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摘要: 为了探讨盐酸小檗碱对小鼠的 DNA 损伤和氧化性损伤。随机选取 30 只小鼠分成对照组以及 7.5，15，30，60 与 120
mg·kg-1实验组，处理后，应用小鼠脾细胞进行彗星实验与抗氧化酶实验。测定 DNA 损伤情况以及超氧化物歧化酶( SOD) 、过
氧化氢酶( CAT) 、过氧化物酶( POD) 活性以及丙二醛( MDA) 含量变化。对盐酸小檗碱的 DNA 损伤与氧化性损伤作用进行

比较研究。研究结果表明: 彗星实验中，随着盐酸小檗碱浓度的增加，尾部 DNA 含量、尾长与尾矩均增加，与阴性对照组相比

差异有统计学意义( p <0.05 或 p <0.01) ，且呈剂量-效应关系; 超氧化物歧化酶(SOD)与过氧化氢酶(CAT)活性随盐酸小檗碱剂

量增加逐渐降低，丙二醛(MDA)含量明显上升，过氧化物酶(POD)活性在 7.5 mg·kg-1 时上升，而后逐渐下降。在 60 mg·kg-1 和

120 mg·kg-1时，有极显著性差异( p <0.01) 产生。由此可见，盐酸小檗碱对小鼠脾细胞有一定的损伤作用，能够引起小鼠脾细

胞的 DNA 损伤和氧化性损伤。
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Abstract: To study the DNA damage and oxidation damage of bererbine hydrochloride. Thirty mice were divid-
ed into the controls, 7.5, 15, 30, 60 and 120 mg·kg-1 berberine to determine the DNA damage in vitro by comet
assay. Then the activity of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and malondialde-
hyde (MDA) were measured. The results shown that compared with the controls, tail DNA content (% ), tail
length and tail moment went up respectively in dose-effect manner following the rising berberine hydrochloride, the
change tendency showed significant differences (p < 0.05 or p < 0.01). As the content of berberine hydrochloride
increased, the activities of dismutase (SOD), catalase (CAT) were gradually decreased and the concentration of
malondialdehyde (MDA) was gradually increased.Peroxidase (POD) activity with 7.5 mg·kg-1 berberine hydro-
chloride increased comparing to the controls and then gradually decreased over the course of the experiment. The
statistically significant differences (p < 0.05) were observed at the dose of 60 and 120 mg·kg-1 . The berberine
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hydrochloride could cause DNA damage and oxidation damage of mice spleen cells.
Keywords: berberine hydrochloride; comet assay; oxidative damage; spleen cell

黄连素( berberine) 又名小檗碱，是存在于小檗

科、罂栗科、毛莨科、芸香科和防己科等植物中的一

种黄色的异喹啉类生物碱[1-3]，具有广泛的生物学作

用。小檗碱因所含取代基的不同常表现为盐酸小檗

碱与硫酸小檗碱两种形式，我们临床中常使用的清

热解毒和抗菌类治疗药物其主要成分多为盐酸小檗

碱。国内外对于盐酸小檗碱药用价值的研究已证

实，盐酸小檗碱具有抗肿瘤、降血糖、抗心律失常、免
疫调节等多种药理活性[4-5]。同时作为广谱抗生素

的一种，它能抑制多种革兰氏阴性菌 G-、革兰氏阳

性菌 G + 以及真菌的生长繁殖[6]。
但是研究发现，盐酸小檗碱也表现出一定的毒

副作 用。由 于 盐 酸 小 檗 碱 快 速 的 杀 菌、消 炎 作

用[7-8]，盐酸小檗碱作为抗菌性药物，被大剂量的添

加在饲料中，以促进牛、猪等抗病而快速生长; 调查

结果显示全球每年生产的抗菌类药物 ( 盐酸小檗

碱、土霉素、水杨酸等) 中，约有 60% 被用来作为生

长剂及治疗药物饲喂动物。此类药物进入生物体

后，并不能完全被吸收，其中 80% 以上以原药形式

排出体外，有些抗菌性药物在生物体内经生物转化，

生成毒性更大的代谢物随粪便和尿液排出体外。这

些抗菌药及其代谢物随雨水地表径流污染地表水，

或通过渗滤作用污染地下水。尽管浓度很低，但由

于其在养殖业和畜牧业中被长期、大量、频繁的施

用，因此，对整个生态系统和人体健康构成极大的潜

在威胁。在排放入环境水体的合成盐酸小檗碱的冲

洗废水中，调查结果显示盐酸小檗碱的浓度高达

1 000 mg·L-1左右。
盐酸小檗碱也能呈浓度依赖性地诱导原代培养

的大鼠大脑皮质和小脑颗粒神经元坏死[9]。在一定

浓度范围内，盐酸小檗碱会对小鼠脾细胞的增殖具

有抑制作用[10]。脾是血液循环中重要的滤过器，它

能清除血液中的异物、病菌以及衰老死亡的细胞，同

时也是人和动物的重要外周免疫器官，在机体内发

挥免疫作用。药理以及毒理等多种实验中，都把脾

作为靶器官进行研究。因而，为了深入研究盐酸小

檗碱对小鼠脾细胞的损伤作用以及其潜在的环境影

响，本研究从细胞及分子水平上，以小鼠脾细胞为实

验对象，通过彗星实验及抗氧化酶实验研究盐酸小

檗碱对小鼠脾细胞的 DNA 损伤和氧化性损伤，为

进一步研究盐酸小檗碱的遗传毒性、毒性机理以及

具体氧化性应激反应等提供科学依据。

1 材料和方法( Materials and methods)
1.1 主要实验试剂

盐酸小檗碱为分析纯( 国药集团化学试剂沈阳

有限 公 司 ) ; 溴 化 乙 锭 ( EB ) ，正 常 熔 点 琼 脂 糖

( NMA) 、低 熔 点 琼 脂 糖 ( LMA ) ，二 甲 亚 砜 ( DM-
SO) ，过氧化氢( H2O2 ) ，硫代巴比妥酸等( 美国 Sig-
ma 公司) 。
1.2 动物分组及处理

实验选择 ICR 雄性小鼠( 沈阳医学院实验动物

中心) ，体重 25 ～ 30 g 左右，常规喂养两周后选取健

康的小鼠进行实验。按 SAS 随机分组程序将小鼠

随机分为 7 组，即对照组和 7.5、15、30、60 和 120
mg·kg-1盐酸小檗碱剂量组。采用灌胃方式染毒，末

次染毒 6 h 后处死小鼠。按文献方法[11] 进行取材、
处理。
1.3 指标测定方法

1.3.1 彗星实验

参照 Singn 等人的彗星实验方法[12]，并适当加

以改动[13-14]。荧光显微镜下用 515 ～ 560 nm 的激发

光观察，每张玻片用图像采集系统在 × 200 下随机

采集 50 个彗星图像，用 CASP(Comet Assay Software
Project)图像分析软件测定尾部 DNA 含量、尾长和

尾矩。
1.3.2 生化测定

参照杨晓霞等人的实验方法。SOD 活性采用

氮蓝四唑法测定; POD 采用愈创木酚法测定; CAT
活性采用羟胺氧化法测定; MDA 使用硫代巴比妥酸

比色法测定[15-18]。SOD、POD 和 CAT 比活用每 mg
蛋白酶活单位(U)表示，MDA 结果以单位质量蛋白

质中能 与 TBA 反 应 的 物 质 (TBARS)的 纳 摩 尔 数

(nmol·g -1 )表示。
1.4 数据处理

实验数据使用 Excel 2010 软件进行整理，采用

SPSS 19.0 软件进行方差分析和显著性检验，并进行

Tukey 多 重 比 较 检 验。实 验 结 果 以 Mean ± SD
表示。
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2 结果( Ｒesults)
2.1 体外彗星实验结果

盐酸小檗碱对小鼠脾细胞的体外彗星实验结果

如表 1。从表 1 可见，体外给予 10 mg·L-1 盐酸小檗

碱后，小鼠脾细胞尾部 DNA 含量、尾长和尾矩即明

显增加( p < 0.01) 。表明盐酸小檗碱造成了小鼠脾

细胞 DNA 损伤。且随盐酸小檗碱浓度的增高，呈

明显的剂量-效应关系。
2.2 体内彗星实验

盐酸小檗碱对小鼠脾细胞的体内彗星实验结果

如表 2。从表中可见，5 个剂量组与阴性对照组相

比，尾部 DNA 含量、尾长及尾矩均呈现增加趋势，

当浓度增加至 30 mg·kg-1 后，差异有统计学意义( p
<0.01) 。说明一定剂量的盐酸小檗碱对小鼠脾细

胞 DNA 有损伤作用。随着盐酸小檗碱浓度的升

高，小鼠脾细胞尾部 DNA 含量、尾长、尾矩都呈现

增加趋势, 且与浓度呈剂量-效应关系。使用台盼兰

进行细胞存活率测定时，实验前细胞存活率均在

95%以上，染毒后的细胞存活率也在 90% 以上，说

明 DNA 损伤为受试物作用所致，而非细胞毒性。
2.3 盐酸小檗碱对小鼠组织内 SOD、CAT、POD 活

力以及 MDA 含量的影响

不 同 剂 量 盐 酸 小 檗 碱 对 小 鼠 脾 细 胞 SOD、
CAT、POD 活性以及 MDA 浓度的影响如图 1-4。数

据表明，高剂量的盐酸小檗碱能够抑制抗氧化酶的

活性。随着盐酸小檗碱浓度的升高，SOD 与 CAT
活性逐渐降低，与对照组相比差异显著( p < 0.05) 。
POD 活性在 7.5 mg·kg-1 时，活性被激活，活性增加

极显著( p <0.01) 。MDA 含量随盐酸小檗碱浓度的

增加呈上升趋势，且与浓度呈剂量-效应关系。

表 1 盐酸小檗碱体外彗星实验结果( x ± s)

Table 1 The results of comet assay( x ± s)

受试物

Test substance

剂量组

Dose group

尾部 DNA 含量%

DNA content in tail/%

尾 长/μm

Tail Length/μm

尾 矩

Tail moment

水

Water

盐酸小檗碱

Berberine hydrochloride

重铬酸钾

Potassium dichromate

阴 性

Negative control
24.094 ± 1.018 33.758 ± 1.160 9.546 ± 0.769

10 mg·L-1 41.979 ± 1.372b 75.661 ± 1.941b 37.596 ± 1.032b

20 mg·L-1 49.275 ± 1.312b 77.740 ± 2.845b 42.798 ± 0.936b

40 mg·L-1 53.054 ± 1.585b 94.538 ± 2.035b 55.348 ± 1.437b

阳 性

Positive control
41.676 ± 1.869b 84.939 ± 1.083b 41.987 ± 1.319b

注: 与阴性对照组相比，ap < 0.05，bp < 0.01。

Note: Significant differences from the control are indicated as ap < 0.05, bp < 0.01.

表 2 盐酸小檗碱体内彗星实验结果( x ± s)

Table 2 The results of comet assay( x ± s)

受试物

Test substance

剂量组

Dose group

尾部 DNA 含量/%

DNA content in tail/%

尾 长/μm

Tail length/μm

尾 矩 TM

Tail moment

水

Water

盐酸小檗碱

Berberine hydrochloride

重铬酸钾

Potassium dichromate

阴 性

Negative control
24.094 ± 1.018 33.758 ± 1.160 9.546 ± 0.769

7.5 mg·L-1 25.542 ± 0.512 52.860 ± 0.566b 16.953 ± 0.349b

15 mg·L-1 33.773 ± 0.354a 59.889 ± 0.378b 23.351 ± 0.169b

30 mg·L-1 34.192 ± 0.457b 62.900 ± 0.498b 26.079 ± 0.358b

60 mg·L-1 35.438 ± 0.481b 65.561 ± 0.603b 28.037 ± 0.375b

120 mg·L-1 39.344 ± 0.222b 73.611 ± 0.649b 32.359 ± 0.587b

阳 性

Positive control
41.676 ± 1.869b 84.939 ± 1.083b 41.987 ± 1.319b

注: 与阴性对照组相比，ap < 0.05，bp < 0.01。

Note: Significant differences from the control are indicated as ap < 0.05, bp < 0.01.
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图 1 不同剂量下染毒后小鼠细胞 SOD 变化情况

Fig. 1 The change of SOD activity after exposure to
different concentrations of berberine

图 2 不同剂量下染毒后小鼠细胞 POD 变化情况

Fig. 2 The change of POD activity after exposure to
different concentrations of berberine

图 3 不同剂量下染毒后小鼠细胞 CAT 变化情况

Fig. 3 The change of CAT activity after exposure to
different concentrations of berberine

图 4 不同剂量下染毒后小鼠细胞 MDA 变化情况

Fig. 4 The change of MDA activity after exposure to
different concentrations of berberine

3 讨论( Discussion)

实验结果表明，一定剂量的盐酸小檗碱对小鼠

脾细胞有明显的 DNA 损伤与氧化性损伤作用。彗

星实验中，随着盐酸小檗碱浓度的增加，小鼠脾细胞

DNA 单链断裂增多，电泳后，随电子迁移的距离也

明显增大。脾细胞受损度增高，尾部 DNA 含量，尾

长、尾矩均增加，与阴性对照组相比，差异有统计学

意义( p < 0.01) 。可得出在一定剂量范围内盐酸小

檗碱能够引起小鼠脾细胞的 DNA 损伤，对小鼠具

有一定的遗传毒性。但其造成损伤的机理还有待于

进一步研究。
且小鼠脾细胞中 MDA 含量明显上升，SOD 与

CAT 活性逐渐降低，POD 活性在 7.5 mg·kg-1 时上

升，而后逐渐下降。30 mg·kg-1 后，活性变化与对照

组相比，差异显著( p < 0.05) 。说明在低剂量时，小

鼠脾细胞自身有抵御损伤的作用，能够有效地清除

自由基和活性氧，使细胞免受损伤。但当剂量升高

后，机体内产生了大量的自由基在小鼠体内积累，未

能被及时清除的自由基降低了抗氧化酶系的活性，

同时加重了脂质过氧化反应，使机体内脂质过氧化

产物增多，对细胞产生了毒性作用，也进一步说明了

盐酸小檗碱可导致小鼠脾细胞 DNA 损伤。但对于

长期条件下小鼠脾细胞的抗氧化酶系的活性以及

MDA 含量变化等情况还需要进一步的研究。
综上所述，彗星实验、抗氧化酶实验结果有较好

的一致性，能够有效地证明盐酸小檗碱对小鼠脾细

胞的 DNA 损伤与氧化性损伤作用。为盐酸小檗碱

进一步遗传毒性的研究以及后续机理研究提供相关

依据。
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