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&&!摘&要"&目的&临床显示川芎嗪对病毒性心肌炎有治疗作用)但机制不明)该研究拟探讨川芎嗪对病毒感

染的心肌细胞的作用及信号转导机制( 方法&利用培养的 L043;:.MU3Z6.I乳鼠心肌细胞)分为空白对照组$心肌

细胞正常培养%,阴性对照组$心肌细胞加入川芎嗪至终浓度 !$$

$

/,6Oc后培养%,病毒感染组!心肌细胞感染柯萨

奇病毒B=$'5B=%",川芎嗪干预组$心肌细胞感染病毒后加入终浓度 !$$

$

/,6Oc川芎嗪干预%( 观察心肌细胞搏

动频率及培养液中乳酸脱氢酶$cUK%活性( 采用T.J-.4* G6,-测定 8̀ M

0

B蛋白表达变化)\RR法检测心肌细胞活

性( 结果&病毒感染组与川芎嗪干预组比较)心肌细胞搏动频率明显降低$=#7$ f=7? 次O/)* [J">7= f=7D 次O/)*)

Cg$7$!%)细胞病变加重)cUK活性显著升高$Cg$7$D%( 川芎嗪干预组细胞 8̀M

0

B蛋白表达明显低于病毒感染组

$Cg$7$!%)存活率明显高于病毒感染组!$"?7@ f#7@%Q [J$=D7= f=7>%Q) Cg$7$!"( 结论& 在病毒性心肌炎时

川芎嗪可以抑制 8̀ M

0

B的表达)起到保护心肌细胞的作用( !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&&%U '&#""

!关&键&词"&心肌炎#柯萨奇B= 病毒#核转录因子M

0

B#川芎嗪#大鼠

!中图分类号"&S<==&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!$$" <""=$$#$$%%$" <$?"@ <$>

F0-/17/)@11<<17/.-</1/0*21/865E60*a),1-,0*/26-7*03)*57155.),<17/13:6 C-;.*7[O

)1@)04.Z= *,3)/..)+,*5/0*,.347/)-,2178*,).2

45"#830&1;/') -6"#$-0') .5#;/0&1+,0'<=7>0?@A7'@&B*A7?(7'EG) ;/0'(G0 -&J>/@0F) M7'@?0F2&,@3 6'/L7?J/@G)

M30'(J30 >!$$$") M3/'0 $4/0' 81;) *A0/F* U/0'O3TX3&@A0/F<E&A%

&&=:./0*7/* >:?17/)@1&R,J-:2I-(.04,-.F-)[..YY.F-J,Y-.-43/.-(I60I43])*.$R\1A% ,* 43-/I,F342)36F.66J)*Y.F-.2

GI',HJ3F_).[)4:JB= $'5B=% 3*2 )-JJ);*36-43*J2:F-),* /.F(3*)J/7A1/8-3.&R(.F:6-:4.2 /I,F342)36F.66J,Y

*.,*3-36L043;:.MU3Z6.I43-JZ.4.43*2,/6I-4.3-.2 Z)-( '5B=) '5B= oR\1A$!$$

$

/,6Oc%) R\1A$!$$

$

/,6Oc%

$*.;3-)[.F,*-4,6% ,4U\W\$G63*_ F,*-4,6%79Y-.4-4.3-/.*-) -(.G.3-)*;43-.,Y/I,F342)36F.66J3*2 -(.cUK3F-)[)-I)*

-(.F:6-:4.Y6:)2 Z.4./.3J:4.27'.66[)3G)6)-IZ3J3JF.4-3)*.2 Z)-( \RR3JJ3I7T.J-.4* G6,-Z3J:J.2 -,J-:2I-(.

.H04.JJ),* ,Y*:F6.34Y3F-,4_3003MB$8̀ M

0

B% 04,-.)* )* /I,F342)36F.66J7B1.45/.&R(.G.3-)*;43-.,Y/I,F342)36F.66J)*

-(.:*-4.3-.2 '5B= )*Y.F-),* ;4,:0 Z3JJ);*)Y)F3*-6I6,Z.4-(3* -(3-)* -(.R\1AM-4.3-.2 '5B= )*Y.F-),* ;4,:0 $=#7$ f

=7? G0/[J">7= f=7D G0/) Cg$7$!%7R(.cUK3F-)[)-I3*2 8̀M

0

B.H04.JJ),* )* -(.R\1AM-4.3-.2 '5B= )*Y.F-),*

;4,:0 Z3JJ);*)Y)F3*-6I4.2:F.2 Z(.* F,/034.2 Z)-( :*-4.3-.2 '5B= )*Y.F-),* ;4,:0 $Cg$7$D) Cg$7$!) 4.J0.F-)[.6I%7

'.66[)3G)6)-I@ 23IJ3Y-.4'5B= )*Y.F-),* )* -(.R\1AM-4.3-.2 ;4,:0 Z3J();(.4-(3* -(3-)* -(.:*-4.3-.2 '5B= )*Y.F-),*

;4,:0 !$"?7@ f#7@%Q [J$=D7= f=7>%Q# Cg$7$!"7C-,754.)-,.&R\1AF3* 04,[)2.04,-.F-)[..YY.F-J,* 43-

/I,F342)36F.66J)*Y.F-.2 GI'5B=) 0,JJ)G6IGI3* )*()G)-),* ,Y-(.3F-)[)-I,Y8̀M

0

B)* /I,F342)36F.66J7

!C8),D C-,/12EF13)*/0) !""#) $$ $%%*&%U '&#""

&&G16 9-03.*&\I,F342)-)J# ',HJ3F_).[)4:JB=# 8:F6.34Y3F-,4_3003MB# R.-43/.-(I60I43])*.# S3-J

&&病毒性心肌炎$[)436/I,F342)-)J)5\'%是常见

的小儿心脏急症)其中暴发型心肌炎致死率一直居

高不下)其发病机制至今尚未完全阐明( 病毒的直

接损伤作用和免疫机制$包括病毒诱导的免疫和自

身免疫反应%参与了 5\'的致病!!"

( 8̀ M

0

B是调

节基因转录的关键因子之一)参与许多基因特别是

与机体防御功能和炎性反应有关的早期应答基因的

调控!#"

( 川芎嗪是中药川芎的主要生物碱)其化学

结构是 =) D) ?M四甲基吡嗪 $-.-43/.-(I60I43])*.)

R\1A%)治疗病毒性心肌炎具有一定的效果!="

)但

具体机制尚不十分清楚( 本研究采用体外培养的胎

鼠原代心肌细胞)通过观察 8̀ M

0

B在川芎嗪干预后

+@"?+
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感染病毒心肌细胞中的表达)探讨川芎嗪对5\'的

保护作用及其分子机制(

$H材料与方法

$7$H材料

嗜心性柯萨奇病毒 B= 83*FI株 $/I,F342)-)F

F,HJ3F_).[)4:JB=)'5B=%购自上海实验动物研究中

心病毒室#出生 = ND 2 的 L043;:.MU3Z6.I$LU%大鼠

购自中南大学湘雅医学院实验动物中心)雌雄不拘(

$7!H主要试剂

川芎嗪$上海邦宇生物技术公司%#U\Lb$美国

9/4.JF,公司%# 8̀ M

0

B抗体 $'36G),F(./公司%#

U\W\$美国V)B'b公司%#噻唑蓝!=M$>)DM二甲基

噻唑M#%M#)DM二苯基氯唑溴盐)\RR"$L);/3公司%#

小牛血清$杭州四季青生物工程有限公司%( 其余

试剂均为国产分析纯(

$7IH方法

!7=7!&心肌细胞的分离培养&&取出生 = ND 2 的

LU大鼠心室部分剪成小块)将其转入装有 $7!Q胰

酶消化液中 =@l分次消化$每次 !$ /)*%= 次( 收

集每次消化后的上清 "$$ 4O/)* 离心 !$ /)*)弃上

清)用含有 #$Q胎牛血清的U\W\液悬起沉淀( 按

需要调整细胞数( 采用差速贴壁法纯化( 用台盼蓝

染色观察细胞成活率( 将成活的心肌细胞放入培养

液于 =@l)DQ 'b

#

进行培养( #> ( 后心肌细胞贴

壁并开始搏动)@# (后细胞伪足展开(

!7=7#&心肌细胞感染模型的建立&&将 '5B= 株

接种在心肌细胞上测 D$Q组织感染率$D$Q -)JJ:.

F:6-:4.)*Y.F-)[.2,J.)R'CU

D$

%)选择 !$$ R'CU

D$

作为

实验接种浓度( 将心肌细胞在培养的第 = 天加入

!$$ R'CU

D$

'5B= 病毒液 !$$

$

c)并于培养第 @ 天用

细胞变性效果法$F.66FI-,03-()F.YY.F-)'1W%观察细

胞病变(

!7=7=&实验分组&&分为空白对照组$心肌细胞

加等量的U\W\液正常培养%,阴性对照组$心肌细

胞加入川芎嗪至终浓度 !$$

$

/,6Oc后正常培养%,

'5B= 病毒感染组 $心肌细胞感染 '5B= 病毒%,

R\1A组$心肌细胞感染病毒后加入终浓度 !$$

$

/,6Oc川芎嗪干预%( 始终遵循各组细胞培养条件

换液培养至 @ 2(

!7=7>&心肌蛋白制备&&将 > 组细胞用 $7$#Q

WUR9悬起)离心弃上清( 将细胞沉淀用1BL 冲洗 #

次后加入细胞裂解液)冰上孵育 !D /)*)!$ $$$ 4O/)*

离心 !$ /)*)取上清得到蛋白( 用 B),S32 试剂盒测

定蛋白浓度(

!7=7D&免疫印迹"T.J-.* G6,-#法测定 8̀ M

0

B蛋白

含量&&取等量的蛋白经 LULM19VW电泳分离后)

将其转移到硝酸纤维素膜上( 用 D$ ;Oc脱脂奶粉

封闭$>l)!# ( %( 1BLR洗膜 = 次后加入一抗$8̀ M

0

B抗体%)=@l孵育 # (( 1BLR冲洗( 加入辣根过

氧化物酶标记的二抗)室温下孵育 >$ /)*)1BL 冲

洗( W'c显色曝光)胶片显影( 测吸光度值$9%(

!7=7?&心肌酶活性测定&&> 组细胞分别在感染

病毒后第 !)=)D 天取培养上清液用全自动生化分析

仪检测心肌细胞乳酸脱氢酶$cUK%(

!7=7@&\RR法检测细胞活性&&将在培养瓶中培

养了 = 2 的原代心肌细胞用 $7$#Q的 WUR9悬起)

按每孔 !$

? 个细胞接种于 %? 孔板( 每排 " 个孔)每

一排为一组分组( 同上述方法对每一组行不同处

理)继续培养 @ 2( 随后)每孔加 \RR$D /;O2c%

#$

$

c)孵育 > ()终止培养)弃培养液( 每孔加入

!D$

$

c二甲亚砜)振荡 !$ /)*)结晶溶解( 在 "k

>%$ */时测值( 反复测 = 次取均值( 每孔 "值减

空白孔"值为测试孔值(

$7MH统计学分析

资料用均数f标准差$TfJ%表示)多组间比较

采用方差分析9检验)多组间两两比较采用 cLU法

检验和重复测量的方差分析)Cg$7$D 为差异有显

著性( 使用 L1LL !=7$ 软件进行统计学分析(

!H结果

!7$H各组心肌细胞细胞搏动的变化

病毒感染组心肌细胞博动每分钟 $ =#7$ f

=7?%O次)与川芎嗪干预组的$">7= f=7D%O次相比)

差异有显著性$@k=D7#?D)Cg$7$!%)表现为搏动

频率减慢,搏动幅度减弱,节律不齐)有部分停搏)部

分细胞搏动幅度强弱不等#空白对照组心肌细胞每

分钟$%"7# f=7@%O次和阴性对照组每分钟$%?7% f

>7!%O次)搏动频率相对恒定)节律规则)两组间差

异无显著性$CP$7$D%#川芎嗪干预组心肌细胞每

分钟搏动频率低于空白对照组和阴性对照组)差异

均有非常显著性$@k=7%!%)Cg$7$!# @k=7@@#)

Cg$7$!%(

!J!HXSO

#

Z在心肌细胞中表达变化

T.J-.4* G6,-检测结果显示在病毒感染组 8̀M

0

B

表达显著高于空白对照组$@k#%7!??)Cg$7$!%#

川芎嗪干预组较病毒感染组的 8̀ M

0

B表达显著降

低$@k#=7@%#)Cg$7$!%#川芎嗪对正常心肌细胞

+""?+
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8̀ M

0

B表达无明显影响$@k#7>%?)CP$7$D%)见图

!)图 #(

!"#$%

&#'()*+

, - . /

&&图 $H免疫印迹法检测川芎嗪对XSO

#

Z蛋白表达的影

响$*b&%H

!*空白对照组##*阴性对照组#=*病毒感染组#>*川芎

嗪干预组

!"#

$
%
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'
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!

"
#

$

%&'()

)*++

+*,+
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+-/+

+-01

+-++

*+'(),-./)01234)

&&图 !H川芎嗪对心肌细胞XSO

#

Z蛋白表达的影响$*b

&%H

3*与病毒感染组比较)Cg$7$!#G*与阴性对照组比较)Cg$7$!

!7IH川芎嗪对病毒感染后心肌细胞乳酸脱氢酶的

影响

病毒感染组cUK明显升高)川芎嗪干预组cUK

也明显升高)但较病毒感染组显著为低$@k=7#>?)

Cg$7$D)图 =%( 加入川芎嗪的阴性对照组 cUK活

性与空白对照组之间差异无显著性$CP$7$D%(

!"#

!"#

!"#

$%&'((

)*&'&&

)&&'&&

+&'&&

,&'&&

%&'&&

*&'&&

&

-
.
/
!
0
1
2
-
"

#$!3"

( ) 4 5

%&'()*

+,-.*

/0-.*

1234*

&&图 IH各组心肌细胞悬液中 T(Q活性的变化$*b&%

H

3*与病毒感染组比较)Cg$7$D#G*与阴性对照组比较)Cg$7$D

!7MH川芎嗪对心肌细胞的保护作用

川芎嗪作用于病毒感染的细胞 @ 2 时)!$$ /;Oc

川芎嗪干预组细胞存活率为$"?7@! f#7?"%Q)显

著高于病毒组$=D7#@ f=7=@%Q)$@k#?7@!")Cg

$7$!%( 空白对照组和阴性对照组细胞存活率均高

于病毒组 $@k=!7?D")Cg$7$!#@k==7@?!)Cg

$7$!%( 培养液中加入川芎嗪对心肌细胞活性无显

著影响!$%@7?" f$7?@%Q [J$%%7DD f$7D#%Q)

@k!7D"?)CP$7$D")见图 >(

!

!
"

#
$

%
&

'
(
"
)

*+,-.

#$$

%$

&$

'$

($

$

/0,-. 1234. 56789.

&&图 MH培养 U 3后各组细胞存活率$*b%%H

3*与病毒感

染组比较) Cg$7$!

IH讨论

5\'是临床上较为常见的小儿心脏急症)近年

来5\'的发病呈上升趋势)其中暴发型心肌炎患儿

病情凶险)预后不佳)一直缺少特效的治疗方法(

'5B= 是引起心肌炎的主要病毒!>"

)5\'的发病机

制目前一般认为与病毒对心肌的直接损伤和免疫反

应对心肌的损伤有关!D)?"

#有研究证实 5\'患儿急

性期,迁延期的细胞免疫,体液免疫均处于增强状

态)支持免疫反应是 5\'心肌损伤的机制之一!@"

(

而 8̀ M

0

B可被病毒,炎性介质等激活而从胞浆进入

细胞核中)调控炎症和免疫反应)调控细胞的增殖和

凋亡相关基因的表达!")%"

( 8̀ M

0

B信号转导通路属

于受调蛋白水解酶依赖的受体信号转导通路)在

8̀ M

0

B激活后)可诱导表达C'9\M!,)8bL,R8̀M

-

和

CcM! 等!!$)!!"

)进而造成心肌的炎症反应,损伤,凋亡

和坏死!!#"

( 研究 8̀ M

0

B在 5\'中的激活)减少

5\'促炎基因表达)减轻心肌组织损伤和炎症反应

或许能从深层次探讨 5\'的发病机制)对改善

5\'预后有重要意义(

川芎嗪作为中药川芎的有效成分已经广泛用于

临床治疗)具有扩张冠状动脉)降低冠脉阻力)增加

冠脉血流量)促进动脉微循环)改善心肌供氧及明显

的心肌保护作用!!="

( 新近研究显示川芎嗪有明显

+%"?+
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的抑炎作用!!>"

)但参与其中的信号传导机制尚不

清楚(

本实验发现川芎嗪可降低cUK产生)并且提高

'5B= 感染心肌细胞的存活率)改善其搏动功能)提

示川芎嗪对'5B= 感染的心肌细胞可起到肯定的保

护作用( 同时应用免疫印迹法检测心肌细胞中的

8̀ M

0

B表达的结果发现)川芎嗪降低了 '5B= 感染

心肌细胞中 8̀ M

0

B的表达)提示川芎嗪可能通过下

调'5B= 感染后心肌细胞中 8̀ M

0

B表达而抑制 8̀ M

0

B信号传导通路)进而抑制病毒感染继发的炎症反

应起到保护心肌细胞的作用( 此外)本实验亦证明

川芎嗪不影响正常细胞中 8̀ M

0

B的表达)且对正常

心肌细胞生理活性无明显影响)具有较高的安全性(

根据以上实验结果)我们认为川芎嗪可以抑制

'5B= 感染后心肌细胞的 8̀ M

0

B信号转导通路)而

且川芎嗪通过该机制抑制病毒的对心肌细胞的继发

炎症损伤)但不影响正常心肌细胞的功能( 然而)由

于本实验是在离体培养乳鼠心肌细胞中进行的)因

此有关川芎嗪对5\'的作用及机制尚需整体动物

模型的进一步研究和更多的临床资料加以证实和
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