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摘要： 目的　 探讨木犀草素治疗变应性鼻炎 （ＡＲ） 的潜在机制。 方法　 数据库筛选木犀草素与 ＡＲ 相关靶点， 构建

ＰＰＩ 网络筛选关键靶标， 进行 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 富集分析， 以及分子对接， 采用 ＣＥＴＳＡ 验证木犀草素与 ＴＬＲ４ 的直接

结合能力。 ３６ 只小鼠随机分为正常组、 模型组、 地塞米松组 （１ ｍｇ ／ ｋｇ） 及木犀草素低、 中、 高剂量组 （１０、 ２０、 ３０
ｍｇ ／ ｋｇ）， 每组 ６ 只， 构建 ＯＶＡ 诱导的 ＡＲ 模型， 灌胃给药 ７ ｄ 后评估行为学、 鼻黏膜病理、 血清 ＩｇＥ 和细胞因子水

平， 检测肺组织靶点 ｍＲＮＡ、 蛋白表达。 结果　 共鉴定得到 ７８ 个交集靶点， 核心调控轴为 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路， 木犀草

素与 ＴＬＲ４、 Ｐ６５、 ＩκＢα 结合能均低于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ。 在 ５０～６０ ℃下， 木犀草素提高 ＴＬＲ４ 蛋白热稳定性 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
木犀草素剂量依赖性地改善 ＡＲ 小鼠喷嚏、 挠鼻频率及鼻黏膜病理损伤 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β
ｍＲＮＡ 表达， 上调 ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）； 中、 高剂量组降低血清 ＩｇＥ、 ＯＶＡ⁃ｓＩｇＥ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３
水平 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 抑制肺组织 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα ／ ＩκＢα、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＬＲ４ 蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 木犀草

素通过靶向 ＴＬＲ４ 阻断 ＮＦ⁃κＢ 通路活化， 调节 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 免疫平衡， 从而缓解 ＡＲ 症状与鼻黏膜炎症损伤。
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　 　 变应性鼻炎 （ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ， ＡＲ） 是由特异

性免疫球蛋白 Ｅ （ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｅ， ＩｇＥ） 介导的

鼻黏膜慢性非感染性炎症， 以鼻痒、 阵发性喷嚏、
清水样涕、 鼻塞等为核心临床表现［１⁃２］， 其病理机制

以 Ｔｈ２ 型免疫应答占主导为特征， 表现为过敏原特异

性 Ｔ 淋巴细胞活化， 并分泌白细胞介素 （ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，
ＩＬ） ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 等 ２ 型细胞因子［３⁃５］。 吸入性

过敏原诱导产生特异性 ＩｇＥ 并结合效应细胞表面高

亲和力 ＩｇＥ 受体 （Ｆｃ ｅｐｓｉｌｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｉ， ＦｃεＲＩ） 完

成致敏， 再次暴露时过敏原交联该复合物触发细胞

脱颗粒， 释放组胺、 白三烯等介质， 加剧 ２ 型炎症

反应［６⁃９］。 尽管糖皮质激素是临床治疗 ＡＲ 的一线

用药， 但长期应用时常伴随复发率高、 诱发青光

眼、 代谢紊乱等不良反应［１０⁃１２］， 故亟需探索安全

有效的治疗新策略。
课题组前期在玉屏风散加味复方治疗 ＡＲ 研究

中发现， 木犀草素与疗效密切相关［１３⁃１４］， 该成分

不仅是全方物质基础， 更是辛夷清肺饮、 苍耳子

散、 银翘散等经典鼻科方剂中菊花、 金银花、 薄荷

等中药的核心活性成分［１５⁃１７］， 但其物质基础和分

子机制尚未完全阐明。 现有研究证实， 木犀草素具

有抗菌、 抗病毒、 抗纤维化、 镇痛、 抗肿瘤等多种

药理活性［１８⁃１９］。 在免疫调节领域， 木犀草素可调

控活性氧氮产物， 干预花生四烯酸代谢， 抑制关键

炎性信号通路， 下调促炎因子表达， 从而发挥抗炎

效应［２０⁃２１］。
本研究采用网络药理学预测木犀草素干预 ＡＲ

的潜在作用靶点， 细胞热位移分析技术 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｔｈｅｒｍａｌ ｓｈｉｆｔ ａｓｓａｙ， ＣＥＴＳＡ） 在人鼻黏膜上皮细胞

（ｈｕｍａｎ ｎａｓａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＮＥｐＣ） 验

证其直接作用靶点。 再采用动物实验验证其 “成
分⁃靶点” 相互作用及抗 ＡＲ 效应， 深入探讨木犀
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草素治疗 ＡＲ 可能的药理效应， 旨在阐明木犀草素

治疗上呼吸道炎症性疾病的抗炎机制。
１　 材料

１􀆰 １　 动物与细胞 　 ３６ 只 ＳＰＦ 级雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠， ６～８ 周龄， 体质量 （２０±５） ｇ， 由广东省医学

实验动物中心提供 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ
（粤） ２０２２⁃０００２］， 饲养于广州中医药大学第一附

属医院屏障设施内 ［实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ
（粤） ２０２３⁃００２９］， 动物实验经广州中医药大学第

一附属医院实验动物伦理委员会审批通过 （伦理批

号 ＧＺＴＣＭＦ１⁃２０２５００７３）。 人鼻黏膜上皮细胞 ＨＮＥｐＣ
购自上海盈湾生物科技有限公司， 采用含 １０％ ＦＢＳ
的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２

培养箱中培养。
１􀆰 ２　 药物与试剂　 木犀草素 （成都瑞芬思德丹生

物科技有限公司， 批号 ＲＤＤ⁃Ｍ００７０２００４０２８， 纯度＞
９８％ ）。 苏木素⁃伊红 （ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ， ＨＥ）
染色试剂盒 （上海源叶生物技术有限公司， 批号

００８ＩＲ１８８４２Ａ）； 过碘酸⁃雪夫 （ｐｅｒｉｏｄｉｃ ａｃｉｄ⁃Ｓｃｈｉｆｆ，
ＰＡＳ） 染色试剂盒 （上海碧云天生物技术股份有限

公司， 批号 Ｚ９４１２４０８３７）； 卵清蛋白 （ ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，
ＯＶＡ）（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司， 批号 ＳＬＣＲ２８０６）；
氢 氧 化 铝 佐 剂 （ ａｌｕｍｉｎｕｍ ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ ａｄｊｕｖａｎｔ，
Ａｌｕｍ）、 地塞米松 （ ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ， Ｄｅｘ） （上海

麦克林生化科技股份有限公司，批号 Ｃ１７５９３７８３、
Ｃ１２５８７８３２）； 小 鼠 ＩｇＥ、 ＯＶＡ 特 异 性 ＩｇＥ （ ＯＶＡ⁃
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ Ｅ，ＯＶＡ⁃ｓＩｇＥ）、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃５、ＩＬ⁃
１３ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒（江苏酶免实业有限公司，批
号 ２０２５０９、 ２０２５０９、 ２０２５０９、 ２０２５０６、 ２０２５０６ ）； 总

ＲＮＡ 提 取 试 剂 盒、 逆 转 录 试 剂 盒 （ 美 国 Ｌｉｆｅ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司，批号 Ｂ００１２ＤＰ、Ａ００１７ＣＧＱ）；ＲＩＰＡ
裂解液、ＢＣＡ 试剂盒、磷酸酶蛋白酶抑制剂（苏州新

赛美生物科技有限公司，批号 ２０２５１１２６、２０２５０９１０、
ＺＦ０７０１）； ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒、超敏

ＥＣＬ 化学发光试剂盒（武汉赛维尔生物科技有限公

司，批号 Ｇ２０５３、Ｇ２０２４）；β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（武汉三鹰生

物技术有限公司，批号 ００１３６５１６）；ＨＲＰ 标记山羊抗

兔二抗（美国 Ｊａｃｋｓｏｎ 公司，批号 １１１⁃０３５⁃０１８）；ＮＦ⁃
κＢ 抑 制 蛋 白 α （ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ａｌｐｈａ， ＩκＢα ） 抗 体、 磷 酸 化 ＩκＢα （ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ＩκＢα，ｐ⁃ＩκＢα）抗体、Ｔｏｌｌ 样受体 ４（Ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
４，ＴＬＲ４）抗体（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，
批号 ４８１４Ｔ⁃２０、２８５９Ｔ⁃１９、０８Ｌ５Ｗ⁃１４）；ＮＦ⁃κＢ ｐ６５ 亚基

（ｐ６５） 抗体、 ｐ⁃ｐ６５ 抗体、肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃ａｌｐｈａ， ＴＮＦ⁃α） 抗体（美国 ＩｍｍｕｎｏＷａｙ
公司， 批号 ＲＸ７４３、 ＲＸ７５９、 ＲＸ４２３）。
１􀆰 ３　 仪器 　 Ｐ⁃１５０Ａ 型 ＣＯ２ 培养箱 （广州源起健

康科技有限公司）； ＲＭ２０１６ 型病理切片机 （上海

徕卡仪器有限公司）； Ｔ１０ 型组织匀浆机（德国 ＩＫＡ
公司）； 化学发光凝胶成像系统（美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ
公司）； ＪＢ⁃Ｐ５ 包埋机 （武汉俊杰电子有限公司）；
ＫＤ⁃Ｐ 型组织摊片机 （科迪仪器设备有限公司）；
Ｖａｒｉｏｓｈａｎ ＬＵＸ 型多功能微孔板检测仪、 Ａ２８１３８ 型

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国赛默飞世尔科技公

司）； １６４５０７０ 型 ＰｏｗｅｒＰａｃ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ 电 泳 电 源、
１６５８００１ 型蛋白垂直电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 木犀草素靶点筛选　 通过检索 ＴＣＭＳＰ 平台

（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｌｓｐ． ｎｗｕ． ｅｄｕ． ｃｎ ／ ｔｅｍｓｐ． ｐｈｐ ）、 ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔ
Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｔａｒｇｅｔｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． ｃｈ ／ ）
（限定物种为“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”）、ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库

（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ） （ Ｎｏｒｍ
Ｆｉｔ≥０􀆰 ８ 且 ｚ⁃ｓｃｏｒｅ≥０􀆰 ７）来筛选木犀草素靶点，检
索 Ｈｅｒｂ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｅｒｂ． ａｃ． ｃｎ ／ ）来补充相关靶

点，合并结果，并删除重复靶点，ＵｎｉＰｒｏｔ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｗｗｗ．ｕｎｉｐｒｏｔ．ｏｒｇ ／ ）标准化后获得最终靶点。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＡＲ 疾病靶点筛选　 采用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ（ｈｔｔｐｓ：／ ／
ｗｗｗ． ｇｅｎｅｃａｒｄｓ． ｏｒｇ ／ ）、 ＯＭＩＭ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｏｍｉｍ． ｏｒｇ ／ ）、
ＤｒｕｇＢａｎｋ（ ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｇｏ． ｄｒｕｇｂａｎｋ． ｃｏｍ／ ）、ＴＴＤ（ｈｔｔｐｓ：／ ／
ｔｔｄ．ｉｄｒｂｌａｂ．ｃｎ ／ ）数据库， 以 “ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ” 为关

键词 进 行 检 索， 合 并 结 果， 剔 除 重 复 项 目，
ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库统一规范疾病靶点名称。
２􀆰 １􀆰 ３　 木犀草素治疗 ＡＲ 潜在靶点预测　 将药物、
疾病靶点导入 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １􀆰 ０ 平台绘制韦恩 （Ｖｅｎｎ）
图， 交集靶点即木犀草素治疗 ＡＲ 潜在靶点。
２􀆰 １􀆰 ４　 蛋白互作网络构建及核心靶点获取 　 将

“２􀆰 １􀆰 ３”项下潜在靶点提交至 ＳＴＲＩＮＧ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）， 物种设定为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 隐

藏游离节点， 构建蛋白质⁃蛋白质相互作用 （ＰＰＩ）
网络图。 导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ９􀆰 １ 软件进行可视化分

析。 选取 Ｄｅｇｒｅｅ、 中介中心性 （ＢＣ）、 接近中心性

（ＣＣ） 均大于中位数的靶点， 作为木犀草素治疗

ＡＲ 的核心靶点。
２􀆰 １􀆰 ５　 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 通路富集分析 　 采用

Ｍｅｔａｓｃａｐｅ 平台（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ） 对交集

靶点进行分析 （种属为 “Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”， 最小基

因重叠数≥３， Ｐ＜０􀆰 ０１， 最小富集因子 １􀆰 ５）， 在线
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工具对结果进行可视化， 预测木犀草素治疗 ＡＲ 的

相关生物功能及信号通路。
２􀆰 １􀆰 ６　 分子对接　 选取关键靶点与木犀草素进行

分子对接， 后者 ３Ｄ 结构经 ＰｕｂＣｈｅｍ （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ） 下载并进行能量

最小化处理， 与 ＰＤＢ 数据库 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｒｃｓｂ．
ｏｒｇ ／ ） 获取的靶点晶体结构进行半柔性对接， 结合

能＜－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ 视为具有良好结合活性， 采用

ＰｙＭＯＬ 进行三维可视化。
２􀆰 ２　 ＣＥＴＳＡ 分析

２􀆰 ２􀆰 １　 细胞分组与处理　 取对数生长期 ＨＮＥｐＣ 细

胞， 按每孔 ３×１０６ 个的密度接种于 ６ 孔板， 每孔加

入 ２ ｍＬ 完全培养基， 待细胞生长融合度达到 ７０％ ～
８０％后随机分为溶剂对照组 （ＤＭＳＯ 组） 和药物处

理组 （木犀草素组）。 根据文献 ［ ２２⁃２４］ 报道，
木犀草素组加入终浓度为 ６４ μｍｏｌ ／ Ｌ 的木犀草素，
ＤＭＳＯ 组加入等体积溶剂， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培

养箱中培养 ２ ｈ 后收集细胞， 用于后续 ＣＥＴＳＡ 实验。
２􀆰 ２􀆰 ２　 木犀草素与 ＴＬＲ４ 结合能力评价　 将 “２􀆰 ２􀆰 １”
项下细胞用含磷酸酶和蛋白酶抑制剂的 ＰＢＳ 洗涤

并重悬， 分装至 ＰＣＲ 管中， 置于热循环器中梯度

加热 （４０～６５ ℃， １０ ｍｉｎ）， 将细胞放入液氮罐中

速冻后室温解冻， 循环 ３ 次， ４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 收集上清液， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，
１０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离后转移至 ＰＶＤＦ 膜

上， ５％ 脱脂奶粉封闭液室温封闭 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗膜 ３
次后加入 ＴＬＲ４ 一抗 （１ ∶ １ ０００）， ４ ℃孵育过夜，
次日加入 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔二抗 （１ ∶ ５ ０００），
室温孵育 ２ ｈ， ＥＣＬ 法显影， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量

分析蛋白相对表达。
２􀆰 ３　 动物实验

２􀆰 ３􀆰 １　 模型建立与分组　 小鼠适应性饲养 １ 周后，
随机分为正常组、 模型组、 地塞米松组（１ ｍｇ ／ ｋｇ）
及木犀草素低、 中、 高剂量组（１０、 ２０、 ３０ ｍｇ ／ ｋｇ），
每组 ６ 只。 采用 ＯＶＡ 混合液致敏［２５⁃２７］ 构建 ＡＲ 模

型， 在第 １、 ８、 １５ 天， 模型组及各给药组小鼠腹

腔注射 ２００ μＬ ＯＶＡ 混合液 （１００ μｇ ＯＶＡ ＋ ２ ｍｇ
Ａｌｕｍ， 溶于 ２００ μＬ ＰＢＳ 中） 完成基础致敏， 正常

组于同一天注射等量 ＰＢＳ。 造模第 ２２ 天开始， 模

型组和给药组每天向两侧鼻腔滴注 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ ＯＶＡ
溶液 （每侧 ２０ μＬ） 完成激发阶段， 正常组滴注等

量 ＰＢＳ， 连续 ７ ｄ， 每天滴鼻前 １ ｈ， 各给药组灌胃

给药， 正常组和模型组灌胃给予等体积纯水。
２􀆰 ３􀆰 ２　 样本采集　 末次 ＯＶＡ 激发后 ２４ ｈ， 小鼠采

用异氟烷麻醉， 摘除眼球， 采血 ０􀆰 ７ ～ １􀆰 ０ ｍＬ， 室

温静置 １ ｈ， ４ ℃、 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 分离

得到血清， 置于－８０ ℃冰箱中保存。 小鼠采血后采

用颈椎脱臼法处死， 取鼻骨、 上颌骨组织， 分开后

４％ 多聚甲醛固定 ２４ ｈ， 转入 ＥＤＴＡ 脱钙液中脱钙

２５ ｄ， 用于后续病理检测。 同时， 摘取小鼠肺组

织， 于－８０ ℃冰箱中冷冻保存。
２􀆰 ３􀆰 ３　 行为学评估　 最后 １ 次激发后， 每组小鼠

观察 １５ ｍｉｎ， 记录其挠鼻次数及打喷嚏次数。
２􀆰 ３􀆰 ４　 组织病理学检查　 小鼠鼻骨、 上颌骨组织

脱钙， 脱水， 石蜡包埋， 制成 ４ μｍ 厚的切片， 经

烤片、 脱蜡、 梯度乙醇水化后再进行常规 ＨＥ 或

ＰＡＳ 染色， 再经脱水、 透明、 封片后采用数字病

理扫描仪进行图像采集与观察， ＨＥ 染色评估鼻黏

膜结构及炎性细胞浸润情况， ＰＡＳ 染色观察杯状

细胞增生情况， 每张切片选取 ５ 个高倍视野 （３００
倍）， 计数每个视野中杯状细胞数量， 取平均值。
２􀆰 ３􀆰 ５　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清 ＩｇＥ、 ＯＶＡ⁃ｓｌｇＥ、 ＩＬ⁃４、
ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 水平 　 取小鼠血清， 按照试剂盒说明

书检测 ＩｇＥ、 ＯＶＡ⁃ｓｌｇＥ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 水平。
２􀆰 ３􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺组织相关靶点 ｍＲＮＡ 表

达　 采用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取小鼠肺组织总 ＲＮＡ， 将其

逆转录为 ｃＤＮＡ 后进行扩增， 再进行实时荧光定量

ＰＣＲ 扩增， 引物序列见表 １。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，
采用 ２－ΔΔＣＴ 法 计 算 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ、 ＴＮＦ⁃α
ｍＲＮＡ 表达。

表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′） 产物长度 ／ ｂｐ
ＩＬ⁃６ 正向 ＣＡＡＡＧＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＴＣＡＧＡＧ １０６

反向 ＡＧＣＡＴＴＧＧＡＡＡＴＴＧＧＧＧＴＡＧ １０６
ＩＬ⁃１β 正向 ＴＧＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧ １０５

反向 ＧＧＡＡＧＣＡＧＣＣＣＴＴＣＡＴＣＴＴＴ １０５
ＴＮＦ⁃α 正向 ＴＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣＣＴＧＣＴＴＧＴＧＧ １０９

反向 ＡＴＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＣＣＡＴＴＴＧ １０９
ＩＦＮ⁃γ 正向 ＡＴＧＡＡＣＧＣＴＡＣＡＣＡＣＴＧＣＡＴＣ １８２

反向 ＣＣＡＴＣＣＴＴＴＴＧＣＣＡＧＴＴＣＣＴＣ １８２
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＡＧＡＡＧＡＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣ １９５

反向 ＴＡＣＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧ １９５

２􀆰 ３􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５、 ｐ⁃
ＩκＢα ／ ＩκＢα、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＬＲ４ 蛋白表达　 提取小鼠肺

组织总蛋白， ＢＣＡ 法测定浓度， ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电

泳分离并转移到 ＰＶＤＦ 膜上， ５％ 脱脂奶粉封闭１ ｈ，
分别加入 ｐ６５ （１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ｐ６５ （１ ∶ １ ０００）、 ＩκＢα
（１ ∶ １ ０００）、 ｐ⁃ＩκＢα （１ ∶ １ ０００）、 ＴＬＲ４ （１ ∶
１ ０００）、 ＴＮＦ⁃α （１ ∶ １ ０００）、 β⁃ａｃｔｉｎ （１ ∶ ５ ０００）
一抗， ４ ℃孵育过夜， ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次， 加入 ＨＲＰ
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标记的山羊抗兔二抗 （１ ∶ ５ ０００）， 室温孵育 １ ｈ，
ＥＣＬ 法显影， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件定量分析蛋白相对

表达。
２􀆰 ３􀆰 ８　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （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 ＬＳＤ 检验； 若

数据不满足正态分布或方差齐性， 则采用非参数检

验。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 木犀草素靶点　 从 ＴＣＭＳＰ、ＳｗｉｓｓＴａｒｇｅｔＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ、
ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ、 Ｈｅｒｂ 数据库中分别获得 ５７、 １００、
１４、 ８５ 个靶点， 整合后删除重复者， 最终得到 ２１７
个， 见图 １。

图 １　 木犀草素相关靶点

３􀆰 １􀆰 ２　 ＡＲ 疾病靶点及木犀草素治疗 ＡＲ 潜在靶

点　 采用 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ、 ＯＭＩＭ、 ＤｒｕｇＢａｎｋ、 ＴＴＤ 数据

库检索关键词 “ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｈｉｎｉｔｉｓ”， 去除重复靶点，
最终获得 １ ７６１ 个 ＡＲ 相关靶点， 再采用 Ｖｅｎｎｙ 平台

得到 ７８ 个木犀草素治疗 ＡＲ 的潜在靶点， 见图 ２。

图 ２　 木犀草素治疗 ＡＲ 的潜在作用靶点的韦恩图

３􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络及核心靶点　 将 ７８ 个交集靶点导入

ＳＴＲＩＮＧ 数据库， 构建 ＰＰＩ 网络图， 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ９􀆰 １ 软件进行可视化处理， 获得 ７８ 个节点及 １ ３５７
条边。 以 ＢＣ、 ＣＣ、 Ｄｅｇｒｅｅ 均大于中位数为条件，
筛选出 ３４ 个核心靶点， 形成含 ３４ 个节点和 ５２６ 条

边的子网络。 按 Ｄｅｇｒｅｅ 值排序， 排名前 １０ 位的关

键靶点分别为 ＩＬ６、 ＴＮＦ、 ＡＫＴ１、 ＩＬ１β、 ＴＰ５３、
ＳＴＡＴ３、 ＢＣＬ２、 ＥＧＦＲ、 ＰＴＧＳ２、 ＪＵＮ， 可作为后续

相关分子生物学实验的验证靶点， 见图 ３。

图 ３　 木犀草素治疗 ＡＲ 的 ＰＰＩ 网络图及相关核心靶点

３􀆰 １􀆰 ４　 ＧＯ功能、 ＫＥＧＧ通路富集分析　 采用Ｍｅｔａｓｃａｐｅ
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数据库对潜在作用靶点进行 ＧＯ 功能富集分析， 共

获得生物过程 （ＢＰ） １ ３０５ 项、 细胞组分 （ＣＣ）
５２ 项、 分子功能 （ＭＦ） １０６ 项， 根据基因数分别

选取排名前 １０ 位的条目进行可视化分析， 发现交

集靶点主要参与炎症反应调节、 细胞因子活性、 受

体结合等生物过程， 在信号转导、 基因表达层面发

挥双重调控作用。 ＫＥＧＧ 通路富集分析结果显示，
木犀草素核心作用可能是干预 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号

轴， 通过阻断 Ｔｏｌｌ 样受体通路来抑制 ＮＦ⁃κＢ 活化，
并协同调控 ＴＮＦ、 ＩＬ⁃１７、 ＭＡＰＫ 等下游通路， 从

而减轻鼻腔黏膜慢性炎症， 见图 ４。

图 ４　 木犀草素治疗 ＡＲ 的 ＧＯ 功能、 ＫＥＧＧ 通路富集分析图

３􀆰 １􀆰 ５　 分子对接 　 将木犀草素与 “３􀆰 １􀆰 ４” 项下

ＫＥＧＧ 通路预测的 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号轴核心靶点

ｐ６５、 ＴＬＲ４、 ＩκＢα 进行分子对接， 发现该成分与

ｐ６５、 ＴＬＲ４、 ＩκＢα 的结合能分别为－６􀆰 ３２３、 －７􀆰 ２４３、
－７􀆰 ５３８ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 均低于－５􀆰 ０ ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ， 提示它与

核心靶点具有较好的结合活性， 见图 ５。
３􀆰 ２　 ＣＥＴＳＡ 分析 　 如图 ６、 表 ２ 所示， 在 ５０ ～
６０ ℃温度范围内， ６４ μｍｏｌ ／ Ｌ 木犀草素组 ＴＬＲ４ 蛋

白表达较 ＤＭＳＯ 组升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 在 ５５ ℃下前

者蛋白保留率约为后者的 ２ 倍； 在 ６０ ℃下， ＤＭＳＯ
组 ＴＬＲ４ 蛋白基本完全降解， 而木犀草素组仍保持

约 ４０ ℃时的 ４５％ ， 表明木犀草素通过直接结合来

增强 ＴＬＲ４ 蛋白的热稳定性， 两者存在明确的细胞

内相互作用， 可为木犀草素调控 ＴＬＲ４ 治疗鼻黏膜

炎症反应提供直接证据。
３􀆰 ３　 动物实验

３􀆰 ３􀆰 １　 木犀草素对 ＡＲ 小鼠行为学的影响　 如表 ３
所示， 与正常组比较， 模型组小鼠打喷嚏次数及挠

鼻次数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示模型建立成功； 与模

型组比较， 各给药组小鼠打喷嚏次数及挠鼻次数均

减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３􀆰 ２　 木犀草素对 ＡＲ 小鼠鼻黏膜病理变化的影

响　 如图 ７～８、 表 ４ 所示， 与正常组比较， 模型组

小鼠鼻黏膜整体呈现充血水肿状态， 细胞排列紊乱

无序， 鼻黏膜厚度、 杯状细胞数增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
提示模型建立成功； 与模型组比较， 各给药组小鼠

鼻黏膜充血水肿程度缓解， 炎性细胞浸润减少， 鼻

黏膜厚度、 杯状细胞数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
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图 ５　 木犀草素与核心靶点分子对接图

表 ２　 不同温度下木犀草素对 ＴＬＲ４ 蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
条带相对强度 ／ ％

４０ ℃ ４５ ℃ ５０ ℃ ５５ ℃ ６０ ℃ ６５ ℃
ＤＭＳＯ 组 １􀆰 ００±０􀆰 ０２ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０５ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０７ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０６ ０􀆰 １６±０􀆰 ０５ ０􀆰 ０８±０􀆰 ０５

木犀草素组 １􀆰 ００±０􀆰 ０４ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０４ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 １７±０􀆰 ０４
　 　 注： 与 ＤＭＳＯ 组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 不同温度下各组 ＴＬＲ４ 蛋白条带图

表 ３　 各组小鼠打喷嚏次数、 挠鼻次数比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 １５ ｍｉｎ 打喷嚏次数 ／ 次 １５ ｍｉｎ 挠鼻次数 ／ 次
正常组 ２􀆰 １７±１􀆰 １７ ３􀆰 １７±１􀆰 １７
模型组 ２６􀆰 １７±３􀆰 １９＃＃ ２８􀆰 ８３±３􀆰 ４３＃＃

地塞米松组 ６􀆰 ３３±２􀆰 ５０∗∗ ５􀆰 ６７±２􀆰 ９４∗∗

木犀草素低剂量组 １４􀆰 ８３±３􀆰 ８７∗∗ １４􀆰 ８３±３􀆰 ９２∗∗

木犀草素中剂量组 １０􀆰 ６７±３􀆰 ２０∗∗ １１􀆰 ３３±２􀆰 ７３∗∗

木犀草素高剂量组 ５􀆰 ００±２􀆰 ５３∗∗ ８􀆰 １７±２􀆰 ４８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３􀆰 ３　 木犀草素对 ＡＲ 小鼠血清 ＩｇＥ、 ＯＶＡ⁃ｓｌｇＥ、
ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 水平的影响　 如表 ５ 所示， 与正

常组比较， 模型组小鼠血清 ＩｇＥ、 ＯＶＡ⁃ｓＩｇＥ、 ＩＬ⁃４、
ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示小鼠处于

Ｔｈ２ 型免疫反应亢进状态； 与模型组比较， 除木犀

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为地塞米松组， Ｄ～ Ｆ 分别为

木犀草素低、 中、 高剂量组。

图 ７　 木犀草素对 ＡＲ小鼠鼻黏膜病理形态的影响 （ＨＥ
染色， ×３００）

草素低剂量组小鼠血清 ＯＶＡ⁃ｓＩｇＥ、 ＩＬ⁃１３ 水平无明

显变化外 （Ｐ＞ ０􀆰 ０５）， 其余各给药组 ＩｇＥ、 ＯＶＡ⁃
ｓＩｇＥ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
３􀆰 ３􀆰 ４　 木犀草素对 ＡＲ 小鼠肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 表达的影响　 如表 ６ 所示， 与

正常组比较， 模型组小鼠肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃
２２１３
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为地塞米松组， Ｄ～ Ｆ 分别为

木犀草素低、 中、 高剂量组。

图 ８　 木犀草素对 ＡＲ 小鼠鼻黏膜杯状细胞增生的影响

（ＰＡＳ 染色， ×３００）

　 　 　

１β ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小鼠肺

组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。
表 ４　 各组小鼠鼻黏膜厚度、 杯状细胞数比较（ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 鼻黏膜厚度 ／ μｍ 杯状细胞数 ／ 个
正常组 １９􀆰 ４８±２􀆰 １１ １６􀆰 ６７±３􀆰 ５６
模型组 ５８􀆰 ４７±３􀆰 ６３＃＃ ４５􀆰 ５０±５􀆰 ９６＃＃

地塞米松组 ２９􀆰 ８５±１􀆰 ７３∗∗ ２１􀆰 １７±４􀆰 ０２∗∗

木犀草素低剂量组 ３９􀆰 ７８±３􀆰 ６１∗∗ ３４􀆰 ５０±４􀆰 ５１∗∗

木犀草素中剂量组 ３１􀆰 ４８±２􀆰 ７９∗∗ ２４􀆰 ６７±４􀆰 ４１∗∗

木犀草素高剂量组 ２６􀆰 ９２±２􀆰 ０７∗∗ ２４􀆰 １７±５􀆰 ４２∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
表 ５　 各组小鼠血清 ＩｇＥ、 ＯＶＡ⁃ｓｌｇＥ、 ＩＬ⁃４、 ＩＬ⁃５、 ＩＬ⁃１３ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ＩｇＥ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＯＶＡ⁃ｓＩｇＥ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃４ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃５ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） ＩＬ⁃１３ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
正常组 １９６􀆰 １４±１３􀆰 ００ ６􀆰 ３４±１􀆰 ８１ ６７􀆰 ２８±８􀆰 ９６ ２０􀆰 １７±２􀆰 ０２ ３０􀆰 ８６±３􀆰 ３１
模型组 ７２４􀆰 １０±５１􀆰 １９＃＃ ２５􀆰 ５９±４􀆰 ９９＃＃ １８２􀆰 １４±１２􀆰 ７４＃＃ ５１􀆰 ９５±４􀆰 ４５＃＃ ８１􀆰 ４５±４􀆰 ９５＃＃

地塞米松组 ４４８􀆰 ４６±１４􀆰 ７４∗∗ １２􀆰 ００±１􀆰 ６５∗∗ ８５􀆰 １０±１２􀆰 ７６∗∗ ２７􀆰 ８２±２􀆰 ７２∗∗ ４０􀆰 ８２±６􀆰 ４３∗∗

木犀草素低剂量组 ６０４􀆰 ５８±４３􀆰 ７５∗∗ ２３􀆰 １２±２􀆰 ４６ １５４􀆰 ０２±７􀆰 ２０∗∗ ４５􀆰 １３±３􀆰 ６９∗∗ ７５􀆰 １３±３􀆰 ０７
木犀草素中剂量组 ５４９􀆰 ９６±３３􀆰 ５４∗∗ １６􀆰 １８±３􀆰 ７３∗∗ １３０􀆰 ７１±６􀆰 ４６∗∗ ３３􀆰 ３８±２􀆰 ６４∗∗ ６２􀆰 ４９±５􀆰 ０８∗∗

木犀草素高剂量组 ４１７􀆰 ４５±１８􀆰 ５８∗∗ １２􀆰 １０±３􀆰 ８４∗∗ ９８􀆰 ２２±８􀆰 ５６∗∗ ２４􀆰 ５１±４􀆰 ９７∗∗ ４８􀆰 １９±１０􀆰 ５１∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ６　 各组小鼠肺组织 ＩＬ⁃６、 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＦＮ⁃γ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＩＬ⁃６ ＩＬ⁃１β ＴＮＦ⁃α ＩＦＮ⁃γ

正常组 １􀆰 ０３±０􀆰 ２５ １􀆰 ０２±０􀆰 ２３ １􀆰 ０４±０􀆰 ３１ １􀆰 ０２±０􀆰 １９
模型组 １１􀆰 １４±２􀆰 １８＃＃ ３５􀆰 ０３±５􀆰 ５７＃＃ ９􀆰 ６４±１􀆰 ８３＃＃ ０􀆰 １２±０􀆰 ０３＃＃

地塞米松组 ３􀆰 １６±１􀆰 ０８∗∗ ６􀆰 ００±２􀆰 ４６∗∗ ３􀆰 ８４±１􀆰 ３１∗∗ ０􀆰 ７２±０􀆰 １３∗∗

木犀草素低剂量组 ６􀆰 ８３±１􀆰 ２５∗ ２３􀆰 ３３±４􀆰 ６３∗ ７􀆰 ３３±２􀆰 ４０∗ ０􀆰 ３５±０􀆰 １１∗

木犀草素中剂量组 ５􀆰 ３７±１􀆰 １２∗∗ １５􀆰 ４１±４􀆰 ２７∗∗ ５􀆰 １３±１􀆰 ７４∗∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 １３∗∗

木犀草素高剂量组 ２􀆰 ４４±０􀆰 ８６∗∗ ８􀆰 ４１±２􀆰 ３９∗∗ ３􀆰 １７±１􀆰 ２７∗∗ ０􀆰 ７８±０􀆰 １３∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３􀆰 ５　 木犀草素对 ＡＲ 小鼠肺组织 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５、 ｐ⁃
ＩκＢα ／ ＩκＢα、 ＴＮＦ⁃α 和 ＴＬＲ４ 蛋白表达的影响 　 如

图 ９、 表 ７ 所示， 与正常组比较， 模型组小鼠肺组

织 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα ／ ＩκＢα、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＬＲ４ 蛋白

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 各给药组小

鼠肺组织 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα ／ ＩκＢα、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＬＲ４
蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论

本研究结合网络药理学与动物实验， 揭示了木

犀草素治疗 ＡＲ 的作用。 网络药理学得到 ＴＬＲ４ ／
ＮＦ⁃κＢ 信号轴可能是木犀草素抗 ＡＲ 的关键靶点；
分子对接结果显示， 木犀草素与 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路

核心蛋白具有良好的结合能力， 为 ＣＥＴＳＡ 实验在

细胞水平证实它可与 ＴＬＲ４ 蛋白直接结合并增强其

热稳定性提供了直接证据［２１］； ＫＥＧＧ 富集分析虽

显示 ＩＬ⁃１７、 ＴＮＦ、 ＨＩＦ⁃１、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等信号通路排

名较 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路靠前， 但后者在 ＡＲ 发

病机制中的核心地位已得到广泛证实， 是连接天然

免疫与适应性免疫的关键枢纽， 其活化可启动下游

多种炎症级联反应， 直接调控 Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 免疫失衡

状态。 Ｌｉｕ 等［２８］ 报道， ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路在 ＡＲ 小

鼠模型中显著激活， 与嗅觉功能障碍密切相关。
Ｋａｎｇ 等［２９］ 阐述 ＴＬＲ４ ／ ＩＲＡＫ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号轴在 ＡＲ
中的关键调控作用， 证实该通路通过调控致耐受性

树突状细胞分化来影响 Ｔｈ１７ 介导的炎症反应； Ｗｕ
等［３０］发现， ｍｉＲ⁃２２４⁃５ｐ 通过靶向抑制 ＴＬＲ４／ ＭｙＤ８８／
ＮＦ⁃κＢ 通路来缓解 ＡＲ 症状。 因此， ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ
信号轴作为炎症反应的上游启动环节， 其靶向干预

具有更强的机制代表性和治疗针对性， 而 ＩＬ⁃１７、
ＴＮＦ 等通路更多作为该通路的下游效应环节发挥作

用， 后续将进一步探讨其协同调控机制。
研究发现， 木犀草素可剂量依赖性改善 ＡＲ 小

鼠鼻部症状与黏膜病理损伤［３１⁃３２］， 其作用不仅局

限于抑制 Ｔｈ２ 型细胞因子及 ＩｇＥ 表达， 还可显著上

３２１３
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为地塞米松组， Ｄ ～ Ｆ 分别

为木犀草素低、 中、 高剂量组。

图 ９　 各组小鼠肺组织 ｐ⁃ｐ６５、 ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα、 ＩκＢα、
ＴＮＦ⁃α、 ＴＬＲ４ 蛋白条带

　 　 　

调 Ｔｈ１ 型细胞因子 ＩＦＮ⁃γ 水平， 揭示它可通过恢复

Ｔｈ１ ／ Ｔｈ２ 免疫平衡发挥效应， 与 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路

抑制密切相关。 木犀草素虽广泛分布于金银花、 菊

花、 紫苏叶等中药中， 但其治疗 ＡＲ 的经典来源为

金银花， 其性味甘寒， 归肺、 心、 胃经， 具清热解

毒、 疏散风热之功， 为肺经伏热证鼻鼽之要药［３３］。
既往研究表明， 辛夷清肺饮中辛夷挥发油可促进木

犀草素鼻黏膜渗透［３４］， 薄荷醇能增强其抗炎活

性［３５］， 提示方剂中 “君臣佐使” 配伍可能通过改

善单味药成药性来实现协同增效的作用。 木犀草素

作为金银花核心黄酮类成分， 其 “寒能清热” 的

药性与抑制 ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路、 下调促炎因子的现

　 　 　表 ７　 各组小鼠肺组织 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα／ ＩκＢα、 ＴＮＦ⁃α、 ＴＬＲ４ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５ ｐ⁃ＩκＢα ／ ＩκＢα ＴＮＦ⁃α ＴＬＲ４

正常组 ０􀆰 ７７±０􀆰 １７ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０９ ０􀆰 ５９±０􀆰 ０９ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０６
模型组 １􀆰 ４６±０􀆰 ０９＃＃ １􀆰 ２９±０􀆰 １４＃＃ １􀆰 ３６±０􀆰 ０８＃＃ １􀆰 ２５±０􀆰 １８＃＃

地塞米松组 ０􀆰 ８０±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０９∗∗ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０８∗∗ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０４∗∗

木犀草素低剂量组 ０􀆰 ９８±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 ０９±０􀆰 １０∗ ０􀆰 ８６±０􀆰 １１∗∗ ０􀆰 ８０±０􀆰 １３∗∗

木犀草素中剂量组 ０􀆰 ７９±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ７７±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ６４±０􀆰 ０８∗∗

木犀草素高剂量组 ０􀆰 ５９±０􀆰 １３∗∗ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０４∗∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０８∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

代机制相呼应 ［３６］ 。 本研究结果既为后续开展木

犀草素与配伍成分的协同效应考察奠定了基础，
也为从相关方剂中发掘靶向明确的候选药物提

供了思路。
ＴＬＲ４ ／ ＮＦ⁃κＢ 通路在 ＡＲ 炎症级联反应中处于

核心地位， ＴＬＲ４ 识别过敏原后激活 ＭｙＤ８８ 依赖性

通路， 诱导 ＩκＢα 磷酸化降解， 促使 ｐ６５ 入核启动

促炎因子转录［３７⁃３９］。 本研究发现， 模型组小鼠肺

组织 ＴＬＲ４、 ｐ⁃ｐ６５ ／ ｐ６５、 ｐ⁃ＩκＢα ／ ＩκＢα、 ＴＮＦ⁃α 蛋

白表达升高， 而木犀草素干预后其表达均降低， 表

明木犀草素可能通过直接结合 ＴＬＲ４， 阻止 ＩκＢα 磷

酸化降解， 抑制 ｐ６５ 亚基活化入核， 从而阻断促炎

因子的转录释放［４０⁃４２］。
然而， 本研究未使用 ＴＬＲ４ 敲除或抑制剂对照

来验证木犀草素靶点特异性。 因此， 未来可进一步

探索木犀草素与 ＴＬＲ４ 结合的精确位点， 评估该成

分在鼻黏膜局部的药物浓度及长期应用的安全性，
从而为其治疗变应性鼻炎等呼吸道炎症性疾病提供

更充分的证据。
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