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基于 microokAs的石荠苧总黄酮抗流感病毒性肺炎作用机制研究=
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摘= =要：目的= =从微小核糖核酸（mácrookAs，máokAs）角度研究石荠苧总黄酮抗流感病毒性肺炎作用机制。方法= =设立

对照组、模型组和石荠苧总黄酮组，将甲型流感病毒小鼠肺适应株 ALmoLULPQ经鼻滴入模型组和石荠苧总黄酮组小鼠，建立

小鼠流感病毒感染性肺炎模型，观察比较石荠苧总黄酮对流感病毒感染小鼠肺指数和血清白细胞介素JS（fiJS）、γ 干扰素

（fckJγ）水平的影响；采用高通量测序法和荧光定量 mCo法，检测各组小鼠肺组织中 máokAs的表达丰度差异；采用 máranda、
márbase、targetscan=P个数据库预测差异 máokAs的靶基因，并通过 hbdd分析靶基因的相关功能；采用蛋白印迹法验证相

关蛋白的表达。结果= =与模型组相比，石荠苧总黄酮可显著抑制流感病毒感染引起的小鼠肺指数和血清中细胞因子增加，调

节异常表达的 máokAs水平趋于正常；hbdd分析这些 máokAs所调控的靶基因主要富集于 gAhJpqAq、qioP等信号通路；

testern= bäottáng 证实石荠苧总黄酮可调整感染小鼠异常表达的靶蛋白水平。结论= =石荠苧总黄酮可通过调控小鼠体内

máokAs的表达发挥抗流感病毒性肺炎作用。=
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流行性感冒（流感）是由流感病毒感染引起的

常见呼吸道急性传染病，在全球曾发生多次大流行，

造成数百万人死亡xNz。由于流感病毒的变异性强，

特异针对性的化学药品极易产生耐药性和副作用，

难以满足临床防治需求。而中药抗病毒疗效显著，

不良反应少，具有多组分、多靶点作用特点，对防=
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治流感具有独特优势xOz。=
石荠苧 josla=scabra EqhunbKF=CK=vK=tu=et=eK=tK=

iá 为唇形科（iabáatae）植物，为江浙地区常用中

草药，在我国分布广泛、资源丰富，具有清热解毒、

理气化痰的功效，主治流行时疫、痰湿内蕴、疮毒

和慢性支气管炎等症。前期研究发现石荠苧水提物

以及从石荠苧中分离得到的黄酮类化合物均具有

较好的抗流感病毒效果xPJRz。=
微小核糖核酸（mácrookAs，máokAs）是近年

来发现的一类由 OM～OQ 个核苷酸组成的非编码

okA，其可通过与靶基因的 mokA 互补结合，在

转录后水平调节 mokA的翻译，来抑制靶基因的表

达，参与人体代谢、免疫、肿瘤等生理病理进程xSz。

Choá等xTz的研究发现，小鼠感染流感病毒后，体内

máokAs 的表达平衡会遭到破坏；而以 máokA 为

治疗靶点，使之重新恢复正常平衡，则可降低流感

病毒造成的小鼠死亡率。máokAs 的正常表达，影

响着流感疾病的发展过程；而抗流感药物是否通过

调整máokAs的正常表达起到抗流感作用的研究未

见报道。本研究通过高通量测序法，观察和验证石

荠苧总黄酮对流感病毒感染模型小鼠肺组织中

máokAs表达丰度的影响；基于 máokAs角度，通

过生物信息学方法，探讨石荠苧总黄酮所能涉及的

信号通路，进而阐明石荠苧总黄酮抗流感病毒性肺

炎的可能机制，为新药研发提供依据。=
N= =材料=
NKN= =实验动物和病毒株=

雄性 fCo小鼠，清洁级，体质量 NU～OO=g，由

浙江省实验动物中心提供，实验动物生产许可证号

pCuh（浙）OMNQJMMMN。=
甲型流感病毒小鼠肺适应株ALmoLULPQ（eNkN），

由浙江省疾病预防控制中心病毒所提供；NM 日龄

pmc 级鸡胚，由浙江省农业科学院提供。实验在浙

江省医学科学院 A_piO生物安全实验室进行。=
NKO= =药品与试剂=

石荠苧全草采自浙江省临安市西天目山，经

浙江中医药大学中药资源教研室张水利教授鉴定

为石荠苧 josla=scabra EqhunbKF=CK=vK=tu=et=eK=tK=
iá干燥全草。石荠苧总黄酮由浙江省医学科学院

药物所提取制备，并进行质控xUz。okA质检试剂

盒（Agáäent，美国）；动物 okA纯化试剂盒（iC=
pcáence，美国）；qrázoä=reagent（fnvátrogen，美国）；

高通量测序试剂盒（fääumána，美国）。白细胞介

素JS（fiJS）、γ 干扰素（fckJγ）试剂盒（上海拜

沃生化科技有限公司）。=
NKP= =实验仪器=

Cäassff=qópeLAL_O生物安全柜（_eker，美国）；

eáseq= ORMM 高通量测序仪（ fääumána，美国）；

_áoanaäózer=ONMM生物分析仪（Agáäent，美国）；nubát=
OKM核酸定量仪（iáfe=technoäogáes，美国）；荧光定

量 mCo仪、Chemáaoc=uop＋化学发光凝胶成像系

统（_flJoAa，美国）。=
O= =方法=
OKN= =病毒增殖=

取 R枚 NM日龄鸡胚，照检，在气室与胚胎面交

界处避开血管做一标记。用 TRB酒精消毒标记及周

围，并在标记处用钻蛋机小心钻一小孔。用注射器

吸取 MKNR= mi流感病毒液，QR度角刺入壳膜少许注

入病毒液，用石蜡封口，置 PT=℃恒温箱孵育 TO=h。
收获前将鸡胚置 Q=℃冰箱过夜，使鸡胚死亡，血液

凝固。取出鸡胚，用无菌镊子撕破鸡胚气室蛋壳，

移液管吸取鸡胚尿囊液置于冻存管分装，备用。=
OKO= =实验分组和造模=

VM 只 fCo 小鼠，按体质量从中随机分出 PM
只作为对照组，将剩余 SM只小鼠采用乙醚轻度麻

醉，以 NM 倍 iaRM 流感病毒滴鼻感染小鼠，每只

OM=μi。小鼠出现体质量减轻、活动减少、耸毛等

感染状态即说明造模成功。将造模成功后的小鼠，

按体质量随机分为模型组和石荠苧总黄酮给药组，

每组 PM只。=
OKP= =给药=

取石荠苧总黄酮冻干粉，以 NMB聚山梨酯JUM
溶液溶解，配制成溶液。石荠苧总黄酮组每次按照

NRM=mgLkg（按提取物中总黄酮量换算，相当于临床

成人常用剂量）给药，对照组和模型组给予等体积

的 NMB聚山梨酯JUM溶液，各组于造模前预先 ág给
药 P=d，造模后继续给药 R=d至实验结束。=
OKQ= =样本采集和处理=

各组小鼠于造模第 N、P、R 天，给药后 O= h，
随机取 NM只小鼠摘眼球放血处死（处死前 NO= h禁
食不禁水）。留取各组小鼠血液，分离血清，检测

细胞因子 fiJS、fckJγ 水平。处死小鼠迅速解剖，

摘取小鼠肺组织，生理盐水冲洗，吸干表面水分，

称质量，计算肺指数，即肺质量与体质量比值。=
同上述条件，取造模第 R天的小鼠肺组织样品，

置−UM=℃保存备用。=
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OKR= = miokAs的高通量测序、筛选及验证=
按照 okA提取试剂盒说明，提取造模第 R天的

小鼠肺组织总 okA，凝胶电泳纯化长度为 NU～PM=nt
的 sokA，经 cakA合成、mCo扩增后，依据 fääumána
高通量测序试剂盒的要求操作，进行高通量测序分

析xVz。根据测序结果分析处理，滤去非目标序列，对

照组、石荠苧总黄酮组分别与模型组进行比较，筛

选Absoäute=coäd=change［äogOEA组L_组F］为 OKM倍
以上的máokAs；并采用实时荧光定量 mCo技术xNMz，

检测各组小鼠肺组织中差异表达máokAs的丰度。=
OKS= =靶基因预测及分析=

采用máranda、márbase和 targetscan=P个数据库对

Absoäute=coäd=change超过 OKM倍的máokAs的靶基因

进行预测，最终取预测结果的交集作为目标máokAs
的靶基因；采用 cótoscape 软件，结合以上信息，构

建网络关系图；应用 kóoto=encócäopedáa=of=genes=and=
genomes（hbdd）对靶基因进行信号通路分析。=
OKT= =testern= blotting检测小鼠肺组织相关蛋白的

表达=
取各组小鼠肺组织样本适量，加入蛋白提取试

剂，Q=℃匀浆，冰浴裂解 PM=mán，NO= MMM= rLmán离
心 NM=mán，收集上清，即为肺组织总蛋白。采用考

马斯亮蓝法测定蛋白浓度。取 RM= μg 总蛋白质在

pap聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，转移至 msac膜，

室温孵育 N= h，加一抗 Q=℃过夜，q_p溶液洗膜 P
次，再加入 eom标记的二抗及 eom标记的抗生物

素抗体，室温孵育膜 N= h，q_p溶液洗膜 P次；洗

完膜稍干后，加入 A_显影液，在化学发光成像仪

上显影，计算目的蛋白与内参蛋白 βJactán条带灰度

的比值。=
OKU= =数据处理=

实验数据以 ±x s表示，采用 pmpp= NTKM统计分

析软件进行统计学处理，进行单因素方差分析，多

重比较采用 ipa法；方差不齐采用非参数秩和检验。=
P= =结果=
PKN= =小鼠肺指数及细胞因子测定结果=

各组小鼠肺指数测定结果见表 N，在接种流感

病毒第 N天，可见各组肺指数差异不大，无显著性

变化；感染后第 P天，模型组与对照组相比，肺指

数明显升高，差异显著（m＜MKMN）；感染后第 R天，

模型组肺指数显著高于对照组（m＜MKMN），石荠苧

总黄酮组肺指数显著低于模型组（m＜MKMR）；说明

石荠苧总黄酮对流感病毒所致小鼠肺指数增加具

有一定抑制作用。小鼠血清中各时间点细胞因子

fiJS和 fckJγ 水平结果见图 N，小鼠感染后第 N天，

各组细胞因子水平无显著差异；感染第 P 天，模型

组与对照组相比，fiJS和 fckJγ 水平显著升高（m＜
MKMR），石荠苧总黄酮组与模型组相比，fiJS水平显

著降低（m＜MKMR），fckJγ 水平显著升高（m＜MKMR）；
感染后第 R天，模型组 fiJS和 fckJγ 水平显著高于

对照组（m＜MKMN），同时，石荠苧总黄酮组与模型

组相比，fiJS和 fckJγ 水平均得到抑制，具有显著

差异（m＜MKMR、MKMN）；说明石荠苧总黄酮能够抑

制流感病毒所致的小鼠血清 fiJS 水平升高，调节

fckJγ 的水平。=

表 N= = 石荠苧总黄酮对流感病毒感染小鼠肺指数的影响=
E x±sI=n===NMF=
qable=N= =bffects=of=cjp=on=lung=index=of=mice=infected=with=
influenza=virus=eNkN=E x±sI=n===NMF=

组别=
剂量L=

Emg·kg−NF=

肺指数LEmg·g−NF=

第 N天= 第 P天= 第 R天=

对照= —= SOKQ±OKT= SOKR±OKUGG= SOKQ± OKUGG=

模型= —= SSKR±OKV= VTKR±TKN= NOUKU±NRKV=

石荠苧总黄酮= NRR= SPKQ±QKS= USKQ±NKQ= NMRKP± OKMG=

与模型组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN，下同=
Gm=Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN=vs modeä=groupI=same=as=beäow=

=

= = = = = = = = = = = =
=

图 N= =石荠苧总黄酮对流感病毒感染小鼠血清中 fiJS和 fckJγ水平的影响= E x±sI=n===NMF=
cigK=N= =bffects=of=cjp=on=cytokine=levels=of=fiJS=and=fckJγ=in=serum=of=mice=infected=with=influenza=virus=eNkN=E x±sI=n===NMF=
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PKO= = miokAs表达情况变化=
感染流感病毒后，小鼠肺组织中 máokAs 表达

变化同时满足 äogO（模型组L对照组）和 äogO（模型

组/石荠苧总黄酮组）同为正值或同为负值，且绝对

值大于 OKM 的差异 máokAs 有 PR 种，几个关键

máokAs表达情况见表 O。其中有 NO种 máokAs表
达下调，且给予石荠苧总黄酮后，这些差异máokAs
的表达得到提升；有 OP种máokAs的表达在感染流

感病毒后升高，给予石荠苧总黄酮后，可以下调这

些 máokAs 的表达。说明石荠苧总黄酮对感染小鼠

肺组织内máokAs的表达，具有一定调整作用。=
PKP= =靶基因预测及功能分析=

通过 máranda、márbase和 targetscan=P个数据库

对筛选出的差异 máokAs进行靶基因预测，得到 P
个数据库预测靶基因重叠部分的 QRO个靶基因。=

通过cótoscape软件绘制信号通路的máokAsJgene

调控网络图，如图 O所示，以网络调控图中 máokAs
所调控的基因数目，对调控网络中 máokAs进行等

级（degree）评价，调控基因数目越多，等级越高。

由图 O 可知，在调控网络图中，máokAJQQVaJRp、
máokAJPSVJPp、máokAJQSRJRp为核心 máokAs。=

表 O= =小鼠肺组织几个关键 miokAs表达差异情况=
qable=O= =hey=difference=of=miokAs=expression=in=lung=tissue= =
of=mice= =

máokAs=
倍数变化=

模型L对照= 石荠苧总黄酮L模型=
máoJNMPJPp= −OKVO= = RKRS=
máoJNMTJPp= −OKRP= = RKRM=
máoJNRRJRp= = SKVQ= −OKTT=
máoJQQVaJRp= −OKVU= = PKNQ=
máoJPSVJPp= = PKPQ= −QKSR=
máoJTNM= = PKMU= −PKNM=
==

=
图 O= =差异 miokAsJgene网络调控图=

cigK=O= =ketwork=diagram=of=differences=of=miokAsJgene=

hbdd 是经典的生化代谢路径数据库之一，

包含 NV个高度相关的数据库xNNz；通过 hbdd=通
路分析富集评分，可构建相关基因的信号通路图。

通过aAsfa程序对上述差异máokAs进行hbdd=
通路分析，预测靶基因富集的生物学通路xNOz，发

现上述差异 máokAs 主要参与 gAhJpqAq 通路、

qioP 信号通路、趋化因子等炎症相关信号通路

（图 P）。其中，有背景标记的基因为数据库预测

得到的石荠苧总黄酮诱导 máokAs 可能作用的靶

基因。=

PKQ= =石荠苧总黄酮对相关蛋白表达的影响=
根据hbdd通路分析结果，采用testern=bäottáng

法，对靶基因的表达情况进行验证，结果见图 Q。与

对照组相比，模型组中可见蛋白 qioP、pqAqP、pSR
的表达显著增加（m＜MKMR、MKMN）；而石荠苧总黄酮

组的相关蛋白表达与模型组相比有降低的趋势，蛋白

表达水平接近对照组。与对照组相比，maCaQ 的表

达在模型组中有所降低（m＜MKMR），给予石荠苧总黄

酮治疗后，可见其表达水平升高，证明石荠苧总黄酮

诱导产生的máokAs影响预测靶基因的蛋白表达。=
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图 P= =石荠苧总黄酮抗流感效应的 miokAsLqioP调控通路=
cigK=P= =miokAsLqioP=signal=pathway=of=cjp=with=antiJinfluenza=efficiency=

=

= = = = = = = = = = = = = =
=

图 Q= =各组小鼠肺组织 qioP通路相关因子的蛋白表达情况= E x±sI=n===NMF=
cigK=Q= =mrotein=expression=of=related=factors=in=qioP=pathway=in=lung=tissues=of=mice=in=each=group=E x±sI=n===NMF=

Q= =讨论=
现代医学研究表明，流感病毒侵入呼吸道后，

在黏膜上皮细胞内复制、感染，刺激组织细胞产生

免疫应答，释放免疫因子，而过度的宿主免疫反应，

却引起了一系列的肺部病理性炎症损伤xNPz，这也是

流感病毒感染导致死亡的重要原因。中药在抗流感

方面有其独特优势，因其不仅能直接作用于病毒，

抑制其增殖，更重要的是能够调节宿主免疫反应，

减轻炎症病理损伤，大大减少流感病毒性肺炎的发

生xNQz。黄酮类化合物是中药比较常见的有效成分之

一，已有文献报道xNRz，黄酮类化合物具有抗炎、调

节免疫活性，且其抗炎、调节免疫的活性主要表现

在对炎症因子的调节上xNSz。前期研究xNTz发现石荠苧

总黄酮可通过下调小鼠炎症信号，抑制脂多糖诱导

的急性肺损伤。本研究也证实，石荠苧总黄酮可有

效抑制流感病毒引起的小鼠肺水肿，减轻流感病毒

引起的炎症损伤。=
máokAs 在疾病的发生和发展过程中扮演着重

要角色，与肺内炎性反应、肺癌、肺纤维化等肺部

疾病的发生和发展密切关联xNUz。本研究以小鼠构建

流感病毒感染模型，通过高通量测序，发现流感病

毒确能引起小鼠肺内 máokAs的异常表达，而给予

石荠苧总黄酮治疗后，能够改善 máokAs异常表达

的情况。tang等xNVz研究表明，máokAs或其靶基因

参与调控了鸡对禽流感病毒感染的反应。近年来的

研究证实，máokAs可通过靶向免疫系统中关键信号

传导分子的表达，参与调控机体的免疫应答xOMz。将

筛选出的差异 máokAs 进行靶基因预测，并进行

hbdd通路分析，发现其主要参与 gAhJpqAq通路、

qioP 信号通路、趋化因子等炎症相关信号通路；

继而蛋白免疫印迹的结果证实，石荠苧总黄酮可有

效抑制相关炎症信号通路关键蛋白的表达。因此，

qioP=

jóaUU=

qofc=

pqAqP=

fiJNOpPR=

pSR=

maCaQ=

βJactán=

对照= = = = = = = = =模型= = = =石荠苧总黄酮=

蛋
白
相
对
表
达
量
=

MKT=

MKS=

MKR=

= MKQ=

= MKP=

MKO=

MKN=

MKM=
qioP= = jóaUU= = = qofc= = = pqAqP= = fiJNOpPR= = = pSR= = = maCaQ= =

对照=
模型=
石荠苧总黄酮=GG=

GG=GG=

GG=
GG=

G=
G=

G=

G=
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推测石荠苧总黄酮有可能通过调节流感病毒感染

小鼠体内 máokAs的表达，而调控机体的免疫应答

反应，减少宿主免疫引起的肺损伤，进而发挥抗流

感病毒性肺炎的作用。=
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