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摘要： 目的　 探讨壮宣饮对 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒性肺炎大鼠肺损伤及 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的影响。 方法　 将大鼠

随机分为对照组、 模型组、 奥司他韦组 （１３ ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和壮宣饮高、 中、 低剂量组 （１４ ０、 ７ ０、 ３ ５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １２
只。 采用甲型流感病毒 Ｈ１Ｎ１ 滴鼻法建立流感病毒性肺炎大鼠模型， 造模 ２４ ｈ 后灌胃给予相应剂量药物。 给药 ５ ｄ 后

观察大鼠一般状态变化， 检测大鼠支气管肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ） 中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃６ 水平， 计算肺湿 ／干重比， ＨＥ
染色观察大鼠肺组织病理学变化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 Ｈ１Ｎ１ 病毒载量， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达。 结果　 与对照组比较， 模型组大鼠精神萎靡、 毛色无光泽、 呼吸加快、 行动迟缓、 体

质量下降， 肺湿 ／干重比值和 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）， 肺组织病理学评分、 Ｈ１Ｎ１ 病毒载

量、 ＴＬＲ３、 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达及 ｐ⁃ＴＡＫ１ ／ ＴＡＫ１、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 比值升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＩκＢα 蛋白表达降低

（Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 奥司他韦组和壮宣饮各剂量组大鼠精神状态良好， 皮毛有光泽， 呼吸较平稳， 体质量增

加， 肺湿 ／干重比值和 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 肺组织病理学评分、 Ｈ１Ｎ１ 病毒

载量、 ＴＬＲ３、 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达及 ｐ⁃ＴＡＫ１ ／ ＴＡＫ１、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 比值降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， ＩκＢα 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）。 结论　 壮宣饮可有效降低促炎细胞因子的释放， 减轻 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒性肺炎大鼠的肺

损伤， 其作用机制可能与抑制 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关。
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　 　 病毒性呼吸道感染 （如甲型流感病毒） 是世界范围内

常见且危及生命的疾病［１］ 。 肺上皮细胞是甲型流感病毒复

制的主要部位， 肺下呼吸道感染可能会发展为致命的肺

炎［２］ 。 Ｔｏｌｌ 样受体 ３ （ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ３， ＴＬＲ３） 在肺上皮

细胞对甲型流感病毒的免疫反应中起关键作用［３］ 。 在病毒

复制过程中产生的双链 ＲＮＡ （ｄｓＲＮＡ） 被 ＴＬＲ３ 感知， 甲

型流感病毒优先激活 ＴＬＲ３， ＴＬＲ３ 在感染致命的甲型流感

病毒和随后的炎症过程中起关键作用［４］ 。 转化生长因子 β
激活激酶 １ （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ １，
ＴＡＫ１） 已被证明是 ＴＬＲ 信号传导介质， ＴＬＲ３ 通过促进

ＴＡＫ１ 活化导致核因子⁃κＢ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ） 等下

游反应元件激活， 最终导致促炎因子释放［５⁃６］ 。 故针对

ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路开发更安全有效的抗炎抗病毒

药物具有重要意义。
中医药及特定方剂在病毒感染防治上具有其独特的优

势和发展前景［７］ 。 壮宣饮是在壮药龙盘止咳方基础上化裁

而来， 具扶正补虚、 清热宣肺、 化痰止咳功效。 现代药理

研究表明， 壮药龙盘止咳方对肺部炎症损伤具有保护作

用［８⁃９］ ， 还可能通过抑制 ＴＬＲ３ ／ ＮＦ⁃ＫＢ 信号通路， 减轻甲型

流感病毒感染小鼠肺损伤［１０］ 。 而壮宣饮是否对流感病毒性

肺炎具有保护作用尚未可知。 因此， 本研究采用甲型流感

病毒的常见亚型 Ｈ１Ｎ１ 诱导建立流感病毒性肺炎大鼠模型，
探究壮宣饮抗流感作用， 并分析其潜在机制。
１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ⁃Ｄａｗｌｅｙ （ＳＤ） 大鼠 ７２ 只，
体质量 ３００～３５０ ｇ， ７ ～ ８ 周龄， 购自济南朋悦实验动物繁

育有限公司 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （鲁） ２０１９⁃
０００３］， 饲养于广西中医药大学 ［实验动物使用许可证号

ＳＹＸＫ （桂） ２０１９⁃０００１］， 环境温度 （２０±２）℃， 相对湿度

４５％ ～５５％ ， 保持 １２ ｈ ／ １２ ｈ 光照 ／黑暗循环。 动物实验经广

西国际壮医医院动物伦理委员会审查通过 （伦理号

ＧＸＺＹＹ２０２１００１８）。
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１ ２　 病毒　 甲型流感病毒毒株 Ａ ／ ＰｕｅｒｔｏＲｉｃｏ ／ ８ ／ ３４ （ＰＲ８，
Ｈ１Ｎ１） 由中国疾病预防控制中心提供。 病毒接种在 Ｍａｄｉｎ⁃
Ｄａｒｂｙ 犬肾细胞 （ＭＤＣＫ） 中进行纯化， 在 １０ 日龄的鸡胚

中进行复制， 通过噬斑测定确定病毒滴度。 实验开始前，
在大鼠中预先滴定不同浓度病毒以确定合适的攻击剂量，
最终确定 １×１０６ ＰＦＵ ／ ｍＬ 的浓度建立 Ｈ１Ｎ１ 肺炎大鼠模型。
所有涉及病毒感染的实验均在生物安全三级 （ＢＳＬ⁃３） 实

验室进行。
１ ３　 药物　 壮宣饮由龙脷叶 １０ ｇ、 鱼腥草 １０ ｇ、 不出林

５ ｇ、 柿叶 ５ ｇ、 盘龙参 ５ ｇ、 陈皮 １０ ｇ、 法半夏 ５ ｇ、 炙麻黄

５ ｇ、 五味子 ５ ｇ、 白术 ８ ｇ、 炒麦芽 ８ ｇ、 甘草 ３ ｇ 组成， 均

购自北京同仁堂南宁大药房， 经专家鉴定为正品， 由广西

国际壮医医院制剂室制备。 将上述药材加水煎煮 ２ 次后合

并药液， 浓缩至生药量 ０ ７ ｇ ／ ｍＬ。 磷酸奥司他韦颗粒 （宜
昌东阳光长江药业股份有限公司， 国药准字 Ｈ２００８０７６３，
１５ ｍｇ， 批号 １９０６１４）。
１ ４　 试剂　 苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色试剂盒 （上海碧云天

生物技术有限公司， 货号 Ｃ０１０５Ｓ）； 大鼠 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＦＮ⁃γ ＥＬＩＳＡ 试剂盒 （上海酶联生物科技有限公司， 货号

ｍｌ１０２８２８、 ｍｌ００２８５９、 ｍｌ０６４２９１）； 兔源一抗 ＴＬＲ３、 ＴＡＫ１、
ｐ⁃ＴＡＫ１、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 β⁃ａｃｔｉｎ （英国 Ａｂｃａｍ
公 司， 货 号 ａｂ１３７７２２、 ａｂ１０９５２６、 ａｂ１０９４０４、 ａｂ１６５０２、
ａｂ７６３０２、 ａｂ８２２７）。
１ ５　 仪器　 ｉＭａｒｋ６８０ 多功能酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；
ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ７５００型荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司）； ＢＸ５３ 光学显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）。
２　 方法

２ １　 分组、 建模及给药 　 将大鼠随机分为对照组、 模型

组、 奥司他韦组 （１３ ５ ｍｇ ／ ｋｇ） 和壮宣饮高、 中、 低剂量

组 （１４ ０、 ７ ０、 ３ ５ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １２ 只， 腹腔注射戊巴比

妥钠 （４０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉， 除对照组外其余各组大鼠鼻内滴

入 １００ μＬ 甲 型 流 感 病 毒 （ ＰＲ８） 病 毒 溶 液 （ １ × １０６

ＰＦＵ ／ ｍＬ） 诱导建立感染肺炎模型［１１］ ； 对照组滴入等量无

菌生理盐水， 感染大鼠均未死亡。 感染 ２４ ｈ 后， 各给药组

灌胃给予相应剂量药物， 对照组灌胃给予等体积生理盐水，
每天 ２ 次 （早晚各 １ 次）， 持续 ５ ｄ。
２ ２　 指标检测

２ ２ １　 大鼠一般状态　 在实验过程中观察大鼠一般状态变

化， 包括精神状态、 活动、 饮食、 毛色、 体质量等。
２ ２ ２　 支气管肺泡灌洗液 （ＢＡＬＦ） 中炎性因子水平 　 给

药结束后， 每组随机选取 ６ 只大鼠， 在无菌条件下于颈部

正中行气管插管， 分离气管叉并结扎右侧肺主支气管， 将

２ ｍＬ 生理盐水通过注射器缓慢注入左肺， 重复 ３ 次， 回收

ＢＡＬＦ （约 ３ ｍＬ）。 纱布过滤后将 ＢＡＬＦ 于 ４ ℃ 下 ２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液于－２０ ℃冰箱中保存待测。 通

过 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃６ 水平。
２ ２ ３　 肺湿 ／干重比 　 收集 ＢＡＬＦ 后处死大鼠， 取左侧肺

组织， ＰＢＳ 洗涤后滤纸干燥并称量湿重， 然后放入 ８０ ℃烘

箱中连续干燥 ４８ ｈ， 再称量干重， 计算肺湿 ／干重比。
２ ２ ４　 肺组织病理学观察 　 剩余 ６ 只大鼠处死后取肺组

织， 将左肺于 ４％ 多聚甲醛中固定用于组织病理学分析； 右

肺置于－８０ ℃保存。 将固定的左肺组织用石蜡包埋， 然后

切 ５ μｍ 切片， 经脱蜡水化后， 用 ＨＥ 染液进行染色， 于光

学显微镜下观察， 并评估肺损伤的严重程度［１２］ 。 评分标准

为 ０ 分， 肺组织正常， 未见明显病理损伤； １ 分， 肺组织

炎性细胞浸润低于 ２５％ ， 肺泡腔内无炎性分泌物； ２ 分，
肺组织炎性细胞浸润范围 ２５％ ～ ５０％ ， 肺泡腔内有少量炎

性分泌物和炎性细胞； ３ 分， 肺组织炎性细胞浸润范围

５０％ ～７５％ ， 肺泡腔内可见大量炎性分泌物和炎性细胞； ４
分， 肺受累范围大于 ７５％ ， 肺泡腔内充满炎性分泌物和炎

性细胞并扩张。
２ ２ ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织 Ｈ１Ｎ１ 病毒载量 　 使用

ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取右肺下叶组织总 ＲＮＡ， 使用逆转录试剂盒

将提取的 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡ， 使用 ＳＹＢＲ  Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭ ＩＩ 试剂盒在 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７５００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪上进

行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 反应。 反应体系 （２０ μＬ） 为 １ μＬ ｃＤＮＡ、 １０
μＬ ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｓｕｐｅｒｍｉｘ、 正反向引物各 １ μＬ、 ７ μＬ
ｄｄＨ２Ｏ。 扩增条件为 ９５ ℃ ５ ｍｉｎ， ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ２０ ｓ， 共 ４０ 个循环。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因， ２－ΔΔＣＴ法

计算病毒相对定量。 Ｈ１Ｎ１ 病毒 Ｍ 基因正向引物序列 ５′⁃
ＧＡＧＡＡＡＧＡＡＧＴＣＣＴＴＧＴＧＣ⁃３′， 反 向 引 物 序 列 ５′⁃
ＴＣＴＡＴＣＡＴＴＣＣＡＧＴＣＣＡＴＣＣＣ⁃３′； ＧＡＰＤＨ 正向引物序列 ５′⁃
ＧＡＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧ⁃３′， 反 向 引 物 序 列 ５′⁃
ＧＧＡＡＡＴＴＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＴＧＣ⁃３′。
２ ２ ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

通路相关蛋白表达 　 将右肺中、 下叶组织加 ＲＩＰＡ 缓冲液

（含蛋白酶和磷酸酶抑制剂） 裂解 ３０ ｍｉｎ， ４ ℃、 １２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 即为总蛋白溶液。 使用 ＢＣＡ
试剂盒测量蛋白质浓度， 经煮沸变性后取等量蛋白

（３０ μｇ）， 用 １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离， 转移到聚偏

二氟乙烯 （ ＰＶＤＦ） 膜上， 室温下 ５％ 脱脂牛奶封闭 １ ｈ，
加一抗 ＴＬＲ３、 ＴＡＫ１、 ｐ⁃ＴＡＫ１、 ＩκＢα、 ｐ⁃ＩκＢα、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ
ｐ６５、 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５、 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ２ ０００） ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次， 与 ＨＲＰ 偶联的二抗在室温下孵育 １ ｈ。 增强型

化学发光试剂 （ＥＣＬ） 显色， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件量化条带的

灰度值， 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参计算目的蛋白表达量。
２ ３　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ ０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组

间两两比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ检验。 以 Ｐ＜０ ０５ 为差异具有统计学

意义。
３　 结果

３ １　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠一般状态的影响　 对照

组大鼠精神状态良好， 皮毛洁白有光泽， 饮食和呼吸均正

常， 行动和反应灵敏， 体质量增加； 模型组大鼠精神萎靡，
毛色枯黄无光泽， 饮食减少， 呼吸加快， 行动迟缓， 体质

量降低； 奥司他韦组和壮宣饮高剂量组大鼠精神状态较正
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常， 皮毛有光泽， 饮食增加， 呼吸较平稳， 体质量增加；
壮宣饮中、 低剂量组大鼠精神状态一般， 皮毛欠光泽， 饮

食尚可， 呼吸有急促现象， 行动和反应略迟钝， 体质量增

加较少， 大鼠整体状态较模型组有所好转， 见表 １。
表 １　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠体质量的影响 （ｇ， ｘ±

ｓ， ｎ＝１２）
组别 给药前 给药后

对照组 ３１９ ６５±２８ ２９ ３７０ ９８±３１ ２０
模型组 ３１４ ４０±３０ ０５ ３２５ ４６±２７ ３５∗∗

奥司他韦组 ３１５ ３７±２５ ６２ ３５９ ８０±３０ ７１＃

壮宣饮高剂量组 ３１２ ２５±２６ ４８ ３６１ ２５±２８ ０４＃

壮宣饮中剂量组 ３１７ ８１±２４ ５９ ３４２ ３０±２６ １８
壮宣饮低剂量组 ３１６ ６０±２５ ０２ ３３０ ７２±２４ ２６

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

３ ２　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃
γ、 ＩＬ⁃６ 水平的影响　 与对照组比较， 模型组大鼠 ＢＡＬＦ 中

ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较，
奥司他韦组和壮宣饮各剂量组大鼠 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃
γ、 ＩＬ⁃６ 水平降低 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性， 见表 ２。
表 ２　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠 ＢＡＬＦ 中 ＴＮＦ⁃α、

ＩＦＮ⁃γ、 ＩＬ⁃６水平的影响 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＮＦ⁃α ＩＦＮ⁃γ ＩＬ⁃６

对照组 ３１ １５±５ ２８ １５ ９６±２ ０１ ２４ ８１±３ ５９
模型组 １６２ ９０±８ ７９∗∗ ８９ ７２±５ ２５∗∗ １１５ ２０±７ １０∗∗

奥司他韦组 ５９ ７２±６ ０３＃＃ ３５ ３０±４ ２０＃＃ ４７ ５３±４ ２１＃＃

壮宣饮高剂量组 ５６ ４５±６ １４＃＃ ３３ ５４±３ ６１＃＃ ４１ ６６±５ １７＃＃

壮宣饮中剂量组 ８８ ３１±７ ５０＃＃ ５８ １８±４ ７９＃＃ ６５ ８５±５ ９０＃＃

壮宣饮低剂量组 １２４ ２５±９ ０１＃＃ ７０ ２３±５ ０４＃＃ ８３ １４±６ ８２＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ３　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠肺湿 ／ 干重比的影响 　
与对照组比较， 模型组大鼠湿 ／干重比值升高 （Ｐ＜０ ０１）；
与模型组比较， 奥司他韦组和壮宣饮各剂量组大鼠湿 ／干重

比值降低 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性， 见表 ３。
表 ３　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠肺湿 ／干重比、 组织病

理学评分的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 湿 ／ 干重比 病理学评分 ／ 分

对照组 ２ ６８±０ ３２ ０ ３９±０ ０５
模型组 ４ ７９±０ ５０∗∗ ２ ８５±０ ３１∗∗

奥司他韦组 ３ ２５±０ ３８＃＃ １ ４７±０ １９＃＃

壮宣饮高剂量组 ３ １９±０ ３５＃＃ １ ４２±０ １６＃＃

壮宣饮中剂量组 ３ ６４±０ ４２＃＃ １ ８９±０ ２０＃＃

壮宣饮低剂量组 ４ ００±０ ４５＃ ２ ３６±０ ２７＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０ ０１； 与模型组比较，＃ Ｐ ＜ ０ ０５，
＃＃Ｐ＜０ ０１。

３ ４　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠肺组织病理形态的影

响　 对照组大鼠肺泡壁正常， 肺泡腔完整， 无炎性细胞浸

润； 模型组可见肺泡壁增厚， 肺泡腔内大量炎性细胞浸润

和渗出物， 肺组织病理学评分较对照组升高 （Ｐ＜０ ０１）；
与模型组比较， 奥司他韦组和壮宣饮各剂量组大鼠肺泡壁

增厚不明显， 肺泡腔内炎性细胞浸润和渗出物减少， 肺组

织病理学评分降低 （Ｐ＜０ ０１）， 并呈剂量依赖性， 见表 ３、
图 １。
３ ５　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠肺组织 Ｈ１Ｎ１ 病毒载量

的影响　 与对照组比较， 模型组大鼠肺组织中 Ｈ１Ｎ１ 病毒

载量升高 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 奥司他韦组和壮宣

饮各剂量组大鼠肺组织中 Ｈ１Ｎ１ 病毒载量降低 （Ｐ＜０ ０１），
并呈剂量依赖性， 见表 ４。

图 １　 各组大鼠肺组织 ＨＥ 染色 （×２００）

３ ６　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠肺组织 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达的影响 　 与对照组比较， 模

型组大鼠肺组织 ＴＬＲ３、 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达和 ｐ⁃ＴＡＫ１ ／ ＴＡＫ１、
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 比值升高 （Ｐ＜０ ０１）， ＩκＢα 蛋白表

达降低 （Ｐ＜０ ０１）； 与模型组比较， 奥司他韦组和壮宣饮

各剂量组大鼠肺组织 ＴＴＬＲ３、 ｐ⁃ＩκＢα 蛋白表达和 ｐ⁃ＴＡＫ１ ／
ＴＡＫ１、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 比 值 降 低 （ Ｐ ＜ ０ ０５，
Ｐ＜０ ０１）， ＩκＢα 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５， Ｐ＜０ ０１）， 并呈

剂量依赖性， 见图 ２、 表 ５。
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表 ４　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠肺组织 Ｈ１Ｎ１ 病毒载量

的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 Ｈ１Ｎ１ 病毒拷贝数 ／ ｃｏｐ

对照组 １ ４３±０ １９
模型组 ２３４ ５６２ １８±２７ ６８２ ５２∗∗

奥司他韦组 ６８ ３５７ ４１±１０ ８５７ ０８＃＃

壮宣饮高剂量组 ６７ ５３４ ３２±１０ ２６０ ４３＃＃

壮宣饮中剂量组 １１３ ５８０ ６０±１６ ４２８ ７５＃＃

壮宣饮低剂量组 １７６ ０４５ ５３±２０ ５４１ ９６＃＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃＃Ｐ＜０ ０１。

４　 讨论

流感病毒性肺炎属中医 “疫病” 范畴， 病变重心在肺，
可累及脾胃。 外邪侵肺， 肺失宣肃， 导致发热、 咳嗽等症

状， 湿热郁阻中焦， 脾胃运化失司， 气机郁滞， 可见呕吐、
腹泻［１３⁃１４］ 。 因此， 驱邪同时应兼以清热化湿、 扶正补虚。
　 　 　 　

注： Ａ 为对照组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为奥司他韦组，
Ｄ～Ｆ 为壮宣饮高、 中、 低剂量组。

图 ２　 各组大鼠肺组织 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号通路相关蛋白条带

表 ５　 壮宣饮对流感病毒性肺炎大鼠肺组织 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路相关蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＬＲ３ ｐ⁃ＴＡＫ１ ／ ＴＡＫ１ ｐ⁃ＩκＢα ＩκＢα ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ ／ ＮＦ⁃κＢ ｐ６５

对照组 ０ １０±０ ０１ ０ １５±０ ０２ ０ １２±０ ０２ ０ ５４±０ ０６ ０ ２３±０ ０３
模型组 ０ ３７±０ ０４∗∗ ０ ６０±０ ０７∗∗ ０ ４９±０ ０５∗∗ ０ １６±０ ０３∗∗ ０ ８５±０ ０９∗∗

奥司他韦组 ０ １９±０ ０３＃＃ ０ ３４±０ ０５＃＃ ０ ２５±０ ０４＃＃ ０ ４０±０ ０４＃＃ ０ ４６±０ ０６＃＃

壮宣饮高剂量组 ０ １６±０ ０２＃＃ ０ ３１±０ ０４＃＃ ０ ２１±０ ０３＃＃ ０ ４２±０ ０５＃＃ ０ ４３±０ ０５＃＃

壮宣饮中剂量组 ０ ２４±０ ０３＃＃ ０ ４１±０ ０５＃＃ ０ ３０±０ ０４＃＃ ０ ３１±０ ０４＃＃ ０ ５９±０ ０７＃

壮宣饮低剂量组 ０ ３０±０ ０４＃＃ ０ ５０±０ ０６＃ ０ ３９±０ ０５＃＃ ０ ２４±０ ０３＃ ０ ７３±０ ０８＃

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０ ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０ ０５，＃＃Ｐ＜０ ０１。

壮宣饮是在壮药龙盘止咳方基础上结合临床经验及参考多

部医书古籍研制而成。 方中龙脷叶润肺止咳； 盘龙参清热

毒、 止咳化痰； 陈皮理气健脾、 燥湿化痰； 法半夏燥湿化

痰、 降逆止呕， 共为主药通气道， 调谷道， 使之药直达咪

钵 （肺）； 鱼腥草清热解毒、 排脓消痈； 不出林清热毒、 除

湿毒； 炙麻黄宣肺平喘； 五味子敛肺滋肾、 益气生津， 与

麻黄合用可宣肺祛邪、 补肺益阴； 白术补气健脾； 炒麦芽

行气消食、 健脾开胃， 共为帮药。 柿子叶通龙路； 甘草调

和诸药， 共为带药。 诸药合用奏扶正补虚、 清热宣肺、 化

痰止咳之功。 临床研究表明， 壮宣饮对呼吸系统急性感染

性肺部炎症、 咳嗽、 咯痰等症状有显著疗效， 可促进肺部

炎症吸收。 课题组前期研究表明， 龙盘止咳方对甲型流感

病毒感染肺炎小鼠有保护作用［１０］ 。
过度炎症浸润、 病毒诱导的组织破坏和继发性细菌合

并感染是与流感病毒感染相关的高发病率和死亡率的重要

因素［１５］ 。 ＴＮＦ⁃α、 ＩＦＮ⁃γ 和 ＩＬ⁃６ 是流感感染过程中重要促

炎细胞因子， 其上调可能导致患者气道炎症和肺组织破

坏［１６］ 。 ＴＮＦ⁃α 抑制剂依那西普可提高小鼠存活率并抑制炎

性细胞因子过度产生， 减少肺损伤［１７］ 。 本研究发现， Ｈ１Ｎ１
感染大鼠肺组织中炎症因子水平升高， 肺湿 ／干重比增加，
出现严重肺水肿， 且肺泡腔内存在大量炎性细胞浸润和渗

出物， 表明 Ｈ１Ｎ１ 感染引发大鼠肺部炎症反应。 本研究结

果显示， 壮宣饮可降低 Ｈ１Ｎ１ 感染大鼠肺组织中促炎细胞

因子水平， 减轻肺水肿和肺部炎症反应。
ＮＦ⁃κＢ 是应对损伤和感染的免疫和炎症过程的主要调

节因子［１８］ 。 ＴＬＲ３ 是 ＲＮＡ 病毒的主要先天免疫模式识别受

体， 通过转录因子 ＮＦ⁃κＢ 触发炎症反应［１９］ 。 据报道， ＴＬＲ３
识别并结合 ｄｓＲＮＡ， 导致 ＴＬＲ３ 表达增强， ＴＬＲ３ 通过募集

ＴＲＩＦ 和 ＴＲＡＦ６， 促进 ＴＡＫ１ 活化， ＴＡＫ１ 磷酸化将与核因子

κＢ 激酶 β （ＩＫＫβ） 的抑制剂结合， 导致 ＩκＢα 磷酸化降解，
随后 ＮＦ⁃κＢ 核易位激活炎症细胞因子的转录［２０］ 。 本研究结

果显示， Ｈ１Ｎ１ 感染后大鼠肺组织中 ＴＬＲ３ 蛋白表达、 ＩκＢα
和 ＴＡＫ１ 的磷酸化水平均升高， 同时 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 活化增加，
表明 Ｈ１Ｎ１ 感染后 ＴＬＲ３ ／ ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活化增强。
给予壮宣饮干预后， Ｈ１Ｎ１ 感染大鼠肺组织中 ＴＬＲ３ 蛋白表

达、 ＩκＢα、 ＴＡＫ１ 和 ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 的磷酸化均降低， 表明壮宣

饮对 Ｈ１Ｎ１ 诱导的肺炎大鼠促炎细胞因子释放的抑制作用可

能是由于壮宣饮对 ＴＬＲ３ 过表达和 ＴＡＫ１ 磷酸化的抑制。
综上所述， 壮宣饮可降低促炎细胞因子的释放， 减轻

Ｈ１Ｎ１ 流感病毒性肺炎大鼠的肺损伤， 可能与抑制 ＴＬＲ３ ／
ＴＡＫ１ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路有关。
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