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对急性病毒性心肌炎小鼠凋亡相关蛋白的研究

聂钰君!黄星原!王世红

"武汉大学人民医院!湖北 武汉&"D$$?$$

&&!摘&要"&目的&干扰素F

4

$IB8F

4

%广泛存在于人体各组织中'目前研究发现其具有抗病毒*抗肿瘤等作用&

但其是否能用于治疗病毒性心肌炎尚缺乏相关报道& 探讨IB8F

4

#

在病毒性心肌炎$5@'%早期的作用'为 IB8F

4

#

是否能应用于临床治疗或预防5@'提供实验室依据& 方法&采用腹腔注射柯萨奇CD$'5CD%病毒的方法制造病

毒性心肌炎小鼠模型& 实验分 D 组(空白对照组*病毒组*IB8F

4

#

治疗组& 空白对照组给予腹腔注射等量的1CU培

养液'记为第 $ 天#IB8F

4

#

治疗组从第 ! 天开始'连续 E 2 每天经背部皮肤不同点给予小鼠IB8F

4

#

"$$ *P

$$7! /A%'空白对照组和病毒组则每天以同样方法给予等量生理盐水& 死亡小鼠从组中剔除& % 2 后处死所有存

活小鼠& 检测各组小鼠心脏的病理改变& 采用免疫组织化学技术检测各组小鼠心脏组织中凋亡相关蛋白CW6F# 及

C3̂的表达& 结果&

!

病毒组心肌病理评分要高于空白对照组及 IB8F

4

#

治疗组&

"

免疫组化结果显示正常心肌

组织有少量CW6F# 及C3̂的表达'病毒组较空白对照组CW6F# 表达减少*C3̂表达明显增加$3e$7$!%#IB8F

4

#

治疗

组较病毒组CW6F# 表达增加*C3̂表达减少$3e$7$!% & 结论& I8BF

4

#

能减轻柯萨奇病毒所致心肌炎小鼠的心肌

病理改变'能抑制小鼠心肌细胞凋亡'对5@'小鼠的心肌细胞具有保护作用&

!中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!#L &G"""

!关&键&词"&干扰素F

4

#

#病毒性心肌炎#凋亡相关蛋白#小鼠
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&&=30,9+8,( >3?)8,-@)&I8BF

4

(3R3*-)F[)4363*2 3*-)F-Y/,43W-)[)-).R7I-R3006)W3-),* )* [)436/M,W342)-)R$5@'% (3R

*,-Z..* 4.0,4-.27<()RR-Y2M)*[.R-)P3-.2 -(.4,6.,XI8BF

4

)* 3WY-.5@')* /)W.7A),1.:0&B,4-M/)W.\.4.43*2,/6M

2)[)2.2 )*-,-(4..P4,Y0R( 5@'$% m!E%' IB8F

4

#

F-4.3-.2 5@'$% m!E% 3*2 W,*-4,6$% m!$%75@'\3R)*2YW.2 ZM3*

)*-430.4)-,*.36)*i.W-),* ,X',̂R3WQ).[)4YRCD $'5CD%7<(.W,*-4,6P4,Y0 \3R)*-430.4)-,*.366M)*i.W-.2 \)-( #S 1CU7<(.

IB8F

4

#

F-4.3-.2 5@'P4,Y0 \3R32/)*)R-.4.2 \)-( "$$ *PIB8F

4

#

$$7! /A% ZMRYZWY-3*.,YR)*i.W-),*R23)6M' X,4E 23MR7

<(.W,*-4,63*2 -(.5@'P4,Y0R\.4.P)[.* .]Y363/,Y*-,X*,/36R36)*.7<(.RY4[)[)*P/)W.\.4.R3W4)X)W.2 % 23MR3X-.4

IB8F

4

#

-4.3-/.*-7<(.03-(,6,P)W36W(3*P.R,X(.34--)RRY.R\.4..̂3/)*.2 Y*2.436)P(-/)W4,RW,0.7CW6F# 3*2 C3̂

.̂04.RR),* )* (.34--)RRY.R\3R2.-.4/)*.2 ZM)//Y*,()R-,W(./)R-4M7()06*,0&<(.W,*-4,6P4,Y0 04.R.*-.2 *,4/36(.34-

-)RRY.R7<(.I8BF

4

#

F-4.3-.2 5@'P4,Y0 R(,\.2 R)P*)X)W3*-6M36,\.403-(,6,P)W36RW,4.$!7E b$7E% -(3* -(.Y*-4.3-.2

5@'P4,Y0 $#7: b$7:% $3e$7$!%7CW6F# .̂04.RR),* 2.W4.3R.2 $3e$7$!%' )* W,*-43R-' C3̂ .̂04.RR),* )*W4.3R.2

$3e$7$!% )* -(.Y*-4.3-.2 5@'P4,Y0 W,/034.2 \)-( -(3-)* -(.W,*-4,6P4,Y07I8BF

4

#

-4.3-/.*-4.RY6-.2 )* 3* )*W4.3R.2

CW6F# .̂04.RR),* $3e$7$!% 3*2 32.W4.3R.2 C3̂ .̂04.RR),* $3e$7$!% W,/034.2 -,-(.Y*-4.3-.2 5@'P4,Y07

B./8*60-./0&I8BF

4

#

/3M366.[)3-./M,W342)36)*iY4).R3*2 )*()Z)-W342),/M,WM-)W30,0-,R)R' -(YR04,[)2)*P04,-.W-)[.

.XX.W-R,* /M,W342)36W.66R)* /)W.\)-( 3WY-.5@'7 !B1-/C B./,)52D):-+,9' !""#' $$ $%%(!#L &G"""

&&E); 4.9:0(&IB8F

4

#

# 5)436/M,W342)-)R# 90,0-,-)W04,-.)*# @)W.

&&病毒性心肌炎$5@'%是儿科常见的心血管疾

病'严重威胁小儿健康& 急性期可致心律失常$包

括III度房室传导阻滞*室性心动过速*心室纤维颤

动等%*心力衰竭及心源性休克'慢性期也可能发展

为扩张性心肌病!!"

& 国内外研究多年'其确切的发

病机制尚不清楚& 因此'治疗缺乏特异性'主要为抗

)?%#)
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病毒$利巴韦林*阿昔洛韦%*免疫调节$干扰素*免

疫球蛋白%*促进心肌代谢$三磷酸腺苷*辅酶 9*肌

苷等%*中药*对症治疗等& 已有大量报道证实'干

扰素对病毒性心肌炎有降低死亡率*减轻心肌病理

变化等作用!#"

'并已应用于临床&

干扰素F

4

$IB8F

4

%是 #$$# 年新发现的一类干扰

素'IB8F

4

!

*IB8F

4

#

*IB8F

4

D

分别又称为 IAF#%*IAF

#:9*IAF#:C'#$$D 年在/7>)=;+??)%$A$&B杂志上正

式发表& 它们不同于 IB8F

/

*

-

*

$

等'被称为第 III

类干扰素!D"

& IB8F

4

在人体的各种组织中广泛存

在'近年来发现其具有抗 HC5*H'5以及抗肝肿瘤

和肺肿瘤等生物学功能!""

& 其抗病毒的作用有一

定的种属特异性'对柯萨奇病毒引起的5@'是否有

效尚缺乏相关的报道&

本研究是采用小鼠5@'动物模型'观察IB8F

4

#

的抗病毒效应'以期为临床上防治5@'提供新的理

论依据&

$F材料与动物

$7$F药品及试剂

小鼠IB8F

4

#

细胞因子'购于美国 1T1NK<T'H

公司#C9G和C'AF# 免疫组织化学试剂盒购于北京

中杉金桥生物技术有限公司&

$7!F动物

健康雄性 D "̀ 周龄近交系纯种 C36C='小鼠

"$ 只'体重 % !̀# P'由武汉大学动物实验室提供&

$7GF主要仪器

离心机*水平振荡器*全自动图像分析仪$显微

摄影系统K6M/0YRCGE$'数码相机1,634,)2 J@''联

想奔月 #$$$ 型计算机%等&

!F模型制备及分组'指标检测

!7$F分组

将 "$ 只小鼠随机分为 D 组(病毒感染组 !E 只'

干扰素治疗组 !E 只'空白对照组 !$ 只& 适应性饲

养 ! 周后'病毒感染组*干扰素治疗组分别腹腔注射

柯萨奇CD$'5CD%病毒 $7# /A'空白对照组给予腹

腔注射1CU缓冲液 $7# /A'记为第 $ 天!E'?"

&

!K!FZHXP

%

处理

IB8F

4

$购于美国 1T1NK<T'H 公司' 货号

!$$DD$?%$#$

&

P=支%每支加入 $7# /A生理盐水'

D $$$ 4=/)*离心 E /)* 后'振荡器振荡 D /)*'分装

于 !$ 支 !7E /A洁净消毒T1管中$#$

&

A=支'内含

IB8F

4

#

#$

&

P%'每管分别加入生理盐水至 $7E /A&

保存于 ;#$o冰箱& 每日使用前 D>o水浴箱温浴

D /)*'D $$$ 4=/)*离心 D /)*&

!7GF药物干预

IB8F

4

治疗组从第 ! 天开始'连续 E 2每天经背

部皮肤不同点给予小鼠 IB8F

4

细胞因子 "$$ *P

$$7! /A%'空白对照组和病毒感染组则每天以同样

方法给予等量生理盐水$购于武汉滨湖双鹤制药

厂%& 每天记录小鼠活动*进食*皮毛状况及体重变

化& 死亡小鼠从该组中剔除& 第 % 天分别称重后'

眼球放血并断椎处死所有存活小鼠& 无菌留取心脏

以备检测&

!7%F指标检测

#7"7!&心脏形态学观察&&小鼠常规消毒后'取心

脏放于 "$ P=A的甲醛溶液中固定'常规石蜡包埋*

脱水*染色'在光学显微镜下观察心肌组织病理变

化& 心脏坏死范围和细胞浸润范围用对照双盲法评

分& 心肌病理评分标准($ 分为无心肌损害#! 分为

心肌有 ! 个或 # 个小病灶## 分为心肌有数个小病

灶#D 分为心肌组织有多个小病灶或严重大病灶#"

分为多个大病灶'弥漫性浸润或坏死&

#7"7#&免疫组织化学&&U#1法检测心肌组织中

CW6F#* C3̂表达(石蜡标本脱蜡'蒸馏水冲洗'1CU

浸泡 E /)*'采用微波修复'DS H

#

K

#

去离子水孵育

!$ /)*'滴加正常山羊血清'室温孵育 !E /)*'倾去&

滴加一抗分别为 CW6F# 和 C3̂生物素标记羊多克隆

抗体$!q!$$% ' "o过夜& 1CU 冲洗后滴加二抗$生

物素标记山羊抗小鼠%D>o孵育 !E /)*'1CU冲洗后

滴加辣根酶标记链霉卵白素工作液' D>o孵育

!E /)*'1CU 冲洗后'D' DnF二氨基联苯胺$J9C%显

色'苏木素复染'脱水'透明'封片& 阳性结果判断(

CW6F# 和C3̂均位于胞浆中'均呈棕黄色颗粒& 在

H1I9U#$$$ 型图像$武汉同济千屏影像工程公司%

分析软件上'每个切片随机取 E 个高倍视野'测定一

定面积内阳性信号面积和阳性信号平均灰度值乘

积'阳性信号指数m阳性信号面积 a阳性信号平均

灰度=测定面积a!$$& 严格按试剂盒说明书操作&

!7'F统计学分析

采用 U1UU !D7$ 软件包进行处理'计量资料采

用方差分析'计数资料采用
!

# 检验& 3e$7$E 为差

异有显著性意义'3e$7$! 则差异有非常显著性意

义& 所有数据均以均数b标准差$LbI%表示'组与

组之间采用>检验&

)>%#)
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GF结果

G7$F一般情况

空白对照组活动力强'毛色均匀光泽'食欲旺

盛'体重逐日增加'且无一例死亡& 病毒感染组和

IB8F

4

#

治疗组在接种病毒 # D̀ 2后'均出现不同程

度的精神萎靡*活动减少*食欲减退*毛皮光泽度减

低'出现倒毛现象'伴有腹泻& 体重增长较空白对照

组缓慢'甚至倒退& IB8F

4

#

治疗组则症状相对较

轻& 病毒感染组死亡小鼠 D 只'治疗组死亡 ! 只&

G7!F形态学观察结果

空白对照组(肉眼下小鼠心脏色泽鲜红'富有光

泽& 光镜下心肌组织未见病理改变(心肌细胞呈短

圆柱状'胞浆丰富而红染'胞核卵圆形'位于细胞中

央#无充血*坏死'心肌纤维走行正常&

病毒感染组(肉眼下小鼠心脏色黯红*肿大' 光

镜下可见明显充血*灶性坏死'崩解'以心尖部和室

间隔最为明显'心肌纤维部分断裂'大量炎症细胞浸

润& 主要是淋巴细胞和单核细胞'偶有中性粒细胞&

IB8F

4

#

治疗组(肉眼肿大较病毒感染组明显减

轻'光镜下充血*坏死灶较病毒感染组明显减少'部

分炎症细胞浸润'有少量心肌纤维断裂& 各组心肌

染色图片见图 !& 心肌组织病理评分见表 !&

&&图 $F心肌染色图片$苏木精P伊红# %̂""%F

=(空白对照组心肌组织未见病理改变'无充血*坏死'心肌纤维走行正常#

I(病毒感染组可见组织充血'间有小坏死灶'心肌纤维少量断裂并有大量炎性细胞浸润'主要是淋巴细胞和单核细胞# B(IB8F

4

#

治

疗组可见组织充血*肿胀'坏死灶较病毒感染组明显减少'部分炎症细胞浸润&

&&图 !F免疫组化I8*P! 表达$R=I染色# %̂""%F

=(空白对照组可见少量棕黄色颗粒# I(病毒感染组中几乎见不到棕

黄色颗粒# B(IB8F

4

#

治疗组CW6F# 表达于细胞胞浆中'可见大量棕黄色颗粒&

&&图 GF免疫组化I+M表达$R=I染色# %̂""%F

=(空白对照组几乎为阴性'见不到表达的棕黄色颗粒# I(病毒感染组

C9G表达于细胞胞浆中'可见大量棕黄色颗粒# B(IB8F

4

#

治疗组有少量棕黄色颗粒&

):%#)
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表 $F心肌组织病理评分
$LbI%

组别 鼠数$只% 死亡$只% 心肌病理评分

空白对照组 !$ $ $

病毒感染组 !# D

#7: b$7:

3

IB8F

4

#

治疗组
!" !

!7E b$7E

Z

&&3(与空白对照组比较' >m##7#%' 3e$7$!# Z(与病毒感染组比

较' >mE7#D' 3e$7$!&

GKGF心肌组织中I8*P! 和I+M的表达

CW6F# 和 C3̂的阳性细胞主要为病灶中浸润的

炎症细胞和周围心肌细胞& CW6F# 和 C3̂均表达于

细胞胞浆中'呈棕黄色颗粒$图 #'D%&

病毒感染组*IB8F

4

#

治疗组分别与对照组比

较'CW6F# 阳性信号数指数差异有显著性$>m#:7!#'

!:7:!' 3e$7$!%#C3̂阳性信号指数差异亦有显著

性$>mE#7">' !?7EE' 3e$7$!%& 见表 #&

&表 !F小鼠I8*P! 和I+M 抗原表达水平及比率
$LbI%

组别 鼠数$只% CW6F# 阳性信号指数 C3̂阳性信号指数

空白对照组 !$ "7!: b$7#D #7#D b$7DD

病毒感染组 !#

!7>" b$7!E

3

%7>$ b!7!?

IB8F

4

#

治疗组
!"

:7": b$7"$

Z

"7#> b$7#!

Z

&&3(与空白对照组比较' 3e$7$!# Z( 与病毒感染组比较' 3e

$7$!&

%F讨论

5@'是由嗜心肌病毒引起的心肌炎症浸润*坏

死等病理变化& 传统观念认为心肌炎主要诱发了心

肌细胞坏死'但自 !%%" 年 O3\3*,等!>"首次报告

5@'患儿存在心肌细胞凋亡现象后'陆续有学者通

过对5@'患儿的心肌活检和动物实验证实此观

点!:"

& 目前发现'在5@'中'对细胞凋亡具有调控

作用的基因有 CW6F#*C3̂*0ED*X3R等原癌基因!%"

&

其中CW6F# 家族在调节凋亡中起着最重要的作用&

CW6F# 家族主要包括二大类(一类是抗凋亡基因'包

括CW6F#*CW6F̂6*CW6F\等#另一类是促凋亡基因'包

括C3̂*C32*C3Q等& CW6F# 能干扰促凋亡蛋白 C3̂'

阻止细胞色素 '从线粒体释放入细胞质以激活

W3R03R.R'因此抑制了凋亡!!$"

& 随着凋亡的刺激'

CW6F# 与C3̂的比率决定着细胞的命运'比率升高促

进细胞存活'而降低则促进细胞的死亡!!!"

& 因此本

实验通过检测空白对照组*病毒感染组和干扰素治

疗组小鼠心肌 CW6F# 和 C3̂的表达水平'观察心肌

细胞凋亡情况'以判断 IB8F

4

是否有抑制心肌细胞

凋亡的作用&

目前IB8F

4

用于乙型肝炎等其他病毒感染性疾

病效果肯定'并有浓度依赖性和明显的种属特异

性!!#"

'其结构与I型IB8具有明显的不同& 在正常

状态下'IB8F

4

的/N89在血*脑*肺*卵巢*胰腺*垂

体*胎盘*前列腺和睾丸等多种组织中有微量表达'

在 0,6M$I%F0,6M$ '%双链N89的刺激下'或者在病

毒感染的情况下'(IB8F

4

的/N89含量在多种细胞

中均明显升高!!#"

& IB8F

4

R的信号转导机制类似于

IB8F

/

'两者都是通过诱导受体异二聚体化'活化

+3QFU<9<信号通路'进而发挥抗病毒*抗细胞增殖

等生物学作用& 所不同的是 IB8F

4

R是通过诱导其

独特的
(

型细胞因子受体 'NB#F!#=IB8AN!=IAF

#:N

/

和'NB#F"=IAF!$N

-

异二聚体化!!!"

&

IB8是第一个应用于临床的基因工程产品'

IB8F

/

=

-

在治疗肿瘤和病毒性疾病等方面都取得了

显著的疗效!!D"

& 但会产生发热*疲乏*食欲减退*情

绪低落和骨髓抑制等副作用!!""

& IB8F

4

也被证明在

体内外对多种病毒具有直接的抗病毒效应!!D'!E"

'因

其有望降低副反应而成为目前干扰素的替代治

疗!!?"

& 已有大量资料证明免疫调节治疗对5@'小

鼠心肌具有保护作用!#'!>"

& 但IB8F

4

对柯萨奇病毒

等具无包膜的单链N89病毒是否有效'目前尚缺乏

相关报道& 因此本研究试使用IB8F

4

#

对5@'小鼠

进行干预'观察心肌苏木精F伊红染色切片并用免疫

组织化学方法检测心肌 CW6F# 和 C3̂的表达水平'

为临床5@'尤其是重症 5@'的治疗探寻新的方

法&

本研究结果表明'IB8F

4

#

治疗组小鼠心肌病理

改变明显轻于病毒感染组'且差异具有显著性$3e

$7$!%#空白对照组心肌 CW6F# 和 C3̂均有少量表

达'CW6F#=C3̂约为 !7%#感染组心肌 CW6F# 表达明显

减少' C3̂ 表达显著增加' CW6F#=C3̂ 比值极低

$ e$7#%'该组小鼠心肌细胞凋亡大量增加'并与心

肌病理变化程度相符#而 IB8F

4

#

治疗组 CW6F# 表达

明显增加'C3̂表达明显低于感染组但高于对照组'

CW6F#=C3̂比值接近 #7$'因此凋亡细胞数明显少于

感染组'其病理变化程度也明显轻于感染组& CW6F#

和C3̂主要表达于炎症反应灶中浸润的炎性细胞及

周围心肌细胞的胞浆& 提示 IB8F

4

#

通过上调 CW6F#

和下调C3̂'改变 CW6F#=C3̂比率来抑制凋亡'从而

减轻心肌病理改变程度'因此其对5@'心肌有保护

作用&

随着对干扰素F

4

研究的进一步深入'应用

IB8F

4

治疗 5@'成为一种可能& 本研究通过对

'5CD 小鼠早期使用 IB8F

4

#

'显著改变心肌 CW6F# 和

)%%#)
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C3̂水平'也减轻了心肌细胞的损害程度'并减少死

亡率& 本实验未能对各组小鼠血浆*心肌等部位

IB8F

4

的 /N89进行动态监测'实属不足'且针对

IB8F

4

作用机制的说明'均是立足于前人之上的'并

未对W3R03R.R等进行专门研究& 综上所述'IB8F

4

对

5@'心肌细胞有保护作用'本实验为 IB8F

4

在治疗

5@'的临床应用提供了一定的理论依据'也为进一

步研究提供新的平台&
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