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小檗碱改善流感病毒性肺炎小鼠肺血管通透性的作用及机制 *
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摘要 目的：观察小檗碱对流感病毒感染所致病毒性肺炎小鼠肺血管通透性的影响，并探讨其作用机制。方法：BALB/c 小鼠 108

只随机分为 3 组，正常组、模型组、小檗碱组，25 μL 50LD50 病毒液滴鼻建立流感病毒感染的小鼠肺炎模型，感染后 1 h，正常组和

模型组予以双蒸水灌胃，小檗碱组予药物 0.005 g·kg-1d-1 腹腔注射；各组均给药 2 次 / d，连续给药 5 d。感染后的 2 d、4 d、6 d，处死

小鼠，肺组织称重以检测肺含水量；1%伊文氏兰 5 mL/kg 尾静脉注射检测肺血管通透性；Bicinchoninic acid (BCA)法检测肺泡灌

洗液（BALF）中蛋白含量；放免法或酶免法测定肺组织中 PGE2、PLA2 及 LT-B4 含量。结果：病毒感染后，模型组肺含水量持续升

高，肺血管通透性及 BALF 蛋白含量在感染后第 4 天开始明显升高，小檗碱降低了肺含水量、肺血管通透性及 BALF 蛋白含量

(P<0.01)；模型组肺组织中 PGE2、PLA2、LT-B4 的含量明显升高，小檗碱不同程度地抑制了 PGE2、PLA2、LT-B4 的表达。结论：小

檗碱通过抑制流感病毒感染后肺组织中 PGE2、PLA2、LT-B4 的释放，降低了肺血管通透性及肺含水量，对病毒性肺炎中肺水肿的

形成，起到一定的治疗作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect and the mechanism of berberine on lung vascular permeability of mice with viral

pneumonia caused by influenza virus. Methods: All BALB/c mice (n=108) were randomly divided into 3 groups: control group, model

group, and berberine group. 25μl 50 LD50 influenza virus, mouse lung-adapted strain, was intranasally inoculated to mice except the

control group. 1 h after the infection, mice in control and model group were intragastrically given 25μl distilled water for day 5; Mice in

berberine group were treated by intraperitoneal injection with berberine at a dose of 0.005 g·kg-1d-1 by day 5. On days 2, 4 and 6 after

infection, mice were killed and the lungs were extracted. The lung tissues were weighed to detect the lung water content; 1% Evans blue

with the final concentration as 5 mL/kg was intravenously injected to detect lung vascular permeability; Radioimmunoassay and ELISA

were used to detect the concentration of prostaglandin E2 (PGE2), phospholipase A2 (PLA2), and leukotriene (LTB4), respectively.

Results: The lung water content in model group increased continuously, and the lung vascular permeability and the protein content of

BALF increased in model group from day 4. Berberine obviously decreased lung water content, lung vascular permeability and the

protein content of BALF (P<0.01). The concentration of PGE2, PLA2 and LTB4 was significantly higher in model group, and berberine

inhibited the expression of PGE2, PLA2 and LTB4 in different extent. Conclusion: Berberine decreased lung vascular permeability and

lung water content by inhibiting the production of inflammatory mediators PGE2, PLA2 and LTB4, which suggests that berberine has

therapeutic effects on pulmonary edema in viral pneumonia.
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前言

小檗碱，又名黄连素，是清热解毒中药黄连、黄柏等植物中

提取的异喹啉生物碱。小檗碱的药理作用广泛，有抗菌、消炎、
抗癌、抗凝血、抗心律失常、降血糖等作用[1]。近年来，小檗碱新

的药理作用不断被发现，如吴建兵等报道的小檗碱衍生物，

HB-13，在体内外实验中均有较强的抗单纯疱疹病毒（HSV）的

活性[2-3]。本课题组前期研究在小鼠流感病毒性肺炎的体内模型

上，观察了小檗碱对小鼠病毒性肺炎的的干预作用，结果表明：

小檗碱对小鼠病毒性肺炎有较好的疗效，能有效地降低死亡

率、延长生命、改善肺组织炎性病变[4]。因此，本研究将进一步探

讨小檗碱对病毒性肺炎中肺血管通透性的影响，以明确小檗碱

对病毒性肺炎中肺水肿的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物、病毒株、药品及试剂

BALB/c 小鼠（动物合格证号：scxk20070001）购自北京维

通利华实验动物中心；病毒株：流感病毒甲型鼠肺适应株

A/FM/1/34(H1N1)，由中国预防医学科学院病毒学研究所提供，

常规鸡胚复苏传代，血凝滴度为 1：512，采用 Reed Muench 法

测定计算其对小鼠的半数致死量(LD50)为 10-3.877 [5]。小檗碱（批

号 110713-200609）为中国药品生物制品检定所产品。BCA 蛋

白定量试剂盒 （武汉博士德生物工程有限公司），PGE2 和

PLA2 放免试剂盒 （北京华英生物技术研究所）、LT-B4 酶联免

疫试剂盒（美国 adl 公司）。
1.2 实验方法和步骤

1.2.1 动物模型的建立及分组 雄性 BALB/c 小鼠 108 只，体重

16~18 g，随机分为正常组（C）、模型组（M）、小檗碱中药组（P），

每组 36 只，小鼠在乙醚轻度麻醉下，除正常组外每只小鼠以

25 μL 50LD50 病毒液滴鼻感染，正常组用等量无菌 PBS 液滴

鼻。感染后 1 h，正常组和模型组予以双蒸水灌胃；小檗碱组给

予小檗碱 0.005 g·kg-1d-1 灌胃；各组均为给药 2 次 /d，连续给药

5 d。
1.2.2 肺含水量测定 感染后第 2 天、第 4 天和第 6 天，摘眼球

处死小鼠（处死前禁食不禁水 8 h），取左肺，称湿重后置 60℃
烤箱烘干，称干重。肺含水量 =（肺湿重 - 肺干重）/ 肺湿重×
100%。
1.2.3 肺血管通透性的检测 感染后第 2 天、第 4 天和第 6 天，

小鼠称重并以 1%伊文氏兰 5 mL/kg 尾静脉注射。30 min 后，麻

醉小鼠，打开胸腔暴露心肺（处死前禁食不禁水 8 h），从右心室

注入（用 12 号针头）生理盐水并剪开右心房，冲洗净肺血管内

的血液后，剪除心脏与肺门组织，滤纸吸干血液和肺周围水分，

精密称取肺组织，用手术剪将肺组织剪成均匀小块，置试管内，

每 100 mg 肺组织加入丙酮 - 生理盐水溶液 (7:3, v/v) 3 mL, 置

37℃温箱，24 h 后离心取上清用分光光度计 480 nm 比色测定

浸出液吸光度，根据标准曲线计算出每克湿肺中伊文氏兰的含

量。
1.2.4 肺泡灌洗液（BALF）蛋白含量的检测 感染后第 2 天、第
4 天和第 6 天，处死小鼠，剪开颈部皮肤暴露气管，在环状软骨

处剪开气管，插入注射器（8 号针头磨平针尖），前端不超过胸

骨上窝。夹闭左肺，以无菌 PBS 1mL 分 3 次缓慢冲洗右肺，进

行肺泡灌洗，回收肺泡灌洗液约 1ML。将制备的 BALF 离心

(2000 r/ min，15 min，4℃)，吸取上清，按照 BCA 蛋白定量试剂

盒说明书进行检测。
1.2.5 放免法测定肺组织中 PGE2 和 PLA2 含量、酶免法测定

LT-B4 含量 感染后第 2 天、第 4 天和第 6 天，处死小鼠后取出

全肺，置匀浆器中加生理盐水[肺重（g）/ 生理盐水（mL）=1/9]，
研磨制成匀浆，离心 （4℃，2500 rpm，20 min） 后取上清液，

-20℃保存备用。按照放免试剂盒说明书检测 PGE2 和 PLA2 含

量，按酶免试剂盒说明书检测 LT-B4 含量。
1.3 统计学分析

采用 SPSS 16.0 软件分析，计量资料以均值±标准差(x±s
)表示，多组间差异采用单因素方差分析（one-way ANOVA），

P<0.05 有显著性差异。

2 结果

2.1 小檗碱对肺含水量、肺血管通透性及 BALF 中蛋白含量的

影响

图 1 小檗碱对病毒性肺炎小鼠肺含水量的影响

Fig.1 Effects of the prescription on lung water content of mice with viral

pneumonia

Note: # P<0.05，##P<0.01 compared with model group.

图 2 小檗碱对病毒性肺炎小鼠肺血管通透性的影响

Fig.2 Effects of the prescription on vascular permeability of viral

pneumonia in mice

Note: ##P<0.01 compared with model group.

病毒感染后，模型组肺含水量在感染后持续升高，与正常
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组相比差异有显著性(P<0.01)，小檗碱在感染后第 6 天降低了

肺组织含水量，与模型组比较有显著性差异 (P<0.05)（图 1）。
模型组肺血管通透性于感染后第 4 天和第 6 天均明显升高

(P<0.01)，小檗碱组肺血管通透性明显低于模型组，差异有显著

性(P<0.01)（图 2）。模型组感染后第 4 天 BALF 中蛋白含量开

始升高，在第 6 天时升高明显，与正常组比较有统计学差异

（P<0.01），小檗碱在第 4 天和第 6 天时蛋白含量较模型组低，

第 6 天时与模型组比较差异有显著性 (P<0.01)（图 3）。

图 3 小檗碱对病毒性肺炎小鼠 BALF 中蛋白含量的影响

Fig.3 Effects of the prescription on protein content of BALF in mice with

viral pneumonia

Note: # P<0.05，##P<0.01 compared with model group.

2.2 小檗碱对肺组织中 PGE2、PLA2、LT-B4 含量的影响

病毒感染后，模型组 PLA2 仅在感染后第 2 天明显升高，

与正常组比较有显著性差异(P<0.05)，小檗碱组 PLA2 的含量

在各时间点均较模型组低，而仅第 2 天时与模型组比较有显

著性差异(P<0.05) (图 4)。与正常组比较，模型组 PGE2 含量在

各时间点均明显上升，与正常组比较有显著性差异(P<0.01)，
小檗碱明显降低了 PGE2 含量，在各时间点与模型组比较，差

异均有显著性(P<0.01) (图 5)。LT-B4 的含量在感染后第 4 天

明显升高，而小檗碱在第 4 天时明显降低了 LT-B4 的含量

(P<0.01) (图 6)。

图 4 小檗碱对病毒性肺炎小鼠肺组织中 PLA2 含量的影响

Fig.4 Effects of the prescription on PLA2 concentrations in mice with viral

pneumonia

Note：# P<0.05 compared with model group.

图 5 小檗碱对病毒性肺炎小鼠肺组织中 PGE2 含量的影响

Fig.5 Effects of the prescription on PGE2 concentrations in mice

with viral pneumonia

Note：##P<0.01 compared with model group.

图 6 小檗碱对病毒性肺炎小鼠肺组织中 LTB4 含量的影响

Fig.6 Effects of the prescription onLTB4 concentrations in mice

with viral pneumonia

Note：##P<0.01 compared with model group.

3 讨论

甲型流感病毒是成年人和老人病毒性肺炎最为常见的病

原体，罹患流感时肺炎的发生率，甲型流感病毒流行时为 5%
-38%[6]。历史上发生的 1918-1919 年的“西班牙流感”及 1957 年

的“亚洲流感”都记载了大量死亡病例，死因多为急性进展性肺

炎[7,8]。目前流感病毒对人类健康构成的威胁仍在持续。2009 年

4 月，墨西哥、美国等多国接连暴发甲型 H1N1 型流感 (又称

H1N1 型猪流感)疫情，很快引起世界范围流行[9]。流感感染继发

的重症肺炎可有持续高热、呼吸困难、发绀，还可伴有呼吸窘迫

综合征、休克甚至死亡，因此，病毒性肺炎的防治在流感的治疗

中尤为重要[10-13]。
在病毒性肺炎中，肺血管内皮细胞是各种致损伤因素的主

要靶细胞：在炎性介质作用下，血管壁通透性升高，血液成分渗

出，造成水肿甚至出血；同时血管内皮细胞被激活，高表达 E-
选择素、ICAM-1、VCAM-1 等黏附分子，吸引大量单核巨噬细

胞、淋巴细胞聚集和过度活化，过度的炎症反应导致严重的病

理损伤[14-16]。因此，减少肺微血管内皮细胞损伤，降低血管通透

性，减轻肺水肿，是流感病毒性肺炎治疗中的关键环节之一[17]。
本研究在前期实验证实小檗碱对流感病毒所致小鼠病毒

性肺炎有治疗作用的基础上，进一步研究了小檗碱对小鼠肺血
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管通透性的影响，以明确药物对肺水肿的治疗作用及机制。本

研究观察到病毒感染的小鼠肺含水量持续升高，而肺血管通透

性从第 4 天起开始升高，在感染早期（第 2 天）肺血管通透性并

未出现明显变化，这可能由于感染早期的肺组织处于代偿期，

血管内皮功能基本正常，但肺内血流量、肺通气功能等显著增

强，引起肺含水量增加。进入失代偿期（第 4 天）后，血管内皮细

胞受损，肺含水量、血管通透性显著增加，继而渗出大量蛋白，

出现严重的肺水肿。小檗碱降低了血管的通透性和肺含水量，

有效地缓解内皮细胞的损伤，减轻肺水肿。
炎症介质的释放是血管通透性增加的重要原因，其中磷脂

酶 A2 (PLA2) 及其活化后产生的花生四烯酸代谢产物白三烯

(LT)B4、C4、D4 及前列腺素类产物(PGs)是导致血管通透性增加，

形成局部水肿的重要原因[18]。LTB4 可引起气道平滑肌收缩、粘
液分泌增加及血管通透性增加，造成局部水肿[19]。PGE2 在炎症

过程中可通过其强大的扩血管、协同趋化因子激活及吸引中性

粒细胞、增强血管壁通透性等作用促进炎症反应发生发展[20]。
本研究中，模型组 PLA2 在感染后早期（第 2 天）明显升高，而后

逐渐降低，小檗碱明显降低了感染早期肺组织 PLA2 的含量。模

型组肺组织 PGE2 含量的变化与 PLA2 的水平一致，小檗碱在

感染后第 2 天降低了 PGE2 含量，与模型组相比，差异有显著性

(P<0.01)。LT-B4 的含量在感染后第 4 天明显升高，小檗碱明显

降低了 LT-B4 的含量(P<0.01)。研究结果表明，小檗碱可通过抑

制 PLA2 及其活化后代谢产物 PGE2、LT-B4 的生成，降低肺血管

通透性，从而减轻肺水肿。
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