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  [ 摘要]  目的: 探讨苦参碱对慢性铜绿假单胞菌( PA) 生物膜肺部感染大鼠的免疫保护作用及其机制。方法: 由支气管内

直接注入 PA( 菌种为 PAO579) 藻酸盐微粒( 1 ×109 CFU/mL) , 建立慢性 PA 生物膜感染模型, 并于术后第 2 d 开始给予苦参碱

注射液( Mat, 100 mg·kg - 1) 或灭菌生理盐水( NS) ip, 每天 1 次, 连续治疗 14 d。2 周后评估各组的肺部细菌学、病理学、肺部细

胞因子白介素( IL-4) , 干扰素 γ( IFN-γ) 反应的变化。结果: PA 感染 2 周后, 苦参碱可显著减轻肺部大体观病理改变 ( P <

0. 001) , 肺脓肿发生率明显低于模型组( P < 0. 001) 。镜检发现有 80% 的动物已由急性炎症 ( 以多形核白细胞浸润为主) 逆转

为慢性炎症( 以单个核细胞浸润为主) , 显著高于模型组的比例( P < 0. 05) ; 苦参碱治疗组肺组织匀浆 PA 菌落计数仅为模型组

1/20( P < 0. 001) , PA 检出率仅为 50% ( P < 0. 05) , 肺部细菌清除速度显著加快; 另外, 与模型组比较, 苦参碱治疗 2 周后感染

动物肺部 IL-4 水平明显下调( P < 0. 001) , 而肺部 IFN-γ水平显著升高( P < 0. 001) 。结论: 以上结果提示苦参碱能够诱导肺部

Th1 型免疫反应, 加快 PA 生物膜肺炎大鼠肺部的细菌清除及减轻肺部病理损伤, 因而对 PA 生物膜肺感染大鼠具有免疫保护

作用。
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[ Abstract]  Objective: To observe the immune protection of matrine ( Mat) on a rat model of chronic

Pseudomonas aeruginosa ( PA) biofilm pneumonia. Method: Rats were challenged intratracheally with alginate

embedded PA strain PAO579 in the concentration of 1 ×10 9 colony-forming units per milliliter( CFU·mL- 1) . Mat or

sterile normal saline ( NS) was injected intraperitoneally once a day for two weeks starting on the second day after

challenge. Two weeks post intratracheal challenge with PA, parameters were evaluated. Result: Two weeks after

challenge, the Mat-treated group showed a significantly milder pathological changes in lung( P <0. 001) , and lower

lung abscess incidence compared to the model group( P < 0. 001) . Furthermore, a remarkable improved bacterial

clearance( P <0. 001) and a shift from an acute type to a chronic type of lung inflammation were found in the Mat-

treated group compared to the model group. 80% animals have returned to a chronic type of lung inflammation after

Mat treatment which were much higher than that in the model group( P < 0. 05) . The lung cells from the Mat-treated
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group produced more interferon-gamma( IFN-γ) ( P <0. 001) , but less interlerkin-4( IL-4) ( P <0. 001) as compared

to the model group. These results indicate that Mat has an effect of inducing Th1 type of immune response.

Conclusion: Mat treatment significantly reduced pathological changes in lung and enhanced lung bacterial

clearance, which might be associated with a shift of local immune responding type from a Th2 like to Th1 like. This

might provide a better immune protection to the rats with chronic P. aeruginosa bilfilm lung infection.

[ Key words]  matrine; Pseudomonas aeruginosa; bacterial biofilm, lung infection

  铜绿假单胞菌( PA) 是导致慢性肺部感染的主

要致病菌之一, 在感染过程中常可产生以藻酸盐多

糖为主要成分的生物膜( biofilm, BF) , 造成该菌感染

的反复发作及迁延难治
[ 1 ]

。目前, 国内外对铜绿假

单胞菌生物膜的抑制作用主要集中在抗生素的研究

方面, 但中草药对 BF 的影响报道很少, 尤其是对体

内 BF 的影响更是罕见。因此我们采用 Pedersen SS

等
[ 2]

建立的慢性 PA 生物膜肺部感染动物模型用于

本实验研究, 通过观察中药苦参碱 ( matrine, Mat) 对

PA 生物膜肺炎大鼠肺部细菌学、病理学改变及肺部

细胞因子表达的情况, 探讨其对铜绿假单胞菌 BF感

染大鼠的免疫保护作用及其机制, 以便为中草药临

床免疫防治 PA 生物膜肺部感染提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 动物 雌性健康 Wistar 大鼠 60 只, 5 周龄, 体

重( 120 ±10) g[ 广西医科大学实验动物中心提供,

合格证号 SCXK( 桂) 20030003] ; 实验菌株 铜绿假单

胞菌 PAO579( 丹麦哥本哈根大学临床微生物科提

供) ; 苦参碱 购自宁夏博尔泰利股份公司 ( 规格: 10

mL: 100 mg/支, 批号 40040909) ; 安慰剂 0. 9% 灭菌

生理盐水( NS) 。

1.2 PA 海藻酸盐微菌珠悬液( SAB) 的制备  方法

详见文献
[ 2]

。PA 可产生藻酸盐并可在其中良好生

长。

1.3 动物分组和给药方法 将 60 只清洁级大鼠随

机分为 4 组, 分别是: 苦参碱治疗组 ( Mat + PA, 予

PA 肺部攻击后给予苦参碱 ip) 20 只; 苦参碱对照组

( Mat-PA, 无 PA 感染, 仅给予苦参碱 ip) 10 只; 模型

组( NS + PA, 予 PA 肺部攻击后给予灭菌生理盐水)

20 只; 正常组( NS-PA, 无 PA 感染, 仅给予灭菌生理

盐水 ip) 10 只。给药方法如下: 在动物肺炎模型制

作的第 2 天开始 ip 给药, 苦参碱组给予苦参碱注射

液 100 mg·kg
- 1

, 每天 1 次, 共 2 周; 模型组和正常组

按 1 mL· kg - 1
给予灭菌生理盐水, 治疗时间方法同

苦参碱组。

1.4 动物模型制作
[ 2 ]

 常规麻醉后行气管切开术,

用一弯曲钝圆头长针向左支气管深部注入 0. 1 mL

SAB; 缝合伤口, 精心饲养。2 周后处死动物, 检测各

项指标。

1.5 观察指标

1.5.1 肺部细菌学检查
[ 3 ]

 动物肺脏用组织匀浆

机( 中国上海产) 制成匀浆, 涂盘计数菌落。结果以

菌落形成单位 ( CFU)·mL
- 1
匀浆乘以肺匀浆的 mL

数表示, 即 CFU/肺。

1.5.2 肺部大体病理改变 包括肺脓肿、出血、粘

连、实变、不张、水肿等病理改变。用 4 级分类法表

示上述病理改变的发生率和严重程度, Ⅰ级: 正常;

Ⅱ级: 充血、肿胀, 10 mm
2
以下的肺不张; Ⅲ级: 胸膜

粘连及 10 ～40 mm2
的实变或不张; Ⅳ级: 肺脓肿

或 > 40 mm
2
的实变或不张。

1.5.3 肺部组织病理观察  苦参碱治疗组与模型

组分别取 10 只动物的肺脏检查, 常规石蜡切片用苏

木精-伊红染色。镜下肺病理分 4 级, Ⅰ级: 正常; Ⅱ

级: 小灶性炎症改变; Ⅲ级: 大范围的炎症区域内夹

杂正常肺组织; Ⅳ级: 严重的炎症改变( 组织变形、坏

死) 或整个肺叶以上的炎症反应。另外镜下观察病

灶内浸润的炎症细胞, 以多形核白细胞 ( PMN) 浸润

为主的反应为急性炎症( PMN≥90% , ) , 而以单个核

细胞 ( MN) 浸润为主的反应 ( MN≥90% ) 为慢性炎

症
[ 4 ]

。全部过程采用双盲法进行。

1.5.4 肺部细胞因子检测  采用 ELISA 药盒检测

各组动物肺组织匀浆上清液中的白介素 4( IL-4) 和

干扰素 γ( IFN-γ) 两种细胞因子。

1.6 统计学处理  计量资料用 Mann-Whitney U

Test 检验处理, 计数资料用 χ
2
检验。

2 结果

2.1 肺部细菌学检查  如表 1 所示, 肺部 PA 感染

2 周后, 苦参碱治疗组的 PA 检出率为 50% , 比模型

组降低了一半( P < 0. 05) 。苦参碱治疗组的肺匀浆

PA 菌落计数也显著低于模型组 ( P < 0. 002) , 后者
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比前者高 20 倍之多。
表 1 PA 感染 2 周后大鼠肺部细菌学变化 ( n = 10 )

组别
剂量

/ mg·kg - 1

菌落计数 ( CFU/ 肺 )

[ 中位数 ( 范围 ) ]

肺部 PA

检出率 / %

Mat + PA 100
1. 9 ×103

( 0. 0 ～2. 7 ×10 5 ) 2) 501)

NS + PA —
5. 3 ×105

( 4. 1 ×102 ～6. 9 ×106 )
100

  注 : 与模型组比较 1) P < 0. 05, 2) P < 0. 01 , 3) P < 0. 001 ( 下同 ) ;

Mat + PA: 苦参碱治疗组 ; NS + PA: 模型组 ( 下同 ) 。

2.2 肺部大体观病理 PA 感染 2 周后, 苦参碱治

疗组的肺部大体观病理比模型组明显减轻 ( P <

0. 001) , 见表 2。其中苦参碱治疗组病变属Ⅰ ～Ⅲ

级的动物数明显多于模型组 ( P < 0. 05, P < 0. 01) ,

而属Ⅳ级病变的动物数及肺脓肿发生率均显著低于

模型组( P <0. 001) 。
表 2 PA 感染 2 周后大鼠肺部大体病理

改变的比较 ( n = 20) n( % )

组别
剂量

/mg·kg- 1

病变级别

Ⅰ +Ⅱ Ⅲ Ⅳ
肺脓肿

Mat +PA 100 5( 25) 1) 11( 55) 2) 4( 20) 3) 3( 15) 3)

NS +PA — 0( 0) 2( 10) 18( 90) 17( 85)

2.3 组织病理学检查  PA 感染两周后, 模型组

80% 的动物表现为急性炎症反应, 在 PA 藻酸盐微

菌珠周围有大量的 PMN 浸润, 相反, 苦参碱治疗组

80% 的动物已逆转为慢性炎症明显高于模型组 ( P

<0. 05) , 病灶周围代之以大量的 MN浸润。镜检发

现, 模型组肺组织破坏严重, 脓肿, 肺实变、出血明

显。而苦参碱治疗组肺部炎症反应显著减轻, 镜下

病理以Ⅰ ～Ⅲ级为主, 属于 IV 病变的动物数明显低

于模型组( P < 0. 001) , 结果见表 3。
表 3 PA 感染 2 周后大鼠肺部组织病理学比较 ( n = 10)

n( % )

组别
剂量

/mg·kg - 1
慢性炎症

病变级别

Ⅰ +Ⅱ Ⅲ Ⅳ

Mat +PA 100 8( 80) 1) 6( 60) 1) 3( 30) 1( 10) 2)

NS+ PA — 2 ( 20) 0( 0) 2( 20) 8( 80)

2.4 肺部细胞因子检测结果 见表 4。肺部 PA 感

染两周后, 与正常组比较, 模型组的 IFN-γ水平明显

降低( P <0. 01) , 而 IL-4 水平显著升高 ( P < 0. 01) ;

同时, 苦参碱治疗组肺部 IFN-γ水平显著高于模型

组( P < 0. 001) , 而 IL-4 水平明显降低 ( P < 0. 001) ;

此外, 苦参碱对照组的 IL-4 水平和 IFN-γ水平均低

于正常组( P < 0. 05) 。
表 4 PA 感染两周后各组大鼠肺部细胞因子测定结果比较 ( n = 10 ) 中位数 ( 范围 )

组别 剂量 / mg·kg - 1 IL-4 /pg·mL - 1 IFN-γ/ pg·mL - 1

Mat + PA 100 93. 7( 31. 2 ～187. 5 ) 3) 320. 3( 160. 2 ～379 ) 3, 6)

NS + PA — 359. 3( 250 ～437. 5 ) 5) 29. 2 ( 11. 5 ～53. 8) 5)

Mat-PA 100 70. 36( 45. 7 ～101. 2 ) 4) 58. 42 ( 39. 7 ～101. 3 ) 4)

NS-PA — 125( 93. 7 ～218. 7 ) 115. 69 ( 63. 7 ～127. 3 )

  注 : 与正常组比较 4) P < 0. 05, 5) P < 0. 01; 与苦参对照组比较 6) P < 0. 01; Mat-PA: 苦参对照组 ; NS-PA: 正常组。

3 讨论

机体的免疫反应可根据免疫细胞分泌的细胞因

子不同, 大致划分为 Th1 型和 Th2 型反应。Th1 型

反应以 IFN-γ的大量产生为特征, 兴奋细胞免疫; 而

Th2 型反应则是以大量 IL-4 的分泌为特征, 主要介

导体液免疫。现已证实, PA 生物膜肺部感染所诱发

的免疫反应是以 Th2 型为主
[ 3] , 若将 Th2 型反应向

Th1 型转化则有助于 PA 的清除, 保护肺组织和促进

肺部炎症的消退
[ 4 ～5 ]

。

苦参系药用豆科植物苦参的根, 有抗菌、抗肿

瘤、免疫调节等多种生物活性作用。苦参碱是苦参

型生物碱的主要活性成分, 在治疗慢性肝炎和肝纤

维化等方面已得到广泛应用, 但对 PA 生物膜肺部

感染的影响尚未见报道。本实验利用苦参碱来观察

其对实验性 PA 生物膜肺部感染模型的免疫保护作

用。结果发现, PA 感染 2 周后, 模型组的 PA 检出率

为 100% , 肺部 IL-4 明显增高, 而 IFN-γ的产生显著

降低; 病理学检查发现肺组织破坏严重, 镜下观察主

要表现为急性炎症反应, 病灶中有大量的 PMN 积

聚, 这些结果显示了 PA 感染诱发了较明显的 Th2

型反应, 与文献报道一致
[ 3]

。而苦参碱治疗 2 周后,

PA 肺部感染大鼠的大体观病理改变明显改善, 肺脓

肿发生率显著降低, 镜检肺部炎症也逆转为慢性为

主, 提示苦参碱有助于减轻肺组织的病理损伤; 此

外, 细菌学检测显示苦参碱治疗还可明显促进肺部

细菌的清除。苦参碱治疗组与模型组比较肺部的
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IL-4 水平明显降低, IFN-γ水平显著提高。这些结果

表明苦参碱治疗能成功地将感染机体的 Th2 型反应

扭转为 Th1 型反应。而苦参碱加快 PA 感染动物肺

部细菌的清除及减轻肺部病理损伤显然与此有关。

IFN-γ是 Th1 型反应最具代表性的细胞因子, 它是

吞噬细胞和 NK 细胞重要的活化因子, 能显著增强

它们对病原微生物的吞噬杀菌能力。所以苦参碱治

疗组的 IFN-γ水平的升高无疑会有助于加快肺部

PA 的清除。

细胞因子 IL-4 是 Th2 型反应的代表性因子。

国外学者研究发现外周血产生高水平 IL-4 的 PA 肺

感染患者在 4 年间反复感染的频率显著高于其他患

者
[ 3] , 而体内低表达 IL-4 的 PA 肺感染小鼠的细菌

清除率提高且肺部病理损伤明显减轻
[ 6]

。显然, 过

强的 IL-4 反应对于 PA 感染机体不利。本实验观察

到苦参碱可以抑制肺部 IL-4 的分泌, 即: 抑制 Th2

型反应, 介导 Th1 型免疫反应, 因而增强了实验动物

对 PA 生物膜肺部感染的抵抗力。值得注意的是,

从本实验结果中, 我们发现苦参碱对照组的肺部的

IL-4、IFN-γ水平均较正常组降低, 提示苦参碱对机

体的细胞免疫具有双向调节作用, 这本身也符合中

草药免疫调节的特点。

总之, 本研究证实苦参碱能够通过升高肺部

IFN-γ水平, 降低 IL-4 的水平, 来调控 PA 感染机体

的免疫反应, 即诱导以 Th1 型为主的免疫反应, 从而

加快 PA 生物膜肺炎大鼠肺部细菌的清除及减轻肺

部病理损伤, 因而对 PA 生物膜肺炎大鼠具有较好

的免疫保护作用。
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