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论著·实验研究

黄芪甲甙对急性病毒性心肌炎小鼠
ＩＧＦ１及相关蛋白表达的作用研究

何春枝１　李双杰２

（１．武汉市普爱医院儿科，湖北 武汉　４３００３４；２．湖南省儿童医院感染科，湖南 长沙　４１０００７）

　　［摘　要］　目的　探讨黄芪甲甙在治疗病毒性心肌炎过程中对胰岛素样生长因子１（ＩＧＦ１）及相关蛋白的影
响。方法　６５只４周龄Ｂａｌｂ／Ｃ小鼠随机分为正常对照、黄芪对照、病毒对照及黄芪小剂量、黄芪大剂量等５组。
后３组腹腔接种柯萨基Ｂ组病毒（ＣＶＢ３）病毒。黄芪小剂量、黄芪大剂量每日分别给予０．０７、０．６ｍｇ／ｋｇ黄芪甲甙
液灌胃１次。１５ｄ后采血、取心肌组织，用酶标免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）测血浆中ＩＧＦ１的表达，用免疫组织化学
法检测心肌组织中ＩＧＦ１及相关蛋白的蛋白表达，用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测心肌组织ＩＧＦ１基因表
达。结果　感染ＣＶＢ３病毒后小鼠心肌组织 ＩＧＦ１及相关蛋白明显升高，大剂量黄芪甲甙干预可调节小鼠 ＩＧＦ１
及相关蛋白的表达；小剂量黄芪甲甙则无明显效果。结论　大剂量黄芪甲甙对急性病毒性心肌炎小鼠心肌组织的
保护作用可能是通过影响ＩＧＦ１及相关蛋白表达的途径来实现。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（９）：７５１－７５４］
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ＩＧＦ１ｉｎｐｌａｓｍａｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇＥＬＩＳＡ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＩＧＦ１ａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｕｓｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅ
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ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１ａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｍｉｃｅ
ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＣＶＢ３．ＨｉｇｈｄｏｓｅａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１ａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｂｕｔｌｏｗ
ｄｏｓｅａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｄｉｄｎｏｔ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＨｉｇｈｄｏｓｅａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅｍａｙｒｅｄｕｃｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＧＦ１ａｎｄａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｍｉｃｅｗｉｔｈａｃｕｔｅｖｉｒａｌｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ｐｏｓｓｉｂｌｙｔｈｕｓｐｒｏｖｉｄｉｎｇｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｎｍｕｓｃｕｌａｒｔｉｓｓｕｅｓ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１１，１３（９）：７５１－７５４］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｖｉｒａｌｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ；Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ；Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１；Ｍｉｃｅ

　　病毒性心肌炎（ｖｉｒａｌｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＶＭＣ）是指由
各种亲心性病毒感染引起的心肌细胞坏死或变性，

可累及心包和心内膜，小儿尤其常见，近年来其发病

率有升高的趋势［１］，严重危害机体健康。黄芪甲甙

是黄芪有效成份皂甙的单体成份，它可抑制病毒复

制，保护心肌细胞和调节免疫功能，广泛用于病毒性

心肌炎的治疗［２］，但具体作用机制尚不十分明确。

有研究表明胰岛素样生长因子 －１（ＩＧＦ１）等干细
胞调控因子对成年心肌组织中存在的多能心肌干细

胞有动员并促其增殖、分化作用，可补充、修复衰老

或在病理状态下死亡的心肌细胞［３］。而黄芪甲甙

在治疗病毒性心肌炎过程中，是否通过影响 ＩＧＦ１

·１５７·
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及ＩＧＦ１受体（ＩＧＦ１Ｒ）、ＩＧＦ结合蛋白３（ＩＧＦＢＰ３）
等相关蛋白表达来发挥作用尚未见报道。本研究希

望通过观察这一过程中ＩＧＦ１及相关蛋白的动态变
化，从而探索黄芪甲甙对心肌保护与治疗作用的机

制，为进一步使用中医药治疗ＶＭＣ提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及分组
６５只４周龄雄性近系纯种 ＳＰＦ级 Ｂａｌｂ／Ｃ小

鼠，体重１２～１６ｇ（由复旦大学动物实验部提供），
随机分为正常对照、黄芪对照、病毒对照及黄芪小剂

量、黄芪大剂量等５组。其中正常对照组１０只，仅
实验当日腹腔接种０．１ｍＬ不含病毒的Ｅａｇｌｅ′ｓ细胞
培养液，每日以配制黄芪甲甙的羟甲基纤维素钠溶

液灌胃１次；黄芪对照组１０只，实验当日腹腔接种
０．１ｍＬＥａｇｌｅ′ｓ细胞培养液，每日以９％黄芪甲甙液
（０．６ｍｇ／ｋｇ·ｄ）灌胃１次；病毒对照组１５只，实验
当日腹腔接种０．１ｍＬ内含１×１０２ＴＣＩＤ５０ＣＶＢ３病
毒，每日以羟甲基纤维素钠液灌胃１次；黄芪小、大
剂量组各１５只，实验当日腹腔接种同剂量病毒，每
天分别以１％、９％黄芪甲甙液（具体剂量分别为每
日０．０７、０．６ｍｇ／ｋｇ）灌胃 １次。每日观察小鼠毛
色、饮食、活动情况，记录死亡小鼠数。实验第１５天
取小鼠常规消毒、麻醉后摘眼球采血置于无菌试管

中，每管血液加入肝素 １２．５Ｕ抗凝，４℃离心
（３０００ｒｐｍ×１５ｍｉｎ）分离血浆后置－７０℃保存以备
ＥＬＩＳＡ检测用。同时无菌取小鼠心脏，一部分置于
１０％中性甲醛溶液中固定，常规石蜡包埋、切片，作
革兰染色及免疫组化染色，一部分置于 －７０℃保存
以用于ＲＴＰＣＲ检测。
１．２　方法
１．２．１　血浆ＩＧＦ１检测　　小鼠血浆ＩＧＦ１ＥＬＩＳＡ
试剂盒由美国 Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ提供，操作按说明书进
行，仪器为芬兰Ｌａｂｓｙｓｔｅｍｓ产ＤＥＮＬＥＹＤＲＡＧＯＮ牌
ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ２型酶标仪。
１．２．２　心肌组织免疫组织化学染色　　小鼠心肌
石蜡切片作免疫组织化学染色，底物采用 ＤＡＢ显
色，ＤＡＢ试剂购于武汉博士德公司，ＩＧＦ１一抗购于
ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，工作浓度 １∶２５，ＩＧＦ
１Ｒ一抗购于武汉博士德公司，工作浓度 １∶５０，
ＩＧＦＢＰ３一抗购于 ＤＳＬ公司，工作浓度 １∶５０，二抗
（即用型）均购于上海嘉晟公司。阴性对照组以等

量ＰＢＳ液代替一抗，流程按试剂盒操作。ＩＧＦ１及
ＩＧＦＢＰ３以细胞胞浆中、ＩＧＦ１Ｒ以胞膜上棕黄色颗

粒样着色为阳性。每片随机选 ３个高倍视野，用
ＬＥＩＣＡＱｗｉｎＶ３图文分析系统对其灰度值进行检
测，数据作统计学处理。

１．２．３　心肌组织ＲＴＰＣＲ半定量检测　　用 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂提取心肌细胞总 ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ试剂盒系
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。ＩＧＦ１引物序列：５′ＣＴＧＧＴＧ
ＧＡＴＧＣＴＣＴＴＣＡＧＴＴＣＧ３′和 ５′ＴＣＣＴＴＣＴＣＣＴＴＴＧ
ＣＡＧＣＴＴＣＧ３′，预期扩增产物长２８０ｂｐ。小鼠 ｂｅｔａ
ａｃｔｉｎ 内 参 引 物 序 列：５′ＡＴＡＴＣＧＣＴＧＣＧＣＴＧ
ＧＴＣＧＴＣ３′和 ５′ＡＧＧＡＴＧＧＣＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＧＣ３′，
扩增产物长５１７ｂｐ，引物由上海申能博彩公司合成。
ＰＣＲ反应时序：（１）９４℃，２ｍｉｎ；（２）９６℃，１５ｓ；（３）
５６℃，３０ｓ；（４）７０℃，１ｍｉｎ；（２）～（４）共３５个循环，
（５）７０℃，８ｍｉｎ。同时设空白对照组。产物各取
１０μＬ进行凝胶电泳（ＥＢ显色），拍照后用Ｌａｂｗｏｒｋｓ
分析系统对结果进行比较，计算目标基因及内参基

因吸光度比值。

１．３　统计学分析
用ＳＰＳＳ１２．０统计软件进行分析。实验数据以

均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间均数比较用方差
分析，两两比较用 ＬＳＤ法检验，Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　动物存活情况
实验过程中正常对照组及黄芪对照组无小鼠死

亡，黄芪大剂量组死亡２只，病毒对照组及黄芪小剂
量组分别死亡５只。
２．２　心肌组织病理学检查

正常对照及黄芪对照组小鼠心脏外观及大小无

异常。其他组小鼠感染ＣＶＢ３后心脏大体解剖可见
心外膜下心肌均出现白色点状、片状或条索状病变，

黄芪大剂量组病变较病毒对照及黄芪小剂量组减

轻。革兰染色可见正常对照及黄芪对照组小鼠心肌

细胞排列整齐，间质无炎性细胞浸润，其他组小鼠心

肌组织有不同程度的心肌细胞肿胀，细胞横纹不清，

排列紊乱，胞质染色嗜酸性增强，均质化，胞核出现

核固缩及核碎裂，嗜碱性增强，周围出现大量炎性细

胞浸润，间质内可见胶原纤维。

２．３　小鼠血浆ＩＧＦ１检测
各组小鼠血清ＩＧＦ１表达的差异有统计学意义

（Ｆ＝１４．８，Ｐ＜０．０１），其中正常对照及黄芪对照组
小鼠血浆ＩＧＦ１浓度无明显差异，病毒对照组和黄
芪小剂量组ＩＧＦ１浓度较正常对照组和黄芪对照组
·２５７·
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明显增高，黄芪大剂量组较病毒对照组及黄芪小剂

量组低，但仍高于正常对照及黄芪对照组，病毒对照

组及黄芪小剂量组间差异无统计学意义。见图１。
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　　图１　各组小鼠血浆 ＩＧＦ１水平比较　ａ：与正常对照组
比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与黄芪对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与病毒对照组比
较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与黄芪小剂量组比较，Ｐ＜０．０５

２．４　心肌组织ＩＧＦ１、ＩＧＦ１Ｒ和ＩＧＦＢＰ３表达
免疫组化检查发现，各组小鼠心肌组织 ＩＧＦ１、

ＩＧＦ１Ｒ、ＩＧＦＢＰ３的表达差异有统计学意义（Ｆ分别
为１３．８１、８．７３和１９．２２，均Ｐ＜０．０５）。正常对照组
及黄芪对照组心肌细胞胞浆内及胞膜上有散在棕黄

色颗粒样物质沉着，ＩＧＦ１和 ＩＧＦＢＰ３表达在胞浆
中，ＩＧＦ１Ｒ表达在胞膜上（图２），正常对照组及黄
芪对照组间三者的表达差异无统计学意义；病毒对

照与黄芪小剂量组阳性表达明显增多，病灶周围尤

甚，二者之间 ＩＧＦ１、ＩＧＦ１Ｒ和 ＩＧＦＢＰ３阳性表达差
异无统计学意义；黄芪大剂量组阳性表达较病毒对

照及黄芪小量组减少，但仍高于正常对照及黄芪对

照组（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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　　图２　各组小鼠心肌组织 ＩＧＦ１、ＩＧＦＢＰ３、ＩＧＦ１Ｒ免疫组化图（ＤＡＢ×４００）　正常对照组：小鼠心肌细胞有 ＩＧＦ１、
ＩＧＦＢＰ３、ＩＧＦ１Ｒ表达；黄芪对照组：小鼠心肌细胞内ＩＧＦ１及相关蛋白表达与正常对照比较无明显变化；病毒对照组：感染 ＣＶＢ３病
毒小鼠心肌细胞内ＩＧＦ１及相关蛋白表达增高；黄芪小剂量组：ＣＭＶ小鼠心肌细胞内 ＩＧＦ１及相关蛋白表达仍高，与正常对照比较
无明显变化；黄芪大剂量组：ＣＭＶ小鼠心肌细胞内ＩＧＦ１及相关蛋白表达降低。细胞浆中／胞膜上棕黄色颗粒样着色为阳性表达。
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　　图３　各组小鼠心肌组织ＩＧＦ１、ＩＧＦ１Ｒ、ＩＧＦＢＰ３蛋白
水平比较　 ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与黄芪对照组比
较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与病毒对照组比较，Ｐ＜０．０５；ｄ：与黄芪小剂量组比
较，Ｐ＜０．０５

２．５　小鼠心肌ＩＧＦ１ｍＲＮＡ表达
ＲＴＰＣＲ结果显示正常对照组 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ表

达为２３．４±４．２，黄芪对照组为 ２２．４±５．１，病毒对
照组为８２．２±１２．３，黄芪小剂量组为７９．４±１１．３，
黄芪大剂量组为４３．７±７．２。５组之间ＩＧＦ１ｍＲＮＡ
表达差异有统计学意义（Ｆ＝１１．２７，Ｐ＜０．０５）。其
中正常对照组与黄芪对照组比较差异无统计学意

义；病毒对照组及黄芪小剂量组则明显高于正常对

照组和黄芪对照组（Ｐ＜０．０５），但是二者之间差异
无统计学意义；黄芪大剂量组较病毒对照组及黄芪

·３５７·
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小剂量组降低，但仍高于正常对照组及黄芪对照组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见图４。
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　　图４　各组小鼠心肌 ＩＧＦ１ｍＲＮＡ表达的琼脂糖凝胶
电泳图　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ａ：正常对照组；Ｂ：黄芪对照组；Ｃ：黄芪大剂
量组；Ｄ：黄芪小剂量组；Ｅ：病毒对照组

３　讨论

ＶＭＣ的传统治疗以抗病毒药物、大剂量维生素
Ｃ及对症治疗为主，其目的是保护心肌细胞，抑制异
常免疫，减少心肌细胞凋亡，从而改善心功能。本课

题组前期的研究已经证实黄芪对 ＶＭＣ有良好的治
疗作用，它能降低心肌中病毒 ＲＮＡ滴度；减轻心肌
炎性细胞浸润和缩小坏死面积；并能清除氧自由基、

抑制心肌细胞凋亡、抗纤维化、抗心律失常及缩短心

室晚电位的时限［３］。本研究发现，小鼠感染 ＣＶＢ３
后，心肌组织出现炎性病变、坏死，ＩＧＦ１及ＩＧＦ１Ｒ、
ＩＧＦＢＰ３等相关蛋白的表达增高，大剂量黄芪甲甙干
预后，心肌病变程度减轻，ＩＧＦ１及其相关蛋白的表
达亦减少，证实大剂量黄芪甲甙对ＶＭＣ有良好的治
疗作用，其治疗机制可能与干预 ＩＧＦ１及相关蛋白
表达有关。而大剂量黄芪甲甙的干预对正常小鼠

ＩＧＦ１表达无明显影响，提示黄芪甲甙对机体平衡
状态下的ＩＧＦ１无影响。

ＩＧＦ１作为一种高效生长因子，对各种组织细
胞都有明显的促生长发育作用［４５］。在心力衰竭的

心肌细胞周围其表达升高，植入自体间充质干细胞

可促进大鼠衰竭心肌 ＩＧＦ１表达，利于心肌细胞生
长和增殖［６７］，但过高浓度的ＩＧＦ１表达却可能与高
血压患者心肌重构的发生有关［８］。ＩＧＦ１的释放受
生长激素释放激素 －生长激素 －ＩＧＦ１－ＩＧＦＢＰｓ轴
的调控，其发挥作用可以受体内细胞因子、体液中

ｐＨ值及炎症介质等多种因素影响［９］，ＩＧＦＢＰ通过调
控ＩＧＦ与受体的结合而发挥抑制细胞增殖，刺激细
胞分化作用［１０］。有学者发现，心肌梗塞患者急性期

因生长激素系统激活，可出现血 ＩＧＦ１水平下
降［１１］，其值低于１３１ｎｇ／ｍＬ时，发生心源性死亡的
风险比此界值以上者提高１倍，血 ＩＧＦ１可作为心
源性死亡的唯一独立预测因子［１２］。正常小鼠机体

内环境处于平衡状态，但小鼠感染 ＣＶＢ３病毒后，炎
症及其引起的免疫反应使这种平衡被打破，心肌组

织出现不同程度的炎性病变，坏死，血液及心肌组织

中ＩＧＦ１和ＩＧＦ１Ｒ、ＩＧＦＢＰ３等相关蛋白表达增高，
本研究在心肌免疫组织化学染色切片上观察到一种

现象：在坏死的心肌组织周围，ＩＧＦ１及相关蛋白的
染色加深，从正常组织到病变组织，染色有逐渐加深

的趋势。大剂量黄芪甲甙干预组病变程度轻且

ＩＧＦ１及相关蛋白表达明显低于小剂量组和病毒对
照组，由此推测黄芪甲甙对ＶＭＣ的保护作用有可能
是通过调节ＩＧＦ１和ＩＧＦ１Ｒ、ＩＧＦＢＰ３等相关蛋白的
表达这一途径来实现的，通过这一途径可能减少心

肌重构，促进正常心肌细胞的再生，但其具体机制还

有待于进一步的研究。鉴于ＩＧＦ１表达增高可能促
进心肌重构发生［８］，其降低又可能导致心源性死亡

风险增加［１２］，因此，如何干预其内在的生长激素释

放激素 －生长激素 －ＩＧＦ１－ＩＧＦＢＰｓ轴的调控机
制，维持内环境的平衡，使ＩＧＦ１水平维持在一个正
常的稳定状态，将成为一个新的研究热点。
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