

表１　ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１基因ＲＴＰＣＲ扩增引物序列
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＩＲＡＫＭａｎｄ
ＳＯＣＳ１ｇｅｎｅｆｏｒＲＴＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

基因
引物序列

上游 下游

βａｃｔｉｎ
ＴＣＣＴＣＣＴＧＡＧＣＧ
ＣＡＡＧＴＡＣＴＣＴ

ＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣ
ＣＧＣＣＴＡＧＡＡ

ＩＲＡＫＭ
ＧＣＣＡＧＡＡＧＡＡＴＡ
ＣＡＴＧＡＣＡＧＧ

ＧＴＣＴＡＡＧＡＡＧＧＡＣＡＧ
ＧＣＡＧＧＡＧＴ

ＳＯＣＳ１
ＧＡＡＧＣＣＡＴＣＴ
ＴＣＡＣＧＣＴＧ

ＡＣＡＣＴＣＡＣＴＴＣＣＧ
ＣＡＣＣＴＴＣ

１４　肺组织中 ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１蛋白检测　取等
量的蛋白样品４０μｇ上样，１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳分离蛋白、电转移法使蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，
用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ封闭１ｈ，洗膜后各加入
抗ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１一抗（浓度均为１∶４００），４℃过
夜，ＴＢＳＴ洗膜后二抗室温孵育１ｈ，洗膜后用 ＥＣＬ
化学发光试剂曝光显影，洗片后用凝胶成像仪扫

描，以βａｃｔｉｎ蛋白表达水平作为内参。
１５　统计学处理　计量资料用均值±标准差（ｘ±
ｓ）表示，多组间两两比较采用单因素方差分析，所
有数据用ＳＰＳＳ１６０统计软件分析，Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果

２１　一般情况　饲养３７ｄ，４组小鼠皮毛光滑、色泽
明亮、无脱毛、反应灵敏、大便成形。４组小鼠体质量
较饲养前均有明显增加，Ａ组 （４７３±４６）ｇ、Ｂ组
（４６７±２５）ｇ、Ｃ组 （４７±４１）ｇ、Ｄ组（４７６±３４）ｇ，
各组小鼠体质量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
２２　ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１的 ｍＲＮＡ及蛋白表达　Ｂ、
Ｄ组小鼠肺组织中ＩＲＡＫＭｍＲＮＡ表达水平低下，
与Ａ、Ｃ组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；Ｂ、Ｄ
组肺组织中ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡ表达水平低于Ｃ组（Ｐ＜
００５）；Ｂ组ＳＯＣＳ１蛋白表达水平低下，与 Ａ、Ｃ组
比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；其余各组 Ｉ
ＲＡＫＭ的蛋白表达水平，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表２及图１。

３　讨论

鼻黏膜下血管丰富，吸入的脂溶性药物可迅速

经黏膜下血管弥散至全身，吸入给药避免了首过效
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表２　各组小鼠肺组织中ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡ和蛋白表达量（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＲＡＫＭ，ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别
ｍＲＮＡ的相对表达量

ＩＲＡＫＭ ＳＯＣＳ１
蛋白的相对表达量

ＩＲＡＫＭ ＳＯＣＳ１
Ａ组 ０７４±０１８３ ０７３±０１４３（２） ０６７±０２６ １１４±０５２
Ｂ组 ０３８±０１５０（１）（２） １００±０３４４（２） ０４９±０１４ ０６４±０２０（１）

Ｃ组 １５７±０４２０（１） １６７±０７９２ ０５２±０１６ ０９７±０４０
Ｄ组 ０２８±００３７（１）（２） １１３±０２６８（２） ０６１±０１９ ０９９±０４４

（１）与Ａ组比较，Ｐ＜００５；（２）与Ｃ组比较，Ｐ＜００５

图１　各组ＩＲＡＫＭ及ＳＯＣＳ１蛋白
表达水平（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＲＡＫＭａｎｄＳＯＣＳ１
ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

应，提高了药物利用度。药效浓度与药物剂量的直

接关系不大，不同剂量的香囊所取得的效果非常接

近［１］。苗药防感香囊由佳莴姣米、莴嘎勒和榜莴

芜等天然药物组成，具有开窍醒脑、芳香辟秽、疏风

散邪等功效。本课题组通过前期研究已证实持续

吸入苗药防感香囊可使小鼠呼吸道及肺组织中

ＴＬＲ２、ＴＬＲ４、ｓＩｇＡ及 ＩｇＧ１的表达上调及 ＩＬ１８、ＩＬ
２的表达上调，促进获得性免疫应答细胞 ＣＤ８＋Ｔ、
ＣＤ４＋Ｔ细胞数量增加［２］。

Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）是哺乳
动物体内发现的一类与果蝇 Ｔｏｌｌ蛋白具有同源性
的受体家族，是固有免疫反应的模式识别受体，参

与识别病原体、介导前炎症细胞因子的产生、启动

免疫应答，为机体天然免疫的第一道防线［３］。目

前为止，已发现多种 ＴＬＲ信号通路的负向调控分
子，包括 ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１、Ａ２０、Ｔａｎｋ、ＳＩＧＩＲＲ及
ＳＴ２等［４］。

ＩＲＡＫＭ缺陷的细胞能够产生更多的细胞因
子，对细菌感染的应答增强。ＩＲＡＫＭ对 ＴＬＲｓ信
号转导负性调控的机制，目前还不十分清楚。Ｉ
ＲＡＫＭ可能通过抑制ＩＲＡＫ１的磷酸化，防止其与
受体复合物分离，并促进 ＩＲＡＫ１、ＩＲＡＫ４和
ＭｙＤ８８之间的结合，进而对 ＴＬＲｓ介导的信号通路
起负性调控作用［４］。ＳＯＣＳ１作为ＴＬＲ信号通路的

负向调控蛋白，能够在体内负性调节ＩＦＮγ的信号
转导；体外实验中过度表达 ＳＯＣＳｌ可完全阻断
ＩＦＮγ信号，在胚胎期参与调节 Ｔ细胞的分化，负
性调控树突状细胞的功能，避免自身免疫性疾

病［５－６］。ＩＲＡＫＭ、ＳＯＣＳ１表达的下调，可增强
ＴＬＲｓ介导的天然免疫功能，有效清除入侵病原体。

本研究结果表明苗药防感香囊能够下调 ＴＬＲ
通路的负性调控因子 ＩＲＡＫＭ和 ＳＯＣＳ１ｍＲＮＡ及
ＳＯＣＳ１蛋白的表达水平，提高肺部局部免疫力，从
而保护机体免受呼吸道感染性疾病的侵袭，香囊对

机体的这种保护作用在冷刺激的条件下仍然持续

存在。苗药防感香囊给药途径易被广大群众所接

受，值得广泛推广应用，是防止呼吸道感染尤其是

流行性感冒的好方法［７］。
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