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小檗碱通过 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ /核因子 κＢ 信号通路对
小鼠病毒性心肌炎发挥保护作用
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[关键词] 　 小檗碱ꎻ　 病毒性心肌炎ꎻ　 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ꎻ　 核因子 κＢꎻ　 肿瘤坏死因子 α
[摘　 要] 　 目的　 探讨小檗碱对病毒性心肌炎小鼠的保护作用ꎬ并研究其对 Ｔｏｌｌ 样受体 ４(ＴＬＲ４)、核因子 κＢ(ＮＦ￣
κＢ)和肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)的影响ꎮ 方法　 将 ４０ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠按数字随机法均分为正常组、模型组、小檗碱

低剂量组与高剂量组ꎮ 除正常组外ꎬ其余组小鼠腹腔注射嗜心性柯萨奇病毒 Ｂ３ꎬ建立病毒性心肌炎模型ꎮ 小檗碱

低剂量组与高剂量组分别腹腔注射小檗碱 ５０ ｍｇ / ｋｇ 与 １００ ｍｇ / ｋｇꎮ 苏木素￣伊红染色观察心肌组织病理学变化ꎻ用
酶联免疫吸附测定试剂盒检测血清肌酸激酶同工酶(ＣＫ￣ＭＢ)、心肌肌钙蛋白(ｃＴｎＴ)和 ＴＮＦ￣α 水平ꎻ免疫印迹法和

实时荧光定量 ＰＣＲ 分别检测心肌组织中 ＴＬＲ４ 与 ＮＦ￣κＢ 的蛋白表达和 ｍＲＮＡ 表达ꎮ 结果　 与模型组相比ꎬ小檗碱

治疗组心肌组织的炎性细胞浸润与心肌细胞坏死程度显著减轻ꎬ血清 ＣＫ￣ＭＢ、ｃＴｎＴ 和 ＴＮＦ￣α 水平明显降低ꎬ心肌

组织 ＴＬＲ４ 与 ＮＦ￣κＢ 的蛋白表达和 ｍＲＮＡ 表达显著下调ꎮ 结论　 小檗碱可通过调控 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路ꎬ从而

对病毒性心肌炎小鼠的心肌组织具有保护作用ꎮ
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　 　 病毒性心肌炎(ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓꎬＶＭＣ)是病毒感

染引起的心肌局灶性或弥散性炎症病变ꎬ是小儿心血

管系统中最常见的疾病ꎬ临床表现差异较大ꎬ多数患

儿临床症状较轻ꎬ部分进展为慢性心肌炎[１]ꎮ 约有

０５２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



１０％~１５％患者由于病情延误ꎬ病毒通过直接损伤或

病理性免疫反应损伤导致心肌细胞坏死ꎬ心肌间质大

量胶原异常沉积ꎬ进而发生心肌重构ꎬ发展为扩张型

心肌病[２]ꎮ 目前已发现超过 ２４ 种病毒能引起病毒性

心肌炎ꎬ如肠道病毒、腺病毒和人疱疹病毒 ６ 等ꎬ其中

以肠道病毒中的柯萨奇 Ｂ 组病毒最常见[３]ꎮ
小檗碱(ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ)是季铵型异喹啉类生物碱ꎬ

又名黄连素ꎬ临床上具有多种药理作用ꎬ如抗痢疾、
抗传染性原虫、降血糖、降血压、调节血脂、抗肿瘤

以及抗心律失常等[４￣５]ꎮ 研究发现小檗碱具有抑制

氧化低密度脂蛋白对血管内皮的毒性作用ꎬ通过提

高内皮细胞内皮型一氧化氮合酶的表达ꎬ促进一氧

化氮的合成ꎬ进而抑制内皮细胞凋亡[６]ꎮ 报道指出

小檗碱通过抑制核因子 κＢ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣
κＢ)信号通路ꎬ减少炎症因子白细胞介素 ６( ｉｎｔｅｒｌｅｕ￣
ｋｉｎ￣６ꎬＩＬ￣６)、肿瘤坏死因子 α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ
αꎬＴＮＦ￣α)的释放ꎬ从而抑制血管损伤后的炎症反

应[７]ꎮ 本实验观察小檗碱对嗜心性柯萨奇病毒感

染小鼠后ꎬ对 Ｔｏｌｌ 样受体 ４ ( Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ
ＴＬＲ４)、ＮＦ￣κＢ 和 ＴＮＦ￣α 因子的影响ꎬ以探究小檗碱

治疗病毒性心肌炎可能的作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 实验动物

健康 雄 性 ＢＡＬＢ / ｃ 小 鼠 ４０ 只ꎬ ＳＰＦ ( ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅ)级ꎬ４ 周龄ꎬ体重 １８±２ ｇꎬ饲养于 ２５±２ ℃ꎬ
昼夜各半ꎬ正常饮水进食ꎬ进行适应性饲养 １ 周ꎮ
１.２　 实验试剂

嗜心性柯萨奇病毒 Ｂ３ ( Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ ｖｉｒｕｓ Ｂ３ꎬ
ＣＶＢ３)(Ｎａｎｃｙ 株)ꎬ由北京大学医学部病原微生物

教研 室 惠 赠ꎻ 肌 酸 激 酶 同 工 酶 ( ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ
ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ ＭＢꎬＣＫ￣ＭＢ)抗体免疫抑制法试剂盒购自

美国贝克曼库尔特公司ꎻ心肌肌钙蛋白 Ｔ( ｃａｒｄｉａｃ
ｔｒｏｐｏｎｉｎ Ｔꎬ ｃＴｎＴ )、 ＴＮＦ￣α 酶 联 免 疫 吸 附 测 定

(ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂盒

购自上海恪敏生物科技有限公司ꎻＴＬＲ４ 与 ＮＦ￣κＢ
抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎮ
１.３　 ＣＢＶ３ 病毒扩增与培养

参照文献[８]的方法ꎬ在 ＨｅＬａ 细胞上传代扩

增ꎬ待全部发生病变后ꎬ将细胞反复冻融 ３ 次ꎬ
３ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ离心 ３０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ置于－８０ ℃冰

箱备用ꎮ 测得其半数组织培养感染剂量 ( ｔｉｓｓｕｅ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｏｓｅ ５０ꎬＴＣＩＤ５０)是 １０－３ / Ｌꎮ

１.４　 病毒性心肌炎模型的建立

参照文献[９]方法ꎮ 将 ４０ 只 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠按数

字随机法均分为 ４ 组:正常组、模型组、小檗碱低剂

量组与高剂量组ꎮ 除正常组外ꎬ其余各组小鼠均腹

腔注射 ０.１ ｍＬ 含 １００ ＴＣＩＤ５０ ＣＶＢ３ 的病毒悬液ꎬ每
天 １ 次ꎬ连续 ３ 天ꎮ 给药方法:小檗碱低剂量组、高
剂量组分别腹腔注射小檗碱 ５０、１００ ｍｇ / ｋｇꎬ每日 １
次ꎬ共给药 １４ 天ꎻ模型组腹腔注射等量生理盐水ꎮ
１.５　 标本采集

给药完毕后ꎬ摘眼球取血ꎬ离心ꎬ取上清液备

用ꎮ 将小鼠断颈处死ꎬ迅速分离出心脏ꎬ一部分置

于液氮保存备用ꎬ另一部分浸入 １０％中性甲醛进行

固定ꎬ制作石蜡切片ꎮ
１.６　 心肌组织苏木素￣伊红染色

苏木素￣伊红(ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬＨＥ)染色

操作如下:将心脏组织的石蜡切片浸入二甲苯溶液

３０ ｍｉｎꎬ依次浸入梯度乙醇(１００％、９５％、８５％、７５％)各
５ ｍｉｎꎬ蒸馏水洗涤ꎬ苏木素浸染 １０ ｍｉｎꎬ１％盐酸酒精分

化ꎬ蒸馏水洗涤ꎬ０.５％伊红溶液浸染３ ｍｉｎꎬ再次将切片

浸入梯度乙醇(７５％、８５％、９５％、１００％)各 ２ ｍｉｎꎬ二甲苯

透明ꎬ中性树胶封片ꎬ置于显微镜下观察ꎮ
１.７　 血清 ＣＫ￣ＭＢ、ｃＴｎＴ、ＴＮＦ￣α 水平测定

血清 ＣＫ￣ＭＢ 采用 ＣＫ￣ＭＢ 抗体免疫抑制法试剂

盒及贝克曼 ＣＸ￣９ 全自动生化分析仪进行检测ꎮ 血

清 ｃＴｎＴ 和 ＴＮＦ￣α 采用相应 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测ꎬ按
照说明书进行操作ꎮ
１.８　 免疫印迹法

将心肌组织剪碎ꎬ在冰上匀浆ꎬ加入裂解液裂

解 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清液进

行蛋白定量ꎻ调整蛋白量后ꎬ取等量裂解产物ꎬ加入

上样缓冲液进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎻ电泳后转移至

ＰＶＤＦ 膜上ꎬ加入脱脂牛奶中室温封闭 ２ ｈꎬ加入一

抗 ４ ℃孵育过夜ꎬＴＢＳＴ 洗涤ꎬ加入相应二抗室温孵

育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗涤ꎬ化学发光法显色ꎮ 成像扫描分析

系统保存图像ꎮ
１.９　 实时荧光定量 ＰＣＲ

往心肌组织中加入裂解液ꎬ按照 Ｔｒｉｚｏｌ 说明书

提取总 ＲＮＡꎬ以逆转录酶催化合成 ｃＤＮＡꎬ以 ｃＤＮＡ
为模板在聚合酶催化下进行 ＰＣＲ 反应ꎮ ＴＬＲ４ 引

物:上游 ５′￣ＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧＴＡＴＣＴＴＴＧＡ￣３′ꎬ下游 ５′￣
ＡＧＴＴＧＣＣＧＴＴＴＣＴＴＧＴＴＣ￣３′ꎻＮＦ￣κＢ 引物:上游 ５′￣
ＧＡＡＣＧＡＴＡＡＣＣＴＴＴＧＣＡＧＧＣ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＴＴＣＧＡＴ￣
ＴＣＣＧＣＴＡＴＧＴＧＴＧ￣３′ꎻ ＧＡＤＰＨ 引 物: 上 游 ５′￣ＣＧ￣
ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＡＧＣＣＴ￣
ＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ￣３′ꎻ ９５ ℃ １０ ｍｉｎ 预 变
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性ꎬ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０ ℃ ４５ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎮ 实验结果

在荧光定量操作系统中进行分析对比ꎬ目标基因的

相对定量用 ２－△△Ｃｔ计算ꎮ
１.１０　 统计学分析

实验结果采用 ＳＰＳＳ １５.０ 统计软件进行分析ꎬ
实验数据以 ｘ± ｓ 表示ꎬ各组均数间两两比较采用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正的 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 表示差异具有

统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 各组小鼠血清 ＣＫ￣ＭＢ、ｃＴｎＴ和 ＴＮＦ￣α水平的变化

模型组小鼠血清 ＣＫ￣ＭＢ、ｃＴｎＴ 和 ＴＮＦ￣α 水平

显著升高ꎻ与模型组相比ꎬ小檗碱低、高剂量组小鼠

血清 ＣＫ￣ＭＢ、ｃＴｎＴ 和 ＴＮＦ￣α 水平明显下降(表 １)ꎮ
２.２　 心肌组织病理学观察

ＨＥ 染色后于光学显微镜下观察ꎬ结果显示ꎬ正

常组小鼠心肌组织没有炎性细胞浸润与心肌细胞

坏死ꎻ模型组小鼠心肌组织可见明显炎性细胞浸

润ꎬ心肌细胞坏死ꎬ心肌纤维样变性ꎻ小檗碱低剂量

组小鼠心肌细胞少见炎性细胞浸润ꎬ偶有心肌细胞

坏死ꎻ小檗碱高剂量组小鼠心肌细胞偶见炎性细胞

浸润ꎬ未见心肌细胞坏死(图 １)ꎮ

表 １. 各组小鼠血清 ＣＫ￣ＭＢ、ｃＴｎＴ 和 ＴＮＦ￣α水平的变化

(ｎ＝ １０)
Ｔａｂｌｅ １. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＫ￣ＭＢꎬ ｃＴｎＴ ａｎｄ
ＴＮＦ￣α ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ(ｎ＝ １０)

分　 组 ＣＫ￣ＭＢ(Ｕ / Ｌ) ｃＴｎＴ(μｇ / Ｌ) ＴＮＦ￣α(ｎｇ / Ｌ)

正常组 ２０.１４±４.６２ ０.０８±０.０２ １８.７６±３.７５

模型组 ６９.４３±１２.４２ａ ０.７２±０.３１ａ ６７.２５±６.４３ａ

小檗碱低剂量组 ３１.２６±１１.４８ａｂ ０.４３±０.２１ａｂ ３２.７５±４.１８ａｂ

小檗碱高剂量组 １７.４７±１２.４３ｂ ０.３１±０.１４ａｂ ２３.４７±３.１６ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组相比ꎮ

图 １. 各组小鼠心肌组织病理学变化 (×２００)　 　 从左到右依次为正常组、模型组、小檗碱低剂量组、小檗碱高剂量组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｍｉｃｅ (×２００)

２.３　 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ￣κＢ 的 ｍＲＮＡ 表达变化

模型组小鼠心肌组织 ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 的 ｍＲＮＡ
表达显著高于正常组ꎻ与模型组相比ꎬ小檗碱低、高
剂量组小鼠心肌组织中 ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 的 ｍＲＮＡ 表

达明显下调(图 ２)ꎮ

图 ２. 心肌组织 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ￣κＢ 的ｍＲＮＡ 表达变化(ｎ＝ １０)
Ａ 为正常组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为小檗碱低剂量组ꎬＤ 为小檗碱高剂量

组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｉｎ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ (ｎ＝ １０)

２.４　 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ￣κＢ 的蛋白表达变化

模型组小鼠心肌组织 ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 的蛋白表达显

著高于正常组ꎻ与模型组相比ꎬ小檗碱低、高剂量组小

鼠心肌组织 ＴＬＲ４、ＮＦ￣κＢ 的蛋白表达明显下调(图 ３)ꎮ

３　 讨　 论

心肌炎的主要病理特征是心肌组织炎性细胞

的浸润和心肌细胞坏死ꎬ病毒对心肌细胞的直接损

伤与继发性的细胞或体液免疫反应ꎬ是对心肌细胞

损伤的重要病理因素ꎬ由于发病机制尚未清晰ꎬ病
毒性心肌炎暂无疗效明确的特效药ꎮ 本实验结果

显示ꎬ小檗碱能够减少病毒性心肌炎小鼠的心肌炎

性细胞浸润与心肌细胞坏死ꎬ提示小檗碱具有改善

病毒性心肌炎的心肌损伤的作用ꎮ
ＴＬＲ４ 是 ＴＬＲ 家族中的重要成员ꎬ能够识别细胞

外和内含体中的病原相关分子ꎬ识别外来微生物并作

出一系列反应ꎬ在天然免疫中发挥重要的作用ꎬ并在

２５２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ３ꎬ２０１７



图 ３. 心肌组织 ＴＬＲ４ 和 ＮＦ￣κＢ 的蛋白表达变化(ｎ＝ １０)
Ａ 为正常组ꎬＢ 为模型组ꎬＣ 为小檗碱低剂量组ꎬＤ 为小檗碱高剂量

组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与模型组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＬＲ４ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｉｎ
ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｔｉｓｓｕｅ (ｎ＝ １０)

天然免疫与后天免疫的联系中发挥桥梁的作用ꎮ
ＴＬＲ４ 广泛表达于各种免疫细胞ꎬ在人体免疫中发挥

重要作用ꎮ 研究发现ꎬＴＬＲ４ 在与配体结合后ꎬ经由髓

样分化蛋白 ８８ ( ｍｙｅｌｏｉｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ８８ꎬ
ＭｙＤ８８)依赖的信号通路和非 ＭｙＤ８８ 依赖的信号通

路产生级联反应ꎬ激活 ＮＦ￣κＢꎬ被激活的 ＮＦ￣κＢ 进入

细胞核中ꎬ进而调控一系列细胞因子和炎症介质基因

的表达ꎬ如 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１ 等的表达[１０￣１１]ꎮ ＮＦ￣κＢ 是调

节基因转录的关键因子之一ꎬ主要与机体防御和炎症

反应的基因调控有关ꎬ激活后进入胞核ꎬ进一步活化

刺激其他炎性因子的产生ꎬ激发针对病毒的炎性反

应ꎬ而激活的炎性因子进一步活化 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 通

路ꎬ致使炎性细胞进一步浸润[１２]ꎻ有研究发现 ＮＦ￣κＢ
可能与心肌细胞的凋亡有关[１３]ꎮ 报道指出黄芪多糖

通过抑制 ＴＬＲ４ / ＮＦ￣κＢ 信号通路对脂多糖诱导的乳

鼠心肌细胞具有保护作用[１４]ꎮ 此外ꎬ近年研究发现

高血压心脏病、冠心病以及心力衰竭患者血清 ＴＮＦ￣α
水平均显著升高ꎬ推测 ＴＮＦ￣α 可能在心肌组织损害

中发挥重要的作用[１５]ꎮ
本实验中ꎬ小檗碱可能通过抑制 ＴＬＲ４ 表达ꎬ阻

止 ＮＦ￣κＢ 的活化ꎬ有效地降低了炎性因子 ＴＮＦ￣α 的

血清水平ꎬ从而对病毒性心肌炎心肌组织发挥保护

作用ꎮ 提示小檗碱可能是通过调控 ＴＬＲ４ 的表达ꎬ
进而调节免疫反应ꎬ抑制下游的细胞因子以及炎症

因子等的表达ꎬ从而到达机体防御的作用ꎬ因此对

病毒性心肌炎小鼠模型具有心肌保护的作用ꎮ 在

后续的实验中ꎬ本课题组将在本实验的基础上进一

步深入研究小檗碱的作用机制ꎮ
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