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提 要 

本文研究了Cox siekie B 病毒(cox B。V)对人聂鼠心肌细胞的感染性以殛三氯化铬 

对心肌细胞生长与对病毒感染性的影响。 实 验结果证髑人心肌细胞对COX B：V感染的 

敏感性比鼠心肌细胞高。 三氯化铬能促进人与鼠心肌细胞的生长， 促进鼠心肌细胞的搏 

动及搏动额率加快，弗随着培养时间的增加。细胞生 长代谢旺盛． 细胞培葬液申乳酸脱 

氢酶 (LDH)的含量升高。用含锆培养液培养的人心肌细胞对病毒感染的 敏感性有 所降 

低 ，人 心肌细胞培养液中 LDH的含量随病毒对 细胞损伤的程度而升高。 

关■ 词：心肌细胞培 养 三氯 化铬 (CrC1，) Coxsackle B2病毒 乳酸脱氢酶 

病毒感染及某些微量元素与心肌病损份的关系越来越被人们重视。据报道引起心肌 

病损的病毒已选 2O余种，其中最多见的是 COX B组病毒。 而且人类 9O 的疾病与微 

量元素有关⋯。 

据研究人体中铬的水平与心血管的发病率及病死率呈负相关[2)。 

心肌受累，可引起某些酶的代谢异常。因此，血液中某些酶的检测是诊断心肌病的 

重要参考依据㈨。yang等 (1985年)的研究证明COX B：V在培养的鼠心肌 细胞 上具 

有感染性“】。Kandolf等报道了 COX BaV能在体外培养的心肌细胞中复制， 并发现人 

成纤维细胞干扰素能抑制病毒在心肌细胞中的复制[口 。 

本文旨在观察大鼠与人心肌细胞对 COX B：V感染 的敏感性及铬对心肌细胞的生长 

与对病毒感染的影响，阻探讨心肌病损与病毒及铬的关系。 

材 料 和 方 法 

一

、 心肌细胞培养：在无菌操作技术条件下，取用水囊g『产的 3— 6个月胎儿心室或出生 24 

本~ ：1999年 1月31日收到8月1日修回 

痘谢仇素、曹英宗离教授对本工作的指导。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


22 宿 毒 学 杂 志 第6卷 

一 48小 时 的 Wisttr大 白 鼠 心室， 按文 献 [6]制 备成心室肌 细胞进行 培 养。 培 养液用 Etgle 

(Ni ssui(1))加20嘧小牛血清和适量青、链霉素 。 

=、铬对心肌细盥生长 曲影响 ： 

1．氯化铬使用浓度选择：用双蒸术配成lmg／ml的贮备液，经抽滤后于 4℃冰箱内保存备用。 

在培养的人胚肾细胞上 选择出对 细胞无毒性的最高浓度为 3．12／*g／ml， 但用于人 或 鼠心肌细胞的 

适宜浓度为0．01—1 g／ml。 

2． 铬对心肌细胞生长。形态及搏动的实验观察：取人胚 心室肌制备细胞 悬液 ．细胞计数 (分 

装 17．41×10 个细胞／瓶／18em )．用无铬及含铬0．5#g／ral的培养液分组培养．在光镜下逐日观 

察细胞 的生长及形态的变 化，并测定细胞培养液 中 pH的变．}匕。 

制备鼠心肌细胞悬液．计数分装 (15—17个细胞／瓶 )用无铬培养液 培养的为 A组，用含铬 

0．05#~／ml培养液培养的为 B组，经24小时培养后，光镜下将每组细胞随机固定30一s0个细胞群 

落，做上标记，逐日观察并记录缅胞搏动群落占总观察群落 的百分比，每个 搏动群落 的搏动频率 

(次／分 )。(1)A组培养48小时后，再分威三组：^’组毋换用无铬培养液，B’组换含铬0．5#$／ml 

的培养渍，C’组换含铬 0．05／~g／ml的培养液。(2)̂ ’组培养14天时再分成A 、B 、C 组．其培养 

液分别与A’、B。、C’组相 同。并继续观察、记录上述指标。 

三、COX Bz V对心肌绷矗毫攮性爱铬对萁毫攮性的影响： 

1． 于培 养的人心肌细胞上进行病 毒传代，将感染病毒 的细胞全 部病变后 ，经三次反复 冻融， 

于 古铬及无 铬培养液分别培养 8天的人 心肌细胞上 滴定 出病毒感染 后的 TCIDs o。 

2． 用上述同样方法滴定出病毒感染鼠心肌细胞的 TCID 5Ⅱ。在感染病毒时同时，各组随机选 

30一s0个 细胞群 落，光镜下观察搏动细胞群落的百分 比及其搏动频率。 

四、铬对确毒毫攮性的辱响：铬对游离病毒的灭话作用。用含铬 0．5及0．05 g／ml的Htnk*液 

分别与等量 的含100、10、1TCID 5 o／0．1m1病毒悬液混合，对照组用无铬 Htnks液与上谜等量病 

毒悬液混合，同在36℃ 的温箱作用 l小时 后，取 出再分别感染培养 2周 的人 及鼠心肌细胞 ．光镜下 ＼ 

逐日观察 细胞 的变 ．}匕。 

五、细童培彝藏中LDH的含量测定； 

1． 病 毒感染人心肌细跑后．逐日观察细胞病变，并测定细胞培养液中LDH的含量。 

2． 分别铡定用不同培养液培养 鼠心肌细胞时．细胞培 养液 中 LDH的含量。 

将以上两种 细胞的各种培养液 ，每隔l2小时用2．4二硝 基苯显 色法(7]测 定一次 LDH的 含 量 

(每次从 每瓶 中取 出 0．3ml细胞培养液后，再补充等 量的新鲜培养液 ，以 保持培 养 液总量为 5ml 

／瓶 ，每组每珠铡定 3一 S瓶。 ) 

结 果 

一

、 铬对心肌细胞生长的影响： 

铬有促进人心肌细胞生长的作用，无铬培养液培养的细胞组与含铬组细胞形态基本 

一 致。但含铬组细胞胞浆更清亮，细胞培养液的 ptt下降 较 快。 当两组细胞 同时换液 

后，ptt由7．4降至 6．4时，含铬组需 2— 3天， 无铬组 则需 3— 4天。 含铬组长成密 

集单层需 1 4一l5天，无铬组则需 l5—17天。 

铬对鼠心肌细胞生长的影响与人的相似，而对鼠心肌细胞搏动影响较大，见表l、 

图 l与图 2。 
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从表 l可看出，在鼠心肌细胞培养 的各个时期， 当由无铬培养 液换成含铬培养液 

时，均可使未搏动的细胞群落向搏动的细胞群落转变，使已搏动的细胞群落的搏动频率 

加快。 

袭 1 铬对 同生长时朔鼠击飘嗣臆搏动百分托的韩晌 

Tab 1 Th e ~ffect of CrC]j 0 pulaating pereeat 0f RMC eolatzy in defftrrent growth pe rlad 

从图版 Ⅱ看出，当将培 养 8天的鼠心肌细 胞的一半换用 含铬 0．05／~g／ml的培养液 

继续培养至 16—32天对，有铬组细 胞搏动群落的百分比明显高于无铬组 (P<0．05)。 

^  

u  
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图 1 铬对鼠心肌缸胞群落搏动百分此的影响 

rjg 1． T^e eff~c1 0f CrC1j on the P lŝ Ii g 

P。f⋯ nt f RMC colo^r 
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图2 铬对鼠心肌细胞搏动持续时间的髟响 

rig 2． The effec1 0f Cre]a oⅡ R C 

当细胞生长到 19天时，又将台铬组的一半 换用无铬培养液继续培养对，停铬组的细胞 

搏动群落的百分比逐渐下降，至第 24天降至与对照组同样水平。 

图版 11 2表明：随细胞培养时间的延长，两组细胞的搏动群落百分 比均增高，至第25 

天左右两组均达到高峰，含铬组为 69．82±l2．16， 对照 组为 38．255±9．54，两组差异 

显著 (P<0．01)。此后两组细胞搏动群落的百分 比均逐渐下降。 在细胞培养的第l1— 

57天中，含铬组细胞搏动的 百分}乇始终 高于对照组 (P<0．05)。 对照组培养至第 58 

天停止搏动，有铬组则培养至第75天才停止搏动。 

铬对鼠心肌细胞搏动频率的影响也比较明显，随培养剧问的延长，两组细胞群落搏 

动额率均加快，当培养至 19天左右 ，含铬组细胞搏动频 率为 134．2±66．43次／分， 对 

照组为 57．25±42．02次／分 (P<0．01)。 当培养 到24—25天时，其搏 动频率均达 
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到高峰，此后逐渐下降，但有铬组始终高于对照组。 

两组搏动节律均整齐，偶见节律不齐，但无显著差异。 

二，COXB V对心肌细胞感染性的实验观察： 

实验结果表明：人心肌细胞对病毒感染的敏感性比鼠心肌细胞高， 病毒感染人心肌 

细胞的TCIDl。为 10 ，鼠为 1O～。 而用含铬 0．5Pglml的培养液培养的人心肌细胞 ’ 

TCID。。为 10 “，用含铬0．05Pg／=]的培养液培养的鼠心肌细胞为 10一。 以上也说明 

同一种细胞用含铬培养液培养后，细胞对病毒感染的敏感性降低。 ． 

经不同培养液培养 8天后的鼠心肌细胞再 感染病毒 4天的结果见表 2， 其中 A组 

与 C组细胞形态及 自发性收缩搏动均正常I B组细胞 病变达 “3+ ， 搏动停止，D组 

细胞病变 “1+ ，细胞搏动群落为 21 ，搏动频率缓慢， 平均 9次／分，节律不齐。 

由此也说明铬培养的鼠心肌纽胞对病毒感染的敏感性降低。 

寰 2 铬封曩心肌细胞暮染囊●t毒性的彤 

T‘b 2． The effect of CrCIl on ee~sili+ily of Tifu 5 infeetien to RMC 

注．“1+一25 的细胞病变 (CPE)， “3+ 一75 的细胞出现病变。 

三，铬对病毒的灭活作用； 

表 3说明不同浓度的铬在细胞与不同滴度的病毒互相作用后。均不影响病毒的感染 

性，这说明铬对病毒无直接灭活作用。 

四、细胞培养液中 LDH的含量t 

图3表明人心肌培养液中LDH的含量t实验分四组，A、B组是 无铬培 养液培养 

的细胞，C、D组是用台铬 0．5pg／ml培养液培养 

的细胞。B，D组用台病毒100TCID。。／0．iml的量 

感染的细胞，A、C组用Hanks液模拟感染。感染 

后的结果t 1．A、C组细胞正常(照片 1)，细胞 

培养液中LDH的含量，感染前后无显著差 异，两 

组之比也无显著差异。2．感染病毒34小时后，B 

组细胞CPE达29，LDH的含量为1355~172．99， 

与感染病毒 前 698．33±28．43相比，P<O．Ot。 

而D组细胞仅极个别区域出现 CPE，LDH的含量 

为906．66±23．09，与感染前 811．66±137．50相 

时问 小时) 比，P>O．05。3．B组与D组相比，B组高于D组(P 
图 。 扁 感亲凡心肌绷  培养液中 化 < o

．01)。d．随着培养时间的延长，B，D组病毒F i
g．3 The change of LDH ]evel in ⋯ ⋯ — 一  ⋯ ⋯ ’ ⋯ ⋯  ’_  

HM c ⋯  -fl 对细胞损伤加重，感染46小时后，细胞中的 CPE 

Tjru·infecliom 迭 3— 4+，细胞基本都变成园形(照片2)， 

特l蛊 。。 、 哥 0 
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裹 5 锗对 COX B￡V麝雄心雕一盥的辱一 

Tab 5． TEe effect 。f C TCI●ot iufeetlvity of COX Bj V t● myc~ardis／~ells 

注．“一”一细胞正常， “4+ 一细胞全部病变 

58小时以后，两组细胞培养中 LDH的含量基本一致。 

鼠肌细胞培养液中 LDH的含量见表 4。此表说明在细胞生长的早期，铬对 LDH的 

含量无明显的影响， 但细胞培养到 118小时后，含铬组细胞培养液中 LDH的含量明显 

高于对照组 (P<O．O1)。 

衰 ● 两蛆一心肌囊■培养藏中LDH的耆■比较 

Tab 4 The m p4“Ⅲ 0f LDH activity I~etweon two RMC medium groups 

在病毒性心肌炎与克山病的研究中， 直接 由病变组织分离 出病毒 的较少， Bowles 

等用 COX B V探针检测 50例 经病理学证实 1勾心肌炎或扩张性心肌病变的病人心肌活 

检组织，发现 28例 COX B V特异性 HNA杂交阳性，22例非病毒性心肌病均为阴性。 

Muir等指出COX B V 可在人心肌诱导 持续性惑染，导致心肌损伤的机理不 清 。本 

实验结果在人心肌细胞上病毒 TCID-o为 10 ”‘， 人 胚肾 细胞为 1O～， 鼠心肌细胞为 

1 0一，由此看出人心肌细胞对 COX B V的瘟染是非常敏感的。 光镜下观 察到病毒对细 

胞的损伤严重，由细胞变园到破损，细胞内的酶漏出，自出现病变开始，细胞培养液中 

LDH的含量 就明显高 于对照组， 随着 病变的加 重升高更明显。此项 实验观察了 COX 

B V对心肌细胞损伤的指标，为临床诊治病毒性心肌炎提供了理论依据，同时建立了病 

毒惑染体外细胞的模型，为探讨病毒持续瘟染导致心肌损伤 的机理及筛选治疗病毒性心 

肌病的药物提了研究手段 

三价铬是人体必需微量元素，具有重要的生理作用。美国人以精白面粉 主要热能 

来源，招致人群普遍缺铬，成为冠心病发病率及死亡率较高的原因 。动物实验证明， 

缺铬可使糖耐量异常，进人心肌的多种氨基酸速率减慢，生长发育停止，角膜混浊，死 

亡率增高。补铬后生长加快，寿命延长，死亡率降低。 营养不 良的婴儿 接受单一剂 量 

(2 50／~g)铬治疗后，生长发育加速，体重增加，体质改善 。本实验证明铬培养的心 
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肌细胞生长快，代谢旺盛，搏动群落增多，搏动频率加快。铬对病毒虽没有灭活作用， 

但铬培养液培养 的心肌细 胞在病毒 感染 初期，病 毒对细胞损伤较轻， LDH释放量较 

少，从而说明铬对心肌细胞有一定的保护作用。 这对于心肌 病的防治有 一定的参考意 

义 。 
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Ex p rimental Study on the Anti—Viral Effect of Myocardial 

Cell Enhanced by Chromium Chloride 

Long Jie-de 

(Dept．0r Microbiology．Shandong Medical University．Jinan 250012) 

Zhang Ai ping 

(Instit 0r Endemic Diseoses·Shandong-Yinan 250012) 

IⅡ this paper，we studied the infectivity of Coxsackie B2 Virus(Cox Bl 

V ) on h uman and rat myocardial cells (HMC and RMC) and the effect of 

chromium chloride(CrCI；)on growth heart cells．and lnfect,vity of the virus． 

Res ults indicated that HMC is more sensitive to the virus than RMC
．  

CrelI could promote the growth and pulsation of HMC and RM'C
． 

LDH studies of the culture cells revealed that； 

1． In cultured RMC treated with CrC1l，】act0dchydr。geⅡase (LDH ) 

increased with t he tim e of incubation． 

2． Seneitivity of the cultured cells treated with CrC1l to Cox B2V 

~ecreased． 

3． In cultured HMC， LDH increased with the degree of CPE
． 
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