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维生素 D 受体在病毒性心肌炎小鼠心肌中的表达

方柳惠　范晓晨

（安徽医科大学第一附属医院儿科，安徽 合肥　230022）

［摘要］　目的　探讨维生素 D 受体（VDR）在病毒性心肌炎（VMC）小鼠心肌中的表达动态变化和作

用。方法　选取 120 只 4 周龄雄性 BALB/c 小鼠，随机分为对照组（n=40）和实验组（n=80），实验组小鼠腹

腔注射柯萨奇 B3 病毒制备 VMC 模型，对照组小鼠腹腔注射等量的 DMEM 液作为替代。分别在注射 3、7、14

和 28 d 后各处死 15 只实验组小鼠和 10 只对照组小鼠，取小鼠心脏标本。用免疫组织化学法检测小鼠心肌组织

VDR 的表达动态变化，并用苏木精 - 伊红染色观察小鼠心肌的病理变化。结果　实验组小鼠接种病毒后 VDR

表达显著升高，并在第 7 天表达水平达到高峰，然后逐渐下降，在第 28 天仍处于较高水平（P<0.01）；在第 3、7、

14 和 28 天，实验组小鼠 VDR 表达水平均高于对照组，差异均有统计学意义（P<0.01）；实验组小鼠心肌病理

评分变化趋势与 VDR 表达变化趋势一致；实验组小鼠心肌 VDR 表达水平与其心肌病理变化呈正相关（P<0.01）。

结论　VDR 可能参与了 VMC 发病的炎性免疫过程。       ［中国当代儿科杂志，2015，17（9）：1007-1012］
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Abstract: Objective    To investigate the dynamic expression and role of vitamin D receptor (VDR) in the 
myocardium of mice with viral myocarditis (VMC). Methods    One hundred and twenty 4-week-old male BALB/c mice 
were selected and assigned into control (n=40) and experimental groups (n=80). The mice in the experimental group 
were injected intraperitoneally with Coxsackievirus B3 to establish the model of VMC, while the mice in the control 
group were injected intraperitoneally with an equal volume of DMEM solution. Fifteen mice in the experimental group 
and ten mice in the control group were sacrificed at 3, 7, 14, or 28 days after injection, and the myocardial specimens 
were obtained. The dynamic expression of VDR in the myocardium was determined by the immunohistochemical 
technique. The pathological changes in the myocardium were examined using hematoxylin and eosin staining. Results    
In the experimental group, the mice had significantly increased expression of VDR after virus injection (P<0.01); 
the expression of VDR reached the peak at 7 days after injection, and then declined gradually; the expression of 
VDR remained high at 28 days after injection. At 3, 7, 14, and 28 days after injection, the expression of VDR in the 
experimental group was significantly higher than that in the control group (P<0.01). Moreover, in the experimental 
group, the changes in the pathological score of the myocardium were in accordance with the changes in the expression 
of VDR; the expression level of VDR in the myocardium was positively correlated with the pathological changes in the 
myocardium in the experimental group (P<0.01). Conclusions    VDR may be involved in the inflammatory-immune 
process in the pathogenesis of VMC.                                                  [Chin J Contemp Pediatr, 2015, 17(9): 1007-1012]
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维生素 D 受体（vitamin D receptor, VDR）是

介导维生素 D 发挥生物效应的核内大分子蛋白，

属于类固醇激素 / 甲状腺激素受体超家族成员。研

究发现 VDR 除了调节钙磷代谢的经典作用以外，

还有其他重要功能：VDR 能通过影响肿瘤细胞的

增殖和凋亡影响恶性肿瘤疾病的预后 [1]；VDR 与
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维生素 D 结合后能抑制肾素 - 血管紧张素系统，

从而影响心血管疾病的进程 [2]；此外，越来越多的

研究发现 VDR 参与免疫炎性调控 [3]。

VDR 除了在常见的皮肤、骨骼、胃肠道等

组织表达以外，也表达于单核细胞、巨噬细胞、

树突状细胞和活化的 T 淋巴细胞等免疫细胞。研

究 发 现，VDR 参 与 炎 性 肠 病、 哮 喘、 糖 尿 病、

过敏性紫癜、慢性肾病和风湿性疾病等疾病的病

程 [4-5]，越来越多的研究提示 VDR 及其配体维生素

D 在疾病的炎症和免疫过程中发挥了非常重要的作

用 [6]。已知病毒性心肌炎（viral myocarditis, VMC）

是由病原体引起的心肌炎性免疫性疾病，VDR 在

VMC 病程中的作用，国内外少有相关报道。本实

验通过建立小鼠 VMC 模型，动态观察和探讨 VDR

在 VMC 小鼠心肌中的表达变化及其作用，并探究

VDR表达水平与心肌病理变化程度之间的相关性，

旨在为 VMC 的临床诊疗工作带来新的理论依据。

1　材料与方法

1.1　病毒准备

安徽医科大学微生物实验室提供的柯萨奇 B3

病毒（coxsackievirus B3, CVB3）在 Hep-2 细胞上传

代、扩增，添加含有 2% 胎牛血清的细胞维持液培

养，镜下观察，48 h 后当细胞病变达到 75% 时收

集病毒液冷冻。将冷冻的病毒液反复冻融 3 次以

充分释放病毒颗粒，4℃以 2 000 rpm 离心 10 min，

取其上清液分装后 -70℃冻存备用。在 96 孔板接

种生长良好的 Hep-2 细胞，添加含有 10% 胎牛血

清的细胞培养液，置于 37℃、5% CO2 条件下培养，

待细胞将孔底铺满时，取一小支病毒液 10 倍稀释，

在 96 孔板上滴定病毒的半数组织感染剂量（50% 

Tissue culture infective dose, TCID50）：显微镜下观

察细胞的病变情况，当细胞折光性降低，细胞皱缩、

脱落浮起时视为病变，逐日监测细胞病变情况一

周，观察病变细胞 > 50% 的板孔，用 Read-Muench

双氏法计算出 CVB3 的 TCID50 为 10-7。

1.2　材料

兔来源多克隆抗体购自英国 abcam 公司；SP

法二抗试剂盒购自北京中山金桥生物技术有限公

司；磷酸盐缓冲液（PBS）购自武汉博士得生物有

限公司。

1.3　实验动物与取材

从安徽医科大学实验动物中心购得 120 只

4 周龄雄性 SPF 级 BALB/c 小鼠，体重 14~18 g，

按照随机数字表法设立实验组小鼠 80 只，对照组

40 只。碘伏消毒小鼠腹部，每只实验组小鼠腹腔

注 射 0.1 mL 含 有 CVB3 1×102 TCID50 的 上 清 液，

对照组小鼠则注射 0.1 mL 的细胞培养液 DMEM。

将小鼠饲养于清洁级环境中，密切观察小鼠的饮

食量、毛色与掉毛情况、精神状况，并记录小鼠

死亡情况。分别于注射后第 3、7、14 和 28 天随

机各取实验组小鼠 15 只，对照组小鼠 10 只，称

其体重，观察比较实验组与对照组体重变化情况。

将小鼠麻醉、眼球取血处死，取得小鼠心脏组织，

剪取适量大小于 10% 中性甲醛中固定，以备用于

免疫组织化学以及组织病理学检测。

1.4　免疫组织化学技术检测 VDR 表达

将在中性甲醛中固定的心肌组织脱水、石蜡

包埋制成蜡块；4 μm 厚度连续切片，用经多聚

赖氨酸防脱处理的载玻片捞片，于 65℃温箱烤片

3 h； 二 甲 苯 脱 蜡， 无 水 酒 精、95%、85%、75%

酒精梯度水化；滴加 3% 过氧化氢溶液覆盖组织

10 min，以阻断组织内源性过氧化氢酶，PBS 冲

洗 5 min 重复 3 次；柠檬酸盐浸泡微波抗原修复

10 min 后，停 1 min 加热 1 min 反复 5 次，自然冷

却至室温；PBS 冲洗后滴加山羊血清封闭 15 min，

甩掉血清，滴加一抗，一抗为兔来源多克隆抗体，

经预实验确定一抗最佳稀释浓度为 1 : 3 500，同时

用 PBS 替代一抗覆盖组织作为阴性切片，4℃过

夜。37℃复温 30 min，冲洗后滴加二抗 37℃孵育

20 min；冲洗后滴加试剂盒中的辣根酶标记链霉

卵白素，37℃孵育 20 min，PBS 冲洗；避光配置

DAB，滴加 DAB 显色，镜下观察并控制显色时间，

显色时间为 3~5 min，双蒸水冲洗终止显色；苏木

精复染 15 s，冲洗、温水浸泡返蓝，梯度酒精脱水，

中性树脂封片。

每个标本随机选取 3 张切片，每张切片随机

选取 5 个无重叠高倍镜（×400）视野，由与本实

验无关的两位病理学研究人员计数视野中阳性细

胞数、阳性细胞率，并观察染色强度。按照细胞

阳性率的多少，评分为 0~4 分：<5% 为 0 分，5%~20%

为 1 分，21%~50% 为 2 分，51%~70% 为 3 分，

71%~100% 为 4 分；按照染色深浅程度，评分为
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1~3 分：淡黄色为 1 分，棕黄色为 2 分，深褐色为

3 分；将两种评分相加并算出平均分 [7]。

1.5　组织病理学检测

烤片、脱蜡水化如免疫组化步骤，苏木精染色

8 min，冲洗，分化返蓝，伊红染色 1 min，脱水，中

性树脂封片。显微镜下观察心肌组织病理变化，每

个标本随机选取 3 张切片，每张切片随机选择 5 个

高倍镜视野（×400），按照视野中炎性细胞浸润

和炎症坏死区域面积与整个视野面积之比评分为

0~4 分 [8]：无坏死和炎症细胞浸润评为 0 分，坏死、

炎性细胞浸润面积占总面积 <25% 评为 1 分，坏死、

浸润面积达到 25%~50% 时评为 2 分，51%~75%

时评为 3 分，>75% 时评为 4 分。

1.6　统计学分析

使用 SPSS 16.0 统计软件对数据进行统计学分

析，正态分布计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）

表示，两独立样本均数的比较采用 t 检验；多组计

量资料的比较采用单因素方差分析，组间两两比

较采用 SNK-q 检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　实验动物一般情况

实验组小鼠 3 d 后毛色暗淡无光泽，开始出现

掉毛，体重不增甚至下降，活动量明显下降，饮

食量减少。观察到实验组小鼠死亡 19 只，死亡率

为 24%，第 7 天左右为小鼠死亡高峰期，14 d 以

后没有小鼠死亡。对照组小鼠毛色光亮，无明显

脱毛现象，饮食、活动情况良好，没有小鼠死亡。

2.2　心肌标本组织病理学变化

实验组小鼠在第 7 天和第 14 天心脏大体解剖

发现，心脏外膜出现明显的、大小不等的坏死病灶，

肉眼观察呈地图状白斑，对照组小鼠心脏未见白

斑；第 28 天时，实验组小鼠心脏比对照组明显增大。

HE 染色对实验组小鼠心肌组织进行组织病理

学观察，结果如图 1 所示，在第 3 天，小鼠心肌细

胞排列不规则，可见少量炎症细胞浸润；第 7 天

时，小鼠心肌组织大量破坏，心肌细胞增粗肿胀、

排列严重紊乱，出现大片坏死灶，坏死区域细胞

膜、胞核破裂瓦解，周围可见大量炎症细胞浸润；

第 14 天，心肌局部炎症、坏死病灶可见吸收，但

心肌仍然可见大量坏死区域和炎症细胞浸润；第

28 天，心肌大部分炎症坏死病灶已吸收，炎症细

胞明显减少，大量纤维细胞增生，心肌细胞呈代

偿性肥大状态。

经 统 计 分 析， 在 第 3、7、14 和 28 天， 实

验组小鼠心肌组织病理积分分别为 1.48±0.27、

3.49±0.26、2.51±0.23 和 1.05±0.26， 均 高 于 正

常 对 照 组（0）（ 分 别 t=21.19、51.96、43.13 和

15.93，P<0.01）；实验组不同时间点之间进行比较，

差异有统计学意义（F=278.62，P<0.01），且各时

间点之间两两比较差异均有统计学意义（P<0.05）。

图 1　小鼠心肌 HE 染色变化（×400）　　A：正常对照组心肌排列整齐，未见炎症、坏死病灶；B：实验组第 3 天，

心肌排列不规则，可见少量炎症细胞浸润；C：实验组第 7 天，心肌排列紊乱，可见大量炎症细胞浸润和大片坏死病灶（箭头

所示）；D：实验组第 14 天，心肌组织仍可见较多炎性细胞浸润和坏死病灶；E：实验组第 28 天，心肌炎症坏死病灶大部分

已被吸收。

A B C

D E

μ μ μ

μ μ
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2.3　VDR 在心肌组织中的表达

抗体说明书标明现已明确有多量 VDR 表达的

组织为小肠黏膜组织，所以本实验取得 BALB/c 小

鼠小肠黏膜组织作为阳性切片，用来和心肌组织

对比，同时用小肠黏膜组织协助摸索抗体最佳稀

释浓度。镜下可见小肠黏膜组织 VDR 有较多表达；

以 PBS 替代一抗的阴性对照切片未见棕色颗粒表

达；正常对照组小鼠有极少量阳性表达。实验组

小鼠第 3、7、14 和 28 天均有阳性表达，棕色颗

粒主要表达于心肌细胞，染色加深，血管内皮细胞、

炎症细胞也有少量表达。镜下观察发现，在第 3 天，

VDR 有少量表达；第 7 天时阳性表达明显增多，

染色加深；第 14 天，VDR 表达有所下降，但仍可

见到较多表达；第 28 天，VDR 表达明显下降。结

果如图 2 所示。

表 1　实验组与对照组小鼠心肌 VDR 表达水平比较　（x±s）

组别 鼠数 第 3 天 第 7 天 第 14 天 第 28 天 F 值 P 值

对照组 10 1.64±0.23 1.66±0.19 1.68±0.29 1.64±0.36 0.49 0.99

实验组 15 2.39±0.23 5.45±0.30a 4.19±0.26a,b 2.52±0.28b,c 447.07 <0.001

t 值 7.94 51.50 22.90 6.83

P 值 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

注：a 示与第 3 天比较，P<0.05；b 示与第 7 天比较，P<0.05；c 示与第 14 天比较，P<0.05。

据统计分析，在第 3、7、14 和 28 天，实验

组小鼠心肌 VDR 表达量相比正常对照组小鼠明显

升高，差异均有显著统计学意义（P<0.01）；对

不同时间段实验组 VDR 水平进行比较，差异有统

计学意义（P<0.01），进一步将各时间点数据行

两两比较发现，第 7 天表达最高，第 14 天稍有下

降，第 3 天和第 28 天表达最少，差异有统计学意

义（P<0.05）。见表 1。

2.4　VDR 在 VMC 小鼠心肌的表达与心肌组织病

理损伤的相关性

将 实 验 组 小 鼠 第 3、7、14 和 28 天 VDR 表

达量与其病理组织变化情况进行相关性分析，结

果 表 明 实 验 第 3、7、14 和 28 天 VMC 小 鼠 心 肌

VDR 的表达量与病理积分均存在较好的正性线

性 相 关（ 分 别 r=0.927、0.894、0.820、0.859， 均

P<0.01）。

图 2　免疫组织化学染色观察小鼠心肌以及小肠组织的 VDR 表达情况（×400）　　A：正常对照组可见极少量

阳性表达；B：实验组第 3 天，可见少量阳性表达；C：实验组第 7 天，阳性表达明显增多；D：实验组第 14 天，可见较多阳

性表达；E：实验组第 28 天，可见少量阳性表达；F：阴性对照，未见阳性表达； G：小肠黏膜阳性对照，可见较多阳性表达。

图中阳性表达呈深棕色。

A B C D

E F G

μ μ

μ μ μ

μ μ
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3　讨论

VMC 是由嗜心肌病毒引起的心肌细胞、心

肌间质血管成分以及心包膜的炎性免疫反应性疾

病。引起 VMC 的病原体有腺病毒、肠道病毒、埃

可病毒和肝炎病毒等，其中肠道病毒中的 CVB3 作

为 VMC 的最主要病原体受到越来越多的关注 [9]，

CVB3 可以通过柯萨奇 - 腺病毒受体的介导感染损

伤心肌 [10]，且 VMC 的易感性存在性别差异 [11]。

VMC 的致病机制主要有病毒的直接侵害和由心肌

损伤引发的免疫病损，最终导致心肌坏死和纤维

化。 

越来越多的研究揭示 VMC 存在过度免疫和免

疫失衡：如 TNF 和 IL-1 等炎症因子在 VMC 病程

中的过度表达与心肌免疫损伤存在密切关联 [12-13]，

Th1 与 Th2 的 失 衡 也 参 与 了 VMC 免 疫 损 伤， 此

外，Th17 通过分泌 IL17 参与 VMC 的免疫调控 [14]，

Th17 与调节性 T 细胞的平衡是 VMC 免疫损伤研究

的重要新靶点。

经研究发现 VDR 与其配体维生素 D 不仅参与

钙磷代谢调节，且与各种免疫炎性疾病有着很大

的关联，如哮喘、类风湿关节炎、炎性肠病和糖

尿病等。在本实验中，BALB/c 小鼠腹腔接种 CVB3

后，心肌的 VDR 表达水平明显增多。第 3 天，实

验组小鼠心肌的 VDR 表达量相比对照组可见增多，

此时 MVC 小鼠心肌细胞排列紊乱，有少量炎症细

胞浸润聚集和心肌点状坏死；在第 7 天，实验组

小鼠心肌的 VDR 表达水平达到高峰，此时 MVC

小鼠心肌可见大量炎症细胞浸润以及大片坏死病

灶；到第 14 天，VDR 表达仍然保持着较高水平，

MVC 小鼠心肌组织仍可见到多量炎性细胞浸润和

片状坏死；第 28 天时，心肌组织炎症坏死大部分

已吸收，VDR 表达水平降低，但仍然高于正常对

照组。进一步分析发现，VDR 在 MVC 小鼠心肌

的表达水平与心肌炎症坏死程度呈正相关，推测

VDR 参与了 MVC 炎性免疫病程。VMC 小鼠心肌

炎症坏死最明显时，其心肌 VDR 表达最多，恢复

期则下降，推究 VDR 在 VMC 小鼠心肌中表达上

调的可能机制是：病原入侵时，活化的淋巴细胞、

巨噬细胞以及树突状细胞能促进维生素 D 转变为

体内生物活性最强的 1,25- 二羟维生素 D3，此活化

作用受到诸多炎性介质的调控，同时活化的巨噬

细胞又能自分泌 1,25- 二羟维生素 D3，而高活性的

1,25- 二羟维生素 D3 能激活 VDR 的调控基因，促

进了 VDR 的表达 [4,15]。足量的 VDR 与 1,25- 二羟

维生素 D3 结合后，参与 MVC 炎性免疫病程。

在对其他同样有着炎性免疫病程疾病的研究

中，Wittke A 研究发现，在敲除 VDR 基因的哮喘

小鼠不能形成炎症反应并缺乏气管高反应性，提

示 VDR 缺失对 Th2 直接关联的免疫炎性疾病有保

护作用 [16]。同时，越来越多研究发现，补充足够

量的维生素D能够抑制诸多免疫炎性性疾病病损，

有助于炎性疾病的预后 [17]，而维生素 D 发挥生理

效应与足够的 VDR 表达密切相关；更有学者发现

在缺乏 VDR 表达的炎性肠病中，肠道病损更加严

重 [18]，提示足够的 VDR 表达对炎性免疫疾病有保

护作用；此外研究还发现，VDR 受体激活剂能够

改善心血管疾病终末期心肌纤维化和保护心肌舒

张功能 [19]。Boonstra A 等人认为维生素 D 与 VDR

结合后，能通过抗原呈递细胞抑制 Th1 主要参与

的免疫损害，从而起到减小此类免疫性疾病的免

疫病损的作用 [20]，而 Th1 主要介导的是细胞免疫

反应，此类免疫反应主要包括宿主对肿瘤或胞内

病原体如病毒的免疫反应，当 Th1 攻击宿主自身

成分时亦可引起自身免疫疾病。已知 VMC 是由病

毒攻击心肌组织引起的疾病，且 Fuse K 等人经研

究已指出，在 VMC 的病损期 Th1 参与的免疫反应

占主要优势 [21]。

小儿 VMC 能导致心律失常、阿斯综合征、充

血性心衰、以及扩张性心肌病，如何积极有效的

预防以及治疗 VMC 成为临床亟待解决的难题。本

实验发现，VDR 表达量与心肌病损程度有着密切

的关系，相信可以通过进一步研究 VDR 和 VMC

发病之间的关系，进而为 VMC 的防治方法注入新

的元素。
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