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［摘　要］　为了探讨模拟运输应激对大鼠肺脏组织 ＴＬＲ４和 ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达的影响及黄

芪生脉饮的调控作用，本文将３０只 ＳＤ雄性大鼠随机分为对照组、模型组和中药组，给中药组大鼠

连续灌服黄芪生脉饮７ｄ，对照组、模型组灌服等量生理盐水，然后将模型组和中药组大鼠每日置于

３５℃、６０ｒ／ｍｉｎ的水平摇床摇晃２ｈ，连续３ｄ，模拟运输过程中的摇晃、高温、拥挤等因素，构建大鼠

运输应激模型，实时荧光定量ＰＣＲ法测定大鼠肺组织ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达的变化。结

果表明：模型组大鼠肺组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达量显著低于对照组和中药组（Ｐ＜０．０５），中药组大鼠

肺组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达量显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），模型组大鼠肺组织 ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表

达量显著低于对照组和中药组（Ｐ＜０．０５），且对照组和中药组ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达量无显著差

异（Ｐ＞０．０５）。因此，黄芪生脉饮可通过降低大鼠肺脏组织中 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达、增强 ＮＦ－κＢ

ｐ５０ｍＲＮＡ表达来达到抑制ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢ信号通路的激活，进而控制下游的炎性信号通路及炎性

细胞因子的表达，起到抑制运输应激大鼠肺组织炎症的作用。
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　　随着现代畜牧集约化养殖规模的不断扩大，畜

禽长途运输变得越来越普遍，常引起动物出现运输

应激，导致动物消瘦、惊恐、易怒、抗病能力下降，生

产性能，免疫水平以及畜产品品质降低［１］，特别是

免疫抑制性疾病和诱发应激动物严重的肺炎［２］，给

畜禽生产带来了巨大经济损失［３］。

现有研究表明，ＴＬＲ４是参与非特异性免疫的

重要蛋白质分子，同时也是连接特异性免疫与非特

异性免疫的桥梁，可识别病原微生物，激活机体产

生免疫细胞应答［４］，还可通过结合相应配体引起信

号的传导，启动炎症相关基因的转录，造成多种炎

症介质的释放［５］，其中，ＮＦ－κＢ是 ＴＬＲ４介导的信

号转导的下游转录因子［６］，激活后将调控与炎症反

应和固有免疫反应相关基因转录［７］，可诱导下游信

号的级联式反应，引起严重炎性反应，导致疾病恶

化［８］。因此，本文通过构建大鼠模拟运输应激模

型，研究模拟运输应激对大鼠肺脏组织 ＴＬＲ４和

ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达的影响及黄芪生脉饮的干

预作用，探讨黄芪生脉饮对运输应激致肺组织炎性

损伤的防治效果，为研制可有效防治运输应激性肺

炎的药物提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂　黄芪、五味子、党参和麦冬，重庆

市北碚区中医院；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（批号：１７２－５２６４），美

国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（批号：Ｄ９１０８Ａ）和

ＲＮＡＲｅａｇｅｎｔＫｉｔ（批号：ＤＲＲ０４７Ｒ），大连宝生物公

司；Ｔｒｉｚｏｌ（批号：Ａ９５０７－１）、ｃＤＮＡ反转录试剂盒（批

号：ＡＫ３１０１），大连ＴａｋａＲａ公司。

１．２　仪器设备　ＢＩＯ－ＲＡＤ７５００型实时荧光定量

ＰＣＲ仪，ＨＩＴＡＣＨＩＣＴ１５ＲＥ型高速冷冻离心机，德

国ＢＩＯＭＥＴＲＡＴｒｏｂｏｔＰＣＲ仪，ＳＨＺ－８２恒温振荡培

养箱。

１．３　方法

１．３．１　中药制剂　取黄芪 ４０ｇ、党参 ３０ｇ、麦冬

２０ｇ和五味子 １０ｇ等药物加入 １０倍蒸馏水浸泡

３０ｍｉｎ后，武火煮沸，文火煎煮２ｈ后，双层纱布过

滤，再加入８倍蒸馏水文火煎煮１．５ｈ，纱布过滤后

合并两次滤液，旋转蒸发仪浓缩为１ｇ生药／ｍＬ的

药液，于４℃条件保存。

１．３．２　动物分组及处理　ＳＤ雄性大鼠３０只，体

重２５０±２０ｇ，购自第三军医大学实验动物中心。

将大鼠置于２５±２℃，６５％ ～７５％湿度条件下适应

性饲养７ｄ后，随机分为对照组、模型组和中药组，

每组１０只。

按照５ｇ／ｋｇ剂量给各组大鼠灌服黄芪生脉饮

２ｍＬ，对照组和模型组大鼠灌服同等剂量生理盐

水，每日１次，连续７ｄ。参照文献方法［９］对大鼠进

行模拟运输应激处理，即每日９∶００～１１∶００将模型

组及中药组大鼠置于恒温振荡培养箱中，按３５℃、

６０ｒ／ｍｉｎ条件水平摇床上摇晃２ｈ，连续３ｄ，利用

·０４·



　２０１６，５０（６）：３９～４３／牟唐维，等 中国兽药杂志

摇床模拟运输过程中的摇晃、高温、拥挤等因素进

行处理。

１．３．３　样品采集及处理　在第３天摇晃结束后，

对所有大鼠进行乙醚吸入麻醉，颈椎脱臼处死后于

７５％酒精中浸泡５ｍｉｎ，无菌剖取肺脏组织，液氮冻

存，－８０℃保存；Ｔｒｉｚｏｌ法提取肺组织总 ＲＮＡ反转

录，实时荧光定量ＰＣＲ法检测大鼠肺组织中 ＴＬＲ４

及ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达量的变化。

１．３．４　引物设计及合成　根据 ＧｅｎｅＢａｎｋ中大鼠

ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢｐ５０及 β－ａｃｔｉｎ基因序列，Ｐｒｉｍｅｒ５

软件设计引物，由上海生工生物工程股份有限公司

合成。各基因引物序列如下：

表１　各基因引物序列
目的基因 引物 （５’—３’）序列 大小／ｂｐ

ＴＬＲ４
Ｆ ＣＧＣＴＴＴＣＡＧＣＴＴＴＧＣＣＴＴＣＡ

Ｒ ＣＴＣＣＡＧＡＡＧＡＴＧＴＧＣＣＴＣＣＣ
３２３

ＮＦ－κＢｐ５０
Ｆ ＴＡＣＧＡＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＣＣＴＣＴ

Ｒ ＴＣＴＣＧＧＡＧＣＴＣＡＴＣＴＣＡＴＡＧＴ
４５４

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ ＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣ

Ｒ ＡＴＧＧＣＴＡＣＧＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧ
４７０

１．３．５　大鼠肺脏组织中ＴＬＲ４和ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲ
ＮＡ的检测　提取大鼠肺脏组织的总 ＲＮＡ，按照反
转录试剂盒说明，将 ＲＮＡ反转录 ｃＤＮＡ后，进行实
时荧光定量 ＰＣＲ反应扩增目标基因序列，反应条
件为：９５℃预变性 ３０ｍｉｎ，９５℃变性 １０ｓ，退火
（ＴＬＲ４６４．５℃、ＮＦ－κＢｐ５０６０℃、Ａｃｔｉｎ６０℃）３０
ｓ，６５℃延伸５ｓ，共进行３９个循环，９５℃延伸３０ｓ。
１．４　数据处理与分析　通过荧光定量 ＰＣＲ法测
定各基因的荧光阈值（Ｃｔ），运用２－ΔΔＣｔ方法计算目

的基因的表达值，并以“平均数（标准差 ＳＤ）”表
示，采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行单因素方差分析（ｏｎｅ
－ｗａｙＡＮＯＶＡ）。
２　结 果

２．１　基因扩增曲线、溶解曲线结果　图１－２为大
鼠肺脏组织各基因扩展曲线和溶解曲线。扩增曲

线均稳定进入平台期，说明模板的浓度适宜；溶解

曲线呈单峰，表明无引物二聚体及其他的非特异性

扩增产物，结果可信。

图１　大鼠ＴＬＲ４基因的扩增曲线（Ａ）和溶解曲线（Ｂ）

图２　大鼠ＮＦ－κＢｐ５０基因的扩增曲线（Ａ）和溶解曲线（Ｂ）
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２．２　黄芪生脉饮对模拟运输应激致大鼠肺组织
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的影响

表２　黄芪生脉饮对模拟运输应激大鼠肺
组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的影响

组别 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ

对照组 １．０１±０．１１ａ

模型组 ２．３３±０．３０ｂ

中药组 １．７７±０．６２ｃ

各组之间相比，相同字母差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同字母表示差
异显著（Ｐ＜０．０５），下同。

　　由表２可知，模型组大鼠肺组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
表达量显著高于对照组和中药组（Ｐ＜０．０５），中药
组大鼠肺组织ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达量则显著高于对照
组（Ｐ＜０．０５）。
２．３黄芪生脉饮对模拟运输应激致大鼠肺组

织 ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达的影响
表３　黄芪生脉饮对模拟运输应激大鼠肺
组织ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达的影响

组别 ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ

对照组 １．０１±０．１２ａ

模型组 ０．４４±０．１２ｂ

中药组 ０．９３±０．１７ａ

　　由表 ３可知，模型组肺组织 ＮＦ－κＢｐ５０
ｍＲＮＡ表达量显著低于对照组和中药组（Ｐ＜
０．０５），对照组和中药组肺组织ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ
表达量差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
３　分析与讨论

运输应激是动物在运输途中的禁食限水、拥挤

环境及颠簸等因素的作用下，产生了适应性和防御

性反应，是影响动物生产的重要因素之一［１０］。据

研究，长途运输应激会使动物呼吸系统免疫机制受

到影响，易发生呼吸道、肺部感染性及炎性疾

病［１１－１２］，引发肉牛全身综合性病理症候群，其发病

率可达８０％，死亡率达４０％以上。
中兽医理论认为运输应激综合征属于虚症范

畴，主要分为气血两虚、湿热内蕴、脾胃虚弱和肝气

郁结［１４］等，临床以气血两虚型较为常见，治宜益气

生津、宁心安神，可用归脾汤、黄芪生脉饮等治疗，

黄芪生脉饮是由黄芪、党参、麦冬和五味子四味药

组成，具有益气滋阴，养心补肺之功效［１５］。研究表

明，黄芪生脉饮具有强心、改善周围血液循环等作

用，调节和促进机体活动能力，增强新陈代谢的功

能［１６］。

３．１　黄芪生脉饮对模拟运输应激大鼠肺组织
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达的影响　ＴＬＲｓ是启动天然免疫
防御反应的关键因素，而ＴＬＲ４是已经发现的ＴＬＲｓ
家族之一，主要是识别革兰氏阴性细菌的脂多糖，

进而诱导下游信号通路，如 ＮＦ－κＢ等信号通路来
激发机体组织炎性反应，在炎性反应发生中起到关

键作用［１７，１８］。

本研究表明，大鼠模型组肺脏组织 ＴＬＲ４ｍＲ
ＮＡ表达水平显著高于对照组，说明在模拟运输条
件下，大鼠机体抵抗力下降，细菌感染导致肺组织

受到损伤，模型组大鼠肺组织 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水
平显著高于中药组，说明黄芪生脉饮可通过干预大

鼠肺脏组织中ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达，进而控制ＴＬＲ４
下游的炎性信号通路及炎性细胞因子的表达，参与

控制局部炎症反应，起到防治运输应激的作用。

现有研究表明，黄芪多糖对ＬＰＳ引起的大鼠心
肌肥大具有保护作用，其机制可能与抑制 ＴＬＲ４／
ＮＦ－κＢ信号通路有关［１９］；黄芪皂苷可阻止

ＭＹＤ８８，ＴＬＲ４受体的激活，提高超氧化物歧化酶的
活性，对于胃部炎症具有治疗作用［２０］；黄芪可以减

弱ＬＰＳ－ＴＬＲ４信号转导途中的ｐ３８和ＥＲＫ的活性
和激活增殖蛋白激酶磷酸酶（ＭＫＰ－１）从而减少
ＬＰＳ作用的巨噬细胞的 ＩＬ－６、ｉＮＯＳ和 ＣＯＸ－２的
产生［２１］；党参对机体的部分损伤有保护作用，并且

具有抗炎、抗应激、抗缺氧作用［２２］，还可使巨噬细

胞增多，吞噬能力增强，可以增强细胞内 ＤＮＡ、
ＲＮＡ、ＡＴＰ酶等的活性等；麦冬可促进体液和细胞
免疫功能［２３］，增强小鼠网状内皮系统的吞噬能力，

具有良好的免疫增强和刺激作用；五味子也具有免

疫兴奋的作用［２４］。

３．２　黄芪生脉饮对模拟运输应激大鼠肺组织 ＮＦ
－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达的影响　ＮＦ－κＢ是一种普
遍存在的转录因子，为 ｐ５０／ｐ６５异源二聚体，在受
到病原体等各种因素影响时被激活和释放，可诱导

前炎性基因表达，介导机体组织的天然免疫反应和

炎性反应［２５－２６］；研究表明，ＮＦ－κＢ的负反馈调节
主要通过ｐ１０５／ｐ５０及ＩκＢα执行，其中ｐ５０二聚体
可以通过竞争ＤＮＡ结合位点降低 ＮＦ－κＢ介导的
效应［２７］。因此，抑制ＮＦ－κＢ信号通路的激活有助
于控制组织炎症的发生。

本研究表明，模拟运输应激可引起大鼠肺组织
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ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ表达量显著下降，且低于对照
组和中药组，中药可维持大鼠肺组织 ＮＦ－κＢｐ５０
ｍＲＮＡ表达量于正常水平，表明黄芪生脉饮能通过
增强ｐ１０５／ｐ５０介导的ＮＦ－κＢ的负反馈调节来抑
制ＮＦ－κＢ信号通路，达到减轻肺部损伤的作用。
研究表明，黄芪能够抑制 ＮＦ－κＢ的核转位，从而
影响下游蛋白的表达并且黄芪皂苷能够完全抑制

ＬＰＳ和ＴＮＦ－α介导的内皮细胞的ＮＦ－κＢ核转位
和ＮＦ－κＢ－ＤＮＡ结合的活性，从而发挥抗炎作
用［２１］；黄芪多糖联合丹参酮对阻断大鼠ＮＦ－κＢ转
导通路过度激活及降低细胞因子ＭＩＦ（巨噬细胞移
动抑制因子）具有显著疗效［２８］；且黄芪甲苷对后负

荷过载型心肌肥厚具有抑制作用，其作用机制与抑

制ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β参与介导的ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢ通
路的信号转导有关［２９］。

综上所述，黄芪生脉饮可通过降低大鼠肺脏组

织中ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达、增强ＮＦ－κＢｐ５０ｍＲＮＡ
表达来达到抑制ＴＬＲ４－ＮＦ－κＢ信号通路的激活，
进而控制下游的炎性信号通路及炎性细胞因子的

表达，参与控制局部炎症反应，起到抑制运输应激

大鼠肺组织炎症的作用。
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