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#感染的原代小鼠心肌细胞的保护作用$

方法
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将
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小鼠原代心肌细胞分为
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组!每组
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孔!分别为细胞对照组!病毒对照组!药物干预组"
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组#$用不同浓度的
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培养液干预
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感染的心肌细胞!对比每组的细胞活

性$结果
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药物干预组细胞活性高于病毒对照组"
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抗心律失常肽$
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%是人们最早从牛心房肌中分离提

取的由
+

个氨基酸组成的物质#经人工合成为具有生物活性的

小分子内分泌激素即
''<?*

#它可以通过调节细胞间的缝隙

连接通道#介导第二信使物质#影响心肌组织的分化-心肌细胞

的生长和凋亡#同时具有抗心律失常-抗栓#改善心肌缺血#预

防心肌病及心力衰竭的作用*

?

+

,临床上病毒性心肌炎是以柯

萨奇病毒$

'

组和
-

组%-腺病毒-巨细胞病毒-脊髓灰质炎病

毒和流感病毒较常见,临床观察到
Y'%Y

冠状病毒和最近流

行的甲型
!?&?

新型病毒也可致病毒性心肌炎#心肌炎呈现

急性或慢性过程,轻可无症状#重至弥漫性心肌炎引起爆发

性-致命性-充血性心力衰竭及严重的恶性心律失常*

,

+

,本研

究通过建立柯萨奇
-)

病毒$

"#-)

%感染所致的心肌细胞损伤

体外模型#观察
''<?*

抗病毒活性#为临床治疗病毒性心肌

炎提供理论基础,
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材料与方法
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仪器与试剂
!

二氧化碳细胞培养箱$
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#美国%(倒置显微镜$

&3TJK=)**

#日本%(台式高速离

心机$

=[2$?+"

#上海安亭科学仪器厂%(酶联免疫检测仪$北京

元业伯乐科技发展有限公司%(电热恒温水浴锅$北京市医疗设

备厂%(生物安全柜$

"JM6@;

公司#美国%(电子天平$上海精密科

学仪器公司天平仪器厂%等,胰蛋白酶$
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实验病毒
!
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$武汉大学病毒研究所%经人宫颈癌细

胞$
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细胞#
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提供%培养扩增后#用
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公式计
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#小量分装在
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低温冰箱保

存备用,
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实验细胞
!

原代小鼠心肌细胞$江阴齐氏生物科技有限

公司%,

$D1

!

方法
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对
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的抑制作用
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单层培养好的原代小

鼠心肌细胞分为
)

组#细胞对照组-病毒对照组-药物干预组#

每组
?,

孔,其中药物干预组根据浓度梯度分为!
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组-

-

组-
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组-

W

组-

V

组,

B+

孔板中每孔加入
/G?*

( 的小鼠原代心肌细

胞#培养
(F5

#细胞长成单层后#除细胞对照组外#其余各组均

给予
*D?I2

"孔含
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的
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病毒维持液#干预组

分别再给予
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"孔的含
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维持液#置
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培养箱继续培养,
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心肌细胞搏动频率-存活率及病毒抑制率的测定
!

在

倒置显微镜下观察细胞形态及生长状态,用四氮唑盐$
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法测各孔在
/C*KI

波长下第
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-
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小时

的吸光度#即
'

值#观察细胞活性与时间的相关性,按下述公

式计算第
,(

小时的细胞存活率及病毒抑制率#随机计数自发

搏动频率,细胞存活率$

i

%

j

$药物组
'

值"对照组
'

值%

G

?**i

#病毒抑制率$

i

%

j

$药物处理组平均
'

值
E

病毒对照

组平均
'

值%"$正常对照组平均
'

值
E

病毒对照组平均
'

值%

G?**i

*
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,

$D2

!

统计学处理
!

采用
Y<YY?CD*

统计软件分析#计量资料

用
H Ê

表示#正态分布采用方差分析及两两比较#两变量相关

关系采用一元线性相关回归分析#
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表示差异有统计学

意义,

/
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结
!!

果

/D$
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干预后心肌细胞形态观察
!

干预后观察到第
,(

小时#病毒对照组细胞损伤坏死明显#圆缩脱落#大部分漂浮在

培养液中#药物干预组细胞可保持部分贴壁生长#药物浓度较

高组#细胞形态相对完整#搏动相对有力#频率较快#随时间推

移#到第
)+

"

(F

小时#细胞生长状态逐渐稳定#无进一步损伤

坏死,

/D/

!

心肌细胞活性-搏动频率-存活率及病毒抑制率的测定
!

药物干预
,(5

后
-

-

"

-

W

-

V

组心肌细胞活性-搏动频率-

W

及
V

组心肌细胞存活率以及病毒抑制率均与病毒对照组比较#差异

有统计学意义#见表
?

,

表
?

!

干预后第
,(

小时各组心肌细胞情况比较%

H Ê

&

组别
U=='

值 搏动频率$次"
I3K

% 细胞存活$

i

% 病毒抑制$

i

%

细胞对照组
*D+/*̂ *D*C, ??,D,/*̂ ?*D+*C ?** ?**
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药物干预组

!

'
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-
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?*

-

4

"
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(
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(
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!

"

组$

?/

-

4

"

I2

%

*D/C,̂ *D?**

(

C/D)F*̂ /D?,/

(

FBD(**̂ *D,*F C?D?**̂ *D/?(

!

W

组$

,*

-

4

"

I2

%

*D+),̂ *D*+/

(

CBD,/*̂ /D*)+

(

BCD+**̂ *D*F,

)

B)D?**̂ *D,C)

)

!

V

组$

,/

-

4

"

I2

%

*D+(Ĉ *D*C(

(

F(DC/*̂ ,D*/)

(

BBDC**̂ *D*CC

)

BFD?**̂ *D,(+

)

R CD(FB FD*/( CDF?( FD*/(

! *D*** *D*** *D*** *D***

!!

注!与病毒对照组相比#

()

!

$

*D*/

,

表
,

!

药物干预组心肌细胞活性与药物作用时间

!!!

线性相关回归分析

组别
9 !

9

,

'

组
*D/?) j*D?B) E

-

组
*DB?) j*D**, *DF))

"

组
*DB)( j*D**? *DFC?

W

组
*DBB)

$

*D*/ *DB++

V

组
*DBB*

$

*D*/ *DBF*

!!

注!

E

表示无数据,

图
?

!

''<?*

作用时间细胞活性曲线

/D'

!

心肌细胞活性时间曲线-药物浓度曲线及相关关系
!

'

组细胞活性与时间无相关性$

9j*D/?)

#

!j*D?B)

%#当
''<?*

干预浓度较高$

-

-

"

-

W

-

V

组%时#心肌细胞活性与药物作用时

间呈线性正相关#见表
,

-图
?

(选取干预
,(5

观察心肌细胞活

性与药物浓度的关系#发现两者呈正相关$

9j*DB(,

#

!j

*D**/

#

9

,

j*DFFF

%#见图
,

,

图
,

!

''<?*

作用
,(5

药物浓度细胞活性曲线

'

!

讨
!!

论

"#-)

是临床上最常见的引起病毒性心肌炎的微生物#病

毒感染心肌细胞后#在心肌组织内复制引起的损伤以及同时介

导自身免疫反应引起的免疫损伤是其主要发病机制*

)$(

+

,国外

基础研究发现#

(*

岁以下有接近
,*i

的患者死于
"#-)

感染

所致的病毒性心肌炎,在这个过程中#

=2%)$.>&

2

介导的免

)
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检验医学与临床
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年
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月第
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卷第
F

期
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疫反应是主要的发病机制之一#蛋白酶激活受体则可通过增加

及抑制效应来调节该受体的表达,临床上对该病较难确诊#心

肌活检是目前惟一有效的方法#大多数患者难以接受#

cIQ;@

等*

/

+通过生物信息研究分析病毒性心肌炎小鼠模型可能的检

测指标来为临床提供信息,

Y85QII

等*

+

+则首次将
?

例通过

心肌活检确诊的急性病毒性心肌炎患者绘制
=?

图像#作为一

种新的检测手段指导临床应用,在治疗方面#国外有研究通过

开发诱导多功能干细胞移植术来治疗传染性的病毒性心肌炎#

也有通过激活基质金属蛋白酶的表达来治疗该病*

C$F

+

,国内最

新研究报道#通过注射特定的
W&'

疫苗来增强靶细胞免疫系

统以及对抗病毒的保护能力进行治疗*

B

+

,

''<?*

作为一种人工合成的多肽#具有调节心肌细胞代

谢#减轻坏死程度及延缓凋亡的作用#对于急性缺氧的乳鼠心

肌细胞的体外研究中具有显著的心肌细胞保护作用,

,**B

年#有学者发现
''<?*

具有增强细胞间传导#抑制细胞间的

解耦联#其作用部位是心肌细胞间浆膜下的缝隙连接蛋白

"1()

-

"1(/

#而非
"1(*

,另有研究发现#

''<?*

可通过增加缝

隙链接蛋白的耦联作用来抵抗并预防抗心律失常药物引发的

尖端流转型室速的发生*

?*

+

,同时#

J̀5KM6JK:

等*

??

+报道#

''<?*

能用于治疗心律失常的机制主要是通过促使缝隙连接

蛋白
"1()

的表达来延长细胞有丝分裂及细胞周期#而并非是

调节心肌细胞间润盘的连接通道功能来完成这一过程,还有

研究报道#在缺血再灌注的小鼠模型中
''<?*

缺血后处理可

大大减少细胞间解耦联以及抑制室性心律失常的发生,而

,**F

年发表在我国临床心血管病杂志上的
?

篇报道是基于兔

肥厚型心肌病模型的建立上#发现
''<?*

可通过显著改善缝

隙连接蛋白的分布来达到改善心肌细胞的重构#防止
"1()

排

列紊乱#从而降低心律失常的发生率,因此#大多数研究认为

''<?*

作为一种新型的抗心律失常药物可逐渐替代目前市场

上已有的抗心律失常药物#避免其严重不良反应的发生#而且

对于缺血性心肌病-慢性房颤所致的独特性的心肌损害有较为

肯定的保护作用*

?,

+

,少数研究也发现#

"1()

表达水平是冠状

动脉闭塞后心肌梗死面积大小的一个关键因素#通过增强细胞

间传导来降低心律失常发生的药物$如
''<?*

%可能会增大心

肌梗死的面积(而有报道#缝隙连接阻滞剂可以减少心肌梗死

面积和心肌局部缺血性室性心律失常的发生#故在
''<?*

的

研究及使用上值得进一步探讨,

病毒性心肌炎患者由于病毒感染或病毒感染后免疫反应

引起的弥漫性或灶性心肌间质的炎性细胞浸润和邻近的心肌

纤维坏死或退行性变#导致不同程度的心功能障碍*

?)

+

,整个

过程很有可能直接影响心肌细胞间的缝隙连接通道#并影响缝

隙连接蛋白的正常表达及分布,从而推测
''<?*

作为一种

心肌保护剂及缝隙连接蛋白激动剂#给予一定的干预后可明显

保护心肌#减少损伤#促使细胞膜上缝隙连接蛋白的正常表达

及分布#从而对抗病毒感染所致的心肌损害,本文通过建立

"#-)

感染小鼠原代心肌细胞的模型#来观察给予
''<?*

药

物之后心肌细胞的改变#发现
''<?*

药物干预组的心肌细胞

受
"#-)

的损害明显减少#其减轻程度与药物浓度及作用时间

呈正相关,体外研究中达到
?*

-

4

"

I2

以上的
''<?*

作用
,(

5

后开始体现出抗病毒活性#而
,*

-

4

"

I2

的
''<?*

作用
,(5

后就可明显增加细胞存活率及病毒抑制率,因此#

''<?*

有

明确的抵抗
"#-)

对心肌细胞造成的损害过程#这对于

''<?*

的药理学及毒理学的研究具有参考价值#并对将来应

用于临床上病毒性心肌炎的治疗提供理论基础,
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