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柴胡提取物对CVB3m感染小鼠心肌细胞

凋亡相关基因表达的影响
王雪峰1 周 丽2 南春红3 王怀良1

·925·

摘要 目的 探讨柴胡提取物调节心肌细胞凋亡的作用机制。方法 以柯萨奇病毒嗜心肌株(CVB3。)

腹腔注射诱导BALB／c小鼠病毒性心肌炎模型，将实验小鼠分为正常对照组、模型组、柴胡提取物组，柴胡提

取物组每天予0．2ml／109的浓度为2mg／ml的柴胡提取物灌胃，正常对照组、模型组予以等量生理盐水灌

胃，于造模后第10天处死，采用TUNEL法检测心肌细胞凋亡，采用免疫组化、RT—PCR法检测各组小鼠心

肌中Fas、Bcl一2、Caspase3表达。结果 正常组小鼠心肌未检测到凋亡的心肌细胞，Fas、Bcl一2、Caspase3均有

不同程度表达，模型组可见大量心肌细胞凋亡，且Fas、Bcl一2、Caspase3表达均强于对照组(P<0．01)，柴胡提

取物组心肌细胞凋亡明显减少，与模型组比较差异显著(P<0．01)，Fas、Caspase3表达明显降低，Bcl一2表达

轻度升高。结论 柴胡提取物可以抑制病毒性心肌炎时心肌细胞凋亡，明显下调Fas及Caspase3表达，轻微

上调Bcl一2表达。
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Abstract objective To explore the mechanism of Radix Bupleu“(RB)extract in regulating cardiomy—

ocyte apoptosis．Methods The BALB／c mouse inoculated with the cardiomyocytophilic strain Coxsackie Virus

B3m(CVB3m)by peritonealinjection was adopted as viral myocarditis model．The experimental mice were diVided

into the normal control(A)，the model(B)and the RB(C)groups．Mice in Group C were百ven 0．2 m1／109

of RB extract，2 mg／mlin concentration by gastrogavage once daily，while equal volume of normal saline was

given by gastrogavage to mice in Group A and B．All the mice were sac“ficed on the 10 th day after modeling．

The cardiomyocyte apoptosis was detected by TDT／Dutp nick end labelling(TUNEL)．The expression of Fas

Bcl一2，and Caspase3 protein in myocardium was determined by immunohistochemistry and reverse—transcription

polymerse chain reaction(RT—PCR)．Results The apoptotic ceU was not found in Group A，but Fas，Bcl一2 and

Caspase3 were expressed in different degree． In Group B，a lot of apoptotic cells could be seen，with expression

of Fas，Bcl一2 and Caspase3 stronger than those in Group A(P<0．01)．Compared with Group B，the apoptotic

cardiomyocyte in Group C was significantly reduced(P<0．0 1)，with the expression of Fas and Caspase3 signif—

icantly lowered but expression of Bcl一2 increased slightly． Conclusion RB extract could inhibit the cardiomy—

ocyte apoptosis in animal with viral myocarditis，obviously down—regulate the expression of Fas and Caspase3，

and slightly up—regulate Bcl一2 expression．
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细胞凋亡是病毒性心肌炎造成心肌损伤的原因之

一，也是导致慢性心肌炎及扩张性心肌病的主要原因

之一⋯。细胞凋亡是在自身基因调控下进行的一种主

动死亡，其发生受多种基因表达的调控。在哺乳类细

胞中，凋亡相关基因Fas、Bcl一2及Caspase家族被认为

与细胞凋亡关系密切旧’。柴胡具有明显的调节免疫和

保护心肌细胞的作用∞3，本研究对病毒性心肌炎心肌
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细胞凋亡及凋亡相关蛋白表达的影响，作了初步

探讨。

材料与方法

1 动物与毒株sPF级BALB／c小鼠，雄性，4～

5周龄，体重14～169，中国医科大学实验动物中心提

供；CVB3。(Nancy株)由首都儿科研究所提供，～80℃

保存，经Hela细胞增殖，TCIDso为10一。

2仪器 计算机图像分析仪、三高CMIsA系列

(由北京航空航天大学图像中心、北京中山生物技术有

限公司联合生产)、蛋白核酸分析仪(美国Beckman

Du一600)、PCR仪(美国PE一9600)，低温高速离心机

(德国Biofuge 28RS)、电泳仪(上海天能EPS一300)、天

能凝胶系统、日本岛津LC一6A高效液相色谱仪、C—

R3A色谱数据处理机、SIL一6A进样器。

3药物柴胡提取物由辽宁中医学院药学系提

供。具体制备方法：取柴胡，粉成粗粉，加乙醇8倍量，

回流提取两次，每次2h，合并乙醇提取液，减压回收乙

醇，浸膏加水1倍量，搅拌，过滤，滤液加正丁醇萃取两

次，合并正丁醇减压回收正丁醇，浸膏减压烘干，

即得。

4试剂免疫组化及凋亡检测试剂盒为武汉博

士德生物有限公司产品，TRIzOL总RNA提取试剂为

GIBCO公司产品，RT—PCR试剂盒为大连宝生物工程

有限公司产品。

5心肌炎模型的制备、分组 将小鼠随机分为3

组，正常对照组、模型组、柴胡提取物组各15只，按照

文献¨。方法造模，造模后2h开始灌胃给药，对照组与

模型组每天均给予0．2ml／109的生理盐水1次，柴胡

提取物组每天给予0．2m1／109的浓度为2mg／ml的柴

胡提取物混悬液1次。造模第10天处死所有小鼠，取

其心脏，半数冻存于一80℃冰箱，待做逆转录一聚合酶

链反应(RT—PCR)及冰冻切片；半数用4％多聚甲醛固

定，石蜡包埋，并沿左心室轴线每隔1mm连续切取数

张5扯m厚的切片，分别做常规HE染色、免疫组化、

TUNEL法检测。

6免疫组化 将石蜡切片脱蜡至逐渐水化，用

3％过氧化氢孵育5min，进行热抗原修复，采用山羊血

清封闭，室温孵育30min，依次加入一抗、二抗及酶标

进行反应，最后以DAB进行显色、复染，封片。光镜下

观察。

7 RT—PCR 采用Trizol(购自Invitrogen公司)

提取总RNA，按BcaBEST逆转录及PCR说明进行

RT—PCR¨。。以PCR Marker作为标准分子量参照进

行产物鉴定及定性分析。

8 凋亡心肌细胞测定 采用TUNEL法¨。原位

检测心肌细胞凋亡，每一标本取3个不同部位的切片

各2张，按末端脱氧核苷酸转移酶(TdT酶)介导的带

荧光的dUTP缺口末端标记法标记凋亡细胞核。

9 计算机图像分析 将TUNEL与免疫组化切

片于光镜下200倍放大，采用三高CMISA软件分析

阳性结果，每张切片随机选择10个视野，测定视野中

阳性细胞面积占所有细胞面积的百分比及阳性信号平

均灰度，计算：免疫组化阳性信号指数(positive expres—

sion index，PEI)：PEI=阳性信号面积×阳性信号平均

灰度棚I定面积×100％。细胞凋亡指数(apoptotic in—

dex，AI)：AI=阳性信号面积×阳性信号平均灰度绷0
定面积×100％。

10统计学处理 采用SPSSll．0统计软件包进

行统计分析，采用方差分析及f检验。

结 果

1各组小鼠心肌组织病理变化 模型组小鼠可

见心肌组织中有大量的炎性细胞浸润、局灶性坏死和

肌纤维排列紊乱断裂等明显心肌炎病理改变，死亡9

只；对照组无1只死亡，且所有小鼠心肌中未见炎性细

胞浸润及心肌细胞坏死等心肌炎病理改变；柴胡提取

物组死亡1只，与模型组比较，心肌病理改变明显减

轻，炎性细胞浸润及心肌坏死减少。

2各组小鼠心肌细胞凋亡比较 模型组及柴胡

提取物组小鼠均有心肌细胞凋亡(见图1)，而对照组

小鼠未见到凋亡细胞(凋亡细胞核呈棕黄色，正常细胞

核呈淡蓝色)。凋亡的心肌细胞多出现在炎症灶周围，

还可见到浸润的淋巴细胞凋亡。柴胡提取物组小鼠心

肌细胞凋亡明显少于模型组，见表1。

3各组小鼠心肌中Fas、Bcl一2、Caspase3蛋白表

达比较见表1。Fas蛋白阳性染色细胞多分布于炎

症灶周围的心肌细胞、少量浸润细胞及血管内皮细胞，

bcl一2阳性染色细胞主要分布于炎症灶周围的心肌细

胞及少量血管平滑肌细胞。Caspase3阳性染色细胞多

分布于炎症灶周围的心肌细胞、浸润细胞、胞外也可

见到阳性信号(图2，3，4)。正常组小鼠心肌可见少量

Fas、Bcl一2及Caspase3蛋白表达。模型组Fas、Bcl—2、

Caspase3表达较正常组均明显增强，但以Fas上调更

为显著。柴胡提取物干预后Fas表达明显低于模型

组，Bcl一2表达轻度上调，Caspase3也有一定程度

下调。

4 RT—PCR检测小鼠心脏中Fas、Bcl一2 mRNA表
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达 对照组小鼠心肌组织中Fas mRNA的检出率

30％(6／20)，由图5可见，其扩增条带极不清晰，模型

组小鼠心肌Fas mRNA的检出率为90％(18／20)，与

对照组比较差异显著，其扩增条带清晰明亮，柴胡提取

物组Fas mRNA的检出率为55％(11／20)，其扩增条

带隐约可见，强度介于对照组与模型组之间；而Bcl一2

mRNA的各组检出率均超过50％，扩增条带以柴胡提

取物组最清晰，对照组最模糊，模型组介于二者之间

(见图6)。

表1 各组小鼠心肌细胞凋亡指数及Fas、Bcl—2及

Caspase3蛋白表达比较 (％，j±s) 图3 CVB3m VM小鼠心肌Bcl一2阳性细胞，DAB×200

CasDaSe3

0 56±0 29

9 90±0 32*

5 26±0 32”△

注：与对照组比较，+P<0．01；与模型组比较，6P<0．05，66P<

0．01

图1 CVB3IIl VM小鼠心肌凋亡细胞，DAB×200

图2 CVB3n1 VM小鼠心肌Fas阳性细胞，DAB×200

图4 CVB3m VM小鼠心肌Caspase3阳性细胞，DAB×200

注：1．Marke。；2、3．柴胡提取物组；4、5．模型组；6、7．对照组

图5各组小鼠心肌中Fas mRNA表达

注：1．Marker；2、3．对照组；4、5．模型组；6、7．柴胡提取物组

图6 各组小鼠心肌中Bcl一2 mRNA表达

讨 论

细胞凋亡是病毒性心肌炎心肌损伤的机制之一，

与心肌炎向心肌病发展密切相关。实验表明病毒性心

肌炎小鼠心肌细胞凋亡与病变程度一致∽3。柴胡提取

煮蒹≤
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物有抗炎、抗纤维化的作用。本研究首次探讨柴胡提

取物抑制病毒性心肌炎心肌细胞凋亡及调节凋亡相关

蛋白Fas、Bcl一2、Caspase3表达的作用，证实了柴胡提

取物可通过减少Fas、Caspase3表达，增强Bcl—2表达，

减少心肌细胞凋亡，减轻心肌损伤，预防心肌纤维化及

扩张性心肌病的发生。

Fas／APO一1属于TNFR刷GFR家族成员，主要表
达于成熟的淋巴细胞及心脏等。Fas可以通过Fas／

FasL结合，启动结合于细胞毒性T淋巴细胞(cytotox—

ic lymphocytes，CTL)的靶细胞的Fas死亡信号而致

靶细胞凋亡；而Caspase3是Fas介导凋亡信号传导途

径下游的1个关键效应组分。体外实验已经证实，

CTL可以通过Fas／FasL路径导致心室肌细胞凋亡∽。。

癌基因Bcl一2具有抑制细胞凋亡的效应，可阻断Fas基

因诱导的细胞凋亡，其产物主要定位于细胞质膜。另

外，Caspase3的活化不仅参与了Fas／FasL途径介导的

细胞凋亡过程，在其他凋亡途径中也有重要作用∽，。

本研究显示病毒性心肌炎小鼠不仅心肌细胞凋亡增

加，且心肌中Fas蛋白及mRNA表达明显增加，提示

凋亡基因Fas的蛋白表达升高及心肌细胞凋亡在病毒

性心肌炎心肌病变中有重要作用；caspase3蛋白表达

也明显增加，说明Caspase3在Cv飚m病毒性心肌炎

心肌细胞凋亡过程中有一定作用，但增加的Caspase3

是否以活化的酶形式存在，以及其在Fas介导凋亡信

号传导途径中的作用时相还有待于进一步研究。病毒

性心肌炎小鼠心肌细胞bcl一2的表达也有增加，这可能

与cVB3。感染有关，CVB3。病毒可能通过促进Bcl一2的

表达，延迟心肌细胞凋亡为病毒的存在及复制提供条

件；另外由于Bcl一2并不是单独起作用，而是与同家族

中其他一些凋亡相关基因协同作用，其表达增强也可

能与Bcl一2家族的其他成员表达的改变相关；这有待

于进一步对Bcl一2家族其他基因的研究。也有可能是

病毒感染后，心肌细胞大量凋亡，机体自身的一种保护

作用。柴胡提取物干预后明显下调Fas蛋白及mRNA

表达及Caspase3蛋白表达，轻度上调Bcl一2表达，减少

心肌细胞凋亡，显示了柴胡提取物对病毒性心肌炎心

肌细胞凋亡及凋亡相关基因的表达有一定作用。

本研究结果显示，柴胡提取物可以通过抑制病毒

性心肌炎时心肌细胞凋亡、明显下调Fas及Caspase3

表达，上调Bcl—2表达从而减轻心肌损伤，保护心肌。

同时可以看出，柴胡提取物对于Fas介导的细胞凋亡

途径有一定调节作用，但其是否能够影响Caspase3的

活化及作用于细胞凋亡的信号传导还有待于进一步研

究。
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