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(中国科学院上海细胞生物学研究所，上海20031) 毒 t 
提要 应用放射性同位素 Ca2’示踪拄术及光敏生物索标记 cDNA探针 杂交方法 ．观察 了维拉帕 

米、黄 芪、地塞米松等药物对感染柯萨奇 B|病毒(CV岛)的大 鼠培养心肌细胞 Cd 内流及细胞中 

CV ．RNA复制的作用 结果发现{在病毒感染 48h．上述三药均可显著减少感染细胞及 正常对照 

的心肌 ca2 内流(P<0 O1和 P<0 05)；若在病毒感染后即加入上述药物．经 48h培养后．黄芪组 

细胞中的 CV＆一RNA含量显著少于病毒对照组(P<0 001)，维拉帕米则显著增加(P<0 01)，而地 

塞米松对其无影响。提示黄苠与地塞米松具有一种与维拉帕米相似的减少病毒感染心 肌 ca 内 

流的作用，有可能减轻感染细胞的继发性 Ca2 损伤；但三种药物对感染细胞 中病毒核酸的复制有 

不同作用，可作为临床治疗病毒性心肌炎时的参考。 
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目前国内病毒性 tL,肌炎的发病率有所增加．但临床上尚缺乏有效 的治疗药物 。已知该病 

的发病与病毒本身对 tL,肌的直接损伤及其引起的免疫反应有关 · 。柯萨奇 B组病毒(CVB) 

是最常见的病原。近来的研究证实，病毒感染可导致心肌的 ca 一内流增加，而使心肌细胞出 

现 ca 超负荷l30 J，这种继发性的 ca 损伤无疑将进一步加重心肌病变。故近来有学者认 

为这种现象也是 L-肌炎和扩张性心肌病的发病机理之一 ’ 。 ． 

维拉帕米是一种经典的钙拮抗剂，据报道它可减轻病毒致敏的免疫因素对心肌细胞的损 

伤 ；而中药黄芪与激素类药地塞米松，在我们以往的研究中表明对 Cv 感染心肌具有一定 

的保护作用H J。本研究 旨在观察这些药物对 Cv 感染培养 tL"肌细胞的 Ca2 内流及其对细 

胞中 CVB ．RNA复制的影响，以探讨它们的临床应用价值。 

材料与方法 

1 材料 

1 1 病毒： Coxsackie B3病毒 (CVB3)．Nancy株．在培 养心肌细胞上{撮l定其 50％组 织感染率即 TCID5o为 
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1 2 细胞 ： 新生的 Sprague—Dawley大 鼠(上海医科大学实验动物部提供)，取其心室肌用 0 1％胰蛋 白酶分 

坎消化细胞 _̂，所得的细胞悬液经纯化培养，分装于 24孔组织培养板，每孔 l ml生长液含 5×10 细胞．生长 

蔽用含 2O％小牛血清的液．置 371C培养。18 h后．将 已呈规律搏动的各孔细胞分 为两组 ：病毒感染组和正常 

对照组，弃上清后，在前组细胞中加入 0 5 ml含 100 TCI 。CVB 的生长液，后组仅加生长液。37"(2温育 l h， 

各组弃上清并加 1 ml／~g生长液，置 37℃培养观察。 

1 3 药物： 维拉帕米 5mg／(2ml-支)，常州制药厂产品；黄芪注射液，含生药 4g／(2m[-支)，本院药剂科 供； 

地塞水轮 5rng／(ml·支)，上海信谊药厂产品。 

l 4 CV马一cDNA探针： 将克隆有 CVI：：h全长 cDNA质粒 pSPT18简称 pCVBa—R1(由德国 MaX Planek生化 

所 Kandolf教授惠赠)转化大肠杆菌 DH5a，进行质粒扩增，超离心回收和纯化．限制性 内切酶 EcoRI酶切后， 

低溶 凝胶 电泳分离得到 2．6 kb长的 DNA片段(位于 CVB3垒长 eDNA的 5 端 )。然后经缺 IZI翻译标记地高 

辛．具体步骤参见试剂盒说明书(德国 Boehringer Mannheim公司)。 

2 药物处理与细胞 ca2 内流测定 

2 1 药物处理对正常心肌细胞 Ca2 内流的作用： 将上述正常对照组培养 48 h后，先 用无 ca2 ．Ringer液 

洗涤细胞三次。实验分组为：正常对照、维拉帕米、黄芪 、地塞米松共四组 ．正常组 只加[Ca2 ] 为 50 md／L 

的含 1,o．Ci／ml“Ca2 (Im Ci／0 1ml，DO POUT产品)的标记液每孔 250 L．，在后三组中分别NA．含维拉帕米 

10 rnol／In黄芪 0 2 mg／ml、地塞米松 30．ug／ml的 Ca2 标记 液；置 37"(2温育 ．分别在 1、5、l0 min取出吸去 

ca2 蔽，采用冷镧法即含 1 mmol／L镧离子的 7％山梨醇(冰潜)快速洗涤三次 ，每孔加 0 5 ml 5％SDS置室 

温 2 h．混匀后每孔取 200 样品进行波闪计数 (BECKMAN LS 6200)。按 Lowry洼测定各组的 每孔蛋 白平 

均含量。结果按下式计算 ： 

内流量= 群 

2 2 药物处理对病毒感染心肌细咆 Ca2 内流的作用 ： 将上面病毒感染组培养 48 h后。分为：病 毒对照、 

CV +维拉帕米、CV +黄芪、CVB,+地塞米松共四组，侬上法洗涤细胞，加入各药物 (剂 量同上 )， Ca2 镀 

标记各组细胞 ；亦在 1、5、10 min时取出，然后洗涤 、计数方法同上。 

3 RNA-eDNA斑点杂交及其阳性信号的定量扫描 在 2 2中的病毒感染之后上述各药(剂量、分组 同上)，经 

48 h培养，各组捡测标本取相同含量的总 RNA(5 )，分别在尼尤膜(购 自德国 Boehrie．gerMannheim公司)上 

进行点样。杂交前处理 、杂交(杂交时间为 24 h)及显色(显色时间统一为 3 h)主要参照试剂盒说 明书(德国 

BoehringerMannheim公司)。在岛津 C8—910扫描仪上对阳性杂交信号逐 个进行扫描 ．并经计算机整合出其 

反射峰面积 (帅  )。详细方法参考文献 J。 

结 果 

1 ca2 流人心肌细胞的时间曲线 

1 1 药物对正常心肌细胞 ca 内流的影响 从图 1可见，维 拉 帕米、黄芪、地塞米松与 

Ca2 标记液一起加入正常心肌细胞后，在各时间点上(1、5、10rain)的细胞 Ca2 内流显著少 

于正常对照(P<0．05或 P<0．01)，且各组细胞的Ca2 流入均与流入时间有依赖关系。 

1 2 药物对病毒感染的心肌细胞 Ca 内流影响 在 Cv段 感染 心肌细胞后经 48h培养．细 

胞的 ca 内流显著增加(P<0 01)；而维拉帕米、黄芪、地塞米松与 Ca2 标记液一起 加入细 

胞后，测定 Ca2 流入的各时间点，均较病毒对照的细胞 Ca2 内流显著减少(P<0．01)。见图 

2。说明上述三种药均可通过抑制感染细胞过高的 ca。 内流，来维持细胞的性状及功能。 
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图 1 药物对培养一L-肌细帕 cä 内流的抑制技应 

*：P<0 05 正常照组．cx±SD．n=4) Vet：维拉帕米组 AM：黄芪组 Dex：地塞米抡组 

Fig 1 Inhibiuve effect of d“ s∞ Ca influx of eult~ed rat hart cells 

▲ CVB3 

O CVB3+ ^M 

△ CVB3十 De 

图 2 药 物对病 毒感染 48h的 心肌 细帕 ¨ 内褫 的柙 制蕺 厦 

*：P<0．05 vs CVB3组．(x sD．n=3) 

Fig 2 Inhibitive effect of drugs Ol3 influx of cultured rat he~rt cells inf~ted with CVB3 for 48h 

2 药物对感染心肌细胞 CVB ．RNA复制的作用 

2．1 Cv 一eDNA探针斑点杂交特异性 病毒对照组及病毒 +各药物组之标本细胞 总 RNA 

与 cDNA探针杂交后均有阳性信号出现，各药物对照组和正常对照组标本细胞总 RNA杂交 

后未发现任何阳性信号。同时 CVB 一cDNA探针与质粒 pPST 18DNA杂交无阳性信号发现一 

可见此探针有较高的特异性 

2 2 杂交信 号扫描结果 阳性杂交信号经反射扫描 后得到的反 射峰面积反映被检测之 

CVB RNA的相对含量。结果表明在心肌细胞总 RNA含量相同(5 v-g)的情况下，CVB3+黄 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


第 1期 郭 棋等 药物对病毒感染培养心肌细胞 c 内流及 cv 一RNA复制的影响 43 

芪组阳性杂交信号反射峰面积(548=291 rIl2)小于病 毒对 照组 (2929 1354 ，P<0 

OO1)；维拉帕米则显著增加(6840±3193 ffm ，P<0 O1)；而地塞米松对其无影响 可见黄芪 

在培养心肌细胞中能有效地抑制 CV RNA的复制，而维拉帕米则起相反作用。参见图 3 

6 00n 

300D 

圆 府毒对照 匠z盈 CVB，-eVer臣：蜀 CVB，+ M̂ 

图3． 药物对感染 48h的心肌细胞 CVB—RNA复制的作用 

*：P<0 01 cv 十Ver vs病毒耐照 **；P<0 O01 CVB3+AM组．vs病毒对照 RPA：反射峰扫描面积 (x±sD 

=12．C、 组 及 CVB3十AM 蛆 ．n2=8 C、 十Vet组 ) 

Fig 3 E“ t of drugs fm CV RNA rep[i~tion cultured r heart cells infected with CVB3 for 48 hs 

讨 论 

病毒感染引起心肌病变而致心肌炎主要通过两条途径：病毒直接侵犯心肌及其引发的免 

疫因素对心肌的损伤 』。二者均可导致心肌细胞 Ca2 内流的增加l3 j，其结果 易引起心肌 

中 Ca2 超负荷，而进一步加重心肌细胞的病变，并产生多种异常的心肌动作电位l】 ，这表明 

在感染细胞的病变过程中钙起一定作用。本研究在无免疫因素参与的培养细胞感染模型上取 

得的结果显示：维拉帕米、黄芪、地塞米松均可显著减少病毒感染 48h的细胞 Ca2 内流。提示 

感染早期的细胞膜尚具完整性，ca2 通道功能 尚存；早期使用某些药物(如钙拮抗剂等)，可能 

改善感染细胞的 Ca2 平衡，从而减轻 Ca 的继发性损伤。 

病毒核酸在感染心肌细胞中的持续存在，是导致本病迁 延不愈及引发心肌病 的重要原 

因l2j。本文结果提示：(1)黄芪既可抑制感染细胞中的病毒核酸复制，又能减轻细胞 的Ca2 损 

伤，且来源充足，又无毒副反应，显示了其在治疗病毒性心肌炎时的 良好应用价值；(2)由于地 

塞米松既不增加感染细胞中的 CVB—RNA复制，又可明显改善细胞的 ca2 平衡，故本研究支 

持在急性病毒性心肌炎早期，加用短程较大剂量激素，以使其安度难关这一论点；(3)由于证实 

维拉帕米具有促进感染细胞中病毒核酸复制的作用，无疑会进一步加重心肌病变，故在治疗本 

病所致心律失常时宜慎重 
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Effect of Drugs on Ca Influx and CVB3．RNA Replication 

in Cultured Rat Heart Cells Infected with CVB3 

Guo Qi Peng Tianqing Yang Yingzhen 

(Zhong Shah Hospital，Shanghai Medical University，Sha ngha i 200032) 

Gu Quanbao，Zhao Jianxing 

(Shangha i Institute Cell Biology，Academia Sinica，Shanghai 200031) 

The effect of Verapamil(Ver)，Astragalus membranaceus(AM)．Dexamethasone(Dex)on 

ca influx across the myocardial plasma membrane and coxsackie virus／33(CV／33)一RNA replica— 

tion in cultured neonatal rat heart cells infected with CV& was investigated．It was found that 

the Caz influx could be decreased significantly(p<0．O1)by Ver．AM，Dex after infection for 

48h In addtion，the amounts of CV 一RNA in cultured heart cells infected with CVB1 and treat— 

ed with AM for 48h sinmhanea usly were significantly decreased as compared with the heart cells 

infected with CVB3 only(p<0 001)，and it was significantly higher in myocytes infected with 

CVB3 and treated with Ver than in myocytes only infected with CV／33(P<0 O1) These results 

demonstrated that the above three drags could exert the effect of decreasing the secondary dam — 

ages caused by Caz influx，but their effects on replic,3tion of CVB3一RNA in myocardium were 

quite different：AM  inhibited replicantion of CVB3一RNA，Ver enhanced CVB3一RNA replication， 

while Dex did not affect the CVB3一RNA r~plication The results suggest that AM  is the best 

choice in treating patients with acute viral myocarditis． 

Key words Coxsackie virus岛 ，Viral myocarditis，Ca2 influx，Verapamil，Astragalus rnem 

branac us．Dexamethasone 
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