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黄连生物碱对 TGEV 诱导的 ST 细胞炎症反应的调节作用 

唐红梅 1,2，朱买勋 1,2*，邓小龙 3，徐登峰 1,2 

(1.重庆市畜牧科学院，重庆 402460；2.国家生猪技术创新中心，重庆 402460；3.彭水苗族土家族自治县畜牧发

展中心，重庆 409600) 

摘 要：分别用质量浓度为 100、50、25 μg/mL的黄连生物碱(ACC)处理猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)感染的猪睾丸

细胞(ST)，采用噻唑蓝(MTT)法检测细胞的活力；采用硝酸还原酶法检测 NO 含量；采用比色法检测总一氧化氮合

成酶(TNOS)和诱导型一氧化氮合成酶(iNOS)活性；采用荧光定量 PCR 检测 TNF–α、IL–1β、IL–6、IL–10 等炎症基

因的表达。结果表明：100、50 μg/mL 的 ACC 可极显著提高 TGEV 感染的 ST细胞的存活率，25 μg/mL 的 ACC 可

显著提高 TGEV 感染的 ST 细胞存活率；TGEV 感染后 ST 细胞 NO 含量急剧升高，100、50 μg/mL 的 ACC 可极显

著降低 ST细胞 TNOS 和 iNOS 活性，25 μg/mL ACC 可显著降低 TNOS 和 iNOS 活性；ACC 可极显著下调 ST细胞

TNF–α、IL–1β、IL–6、IL–10 mRNA的表达水平。表明黄连生物碱可以降低 TGEV 诱导的 ST细胞的炎症反应，缓

解病毒对细胞的损伤。 
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The inflammatory response regulating role of alkaloids of Coptis chinensis  

in swine testis cells induced by TGEV 
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Abstract: The swine testicular(ST) cells infected with transmissible gastroenteritis virus (TGEV) were treated with alkaloids 

of Coptis chinensis(ACC) with mass concentrations of 100, 50 and 25 μg/mL respectively. MTT assay was used to detect the 

cell viability, the griess method and colorimetric method were used to detect the release of NO, TNOS and iNOS, and 

Real-time PCR method was used to detect expression changes of inflammatory genes such as TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10. 

The results indicated that ACC at the mass concentration of 100 and 50 μg/mL could extremely significantly increase the 

survival rate of ST cells, and 25 μg/mL ACC could significantly increase the survival rate of ST cells. The content of NO 

increased sharply after TGEV infection, and the ACC at the mass concentration of 100 and 50 μg/mL could extremely 

significantly decrease the activities of TNOS and iNOS, and 25 μg/mL ACC could significantly decrease the activities of 

enzymes TNOS and iNOS. Meanwhile, ACC could extremely significantly down-regulate the expression levels of TNF-α, 

IL-1β, IL-6 and IL-10 mRNA. We can conclude that the alkaloids of Coptis chinensis could reduce the inflammatory 
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response induced by TGEV and alleviate the damage of virus to cells. 

Keywords: alkaloids of Coptis chinensis; transmissible gastroenteritis virus; swine testis cells; inflammation-related genes 

 

猪传染性胃肠炎病毒(TGEV)是引起仔猪腹泻

的主要病原之一，具有传播快、对胃肠道菌群和黏

膜组织破坏性强的特点，且此种仔猪腹泻的临床防

治效果差，无特效治疗药物。猪传染性胃肠炎被世

界动物卫生组织(OIE)列为烈性传染病[1–2]。临床上

主要以接种猪传染性胃肠炎与猪流行腹泻二联灭

活疫苗进行预防，但由于从接种疫苗到产生抗体需

要 7~10 d，难以实现对仔猪的早期免疫保护。寻找

能有效抑制病毒增殖和消除炎症的药物是解决临

床问题的主要途径。有研究[3]表明，复方苦芩可以

增强 TGEV 感染猪肾细胞 PK–15 的抗凋亡基因

Bcl–2 mRNA 的表达量，增强猪肾细胞的抗病毒能

力。香菇多糖可以提高仔猪肠道黏膜免疫，缓解仔

猪腹泻，增强对轮状病毒感染的抵抗力[4]。连梅提

取液可以增强湿热泻痢仔猪的抗氧化损伤能力，调

节胃肠道蠕动，降低肠黏膜细胞凋亡基因Caspase–9 

mRNA 的表达量，缓解湿热引起的仔猪腹泻[5]。 

黄连提取物可以有效抑制 TGEV 增殖、调节宿主

细胞分泌 IFN–α、IFN–β、IFN–γ、IRF–3等抗病毒相

关因子的表达[6]。仔猪感染 TGEV 后，腹泻的同时还

伴随大量的炎症反应，消除肠道炎症是治疗仔猪腹泻

和促进病后康复的重要手段。为了探索黄连生物碱对

TGEV 感染猪睾丸细胞(ST 细胞)引起的炎症调节作

用，笔者通过TGEV感染 ST细胞构建炎症细胞模型，

采用黄连生物碱处理感染 TGEV 的 ST 细胞，测定感

染细胞的存活率、炎性介质和相关调节酶的活力、炎

性相关基因的 mRNA 的表达，分析黄连生物碱对

TGEV 诱导 ST 细胞炎症损伤的抗炎调节作用。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

称取重庆石柱黄连 500 g，添加 10 倍体积量的

50%乙醇溶液，80 ℃回流提取 2 次，每次提取 1 h，

合并滤液后减压真空回收乙醇，离心去除杂质，浓

缩至黄连中总生物碱 (ACC)的质量浓度为 1 000 

mg/mL。 

传染性胃肠炎病毒(TGEV)ATCC编号VR–763；

猪睾丸细胞(ST)CTCC 编号 GDC007，均由重庆市

畜牧科学院兽医兽药研究所扩增并保存。 

1.2 方法 

1.2.1 黄连生物碱处理 ST细胞的最大安全浓度的

检测 

参照文献[6]，采用 10 倍稀释法，连续将黄连

生物碱稀释 8 个浓度梯度，每个浓度梯度生物碱分

别添加 200 μL 于 96 孔培养的细胞板上，同时以添

加不含黄连生物碱的维持液作为空白对照，连续培

养 48 h，采用 Nano Drop 2000 超微量分光光度计在

570 nm 处噻唑蓝(MTT)检测细胞的存活率。 

1.2.2 黄连生物碱处理感染 TGEV 的 ST 细胞的存

活率的测定 

依照文献[7]，采用 Reed–Muench 法测定病毒

的效价 TCID50。 

以 96孔板上生长良好的 ST细胞接种病毒载量

为 1，感染时间为 2 h，弃原病毒液，形成病毒感染

的细胞模型。 

将病毒感染的模型细胞分为模型组(V)和黄连

生物碱高、中、低剂量组(T1、T2、T3)，每组 10

孔，另外选择不感染病毒的细胞作为空白对照。T1、

T2、T3 组细胞在攻毒完成之后添加 1.00、0.50、0.25

倍的最大安全浓度黄连生物碱药液，空白组和模型

组的细胞添加含 0.1%胰酶和 2%血清的维持液作为

对照，置 5% CO2培养箱 37 ℃培养，持续培养 72 h，

采用 MTT 法检测细胞存活率。 

1.2.3 黄连生物碱处理感染 TGEV 的 ST 细胞的炎

性介质分泌量的测定 

采用 6 孔板构建细胞模型并将细胞分为 4 个试

验组，选正常细胞作为对照，试验结束后收集细胞

培养液，选择 NO、TNOS 和 iNOS 检测试剂盒(南

京建成生物科技有限公司)，采用硝酸还原酶法检测

NO 的含量，收集细胞，采用比色法检测细胞的总

一氧化氮合成酶(TNOS)和诱导型一氧化氮合成酶

(iNOS)的活性。 



   

   

60 湖南农业大学学报(自然科学版) http://xb.hunau.edu.cn 2024 年 2 月 
 

1.2.4 黄连生物碱处理感染 TGEV 的 ST 细胞的炎

性相关基因相对表达量的测定 

收集 6 孔板上的细胞，低温提取细胞 RNA，电

泳检测总 RNA 完整性，采用 NanoDrop2000 超微量

分光光度计测定 RNA 的 OD 值，确定 RNA 浓度且

OD260 nm/OD280 nm的比值在 1.8~2.0。以提取的 RNA

为模板，参照反转录试剂盒说明书进行操作，反转

录为 cDNA。根据NCBI和猪炎症相关的基因序列[9]，

设计内参基因 GAPDH，目的基因 TNF–α、IL–1β、

IL–6、IL–10 由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成，引物信息见表 1。采用 ABI 7500 荧光定量 PCR

仪进行检测，反应体系为 25 μL：cDNA 2.0 μL，

SYBR Primer Ex Taq TM 12.5 μL，上游和下游引物

各 1.0 μL，RNase free dH2O 8.5 μL，涡旋混匀。反

应程序：95 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 45 s，退火

45 s，72 ℃延伸 45 s；共 35 个循环，72 ℃再延伸

10 min。 

表 1 猪炎症相关基因序列 

Table 1 The sequences of inflammation-related genes in pig 

基因 引物系列(5'–3') 
退火 

温度/℃ 

产物 

大小/bp 

GAPDH GTGAACGGGTGAGTTAGGGG 

CGATGCGGCCAAATCTTGAG 

61 153 

TNF–α GCCCAAGGACTCAGATCATCG 

ATTGGCATACCCACTCTGCC 

60 108 

IL–1β TCCAGCCAGTCTTCATTGTTCA 
CAGGTCATTATTGTTGTCACCGT 

59 104 

IL–6 CCCTGAGGCAAAAGGGAAAGA 

AGGAAATCCTCAAGGCTGCG 

59 148 

IL–10 CCACAAGTCCGACTCAACGA 

CTGCCAGGAAGATCAGGCAA 

60 174 

 

1.3 数据分析 

采用 Excel 2010收集试验数据；运用 SPSS 20.0

软件进行单因素方差分析和显著性比较，选用

Duncan 法进行多重比较；荧光定量 PCR 结果采用

2–△△Ct 法进行分析；目的基因表达强度分别以绝对

拷贝数/内参基因绝对拷贝数表示，并将空白组细胞基

因的表达量设置为 1×，计算目的基因的相对表达量。 

2 结果与分析 

2.1  黄连生物碱处理 ST 细胞的安全浓度 

图 1 结果表明，ACC 质量浓度为 1×103、1×104、

1×105 μg/mL 时，ST 细胞的存活率极显著低于空白

组(P<0.01)；ACC 质量浓度低于 100 μg/mL 时，药

物组细胞的存活率与空白组的差异不显著(P>0.05)，

从而确定 ACC 对 ST 细胞的最大安全浓度为 100 

μg/mL。 
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“**”表示处理组与空白组的差异有统计学意义(P<0.01)。 

图1 不同浓度黄连生物碱处理的ST细胞的存活率 

Fig.1 The survival rate of ST cells tested with different 

concentrations of ACC  
 

2.2 黄连生物碱对感染TGEV的ST细胞的存活率

的影响 

经检测并计算，TGEV 半数细胞感染量 TCID50

为 1×10–3.6/100 μL。表 2 结果表明，采用该滴度的

病毒接种后，模型组细胞存活率极显著低于空白组

和 3 个黄连生物碱组；T1、T2 组的细胞存活率提

高，与模型组相比较差异极显著(P<0.01)，低剂量

组与模型组相比较差异显著(P<0.05)，且细胞的存

活率与黄连生物碱的质量浓度呈正相关。 

表 2 黄连生物碱处理的感染 TGEV 的 ST 细胞的存活率 

Table 2 Survival rate of ST cells treated by ACC which infected 

with TGEV 

组别 OD570 nm 细胞存活率/% 

CK 0.63±0.02 99.80±3.76 

V (0.24±0.04)** (38.74±4.78)** 

T1 (0.58±0.03)## (92.04±4.46)## 

T2 (0.51±0.03)## (81.43±4.17)*## 

T3 (0.41±0.06)*# (64.97±8.75)**# 

“*”“**”表示处理组与空白组的差异有统计学意义 (P<0.05、

P<0.01)；“#”“##”表示与病毒组的差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)。 
 

2.3  黄连生物碱对感染 TGEV 的 ST 细胞的 NO

含量及调控酶活性的影响 

从表 3 可知，与空白组相比，感染病毒的 ST

细胞的 NO 含量显著或极显著升高，TNOS 和 iNOS

活性显著或极显著增强；经过黄连生物碱处理后，

高、中、低剂量组细胞 NO 含量明显下降，与模型

组相比差异极显著；高、中剂量组 TNOS 和 iNOS

酶活性降低，与模型组相比较差异极显著，低剂量

组 TNOS 和 iNOS 活性与模型组相比较差异显著。 
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表 3 黄连生物碱处理的感染 TGEV 的 ST 细胞中的

NO 含量及调控酶活性 

Table 3 NO content and regulation of enzyme activity in ST 

cells treated by ACC which infected with TGEV 

组别 
NO 含量/ 

(μmol·L–1) 

TNOS 活性/ 

(U·mL–1) 

iNOS 活性/ 

(U·mL–1) 

CK 3.46±2.10 0.31±0.02 0.19±0.02 

V (54.47±6.06)** (0.71±0.03)** (0.44±0.04)** 

T1 (7.93±4.06)*## (0.41±0.08)*## (0.26±0.03)*## 

T2 (14.02±6.49)**## (0.44±0.04)*## (0.29±0.02)*## 

T3 (30.69±8.46)**## (0.51±0.05)**# (0.35±0.05)**# 

“*”“**”表示处理组与空白组的差异有统计学意义 (P<0.05、

P<0.01)；“#”“##”表示与模型组的差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)。 

 

2.4 黄连生物碱对感染 TGEV 的 ST 细胞的炎症

相关基因 mRNA 表达的影响 

从图 2 可知，与空白组相比较，感染病毒的细

胞 TNF–α、IL–1β、IL–6、IL–10 mRNA 的表达水平

极显著升高，经黄连生物碱处理后，高、中、低剂

量组细胞 TNF–α、IL–1β、IL–6、IL–10 mRNA 的表

达极显著降低，且高剂量组细胞 TNF–α、IL–1β、

IL–6、IL–10 mRNA 的表达与空白组相比差异不显

著，中剂量组 TNF–α mRNA 的表达与空白组相比

较差异不显著。 
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“*” “**”表示处理组与空白组的差异有统计学意义(P<0.05、P<0.01)；“##”表示与病毒组的差异有统计学意义(P<0.01)。 

图 2 TGEV 感染 ST 细胞的炎症相关基因 TNF–α、IL–1β、IL–6、IL–10 mRNA 的相对表达量 

Fig. 2 The relative expression of mRNA of inflammation related genes TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10 in ST cells infected by TGEV 
 

3 结论与讨论 

本研究结果表明，以活性氮作为细胞炎症调节

的重要介质，黄连生物碱可以下调 ST 细胞 NO 含

量，降低 TNOS 和 iNOS 的活性，降低 NO 的合成，

使细胞的炎症得到明显缓解。ST 细胞感染 TGEV

后，TNOS、iNOS 的活性显著增强，NO 含量急剧

升高，NO 可以作为细胞间和细胞内的化学信使[8]，

积极参与调控细胞免疫应答反应，对病毒入侵有直

接防御作用[9]。NO 是 L–精氨酸与氧气在一氧化氮

合酶的催化作用下产生的，NO 的增强趋向于氧化

反应增强，加强了氧化损伤，持续的氧化损伤可能

造成非可控的炎性反应[10]。有研究[11]表明，黄连生

物碱可以抑制 NF–κB 信号通路的激活，降低 iNOS

酶的表达和 NO 含量，缓解病毒引起的炎症反应。 

本研究结果表明，黄连生物碱可以下调 TGEV

感染的 ST 细胞 TNF–α、IL–1β、IL–6、IL–10 mRNA

的表达，降低病毒持续感染引起的炎症反应，缓解

病毒对细胞的损伤。感染 TGEV 后，诱导细胞炎性

相关因子 TNF–α、IL–1β、IL–6、IL–10 mRNA 的表

达升高，表明细胞感染病毒之后会通过分泌大量炎

症相关因子，参与细胞的炎症免疫调节。炎症减少

可以抑制病毒的复制和扩散[12]。病毒持续感染细

胞，为了增强细胞对病毒的适应性免疫反应，过量

的炎症因子是导致细胞病理损伤的重要原因，失调

和过度的免疫反应产生的细胞因子形成了细胞因

子风暴[13–14]。细胞因子的调节过程中，IL–10 作为

抗炎因子，可以抑制 TNF–α、IL–1β 等细胞因子的

表达。本试验中，黄连生物碱高剂量组细胞炎症明

显消失，由病毒持续刺激引起的细胞因子风暴得到
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一定程度的缓解，炎症相关基因 TNF–α、IL–1β、

IL–6、IL–10 mRNA 的表达均明显降低，而中剂量

组和低剂量的细胞仍然处于炎性状态，炎症相关基

因的表达量也持续升高，同时为了增强细胞抗炎反

应，抗炎因子 IL–10 mRNA 表达量也持续升高。 

综上，黄连生物碱可通过调节 TNOS 和 iNOS

的活性，降低 NO 的合成，使下游炎性相关因子的

表达量减少而发挥抗炎作用。 
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