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红花提取物对柯萨奇病毒感染心肌微血管内皮细胞的保护作用

（1.内蒙古自治区人民医院 心血管内科，内蒙古 呼和浩特 010017；

2.内蒙古医科大学第二附属医院 急诊科，内蒙古 呼和浩特 010012）

【摘 要】目的 探讨柯萨奇病毒B3（coxsackie virus B3，CVB3）对心肌微血管内皮细胞（cardiac myocardial mi-

crovascular endothelial cell，CMEC）的感染途径及红花提取物（主要有效成分为红花黄色素B，Safflower Yellow B，

SYB）是否通过该途径对感染过程起到保护作用。方法 将CMEC分为四组，分别为CVB3组、SYB组、CVB3+SYB

组、对照组，采用TCID50浓度为10-6.285/mL的病毒液对CVB3组及CVB3+SYB组的细胞进行干预，采用100 nmol/L

的SYB对SYB组及CVB3+SYB组的细胞进行干预，分别在0 min、20 min、40 min、60 min提取细胞总蛋白和RNA，

采用WB及RT-PCR方法测定每组细胞中Toll-样受体4（toll-like receptors 4，TLR4）、髓样分化因子88（myeloid

differentiation factor 88，MyD88）及核转录因子-B（nuclear factor-kappa B，NF-κB）表达，进行统计学分析。结果 与

对照组相比，CVB3组细胞中TLR4、MyD88及NF-κB的蛋白表达量在40 min、60 min存在差异，mRNA的表达量在

20 min、40 min、60 min时存在差异；与对照组相比，SYB组细胞中TLR4、MyD88及NF-κB在各时间段的蛋白表达

量以及mRNA表达量均无差异；与CVB3组对比，SYB+CVB3组细胞中TLR4、MyD88及NF-κB 蛋白表达量在40

min与60 min时存在差异，mRNA表达量在20 min、40 min、60 min时存在差异。结论 CVB3通过TLR4/NF-κB通

路损伤CMEC，TLR4/NF-κB通路是CVB3导致VMC的信号通路，而SYB可通过该通路对CVB3感染后CMEC

起到一定的保护作用。
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病毒性心肌炎（viral myocarditis，VMC）是一种由

病毒感染导致心脏损伤的感染性疾病，经研究证实

其在多年后与扩张型心肌病的发生及发展存在密切

相关性，而扩张型心肌病成为青少年的重要死因[1]。

因此关于病毒性心肌炎的发病机制及可能的治疗方

法的研究，对于临床上针对VMC的治疗及严重并发

症的预防具有重要的意义。柯萨奇病毒B3（coxsackie

virus B3，CVB3）是病毒性心肌炎的主要致病病毒，但

CVB3导致病毒性心肌炎的具体机制目前仍不清楚。

Toll样受体（toll-like receptors，TLRs）是一类在

先天免疫系统中起关键作用的跨膜非催化性蛋白

质，主要在巨噬细胞、树突状细胞、肠内皮细胞、心肌

细胞的细胞膜上表达，与特定微生物结合，TLRs通

过其胞内区募集下游接头蛋白，进行信号转导[2]。

TLRs家族包括13个成员，TLR4是介导内毒素和脂

多糖应答的最主要受体。TLR4被激活后，其胞内区

和MyD88的 C端区域结合，然后 IRAK4、IRAK1和

TRAF6募集到TLR-MyD88复合体，导致 IRAK1和

TRAF6磷酸化，进而激活下游的MAPK和NF-κB信

号通路，最终调控多种炎症因子的表达。

病毒性心肌炎发病过程中心肌微血管内皮细胞

最早受到损伤。在CVB3损伤心肌微血管内皮细胞

（cardiac myocardial microvascular endothelial cell，

CMEC）的过程中，TLR4/MyD88/NF-κB信号通路是

否参与了疾病的发展仍不明确。文献报道[3]，红花具

有改善冠状动脉供血以及调节免疫功能等作用，但其

对病毒性心肌炎是否通过TLR4/MyD88/NF-κB信号

通路发挥治疗作用尚未明确。

1 材料与方法

1.1 实验材料

CVB3 质粒（ScienCell Research，美国）；CMEC

（ScienCell Research，美国）；红花（内蒙古北域药业有

·中（蒙）医药论坛·
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限公司）；DMEM 培养基、胎牛血清、胰蛋白酶和 PBS

（Gibico，美国）；NF-κB-p65单克隆抗体、TLR-4单

克隆抗体和MyD88单克隆抗体（Sigma，美国）；cDNA

逆转录试剂盒和PCR扩增试剂盒（上海普洛麦格生

物产品有限公司）。

1.2 实验方法

1.2.1 SYB的制备 红花药材中加入8倍量的蒸馏

水，加热至90℃浸泡60 min，浸泡2次，然后将浸泡过

的红花置于烘箱中烘干，再次将红花放入60℃蒸馏

水中浸泡60 min，合并3次浸提液，烘干。然后将红

花提取物置于液氮中，研磨得到红花提取物（SYB）。

以红花提取物中主要成分红花黄色素B为指标成

分，制备浓度为100 nmol/L的红花提取物溶液。预实

验结果显示100 nmol/L 的SYB作用后可使CMEC避

免被CVB3感染。

1.2.2 CVB3感染CMEC的TCID50的测定 用浓度

分别为10- 1/mL、10- 2/mL、10- 3/mL、10- 4/mL、10- 5/mL、

10-6/mL、10-7/mL以及10-8 /mL的CVB3转染CMEC 24 h

后检测细胞吸光度值（optical density，OD），并计算感

染率。细胞感染率为50%时对应的CVB3浓度即为

TCID50值。

1.2.3 SYB 对 CVB3 感染 CMEC 的保护作用研究

将CMEC细胞分为四组：对照组、SYB组、CVB3组、

SYB+CVB3组。 用100 μL浓度为10-6.285/mL的CVB3

处理CVB3组和SYB+CVB3组的CMEC；用100 μL浓

度为100 nmol/L 的SYB处理SYB组和SYB+CVB3组

的CMEC。培养6 d后观察细胞形态。

1.2.4 Western- Blot 检 测 SYB 对 CVB3 感 染 后

CMEC中的TLR4、MyD88和NF-κB蛋白表达的影响

将CMEC细胞分为四组：对照组、SYB组、CVB3组、

SYB+CVB3组。用100 μL浓度为10-6.285/mL的CVB3

处理CVB3组和SYB+CVB3组的CMEC；用100 μL浓

度为100 nmol/L 的SYB处理SYB组和SYB+CVB3组

的CMEC。干预0 min、20 min、40 min、60 min后，将

各组细胞裂解后离心，取上清液提取蛋白。按照说

明书方法测定提取上清液中细胞蛋白浓度，达标后

再将各蛋白提取液稀释至同一浓度，并加入SDS-

PAGE蛋白缓冲液和样本液充分混匀，通过配胶及上

样、SDS-PAGE电泳、转膜、抗体孵育、ECL显色等步

骤，得到条带图，通过Image J软件进行条带灰度分

析。

1.2.5 RT-PCR检测SYB对CVB3感染后CMEC中

的 TLR4、MyD88 和 NF-κB mRNA 表达的影响 将

CMEC细胞分为四组：对照组、SYB干组、CVB3组、

SYB+CVB3组。用100 μL浓度为10-6.285/mL的CVB3

处理CVB3组和SYB+CVB3组的CMEC；用100 μL浓

度为100 nmol/L 的SYB处理SYB组和SYB+CVB3组

的CMEC。干预0 min、20 min、40 min、60 min后，提

取各组细胞中RNA，按照试剂盒标准计算配置逆转

录液，采用标准方法进行cDNA合成，β-actin作为内

参，RT-PCR 所用引物见表1，采用标准方法进行

PCR扩增，测算mRNA含量。

1.2.6 统计学方法 实验数据分析通过SPSS 20.0

（IBM）统计学软件处理，统计描述符合正态分布计量

资料采用（均数±标准差）表示，正态及方差齐性检验

后通过独立样本t检验。实验制图分析采用GraphPad

8.0软件绘制分析，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CVB3感染CMEC的TCID50

实验结果显示：CVB3的浓度为10-5/mL时，细胞

几乎全部被感染；CVB3的浓度为10-6.285/mL时，50%

的细胞被感染。因此CVB3对CMEC的 TCID50为

10-6.285/mL，实验数据见图1。

基因名称

β-actin-forward
β-actin-reverse
TLR4-forward

TLR4-reverse

NF-B-forward

NF-B-reverse

MyD88-forward

MyD88-reverse

引物序列5’——3’

5’-TGGCACCCAGCAATGAA-3’

5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA-3’

5’-CAGAAGAGGCAAGGCGACAG-3’

5’-TGGCATAACCACATAGAGAACTG-3’

5’-GACATTGAGGTGTATTTCACGGG-3’

5’-CTCTTGAAGGTCTCATAGGTC-3’

5’-GTTCTTACTGACTGGCATGAG-3’

5’-CGCAGCTCTAGGAGCATGTG-3’

表1 RT-PCR中所用引物

图1 CVB3感染CMEC的TCID50
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2.2 SYB对CVB3感染CMEC的保护作用

培养6 d后SYB组细胞和对照组细胞对比，形态

均无明显变化，说明SYB对正常CMEC形态无影响；

CVB3组的细胞密度变稀疏且部分细胞漂浮于液体

表面，说明CVB3能够感染CMEC；SYB+CVB3组细胞

形态与对照组相比无明显不同，说明SYB对CVB3感

染的CMEC具有保护作用。

2.3 SYB 对 CVB3 感 染 后 CMEC 中 的 TLR4、

MyD88和NF-κB蛋白表达的影响

实验结果显示：对照组细胞中不同时间点

TLR4、MyD88和NF-κB的蛋白表达水平无明显变

化；CVB3组细胞40 min和60 min时的TLR4、MyD88

和NF-κB蛋白表达水平高于对照组，差异有统计学

意义，说明CVB3感染CMEC与细胞中TLR4、MyD88

和NF-κB蛋白表达升高相关；SYB+CVB3组细胞40

min和60 min时的TLR4、MyD88和NF-κB蛋白表达

水平低于CVB3组，差异有统计学意义，说明SYB处

理 CVB3 感染的 CMEC 后细胞中 TLR4、MyD88 和

NF-κB蛋白表达水平降低，实验数据见图2。

2.4 SYB 对 CVB3 感 染 后 CMEC 中 的 TLR4、

MyD88和NF-κB mRNA表达量的影响

实验结果显示：CVB3组细胞20 min、40 min和

60 min时的TLR4、MyD88和NF-κB mRNA表达水平

高于对照组，差异有统计学意义；而且40 min时3种

基因的表达量达到峰值，说明CVB3感染CMEC与细

胞中TLR4、MyD88和NF-κB mRNA表达水平升高相

关；SYB+CVB3组细胞20 min、40 min和60 min时的

TLR4、MyD88和NF-κB mRNA表达水平低于CVB3

组，差异有统计学意义，说明SYB处理CVB3感染的

CMEC后细胞中TLR4、MyD88和NF-κB mRNA表达

水平降低，实验数据见图3。

3 讨论

CMEC在心脏损伤性相关疾病病理进程中的作

用越来越受到研究人员的关注。近年来随着病理学

及细胞生物学观测技术的进步，内皮细胞的作用逐

渐得到深入了解[4~6]。在VMC的发病过程中，CVB3

最初感染的细胞即为CMEC，通过CMEC的屏障作用

后，CVB3才能够感染心肌细胞。CVB3在通过CMEC

的同时也激活了与心肌损伤相关的信号通路[7~9]。

图2 SYB、CVB3处理CMEC后细胞TLR4/NF-κB信号通路
相关蛋白灰度值分析

A：TLR4蛋白灰度值分析；B：MyD88蛋白灰度值分析；
C：NF-κB蛋白灰度值分析

图3 SYB、CVB3作用CMEC后细胞TLR4/NF-κB信号通路相关
基因mRNA表达量分析

A：TLR4 mRNA表达量分析；B：MyD88 mRNA表达量分析；
C：NF-κB mRNA表达量分析
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CVB3 在进入宿主机体后，首先与 CMEC 接触，而

CMEC 表达柯萨奇病毒受体和组织侵噬性受体，

CVB3以胞吞的方式进入细胞内，同时激活机体的固

有免疫系统，发动抗原提呈作用，并分泌大量的炎症

因子以及趋化因子，抵抗病毒的同时也损伤了正常

的心肌组织[10~12]。有研究证实，CVB3感染与TLRs的

表达量明显相关，VMC大鼠模型心肌细胞中的TLRs

表达量明显高于对照组大鼠的心肌细胞[13，14]。20世

纪80年代Cell杂志上发表了针对TLR4的相关研究

结果，首次证实了TLR在心肌炎症反应过程中重要

的价值。在动脉粥样硬化的大鼠中，TLR2、TLR4、

TLR7、TLR9等蛋白的表达量明显高于对照组大鼠，

而加入脂联素抑制大鼠动脉斑块后，其主动脉内

NF-κB蛋白表达量明显下调，其下游调控的炎症因

子如TNF-α、IL-6等表达量也明显降低，表明TLR4/

NF-κB通路与血管内皮细胞的损伤及炎症反应密切

相关[15~17]。研究表明单味中药中对VMC有效的药物

有黄芪、丹参、西洋参、红花、三七等[18，19]。中医药针

对VMC的治疗能够有效地缓解症状，有效清除宿主

体内病毒，控制心肌损害程度，有较高安全性，弥补

了西医支持治疗的不足。

本研究中，对照组与 SYB 组相比较，TLR4、

MyD88和NF-κB 3种蛋白在0~60 min的4个时间段

的蛋白表达量均无明显差异，表明SYB对于CMEC

本身无明显干扰作用。CVB3干预的CMEC在40 min

及60 min时TLR4、MyD88和NF-κB 3种蛋白表达量

与对照组相比存在差异，结果表明CVB3损伤CMEC

的过程中，TLR4/NF-κB通路被激活参与了损伤的过

程。SYB+CVB3组3种蛋白的表达量相较于CVB3组

降低，在40 min与60 min时两组存在差异，结果表明

SYB可以通过抑制TLR4/NF-κB通路对CVB3感染

后CMEC起到保护作用。CVB3组的TLR4、MyD88和

NF-κB的mRNA的表达量在20 min、40 min与60 min

时升高，与对照组对比存在统计学差异，再次证实了

CVB3能够通过TLR4/NF-κB 通路干预CMEC的生

长。SYB干预组在0min、20 min、40 min和60 min时3

种基因的mRNA的表达量与对照组相比无明显差

异，表明SYB对于CMEC本身无明显干扰作用。SYB+

CVB3组与CVB3组比较，3种基因的mRNA的表达

量在20 min、40 min和60 min时存在差异，表明SYB

能够有效的干预CVB3对于CMEC的损伤作用，对

CMEC起到保护作用。在本研究中SYB表现出明显

的干预效果，不仅能够改善CVB3感染后的CMEC的

生长情况，同时能够干预TLR4/NF-κB通路相关信

号蛋白的表达水平。

有研究表明，SYB能够显著降低组织内的氧化

应激、炎症因子表达，并且能够保护细胞内线粒体膜

的稳定性[20]。但是其具体的机制不是非常明确，本研

究证实SYB可影响TLR4/NF-κB通路的功能，表明

该信号通路可能成为其治疗VMC的有效靶通路。

针对TLRs的相关报道中指出，TLR存在多种亚型，

表达于淋巴细胞、巨噬细胞、血管内皮细胞等细胞膜

上，而同样存在于CMEC的细胞膜上。但其具体的

调控机制以及上下游调控分子仍旧不是很明

确[21，22]。针对本研究的试验结果猜测，CVB3病毒首

先经过肠道进入机体，经过血液循环系统与CMEC

上的TLRs相结合，导致TLR4 的mRNA的转录表达，

并激活NF-κB蛋白的表达。TLR4/NF-κB通路激活

直接介导心肌凋亡，多个研究表明氧化应激反应在该

过程中起到了重要作用。另外，TLR4/NF-κB通路可

以调控单核巨噬细胞，影响心肌微环境内炎症因子的

表达水平，TNF-α、IL-1、IL-6明显上调，而IL-10水平

逐渐下降，以上炎症因子的异常表达反过来可以激活

心肌血管的收缩，并激活其他信号通路，放大心肌及

血管炎症反应，造成心肌的持续性炎性损伤[23]。

综上所述，我们将CVB3感染CMEC，导致TLR4、

MyD88和NF-κB等信号分子的蛋白及其mRNA表达

上调。以上结果证实了CVB3能够通过TLR4/NF-κB
通路损伤CMEC，而SYB可以抑制TLR4/NF-κB通路

对CVB3感染的CMEC起到保护作用。本研究在细

胞水平对CVB3感染CMEC的途径以及SYB是否可

通过该途径对感染过程起到保护作用进行了研究，

在动物水平是否可以有同样的感染过程与保护作

用，需进行进一步的实验与研究来证实。
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