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氧化苦参碱对病毒性心肌炎小鼠心肌细胞凋亡及相关因子的影响 
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研室，贵阳 550004；2.贵州省清镇市第一人民医院综合科，贵州 清镇 551400；3.贵州医科大学实验动物中心，贵阳 550004) 
 
摘要：目的  探讨氧化苦参碱(oxymatrine，OMT)对病毒性心肌炎小鼠心肌细胞凋亡及其凋亡相关因子蛋白表达的影响。

方法  42 只 BALB/c 小鼠随机分为正常对照组(NC)、病毒性心肌炎模型组(VM)、OMT 高剂量组(OMT-H，25 mg·kg1·d1)、

OMT 中剂量组(OMT-M，12.5 mg·kg1·d1)、OMT 低剂量组(OMT-L，6.25 mg·kg1·d1)、OMT 极低剂量组(OMT-EL，

3.125 mg·kg1·d1)、利巴韦林对照组(RB，100 mg·kg1·d1)。病毒性心肌炎小鼠由柯萨奇病毒 B3 型腹腔注射感染所致，

各治疗组从末次给予病毒 24 h 后开始，腹腔注射，每日 1 次。于治疗第 12 天，每组处死小鼠 6 只，留取心肌标本。TUNEL

法检测心肌细胞凋亡情况，免疫印迹法和免疫组织化学法检测 Bcl-2 和 Bax 蛋白的表达情况。结果  OMT 治疗显著降低

了病毒性心肌炎小鼠凋亡心肌细胞的数量，与病毒性心肌炎模型组比较，OMT-L 组效果最佳(P<0.01)。与病毒性心肌炎

模型组小鼠比较，OMT 治疗组的小鼠心肌组织中 Bax 蛋白表达降低，而 Bcl-2 蛋白表达没有明显改变。结论  氧化苦参

碱可减少病毒性心肌炎小鼠心肌细胞的凋亡，该作用与下调 Bax 蛋白表达有关。 
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Effect of OMT on Apoptosis and Its Protein Bcl-2 and Bax of Myocardium in Mice with Viral Myocarditis 
 
CHEN Bitao1,2, ZHU Rongjin1, YANG Hongyu3, ZHU Yanxin1, MOU Qiuju1, ZHAO Bingbing1, SHEN 
Xiangchun3, JIANG Yan1,3*(1.Department of Microbiology, Guizhou Medical University, Guiyang 550004, China; 2.The 
General Department, The Qingzhen First People’s Hospital, Qingzhen 551400, China; 3.The Laboratory Animal Center of 
Guizhou Medical University, Guiyang 550004, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigated the effect of oxymatrine(OMT) on apoptosis and its protein Bcl-2 and Bax of 
myocardium in mice with viral myocarditis. METHODS  BALB/c mice were used and inoculated intraperitoneally with CVB3. 
Twenty-four hours after the last inoculation with CVB3, the infected mice were intraperitoneally injected with OMT or ribavirin. 
The mice were divided into normal control group(NC), viral myocarditis model group(VM), OMT high, middle, low and extreme 

low group(OMT-H, OMT-M, OMT-L, OMT-EL. The dose were 25, 12.5, 6.25, 3.125 mg·kg1·d1, respectively.)and ribavirin 

group(RB, 100 mg·kg1·day1). Six mice from each group were sacrificed and their myocardial tissues were obtained after 12 d. 
The myocardial cells apoptosis were detected through TUNEL assay, and the protein expression of Bcl-2 and Bax were detected 
using western blot and immunohistochemical method. RESULTS  OMT induced myocardial cells apoptosis in viral myocarditis 
mice, compared with VM, the effect of OMT-L was remarkable (P<0.01). The protein expression of Bax was decreased in OMT 
treatment groups, but the protein expression of Bcl-2 was unchanged after OMT treatment. CONCLUSION  OMT may reduce 
myocardial cells apoptosis in viral myocarditis mice, and it is related to regulating Bax protein in vivo. 
KEY WORDS: oxymatrine(OMT); viral myocarditis; coxsackievirus B3(CVB3); apoptosis 

 

氧化苦参碱(oxymatrine，OMT)又名苦参素，

是从豆科属植物苦参或平科植物广豆根中分离出

来的生物碱。氧化苦参碱具有利尿、抗病原体、

免疫作用等广泛的药理作用[1-2]。在前期研究工作

中观察了 OMT 在体外对柯萨奇病毒 B3 型

(coxsackievirus B3，CVB3)增殖的影响，发现 OMT

在体外具有抑制 CVB3 增殖的作用；而且用 OMT

治疗 CVB3 所致的病毒性心肌炎小鼠，观察到

OMT 的治疗可以提高小鼠生存率，并且对实验小

鼠的血清心功能酶学、心肌组织病毒载量、心肌

病理变化均有影响。本研究主要就 OMT 对 CVB3

感染导致的心肌细胞凋亡，以及心肌组织中与细

胞凋亡相关的Bcl-2和Bax蛋白表达情况的影响进

行了观察。 

1  材料 

1.1  动物 

4~6 周龄 SPF 级 BALB/c 小鼠，♀，合格证号：

SYXK(黔)2012-001，购自贵州省实验动物工程中

心，生产许可证号：SCXK(黔)2012-001。 

1.2  试剂 

氧化苦参碱(中国药品生物检定所，批号：

110780-201007，纯度：99.0%)；利巴韦林注射液(贵

州光正制药有限责任公司，规格：0.1 g·mL1，批号：

130510)；细胞凋亡检测试剂盒(南京凯基生物科技

发展有限公司，批号：20140505)；兔抗鼠 BAX 多

克隆抗体(批号：13CM400A)、兔抗鼠 BCL2 多克隆

抗体(批号：196841)和辣根过氧化物酶标记羊抗兔

IgG 抗体(批号：BST09E04A)均购自武汉博士德生

物工程有限公司；DAB 显色试剂盒(上海基因科技

有限公司，批号：2014121601)；蛋白质预染 Marker 

(北京索莱宝公司)。SDS-PAGE电泳相关试剂和ECL

发光液(批号：14142A2)购自 BIO-RAD 公司。 

2  方法  

2.1  病毒性心肌炎小鼠模型的制备和分组 

将小鼠随机分为 7 组，每组 6 只，除正常对

照组外，其余小鼠均腹腔接种 0.1 mL 100×TCID50 

CVB3 4 次，每次间隔 5 d，于末次接种后 24 h 开

始治疗。分组为正常对照组(NC)、病毒性心肌炎

模 型 组 (VM) 、 OMT 高 剂 量 组 (OMT-H ，

25 mg·kg1·d1) 、 OMT 中 剂 量 组 (OMT-M ，

12.5 mg·kg1·d1) 、 OMT 低 剂 量 组 (OMT-L ，

6.25 mg·kg1·d1)、OMT 极低剂量组(OMT-EL，

3.125 mg·kg1·d1) 、 利 巴 韦 林 对 照 组 (RB ，

100 mg·kg1·d1)，腹腔注射给药，每天 1 次。 

2.2  标本的留取 

在治疗第 12 天，摘眼球放血每组处死 6 只小

鼠，留取的心脏标本一部分用 40 g·L1 甲醛固定，

石蜡包埋，制备组织切片，用于免疫组织化学和

TUNEL 检测；另一部分提取组织总蛋白质后，行

免疫印迹法检测。 

2.3  TUNEL 法检测心肌细胞凋亡 

取各组的心肌组织切片，按照试剂盒方法进

行操作，最后在光学显微镜下观察，随机选取 5

个高倍镜(400×)视野，分别计数凋亡细胞数和细
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胞总数，计算凋亡指数，凋亡指数(apoptotic index，

AI)=凋亡细胞数/心肌细胞总数×100%。 

2.4  免疫印迹法半定量观察 Bcl-2 和 Bax 蛋白的

表达情况 

心肌组织匀浆提取总蛋白质，上样量为 20 μg，

SDS-PAGE 电泳，湿法转膜封闭，一抗 4 ℃过夜，

二抗孵育洗膜后，将膜与 ECL 发光液充分接触。

1 min 后，将膜移至带曝光系统的凝胶成像仪进行

扫描，记录实验结果，用 QuantityOne 软件分析曝

光条带，Bcl-2 和 Bax 条带的灰度值与相应的

β-actin 条带灰度值的比值进行半定量分析。 

2.5  免疫组织化学法观察 Bcl-2 和 Bax 蛋白的表

达情况   

按 SP 法行免疫组化染色，光学显微镜下观察

结果。应用 Image-Pro Plus 图像分析软件测定阳性

产物平均吸光度值(A)。 

2.6  统计学方法 

实验数据均采用 SPSS 19.0 统计软件进行统

计学分析，结果以 sx  表示，所得数据均采用 t

检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

3  结果 

3.1  TUNEL 法原位检测心肌细胞凋亡 

用 TUNEL 法检测病毒性心肌炎模型组小鼠

心肌细胞凋亡，发现凋亡细胞的胞核呈棕色颗粒

状，多分布在心内膜、心外膜下及炎症灶周围。

正常对照组小鼠仅有少量凋亡的细胞，病毒性心

肌炎模型组小鼠心肌细胞较正常对照组明显增加

(P<0.01)，各 OMT 治疗组的 AI 均有降低，其中

OMT-L 组与 VM 组相比降低显著(P<0.01)。结果

见图 1 和表 1。 

 
图 1  OMT 对病毒性心肌炎所致细胞凋亡的影响(400×) 
ANC ； BVM ； CRB ； DOMT-H ； EOMT-M ； FOMT-L ；

GOMT-EL。  

Fig. 1  The effect of OMT on myocardial cells apoptosis in 

viral myocarditis mice(400×) 
ANC; BVM; CRB; DOMT-H; EOMT-M; FOMT-L; GOMT-EL. 

表 1  OMT 对病毒性心肌炎所致细胞凋亡的影响(n=5, sx  ) 

Tab. 1  The effect of OMT on myocardial cells apoptosis in 
viral myocarditis mice(n=5, sx  ) 

组  别 AI 

NC 1.913±0.001 8 

VM 33.51±0.017 81) 

RB 21.73±0.017 52) 

OMT-H 30.52±0.003 63) 

OMT-M 22.62±0.012 12) 

OMT-L 12.98±0.009 22) 

OMT-EL 17.34±0.026 42) 

注：与 NC 比较，1)P<0.01；与 VM 比较，2)P<0.01，3)P<0.05。 

Note: Compared with NC, 1)P<0.01; compared with VM, 2)P<0.01, 3)P<0.05. 

3.2  心肌组织中 Bcl-2 和 Bax 蛋白的表达情况 

3.2.1  免疫印迹法检测结果  与 VM 组比较，各

OMT 治疗组的 Bax 蛋白表达减少，其中以 OMT-L

组差异最为显著(P<0.01)；Bcl-2 蛋白表达差异不

具有统计学意义。结果见图 2。 

 
图 2  免疫印迹法检测各组 Bcl-2 和 Bax 蛋白质表达情况 
A免疫印迹法杂交条带；BBcl-2/β-actin 灰度比值；CBax/β-actin

灰度比值； 1NC； 2VM； 3OMT-H； 4OMT-M； 5OMT-L；

6OMT-EL；7RB；与 VM 组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 2  The protein expression of Bcl-2 and Bax through 
western blotting 
Athe band graph; BBcl-2/β-actin; CBax/β-actin; 1NC; 2VM; 3 

OMT-H; 4OMT-M; 5OMT-L; 6OMT-EL; 7RB; compared with VM, 
1)P<0.05, 2)P<0.01. 

3.2.2  免疫组织化学法检测结果  免疫组化染色

显示，Bax 主要分布在细胞浆和胞膜上，着色为棕

黄色；Bcl-2 广泛分布在细胞浆，免疫组化染色为
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棕黄色。平均光密度值分析结果与免疫印迹结果

一致，OMT 的介入可使 Bax 蛋白表达减少，Bcl-2

蛋白表达无明显变化，结果见图 3~4。 

 
图 3  免疫组织化学法检测 Bax 蛋白质在心肌组织中的表达 
ANC ； BVM ； CRB ； DOMT-H ； EOMT-M ； FOMT-L ；

GOMT-EL。  

Fig. 3  The protein expression of Bax in myocardial tissue 
by immunohistochemistry 
ANC; BVM; CRB; DOMT-H; EOMT-M; FOMT-L; 

GOMT-EL. 

 
图 4  Bcl-2 和 Bax 蛋白质在心肌组织中的表达 
与 VM 组比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Fig. 4  The protein expression of Bcl-2 and Bax in 
myocardial tissue 
Compared with VM, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

4  讨论 

苦参当中含有大量的生物碱，其中含量最高

的是苦参碱和氧化苦参碱。国内外大量的研究表

明，苦参碱类化合物有抗肿瘤、抗动脉粥样硬化、

抗病毒、免疫抑制、保肝利胆、抗寄生虫等多方

面的药理作用[3-4]。近年来，随着对 OMT 研究的

不断深入，其在心血管方面和抗病毒方面的作用

也逐渐被人们重视。Sun 等发现[5]，OMT 通过降

低大鼠 L 型 Ca2+通道蛋白1c mRNA 表达抑制心

肌细胞凋亡，从而减轻心肌缺血性损伤。文献报

道[6-7]，OMT 对醛固酮诱导原代培养心肌细胞凋亡

或脓毒症大鼠心肌细胞凋亡具有显著的保护作

用。本实验亦证实了氧化苦参碱对 CVB3 所致的

病毒性心肌炎小鼠心肌细胞凋亡具有保护作用，

该作用以 6.25 mg·kg1·d1 剂量效果最佳。 

位于线粒体外膜上的 Bcl-2 基因家族是细胞

凋亡的重要调节因子，Bax 是促凋亡因子，Bcl-2

与 Bax 协同作用才能维持细胞生存，其表达强度

决定细胞命运，Bax 占优势时致细胞凋亡，Bcl-2

占优势时阻止细胞凋亡，因此检测 Bcl-2 与 Bax

的表达情况可以推断细胞凋亡的变化情况[8]。本实

验应用氧化苦参碱治疗病毒性心肌炎小鼠，OMT

治疗组小鼠心肌组织 Bax 蛋白的表达较病毒性心

肌炎模型组均有降低，以 6.25 mg·kg1·d1 剂量组

降低最为显著；而对 Bcl-2 蛋白的表达无明显影

响。由此，OMT 的介入使得 Bcl-2/Bax 的比值升

高，有助于保护心肌细胞。 

文献[9-10]亦有报道，氧化苦参碱具有在体内外

抗柯萨奇病毒、治疗病毒性心肌炎的作用，本研

究进一步证实氧化苦参碱可以减少病毒性心肌炎

小鼠心肌细胞的凋亡，该作用与氧化苦参碱下调

促凋亡因子 Bax 蛋白有关。 
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