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目的
!

细胞外信号调节激酶$

ABC

%与细胞生长&分化&增殖等生理病理过程有密切关系'该研究

通过比较
ABC=

*

#

在病毒性心肌炎心肌细胞中表达变化及
ABC

特异性阻断剂
0D?%$>?

干预后细胞活性的改变&

探讨
ABC

信号传导通路在病毒性心肌炎早期病毒攻击心肌细胞过程中的作用'方法
!

取新生
ED

大鼠&采用酶消

化法分离得到心肌细胞'将培养细胞分为对照组&柯萨奇
F;

$

&4F;

%感染组&

#$

!

.+5

*

G

和
>$

!

.+5

*

G0D?%$>?

干

预组&后
;

组用柯萨奇
F

;H

株感染'采用
I-J,-)K5+,

分别测定
ABC=

*

#

&

ABC

激活后产物$

0LABC=

*

#

%表达变化&

采用
HMM

法检测细胞活性&采用细胞病变法计算细胞病变'结果
!

"

组
ABC=

*

#

表达总量差异无显著性#

&4F;

感染组
0LABC=

*

#

表达为
=;>6>@N$6@=

高于对照组的
==?6"=N=6?@

&差异有显著性$

!

"

$6$=

%'经
#$

!

.+5

*

G

或
>$

!

.+5

*

G0D?%$>?

干预后心肌细胞
0LABC=

*

#

表达为
==;6@>N=6$;

&

"#6>!N#6=@

比感染组细胞低&差异有

显著性$均
!

"

$6$=

%#其中
>$

!

.+5

*

G0D?%$>?

干预组
0LABC=

*

#

表达较
#$

!

.+5

*

G

组低$

!

"

$6$=

%'

0D?%$>?

干预组心肌细胞活性
$6>;N$6=;

&

$6"=N$6$"

明显高于感染组
$6=@N$6$"

&差异有显著性$

!

"

$6$=

%#不同浓度

0D?%$>?

干预组间心肌细胞活性差异无显著性$

!

#

$6$>

%'

0D?%$>?

干预组细胞出现细胞病变的时间较感染组

晚&程度较感染组轻&感染面积较感染组小'结论
!

病毒在攻击心肌细胞时启动了
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信号通路#

0D?%$>?

能干
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在病毒性心肌炎$

V(325.

S

+Q231(,(J

&

4H

%发病

机制的研究中&病毒的直接损伤先于免疫损伤已经

得到公认'因此病毒与宿主细胞间信号的传递在感

染早期有决定性的作用'有丝分裂原蛋白激酶$

.(L

,+

:

-)L2Q,(V2,-1

/

3+,-()R()2J-

&

H80C

%通路是重

要的细胞分裂调节系统&包括细胞外信号转导通路

$

-P,32Q-559523J(

:

)25L3-

:

952,-1R()2J-

&

ABC

%+

QL

Y

9)

7

端激酶$

QL

Y

9)7,-3.()25R()2J-

&

*7C

%和
0;%

三

条通路&

ABC

通路是迄今为止研究最多的通路'

ABC

包括
""CD

和
"#CD

两个亚型&此类激酶经

B2ULHACLABC

级联信号激活后以磷酸化方式表达

后才能发挥其活性&促进细胞增殖!

=

"

'已有实验发

现在
4H

小鼠心肌中
ABC

通路被明显激活!

#

"

'

0D?%$>?

是
H80C

传导通路的阻断剂&能特异性

抑制
ABC

激酶的磷酸化&阻断
ABC

通路!

;

"

'该研

究通过观察
ABC=

*

#

及其激活后产物
0LABC=

*

#

在病毒性心肌炎细胞及
0D?%$>?

干预后的变化&探

讨
ABC

信号转导通路在病毒性心肌炎早期病毒攻

击心肌过程中的作用'

H

!

材料和方法

H6H

!

实验材料

DHAH

培养基购于
Z[F&\

公司&按说明配制

培养液为
DHAH

培养基中加入
#$W

的胎牛血清#

维持液为
DHAH

培养基中加入
=$W

的胎牛血清#

0D?%$>?

购于
&25K(+Q'-.

公司&用二甲亚砜溶解&

并调制成
=$$

!

.+5

*

G

的浓度&

<#$]

下避光保存'

按需要浓度稀释于
;@]

温箱中孵育待用'细胞裂

解液试剂盒购于
&25K(+Q'-.

公司'

H6!

!

实验方法

=6#6=

!

心肌细胞的分离培养
!

出生
;

#

>1

的
ED

大鼠$由同济医学院实验动物中心提供%按参考文

献!

"

"分离得到心肌细胞'将成活的心肌细胞放入培

养箱于
;@]

&

>W&\

#

培养'

#"'

后心肌细胞贴壁

并开始搏动&

@#'

后细胞伪足展开'

=6#6#

!

实验分组
!

将刚分离出的细胞调整细胞数为

>̂ =$

>

*

.5

&每瓶
>.5

接种于培养瓶中'共制作
>

瓶'

=

瓶用于行
HMM

检测&另外
"

瓶随机分为对照组#

&4F;

感染组$柯萨奇
F

;H

株由中国医科院生物技术

研究所提供%#

0D?%$>?

干预组$

#

瓶%'在心肌细胞上

测
>$W

组织感染率$

M&[D

>$

%&选择
=$$M&[D

>$

作为实

验接种浓度!

"

"

'

0D?%$?>

干预组$

#

瓶%在培养第
;

天&先经
#$

!

.+5

*

G

和
>$

!

.+5

*

G0D?%$>?

干预
;$

.()

后弃液&加
=$$M&[D

>$

&4F;

病毒液
=$$

!

5

孵育

='

&然后换维持液
&\

#

条件继续培养
@1

&用细胞炎

性效果法$

Q-55Q

S

,+

/

2,'(Q-UU-Q,

&

&0A

%观察细胞病

变!

>

"

#感染组给同样量的二甲亚砜替代
0D?%$>?

#对

照组则以维持液代之&其它条件各组均相同'

=6#6;

!

心肌蛋白制备
!

将细胞用
$6$#W ADM8

悬起&离心弃上清'在细胞沉淀中加入细胞裂解液&

冰上孵育
=>.()

&

=$$$$3

*

.()

离心
=$.()

&取上清

得到蛋白'用
F(+B21

试剂盒测定蛋白浓度'

=6#6"

!

免疫印迹"

I-J,-)K5+,

#法测定
ABC=

$

#

和

0LABC=

$

#

蛋白含量
!

取等量的蛋白经
EDEL08ZA

电泳分离后&将其转移到硝酸纤维素膜上'封闭

$

"]

&

=#'

%'

0FEM

洗膜
;

次后加入一抗$

ABC=

*

#

抗

体或
0LABC=

*

#

抗体&均由
&25K(+Q'-.

公司提供%&

;@]

孵育
#'

'

0FEM

冲洗'加入二抗&室温下孵育

"$.()

&

0FEM

冲洗'

A&G

显色曝光&胶片显影'结果

判断(根据目的条带的光密度值来判定目的蛋白的含

量'

=6#6>

!

HMM

法检测细胞活性
!

将已再培养瓶中

培养了
;1

的心肌细胞用
$6$#W

的
ADM8

悬起&按

每孔
=$

!接种于
?!

孔板&共接种
%

排'每排
"

孔&

每
#

排为一组&分为对照组&

&4F;

感染组&

0D?%$>?

干预组$

"

排
#

个浓度%同上述方法对每一

组行不同处理&继续培养
;1

'随后&每孔加
HMM

$

>.

:

*

15

%

#$

!

5

&孵育
"'

&弃培养液'每孔加入
=>$

!

5

二甲亚砜&振荡
=$.()

&结晶溶解'在
$

_"?$).

时测
\D

值'反复测
;

次取均值'

H6I

!

统计学处理

测定值用
E0EE

处理&两两比较&选用
;

检验'

)

>?#
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结果

!6H

!

心肌细胞病变

心肌细胞病变指心肌细胞博动减弱&继之出现

细胞变圆&堆积&部分细胞停止搏动'根据病变发生

范围分为
N

#

OOOO

'病变范围
"

#>W

为
N

#

#>W

#

>$W

为
O

#

>=W

#

@>W

为
OO

#

@!W

#

??W

为

OOO

#

=$$W

为
OOOO

'

观察组细胞第
#

天细胞博动减弱&细胞形态未

见明显改变'第
;

天出现细胞变圆&堆积&部分细胞

停止搏动&第
"

天&大部分细胞停止搏动&第
@

天病

变范围为
OOOO

'

0D?%$>?

干预组细胞于第
>

天

出现细胞变圆堆积&第
@

天部分细胞停止搏动&病变

范围为
O

&而对照组心肌细胞未发生病变'

!6!

!

ABCH

'

!

蛋白在心肌细胞中表达变化

对照组&

&4F;

感染组&

0D?%$>?

干预组中

ABC=

*

#

蛋白表达差异无显著性$

!

#

$6$>

%#

&4F;

感染组
0LABC=

*

#

明显高于对照组&差异有

显著性$

!

"

$6$=

%'不同浓度
0D?%$>?

干预组
0L

ABC=

*

#

比感染组细胞明显减弱$均
!

"

$6$=

%'

且
#$

!

.+5

*

G

已完全抑制
A0C=

*

#

蛋白的激活与对

照组相似&

>$

!

.+5

*

G0D?%$>?

组
0LABC=

*

#

水平

较
#$

!

.+5

*

G

组下降更明显&其差异有显著性$

!

"

$6$=

%'见表
=

'

!6I

!

ABC

信号通路对心肌细胞活性的影响

不同浓度
0D?%$>?

干预组心肌细胞活性均明

显高于感染组$

!

"

$6$=

%'

#$

!

.+5

*

G

与
>$

!

.+5

*

G0D?%$?>

干预组间细胞活性差异无显著性

$

!

#

$6$>

%'见表
=

'

表
H

!

各组
ABC=

*

#

&

0LABC

蛋白含量和心肌细胞活性比较

J/@)*H

!

M'--P

/

3-JJ(+)+U

/

3+,-()ABC=

*

#

&

0LABC2)1

,'-Q-55V(2K(5(,

S

()V23(+9J

:

3+9

/

J

!

$

\D

&

$

IN@

%

ABC=

*

# 0LABC=

*

#

心肌活性

对照组
=="6#!N;6"" ==?6"=N=6?@ "6"?N$6#!

感染组
=#%6@$N;6?@ =;>6>@N$6@=

2

$6=@N$6$"

2

#$

!

.+5

*

G

干预组
=#;6$#N#6;$

==;6@>N=6$;

2

&

K

$6>;N$6=;

2

&

K

>$

!

.+5

*

G

干预组
=$!6%%N"6?% "#6>!N#6=@

2

&

K

&

Q

$6"=N$6$"

2

&

K

J #6!%# #!"6??# !?;6?@"

! $6"># $6$$$ $6$$$

!!

注(

2

与对照组比较
!

"

$6$=

#

!

K

与感染组比较
!

"

$6$=

#

!

Q

与
#$

!

.+5

*

G

干预组比较
!

"

$6$=

I

!

讨论

!!

在病毒性心肌炎发病早期&病毒攻击心肌细胞

时&借助宿主自身复制系统进行增殖&从而导致心肌

细胞损伤!

!

"

'而其中的信号转导机制一直不清楚'

本研究应用
I-J,-)K5+,

的方法检测了正常心肌细

胞&

&4F;

感染心肌细胞&

0D?%$>?

干预后再用

&4F;

感染的心肌细胞中
ABC

活性的变化&结果发

现这三组心肌细胞中
ABC=

*

#

蛋白总量没有差异&

而感染组心肌细胞
0LABC

的表达高于正常组'提

示病毒感染离体的心肌细胞后&启动了
ABC

信号

转导通路'

0D?%$>?

为
ABC

特异性抑制剂&在其

干预下
ABC

激活减弱&

0LABC

生成减少'细胞病

变观察结果显示
0D?%$>?

干预组细胞变性较感染

组明显减少&且干预组心肌细胞的成活率明显高于

感染组&提示
0D?%$?>

对心肌细胞有明显的保护作

用'国外实验研究发现
0D?%$>?

的最适浓度为
=$

#

>$

!

.+5

*

G

&最佳作用时间为
=$

#

;$.()

&因此本

实验选用
0D?%$>?

的浓度为
#$

!

.+5

*

G

和
>$

!

.+5

*

G

&作用时间均为
;$ .()

'结果显示
>$

!

.+5

*

G0D?%$>?

对
ABC=

*

#

激活的抑制作用更

强&但对心肌细胞活性的保护作用不如
#$

!

.+5

*

G

组&考虑这可能与高浓度
0D?%$>?

影响正常心肌细

胞的增殖分化相关'

总之&根据本实验&我们认为病毒在攻击心肌细

胞时启动了
ABC

信号转导通路&同时
ABC

通路又

被病毒利用去感染心肌细胞'

0D?%$>?

能干预病

毒对心肌细胞的感染&但是只有合适浓度的

0D?%$>?

才能使心肌细胞免遭进一步受损'该研

究为探讨病毒性心肌炎发病早期机制和开发新的治

疗药物提供了客观依据'

!参
!

考
!

文
!

献"

!

=

"

!

M3-(J.2)B6B-

:

952,(+)+U,32)JQ3(

/

,(+)K

S

H80R()2J-Q2JL

Q21-J

!

*

"

6&933\

/

()&-55F(+5

&

=??!

&

%

$

#

%(

#$><#=>6

!

#

"

!

G9+`

&

a2)2

:

2T2F

&

b'2)

:

*

&

G9+b

&

b'2)

:

H

&

AJU2)1(23-(

H

&

-,256&+PJ2QR(-V(39JF;3-

/

5(Q2,(+)(J3-19Q-1K

S

()'(K(,(+)

+U,'--P,32Q-559523J(

:

)25L3-

:

952,-1R()2J-

$

ABC

%

J(

:

)25()

:

/

2,'T2

S

!

*

"

6*4(3+5

&

#$$#

&

@!

$

@

%(

;;!><;;@;6

!

;

"

!

a9-MG

&

I2)

:

&

&

Z9*G

&

H2cG

&

C9.23E

&

G--*&

&

-,256

[)'(K(,(+)+U-P,32Q-559523J(

:

)25L3-

:

952,-1R()2J--)'2)Q-J(JL

Q'-.(2

*

3-+P

S:

-)2,(+)L()19Q-12

/

+

/

,+J(J()Q95,93-1Q231(2Q

.

S

+Q

S

,-J2)1-P2

::

-32,-J3-

/

-3U9J(+)()

Y

93

S

()(J+52,-1

/

-3L

U9J-1'-23,

!

*

"

6&(3B-J

&

#$$$

&

%!

$

!

%(

!?#<!??6

!

"

"

!

杨英珍
d

病毒性心肌炎!

H

"

d

上海(上海科技出版社&

#$$=

&

;"?<;>;6

)

!?#

)



第
!

卷第
"

期
#$$"

年
%

月 !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

中国当代儿科杂志
&'()*&+),-.

/

0-1(2,3

4+56!7+6"

89

:

6#$$"

!

>

"

!

陈曙霞&彭旭
d

心肌细胞的培养与病毒性心肌炎感染模型的建

立 !

*

"

d

中华实验和临床病毒学杂志&

=???

&

=;

$

#

%(

=%>6

!

!

"

!

G(900

&

H2J+)*I681V2)Q-J(),'-9)1-3J,2)1()

:

+U.

S

+Q23L

1(,(J

!

*

"

6&(3Q952,(+)

&

#$$=

&

=$"

$

?

%(

=$@!<=$%#6

$本文编辑(吉耕中%

)

@?#

)


