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病毒性心肌炎小鼠心肌细胞凋亡和坏死的研究

王述昀，马沛然，牟道玉

（山东大学医学院病理生理教研室，山东 济南 #=$$"#）

［摘 要］ 目的 探讨病毒性心肌炎小鼠心肌细胞的凋亡与坏死之间的相互关系。方法 用!周龄?148／@
雄性小鼠腹腔接种柯萨奇?:病毒（%3?:）制成病毒性心肌炎小鼠模型，采用膜联蛋白3联合/A染色双参数技术

（B((,C’(3／/A）在流式细胞仪上定量检测心肌细胞的凋亡和坏死。结果 病毒性心肌炎小鼠心肌细胞的凋亡百

分率和坏死百分率均显著高于正常对照小鼠（!"$5$"），并且心肌细胞凋亡百分率及坏死百分率均与心肌病理积

分呈正相关（"D$5;$，!"$5$"和"D$5<:，!"$5$"）。结论 病毒性心肌炎小鼠同时存在着心肌细胞的凋亡

和坏死，两者均与心肌病理损害程度密切相关，为病毒性心肌炎的重要病理过程。
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<+03#-)%： MV*@120’+’R，Q’214；MV*@120’14@,44；B.*.+*R’R；6,@2*R’R；M*JR,

细胞凋亡，即细胞程序化死亡，是不同于细胞坏

死的另一种细胞死亡。近年研究发现心脏疾患中心

肌细胞的死亡不仅仅由细胞坏死引起，还有部分是

由于细胞凋亡造成的。我们采用膜联蛋白3（B(K
(,C’(3）联合碘化丙啶（/A）染色双参数技术即B(K
(,C’(3／/A法定量检测了柯萨奇?:病毒（%3?:）所

致心肌炎小鼠心肌细胞的凋亡与坏死，并对两者间

的关系进行了研究。

= 材料和方法

=5= 病毒与动物

%3?:（61(@V株）由山东省医学科学院提供，在

Y,41细 胞 上 传 代 繁 殖，并 冻 融:次，病 毒 滴 度 为

"$;5=P%AO=$／-4。!$只!周龄?148／@雄性小鼠由

中国医学科学院实验动物研究所提供（二级实验动

物），随机等分为#组：实验组每只小鼠腹腔接种
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!"#$%#!&"’()*+’!／$%的),-.病毒液；对照组接

种!"#$%不含病毒的/01%2’3液。接种后.4，&4，

#!4，#54每组分别处死’只小鼠，无菌取心脏，一

半心脏用56多聚甲醛固定，作常规病理切片；一半

心肌组织剪碎为!"’$$.碎块，用!"#6胰蛋白酶消

化’次，提取心肌细胞。

!"" 病理学检查及结果半定量

光镜 下 观 察 7/ 染 色 心 肌 病 理 改 变，采 用

829:0%%0法［#］计算心肌病理积分，即每张切片取’
个高倍视野，计算每个视野中炎性细胞浸润及坏死

区域面积与整个视野的面积之比。无病变计!分，

病变!;’6计#分，;’6!’!6计;分，’!6!&’6
计.分，"&’6计5分。

!"# <==2>?=,／@*法定量检测心肌细胞凋亡及坏死

<==2>?=,／@*试剂由北京医科大学免疫室惠赠。

将提取的心肌细胞用@-A将细胞浓度调为#!B／$%，

分别加入#!"%C*()D<==2>?=,及#!"%@*，混匀，室

温下避光放置#’$?=，上流式细胞仪（C<)AE0=美国

-+公司）进行分析，C*()受激发后发绿色荧光，@*发

红色荧光，每份标本收集#!!!!个细胞，在F0E?=GH3I
JK04L0B’!计算机上用)2%%JK23G@%HG软件分析数据，

7@D+23:M2G#;!!)／@A打印机打印结果。

!"$ 统计学处理

实验数据用#!N"表示，组间比较用#检验和

相关分析。

" 结果

""! 病理学检查

实验组小鼠均存活并出现不同程度的心肌病理

改变，心肌组织可见局灶性炎症病变，以炎性细胞浸

润为主，有散在的心肌变性坏死，严重者心肌广泛坏

死、钙化；心肌病变积分平均为;"!’N!"&5。对照组

小鼠心肌为正常心肌表现，无病理改变。

""" 心肌细胞的凋亡与坏死

正常小鼠心肌细胞也存在凋亡，但无坏死存在；

病毒性心肌炎小鼠心肌细胞的凋亡百分率与坏死百

分率均显著高于正常对照小鼠（$!!"!#），见表#。

凋亡 百 分 率 与 坏 死 百 分 率 两 者 呈 正 相 关（% O
!"&.，$!!"!#），见图#。正常细胞C*()及@*均

低染（C*()P，@*P），在流式细胞分析图上为左下象

限细胞簇，见图;<；凋亡细胞C*()高染而@*低染

（C*()Q，@*P），图上显示为右下象限细胞簇；坏死

细胞C*()及@*均高染（C*()Q，@*Q），图上显示为

右上象限细胞簇，见图;-。

表! 实验组和对照组心肌细胞凋亡与坏死百分率比较

%&’()! )H$R0L?3H=HSGI2R2LE2=G012HSE0L4?0EE2%%K%0L
0RHRGH3?30=4=2ELH3?3T2GU22=GI2V?L0%$WHE0L4?G?3
1LHKR0=4GI2EH=GLH%1LHKR （=O’，#!N"，6）

组别 时间 细胞凋亡 细胞坏死

对照组 第.天 !"!XN!"!# !
实验组 Y"!’N!"Y.0 .";YN!"&B0

对照组 第&天 !"#!N!"!# !
实验组 #.";&N#"!X0 #!".XN#";’0

对照组 第#!天 !"!YN!"!; !
实验组 #X".;N#"’X0 ##"#&N#"#X0

对照组 第#5天 !"!&N!"!; !
实验组 #5";BN#".50 #."’BN#"BY0

注：0$”与对照组相比$!!"!#

""# 心肌细胞凋亡与坏死和病理积分的关系

心肌细胞凋亡与坏死百分率同心肌病理积分均

呈显著直线相关（%O!"&!，$!!"!#；%O!"Y.，

$!!"!#），见图.。

图! ),-.心肌炎小鼠心肌细胞凋亡与坏死百分率相关分析图

*+,-.)! )HLL2%0G?H=T2GU22=GI2R2LE2=G012HS$WHEWG23
0RHRGH3?30=4$WHEWG23=2ELH3?3?=),-.$KL?=2$WHE0L4?G?3

图" 正常小鼠（;<）和感染),-.第#!天心肌炎小鼠（;-）

心肌细胞凋亡和坏死流式分析图

*+,-.)" <RHRGH3?30=4=2ELH3?3HS$WHE0L4?0%E2%%3U?GI
S%HUEWGH$2GLW?=GI2=HL$0%$HK32（;<）0=4$HK32

HS#!40SG2L),-.$WHE0L4?G?3
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图! !"#$心肌炎小鼠心肌细胞凋亡与坏死百分率和心肌

病理积分的相关分析图

"#$%&’! !%&&’()*+%,-’*.’’,*/’0’&1’,*)2’%3
45%15*’6)0%0*%6+6%&,’1&%6+6),7*/’45%1)&7+)(
/+6*%0)*/%(%2+1)(61%&’+,!"#$48&+,’45%1)&7+*+6

! 讨论

细胞的死亡方式有两种：一种是病理学上的细

胞坏死，一种是生理上的细胞程序化死亡即细胞凋

亡。细胞凋亡是与坏死截然不同的两个过程，细胞

凋亡常在有害信号的温和刺激下或个体发育中发

生［9］，形态学特点是细胞体积小、核染色质浓缩、核

仁裂解、:;<碎片化、出现凋亡小体，但不诱发炎

症。而细胞坏死是细胞遭受到致死性损伤后发生的

细胞死亡，其形态学特点为细胞肿胀、细胞膜破裂、

胞浆内容物外泄，引发组织器官发生一系列炎症

反应。

细胞凋亡的定量检测常需借助流式细胞仪检

查。最早出现的是=>染色法，但该法不能检出早期

凋亡细胞。目前国内外最为常用的是检测:;<断

裂点的核酸末端标记法（?@;AB），该法可检出早期

凋亡细胞，灵敏性较高，但缺点是坏死细胞亦呈现阳

性，因而特异性降低。CDDE年"’&4’6首次使用荧

光素标记的膜联蛋白"（F>?!G<,,’H+,"）联合=>
染色双参数技术定量检测凋亡细胞，该法可将正常

细胞、凋亡细胞、坏死细胞区分开来，而且细胞无需

固定，因此该法省时、方便，凋亡检出率更有特异性，

结果更为可靠。

诱导细胞凋亡的因素很多，凋亡和坏死在病因

方面并无严格的界限，同一种因素既能诱导细胞凋

亡，也能产生坏死，而细胞死亡的类型取决于其所受

损害的严重程度而不是损害本身的性质［$］。病毒

是调控细胞凋亡的重要因素之一。病毒感染后，一

方面机体运用细胞凋亡的手段，通过牺牲个别细胞

来消除外物；另一方面，病毒为维持自身的存活与繁

殖，调控宿主细胞凋亡，引起宿主病理损伤［I］。我

们通过采用<,,’H+,"／=>双参数法对!"#$感染

的心肌炎小鼠心肌细胞的凋亡和坏死进行了定量检

测，并同病理改变进行对照研究，结果发现!"#$心

肌炎小鼠心肌细胞凋亡百分率和坏死百分率显著高

于正常小鼠，且心肌细胞凋亡与坏死呈直线相关，两

者均与病理改变程度密切相关。以上说明细胞凋亡

可与细胞坏死同时存在，心肌细胞的死亡可能是以

细胞凋亡开始的，随着病毒、缺血、缺氧等有害因素

的刺激，细胞凋亡增加，更进一步加重细胞的缺血、

缺氧，直到造成细胞坏死，使凋亡与坏死交替发生。

因此，通过挽救、阻止心肌细胞凋亡，减少心肌细胞

坏死，将会为病毒性心肌炎的治疗开辟新的途径。
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