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病毒性心肌炎发病机理的实验研究 

一 一 T细胞亚群和抗心肌抗体检测 
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提要 以柯萨奇 B 病毒(CVB )感染Balb／e小鼠建赢心肌炎模型．检测 f小鼠脾脏中T细胞亚群 

和血清中的抗心肌抗体 ，并盎行r心脏病毒分离及组织病理学检杳。结果显示，病毒感染后 5天． 

脾脏中Thyl，2 (T4)增高．7 I5天降低，第2】天恢复正常。L3T4 (Tc／Ts)于病毒感染后 5—21 

天均明显高于对照组 L3T 4 (Th／J)于病毒感染后7天开始增高，直到2l天均明显高于对照组 病 

毒感熟后 】5天．抗心脏肌球蛋白抗体开蛄增高．第2l天继续增高 病毒感染后 3—5天，心脏病毒 

分离均划阳性；第 7天部分小鼠心脏l}I仍可分离出病毒；第 15天心脏病毒分离为阴性。病毒感染 

后 7—2I天，心肌坏死、『日J质炎细胞攫润等病理变化进行性加重。 上述结果提示．病毒感染本身和 

免疫因素都可能参与心肌炎的发病。 

关键词 柯萨奇病毒 B ．动物模型．心肌炎．T细胞亚群．抗心肌抗体 

近年来，病毒性心肌炎(VM)的发病率显著 升。许多研究证实，该病的发生主要与肠道 

病毒、特别与 B组柯萨奇病毒感染宵关[ 。其发病机理 目前尚未十分清楚．本研究旨在通过心 

肌炎动物模型．探讨病毒和免疫因素在 VM 发病中的作用。 

材料与方法 

1 材料 

I．I 病毒 柯萨奇病毒 B (CVB )．泉心肌病毒株勾奉室保存的毒种 扩增后效价匀 】0eTCID ，一Z0"C保 

存 

】．2 动物 Balb／c小鼠 ．6周龄．健康雌性 ，由北京医科大学动物室提供。 

1．3 抗体 

I·3 【 大鼠抗小鼠Thy]·2 (T。)、Lyt2 (Tc／s)、L 4 (Th／J) 克隆抗体 IsG，由北京医科大学免疫室提 

供 

I-3-2 荧光抗体为异硫氰酸赞光素标记的羊抗鼠IgG．由卫生部武双生物制品研究所提供。 

I．3-3 酶标抗体为辣根过包化物酶标记的 抗鼠IgG．由北京华美生物1二程公司提供 
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2 方法 

2．1 动物接种 试验组 2{只，对照组 20只。试验组腹腔接种 0．1ml中含 1 06TcID CVBs液，对照组注射无 

菌生理盐水。 

2．2 标本的采集 病毒感染后 3、5、7和 l5天取心脏作病毒分离。感染后 5、7、15和 2l天摘眼球取血 ，分离 

血清．用于抗心肌抗体检测 同时取心、睥分别作组织病理学检查和T细胞亚群检i昊I。 

2．3 T细胞亚群检测 接Kishimoto[ 报道的方法分离脾细胞，用PBS(pH7．2)调细胞至2×I 十／rot，分装 

4支小管，每管加脾细胞 lml，4000r／thin离心 2分钟。弃上清 ．分别加入大鼠抗小鼠Thyl，2 、Lyt2 、L3T d 

单克隆抗体．每管 1 0 J，对用管加PBS。混匀，4~C作用30分钟，4000r／m Jn离心 2分钟洗j遍。加荧光抗体． 

每管加 l0 l，4℃作用30分钟。 

4G00r／min离心2分钟洗三遍．铺片．置荧光显微镜 F观察．计数 200个细胞中荧光阳性细胞数，计算阳 

性率 。 

2．4 抗心肌抗体检测 

2．4．1 抗原的制备 本研究所提取的抗原为心脏肌球蛋白的重链，其提取方法接 Pollard0 报道并略加修 

改 ．筒述如下： 

取健康 Balb儿小鼠的心脏．剪碎，用PBS(pH7．2)洗两遗，加 10倍量提取液(0．5tool／L KCI，仉lmol，L 

K 2HPO．·3H2O，10retool／L EDTA．1mmol／L T，8retool几 Na2SOj，pH7．0)，匀桨。咪浴振荡 iO分钟 ， 

48000~离心 30分钟，收集上清液，沉淀加5倍量提取缓冲蔽再提取。集两次上清 ，加 3倍量2mmol／LMgCI ． 

馄匀，用0．5tool／L乙酸调 pH至 6．4，冰浴振荡 10分钟 ，3000o~离心 30分钟。沉淀溶在 KI-ATP缓冲液(0． 

6tool／L KI．5mmo|／L ATP。5mmol／L D．rT lmmol／L blgCI：，2rnmol／L咪畦，pH7．0中 逐渐加入硫酸铵。使 

最终浓度为35～42 ，4℃过夜．48000~离心20分钟。沉淀再浩在KIA--ATP缓冲德中．层析，选用Scphadcx 

G 200凝腔，2．6×1 00cm层析柱．用KCI洗脱蔽(0． 。l／L KCI．10retool／L咪畦．10mmol／L DTT．pH7．0)诜 

脱。收集洗脱液 ，满 OD疽。将收集的第一峰液体用饱和硫酸铵((NH．)zSO．，1Ommvl／L EDTA．50mmvl／L 

Na·P抑r·12H20，pH8．0)透析。4800魄 离心 20分钟，沉淀再溶在 50mmol／L(Na．P2O ·12H 2O)溶液中．蛋 

白质定量为 lms／ml以上各步均在 4℃f操作。 

2．4—2 抗心肌抗体检测 用ELISA检测血清中的抗心肌抗体．接 Neu( 报道的方法操作。 

2．5 组织病理学检查 常规处理心脏标本，切片，H—E染色，镜检 。 

2t 6 心脏病毒分离 常规处理心脏标本．盲传三代进行病毒分离 

2—7 统计方法 数据用~-kSD表示，两十样本均数阃比较用t检验。 

结 果 

l T细胞亚群的改变 

接种病毒后 5天 ，脾脏中 Thy]，2 增高．7— 15天降低。Lyt2 于接种病毒后 5天开始增 

高，7—2l天进一步增高。L3T d 于 7—21天均明显增高(表 1)。 

2 抗心肌抗体产生的动态 

病毒感染后 5—7天 ．血清中抗·tk-肌球蛋白抗体无明显增高 ，I而感染后 15天开始增高．第 

2l天抗体滴度进一步增高(表 2) 

3 接种病毒小鼠心脏病毒分离情况 

病毒感染后 3—5天，小鼠心脏病毒分离均为阳性 ，第 7天阳性率降为 60 ，第 21天转为 

阴性(表 3)。 
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表3 接种病Ï 、置心黼 毒分离结果 

Table 3 The results of L~olation of virus in the heä 0f BALB／C mi 
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4 心脏组织病理学检查结果 

分别于接种后 5、7、I5、21天进行心脏组织病理学检查 ，每次 3倒，共 l2例 ，小鼠均未见死 

亡现象。接种病毒后 5—2l天，心脏组织病理改变进行性结重 ，心肌坏死及溶解经历了由轻至 

重、由小到大的演变过程(图 1 4)。 

接种病毒后 5天 -心肌呈灶性和片软坏死．坏死区灶性溶解。 

接种病毒 7夭．心肌呈 片枕坼死+坏死心肌溶解广眨。 

接种病毒后 】5夭 -心肌呈片牧坏死．坏死心肌溶解目  泛 

接种病毒后 2】天 ·右室明显扩张．心肌坏死溶解．心外瞄}潍巴细蘸浸浦
。 

5 days a crCVB3inoculation-my~ardium showedfo咖 and piece nccr∞ and 3mallh 
． (HEX300) 

7山岬 after CVB3 inoculatlc~·myc~ rdium showed piece necr∞ 8nd cne呻 i他 l ☆
． (HEX 600) 

Jb days after CVB3 inoeulmion-myoc~rd~um sb~ ed p ce necroa~ and m0re extenaive l坤扫 (HEX600) 

I d afle ins ulation·也 hl vintticl~of heart showsd dilated and cpicardium was lymph0c e infiltrated
． (HE 

呲 ∞ O × 
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讨 论 

柯萨奇病毒在自然界中普遍存在，人类易受其感染，约50 的受染者有症状，其中约 5 

引起心脏疾患。柯萨奇 B组病毒是 VM 的重要病原，临床上约 50 的心肌炎 由该病毒引起 ， 

但其致病机理尚不十分清楚，一般认为病毒感染本身是 VM 的 直接诱因口：。本研究发现CVBs 

感染 Balb／c小鼠后 3—5天，心脏病毒分离均为阳性 ，感 染詹 7天，阳性率为 60 ，第 15天转 

为阴性。病理学检查显示，病毒感染 5—21天心肌坏死，崩解及炎细胞浸润进行性加重 ，与文献 

报道一致嘲。感染早期病毒分离阳性，病理改变较轻 ，可能与病毒直接侵染心肌有关。感染后 

15天，心肌病毒分离阴性，但病变加重 ，显然病毒本身的因素已不能解释此期病变，可能是免 

疫病理反应所致 研究证明，T细胞从病毒感染后 5—2I天均发生变化，表现为脾脏 Lye2 细 

胞和 L 3T d 细胞增高，其改变与心脏病理改变一致 ，说明 T细胞亚群在病毒性心肌 炎的发病 

中确实起着重要作用。文献所道 ”，T细胞可溶解心肌细胞和引起炎症 反应，并认为致细胞病 

变的主要是 Lyt2 细胞，面 L3T d 细胞则主要引起炎症反应。本研究对 Thyi，2 细胞的检测 

结果不甚规律，其参与心肌损伤的作用尚 甚清楚 作者认 为脾脏中Lyt2 细胞和 L3T 4 细胞 

可通过血液循环等途径进入心脏组织。通过释放免疫因子和直接破坏心肌细胞诱导心肌炎。 

Kishlmoto等嘲实验发现 VM 小鼠模型，外周血和脾脏所有 T细胞均降低，与本文结果不甚一 

致 

病毒感染后 1周 ，病毒分离阳性，且 T细胞 已发生改变 ，但病变较轻，而感染后 l5天，病 

变加剧，与血清抗心脏肌球蛋白抗体的产生及瓣度成正相关。据此推断，该抗体可能参与心肌 

炎的发病。文献报道叫，CVBa感染的小鼠产生的抗心肌抗体主要作用于心脏球蛋白的重链， 

它可通过 T 细胞介导的免疫引起心肌损伤嘲，同时 L 3T d 细胞的增高，可促进 B细胞产生该 

抗体。抗心肌抗体从病毒感染后 15天开始产生 ，第 21天血清中的清度进一步增加 ，与文献报 

道结果一致 。该抗体产生的机制 尚不清楚，可能与病毒感染使 心脏肌球蛋 白暴露有 

关_I 。总之 ，病毒性心肌炎是由多因索引起的，病毒感染是其发病的直接诱因．而免疫因素则 

起着重要作用。研究心肌炎的发病机理，对心肌炎的临床治疗有着重要理论意义。 
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Studies on the Pathogenic M echanism of Viral M yocarditis 

— —  say of Lymphocyte Subsets and Anti—cardiac Antibodies 

W ang Xidong Chen Chenhua Yu Xiuping Dons Jiede Qiu Suying 

(D epart)aent of Mic'robmlogy，Shahs ong Med Ⅱ，Un~vergty，dinah 250012) 

In this study，we established myocar ditis m odeI by using coxsackie type B3 inoculation- 

ResuIts of the studY revealed the following：5 days after inoculation，the percentage of Thyl 

cells in the spleen of infected m ice  w as increased．then it was decreased significantly on day 

7，15 and 21，L3T 4 subsets were increased on days  7．15 an d 21． A nti—cardiac antibodies in 

the serum 0f infected m ice were increased after inoculation．Virus was isolated from all the 

hearts of infected m ice on days 3 and 5．The percentage of positive viral isolation w ere de— 

creas ed on day 7·Focal necrosis appeared in the m yocardium w ith sm all lym phocytes inffltra— 

tion on day 5．M yocardiac necrosis and inflamm atory cell infiltration became m ore severe on 

day 7-and the ventriculax cavity began to dilatate on days  15．Capillary and fibroblast in the 

necrotic area appeared on day 2l-T he above results revealed that T lym phocyte subsets．anti— 

cardiac antibodies and virus itself al1 may be associated with viral m yocar ditis． 

K ey words Coxsackic virus type B3，Anim al model，M yocarditis，T lymphocyte subsets， 

A nti—cardiac an tibody 
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