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盐酸黄连碱靶向 TRPV4 抵抗甲型流感病毒的机制研究  
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摘  要：目的  研究盐酸黄连碱对甲型流感病毒（influenza A virus，IAV）的抑制作用及其潜在分子机制。方法  采用 CCK-

8 法检测盐酸黄连碱对犬肾细胞（Madin-Darby canine kidney，MDCK）、人胚肾 293T 细胞（human embryonic kidney 293T 

cells，293T）活力的影响；通过体外病毒感染模型，检测盐酸黄连碱对 IAV复制及病毒核蛋白（nucleoprotein，NP）表达的

调控作用，并计算其半数有效浓度（half effective concentration，EC50）与半数细胞毒性浓度（half cytotoxic concentration，

CC50）。构建 H1N1-UI182 感染小鼠模型，给予盐酸黄连碱干预后，检测小鼠生存率、体质量、肺指数、肺组织病毒滴度及

病毒载量变化；采用苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）染色观察肺组织病理损伤情况；免疫组化法检测肺组织 NP蛋白

表达；采用Western blotting和 qRT-PCR检测盐酸黄连碱对瞬时受体电位香草酸亚型 4（transient receptor potential vanilloid 4，

TRPV4）/核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）信号通路的调控作用，以及对肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-

α）、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-6）、IL-1β、γ干扰素（interferon-γ，IFN-γ）等细胞因子表达的影响。结果  在细胞水

平，与模型组比较，盐酸黄连碱显著抑制 IAV复制，降低 NP蛋白表达水平（P＜0.05、0.001）；盐酸黄连碱在MDCK细胞

中 EC50为 15.93 μg/mL、CC50为 83.42 μg/mL，在 293T细胞中 EC50为 18.44 μg/mL、CC50为 69.90 μg/mL。在 H1N1-UI182

感染小鼠模型中，与模型组比较，盐酸黄连碱显著改善小鼠体质量下降情况，提高小鼠生存率，并显著降低小鼠肺指数、肺

组织病毒滴度及病毒载量（P＜0.05、0.01、0.001）。组织病理学结果显示，盐酸黄连碱显著减轻病毒感染引发的肺部炎性浸

润与肺泡结构破坏。免疫组化结果表明，盐酸黄连碱可显著减少肺组织中 NP蛋白表达。Western blotting和 qRT-PCR结果显

示，与模型组比较，盐酸黄连碱可调控 TRPV4/NF-κB信号通路，显著抑制 TRPV4过度活化（P＜0.001），阻断 NF-κB核转

位（P＜0.001），进而下调 TNF-α、IL-6、IL-1β等促炎因子表达（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  盐酸黄连碱可通过直接抑

制 IAV复制，并调控 TRPV4/NF-κB信号通路改善病毒诱导的炎症反应，发挥抗甲型流感病毒作用。 
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Abstract: Objective  To study the inhibitory effect and its potential molecular mechanism of coptisine hydrochloride on influenza A 

virus (IAV). Methods  CCK-8 method was used to detect the effect of coptisine hydrochloride on viability of Madin-Darby canine 

kidney (MDCK) and human embryonic kidney 293T cells (293T). By using an in vitro viral infection model, the regulatory effect of 

coptisine hydrochloride on IAV replication and viral nucleoprotein (NP) expression was detected, and its half effective concentration 
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(EC50) and half cytotoxic concentration (CC50) were calculated. A mouse model infected with H1N1-UI182 was constructed, coptisine 

hydrochloride was given for intervention, changes in survival rate, body weight, lung index, lung tissue virus titer and viral load were 

detected. Hematoxylin-eosin (HE) staining was used to observe the pathological damage of lung tissue. Immunohistochemistry was 

used to detect the expression of NP protein in lung tissue. Western blotting and qRT-PCR were used to detect the regulatory effect of 

coptisine hydrochloride on transient receptor potential vanilloid 4 (TRPV4)/nuclear factor-κB (NF-κB) signaling pathway, as well as 

its effect on the expressions of cytokines such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), IL-1β and interferon-γ (IFN-

γ). Results  At the cellular level, compared with model group, coptisine hydrochloride significantly inhibited IAV replication and 

reduced NP protein expression level (P < 0.05, 0.001). Coptisine hydrochloride had an EC50 of 15.93 μg/mL and a CC50 of 83.42 μg/mL 

in MDCK cells, and an EC50 of 18.44 μg/mL and a CC50 of 69.90 μg/mL in 293T cells. In the H1N1-UI182 infected mouse model, 

compared with model group, coptisine hydrochloride significantly improved the decline in body weight of mice, increased survival 

rate, and significantly reduced lung index, lung tissue virus titer and viral load (P < 0.05, 0.01, 0.001). The histopathological results 

showed that coptisine hydrochloride significantly reduced the inflammatory infiltration and alveolar structural damage caused by viral 

infection in lungs. The immunohistochemical results showed that coptisine hydrochloride significantly reduced the expression of NP 

protein in lung tissue. Western blotting and qRT-PCR results showed that compared with model group, coptisine hydrochloride could 

regulate TRPV4/NF-κB signaling pathway, significantly inhibit TRPV4 overactivation (P < 0.001), block NF-κB nuclear translocation 

(P < 0.001), and subsequently downregulate the expressions of pro-inflammatory factors such as TNF-α, IL-6, IL-1β (P < 0.05, 0.01, 

0.001). Conclusion  Coptisine hydrochloride could directly inhibit IAV replication and regulate TRPV4/NF-κB signaling pathway to 

improve virus induced inflammatory response, exerting anti-IAV effects. 

Key words: coptisine hydrochloride; influenza A virus; TRPV4; NF-κB; inflammatory response 

甲型流感病毒（（influenza A virus，IAV）属于正

粘病毒科（Orthomyxoviridae），是引起季节性流感

及流感大流行的主要病原体。IAV具有高度变异性，

频繁的抗原转换导致新亚型或变种的出现，对全球

公共卫生构成持续威胁。尽管疫苗接种是预防流感

的有效手段，但其有效性受限于疫苗株与流行株的

匹配程度及人群免疫应答差异[1]。目前的抗病毒策

略仅在疾病早期有效，且面临病毒基因组不稳定性

的挑战，因此流感病毒仍是人类健康的重大威胁[2-3]。

神经氨酸酶抑制剂（（如奥司他韦）和聚合酶抑制剂

（（如巴洛沙韦）是主要的抗病毒药物，但耐药毒株的

出现限制了其临床疗效[4]。因此，开发新型、高效、

天然抗病毒药物仍是迫切需求。 

黄连 Coptis chinensis Franch.是清热燥湿、泻火

解毒的经典中药[5]。盐酸黄连碱是黄连的主要活性

生物碱成分之一。已有研究表明，盐酸黄连碱在多

种疾病相关过程中具有生物活性，包括改善气道异

常收缩[6]、调节脂肪酸代谢并保护神经炎症[7]以及

潜在抗病毒作用[8]。瞬时受体电位香草酸亚型 4

（（transient receptor potential vanilloid 4，TRPV4）是

一种非选择性阳离子通道，广泛参与细胞钙稳态

维持、机械信号转导及炎症应答过程。近年研究证

实，TRPV4在 IAV感染中扮演关键角色：病毒感

染可激活 TRPV4，进而促进病毒复制并加剧炎症

反应；而抑制 TRPV4 表达或功能则可显著阻断

IAV复制[9-10]。本课题组前期基于 ConPLex的药物

筛选方法发现盐酸黄连碱与 TRPV4靶点紧密相关。

同时进一步发现，靶向抑制 TRPV4能够使 IAV 感

染所诱导的核因子-κB（nuclear factor-κB，NF-κB）

信号通路恢复至静息状态[11-14]。基于此，本研究聚

焦探讨盐酸黄连碱是否通过靶向 TRPV4 发挥抗

IAV活性。综合采用犬肾细胞（（Madin-Darby canine 

kidney，MDCK）、人胚肾 293T 细胞（ human 

embryonic kidney 293T cells，293T）及 TRPV4基因

敲除 293T 细胞体外模型，联合 BALB/c 小鼠体内

感染模型，系统评价盐酸黄连碱的抗病毒效果，并

深入阐明其靶向 TRPV4、调控宿主固有免疫应答的

抗病毒机制。 

1  材料 

1.1  动物、细胞和病毒 

SPPF级雌性 BALB/c小鼠，体质量 18～20 g，

6～8周龄，购自北京维通利华实验动物技术有限公

司，实验动物生产许可证号 SCXK（（京）2021-0006，

动物合格证号 110011241105526364。所有操作均遵

循（《实验动物管理条例》并经中国农业科学院长春

兽医研究所动物伦理委员会批准（批准号 IACUC-

JSYAL-11-2025-064）。 

MDCK和 293T细胞保存于中国农业科学院长

春兽医研究所。TRPV4基因敲除 293T细胞（（TRPV4 

knockout 293T cells，TRPV4−/− 293T）购自赛业（（苏
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州）生物科技有限公司。 

H1N1-UI182病毒株为 2009年甲型流感 H1N1

病毒 A/长春/01/2009（H1N1）的小鼠适应株，在

MDCK细胞中传代。 

1.2  药品与试剂 

盐酸黄连碱（批号 HY-N0736；质量分数为

99.73%）、聚乙二醇 300（批号 HY-Y0873）、CCK-

8试剂盒（批号 HY-K0301）、蛋白酶抑制剂（批号

HY-K0011）、巴洛沙韦（（批号 HY-109025）购自美

国 MedChemExpress 公司；DMEM 培养基（批号

C11995500BT）、胎牛血清（（批号 A5669701）、PBS

（（批号 C10010500BT）、0.25%胰蛋白酶-EDTA（批

号 25200-056）购自美国 Gibco公司；青霉素-链霉

素双抗（（批号 15140-122）、预染蛋白Marker（（批号

26616）购自美国 Thermo 公司；二甲基亚砜

（（dimethyl sulfoxide，DMSO，批号 HY-Y0320C）、

牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA，批号

B2064）购自美国 Sigma-Aldrich公司；聚山梨酯 80

（（批号 T8360）、4%多聚甲醛（（批号 G1101）购自北

京索莱宝科技有限公司；RNA 提取试剂盒（批号

YDP604-T3A）购自天根生化科技（（北京）有限公司；

Triton X-100、RIPA裂解液（批号 P0013B）、BCA

蛋白浓度测定试剂盒（（批号P0010S）、5×SDS-PAGE

上样缓冲液（批号 P0015L）、Western 快速转膜液

（（批号 P0575）、BeyoECL Star化学发光试剂盒（批

号 P0018AM）、10×TBST（（批号 ST673）、HRP标

记的山羊抗小鼠二抗（批号 A0216）、HRP 标记的

山羊抗兔二抗（（批号 A0208）购自碧云天生物技术

有限公司；SurePAGETM预制胶（批号 M00600）、

MOPS 电泳缓冲液（批号 M00680）购自金斯瑞生

物科技有限公司；病毒核蛋白（（nucleoprotein，NP）

抗体（（批号 ab20343）、β-actin抗体（（批号 ab6276）、

TRPV4抗体（批号 ab39260）、Alexa Fluor® 647标

记的山羊抗小鼠二抗（批号 ab150119）购自英国

Abcam公司；NF-κB抑制蛋白 α（inhibitor kappa B 

α，IκBα）抗体（批号 4812）、p-IκBα 抗体（批号

2859）、NF-κB p65抗体（（批号 8242）、p-NF-κB p65

抗体（（批号 3033）、白细胞介素-1β（（interleukin-1β，

IL-1β）抗体（（批号 12703）、IL-6抗体（（批号 12912）、

肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）

抗体（批号 11948）购自美国 CST公司；γ干扰素

（（interferon-γ，IFN-γ）抗体（（批号 BS3486）购自南

京巴傲得生物科技有限公司。 

1.3  仪器 

BSC-1100 CLASS Ⅱ TYPE A2型生物安全柜（北

京东联哈尔仪器制造有限公司）；YC-1015L 型医用

冷藏箱（合肥美菱股份有限公司）；BB150-2TCS-L型

二氧化碳培养箱、Heraeus Pico 17型离心机、S1移

液器、Multiskan FC型酶标仪（美国 Thermo公司）；

SCIENTZ-48L型、SCIENTZ-IID型超声破碎仪（宁

波新芝生物科技股份有限公司）；CFX96 Touch型实

时荧光定量 PCR系统（美国 Bio-Rad公司）；E6050

型电泳/转膜系统（碧云天生物技术有限公司）；5200 

Multi 型化学发光成像系统（上海天能科技有限公

司）；CKX41型倒置显微镜、APX100型全自动荧光

显微镜（日本 Olympus公司）；GR85DP型高压蒸汽

灭菌锅[致微（厦门）仪器有限公司]。 

2  方法 

2.1  细胞实验 

2.1.1  CCK-8法检测盐酸黄连碱对MDCK和 293T

细胞的毒性  取对数生长期的MDCK和 293T细胞，

分别经 0.25%、0.05%胰酶消化后，以 1×105个/孔接

种于 96孔板，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养至

70%～80%融合度。更换为含系列浓度（0.001～

100.000 μmol/L）盐酸黄连碱的培养基，每组 3个复

孔，设置对照组（（加入不含药物的培养基）和空白

组（（不接种细胞不给药），继续培养 48 h。显微镜下

观察细胞形态后，每孔加入含 10% CCK-8 的培养

基，避光孵育 1 h，于 450 nm处测定吸光度（A）

值，计算细胞存活率和药物的半数细胞毒性浓度

（（half cytotoxic concentration，CC50）。 

细胞存活率＝(A 对照－A 空白)/(A 给药－A 空白) 

2.1.2  抗病毒活性检测  MDCK 和 293T 细胞以

1×105个/孔接种于 96孔板，于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养至 70%～80%融合度。接种于冰上融化

的 H1N1-UI182 病毒[感染复数（multiplicity of 

infection，MOI）＝0.1]，吸附 1 h后更换为含系列

浓度（（1.625、3.125、6.250、12.500、25.000 μmol/L）

盐酸黄连碱的培养基，每组 3个复孔，设置对照组

（（不接种病毒不给药）和模型组（（接种病毒不给药），

继续培养 48 h。采用 CCK-8 法测定 A 值，计算病

毒 抑 制 率 和 半 数 有 效 浓 度 （ half effective 

concentration，EC50）。 

2.1.3  免疫荧光检测NP蛋白表达  MDCK细胞以

1×105个/孔接种于 96孔板，于 37 ℃、5% CO2培

养箱中培养至 70%～80%融合度。设置对照组、模
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型组、巴洛沙韦（（10 μmol/L）组和盐酸黄连碱（（6.25、

12.50、25.00 μmol/L）组。除对照组外，其余各组接

种于 H1N1-UI182病毒（（MOI＝0.1），吸附 1 h后更

换为不同浓度药物的培养基，对照组加入不含药物

的培养基，继续培养 48 h。细胞经 4%多聚甲醛固

定 20 min、0.2% Triton-X-100透膜 10 min及 PBS

洗涤后，以 2% BSA封闭 1 h。加入一抗，室温孵育

4 h，洗涤后加入荧光二抗，避光孵育 1 h。经 DAPI

染核后，于荧光显微镜下观察并采集图像。 

2.1.4  Western blotting 检测 NP 蛋白表达   按

（ 2.1.3”项下处理后，收集细胞，用含蛋白酶抑制剂

的 RIPA裂解液提取总蛋白，4 ℃、12 000 r/min离

心 15 min 后取上清，BCA 法测定蛋白浓度。等量

蛋白经 100 ℃煮沸变性后，经十二烷基硫酸钠-聚

丙烯酰胺凝胶电泳，转至 PVDF膜，经 5% BSA封

闭 2 h后，加入一抗，4 ℃孵育过夜；TBST洗涤，

加入 HRP标记的二抗，室温孵育 1 h。ECL发光液

孵育 1 min后，于化学发光成像系统显影，分析条

带灰度值。 

2.2  动物实验 

2.2.1  分组、造模、给药与取材  BALB/c小鼠适应

性饲养 1周后，按随机数字表法分组。为兼顾组织

学/病毒学终点检测与生存结局评价，设置取材亚组

[用于感染后 3、5 d（（days after infection，dpi）取样]

与生存随访亚组（观察至 14 dpi）。 

设置对照组、模型组及盐酸黄连碱低、中、高

剂量（12.5、25.0、50.0 mg/kg）组和巴洛沙韦（5 

mg/kg）组，每组 12只。根据文献报道中盐酸黄连

碱在小鼠模型中的常用安全有效剂量（10～50 

mg/kg），结合盐酸黄连碱体外抗病毒的 EC50进行剂

量换算，以确保体内剂量覆盖有效浓度窗口；巴洛

沙韦的剂量参考已建立的小鼠流感模型治疗方案。

除对照组外，其余各组小鼠均在麻醉状态下经鼻腔

接种 50 μL 含 15 MLD50（半数致死剂量，median 

lethal dose）的 H1N1-UI182病毒液建立感染模型。

感染病毒后 12 h，各给药组 ig相应药物。取材亚组

持续给药至采样终点（（3、5 dpi），并在对应时间点

采集血样后实施安乐死，分离肺、脾、肝、肾组织，

于 4%多聚甲醛中固定；血样室温静置 2 h后离心，

收集血清，保存于−80 ℃。生存随访亚组连续给药

7 d，持续观察至 14 dpi，期间每日记录小鼠体质量

变化与生存情况。 

2.2.2  病毒滴度测定  取各组小鼠肺组织，加入

DMEM培养基研磨，离心收集上清。将上清液进行

10倍系列稀释（（0.1～1×10−8），每个稀释度接种 3

个 9日龄 SPF鸡胚，37 ℃孵育 72 h。将鸡胚置于

4 ℃处理 30 min后，与 1%鸡红细胞悬液混合并观

察凝血现象。采用 Reed-Muench法计算病毒滴度，

结果以 lgEID50（（鸡胚半数感染量，50% egg infectious 

dose）表示。 

2.2.3  qRT-PCR检测肺组织 IFN-γ、TNF-α、IL-1β、

IL-6、趋化因子配体 5（（chemokine ligand 5，CCL-5）

基因表达  取各组小鼠肺组织，按照试剂盒说明书

提取总 RNA并合成 cDNA，进行 qRT-PCR分析。

引物序列见表 1。 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

引物 序列 (5’-3’) 

β-actin F: TGGAATCCCTGTGGGACCATGAAAC 

 R: ATCATACTTGGCAGGTTTCTCCAGG 

IFN-γ F: AGCCAAATCGTCTCCTTCTACTTC 

 R: TGCACCTTGTTGCTGCTGTT 

TNF-α F: AGCCCTGGTATGAACCCATC 

 R: GGAATCGGCAAAGTCAAGGT 

IL-1β F: TCATCGTGGCAGTGGAAAAG 

 R: GGGAAGCAAGGGTCTCAGGT 

IL-6 F: AGTTGCCTTCTTGGGACTGATG 

 R: GGGAGTGGTATCCTCTGTGAAGTCT 

CCL-5 F: CTCCTTGCTGCTTTGCCTAC 

R: ACACACCTGGCGGTTCTTTC 

2.2.4  苏木素-伊红（（hematoxylin-eosin，HE）染色

观察肺组织病理变化  取各组小鼠肺组织，于 4%

多聚甲醛中固定 24～72 h，经脱水、石蜡包埋后制

备 4～8 μm厚切片。切片经二甲苯脱蜡及梯度乙醇

复水，进行 HE染色，干燥后于光学显微镜下观察

并拍照。 

2.2.5  免疫组化染色检测肺组织 NP 蛋白表达  取

肺组织切片，以 0.3% H2O2 甲醇溶液室温处理 20 

min 以抑制内源性过氧化物酶活性。抗原修复后，

于室温下以 5%山羊血清封闭 20 min，随后在 4 ℃

条件下与甲型流感病毒核蛋白抗体孵育过夜。洗涤

后，切片与生物素标记二抗室温孵育 1 h，最后使用

DAB显色液进行显色，苏木素复染，封片后在显微

镜下观察并拍照。 

2.2.6  Western blotting 检测肺组织 NP、TRPV4、

NF-κB通路、TNF-α、IFN-γ、IL-6和 IL-1β蛋白表

达  取各组小鼠肺组织，匀浆后加入裂解液提取蛋

白，按 2.1.4”项下方法检测相关蛋白表达。 
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2.3  敲除TRPV4后盐酸黄连碱对TRPV4和NP蛋

白表达的影响 

TRPV4−/− 293T和 293T细胞以 2×105个/孔接

种于 6 孔板，于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养至

70%～80%融合度。接种 H1N1-UI182病毒（（MOI＝

0.1），吸附 1 h后更换为含 25 μmol/L盐酸黄连碱的

培养基，设置对照组（（不接种病毒不给药）和模型

组（接种病毒不给药），继续培养 48 h。收集细胞，

按 2.1.4”项下方法检测 TRPV4和 NP蛋白表达。 

2.4  分子对接验证 

从 PDB 数据库下载得到 TRPV4（PDB ID：

4DX2）的 3D 结构文件，通过 zinc 数据库

（（https://zinc.docking.org/）获得配体小分子盐酸黄连

碱的结构。使用 AutoDock Tools 1.5.7处理蛋白与小

分子的结构文件并进行对接，使用 PyMOL2.3.0 软

件对盐酸黄连碱与 TRPV4 受体蛋白的分子对接结

果进行可视化。 

2.5  统计学分析 

采用 GraphPad Prism 6.0软件进行统计分析，

数据以 x s 表示。采用未配对的学生 t检验进行显

著性分析。 

3  结果 

3.1  盐酸黄连碱对 H1N1-UI182 病毒复制的影响 

采用 CCK-8 法测定盐酸黄连碱对 MDCK、

293T细胞的毒性，盐酸黄连碱对MDCK和 293T细

胞的 CC50分别为 83.42、52.13 μg/mL；接种 H1N1-

UI182病毒（（MOI＝0.1）后，盐酸黄连碱对MDCK

和 293T细胞的 EC50分别为 15.93、17.99 μg/mL（（图

1-A、B）。采用 6.25、12.50、25.00 μmol/L盐酸黄

连碱进行后续实验。 

 

A、B-CCK-8法测定盐酸黄连碱对MDCK和 293T细胞的 CC50和抗病毒活性（EC50），红色曲线为病毒抑制率，蓝色曲线为细胞毒性；C-Western 

blotting检测MDCK细胞中 NP蛋白表达；D、E-免疫荧光染色检测MDCK细胞核中 NP表达（×50），蓝色为 DAPI染核，绿色为 NP；与对

照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001，下图同。 

A, B-CC50 and antiviral activity (EC50) of coptisine hydrochloride on MDCK and 293T cells detected by CCK-8, red curve represents virus inhibition 

rate, and blue curve represents cytotoxicity; C-expression of NP protein in MDCK cells detected by Western blotting; D, E-expression of NP in nuclei of 

MDCK cells detected by immunofluorescence staining (× 50), with blue indicating DAPI staining and green indicating NP; ###P < 0.001 vs control group; 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 1  盐酸黄连碱对 H1N1-UI182 病毒复制的影响 ( x s , n = 3) 

Fig. 1  Effect of coptisine hydrochloride on replication of H1N1-UI182 virus ( x s , n = 3) 
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采用Western blotting检测 NP表达，结果如图

1-C 所示，与对照组比较，模型组 NP 蛋白表达水

平显著升高（（P＜0.001），提示病毒在细胞内大量复

制；与模型组比较，盐酸黄连碱可显著下调MDCK

细胞中 NP蛋白表达（P＜0.05、0.001），且呈剂量

相关性。在感染早期，NP主要定位于细胞核，感染

后期可转运至细胞质并参与子代病毒装配[15]。为研

究盐酸黄连碱对细胞核内 NP 表达的影响，采用免

疫荧光染色检测细胞核内 NP表达。结果如图 1-D、

E 所示，与模型组比较，盐酸黄连碱显著降低细胞

核内 NP荧光强度（（P＜0.001），提示盐酸黄连碱可

干预病毒复制与转录过程，从而抑制早期感染与子

代病毒释放。 

3.2  盐酸黄连碱的体内抗病毒作用 

3.2.1  盐酸黄连碱对 H1N1-UI182 感染小鼠体质

量、生存率和肺指数的影响  在 H1N1-UI182病毒

滴鼻感染后，连续给药 7 d，持续观察至 14 dpi，期

间每日记录小鼠体质量变化与生存情况，如图 2-A、

B所示，盐酸黄连碱有效缓解了感染小鼠的体质量

减轻，并显著提高了感染小鼠的生存率。在 H1N1-

UI182病毒滴鼻感染后 3、5 d，测定小鼠肺指数，

如图 2-C、D 所示，盐酸黄连碱显著降低感染小鼠

在 3 dpi和 5 dpi时的肺指数（P＜0.05、0.001）。 

3.2.2  盐酸黄连碱对 H1N1-UI182感染小鼠肺组织

NP 蛋白表达和病毒滴度的影响  在 H1N1-UI182

病毒滴鼻感染后 5 d，取小鼠肺组织，通过Western 

 

A-感染后 14 d内小鼠体质量变化；B-感染后 14 d内小鼠生存曲线；C、D-感染后 3、5 d小鼠的肺指数；E、F-Western blotting检测小鼠肺组织

中 NP蛋白表达；G-血凝抑制实验测定感染后 5 d小鼠肺组织中的病毒滴度。 

A-changes in body weight of mice within 14 d after infection; B-survival curve of mice within 14 d after infection; C, D-lung index of mice at 3, 5 d after 

infection; E, F-expression of NP protein in lung tissue of mice detected by Western blotting; G-virus titer in lung tissue of mice 5 d after infection detected 

by hemagglutination inhibition assay. 

图 2  盐酸黄连碱对 H1N1 病毒感染小鼠的体内保护作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 2  In vivo protective effects of coptisine hydrochloride against H1N1 virus infection in mice ( x s , n = 3) 
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blotting检测小鼠肺部病毒载量的变化，结果如图 2-

E、F所示，与模型组比较，盐酸黄连碱显著下调肺

组织 NP蛋白表达（P＜0.01、0.001），且呈剂量相

关性。采用血凝抑制实验分析 5 dpi 时小鼠肺组织

中的病毒载量，结果如图 2-G所示，与模型组比较，

盐酸黄连碱显著降低感染小鼠肺组织病毒滴度（P＜

0.01、0.001）。 

3.2.3  盐酸黄连碱对 H1N1-UI182感染小鼠肺组织

病理损伤的影响  在 H1N1-UI182病毒滴鼻感染后

5 d，取小鼠肺组织，进行 HE和免疫组化染色。结

果如图 3所示，盐酸黄连碱能有效缓解病毒感染所

致的小鼠肺部肿胀与出血损伤。HE染色结果显示，

模型组小鼠肺泡出血、细胞碎片聚集、肺泡壁扩张

及大量淋巴细胞浸润；与模型组比较，各给药组小

鼠肺组织的病理改变显著减轻。免疫组化染色结果

显示，与模型组比较，盐酸黄连碱显著减少小鼠肺

组织中 NP的表达。 

3.2.4  盐酸黄连碱对 H1N1-UI182感染小鼠肺组织

NP、TRPV4、NF-κB通路、TNF-α、IFN-γ、IL-6、

IL-1β和 CCL-5表达的影响  当流感病毒侵入宿主

细胞时，NF-κB可以触发一系列反应，最终导致 NF-

κB从其抑制蛋白 IκBα释放到细胞核中，在细胞核

中激活多个基因的转录[16]。在 H1N1-UI182病毒滴

鼻感染后 5 d，取小鼠肺组织，采用Western blotting

和 qRT-PCR检测 NP、TRPV4、NF-κB通路及炎症

因子的表达。Western blotting结果（（图 4-A、B）显

示，感染 H1N1-UI182 病毒后，小鼠肺组织中 NF-

κB磷酸化水平显著升高（（P＜0.001），NP、TRPV4

及促炎细胞因子（（TNF-α、IFN-γ、IL-6、IL-1β）蛋

白表达水平显著升高（（P＜0.001），提示病毒感染激

活了 NF-κB信号通路及其下游炎症因子的释放；给

予高剂量的盐酸黄连碱干预后，小鼠肺组织中 NP、

TRPV4、p-NF-κB和促炎细胞因子表达水平显著降

低（（P＜0.001）。qRT-PCR结果（（图 4-C）显示，病 

 

A-肺组织外观形态；B-HE染色观察肺组织病理变化（×50），黑色箭头指示肺泡出血和细胞碎片，蓝色箭头指示淋巴细胞浸润；C-免疫组化染

色检测肺组织中 NP表达（×50），红色箭头指示 NP阳性细胞。 

A-appearance and morphology of lung tissue; B-pathological changes in lung tissue observed by HE staining (× 50), with black arrows indicating alveolar 

hemorrhage and cell debris, and blue arrows indicating lymphocyte infiltration; C-NP expression in lung tissue detected by immunohistochemistry staining 

(× 50), with red arrows indicating NP positive cells. 

图 3  盐酸黄连碱减轻 H1N1-UI182 病毒感染引起的小鼠肺组织病理损伤 

Fig. 3  Coptisine hydrochloride alleviates lung tissue pathological damage in mice induced by H1N1-UI182 virus infection 

100 μm 
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  对照                         模型                盐酸黄连碱 50 mg·kg−1                     巴洛沙韦 
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A、B-Western blotting检测小鼠肺组织中 TRPV4、NF-κB通路相关蛋白及炎症因子表达；C-qRT-PCR检测小鼠肺组织中炎症因子表达。 

A, B-expressions of TRPV4, NF-κB pathway related proteins and inflammatory cytokine in lung tissue of mice detected by Western blotting; C-expressions 

of inflammatory cytokine in lung tissue of mice detected by qRT-PCR. 

图 4  盐酸黄连碱抑制 H1N1-UI182 病毒感染小鼠肺组织中 NF-κB 通路激活及炎症因子表达 ( x s , n = 3) 

Fig. 4  Coptisine hydrochloride inhibits NF-κB pathway activation and inflammatory cytokine expressions in lung tissues of 

H1N1-UI182-infected mice ( x s , n = 3)

毒感染显著上调促炎细胞因子（（TNF-α、IFN-γ、IL-

6、IL-1β）及趋化因子 CCL-5的 mRNA表达（P＜

0.001）；给予盐酸黄连碱干预后，小鼠肺组织中

TNF-α、IFN-γ、IL-6、IL-1β、CCL-5的 mRNA表达

显著下调（（P＜0.05、0.01）。以上结果表明，盐酸黄

连碱可能通过抑制病毒复制和下调炎症细胞因子

表达来减轻 H1N1-UI182感染引起的炎症反应。 

3.3  敲除TRPV4后盐酸黄连碱对TRPV4和NP蛋

白表达的影响 

敲除 TRPV4的 293T细胞和正常 293T细胞分

别感染 H1N1-UI182病毒后，给予盐酸黄连碱干预，

通过检测 TRPV4和 NP蛋白的表达，探究盐酸黄连

碱的抗病毒作用是否依赖于 TRPV4。如图 5所示，

与野生型 293T细胞比较，敲除 TRPV4导致 NP蛋

白表达水平显著降低（（P＜0.01、0.001），从而显著

抑制 H1N1-UI182病毒的复制。表明 TRPV4可能是

抗病毒策略的潜在靶点。 

3.4  盐酸黄连碱与 TRPV4 受体蛋白结合的分子对

接结果 

为了进一步探究药物与受体蛋白间的作用机 
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与WT-293T细胞的相同组别比较：
▲▲

P＜0.01  
▲▲▲

P＜0.001。 
▲▲

P < 0.01  
▲▲▲

P < 0.001 vs same group of WT-293T cells. 

图 5  TRPV4 敲除增强盐酸黄连碱对 NP 蛋白表达的抑制作用 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  TRPV4 knockout enhances inhibitory effect of coptisine hydrochloride on NP protein expression ( x s , n = 3) 

制，使用 Autodock 1.5.7对盐酸黄连碱与 TRPV4受

体蛋白进行分子对接，使用 PyMOL 2.3.0软件进行

可视化。如图 6 所示，盐酸黄连碱与 TRPV4 蛋白

中的氨基酸残基 GLN-267形成了氢键相互作用，两

者对接产生的结合能为−6.76 kcal/mol（1 kcal/mol＝

4.182 kJ/mol），说明两者之间的结合状态十分稳定，

产生了一定的相互作用，并可能对 TRPV4 蛋白的

结构功能与生物活性产生影响。 

4  讨论 

 本研究系统评价了盐酸黄连碱抗 IAV的活性及

其靶向 TRPV4的作用机制。结果表明，盐酸黄连碱

在体外能有效抑制 IAV 在 MDCK 细胞及 293T 细

胞中的复制和病毒粒子释放，在体内能显著提高

IAV感染小鼠的存活率、减轻肺组织病毒载量和病 

 

1 kcal·mol−1＝4.182 kJ·mol−1 

图 6  盐酸黄连碱与 TRPV4 受体蛋白的分子对接 

Fig. 6  Molecular docking of coptisine hydrochloride with TRPV4 receptor protein 
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理损伤。机制研究揭示，盐酸黄连碱通过抑制

TRPV4 表达、阻断 NF-κB 核转位、下调促炎因子

（（IL-6、TNF-α）表达，同时促进抗病毒因子 IFN-γ产

生，从而发挥抗病毒和免疫调节双重作用。 

TRPV4 通道在流感病毒感染过程中起着至关

重要的作用[17]。通过抑制 TRPV4 通道的活性或敲

除 TRPV4，可以有效地阻止或减缓病毒的进入和复

制过程，减少感染的发生。例如，钌红等化合物能

够有效地结合 TRPV4 通道的选择性过滤区域，阻

止其打开，从而抑制 Ca2+流入细胞内部[18-19]。给予

TRPV4抑制剂不仅可以阻止病毒的入侵，还可以改

善病毒引起的肺损伤[20-21]。以上研究表明，通过抑

制 TRPV4 通道可以有效降低病毒的感染率，同时

可以改善病毒引起的组织损伤和其他并发症。研究

表明，TRPV4通道激活可引发细胞内 Ca²⁺水平持续

升高，进而激活钙/钙调蛋白依赖性蛋白激酶 II

（（ Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II ，

CaMKII）及蛋白激酶 C（protein kinase C，PKC）

等下游信号分子，这些激酶可进一步磷酸化并激活

IκB激酶（（IκB kinase，IKK）复合物，最终导致 IκBα

降解、NF-κB核转位，驱动促炎因子大量释放[22]。

本研究发现 IAV 感染显著上调小鼠肺组织 TRPV4

表达并激活 NF-κB通路，而盐酸黄连碱有效逆转了

这一过程。提示盐酸黄连碱可能通过直接结合并抑

制 TRPV4 通道功能，干扰其介导的钙信号和下游

NF-κB活化，从而抑制病毒复制和炎症风暴。 

综上，盐酸黄连碱作为黄连的核心活性成分，

具有良好的安全性和多靶点作用特性。本研究为盐

酸黄连碱抗 IAV提供了科学依据，也为基于宿主靶

点开发抗病毒中药单体化合物提供了思路。未来研

究可进一步通过表面等离子共振等实验直接证明

盐酸黄连碱与 TRPV4 靶点的结合亲和力，验证盐

酸黄连碱与 TRPV4结合后，对其蛋白构象、功能活

性的具体影响，并探索其在其他呼吸道病毒如呼吸

道合胞病毒（respiratory syncytial virus，RSV）、

SARS-CoV-2感染中的潜在价值。 
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