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摘要： 目的　 以干扰素激活反应元件 （ＩＳＲＥ） 启动子为靶点， 建立受 ＩＳＲＥ 调控稳定表达荧光素酶活性的细胞模型，
用以清肺口服液黄酮类化合物筛选， 并对筛选结果予以验证。 方法　 将高纯度 ＩＳＲＥ 荧光素酶报告基因质粒与海肾荧

光质粒共同转染 ２９３Ｔ 工具细胞， 进行启动子活性检测。 将 ＩＳＲＥ 报告基因质粒与病毒包装辅助质粒 Ｈｅｌｐｅｒ １􀆰 ０、 ２􀆰 ０
共同转染工具细胞， 收集慢病毒用于侵染 Ａ５４９ 细胞， 经过药物筛选与 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测后得到稳定细胞株。 利用稳定细

胞株对清肺口服液中 ３２ 个黄酮类化合物进行筛选， 最后验证化合物对受 ＩＳＲＥ 正向调控的基因表达的影响。 结果　
ＩＳＲＥ 启动子活性良好， 通过慢病毒转染成功， 构建受 ＩＳＲＥ 调控稳定表达荧光素酶活性的细胞模型， 并通过双荧光素

酶检测予以功能确认。 从 ３２ 个黄酮类化合物筛选出 ６ 个能够促使 ＩＳＲＥ 表达的化合物。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术

从受 ＩＳＲＥ 正向调控基因的转录水平与蛋白表达层面验证了筛选出的单体化合物能够促使 ＩＳＲＥ 的表达。 结论　 成功构

建能够高效检测 ＩＳＲＥ 活性的报告基因系统， 利用该系统成功筛选出能促使 ＩＳＲＥ 表达的清肺口服液黄酮类化合物， 具

有一定的理论与应用价值。
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　 　 天然免疫是机体抵御病原微生物入侵的首道生理防线，
对于抵抗病毒侵袭具有重要意义［１⁃２］ ， 其依靠若干组模式识

别受体来识别病毒侵袭， 其中胞质 ＲＮＡ 感受器视黄酸诱导

基因Ⅰ （ＲＩＧ⁃Ｉ）， 可识别细胞质中的病毒 ＲＮＡ， 诱导Ⅰ型

干扰素 （ＩＦＮ） 表达［３⁃５］ 。 Ⅰ型干扰素通过与 ＩＦＮ⁃α ／ β 受体

的结合， 继而可激活 ＪＡＫ⁃ＳＴＡＴ ／ ＴＹＫ⁃ＳＴＡＴ 及其下游的干

扰素激活反应元件 （ ＩＳＲＥ）， 诱导大量抗病毒蛋白基因的

转录， 包括 ＭＸ１、 ＭＸ２、 ＩＰ⁃１０， ＯＡＳ１， ＴＲＩＭ５ 等［６⁃７］ ， 起

到抗病毒作用［８］ 。
清肺口服液是南京中医药大学附属医院院内制剂， 是

抗呼吸道合胞病毒 （ＲＳＶ） 的有效复方制剂［９］ 。 目前， 其

应用已扩展至抗博卡病毒、 流感病毒等［１０⁃１１］ ， 清肺口服液

之所以对常见的诸多病毒有着较好抗病毒效果， 可能与其

通过调控机体天然免疫来达到清除病原体存在密切联系。
相关研究已证实清肺口服液中黄酮类化合物可上调 ＩＦＮ⁃α ／ β
及其下游干扰素刺激基因表达， 起到抗 ＲＳＶ 作用［１２］ ， 但

黄酮类作为一类化合物， 其所含的化合物繁多且生物作用

各不相同。 为了进一步研究清肺口服液黄酮类化合物抗病

毒效应的物质基础， 本研究通过构建包含 ＩＳＲＥ 启动子的双

荧光素酶报告基因系统， 进行激活 ＩＳＲＥ 单体化合物的高通

量筛选， 并根据筛选结果进行验证， 为清肺口服液黄酮类

化合物抗病毒效应的研究提供数据支持。

１　 材料

１􀆰 １　 质粒、 细胞株及引物　 高纯度 ＩＳＲＥ 荧光素酶报告基

因质粒、 慢病毒包装细胞 ２９３Ｔ 细胞、 病毒包装辅助质粒

Ｈｅｌｐｅｒ １􀆰 ０、 病毒包装辅助质粒 Ｈｅｌｐｅｒ ２􀆰 ０ 等均购自上海吉

凯基因医学科技股份有限公司。 人非小细胞肺癌 Ａ５４９ 细胞

系由江苏省儿童呼吸疾病 （中医药） 重点实验室保存。
ＭＸ１、 ＭＸ２、 ＴＲＩＭ５、 ＩＰ１０、 ＩＳＧ１５ 引物由生工生物工程

（上海） 股份有限公司合成， 序列见表 １。
表 １　 引物序列

基因 序列（５′→３′）
ＭＸ１ 正向 ＡＡＧＧＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＧＡＴＧＣＧＧＡＡＣ

反向 ＧＣＴＧＣＴＣＴＴＧＧＡＴＧＴＣＣＴＧＣＴＧ
ＭＸ２ 正向 ＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＣＴＧＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡＧ

反向 ＧＡＴＧＣＧＧＴＴＧＴＧＡＧＣＣＴＣＴＴＧＧ
ＴＲＩＭ５ 正向 ＡＣＣＡＴＣＧＣＣＡＧＧＧＡＡＣＡＡＡＧＡＡＡＧ

反向 ＧＴＴＧＡＧＣＣＴＣＴＧＴＧＡＣＣＴＣＴＴＧＣ
ＩＰ１０ 正向 ＣＡＡＣＴＧＣＡＴＣＣＡＴＡＴＣＧＡＴＧＡＣ

反向 ＧＡＴＴＣＣＧＧＡＴＴＣＡＧＡＣＡＴＣＴＣＴ
ＩＳＧ１５ 正向 ＣＧＡＴＴＴＣＣＴＧＧＴＧＴＣＣＧＴＧＡＣＴＡＡＣ

反向 ＴＡＡＧＡＣＣＧＴＣＣＴＧＧＡＧＣＡＣＴＧＣ
ＧＡＤＰＨ 正向 ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ

反向 ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ

１􀆰 ２　 仪器　 ＥＬＸ８００ 型多功能酶标仪 （美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）；
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实时荧光定量 ＰＣＲ 仪、 大容量高速冷冻离心机、 蛋白核酸

分析仪 （德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 二氧化碳细胞培养箱 （日
本三洋公司）； Ａｌｐｈａ 凝胶成像系统 （美国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ 公

司）； ＴＥ７７ 型半干转膜仪、 电泳槽、 制胶架 （美国 ＧＥ 公

司）； 生物安全柜 （新加坡 ＥＳＣＯ 公司）。
１􀆰 ３　 试剂　 南美胎牛血清、 双荧光素酶检测试剂盒 （上海

翊圣生物科技有限公司）； 高糖 ＤＭＥＭ、 胰蛋白酶、 ＰＢＳ
（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）； 三联抗生素 （上海源培生物科技股份

有限公司）； Ｘ⁃ｔｒｅｍｅｇｅｎｅ ＨＰ 转染试剂 （瑞士罗氏公司）；
聚凝胺 （上海吉凯基因医学科技股份有限公司）； 嘌呤霉

素 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 重组人 ＩＦＮ⁃α２Ａ （上海普欣生物技

术有限公司）； 高效逆转录试剂盒、 ＰＣＲ 反应试剂盒 （镇
江爱必梦生物科技有限公司）； 超敏 ＥＣＬ 化学发光底物

（南京沃利尔斯生物技术有限公司）； 预制胶 （美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）； ＴＲＩＭ５、 ＭＸ１ 抗体 （美国 ＣＳＴ 公司）。
１􀆰 ４　 药物　 儿茶素、 牡荆素、 木犀草苷、 当药黄素、 槲皮

素、 山柰酚、 芫花素、 樱黄素、 表儿茶素、 光甘草定、 苜

蓿素、 异甘草素、 柳穿鱼黄素、 紫云英苷、 桑色素、 木犀

草素、 芹菜素、 草质素对照品 （ 纯度 ≥ ９８􀆰 ０％ ， 货号

ＳＴ０１６００１２０、 ＳＴ００３４０１２０、 ＳＴ００３３０１２０、 ＳＴ１７２４０１２０、
ＳＴ００２３０１２０、 ＳＴ００４５０１２０、 ＳＴ０４１５０１２０、 ＳＴ８０８４０１０５、
ＳＴ０１１９０１２０、 ＳＴ０６０１０１２０、 ＳＴＣ３１８０１０５、 ＳＴ０９６２０１２０、
ＳＴ０７４００１２０、 ＳＴ０７３１０１２０、 ＳＴ７９４６０１２０、 ＳＴ０００７０１２０、
ＳＴ００４１０１２０、 ＳＴ７８６８０１２０） 购自上海诗丹德标准技术服务

有限公司； 异槲皮苷、 槲皮苷、 橙皮苷、 桑辛素对照品

（纯度≥９８􀆰 ０％ ， 货号 ＬＷ１８０２２３０８、 ＬＷ８０４１１０１、 ＬＷ８０６１９⁃
０３８、 ＬＷ１８０７２９０６９） 购自南京良纬生物科技有限公司； 芦

丁、 金丝桃苷、 橙皮素、 异鼠李素、 桑根酮 Ｃ 对照品 （纯
度≥ ９８􀆰 ０％ ， 货 号 ＢＣＹ０００５０７、 ＢＣＹ００４５０、 ＢＣＹ０００１６２、
ＢＣＹ０００８５６、 ＢＣＹ０００７１９） 购自江西佰草源生物科技有限

公司； 异鼠李素 ３⁃Ｏ⁃葡萄糖苷、 山柰酚 ７⁃Ｏ⁃鼠李糖苷、 桑

皮酮 Ｅ、 山柰酚 ３⁃Ｏ⁃鼠李糖苷对照品 （纯度≥９８􀆰 ０％ ， 货

号 ＪＢＺ１４６３、 ＪＢＺ１７４７、 ＪＢＺ１７４６、 ＪＢＺ１１７７） 购自南京金益

柏生物科技有限公司； 异牡荆素对照品 （纯度≥９８􀆰 ０％ ，
货号 Ｂ２１５４４） 购自上海源叶生物科技有限公司。
２　 方法

２􀆰 １　 ＩＳＲＥ 荧光素酶报告基因质粒　 报告基因质粒所用载

体为 ＣＶ１３０， 其包含有嘌呤霉素抗性区与荧光基团， 经其

琼脂糖凝胶电泳成像与基因测序比对实验， 证实报告基因

质粒的准确与可靠性。
２􀆰 ２　 启动子活性检测　 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培

养 ２９３Ｔ 细胞， 生长密度达到约 ７０％ 时， 移除培养基并用

ＰＢＳ 清洗。 取 ＩＳＲＥ 报告基因质粒 １ μｇ， 海肾荧光质粒

０􀆰 ０２ μｇ 及 Ｘ⁃ｔｒｅｍｅｇｅｎｅ ＨＰ 转染试剂共同于 ２％ 血清型培养

基中混合， 室温下放置 １５ ｍｉｎ， 加入 ２９３Ｔ 细胞中并放入细

胞培养箱培养 ６ ｈ， 更换为 １０％ 血清型培养基。 设置对照

组、 转染组、 转染＋ＩＦＮ⁃α 组 （ ＩＦＮ⁃α２Ａ， １０ ｎｇ ／ ｍＬ）， 转

染后 ４８ ｈ， 采用双荧光素酶检测试剂盒检测启动子活性。

加入细胞裂解液并置于冰盒上裂解 ５ ｍｉｎ， 抽取 ２０ μＬ 加

入黑色酶标板孔中， 设置 ３ 个复孔。 分别加入 １００ μＬ 萤

火虫、 海肾荧光素酶工作液振荡后检测， 计算荧光素活性

比值。
２􀆰 ３　 质粒转染与慢病毒收集 　 取生长密度达到约 ７０％ 的

２９３Ｔ 细胞， ＰＢＳ 清洗， 将培养基更换为无血清型， ２ 种质

粒 （ＩＳＲＥ 报告基因质粒 ２０ μｇ、 病毒包装辅助质粒 Ｈｅｌｐｅｒ
１􀆰 ０ １５ μｇ、 病毒包装辅助质粒 Ｈｅｌｐｅｒ ２􀆰 ０ １０ μｇ） 与

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂共 １ ｍＬ 进行混合， 室温孵育

１５ ｍｉｎ后共同转染 ２９３Ｔ 细胞， ６ ｈ 后清洗并将培养基更换

为含 １０％ 血清培养基， 于细胞培养箱中培养 ４８ ｈ， 收集细

胞上清液， 经离心、 过滤、 浓缩后得到的慢病毒用于后续

实验。
２􀆰 ４　 慢病毒侵染 Ａ５４９ 细胞　 将 Ａ５４９ 细胞接种于 ６ 孔板，
分别设置对照组与侵染组， 取 “２􀆰 ３” 项下慢病毒病毒液

与 Ａ５４９ 细胞共转染， 培养基中加入聚凝胺 （５ μｇ ／ ｍＬ） 使

其易感染， 同时感染复数 ＭＯＩ 设为 ２０， １６ ｈ 后更换培

养基。
２􀆰 ５　 稳定细胞系的药物筛选　 慢病毒侵染 ４８ ｈ 后观察病

毒感染细胞状态， 要求细胞状态良好且未出现大面积死亡，
并将 ２ μｇ ／ ｍＬ 嘌呤霉素加入培养板中， 进行药物筛选。
９６ ｈ后对细胞进行观察、 拍照， 对存活细胞进行收集、 纯

化， 并采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测目的基因的 ｍＲＮＡ 表达。 若目

的基因显著高表达则可作为稳定细胞株 （记为 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ
细胞）， 冷冻保存后用作下一步验证实验。
２􀆰 ６　 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞的功能验证　 阳性药物选择重组人干

扰素 （ＩＦＮ⁃α２Ａ， １０ ｎｇ ／ ｍＬ）， 设置对照组 （构建细胞） 与

ＩＦＮ⁃α 组 （ＩＦＮ⁃α２Ａ， １０ ｎｇ ／ ｍＬ 干预构建细胞）， 按照双荧

光素酶检测试剂盒说明书检测其荧光素酶活性。
２􀆰 ７　 激活 ＩＳＲＥ 中药单体的筛选 　 将冷冻保存的 Ａ５４９⁃
ＩＳＲＥ 细胞复苏培养， 制成细胞悬液接种于 ９６ 孔板， 药物

选择前期定量分析得到的清肺口服液中 ２６ 个黄酮类化合物

及其他 ６ 个定性分析得到的黄酮类化合物［１２］ 。 Ｌ１ （儿茶

素）、 Ｌ２ （异槲皮苷）、 Ｌ３ （芦丁）、 Ｌ４ （牡荆素）、 Ｌ５
（木犀草苷）、 Ｌ６ （金丝桃苷）、 Ｌ７ （异鼠李素 ３⁃Ｏ⁃葡萄糖

苷）、 Ｌ８ （槲皮苷）、 Ｌ９ （当药黄素）、 Ｌ１０ （橙皮苷）、
Ｌ１１ （橙皮素）、 Ｌ１２ （异鼠李素）、 Ｌ１３ （槲皮素）、 Ｌ１４
（山柰酚）、 Ｌ１５ （芫花素）、 Ｌ１６ （山柰酚 ７⁃Ｏ⁃鼠李糖苷）、
Ｌ１７ （樱黄素）、 Ｌ１８ （桑根酮 Ｃ）、 Ｌ１９ （桑辛素）、 Ｌ２０
（表儿茶素）、 Ｌ２１ （光甘草定）、 Ｌ２２ （苜蓿素）、 Ｌ２３ （异
甘草素）、 Ｌ２４ （柳穿鱼黄素）、 Ｌ２５ （紫云英苷）、 Ｌ２６
（桑色素）、 Ｌ２７ （木犀草素）、 Ｌ２８ （芹菜素）、 Ｌ２９ （草质

素）、 Ｌ３０ （桑皮酮 Ｅ）、 Ｌ３１ （异牡荆素）、 Ｌ３２ （山柰酚 ３⁃
Ｏ⁃鼠李糖苷）， 按其最大无毒浓度进行干预处理。 分别设

置对照组、 ＩＦＮ 组 （ ＩＦＮ⁃α２Ａ， １０ ｎｇ ／ ｍＬ）、 药物组， ４８ ｈ
后吸弃培养液， 加入细胞裂解液于冰上孵育 ５ ｍｉｎ， 取

２０ μＬ细胞裂解液加入 ９６ 孔板， 依次加入萤火虫、 海肾荧

光素酶反应液， 检测荧光素酶活性。
４５０４
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２􀆰 ８　 中药单体效应验证

２􀆰 ８􀆰 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分析 　 将阳性单体药物与构建的 Ａ５４９⁃
ＩＳＲＥ 细胞共培养， ４８ ｈ 后收集细胞， ＴＲＩｚｏｌ 提取法获取细

胞总 ＲＮＡ， 选择 ＧＡＰＤＨ 作为对照， 采用常规 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 分

析方法对受 ＩＳＲＥ 正向调控的基因 ＭＸ１、 ＭＸ２、 ＴＲＩＭ５、
ＩＰ１０、 ＩＳＧ１５ 进行转录水平的检测。
２􀆰 ８􀆰 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析　 将阳性单体药物与构建的 Ａ５４９⁃
ＩＳＲＥ 细胞共培养， ４８ ｈ 后收集细胞， 冰上裂解获取细胞蛋

白， ＢＣＡ 蛋白定量， 采用常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术对受 ＩＳＲＥ
正向调控的基因 ＭＸ１、 ＴＲＩＭ５ 等进行蛋白表达的检测。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组内两两比较采用 ｔ 检验， 多组间比较采用

单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 启动子活性　 转染 ２９３Ｔ 细胞 ４８ ｈ 后进行荧光素酶活

性检测， 如图 １ 所示， 转染组荧光素酶活性相对值为

１８７􀆰 ６±２􀆰 １， 转染＋ＩＦＮ⁃α 组荧光素酶活性相对值为 ２１１􀆰 １±
５􀆰 ０， 高于对照组的活性相对值 ９７􀆰 ３±２􀆰 ３ （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 提

示 ＩＦＮ⁃α 能够增强启动子的活性。

　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 １　 启动子活性检测结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ２　 稳定表达细胞系的构建　 如图 ２ 所示， 侵染组细胞因

其能够对嘌呤霉素产生抗性而能正常生长； 而对照组细胞

由于无法对抗生素产生抵抗， 故无法正常生长。 如图 ３ 所

示， 侵染组 ＩＳＲＥ 启动子表达丰度高于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
证实慢病毒能够有效侵染 Ａ５４９ 细胞。 通过克隆稳定株构

建， 获得稳定表达细胞株 （记为 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞）， 见

图 ４。
３􀆰 ３　 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞功能验证　 如图 ５ 所示， 与对照组比

较， 在 ＩＦＮ⁃α 的作用下， Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞裂解液中的荧光

素酶活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 从功能层面验证了 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ
　 　 　 　 　 　

细胞构建成功。

图 ２　 各组细胞生长形态 （×１００）

　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组 ＩＳＲＥ 启动子表达 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

图 ４　 构建稳定细胞系

　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 各组荧光素酶活性比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 促使 ＩＳＲＥ 表达的化合物筛选 　 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞经过

阳性药 ＩＦＮ⁃α 及 ３２ 个中药单体化合物刺激后， 对其进行荧

光素酶活性检测， 如图 ６ 所示， 与对照组比较， ＩＦＮ⁃α 组

和 Ｌ４ （牡荆素， ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｌ１２ （异鼠李素， ４７ μｍｏｌ ／
Ｌ）、 Ｌ１３ （ 槲 皮 素， １３０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）、 Ｌ１４ （ 山 柰 酚， ２２
μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｌ１５ （芫花素， ５３ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｌ２８ （芹菜素， ７
μｍｏｌ ／ Ｌ） 组均能提高荧光酶活性， 促进 ＩＳＲＥ 表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。

　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ６　 促使 ＩＳＲＥ 表达化合物的筛选结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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３􀆰 ５　 阳性化合物对 ＩＳＲＥ 表达效果的验证 　 为了验证筛选

出的化合物的作用效果， 选择受 ＩＳＲＥ 正向调控的 ５ 个基

因， 分别为 ＭＸ１、 ＭＸ２、 ＴＲＩＭ５、 ＩＰ１０、 ＩＳＧ１５； 干预药物

选择 Ｌ１４ （山柰酚， ２２ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 Ｌ２８ （芹菜素， ７ μｍｏｌ ／ Ｌ）；
阳性药物选择 ＩＦＮ （ ＩＦＮ⁃α２Ａ， １０ ｎｇ ／ ｍＬ）， 药物干预后进

行基因转录水平的检测。 如图 ７ 所示， 与对照组比较， 药

物 Ｌ１４、 Ｌ２８ 组受调控基因 ＭＸ１、 ＭＸ２、 ＴＲＩＭ５ ｍＲＮＡ 表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， Ｌ１４ 组 ＩＰ１０、 ＩＳＧ１５ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 结果证实了基于 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞成功筛选出了促使

ＩＳＲＥ 表达的单体化合物。
为了验证药物干预后 ＩＳＲＥ 正向调控基因在蛋白表达上

的差异， 选择了 ＭＸ１、 ＴＲＩＭ５ 蛋白， 结果如图 ８ 所示， 与

对照组比较， 药物 Ｌ１４、 Ｌ２８ 组 ＭＸ１、 ＴＲＩＭ５ 蛋白表达升

　 　 　 　 　

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 在蛋白表达上验证了 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 的良好筛

选效果。

　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ７　 化合物对 ＩＳＲＥ 下游基因转录水平的影响

（ｘ±ｓ， ｎ＝３）

　 注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ８　 化合物对 ＩＳＲＥ 下游基因蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

４　 讨论

ＲＳＶ 属于负义单链 ＲＮＡ 病毒， 其进入机体后可被胞质

中的 ＲＩＧ⁃Ｉ 等识别， 进而启动下游信号级连反应［１３⁃１５］ 。 在

病毒感染早期阶段， 天然免疫所发挥的抗病毒作用是机体

最为重要的抵抗外来病原体的免疫反应［１６⁃１７］ 。 ＲＩＧ⁃Ｉ 可诱导

关键抗病毒细胞因子 ＩＦＮ⁃α ／ β 的释放［１８］ ， 激活 ＩＳＲＥ 及其

效应靶点 ＩＳＧｓ 的大量表达， ＩＳＧｓ 中的 ＭＸ１、 ＭＸ２、 ＩＰ１０ 为

抗黏病毒蛋白， 可在病毒入侵细胞阶段起到阻止病毒核酸

进入的作用［１９⁃２１］ ； ＩＳＧ１５、 ＴＲＩＭ５ 则在病毒的复制、 脱壳阶

段起到抗病毒作用［２２⁃２３］ 。 然而 ＲＳＶ 在感染机体过程中存在

免疫逃逸行为， 其可通过扰乱 ＲＩＧ⁃Ｉ 的正常信号传导， 抑

制 ＩＦＮ⁃α ／ β 的释放， 使得下游 ＩＳＲＥ、 ＩＳＧｓ 等效应靶点不能

得到激活， 因而难以起到有效的抗病毒作用［２４⁃２６］ 。 因此，
抗 ＲＳＶ 药物研发、 中医药药效作用探究等均可以此着手

研究。
目前 ＲＳＶ 依然是导致儿童时期下呼吸道感染的最主要

原因［２７⁃３０］ 。 清肺口服液作为应用于临床抗 ＲＳＶ 的复方制

剂， 已有数十年历史， 其对其他类型病毒性肺炎 （如流感

病毒、 博卡病毒等） 也有良好的治疗作用［９⁃１１］ ， 提示其可

能与调控机体最基本的、 最原始的天然免疫存在关联。 黄

酮类化合物已被证实可通过调控天然免疫途径达到抗 ＲＳＶ
目的［１２］ ， 但其仍然存在所含化合物复杂等问题， 因此迫切

需要建立起能够快速筛选调控天然免疫物质的报告基因

系统。
本次研究获得含有 ＩＳＲＥ 启动子的慢病毒质粒， 其在报

告基因质粒的载体上包含有嘌呤霉素抗性区， 故可借助嘌

呤霉素进行细胞的筛选与确证， 通过药筛后获得了慢病毒

侵染成功的 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞株。 利用 ＩＦＮ⁃α 能够激活 ＩＳＲＥ
的生物功能， 对构建的稳定细胞系进行验证， 最终证实

Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞具有受 ＩＳＲＥ 调控稳定表达荧光素酶活性的

功能。 基于 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞对前期定量分析得到的清肺口

服液中 ２６ 个黄酮类化合物及其他 ６ 个定性分析得到的黄酮

类化合物进行筛选， 发现牡荆素、 异鼠李素、 槲皮素、 山

柰酚、 芫花素、 芹菜素等 ６ 个能够激活 ＩＳＲＥ 的化合物， 并

选择山柰酚、 芹菜素进行验证， 通过对受 ＩＳＲＥ 正向调控的

基因转录水平及蛋白表达的检测分析， 验证山柰酚、 芹菜

素的生物效应， 也再次确认 Ａ５４９⁃ＩＳＲＥ 细胞的功能特点。
该报告基因系统灵敏度高、 检测方便， 能够特异性地

筛选出对目的基因具有调控活性的单体化合物， 在高通量

的药物筛选中具有显著的优越性， 对于目前的中医药研究

具有有广阔的应用前景。 该报告基因系统的构建思路也可

应用于今后中医药领域更广泛的药物筛选中， 筛选获得的

药物有可能进一步发展成为疾病治疗的化学药物。 因此，
本研究具有较好的理论及应用价值， 可被用于更广泛的

中医药领域研究当中， 为中医药今后的研究提供借鉴

思路。
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