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黄连素液通过影响 NF- B信号通路修复

小鼠细菌感染皮肤创面的作用机制研究

钱英明，徐进，陈靓，黄李明

【摘要】目的 探讨黄连素液通过影响核因子（NF）- B信号通路修复小鼠细菌感染皮肤创面的作用机制。方

法 选取 60只 SPF级 9周龄雄性 C57BL/6J小鼠构建耐MRSA皮肤创面感染模型，将造模成功的 50只小

鼠随机分为模型组、阳性对照组以及黄连素液低、中、高剂量组，每组 10只。分别于给药第 3、7、14天计算

各组小鼠创面愈合率并测定创面菌落数。给药结束后观察各组小鼠创面组织病理变化；检测各组小鼠创面

组织白细胞介素-6（IL-6）、肿瘤坏死因子（TNF- ）、基质金属蛋白酶-2（MMP-2）及血管内皮生长因子

（VEGF）的表达。检测 Toll样受体 2（TLR2）、转化生长因子- 活化激酶结合蛋白 1（TAB1）、NF- B p65的
mRNA及蛋白表达。结果 随黄连素剂量增加，模型组创面愈合率逐渐提升（均 ＜ 0.05）；菌落数逐渐减

少（ ＜ 0.05）。模型组淋巴细胞、中性粒细胞丰富，肉芽增生显著；低剂量组肉芽轻度增生，炎细胞轻度浸

润；中剂量组无肉芽增生，炎细胞少量；高剂量组仅见少量中性粒细胞。随黄连素剂量增加，IL-6、TNF- 、

MMP-2水平下降，VEGF水平上升，TLR2、TAB1及NF- B p65的mRNA及蛋白表达逐渐降低（均 ＜ 0.05）。
结论 黄连素液可能通过抑制 TLR2/NF- B信号通路激活，减轻小鼠MRSA感染皮肤创面组织炎症反应，

进而促进创面愈合。
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Study on the mechanism of Berberine liquid in repairing bacterial infected skin wounds in mice by influen-
cing the NF- B signaling pathway

【Abstract】Objective To explore the mechanism of Berberine liquid in repairing bacterial infected skin wounds in
mice by affecting the nuclear factor(NF)- B signaling pathway.Methods Sixty nine-week-old male SPF C57BL/6J
mice were selected to construct a methicillin-resistant (MRSA) model. Fifty mice were ran-
domly divided into model group, positive control group and Berberine liquid low (1.25%), medium (2.5%) and high
dose groups (5%), with ten mice in each group. The healing rate and the number of colonies were calculated on the
3rd, 7th and 14th day of administration, respectively. The pathological changes of wound tissue were observed after
administration. The levels of interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF- ), matrix metalloproteinase-2
(MMP-2) and vascular endothelial growth factor (VEGF) were detected by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). The mRNA expressions of toll-like receptor 2 (TLR2), transforming growth factor- -activated kinase-bin-
ding protein 1 (TAB1) and NF- B p65 were detected by RT-qPCR. The protein expressions of TLR2, TAB1 and NF-
B p65 were detected by Western blot.Results With the duration of administration, the wound healing rate of mice
in model groups gradually increased ( ＜ 0.05), the number of clonies gradually decreased ( ＜ 0.05). HE staining
showed that the model group had significant granulation and more inflammatory cells. The low dose grop had a mild
granulation and inflammatory cells; The medium dose group had no granulomatous tissue hyperplasia and slight in-
flammatory cells. A few neutrophils were found in the high dose group. With the increase of administration, the ex-
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皮肤创面感染多由金黄葡萄球菌等病原体引

发，激活 Toll样受体（TLR）、核因子（NF）- B通路，

释放促炎因子，或致全身炎症，严重感染可致组织坏

死，经血传播危及生命[1]。耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（MRSA）为多重耐药菌，是院内感染的首因，病死

率高 [2]。西医治疗软组织感染以局部处理、热敷为

主，脓肿则手术引流加抗生素，但手术创伤大、恢复

慢，且抗生素滥用加剧耐药菌如MRSA问题，影响

疗效[3]。有研究发现，中药治疗创面不增加细菌耐药

性，避免抗生素耐药循环，为解决高耐药菌感染提供

新途径 [4]。黄连素源自黄连，为天然抗菌剂，亦称小

檗碱[5]。本研究探索不同浓度黄连素液对小鼠MRSA

感染皮肤修复的影响及机制，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 实验动物 60只 SPF级 9周龄雄性C57BL/6J

小鼠，体质量 20～ 30 g，平均（25±5）g，购自上海南

方模式生物科技股份有限公司，实验动物生产许可：

SCXK（沪）2019-0002；实验动物使用许可：SYXK

（沪）2023-0005。小鼠在动物房内进行适应性饲养 1

周，室温 20～ 25℃，湿度 50%～ 65%，并在 12 h光
照和 12 h黑暗的循环环境中自由取食和饮水。本研

究动物实验在天津中医院大学实验动物中心完成，

获得天津中医院大学实验动物伦理委员会批准。

1.2 实验菌株及药物 MRSA USA300（北京百欧

博伟生物技术有限公司）。黄连素液（纯度≥98%，

北京索莱宝科技有限公司）；莫匹罗星软膏（河北九

正 药 业 有 限 公 司，规 格：5 g/支，国 药 准 字

H20183001）。
1.3 试剂与仪器 试剂：MRSA显色培养基、MH琼

脂（法国科玛嘉微生物技术有限公司）；HE染色试剂

盒、白介素 6（IL-6）、肿瘤坏死因子（TNF- ）及基质

金属蛋白酶 2（MMP-2）、血管内皮生长因子（VEGF）
酶联免疫吸附检测试剂盒（上海酶联生物科技有限

公司）；RT-qPCR试剂盒、反转录试剂盒（北京百奥莱

博科技有限公司）；羊抗鼠TLR2、转化生长因子- 活

化激酶结合蛋白 1（TAB1）、NF- B p65抗体及 -actin

多克隆抗体（武汉博士德生物技术有限公司）；蛋白

提取试剂盒、蛋白 marker、SDS-Page凝胶、PVDF膜

（碧云天生物技术研究所）；ECL化学发光试剂盒（上

海翌圣生物科技股份有限公司）。其他试剂均为分

析纯（国药集团化学试剂有限公司）。

仪器：Optima MAX-XP台式超速离心机（苏州

贝克曼库尔特生物科技有限公司）；SORVALL Strat-
os冷冻型高速台式离心机、MK3酶标仪（美国Ther-
mo Scientific公司）；奥林巴斯CX43生物显微镜（日

本奥林巴斯株式会社）；LightCycler 480高通量实时

荧光定量PCR仪（美国罗氏公司）；ChemiDOCXRS+

凝胶成像分析系统（美国 Bio-Rad公司）。

1.4 方法

1.4.1 细菌悬液制备 取出–80℃冰箱中的MRSA

冻存管，以无菌 1 l接种环取菌种涂布于抗药性筛

选平板上，置于 37℃的培养箱中孵化 24 h。培养后，

用同一接种环收集MRSA，并将其溶解于无菌 PBS

制备MRSA菌悬液。

1.4.2 动物模型建立与给药方法 参照Malachowa

等[6]的方法，对小鼠进行模型制备。在小鼠背部近颈

部、以脊柱为中心的 2 cm×2 cm区域内脱毛，皮下注

射 1mlMRSA菌悬液（细菌浓度 6×108CFU/ml）。当

脱毛区出现脓性感染灶时，即判定建模成功。将造

模成功的 50只小鼠采用随机数字表法分为模型组、

阳性对照组及黄连素液低、中、高剂量组，每组10只。

模型构建成功后次日开始给药，给药前碘伏常规消

毒创面。模型组给予 0.9%氯化钠注射液外敷，阳性

对照组给予 0.5 g莫匹罗星软膏外敷，黄连素液低、

中、高剂量组分别给予等量的 1.25%、2.5%、5%黄连

素液外敷。2次/d，连续给药 14 d。
1.4.3 创面愈合率计算 分别于给药第 3、7、14天

pression of IL-6, TNF- and MMP-2 were decreased, and VEGF level was increased (all ＜ 0.05); the expressions of TLR2,
TAB1,NF- B p65 mRNA and protein were decreased(all ＜ 0.05). Conclusions Berberine liquid may attenuate the tis-
sue inflammatory response of MRSA-infected skin wounds in mice by inhibiting the activation of the TLR2/NF- B signa-
ling pathway, and promote wound healing.

【Key words】 Wound infection; Berberine liquid; Methicillin-resistant ; NF- B signaling pathway
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计算各组小鼠创面愈合率，创面愈合率=（给药前创

面面积－给药后创面面积）/给药前创面面积×100%。

1.4.4 创面菌落数测定 分别于给药第 3、7、14天
取小鼠创面组织，剪碎后与 1 ml无菌 PBS混合，依

次进行匀浆、离心、稀释处理，取 10 l菌液分别接种

于MH血平板和MRSA显色平板上，于 35 ℃培养

48 h后进行计数和拍照。

1.4.5 创面组织病理观察 给药结束后，将各组小

鼠置入二氧化碳箱进行安乐死，分离创面组织，清洗

后分装冻存管，并置于液氮中。取部分组织固定，进

行乙醇脱水、透明、石蜡包埋，制备 6 m厚的连续切

片。切片脱蜡、水化后进行 HE染色，二甲苯透明，

中性树胶封片，最后在光学显微镜下观察并记录组

织病理变化。

1.4.6 创面组织炎症因子及血管生成因子检测 取

部分液氮中冻存备用的各组小鼠创面组织，制备组

织匀浆，并以 3 000 r/min的转速离心 10min，收集上

清液，分别采用ELISA试剂盒于酶标仪波长 450 nm

处测定吸光度，计算 IL-6、TNF- 、MMP-2和 VEGF

含量。实验操作严格按照试剂盒说明书进行。

1.4.7 RT-qPCR 检测创面组织各 mRNA 表达 取

部分液氮中冻存备用的各组小鼠创面组织，采用Tri-
zol法提取总 RNA，并进行反转录，合成 cDNA后，

利用 RT-qPCR试剂盒在 PCR仪上扩增，遵循试剂盒

说明书设定反应条件和参数。以 -actin为内参，2 － Ct

法计算 TLR2、TAB1、NF- B p65 mRNA相对表达

量。引物序列由上海生工生物工程有限公司合成，

引物序列见表 1。
1.4.8 Western blot 检测创面组织各蛋白表达 取

液氮中冻存备用的剩余各组小鼠创面组织，剪碎后

加入裂解液提取总蛋白，采用BCA蛋白试剂盒测定

其浓度与纯度，电泳分离、转膜后，使用 5%脱脂奶粉

在室温下封闭 2 h。分别加入 TBST 稀释的羊抗鼠

TLR2（1∶500）、TAB1（1∶1 500）、NF- B p65（1∶1 000）
和 -actin（1∶2 500）一抗，4℃孵育过夜后加入HRP

标记的羊抗鼠二抗（1∶1 000），室温下继续孵育 2 h，
TBST洗膜 3次，ECL显色、显影，以目标蛋白条带

灰度与内参条带灰度比值计算各蛋白相对表达量。

1.5 统计方法 采用SPSS 26.0统计软件进行分析，

计量资料以均数±标准差表示，多组比较采用单因素

方差或重复测量方差分析，组间两两比较采用LSD-

检验。 ＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 造模成功率 本实验用于造模的小鼠共 60只，

最终只有 50只造模成功，造模成功率 83.33%。

2.2 各组小鼠创面愈合率比较 给药第 3、7、14天，

各治疗组小鼠创面愈合率均高于模型组（均 ＜

0.05），其中，低、中剂量组愈合率均低于阳性对照组

（均 ＜ 0.05），而高剂量组与阳性对照组差异无统

计学意义（ ＞ 0.05）。随黄连素剂量增加，创面愈

合率逐渐提升（ ＜ 0.05），见表 2及图 1。
2.3 各组小鼠创面菌落数比较 随给药时间延长，

模型组小鼠创面菌落数递增，其他组递减（均 ＜

0.05）；各治疗组菌落数均低于模型组（均 ＜ 0.05），
但低、中剂量组均高于阳性对照组（均 ＜ 0.05）；高
剂量组与阳性对照组菌落数差异无统计学意义（ ＞

0.05）。随黄连素剂量增加，菌落数逐渐减少（ ＜

0.05），见表 3。
2.4 各组小鼠创面组织病理变化 模型组淋巴细

胞、中性粒细胞丰富，肉芽增生显著；阳性对照组中

性粒细胞少；低剂量组肉芽轻度增生，炎细胞轻度浸

润；中剂量组无肉芽增生，炎细胞少量；高剂量组仅

见少量中性粒细胞，见图 2。
2.5 各组小鼠创面组织炎症因子及血管生成因子比

较 随黄连素剂量增加，IL-6、TNF- 、MMP-2水平

下降，VEGF水平上升（均 ＜ 0.05）；各治疗组小鼠

创面 IL-6、TNF- 、MMP-2 水平均低于模型组，

VEGF水平高于模型组（ ＜ 0.05）；其中，低、中剂量

组 IL-6、TNF- 、MMP-2高于阳性对照组，VEGF低

引物 上游序列 下游序列 引物长度（bp）
TLR2 5’-CTCTTCAGCAAACGCTGTTCT-3’ 5’-GGCGTCTCCCTCTATTGTATTG-3’ 492
TAB1 5’-TCCAACCGCAGCTACTCTG-3’ 5’-CCCTACAGGAAGCAGTTATTTT-3’ 368
NF- B p65 5’-TCTTCGACTACCGCGGTTACGG-3’ 5’-CTCACGAGCTGAGCATGAAGG-3’ 133
-actin 5’-GGAGATTACTGCCCTGGCTCCTA-3’ 5’-GACTCATCGTACTCCTGCTTGCTG-3’ 207

表 1 各引物序列及长度
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于阳性对照组（ ＜ 0.05），见表 4。
2.6 各组小鼠创面组织 TLR2、TAB1、NF- B p65
mRNA相对表达量比较 各治疗组小鼠创面TLR2、
TAB1、NF- B p65mRNA表达均低于模型组（均 ＜

0.05），低、中剂量组表达均高于阳性对照组（均 ＜

0.05），随黄连素剂量增加，mRNA表达逐渐降低（均

＜ 0.05），见表 5。
2.7 各组小鼠创面组织TLR2、TAB1、NF- B p65蛋

白相对表达量比较 各治疗组小鼠创面 TLR2、
TAB1、NF- B蛋白表达均低于模型组（均 ＜ 0.05），
低、中剂量组各蛋白表达均高于阳性对照组（均 ＜

0.05），随黄连素剂量增加，蛋白表达逐渐降低（均

＜ 0.05），见表 6。

3 讨论

临床常用的中药黄连，具有显著抑制包括金黄

色葡萄球菌在内的多种微生物的效果，其主要活性

成分为黄连素等生物碱，后者具备多重药理作用[7]。

有研究表明，黄连素具有广谱抗菌能力，且其抗菌强

度随药物浓度增加而增强[8]。本研究通过制作MRSA

感染小鼠皮肤创面模型，发现黄连素液在低、中、高

剂量下均能提升小鼠的创面愈合率，减少创面

MRSA菌落数量，且此效果与剂量呈正相关。

影响创面愈合的因素主要分为两类：炎症期间

免疫细胞的异常活动导致创面长期炎症，以及营养

不足或蛋白酶异常激活引起的生长因子缺失，限制

成纤维细胞和表皮细胞的增殖，最终导致伤口不愈

合 [9]。有研究发现，在严重创伤或细菌感染后，机体

通过TLR/NF- B通路产生免疫应答和炎症反应，此

时，大量 TNF- 释放，并与 TLR结合，激活肿瘤坏死

因子受体相关因子 6（TRAF6），进而降解 I B，释放

NF- B进入细胞核，诱导炎症基因表达，而活化的

NF- B促进TNF- 、IL-6等细胞因子的转录，增加其

产生和释放，形成正反馈循环，引发炎症级联反应，

导致炎症持续存在，进而阻碍创面愈合[10-11]。本研究

组别 只数 第 3天 第 7天 第 14天 值 值

模型组 10 7.15±1.82 10.23±2.52e 24.48±3.37ef 122.00 ＜ 0.05
阳性对照组 10 12.56±2.48a 20.69±3.15ae 37.36±4.52aef 131.36 ＜ 0.05
低剂量组 10 8.63±1.02ab 13.37±1.16abe 28.24±2.06abef 473.74 ＜ 0.05
中剂量组 10 10.26±1.37abc 16.18±1.65abce 31.25±3.24abcef 232.74 ＜ 0.05
高剂量组 10 12.14±2.19acd 19.89±2.61acde 36.67±3.68acdef 187.54 ＜ 0.05
值 15.35 35.61 25.17
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：与模型组比较，a ＜ 0.05；与阳性对照组比较，b ＜ 0.05；与低剂量组比较，c ＜ 0.05；与中剂量组比较，d ＜ 0.05；与本组第 3天比较，

e ＜ 0.05；与本组第 7天比较，f ＜ 0.05。

表 2 各组小鼠创面愈合率比较 %

模
型

组
阳
性

对
照
组

中
剂

量
组

图 1 小鼠创面愈合面积的典型图

低
剂
量

组
高
剂
量

组

第 3天 第 7天 第 14天
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结果显示，在黄连素液作用下，可减少小鼠MRSA感

染创面组织的 IL-6和TNF- 水平，效果与剂量相关，

证实了其抗炎作用。HE 染色结果进一步验证了这

一发现。此外，黄连素液还可降低MMP-2水平，提

高VEGF水平，这些作用同样随剂量增加而增强，有

助于促进创面修复。

在天然免疫系统中，TLR2和TLR4是主要针对

细菌感染发挥核心作用的 TLRs 家族成员。TLR2

组别 只数 IL-6（pg/ml） TNF-（pg/ml） MMP-2（ng/ml） VEGF（ng/ml）
模型组 10 125.56±15.43 101.56±12.82 30.59±3.42 20.26±2.29
阳性对照组 10 80.38±9.12a 61.25±7.48a 16.78±1.75a 35.89±4.42a

低剂量组 10 112.24±13.67ab 88.84±9.97ab 27.11±2.89ab 23.49±2.58ab

中剂量组 10 101.37±11.62abc 72.69±8.46abc 23.39±3.05abc 28.84±3.15ac

高剂量组 10 82.29±9.96acd 63.37±7.19acd 17.26±1.82acd 33.97±3.86acd

值 25.31 33.70 51.18 39.47
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：与模型组比较，a ＜ 0.05；与阳性对照组比较，b ＜ 0.05；与低剂量组比较，c ＜ 0.05；与中剂量组比较，d ＜ 0.05；IL-6为白介素 6，
TNF- 为肿瘤坏死因子，MMP-2为基质金属蛋白酶 2，VEGF为血管内皮生长因子

表 4 各组小鼠创面组织炎症因子及血管生成因子比较

组别 只数 TLR2 TAB1 NF- B
模型组 10 1.71±0.18 1.52±0.16 1.50±0.17
阳性对照组 10 1.29±0.15a 1.15±0.13a 1.18±0.13a

低剂量组 10 1.62±0.17ab 1.45±0.16ab 1.41±0.16ab

中剂量组 10 1.51±0.16abc 1.33±0.15abc 1.32±0.15abc

高剂量组 10 1.30±0.14acd 1.16±0.12acd 1.20±0.15acd

值 13.73 13.67 8.00
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：与模型组比较，a ＜ 0.05；与阳性对照组比较，b ＜ 0.05；与低剂

量组比较，c ＜ 0.05；与中剂量组比较，d ＜ 0.05；TLR2为 Toll样
受体 2，TAB1为转化生长因子- 活化激酶结合蛋白 1，NF- B为核因

子- B

表 5 各组小鼠创面组织 TLR2、TAB1、
NF- B p65 mRNA相对表达量比较

组别 只数 TLR2 TAB1 NF- B
模型组 10 0.94±0.13 0.70±0.10 0.98±0.12
阳性对照组 10 0.53±0.08a 0.48±0.06a 0.59±0.09a

低剂量组 10 0.81±0.10ab 0.62±0.09ab 0.90±0.10ab

中剂量组 10 0.63±0.08abc 0.56±0.07abc 0.67±0.09abc

高剂量组 10 0.52±0.09acd 0.49±0.08acd 0.58±0.08acd

值 35.28 12.88 36.20
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：与模型组比较，a ＜ 0.05；与阳性对照组比较，b ＜ 0.05；与低剂

量组比较，c ＜ 0.05；与中剂量组比较，d ＜ 0.05；TLR2为 Toll样
受体 2，TAB1为转化生长因子- 活化激酶结合蛋白 1，NF- B为核因

子- B

表 6 各组小鼠创面组织 TLR2、TAB1、
NF- B p65蛋白相对表达量比较

组别 只数 第 3天 第 7天 第 14天 值 值

模型组 10 10.83±1.68 12.86±1.32e 15.34±1.65ef 21.00 ＜ 0.05
阳性对照组 10 7.11±0.83a 5.49±0.65ae 4.10±0.52aef 49.27 ＜ 0.05
低剂量组 10 9.22±1.01ab 6.95±0.77abe 5.28±0.46abef 64.30 ＜ 0.05
中剂量组 10 8.26±0.78abc 6.18±0.72abce 4.66±0.54abcef 69.08 ＜ 0.05
高剂量组 10 7.15±0.65acd 5.51±0.62acde 4.11±0.38acdef 73.01 ＜ 0.05
值 21.93 132.23 323.77
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：与模型组比较，a ＜ 0.05；与阳性对照组比较，b ＜ 0.05；与低剂量组比较，c ＜ 0.05；与中剂量组比较，d ＜ 0.05；与本组第 3天比较，

e ＜ 0.05；与本组第 7天比较，f ＜ 0.05

表 3 各组小鼠创面菌落数比较 103/cm2

注：A为模型组，B为阳性对照组，C为低剂量组，D为中剂量组，E为高剂量组

图 2 各组小鼠创面组织病理图（HE染色，×200）
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主要识别革兰阳性细菌脂蛋白的受体，与 TLR1或
TLR6形成异二聚体，以识别葡萄球菌细胞膜上的脂

蛋白等物质[12]。与 TAK1的 N端激酶结构域相关联

的关键接头蛋白TAB1，有助于TAK1的持续激活[13]。

在病原体刺激下，TLR2招募MD-2，触发细胞内信

号传递链，TAK1与 TAB1结合激活 I B激酶，进而

导致 NF- B转位并促进炎症因子的释放[14]。Kim等[15]

研究发现，TLR2缺失的巨噬细胞对金黄色葡萄球菌

肽聚糖的反应受损，在一定程度上增加宿主对葡萄

球菌的易感性。本研究结果显示，与模型组比较，黄

连素液低、中、高剂量组小鼠创面组织TLR2、TAB1、
NF- B p65 mRNA及其蛋白相对表达量均降低；这

提示黄连素液可通过抑制TLR2/NF- B信号通路激

活减轻MRSA感染皮肤创面组织炎症，进而促进创

面愈合。本研究通过揭示黄连素液对 NF- B 信号

通路的调控作用，进一步证实了其在细菌感染皮肤

创面修复中的潜力。这一发现为临床上治疗复杂、

难愈的皮肤感染提供了新的选择，尤其是对于那些

对传统抗生素产生耐药性的感染，如MRSA感染，

黄连素可能成为一种有效的替代治疗方案。
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