
广 西 医 科 大 学 学 报

JOURNAL OF GUANGXI MEDICAL UNIVERSITY
2024 Jul. 41（7）

苦参碱调控PI3K/AKT信号通路对呼吸道合胞
病毒感染小鼠肺部炎症的作用机制研究

俞艳梅 1，詹 峰 1，钟 冲 1，吴向英 1，李维春 2，王 勇 3，廖万清 4，杜明威 4，杨利华 5

（1.安徽医科大学附属滁州医院/滁州市第一人民医院儿科，滁州 239000；2. 安徽医科大学附属滁州医院/

滁州市第一人民医院检验科，滁州 239000；3. 安徽医科大学附属滁州医院/滁州市第一人民医院药剂科，滁

州 239000；4.上海市医学真菌分子生物学重点实验室，上海 200003；5. 东部战区海军医院急诊科，舟山

316000）

摘要 目的：基于PI3K/AKT信号通路观察苦参碱对呼吸道合胞病毒（RSV）感染小鼠的保护作用机制。方法：采用RSV病毒

悬液滴鼻感染C57BL/6J小鼠建立模型。实验分为3组：对照组、RSV组、RSV+苦参碱组，每组10只。苏木精—伊红（HE）染色

及Masson染色法观察小鼠肺组织病理学变化，酶联免疫吸附试验（ELISA）法测定小鼠肺泡灌洗液炎症因子肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）、白介素-1β（IL-1β）和白介素-6（IL-6）水平，蛋白免疫印迹（western blotting）检测肺组织TNF-α、IL-1β、IL-6、Bax、Bcl-

2、Caspase-3及PI3K/AKT信号通路关键蛋白的表达，免疫组化检测肺组织Bax、Caspase-3、PI3K、AKT表达。结果：与对照组

比较，RSV组可见明显肺水肿，肺组织细胞呈现染色体聚集，核膜收缩，出现显著的肺部病变症状，同时，肺组织TNF-α、IL-1β、

IL-6水平上升，Bax和Caspase-3表达水平升高，Bcl-2、P-PI3K、P-AKT表达水平降低（均P＜0.05）。与RSV组相比，RSV+苦参

碱组小鼠肺水肿显著缓解，肺部病变症状显著减轻，肺组织TNF-α、IL-1β、IL-6、Bax、Caspase-3表达水平显著降低，Bcl-2、P-

PI3K、P-AKT表达显著升高（均P＜0.05）。结论：苦参碱可抑制RSV导致的小鼠肺部炎症反应，促进肺组织细胞凋亡，其机制

可能与激活PI3K/AKT信号通路有关。
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Abstract Objective: To explore the protective mechanism of matrine against respiratory syncytial virus (RSV)

infection in mice based on the PI3K/AKT signaling pathway. Methods: The model of C57BL/6J mice infected

with RSV virus by suspension nasal drops was established. The experiment was divided into three groups: control

group, RSV group, RSV+matrine group, with 10 mice in each group. Pathological changes in mouse lung tissue
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were observed using hematoxylin-eosin staining (HE) and Masson staining. The levels of inflammatory factors tu-

mor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β) and interleukin-6 (IL-6) in pulmonary alveolar lavage fluid

of mice were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Western blotting was performed to

detect the expression of TNF-α, IL-1β, IL-6, Bax, Bcl-2, Caspase-3 and key proteins in the PI3K/AKT signaling

pathway in lung tissue, and immunohistochemistry was used to detect the expression of Bax, Caspase-3, PI3K

and AKT in lung tissue. Results: Compared with the control group, mice in the RSV group exhibited significant

pulmonary edema, chromosomal aggregation in lung tissue cells, nuclear membrane pyknosis, marked symptoms

of lung lesions, increased levels of TNF-α, IL-1β and IL-6 in lung tissue, increased expression levels of Bax and

Caspase-3, and decreased expression levels of Bcl-2, P-PI3K and P-Akt (all P＜0.05). Compared with the RSV

group, mice in the RSV+matrine group showed significantly alleviated pulmonary edema and pulmonary disease

symptoms, significantly decreased expression levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, Bax and Caspase-3 in lung tissue,

and significantly increased expression levels of Bcl-2, P-PI3K and P-Akt (all P＜0.05). Conclusion: Matrine can

inhibit the RSV-induced lung inflammation in mice and promote lung cell apoptosis, and its mechanism may be

related to the activation of PI3K/AKT signaling pathway.

Keywords respiratory syncytial virus; matrine; PI3K/AKT signal pathway

呼吸道合胞病毒（respiratory syncytial virus,

RSV）属于副黏病毒科的肺病毒属，仅有一种血清

型，主要经空气飞沫和密切接触传播。RSV主要引

起6个月以下婴儿患细支气管炎和肺炎等下呼吸道

感染，以及较大儿童和成人的鼻炎、感冒等上呼吸

道感染。RSV是免疫功能低下个体感染的主要病

原体，并与持续性喘息和哮喘的发展有关，严重影

响婴幼儿和老年人的健康。在全球范围内，RSV作

为婴幼儿病毒性下呼吸道感染〔（lower respiratory

tract infection, LRTI），包括细支气管炎和肺炎〕的主

要原因，在5岁以下儿童中导致3 300万例新的急性

LRTI 发作，每年导致 360 万人住院，约 10 万人因

RSV死亡；在65岁以上的成年人中，RSV占LRTI的

5%～10%[1]。RSV感染是造成婴幼儿病毒性呼吸道

感染住院的首要因素，严重危害儿童健康，尤其对

早产儿、患有先天性心脏病或原发性免疫缺陷的婴

幼儿造成的疾病更重。RSV感染引起的肺炎在临

床上被认为是一种常见的间质性肺炎类型，特别是

在婴幼儿中。患者常常出现持续高热、频繁的咳嗽

以及呼吸急促的症状。RSV感染可能会更加严重，

导致呼吸功能严重受损，甚至出现心力衰竭等危及

生命的并发症[2]。目前，临床上主要采用抗病毒药

物来治疗RSV感染，以期减轻症状和缩短疾病持续

时间。然而，由于对RSV感染的机制了解不足，现

有的抗病毒药物并不针对RSV肺炎的病因进行治

疗，因此疗效有限且副作用较多[3-4]。

PI3K/AKT通路是一种细胞内信号转导途径，

响应细胞外信号，促进代谢、增殖、细胞存活、生长

和血管生成。这一过程是通过一系列下游底物的

丝氨酸或苏氨酸磷酸化介导的，涉及的关键基因为

磷脂酰肌醇 3-激酶（phosphatidylinositide 3-kinase,

PI3K）和蛋白激酶B（protein kinase B, AKT）。PI3K

是一种重要的细胞内信号传导酶，具有双重活性，

既能作为丝氨酸/苏氨酸（serine/threonine kinase pro-

teins, Ser/Thr）激酶，也能作为磷脂酰肌醇激酶。其

参与调节多种细胞功能，包括增殖、分化和葡萄糖

转运等。AKT是一种 Ser/Thr特异性蛋白激酶，在

细胞存活和凋亡中起着重要作用。研究表明，PI3K-

AKT信号通路在调控细胞抗病毒、抗炎症进程中发

挥重要作用[5-6]。

苦参碱（图 1）是从苦参中提取的生物活性成

分，具有抗病毒和抗炎等功效，并且不会引起明显

的毒性或副作用[7]。研究表明，苦参碱具有潜在的

治疗急性重症胰腺炎诱导的急性肺损伤的能力。

研究显示，苦参碱通过激活UCP2/SIRT3/PGC1α信

号通路来发挥其保护作用[8]。然而，目前关于苦参

碱对RSV感染小鼠的作用和机制尚未有报道[8]。本

研究通过建立小鼠 RSV 感染模型，探讨苦参碱对

RSV感染后肺部损伤的保护作用及其对PI3K/AKT

信号通路的调控作用，为RSV感染的治疗提供新思

路。
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图1 苦参碱的来源及结构式

1 材料与方法

1.1 实验动物

取30只SPF级雄性C57BL/6J小鼠，6～8周龄，

体质量（22.1±2.2）g，购自斯贝福（北京）生物技术有

限公司，动物生产许可证号为：SCXK（京）2019-
0010。所有小鼠饲养在恒温22～24 ℃、湿度50%～

60%、12 h明暗交替的环境中。本实验已取得滁州

市第一人民医院伦理委员会审核通过（编号：

CZDYRM-20230826）。
1.2 病毒毒株

RSV（RSV-Long）毒株由中国预防医学科学院

病毒所提供，保存于液氮罐中。

1.3 药物与主要试剂

苦参碱（批号：217-06-13，纯度≥98%）由成都瑞

芬思德丹生物科技有限公司提供。肿瘤坏死因子-α
（tumor necrosis factor-α, TNF-α）、白细胞介素 -1β
（interleukin-1β, IL-1β）及白细胞介素-6（interleukin-
6, IL-6）酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immuno-
sorbent assay, ELISA）试剂盒由上海碧云天生物科

技有限公司提供；TNF-α抗体、IL-1β抗体、IL-6 抗

体、Bax抗体、Bcl-2抗体、Caspase-3抗体、β-actin抗
体、AKT抗体、磷酸化（phosphorylation, P-）AKT抗

体、PI3K 抗体均由武汉三鹰生物科技有限公司提

供；P-PI3K抗体由江苏亲科生物研究中心有限公司

提供。

1.4 实验仪器

Multiskan FC酶标仪由赛默飞世尔科技（中国）

有限公司提供；RM2135组织切片机由德国Leica公
司提供；蛋白印迹电泳仪和凝胶电泳图像分析仪由

伯乐生命医学产品（上海）有限公司提供。

1.5 方法

1.5.1 造模、分组及给药 将 30只C57BL/6J小鼠

随机分为对照组、RSV 组和 RSV+苦参碱组，每组

10只。除对照组外，其余各组均用乙醚麻醉，然后

滴鼻感染 RSV 病毒液（100 μL/d），持续 2 d，建立

RSV 感染模型。对照组用等体积磷酸盐缓冲液

（phosphate buffer saline，PBS）滴鼻。RSV组和RSV+
苦参碱组在感染后的 2 h内，腹腔注射苦参碱（100
mg/kg），连续注射 3 d，同时对照组则注射等体积的

PBS溶液。感染和给药结束后，收集小鼠的支气管

肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid, BALF）和
肺组织样本。

1.5.2 肺组织病理学观察 取小鼠部分新鲜肺组

织，用 4%多聚甲醛固定 24 h，石蜡包埋、切片，4 μm
厚连续切片，行苏木精—伊红（HE）染色、Masson染
色，显微镜下观察肺组织病理学变化。采用 Smith
评分方法[9]评估肺损伤（包括肺水肿、肺泡及间质炎

症、肺泡及间质出血、肺不张和透明膜形成等），采

用半定量分析方法，无损伤为0分，病变范围＜25%
为 1 分，病变范围 25%～50%为 2 分，病变范围＞

50%～75%为 3分，病变＞75%为 4分。总肺损伤评

分为上述两项评分之和。每张切片选择 10个高倍

镜视野，取平均值。

1.5.3 免疫组化染色检测Bax、Caspase3、P-AKT和

P-PI3K蛋白表达 取各组肺组织石蜡切片，根据试

剂盒说明书步骤进行免疫组化染色。根据细胞染

色强度进行评分，无阳性着色（阴性）为0分，淡黄色

（弱阳性）为 1分，棕黄色（阳性）为 2分，棕褐色（强

阳性）为3分；根据阳性细胞百分比进行评分，≤25%
为1分，26%～50%为2分，51%～75%为3分，＞75%
为4分，将两项评分相乘得出最终评分。

1.5.4 小鼠肺泡灌洗液（BALF）中TNF-α、IL-1β和
IL-6水平检测 收集各组BALF，离心，取上清液，

按照ELISA试剂盒说明书步骤进行操作，用酶标仪

检测吸光度，绘制标准曲线，计算BALF中TNF-α、
IL-1β和 IL-6的含量。

1.5.5 蛋白免疫印迹（western blotting）检测 取小

鼠肺组织，用RIPA裂解液在冰上裂解30 min，离心，

取上清液；用BCA法检测蛋白浓度；取 20 μg蛋白，

SDS-PAGE电泳分离蛋白，将蛋白转移至PVDF膜；

5%脱脂牛奶封闭 1 h以阻止非特异性结合，加入一

抗 TNF-α、IL-1β、IL-6、Bax、Bcl-2、Caspase-3、β-ac-
tin、AKT、P-AKT、PI3K、P-PI3K稀释液（均1∶1 000）
摇床4 ℃孵育过夜，洗膜，加入兔抗羊 IgG抗体稀释

液（1∶8 000）室温下孵育 2 h；ECL显色，RAD凝胶

电泳图像分析仪捕获蛋白条带图像。用 Image J软
件分析蛋白质条带灰度值。

1.6 统计学方法

采用 SPSS 22.0软件进行数据统计分析，并使

用GraphPad Prism 9.0进行图表制作。多组间的比

较采用单因素分析，组间两两比较采用 LSD- t 检
验。以P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织病理学的影响
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HE染色结果显示，对照组肺泡间隔均匀，无明

显增厚或变粗现象，肺泡腔内无水肿及渗出液，支

气管及其周围无炎性细胞浸润，支气管腔内也无炎

性细胞或分泌物等异常情况；毛细血管未见扩张、

充血或出血等病理改变。RSV组肺泡间隔显著增

宽，厚度不均一，部分肺泡出现充血、出血等病理变

化；炎性细胞大量聚集，主要以淋巴细胞为主，肺泡

腔内炎性细胞充满，甚至可见淡红色透明水肿液和

红细胞；支气管及其周围也大量聚集炎性细胞，管

腔内充满炎性细胞和其他分泌物；RSV+苦参碱组

可见肺泡间隔明显变薄，肺泡内炎性细胞明显减少，

肺泡毛细血管充血、水肿现象也显著减轻，见图2A。

Masson染色结果显示，RSV组肺组织出现严重

坏死和结缔组织增生，RSV+苦参碱组缓解这个情

况，见图 2B。与RSV组比较，RSV+苦参碱组的肺

组织坏死和结缔组织增生显著减少（P＜0.01），见

图2C。

2.2 苦参碱对RSV感染小鼠BALF中炎症因子水

平的影响

如图 3所示，RSV组小鼠BALF中的炎症因子

TNF-α、IL-1β及 IL-6 水平较对照组显著上升（P＜

0.001）；与RSV组相比，RSV+苦参碱组小鼠BALF

中TNF-α、IL-1β及 IL-6水平下降（P＜0.05）。

2.3 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织炎症因子水平

的影响

与对照组比较，RSV 组小鼠肺组织中 TNF-α、

IL-1β及 IL-6蛋白表达水平显著升高（P＜0.001）；与

RSV组相比，RSV+苦参碱组小鼠肺组织中的TNF-

α、IL-1β及 IL-6蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），

见图4。

A：各组HE染色图（×100）；B：各组Masson染色图（×100）；C：各组肺损伤评分比较；与对照组比较，***P＜0.001；与RSV组

比较，##P＜0.01。
图2 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织病理学的影响

与对照组比较，***P＜0.001；与RSV组比较，#P＜0.05，##P＜0.01。
图3 苦参碱对RSV感染小鼠BALF中TNF-α（A）、IL-1β（B）及 IL-6（C）水平的影响
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2.4 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织 PI3K/AKT信

号通路相关蛋白表达的影响

与对照组相比，RSV组小鼠肺组织中 P-AKT、

P-PI3K蛋白表达水平上升（P＜0.05）；与RSV组相

比，RSV+苦参碱组P-AKT、P-PI3K蛋白表达水平显

著降低（P＜0.05）；各组AKT和PI3K蛋白表达水平

比较，差异无统计学意义（P＞0.05），见图5。

2.5 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织增殖及凋亡蛋

白表达水平的影响

与对照组相比，RSV组小鼠肺组织中凋亡相关

蛋白Bax、Caspase-3表达水平显著降低，Bcl-2蛋白

的表达水平上升（均 P＜0.05）；与 RSV 组相比，

RSV+苦参碱组Bax、Caspase-3蛋白表达水平显著

上升，Bcl-2蛋白表达水平降低（P＜0.05），见图6。

与对照组比较，***P＜0.001；与RSV组比较，###P＜0.001。

图4 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织TNF-α、IL-1β及 IL-6蛋白表达的影响

A：Western blotting结果及定量结果比较；B：免疫组化分析；与对照组比较，***P＜0.001；与RSV组比较，###P＜0.001。

图5 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响
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3 讨 论

RSV是广泛存在的呼吸道病原体，在全球范围

内造成许多疾病。临床上，RSV 感染常表现为发

热、咳嗽、呼吸困难等症状，严重情况下可能导致器

官损伤及其他并发症。据统计，RSV感染在学龄前

儿童下呼吸道感染中占比达60%，是导致婴幼儿肺

炎的主要危险因素之一[10]。尽管利巴韦林和免疫球

蛋白在临床上被广泛使用以减轻RSV感染患者的

症状，但它们存在严重的毒副作用，并且RSV感染

的高反复率限制了它们的长期应用。鉴于这些问

题，寻找一种新的治疗方法显得尤为重要。本研究

通过建立RSV感染小鼠模型，旨在探索苦参碱是否

具有保护肺组织免受RSV感染损害的潜力，以期为

RSV感染的治疗提供新的治疗策略和理论基础。

苦参碱是一类生物碱，由豆科植物苦参、山豆

根等植物通过有机溶剂提取而成。它具有广泛的

生物学活性，包括抗氧化、降血糖以及抗肿瘤等作

用[11]。近年来，研究人员对苦参碱的药理作用进行

了深入研究，并发现其具有抑制已激活的炎症信号

通路的能力。这种作用使得苦参碱成为一种潜在

的抗炎药物。Li等[12]研究显示，苦参碱可能通过影

响NF-κB信号通路来调节炎症反应，从而具有潜在

的抗炎作用。本研究采用RSV作为感染剂，通过滴

鼻接种的方式将其引入C57BL/6J小鼠体内，成功建

立了 RSV 感染肺炎的小鼠模型。观察结果显示，

RSV组小鼠的肺间隔出现明显的增宽。同时，肺泡

壁上皮细胞也显示受损，在肺间质中可观察到炎性

细胞的浸润，进一步证实了肺部炎症反应的存在。

此外，肺组织及BALF中炎症因子TNF-α、IL-1β及

IL-6水平显著升高，表明RSV肺炎模型建立成功。

进一步的研究表明，苦参碱干预后，RSV感染小鼠

A：Western blotting结果及定量结果比较；B：免疫组化分析；与对照组比较，***P＜0.001；与RSV组比较，##P＜0.01，###P＜

0.001。

图6 苦参碱对RSV感染小鼠肺组织凋亡蛋白表达水平的影响

俞艳梅，等 .苦参碱调控PI3K/AKT信号通路对呼吸道合胞病毒感染小鼠肺部炎症的作用
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的肺部损伤及纤维化程度显著下降。同时，BALF

中炎症因子TNF-α、IL-1β及 IL-6水平明显下降，肺

组织中增殖相关蛋白表达显著下降，而凋亡相关蛋

白表达明显上升。综上所述，苦参碱不仅能够抑制

RSV感染引起的肺部损伤，还能够抑制RSV诱导的

炎症反应。

PI3K/AKT 是一种重要的细胞内信号传导通

路，在细胞生物学中具有广泛的影响。该通路通过

磷酸化和激活多种蛋白因子，调节细胞的多种生理

功能。其中，AKT是PI3K信号传导中的核心分子，

能够调节细胞的存活、增殖和代谢等关键过程。而

Caspase-3则是PI3K/AKT通路的下游分子之一，它

是一种半胱天冬氨酸蛋白酶，负责介导细胞程序性

死亡或凋亡的执行阶段。近年来，大量的体内外实

验研究证实PI3K/AKT信号通路在肺部炎症反应中

扮演着重要的负向调控作用[13]。同时，研究显示苦

参碱能够通过调节PI3K/AKT通路活性来抑制细胞

凋亡和缺铁性贫血，从而减轻败血症诱导的心肌损

伤[14]。但是，关于 PI3K/AKT信号通路在RSV感染

肺部后的作用尚未有报道。本研究的结果显示，

RSV组小鼠肺组织中 PI3K/AKT信号通路被激活，

P-PI3K及P-AKT蛋白表达显著上升。然而，苦参碱

干预后，小鼠肺组织中P-PI3K及P-AKT蛋白表达明

显下降，表明苦参碱能够抑制RSV小鼠肺组织中的

PI3K/AKT信号通路，从而减轻炎症反应。

综上所述，苦参碱作为一种生物活性化合物，

在减轻RSV感染引起的肺部损伤和炎症反应中发

挥着重要作用。研究表明，苦参碱可能通过抑制

PI3K/AKT信号通路，降低炎症因子的释放和炎性

细胞的浸润，从而保护肺组织免受 RSV 感染的损

害。然而，除了PI3K/AKT通路之外，苦参碱是否还

通过调节其他信号通路来影响肺部损伤的发展尚

不清楚。进一步的研究有助于全面了解苦参碱的

作用机制，并为其在RSV感染治疗中的临床应用提

供更多的理论依据。
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