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奥司他韦对寒冷刺激致鼻黏膜免疫屏障功能低下模型小鼠的保护作用

晏雪梅，杨居崩，聂发龙，廖 陈，李秀芳△

（云南中医药大学，云南 昆明 ６５０５００）
摘要：目的 探讨奥司他韦对寒冷刺激致鼻黏膜免疫屏障功能低下牗ＭＮＭＢＤ牘模型小鼠的保护作用。方法 将３８只 ＳＰＦ级昆明种小鼠
随机分为正常组（１２只，等体积蒸馏水）、模型组（１２只，等体积蒸馏水）和奥司他韦组（１４只，奥司他韦４０ｍｇ／ｋｇ）。灌胃给药，每日１次，
连续３次。末次给药３０ｍｉｎ后，模型组和奥司他韦组小鼠置－２０℃２ｈ，再转移至２５℃ ３０ｍｉｎ，循环刺激 ２次以建立寒冷刺激致鼻黏
膜免疫屏障功能低下模型小鼠；正常组小鼠不予任何刺激。采用免疫印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）法检测小鼠鼻黏膜组织免疫球蛋白 Ａ（ＩｇＡ）、干
扰素 λ（ＩＦＮ－λ）、干扰素λ受体１（ＩＦＮＬＲ１）、白细胞介素１０Ｒβ（ＩＬ－１０Ｒβ）、干扰素调节因子９（ＩＲＦ９）和黏病毒抗性蛋白１（Ｍｘ－１）表达
水平。结果 与正常组比较，模型组小鼠 ＩｇＡ，ＩＦＮ－λ，ＩＦＮＬＲ１，ＩＬ－１０Ｒβ，ＩＲＦ９，Ｍｘ－１蛋白表达水平均显著下降（Ｐ＜０．０５）；与模型组
比较，奥司他韦组小鼠 ＩｇＡ，ＩＦＮ－λ，ＩＬ－１０Ｒβ，ＩＲＦ９，Ｍｘ－１蛋白表达水平均显著上升（Ｐ＜０．０５）。结论 奥司他韦可提高小鼠鼻黏膜

免疫屏障功能，其作用与促进小鼠鼻黏膜组织中 ＩｇＡ蛋白表达和激活ＩＦＮ－λ信号通路相关。
关键词：奥司他韦；寒冷刺激；免疫球蛋白 Ａ；干扰素 λ；小鼠
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上呼吸道感染（ＵＲＴＩ）为常见呼吸系统疾病，包括
流行性感冒（简称流感）、普通感冒、病毒性咽炎等，ＵＲＴＩ
向下呼吸道迁延而出现的多种并发症是导致 ＵＲＴＩ患
者致残或致死的重要原因。２０１８年，ＫＷＯＮＧ等犤１犦指出，

急性心肌梗死与急性 ＵＲＴＩ尤其是流感之间关系密切，
患者在确认感染流感后的前 ７ｄ，急性心肌梗死发作的
概率可增加 ６倍。一项针对感染甲型流感（Ｈ７Ｎ９）幸存
病例出院后２年的随访调查显示，５０％的幸存者在感染
治愈后的 １年内仍存在严重的通气功能障碍犤２犦。由于

８０％以上的ＵＲＴＩ由病毒感染引起，故接种疫苗和使用
抗病毒药物是临床对因治疗最有效的手段。目前，临床

常用的 ＵＲＴＩ抗病毒药物包括神经氨酸酶抑制剂、脱氧
核糖核酸（ＲＮＡ）聚合酶抑制剂和Ｍ２蛋白离子通道抑制
剂。神经氨酸酶抑制剂由于耐药率相对较低，作用特异

性较强，可阻碍病毒颗粒的释放，高效抗病毒。奥司他韦

是神经氨酸酶抑制剂，可竞争性结合流感病毒表面的神

经氨酸酶活性，干扰病毒从宿主细胞释放，阻碍病毒扩散，

对甲型和乙型流感病毒具有较好的抑制作用。ＵＹＥＫＩ犤３犦

研究发现，奥司他韦可降低疾病的严重程度和死亡率。

Ｈ１Ｎ１流感病毒、呼吸道合胞病毒、鼻病毒等均可由呼
吸道进入机体，引发疾病，覆盖于呼吸道的黏膜系统成

为机体防御病毒、细菌等病原微生物经口鼻入侵的第一

道防线。研究证实，呼吸道黏膜屏障结构破坏或功能低

下与 ＵＲＴＩ密切相关犤４犦，提高呼吸道黏膜屏障的防御能

力是防治ＵＲＴＩ的重要途径。本研究中探讨了奥司他韦
对寒冷刺激所致小鼠鼻黏膜免疫屏障功能低下

牗ＭＮＭＢＤ牘的影响。现报道如下。
１ 材料与方法

１．１ 试药、仪器与动物

试药：磷酸奥司他韦颗粒（宜昌东阳光长江药业股
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Ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（批号为０００４４９１５），均购自美国 Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；干扰素 λ受体 １牗ＩＦＮＬＲ１牘Ａｎｔｉｂｏｄｙ（英国
ｂｉｏｒｂｙｔ公司，批号为ＣＢ１７５１４）；白细胞介素１０Ｒβ牗ＩＬ－１０Ｒβ牘
Ａｎｔｉｂｏｄｙ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，批号为 Ｄ１０１５）；干扰素
调节因子 ９牗ＩＲＦ９牘Ａｎｔｉｂｏｄｙ（美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，
批 号 为 ２８８４５５）；Ａｎｔｉ－ＩＬ－２８ＡＡｎｔｉｂｏｄｙ（批 号 为
ＧＲ２４６５６－５），Ａｎｔｉ－黏病毒抗性蛋白 １牗Ｍｘ－１牘Ａｎｔｉｂｏｄｙ

（批号为ＧＲ３１９０７９４－１６），均购自美国Ａｂｃａｍ公司。
仪器：ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ型酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公

司）；ＸＳ１２５Ａ型分析天平（瑞士普利赛斯公司，精度为十
万分之一）；ＨＩＴＡＣＨＩＣＦ１６ＲＸⅡ型台式低速离心机（日本
ＨｉｔａｃｈｉＫｏｋｉ公司）；ＰｏｗｅｒＰａｃＵ型电泳仪、Ｍｉｎｉ－Ｐｒｏｔｏ
型湿转仪，均购自美国伯乐公司；ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｕｍ型 ＵＶＰ
凝胶成像分析系统（美国Ｓｐｅｃｔｒｕｍ公司）。

动物：ＳＰＦ级昆明种小鼠 ３８只，雄性，体质量１８～
２０ｇ，由成都达硕实验动物有限公司提供，许可证号为
ＳＣＸＫ（川）２０１５－０３０，合格证号为 ５１２０３５００００９７２７。饲
养条件为光照 １２ｈ、黑暗 １２ｈ，温度 １８～２２℃，相对湿
度４０％～６０％。
１．２ 方法

复制寒冷刺激致小鼠 ＭＮＭＢＤ模型犤５－６犦。

将小鼠随机分为正常组（１２只）、模型组（１２只）、奥
司他韦组（１４只）。正常组和模型组灌胃蒸馏水，奥司他
韦组小鼠提前灌胃奥司他韦，临用时按临床成人等效量

的 ２倍量（４０ｍｇ／ｋｇ）进行配制，每 １０ｇ体质量 ０．２ｍＬ
灌胃给药，１次／日，连续给药 ３次。正常组不予任何刺
激；模型组和奥司他韦组小鼠均于末次给药 ３０ｍｉｎ后
置 －２０℃环境中１ｈ，再置２５℃环境中３０ｍｉｎ，循环刺
激２次，造模后正常给予水和食物。于造模结束后２４ｈ，
过量麻醉，处死小鼠，摘取鼻黏膜，使用免疫印迹

（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）法检测鼻黏膜组织中免疫球蛋白 Ａ
（ＩｇＡ）、干扰素 λ（ＩＦＮ－λ）、ＩＦＮＬＲ１、ＩＬ－１０Ｒβ、ＩＲＦ９和
Ｍｘ－１蛋白表达水平。

模型组小鼠鼻黏膜组织中，ＩｇＡ和 ＩＦＮ－λ蛋白表
达水平与正常组相比，明显下降，若差异有统计学意义

则判断为造模成功。

１．３ 统计学处理

采用ＳＰＳＳ２２．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ
表示，组间比较采用单因素方差分析，方差齐者采用 ＬＳＤ
法检验，方差不齐者采用 Ｔａｍｈａｎｅ′ｓ法检验。Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２ 结果

２．１ 对ＩｇＡ蛋白表达的影响
结果显示，与正常组比较，模型组小鼠鼻黏膜组织中

ＩｇＡ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，
奥司他韦组小鼠鼻黏膜中 ＩｇＡ蛋白表达水平显著升高

ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｇＡ，ＩＦＮ－λ，ＩＦＮＬＲ１，ＩＬ－１０Ｒβ，ＩＲＦ９ａｎｄＭｘ－１ｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＩｇＡ，ＩＦＮ－λ，ＩＬ－１０Ｒβ，ＩＲＦ９ａｎｄＭｘ－１ｉｎ
Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒｃａｎｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｉｍｍｕｎｅ
ｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｍｉｃｅ，ｗｈｉｃｈｉｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩｇＡｉｎｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｎｇＩＦＮ－λｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｏｓｅｌｔａｍｉｖｉｒ；ｃｏｌｄｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ；ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＡ；ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－λ；ｍｉｃｅ
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ＩｇＡ

β－ａｃｔｉｎ

ＩｇＡ／β－ａｃｔｉｎ
１．５

１．０

０．５

０

正常组 模型组 奥司他韦组

正常组 模型组 奥司他韦组

ＩＦＮ－λ

ＧＡＰＤＨ

１．５

１．０

０．５

０

正常组 模型组 奥司他韦组

正常组 模型组 奥司他韦组

ＩＦＮ－λ／ＧＡＰＤＨ

ＩＦＮＬＲ１

β－ａｃｔｉｎ

１．５

１．０

０．５

０

正常组 模型组 奥司他韦组

正常组 模型组 奥司他韦组

ＩＦＮＬＲ１／β－ａｃｔｉｎ

１．５

１．０

０．５

０

正常组 模型组 奥司他韦组

正常组 模型组 奥司他韦组

ＩＬ－１０Ｒβ／β－ａｃｔｉｎ

ＩＬ－１０Ｒβ

β－ａｃｔｉｎ

ＩＲＦ９

β－ａｃｔｉｎ

１．５

１．０

０．５

０

正常组 模型组 奥司他韦组

ＩＲＦ９／β－ａｃｔｉｎ

正常组 模型组 奥司他韦组

Ｍｘ－１

β－ａｃｔｉｎ

１．５

１．０

０．５

０

正常组 模型组 奥司他韦组

正常组 模型组 奥司他韦组

Ｍｘ－１／β－ａｃｔｉｎ

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

Ａ．ＩｇＡ Ｂ．ＩＦＮ－λ Ｃ．ＩＦＮＬＲ１ Ｄ．ＩＬ－１０Ｒβ Ｅ．ＩＲＦ９ Ｆ．Ｍｘ－１
图１ 奥司他韦对 ＭＮＭＢＤ模型小鼠鼻黏膜组织中免疫屏障功能的影响

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜０．０１，＃Ｐ＜０．０５．

Ａ．ＩｇＡ Ｂ．ＩＦＮ－λ Ｃ．ＩＦＮＬＲ１ Ｄ．ＩＬ－１０Ｒβ Ｅ．ＩＲＦ９ Ｆ．Ｍｘ－１

Ｆｉｇ．１ ＥｆｆｅｃｔｏｆＯｓｅｌｔａｍｉｖｉｒｏｎｔｈｅｉｍｍｕｎｅｂａｒｒｉｅｒｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｔｈｅｎａｓａｌｍｕｃｏｓａｔｉｓｓｕｅｓｏｆＭＮＭＢＤｍｏｄｅｌｍｉｃｅ

（Ｐ＜０．０１）。详见图１Ａ。
２．２ 对ＩＦＮ－λ蛋白表达的影响犤７犦

结果显示，与正常组比较，模型组小鼠鼻黏膜组织

中 ＩＦＮ－λ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型
组比较，奥司他韦组小鼠鼻黏膜组织中 ＩＦＮ－λ蛋白表
达水平升高（Ｐ＜０．０５）。详见图１Ｂ。
２．３ 对ＩＦＮＬＲ１和ＩＬ－１０Ｒβ蛋白表达的影响

结果显示，与正常组比较，模型组小鼠鼻黏膜组织中

ＩＦＮＬＲ１和ＩＬ－１０Ｒβ蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；
与模型组比较，奥司他韦组小鼠鼻黏膜组织中 ＩＦＮＬＲ１
蛋白表达水平呈升高趋势，但差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
ＩＬ－１０Ｒβ蛋白表达水平明显高于模型组（Ｐ＜０．０１）。
详见图１Ｃ和图１Ｄ。
２．４ 对ＩＲＦ９蛋白表达的影响

结果显示，与正常组比较，模型组小鼠鼻黏膜组织

中 ＩＲＦ９蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组
比较，奥司他韦组小鼠鼻黏膜组织中 ＩＲＦ９蛋白表达水
平显著升高（Ｐ＜０．０５）。详见图１Ｅ。

２．５ 对Ｍｘ－１蛋白表达的影响
结果显示，与正常组比较，模型组小鼠鼻黏膜组织

中Ｍｘ－１蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜０．０５）；与模型组
比较，奥司他韦组小鼠鼻黏膜组织中 Ｍｘ－１蛋白表达
水平明显升高（Ｐ＜０．０１）。详见图１Ｆ。
３ 讨论

上呼吸道与外界直接相通，覆盖于除鼻前庭外鼻腔

结构的鼻黏膜，始终暴露于病原菌、共生菌和环境化学

物质等各种物质中，由鼻黏膜激发的免疫效应对于防御

病原体经鼻进入机体至关重要。研究表明，鼻黏膜屏障

结构遭到破坏或功能低下可为病原微生物的入侵和定

植创造条件，是上呼吸道感染发生的重要原因之一犤８－９犦。分

泌型免疫球蛋白 Ａ（ｓＩｇＡ）是黏膜免疫系统的主要效应
分子，在机体第一线屏障中起重要作用，可防止病原体

进入黏膜上皮，保护黏膜表面免受病原体和致病菌的侵

害犤１０－１１犦。本研究结果显示，ＭＮＭＢＤ模型小鼠鼻黏膜组
织中ＩｇＡ蛋白表达明显下降，给予奥司他韦后可显著促
进小鼠鼻黏膜组织中的ＩｇＡ蛋白表达，提示其可提高小

＃＃





＃



Ｄ Ｅ Ｆ

Ａ Ｂ Ｃ



＃＃

＃



＃＃


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鼠鼻黏膜免疫屏障功能。

ＩＦＮ－λ是近 １５年才发现的特异性产生于黏膜组
织的免疫效应分子，在抗病毒和免疫调节方面发挥重要

作用，具有参与维持上呼吸道黏膜免疫屏障功能的重要

作用，可通过诱导抗病毒蛋白的表达防止病毒侵袭，维

持黏膜屏障功能的完整性。有研究显示，寒冷刺激可使

ＩＦＮ－β诱导的抗病毒反应下降犤１２犦。本研究结果显示，反

复的寒冷刺激可降低小鼠鼻黏膜 ＩＦＮ－λ蛋白表达。
ＩＦＮ－λ的受体为 ＩＦＮＬＲ１和 ＩＬ－１０Ｒβ的异源二聚体，
ＩＦＮ－λ与其受体结合，启动Ｊａｎｕｓ激酶－信号转导及转
录激活因子（ＪＡＫ－ＳＴＡＴ）信号级联反应，ＪＡＫ－ＳＴＡＴ
信号转导通路是将细胞因子刺激信号经细胞膜进入细

胞核内部的重要途径，ＩＦＮ刺激基因的激活在细胞内建
立抗病毒状态，促使抗病毒蛋白因子如 ２′，５′－寡聚腺
苷酸合成酶（ＯＡＳ）、核糖核酸依赖性蛋白酶（ＰＫＲ）和
Ｍｘ－１的释放，抑制病毒复制，发挥抗病毒作用犤１３犦。可

见，ＩＦＮ－λ并非直接抑制或杀死病毒，而是通过启动相
关抗病毒基因的表达，促使多种抗病毒蛋白的产生，从

而发挥抗病毒作用犤１４－１５犦。Ｍｘ－１是关键的抗病毒效应
因子犤１６－１９犦，Ｍｘ－１蛋白是 ＩＦＮ－λ关键的抗病毒效应蛋
白犤２０－２１犦，是控制多种病毒的天然免疫系统的高度有效

的抗病毒限制因子，可阻止病毒在细胞内的传播及复

制。本研究结果显示，寒冷刺激后，小鼠组织中 ＩｇＡ，
ＩＦＮ－λ，ＩＦＮＬＲ１，ＩＬ－１０Ｒβ，ＩＲＦ９，Ｍｘ－１蛋白表达水平
均下降。可见，寒冷刺激造成了小鼠鼻黏膜免疫屏障下

降，这或许是受凉后易发生ＵＲＴＩ的原因之一。给予奥司
他韦干预后，可明显提高小鼠鼻黏膜 ＩｇＡ，ＩＦＮ－λ，
ＩＦＮＬＲ１，ＩＬ－１０Ｒβ，ＩＲＦ９，Ｍｘ－１蛋白表达水平。可见，
奥司他韦可提高寒冷刺激所致小鼠鼻黏膜免疫屏障的

功能，作用机制与激活了小鼠鼻黏膜组织中 ＩＦＮ－λ相
关信号通路有关。
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