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雷帕霉素对柯萨奇病毒 Ｂ３诱导的
心肌成纤维细胞 ｅＩＦ４Ｅ表达的影响
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（中南大学湘雅三医院儿科，湖南 长沙　４１００１３）

　　［摘　要］　目的　探讨雷帕霉素对柯萨奇病毒Ｂ３诱导的心肌成纤维细胞ｅＩＦ４Ｅ表达的影响，寻找病毒性心
肌炎的药物治疗靶点。方法　选用ＭＯＩ为０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的柯萨奇病毒 Ｂ３感染心肌成纤维细胞，利用细胞形态及
ＲＴＰＣＲ法检测细胞内柯萨奇病毒Ｂ３ｍＲＮＡ表达，确定柯萨奇病毒 Ｂ３成功感染心肌成纤维细胞。以１０ｎＭ雷帕
霉素干预，采用ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对照组、病毒组（ＭＯＩ为０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ）、雷帕霉素组及病毒＋雷帕霉素
组ｅＩＦ４Ｅ表达。结果　ＭＯＩ为０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的柯萨奇病毒Ｂ３感染心肌成纤维细胞，透射电镜下可见细胞形态改
变，胞浆内可见病毒颗粒。ＲＴＰＣＲ结果显示：感染后第１天、第２天、第３天及传代后第２天细胞有病毒ｍＲＮＡ表
达。ＲＴＰＣＲ检测上述４组的 ｅＩＦ４Ｅ／βａｃｔｉｎ光密度比值分别为：０．７３±０．０７，０．８７±０．０３，０．３２±０．０３，０．５６±
０．０４；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ灰度值分别为：０．７９±０．０９，１．３５±０．１２，０．５５±０．０４，０．６２±０．０７；ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示：病毒组ｅＩＦ４Ｅ表达高于对照组，雷帕霉素组和病毒＋雷帕霉素组低于对照组及病毒组（均Ｐ＜０．０５）。结论　
柯萨奇病毒Ｂ３可感染心肌成纤维细胞，并使ｅＩＦ４Ｅ表达增加，雷帕霉素可抑制其表达，提示心肌成纤维细胞可能
通过ｍＴＯＲ／ｅＩＦ４Ｅ信号通路参与病毒性心肌炎的发病机制，雷帕霉素对病毒性心肌炎有潜在的治疗作用。
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　　病毒性心肌炎（ｖｉｒａｌｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＶＭ）是临床上
较为常见的小儿心脏疾病，近年来 ＶＭ的发病呈上
升趋势［１］。心肌成纤维细胞是心脏主要的间质细

胞，其分泌的Ⅰ型和Ⅲ型胶原构成心肌间质网络的
基本结构，心肌成纤维细胞的功能及结构改变在心

肌纤维化发展过程中起着十分重要的作用，因而研

究ＶＭ心肌成纤维细胞的结构和功能、防治心肌纤
维化已成为目前研究的热点［２，３］。

某些信号通路活化对ＣＶＢ３感染易感性有决定
性作用［４，５］，ＣＶＢ３可加强 Ｈｅｌａ细胞中 Ａｋｔ的 ４７３
位丝氨酸和３０８位苏氨酸残基磷酸化，导致蛋白激
酶活化，触发 Ａｋｔ信号活化［６］，同时 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ又可
为病毒复制提供一个支持的介质，利于病毒感染后

宿主细胞的存活。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍ
ｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）又位于 Ａｋｔ的下
游，真核起始因子（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ｅＩＦ）
是ｍＴＯＲ的下游底物，当生长信号激活 ｍＴＯＲ后，
ｅＩＦ４Ｅ脱落，从而启动蛋白质的翻译［７］，ｅＩＦ４Ｅ通
过调节ｍＲＮＡ的输出速度而影响细胞生长和细胞
周期进程，促进细胞生长、增殖。用 ｍＴＯＲ抑制剂
雷帕霉素抑制ｍＴＯＲ／ｅＩＦ４Ｅ信号通路，对于探讨病
毒性心肌炎的发病机制，寻找药物治疗靶点具有重

要意义。

１　材料与方法

１．１　材料
Ｈｅｌａ细胞由中南大学湘雅医学院肿瘤研究所

惠赠。嗜心性柯萨奇病毒 Ｂ３Ｎａｎｃｙ株（ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｃ
ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ３，ＣＶＢ３）由上海第二医科大学微生
物教研室惠赠。

１．２　主要试剂
雷帕霉素（美国 ＣＳＴ公司）；ＤＭＳＯ（美国 Ａｍ

ｒｅｓｃｏ公司）；逆转录试剂盒（美国 ＭＢＩＦｅｒｍｅｎｔａｓ公
司）；Ｔｒｉｚｏｌ（美国 ＧｉＢＣＯ公司）；抗 ｅＩＦ４Ｅ单克隆抗
体（美国ＣＳＴ公司）；ＤＭＥＭ（美国 ＧｉＢＣＯ公司）；小
牛血清（杭州四季青生物工程有限公司 ）。

１．３　方法
１．３．１　乳鼠心肌成纤维细胞的培养和传代　　参
照刘丹等［８］的方法进行改良。

１．３．２　病毒的扩增　　Ｈｅｌａ细胞用含１０％小牛血
清的ＤＭＥＭ培养液培养，在对数生长期接种病毒，
每天观察，当９０％的细胞出现细胞病变效应后，收
集病毒液，重复３次，病毒悬液分装于 －８０℃保存。
用ＲｅｅｄＭｎｅｎｃｈ法测定病毒滴度。

１．３．３　不同滴度的 ＣＶＢ３感染心肌成纤维细胞　
　取培养第２代的心肌成纤维细胞，当７０％ ～８０％
融合时，分别加入含重复感染率（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎ
ｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为 ０．２ＰＦＵ／ｃｅｌｌ，０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ，
１．０ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的ＣＶＢ３，置３７℃、５％ＣＯ２培养箱中孵
育，在倒置显微镜下观察细胞形态的改变。

１．３．４　用ＭＯＩ为０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的 ＣＶＢ３感染心肌
成纤维细胞　　通过细胞形态及ＲＴＰＣＲ检测细胞
内ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表达，确定 ＣＶＢ３可感染心肌成纤
维细胞。

１．３．５　实验分组　　共分４组。对照组：正常心肌
成纤维细胞；病毒组：ＭＯＩ为０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的 ＣＶＢ３
干预心肌成纤维细胞；雷帕霉素组：１０ｎＭ雷帕霉素
干预心肌成纤维细胞；病毒 ＋雷帕霉素组：ＭＯＩ为
０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的 ＣＶＢ３和１０ｎＭ雷帕霉素同时干预
心肌成纤维细胞。以上４组均在干预后４８ｈ，观察
细胞形态、抽提ＲＮＡ及蛋白。
１．３．６　ＲＴＰＣＲ引物序列　　βａｃｔｉｎ正向引物：５′
ＣＴＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴＧＡＣ３′，反向引物：
５′ＴＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＡＣＣＡＧＡＣ３′，产物长
度５８７ｂｐ；ｅＩＦ４Ｅ正向引物：５′ＴＣＧＣＣＴＴＴＧＴＣＴＴＧ
ＴＡＣＴＴＣ３′，反向引物：５′ＡＡＣＡＴＣＴＡＧＣＡＧＣＣＡＴ
ＣＡＧＣ３′，产物长度 ３５５ｂｐ；ＣＶＢ３正向引物：５′ＴＧ
ＧＴＧＧＧＣＴＡＴＧＧＡＧＴＡＴＧＧ３′，反向引物：５′ＣＡＣＴＧ
ＧＡＴＧＧＧＧＴＧＴＴＧＴＣＴ３′，产物长度３３６ｂｐ。
１．３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　各组细胞用蛋白裂解液在
冰浴下裂解，获取全细胞裂解液，检测蛋白浓度后，

取１００μｇ的蛋白上样，聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分
离，转膜，以５％脱脂牛奶室温封闭１ｈ，加一抗过
夜，漂洗后加脱脂牛奶稀释的辣根过氧化物酶标记

的二抗，室温反应１ｈ，化学发光底物显色，胶片曝
光，扫描。

１．４　统计学分析
资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较

采用方差分析Ｆ检验，多组间两两比较采用 ＳＮＫｑ
检验，Ｐ＜０．０５为差别有统计学意义。用ＳＰＳＳ１１．５
软件进行统计学分析。

２　结果

２．１　不同滴度ＣＶＢ３感染心肌成纤维细胞
用ＭＯＩ为 ０．２ＰＦＵ／ｃｅｌｌ，０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的ＣＶＢ３

干预心肌成纤维细胞后，在倒置显微镜下观察，未见

明显细胞形态学改变及细胞病变，用 ＭＯＩ为 １．０
ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的ＣＶＢ３干预，至感染后第４天，可见细胞
·８８５·
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间隙增宽、死亡脱落。

２．２　用ＭＯＩ为０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的ＣＶＢ３感染心肌成
纤维细胞

透射电镜下观察：正常心肌成纤维细胞胞浆内

含丰富的粗面内质网、线粒体；核较大，呈圆形、椭圆

形或不规则形，核居中或偏心分布，核仁较明显；

ＣＶＢ３感染后线粒体水肿，核呈不规则形，胞浆内可
见病毒颗粒。

心肌成纤维细胞 ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表达 用半定量
ＲＴＰＣＲ检测对照组（未感染 ＣＶＢ３）、感染后１ｄ，２
ｄ，３ｄ及传代后２ｄ的ＣＶＢ３／βａｃｔｉｎ光密度比值分
别是０，０．１０±０．０１，０．４０±０．０２，０．２８±０．０２，
０．１８±０．０２。感染后１ｄ开始即有 ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表
达，２ｄ表达最强，３ｄ开始减弱，将干预后的心肌成
纤维细胞传代后２ｄ再检测，仍有ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表达
（见图 １）。
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　图１　ＣＶＢ３感染心肌成纤维细胞后细胞内 ＣＶＢ３ｍＲ
ＮＡ表达（ＲＴＰＣＲ）。１：对照组；２：感染后１ｄ；３：感染后２ｄ；４：
感染后３ｄ；５：传代后２ｄ，ＣＶＢ３干预心肌成纤维细胞后第１天，即

可见ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表达，第２天表达最强，第３天开始减弱，将干预

后的心肌成纤维细胞传代后第２天再检测，仍有ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表达。

２．３　雷帕霉素对 ＣＶＢ３诱导的心肌成纤维细胞
ｅＩＦ４Ｅ表达的影响

ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测得各组 ｅＩＦ４Ｅ／β
ａｃｔｉｎ光密度（灰度）值显示：病毒组高于对照组，雷
帕霉素组及病毒组＋雷帕霉素组低于对照组及病毒
组，均Ｐ＜０．０５（见表１，图２和图３）。

　　表１　雷帕霉素抑制ＣＶＢ３诱导的心肌成纤维细胞
ｅＩＦ４Ｅ表达 （ｅＩＦ４Ｅ／βａｃｔｉｎ，ｘ±ｓ）

组别 ｎ
光密度值

（ＲＴＰＣＲ）
灰度值

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

对照组 ３ ０．７３±０．０７ ０．７９±０．０９
病毒组 ３ ０．８７±０．０３ａ １．３５±０．１２ａ

雷帕霉素组 ３ ０．３２±０．０３ａ，ｂ ０．５５±０．０４ａ，ｂ

病毒＋雷帕霉素组 ３ ０．５６±０．０４ａ，ｂ ０．６２±０．０７ａ，ｂ

Ｆ ９０．１９９ １０３．２９５
Ｐ ＜０．０５ ＜０．０５

　　ａ与对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ与ＣＶＢ３组比较，Ｐ＜０．０５
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　　图 ２　雷帕霉素抑制 ＣＶＢ３诱导的心肌成纤维细胞
ｅＩＦ４ＥｍＲＮＡ表达（ＲＴＰＣＲ）。Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２：病毒
组；３：雷帕霉素组；４：病毒＋雷帕霉素组，ＣＶＢ３诱导心肌成纤维细

胞ｅＩＦ４ＥｍＲＮＡ表达增加，雷帕霉素可抑制其表达。
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　　图 ３　雷帕霉素抑制 ＣＶＢ３诱导的心肌成纤维细胞
ｅＩＦ４Ｅ蛋白表达（ＷＢ）。Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１：对照组；２：病毒组；３：雷
帕霉素组；４：病毒＋雷帕霉素组 ＣＶＢ３诱导心肌成纤维细胞 ｅＩＦ４Ｅ

蛋白表达增加，雷帕霉素可抑制其表达。

３　讨论

在病毒性心肌炎（ＶＭ）和扩张型心肌病患者的
心肌活检标本中有２５％ ～５０％的 ＣＶＢ病毒 ＲＮＡ
呈阳性反应，病毒可长期存在于心脏之中［９～１１］，认

为可能与病毒感染心肌成纤维细胞有关。以往的研

究多用心肌细胞作为 ＣＶＢ感染的细胞建立病毒性
心肌炎的细胞模型［１２］，而柯萨奇病毒腺病毒受体
（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓａｎｄａｄｅｖｏｖｉｒｕｓｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＡＲ）阴性、
非极化细胞如心肌成纤维细胞被认为是不能被

ＣＶＢ３感染的细胞。近年研究发现，一些无 ＣＡＲ的
细胞仍可感染 ＣＶＢ３，病毒可通过其他粘附分子进
入细胞内进行复制［１３，１４］。心肌成纤维细胞感染

ＣＶＢ３后不会产生明显的细胞病变，且能被ＣＶＢ３有
效感染的细胞仅占１３．３％ ～１４．４％ ［１５］，但心肌成

纤维细胞一旦感染 ＣＶＢ３，则可导致病毒滴度增加，
感染力增强，并形成病毒持续感染状态，这种持续感

染状态，可能是病毒性心肌炎时 ＣＶＢ３在心脏持续
存在并复制最终导致心力衰竭、心肌重构和心肌纤

维化的重要机制［２］。本实验用重复感染率为 ０．２
ＰＦＵ／ｃｅｌｌ及０．５ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的 ＣＶＢ３感染心肌成纤维
细胞，均未观察到明显细胞病变，重复感染率为 １．０
ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的ＣＶＢ３感染心肌成纤维细胞后第４天可
见成纤维细胞间隙增宽、死亡脱落，说明低滴度的

ＣＶＢ３可能使极少量的心肌成纤维细胞被感染，导
致细胞形成病毒持续感染状态，不足以产生细胞病

·９８５·
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变，而高滴度的 ＣＶＢ３可能使感染的心肌成纤维细
胞比率增加，并产生大量的细胞因子使细胞发生细

胞病变［１６］。透射电镜下观察发现感染后细胞核呈

不规则形，线粒体水肿，胞浆内可见病毒颗粒。为证

明病毒能进入心肌成纤维细胞内并进行了复制，本

实验在ＣＶＢ３感染心肌成纤维细胞后第１，２，３天用
ＲＴＰＣＲ检测 ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表达，结果发现 ＣＶＢ３
ｍＲＮＡ在第１天开始表达，第２天表达最强，第３天
开始减弱，将ＣＶＢ３干预后的心肌成纤维细胞传代
后第 ２天再检测，仍见 ＣＶＢ３ｍＲＮＡ表达。说明
ＣＶＢ３可感染心肌成纤维细胞，并在心肌成纤维细
胞中持久复制，形成病毒持续感染状态。

真核细胞翻译起始因子 ４Ｅ（ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａ
ｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ４Ｅ，ｅＩＦ４Ｅ）是２５ＫＤａ多肽，它与
ｅＩＦ４Ｇ，ｅＩＦ４Ａ共同组成复合体，ｅＩＦ４Ｅ结合于ｍＲＮＡ
５′末端的帽结构在帽依赖性翻译起始中起重要作
用。ｍＴＯＲ信号通路的激活能使ｅＩＦ４Ｅ从４Ｅ连接
蛋白１脱落并磷酸化，促进蛋白的翻译。有研究发
现ＣＶＢ３可加强Ｈｅｌａ细胞丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶
Ｂ的４７３位丝氨酸和３０８位苏氨酸残基磷酸化，导
致蛋白激酶活化，用丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶 Ｂ阻
滞剂可抑制病毒 ＲＮＡ的合成、病毒释放和蛋白表
达［６］。本研究发现ＣＶＢ３感染心肌成纤维细胞后使
ｅＩＦ４ＥｍＲＮＡ和蛋白表达均增加，提示 ＣＶＢ３感染
可能与ｅＩＦ４Ｅ信号通路活化有关。雷帕霉素是一
种大环内酯类抗生素和免疫抑制剂，与胞浆受体亲

免素结合后形成亲免素雷帕霉素复合物，此复合物
再与ｍＴＯＲ结合形成三元复合物，能抑制 ｍＴＯＲ的
生物学功能［１７，１８］。ｍＴＯＲ可控制４Ｅ连接蛋白１的
磷酸化，因此用 ｍＴＯＲ阻滞剂雷帕霉素可影响４Ｅ
连接蛋白１磷酸化，从而使 ｅＩＦ４Ｅ不能从４Ｅ连接
蛋白１脱落，阻止蛋白的合成。本研究用雷帕霉素
干预ＣＶＢ３感染的心肌成纤维细胞，能抑制 ｅＩＦ４Ｅ
ｍＲＮＡ和蛋白的表达，说明 ＣＶＢ３可能是通过触发
ｍＴＯＲ／ｅＩＦ４Ｅ信号通路活化，使心肌成纤维细胞的
功能和结构发生改变，雷帕霉素通过 ｍＴＯＲ抑制这
一通路的激活，提示心肌成纤维细胞可能通过

ｍＴＯＲ信号通路参与 ＶＭ的发病机制，雷帕霉素对
ＶＭ有潜在的治疗作用。
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