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论著·实验研究

胱硫醚γ裂解酶／硫化氢通路在小鼠
病毒性心肌炎中的表达
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（１．浙江大学医学院附属儿童医院心内科，浙江 杭州　３１０００３；
２．温州医学院附属育英儿童医院心血管科，浙江 温州　３２５０２７）

　　［摘　要］　目的　近年研究发现硫化氢（Ｈ２Ｓ）在血管活性调节、炎症反应、细胞增殖凋亡、缺血再灌注、氧化应
激等方面起重要作用，而在心肌炎发病机制中也存在这些基本的病理生理过程，因此本研究检测胱硫醚γ裂解酶
（ＣＳＥ）／Ｈ２Ｓ通路在小鼠病毒性心肌炎中的表达。方法　６周龄近交系雄性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分为对照组 （ｎ＝２５）和

病毒性心肌炎组 （ｎ＝３０），分别给予ＰＢＳ和１０５．６９ＴＣＩＤ５０／ｍＬＣＶＢ３０．１ｍＬ注射，第４和１０天各随机取１０只小鼠处
死并取血和心脏标本，检测血清Ｈ２Ｓ和心肌Ｈ２Ｓ生成活性，心肌常规苏木素伊红染色，免疫组化检测ＣＳＥ蛋白表达。
结果　在急性病毒性心肌炎小鼠模型中，血清Ｈ２Ｓ及心肌Ｈ２Ｓ生成活性较对照组升高（Ｐ＜０．０５），心肌ＣＳＥ蛋白表
达亦增加（Ｐ＜０．０５）。结论　 在急性小鼠ＣＶＢ３心肌炎中ＣＳＥ和其下游产物Ｈ２Ｓ水平上调，ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ通路表达上
调可能通过多个环节参与疾病的发病。 ［中国当代儿科杂志，２０１０，１２（９）：７４４－７４８］
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　　气体信号分子（包括 ＮＯ，ＣＯ，Ｈ２Ｓ）成为近年来
的研究热点，ＮＯ在病毒性心肌炎中研究颇多，柯萨
奇病毒Ｂ３（ＣＶＢ３）感染后第４～２８天心肌均有较高
ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达，第 ７～２８天血清 ＮＯ水平升
高［１］；且ＮＯＳ抑制剂可使ＣＶＢ３心肌炎小鼠病毒滴
度升高、死亡率增加［２］；体外研究还发现ＮＯ供体能

抑制ＣＶＢ３蛋白酶２Ａ、３Ｃ活性［３］。近年研究发现

Ｈ２Ｓ在血管活性调节、炎症反应、细胞增殖凋亡、缺
血再灌注、氧化应激等方面起重要作用。如对心肌

缺血模型的研究中发现 Ｈ２Ｓ有心肌保护作用
［４］，抑

制内源性Ｈ２Ｓ生成可致白细胞粘附浸润和组织肿
胀［５］，表明Ｈ２Ｓ亦有抗炎保护心肌作用。Ｇｅｎｇ等

［６］
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报导心肌中 Ｈ２Ｓ主要由胱硫醚γ裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉ
ｏｎｉｎｅγｌｙａｓｅＣＳＥ）催化底物 Ｌ半胱氨酸生成，证
实在心肌内存在 ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ通路；并在基因敲除小
鼠实验中得到进一步证实［７］。可以推测 Ｈ２Ｓ和病
毒性心肌炎的发病机制有着多种层次上的广泛联

系。但讫今未有 Ｈ２Ｓ在病毒性心肌炎中的相关报
道。为了系统探讨 Ｈ２Ｓ在此疾病中的作用，本课
题研究 ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ通路在小鼠 ＣＶＢ３心肌炎中的
表达。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂
健康６周龄近交系雄性 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠５５只，购

于上海斯莱克实验动物有限责任公司，许可证号：

ＳＣＸＫ（沪）２００３０００３。Ｈｅｌａ细胞由浙江省医学遗传
学重点实验室提供。ＣＶＢ３病毒 Ｎａｎｃｙ标准株购于
山东省医学科学院病毒室，冻存在我院科研中心

－７５℃超低温冰箱。优质胎牛血清购于杭州四季青
生物工程材料有限公司，ＰＲＭＩ１６４０培养基购于美国
Ｇｉｂｃｏ公司，２５ｍＬ培养瓶购于美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒和ＨＥ染色试剂盒购于江
苏碧云天公司。Ｎ，Ｎ二甲基对苯二胺硫酸盐购自
美国Ｓｉｇｍａ公司，磷酸吡哆醛、Ｌ半胱氨酸购自北京
Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司，兔多抗 ＣＳＥ抗体购于美国 ＰＴＧＬＡＢ
公司，即用型ＳＡＢＣ试剂盒和ＤＡＢ显色试剂盒购自
武汉博士德公司。其余试剂为市售分析纯试剂。

１．２　病毒增殖和滴度测定
Ｈｅｌａ细胞冻存管快速复温后加入含１０％胎牛血

清ＲＰＭＩ１６４０培养液至２５ｍＬ一次性塑料培养瓶中，
于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱内培养至细胞形成单层后，
取病毒原液０．２ｍＬ加入培养瓶中，吸附作用１ｈ后，
反复冻融３次，４℃下７５００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，收集上
清病毒液，以备动物病毒接种和滴度测定。在９６孔
板中培养Ｈｅｌａ细胞到单层，加用ＰＢＳ液１０倍方式系
列稀释的病毒液０．０５ｍＬ加至各孔（每一浓度８个
孔）中吸附１ｈ，最后在每个孔中再加入含４％胎牛血
清ＲＰＭＩ１６４０培养液０．１ｍＬ，培养箱内培养，每天观
察并记录出现的细胞病变（Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）的
孔数。ＣＰＥ在５０％或以上作为病变的阳性孔，无细
胞病变或病变在５０％以下为阴性孔，用ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ
法计算病毒的最终滴度，并以半数细胞感染率（５０％
ＴｉｓｓｕｅＣｕｌｔｕｒｅＩｎｆｅｃｔｉｖｅＤｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０）来表示［２］。

１．３　动物分组和模型建立
Ｂａｌｂ／ｃ小鼠随机分为两组：对照组（２５只）和病

毒性心肌炎组（３０只），分别给予ＰＢＳ和１０５．６９ＴＣＩＤ
５０／ｍＬＣＶＢ３０．１ｍＬ腹腔注射，注射当日为第０天，
而后每天注射 ０．１ｍＬＰＢＳ。第４和１０天各随机取
１０只小鼠处死并取血和心脏标本。
１．４　血清Ｈ２Ｓ含量测定

取血清样品０．１ｍＬ，依次加入以下试剂：１％乙
酸锌０．５ｍＬ，蒸馏水２．５ｍＬ，２０ｍｍｏｌ／ＬＮ，Ｎ二甲
基对苯二胺硫酸盐０．５ｍＬ（溶于７．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸），
３０ｍｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３０．４ｍＬ（溶于１．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸）混
匀，室温静置１５ｍｉｎ充分反应。加入１０％三氯乙酸
１ｍＬ去除蛋白影响，３０００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ后，测定
上清液在６７０ｎｍ波长的吸光度，以硫化钠制定标准
曲线计算血清Ｈ２Ｓ含量以μｍｏｌ／Ｌ表示

［４］。

１．５　心肌Ｈ２Ｓ生成活性测定
在４℃的磷酸钾缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．８）中

将心肌研磨成１０％（ｗ／ｖ）匀浆，并用 ＢＣＡ法蛋白定
量。加入反应液：１００ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ７．４），
１０ｍｍｏｌ／ＬＬ半胱氨酸，２ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸吡多醛，移至
反应瓶，反应瓶中央的吸收孔中加入０．５ｍＬ１％乙酸
锌＋滤纸，Ｎ２吹２０ｓ除去Ｏ２，封口，３７℃水浴振荡孵
育９０ｍｉｎ，加入 ０．５ｍＬ５０％三氯乙酸 ３７℃孵育
６０ｍｉｎ，终止反应，反应瓶中央孔的液体加入：３．５ｍＬ
水，０．５ｍＬ２０ｍｍｏｌ／ＬＮ，Ｎ二甲基对苯二胺硫酸盐
（溶于７．８ｍｏｌ／Ｌ盐酸），０．４ｍＬ３０ｍｍｏｌ／Ｌ三氯化
铁（溶于 １．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸），室温反应 １５ｍｉｎ，测
６７０ｎｍ波长的吸光度，以硫化钠制定标准曲线计算心
肌Ｈ２Ｓ生成率为每克心肌蛋白ｎｍｏｌ／ｍｉｎ

［６］。

１．６　免疫组化测定心肌ＣＳＥ蛋白表达
心肌组织石蜡切片经烤片，脱水，抗原修复，

滴加１∶５０稀释的 ＣＳＥ一抗，４℃过夜，依次加入生
物素化羊抗兔 ＩｇＧ（二抗），试剂 ＳＡＢＣ，ＤＡＢ显微
镜下显色，苏木素复染，脱水，中性树胶封片，镜

检。ＣＳＥ蛋白阳性表达在镜下为棕黄色，用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏｐｌｕｓ６．０图像分析软件测定棕黄色颗粒平均光
密度值来代表 ＣＳＥ蛋白表达量。同时心肌切片常
规苏木精伊红染色。
１．７　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件。所有数据均进行正
态性检验和方差齐性检验。用两独立样本 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　心肌炎模型的评价
小鼠在接种病毒后出现体重下降、活动减少、蜷
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缩，接种第５天出现死亡，至第１０天，共死亡９只；
而正常对照组小鼠则体重增加、活动良好，无死亡。

接种病毒第 １０天小鼠心肌间质水肿，血管扩张充
血，炎症细胞浸润，心肌肿胀坏死，而对照组未见这

些改变。因此，本实验成功建立小鼠 ＣＶＢ３病毒性
心肌炎模型（图１）。

　　图１　两组心肌组织苏木素伊红染色（×２００）　Ａ：为第
１０天正常组心肌组织，形态正常；Ｂ：为第１０天心肌炎组的心肌组
织，可见间质水肿，血管扩张充血，炎症细胞浸润，心肌肿胀坏死。箭

头所指为心肌间质浸润的炎症细胞。

２．２　各组血清Ｈ２Ｓ比较
第４天及第１０天心肌炎组血清 Ｈ２Ｓ水平显著

高于对照组（Ｐ＜０．０５）。两组组内第４天和第１０
天相比差异均无统计学意义（图２）。
２．３　各组心肌Ｈ２Ｓ生成活性比较

第４天及第１０天心肌炎组心肌 Ｈ２Ｓ生成活性
水平显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）。两组组内第４天
和第１０天相比差异均无统计学意义（图３）。
２．４　心肌ＣＳＥ蛋白表达

免疫组化染色提示正常心肌组织在血管内皮处

有ＣＳＥ弱表达，而在心肌炎时内皮表达升高，同时
在心肌细胞上亦开始表达，但表达在第４天和第１０
天两个时间点之间差异无统计学意义（图４，５）。
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　　图２　各组血清Ｈ２Ｓ含量比较（ｎ＝１０）　ａ：与对照组第４
天比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组第１０天比较，Ｐ＜０．０５。
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　　图３　各组心肌Ｈ２Ｓ生成活性比较（ｎ＝１０）　ａ：与对照
组第４天比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组第１０天比较，Ｐ＜０．０５。

　　图４　各组心肌免疫组化染色（×２００）　Ａ：第４天对照组心肌可见ＣＳＥ蛋白在血管内皮弱表达；Ｂ：第４天心肌炎组
心肌可见ＣＳＥ蛋白在血管内皮表达增多，同时在心肌细胞有表达；Ｃ：第１０天对照组心肌可见 ＣＳＥ蛋白在血管内皮弱表达；

Ｄ：第１０天心肌炎组心肌可见ＣＳＥ蛋白在血管内皮表达增多，同时在心肌细胞有表达。箭头所指为ＣＳＥ阳性表达部位。
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　　图５　各组心肌免疫组化染色的吸光度比较（ｎ＝１０）　
ａ：与对照组第４天比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与对照组第１０天比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨论

心肌炎是指在无明显急慢性缺血情况下由各种

感染原、免疫非免疫因素导致共同的心肌炎症反

应［８］，急性心肌炎常见病原体为 ＣＶＢ３。时至今日
它仍是严重危害人们健康的疾病之一。与此同时，

Ｈ２Ｓ作为气体信号分子家族ＮＯ、ＣＯ之后新成员，被
证实有着广泛的生理和病理生理作用。研究表明
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Ｈ２Ｓ能和效应蛋白反应形成多种不稳定的活性过硫
化物［９］；能通过共价键直接作用于效应分子［１０］；能

和部分金属蛋白金属离子作用，如抑制含锌的血管

紧张素酶的活性［１１］；此外Ｈ２Ｓ还能和 ＮＯ生成亚硝
基硫醇，减少ｃＧＭＰ的堆积，继而抑制 ＮＯ效应的发
挥［１２］。文献报道心肌组织能产生 Ｈ２Ｓ，并且主要由
ＣＳＥ酶催化而生成，心肌 Ｈ２Ｓ生成活性能够反应
ＣＳＥ酶的活性［６，７］。

本研究发现在正常小鼠中，血 Ｈ２Ｓ水平和心肌
Ｈ２Ｓ生成活性分别是 ２５μｍｏｌ／Ｌ和每克心肌蛋白
８ｎｍｏｌ／ｍｉｎ，和Ｙａｎｇ等［７］报道的４０μｍｏｌ／Ｌ和每克
心肌蛋白５ｎｍｏｌ／ｍｉｎ；在急性 ＣＶＢ３心肌炎小鼠模
型中，第４天和第１０天的血清 Ｈ２Ｓ和心肌 Ｈ２Ｓ生
成活性均升高２倍或２倍以上；心肌免疫组化染色
提示ＣＳＥ蛋白表达在心肌炎时亦明显增加；这表明
ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ通路在心肌炎中上调。进一步研究发现，
正常心肌组织中 ＣＳＥ蛋白仅在内皮细胞中有微弱
表达，而ＣＶＢ３感染后可促进内皮细胞 ＣＳＥ蛋白表
达，同时可诱导心肌细胞也表达此类蛋白，最后导致

效应分子Ｈ２Ｓ水平升高，但在第４天和第１０天两个
时间点的研究对比发现 ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ通路表达无明显
变化。

上调的 ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ通路在 ＣＶＢ３心肌炎中究竟
发挥了什么作用呢？推测 Ｈ２Ｓ可能通过以下机制
作用于病毒性心肌炎发病机制的各个环节。

首先，有研究证实 ＥＲＫ１／２早期活化与 ＣＶＢ３
和柯萨奇腺病毒受体相结合有关，后期活化则参与

病毒复制［１３１４］，ＣＶＢ３感染可通过 ＰＩ３Ｋ依赖的途径
引起 ＰＫＢ／Ａｋｔ３０８位苏氨酸和 ４７３位丝氨酸磷酸
化，这是病毒进入细胞后复制所需的，阻断此通路可

抑制病毒ＲＮＡ表达、诱导受感染细胞凋亡［１５］。Ｈ２Ｓ
能够活化ＫＡＴＰ／ＰＫＣ／ＥＲＫ１／２和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路参与
心脏缺血预适应保护作用［１６］。这些提示 Ｈ２Ｓ可通
过多个信号通路促进病毒的表达。其次，病毒入侵

心肌后早期浸润的是 ＮＫ细胞，它能抑制病毒复制
而有心脏保护作用，而 ＮＫ细胞缺陷小鼠心肌炎症
更加明显，后期是Ｔ淋巴细胞浸润，于７～１４ｄ达到
高峰，发挥病毒清除和免疫损伤作用，此阶段心肌损

伤最为严重［１７］。Ｍｉｒａｎｄｏｌａ等［１８］证实 Ｈ２Ｓ促进
ＣＤ８＋Ｔ细胞和ＣＤ５６＋ＮＫ细胞死亡，减少ＣＤ４＋Ｔ细
胞和ＣＤ８＋Ｔ细胞产生的ＩＬ２，降低ＮＫ细胞的杀伤
毒力。这些提示 Ｈ２Ｓ通过作用于免疫细胞减轻心
肌细胞损伤。此外，气体信号分子的相互作用是近

年研究的热点。心肌炎中心肌细胞和炎性浸润细胞

均表达 ｉＮＯＳ从而产生 ＮＯ，它具有双重性：一方面

有抗病毒活性，另一方面过度表达可增加氧化应激，

导致心肌凋亡和坏死［１６］。Ｏｈ等［１９］对３种气体信
号系统相互作用进行了研究，发现Ｈ２Ｓ可减少ｉＮＯＳ
和ＮＯ的生成；Ｈ２Ｓ激活ＥＲＫ进而诱导 ＨＯ１表达；
ＣＯ可活化 ＮＦκＢ进而降低 ｉＮＯＳ和 ＮＯ表达。Ｊｉｎ
等［２０］的研究表明抑制 ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ通路可促进 ＣＯ的
表达而抑制 ＨＯ１／ＣＯ通路也可促进 Ｈ２Ｓ的表达。
这些提示Ｈ２Ｓ和ＮＯ、ＣＯ相互作用也可影响病毒性
心肌的发病过程。

本研究表明在ＣＶＢ３感染后可诱导心肌ＣＳＥ／Ｈ２Ｓ
通路上调，Ｈ２Ｓ可能通过多个环节影响病毒性心肌
炎的发生发展。当然，这个通路的上调是机体对病

毒入侵损伤的自我防御还是ＣＶＢ３利用宿主体内系
统生存繁殖的表现我们还不得而知。阻断和激动此

通路的表达有助于深入研究 Ｈ２Ｓ发挥具体效应和
确切作用机制。
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（本文编辑：黄　榕）

·消息·

欢迎订阅２０１１年《实用儿科临床杂志》

《实用儿科临床杂志》是由新乡医学院主管、主办的儿科学类高级学术刊物，为儿科学类核心期刊、中国科技论文

统计源期刊（中国科技核心期刊），ＲＣＣＳＥ中国核心学术期刊，河南省一级期刊，美国《化学文摘》、俄罗斯《文摘杂志》、
波兰《哥白尼索引》、美国《乌利希期刊指南》来源期刊，首批加入ＷＨＯ西太平洋地区医学索引。本刊始终坚持突出实
用为主，理论联系实践，注重基础与临床相结合。以贯彻党和国家的卫生工作方针、政策，贯彻理论与实践、普及与提

高相结合的方针为办刊宗旨，反映国内外儿科医疗、科研等方面的新技术、新成果、新进展，促进学术交流。本刊辟有

专家论坛、学术争鸣、热点、论著、小儿神经基础与临床、中西医结合、实验研究、儿童保健、误诊分析、药物与临床、综

述、小儿外科、病例（理）讨论、病例报告、临床应用研究、英文原著、诊断标准 ｏ治疗方案、继续教育等栏目。本刊为半
月刊，大１６开本，８０页，铜版纸印刷，每月５、２０日出版。ＩＳＳＮ１００３－５１５Ｘ，ＣＮ４１－１１０６／Ｒ，ＣＯＤＥＮＳＥＬＺＢＪ，Ｄｅｗｅｙ＃：
６１８．９２。国内外公开发行，国内邮发代号：３６－１０２，国外邮发代号：ＳＭ１７６３。欢迎广大儿科医务工作者和医学科教研
人员，各级图书馆（室）、科技情报研究院（所）通过全国各地邮局订阅，也可与本刊编辑部直接联系订阅邮购。国内定

价：７．２０元／期，１７２．８０元／年；国外定价：１０．００美元／期，２４０美元／年。
联系地址：河南省新乡市新乡医学院《实用儿科临床杂志》编辑部　　邮政编码：４５３００３。
联系电话：０３７３－３０２９１４４，０３７３－３８３１４５６　 传真：０３７３－３０２９１４４
Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｙｑｋ＠ｃｈｉｎａｊｏｕｒｎａｌ．ｎｅｔ．ｃｎ；ｓｙｑｋ＠ｘｘｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。
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