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黄芪对心肌炎心肌穿孔素及
外周血 TN F2α的影响
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(11 沈阳军区 202 医院儿科 ,辽宁沈阳 　110003 ; 　21 中国医科大学附属二院儿科 ,辽宁 　沈阳 　110004)

　　[摘 　要 ] 　目的 　儿童病毒性心肌炎 (VMC)发病率高 ,临床上缺乏有效的治疗药物。该研究旨在探讨黄芪注

射液治疗小鼠柯萨奇 B3 (CVB3)病毒性心肌炎的疗效及其机制。方法 　24 只 Balb/ C鼠腹腔感染柯萨奇病毒 B3 亲

心肌细胞株后 ,随机等分为两组 :黄芪治疗组 (黄芪注射液 10 g/ kg ,腹腔注射 ,每天 1 次 ,连续 7 d) 和对照组 (同法

每天注射等容积注射用水) 。实验第 8 天留取心肌和血液标本 ,进行心肌病理检查 ,逆转录多聚酶链反应 ( RT2
PCR)法检测心肌穿孔素 ( PFP) mRNA 表达及放免法检测外周血肿瘤坏死因子2α( TNF2α) 水平。结果 　①黄芪治

疗组心肌组织病理改变明显轻于对照组 ; ②黄芪治疗组心肌 PFP mRNA 的表达明显低于对照组 [ (1. 10 ±0. 07) vs

(1. 31 ±0. 12) ] ( P < 0. 01) ; ③黄芪治疗组血清 TNF2α含量明显低于对照组 [ (2. 39 ±0. 21) ng/ ml vs (2. 97 ±

0. 32) ng/ ml ] ( P < 0. 01) 。④PFP mRNA 表达水平与血清 TNF2α含量呈显著正相关 ( r = 0. 84 , P < 0. 01) 。结

论 　黄芪注射液对病毒性心肌炎有明显的治疗作用 ,其机制可能是通过减轻病毒性心肌炎中 PFP 介导的细胞毒

性作用和炎症反应。 [中国当代儿科杂志 ,2003 , 5 (6) : 527 - 529 ]
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Effects of Astragalus Injection on Expression of Perforin in Myocardial Inf iltrating

Cells and Serum TNF2α in Mice with Acute Myocarditis
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versity , S henyang 110004 , China ( Em ail : jl m025 @telekbi rd. com . cn)

　　Abstract : 　Objective 　Viral myocarditis frequently occurrs in children , but no effective medicines for clinic

treatment have been found. This paper aims at studying the effect and mechanism of astragalus injection in the treatment

of acute murine myocarditis caused by Coxsackievirus B3 . Methods 　Acute viral myocarditis was induced in 24 Balb/ c

mice by injection of Coxsackievirus B3m (CVB3m) intraperitoneally. Half of the mice were administered astragalus injection

with a dosage of 10 g/ kg daily for 7 days (astragalus2treated group) . The remained received the same amount of normal

saline and were used as the control group . On the 8th day after CVB3m infection , the pathological changes of myocardium

were studied. Myocardial perforin expression was detected by reverse transcription2polymerase chain reactin ( RT2PCR)

and serum TNF2αlevel was measured by radioimmunoassay. Results 　The astragalus2treated group showed a significant

reduction in myocardial lesions compared with that in the control group . The myocardial perforin expression in the

astragalus2treated group was much lower than that in the control group [ (1. 10 ±0. 07) vs (1. 31 ±0. 12) ; P < 0. 01 ] .

The serum TNF2αlevel was also significantly lower in the astragalus2treated group than that in the control group [ (2. 39

±0. 21) vs (2. 97 ±0. 32 ; P < 0. 01) ] . The myocardial perforin expression was significantly positively correlated with

the serum TNF2αlevel ( r = 0. 84 , P < 0. 01) . Conclusions　Astragalus has protective effects against viral myocarditis

by reducing perforin2mediated cytotoxicity and inflammatory reaction.

[ Chin J Contemp Pediatr , 2003 , 5( 6) : 527 - 529]
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　　柯萨奇 B 组病毒 (Coxsackievirus B , CVB) 性心

肌炎多发于儿童 ,尤其在新生儿病死率高 ,但目前尚

无有效的治疗药物。细胞介导的免疫损伤在病毒性

心肌炎 (viral myocarditis , VMC) 发病中起重要作

用。近年来国外较多研究发现 ,细胞介导的靶细胞

损伤主要由穿孔素 (perforin , PFP) 介导 ,而国内这

方面的研究较少。本实验在 Balb/ C 小鼠急性 VMC

模型上研究黄芪对心肌 PFP mRNA 表达水平的影

响 ,并探讨其治疗机制 ,为临床有效的治疗提供理论

依据。

1 　材料和方法

1 . 1 　动物模型[1 ]及实验分组

4～6 周龄 Balb/ C 小鼠 ,由中国医科大学实验

动物中心提供。黄芪注射液 ,2 g/ ml ,上海福达制药

有限公司生产 , 批号 : 000617。柯萨奇病毒 B3

(CVB3m) Nancy 株引自首都儿科研究所 ,连续传代 3

次后 ,病毒的半数组织感染量 ( TCID50) 为 10 - 6 。24

只小鼠腹腔接种含 2000 TCID50 的 CVB3m病毒液

0. 2 ml后 ,随机分为黄芪治疗组及对照组 ,每组 12

只。黄芪治疗组每天腹腔注射黄芪注射液 10 g/ kg ,

每天 1 次 ,连续 7 d ,对照组则每天腹腔注射相同容

量的注射用水 ,两组动物在相同条件下饲养。

1 . 2 　标本取材

接种病毒后第 8 天 ,在小鼠眼球后取血约 1 ml ,

分离血清 ,留做肿瘤坏死因子2α( TNF2α) 含量测定 ,

然后无菌摘取心脏 ,沿左室长轴将心脏一分为二 ,一

半置 4 %多聚甲醛固定 ,一半置 - 70 ℃冷冻。

1 . 3 　方法

1. 3. 1 　心肌组织病理检查 　心肌标本经 4 %多聚

甲醛固定、石蜡包埋后 ,沿左室轴线自心尖部起连续

切取两张切片 ,常规 HE 染色 ,光镜下观察心肌病理

变化。

1. 3. 2 　心肌组织 PFP mRNA 表达水平测定 　采用

异硫氰酸胍一步法提取心肌总 RNA ,用逆转录多聚

酶链反应 (RT2PCR) 测定 PFPmRNA 表达。PFP 引

物序列 : 52A GGCA GCTGCTAA TA TCAA T23 和 52
TGTGCTGTTTCTTCTTCTCC23 ,同时以β2肌动蛋

白 (β2Actin)引物进行 PCR 扩增 ,作为参照。β2actin

引物序列 : 52TGTA TGCCTCTGGTCGTACCAC23

和 52ACA GA GTACTTGCGCTCA GGA G23。扩增参

数 :94 ℃3 min ,94 ℃40 s ,54 ℃1 min ,72 ℃1 min ,

重复循环 32 次后 , 72 ℃延伸 5 min。扩增产物经

1. 5 %的琼脂糖凝胶电泳鉴定 ,用 Kodak 成像分析

系统扫描测定 PCR 产物电泳条带的密度 ,计算 PFP

产物的相对量。计算公式 : PFP 相对量 = PFP 产物

电泳条带密度/β2actin 产物电泳条带密度。

1. 3. 3 　血清 TNF2α含量测定 　采用放免法测定 ,

试剂盒购自解放军总医院科技开发中心放免所。

1 . 4 　统计学分析

数据以均数 ±标准差表示 ,用 SPSS 软件进行 t

检验及相关分析。

2 　结果

2 . 1 　心肌病理改变

两组小鼠心肌均有不同程度病毒性心肌炎的病

理改变 ,表现为灶性或弥漫性以单个核细胞为主的

炎性细胞浸润及炎性灶周围心肌细胞的变性坏死。

对照组病变较重 ,小鼠心肌细胞可见大片状弥漫性

炎症细胞浸润及心肌细胞坏死 ;黄芪治疗组病变较

轻 ,炎症浸润及心肌细胞坏死灶少 ,且均为小灶性。

(图 1 ,2。见封 Ⅱ) 。

2 . 2 　心肌 PFP mRNA 表达

所有 PFP 及β2actin 的扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳 ,所示条带分别为 481 bp 和 690 bp ,符合设计

片段大小 ,且心肌 PFP 扩增产物的片段大小与阳性

对照相同 ,因此可确定产物分别为 PFP 及β2actin。

条带密度扫描及半定量分析显示 :对照组小鼠心肌

组织 PFP mRNA 的表达较高 ,黄芪治疗组小鼠心肌

组织 PFP mRNA 的表达明显减少 ,两者差异有显著

性 ( P < 0. 01) 。见表 1。

2 . 3 　血清 TNF2α含量

与对照组相比黄芪治疗组小鼠血清 TNF2α含

量明显降低 ,差异有显著性 ( P < 0. 01) 。见表 1。

表 1 　两组心肌 PFP mRNA 水平及血清 TNF2α含量的比较

Table 1 　Comparison of myocardial PFP mRNA

and serum TNF2αlevel

(n = 12 , �x ± s )

组别 PFP mRNA TNF2α(ng/ ml)

对照组　　 1. 31 ±0. 12 2. 97 ±0. 32

黄芪治疗组 1. 10 ±0. 07 2. 39 ±0. 21

t 7. 48 5. 12

P < 0. 01 < 0. 01

2 . 4 　血清 TNF2α含量与心肌 PFP mRNA 水平的

相关性分析

直线回归与相关性分析显示心肌 PFP mRNA
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水平与血清 TNF2α含量呈显著正相关 ( r = 0. 84 ,

P < 0. 01) 。

3 　讨论

　　病毒的直接溶细胞作用及细胞介导的免疫损伤

在病毒性心肌炎发病中起重要作用 ,而免疫损伤中

细胞介导的细胞毒性作用 (cell2mediated cytotoxici2
ty , CMC)日益受到重视。病毒性心肌炎 CMC 损伤

靶细胞主要由 PFP 介导。PFP 是一种存在于激活

的自然杀伤细胞及细胞毒性 T 淋巴细胞等细胞胞

浆颗粒中的蛋白 ,当这些细胞接触靶细胞时 , PFP

被释放至靶细胞膜 ,在钙离子存在的条件下 , PFP

单体能插入靶细胞膜 ,且多个 PFP 单体可聚合成直

径为 15～20 nm 的跨膜孔道 ,使细胞膜的通透性增

加 ,导致靶细胞膜发生渗透性溶解 ,同时 ,与 PFP 同

存于胞浆颗粒中的颗粒酶等 ,也可通过 PFP 孔道进

入靶细胞 ,激活内切酶系统 ,使 DNA 降解而致细胞

凋亡[1 ,2 ] 。

病毒性心肌炎的发病与细胞因子有密切关

系[3 - 6 ] ,目前 TNF2α是公认的参与心肌损伤的炎性

细胞因子 , TNF2α与病毒性心肌炎的心肌损害过程

及病情程度密切相关 ,对其检测可作为临床判断病

毒性心肌炎患儿病情及预后的指标。黄芪注射液对

心脏有非洋地黄类正性肌力作用[7 ] ,黄芪能改善病

毒性心肌炎患者的左室功能[8 ] 。体内实验表明 ,黄

芪皂甙能提高病毒性心肌炎小鼠存活率 ,维持感染

鼠正常体温 ,减少心肌酶 LDH 和 AST 的释放 ,降低

心肌匀浆的病毒滴度 , 并可改善心肌病理变

化[9 ,10 ] 。体外实验发现 ,黄芪皂甙能抑制感染柯萨

奇 B3 病毒的心肌细胞释放 LDH ,并使培养液中病

毒滴度下降[11 ] 。黄芪治疗病毒性心肌炎的机理可

能是通过提高患者的免疫功能以及直接保护因病毒

感染的心肌细胞而达到的 ,通过以 PFP 为代表的细

胞介导的细胞毒性作用 (CMC)的研究尚未见报道。

在本实验中 ,黄芪治疗组小鼠心肌病理改变较

对照组轻 ,心肌组织 PFP mRNA 的表达水平明显低

于对照组 ,而炎症指标血清 TNF2α亦同步下降 ,且

两者之间具有显著的正相关。结果提示 ,黄芪对病

毒性心肌炎具有明显的治疗作用 ,并且证实了黄芪

能抑制 PFP 的作用。黄芪治疗病毒性心肌炎的作

用机制可能是 : ①直接的抗病毒作用和诱导干扰素 ,

减轻对心肌细胞的损害。②免疫调节作用 ,限制

PFP 等介导的细胞毒性作用造成的免疫损伤。③

膜稳定作用 ,增强抵抗能力。④改善心肌微循环 ,增

加冠脉血流量[12 ] 。
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