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雷公藤甲素对病毒性心肌炎细胞凋亡及 Fas/FasL 蛋白表达的研究 *
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摘要 目的：研究雷公藤甲素对柯萨奇病毒 B3 病毒（CVB3）感染的病毒性心肌炎小鼠心肌细胞凋亡和 Fas/FasL 蛋白表达的抑制

作用，探讨 TP 治疗病毒性心肌炎的作用机制。方法：将 Balb/c 小鼠随机分成 4 组作为动物模型，分别为对照组、模型组、利巴韦林

组和 TP 组。对照组腹腔注射生理盐水，其余三组腹腔注射 CVB3，利巴韦林组和 TP 组小鼠分别予以相应的药物治疗后，测定各

组小鼠存活率及心肌病变积分，采用末端转移酶标记技术（TUNEL 法）检测小鼠心肌细胞凋亡，免疫组化法检测 Fas/FasL 蛋白阳

性表达。结果：空白对照组心肌无病变，利巴韦林组、TP 组与模型组相比有显著性差异（P <0.01）。正常组鲜见心肌细胞凋亡，模型

组细胞凋亡率较正常组显著增加 (P <0.01)，治疗组利巴韦林组和 TP 组凋亡率比模型组明显降低 (P<0.05, P<0.01)。模型组

Fas/FasL 表达比正常组显著增多(P <0.01)，治疗组利巴韦林组和 TP 组较模型组显著降低(P <0.01)。结论：雷公藤甲素具有通过抑

制 Fas/FasL 蛋白的表达，减缓心肌细胞凋亡，达到抑制病毒性心肌炎从而保护心肌细胞的作用。
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ABSTRACT Objective: To explore the effects of triptolide on apoptosis and expression of Fas/FasL in myocardial cells of mice with

Coxsackievirus B3(CVB3) infected viral myocarditis. Methods: The Balb/c mice were randomly divided into four groups as animal mod-
els, namely the control group, model group, ribavirin group and TP group. Control group were injected intraperitoneally with normal
saline, and other three groups were injected of CVB3. After treatment of ribavirin group and TP group, the survival rate of mice and my-
ocardial histopathologic scores were determined. Terminal transferase labeling(TUNEL method) was used to detect mouse cardiomyocyte
apoptosis, and immunohistochemistry to detect expression of Fas/FasL. Results: Cardiomyopathy of ribavirin group and TP group were
significantly different compared with the model group (P <0.01). Compared with normal group, apoptosis rate of the model group was
significantly increased (P <0.01). Apoptosis rate of ribavirin treatment group and TP group rate was significantly lower than model group
(P <0.05, P <0.01). Expression of Fas/FasL in model group was significantly increased than the control group (P <0.01), and ribavirin
treatment group and TP group was significantly lower than model group (P <0.01). Conclusion: Triptolide could inhibit apoptosis of car-
diocytes through regulating the expression of Fas/FasL in order to inhibit viral myocarditis and protect myocardial cells.
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前言

病毒性心肌炎(viral myocarditis，VM)是一种病毒感染引起

的弥漫性炎症心肌疾病，是最常见的感染性心肌炎。近年来随

着检测技术的提高，发现多种病毒可引起心肌炎，其发病率呈

逐年增高趋势，是遍及全球的常见病和多发病[1-4]。柯萨奇病毒

B3（Coxsackie Virus B type 3，CVB3）属肠道病毒，它感染小鼠

引起 VM 的病理改变与人类似，是研究 VM 的常用动物模型[5,6]。

Fas 及其配体 FasL 是近年来研究得最为深入的有关细胞凋亡

的膜表面分子，Fas/FasL 即死亡受体转导通路是引起细胞凋亡

的重要信号转导路径之一[7]。研究表明，Fas/FasL 通过引起心肌

细胞凋亡参与病毒性心肌炎的发病[8,9]。雷公藤甲素（triptolide,
以下简称 TP），又称雷公藤内酯醇、雷公藤内酯，是从卫矛科雷

公藤属雷公藤（Tripterygium wilfordiiHook1 f1）中分离得到的

活性最高的环氧化二萜内酯化合物，是雷公藤中的主要有效成

分之一[10]。TP 的生理活性强，具有显著的抗炎、抗肿瘤、抗生育
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及免疫调节作用，在临床上得到了广泛的应用[11-14]。本研究就

TP 对 VM 小鼠心肌细胞凋亡的影响及 Fas/FasL 蛋白的表达做

了初步探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

雷公藤甲素，由上海雅吉生物科技有限公司生产，CAS 号

38748-32-2，纯度大于 98%，20mg/ 支。利巴韦林注射液，石家庄

神威药业生产，规格为 1ml：100mg。CVB3 病毒 Nancy 株由河

北联合大学 B2 实验室保存。实验动物采用 3~6 周龄 Balb/c 小

鼠，雄性，体重（15±3）g，由河北联合大学动物实验中心提供。
随机选取 20 只小鼠腹腔注射生理盐水 0.1ml 归为未感染病毒

的正常对照组，其余 60 只每只腹腔注射 100TCID50 CVB3 病

毒稀释液 0.1ml，常规饲养，成活 72 h 以上小鼠为病毒性心肌

炎模型。将病毒感染并成活小鼠随机分为 3 组：模型组(20 只)、
利巴韦林组(20 只)、TP 组(20 只)。治疗组利巴韦林组腹腔给要

剂量为 50mg/kg，TP 组按照 0.8mg/kg 剂量给药[15]。
1.2 方法

1.2.1 检测小鼠心肌组织病变积分 心肌组织病理检查及结果

半定量：心肌石蜡标本组织连续切片，HE 染色后光镜下观察心

肌组织的病理改变，计算每个视野中心肌病变积分，即在每张

切片上随机选取 5 个高倍视野，计算每个视野中炎性细胞浸润

及坏死区域面积与整个视野心肌面积之比，无病变计 0 分，比

值 25%计 1 分，> 25%~50%计 2 分，> 50%~75%计 3 分，> 75%
计 4 分[16]。
1.2.2 TUNEL 法检测细胞凋亡 按照 TUNEL 细胞凋亡检测试

剂盒（碧云天生物技术研究所生产）使用说明操作，样品脱蜡后

加蛋白酶 K，20-37℃作用 30 分钟，PBS 洗涤 3 次之后将蛋白

酶 K 洗涤干净。样品加入配置好的 TUNEL 检测液 50μl，37℃
避光孵育 60 分钟。PBS 洗涤之后荧光显微镜下 观 察 ，按

TUNEL 试剂盒说明设立阳性和阴性对照。
1.2.3 免疫组化检测心肌组织 Fas/FasL 蛋白表达 将小鼠心肌

组织脱蜡和水化，3%甲醇 H2O2，37℃孵育 15min。蒸馏水洗净

甲醇，高压热修复 7 分钟，蒸馏水洗 2 次，置于 0.01mPBS 浸洗

2 次，每次 5min。封闭，加入一抗工作液，4℃孵育过夜。加入二

抗，室温孵育 1h。加苏木精衬染 3min，蒸馏水冲洗，苏木精复

染，脱水，透明，中性树胶封片。用 Bandscan5.0 软件进行图像分

析，检测阳性染色光密度值，每张切片随机检测 5 个视野，计算

平均积分光密度值[17]。
1.2.4 统计学方法进行结果分析 计量资料用均数±标准差

(x±s)。运用统计学软件 SPSS 13.0 进行数据处理，结果均以均

数和标准差的形式显示，两组比较采用 t 检验，多组比较采用

单因素方差分析。

2 结果

2.1 小鼠心肌病变积分

正常对照组心肌无病变，模型组、利巴韦林组、TP 组心肌

病变积分和正常组相比有所增加，利巴韦林组、TP 组与未经治

疗组即模型组相比有显著性差异（P<0.01），但两组治疗组之间

并无显著性差异（图 1）。

2.2 小鼠心肌细胞凋亡

用 TUNEL 法分别检测第 7 天、14 天和 21 天心肌凋亡细

胞，光镜下凋亡细胞核呈棕黄色，非凋亡细胞核呈蓝绿色。正常

对照组心肌中鲜见凋亡细胞，模型组、利巴韦林组、TP 组视野

内均可见大量凋亡的心肌细胞。表 1 明确表示了正常对照组、
模型组和治疗组心肌细胞凋亡指数，各组之间的比较具有统计

学意义。感染病毒 7 天后，模型组凋亡细胞较正常组有显著增

加 （P<0.01），药物治疗组凋亡细胞数明显下降（P<0.01，P<0.
05）。接受药物注射第 7 天、14 天和 21 天，治疗组细胞凋亡率

和模型组相比均有所下降，说明利巴韦林和 TP 均具有抑制病

毒性心肌炎细胞凋亡的作用。两治疗组之间无显著差异（P>0.
05）。

图 1 TP 对小鼠心肌病变积分的影响

Fig.1 Effects of TP on cardiomyopathy credits of mice

Note : *P<0.01, # P<0.05 compared with control group; ** P<0.01 compared with model group.

control group, model group, ribavirin group and TP group

表 1 个组小鼠组心肌细胞凋亡指数比较（x±s）
Table 1 Comparison of myocardial apoptosis rate（x±s）

Group Apoptotic index％

7d 14d 21d

Control group 1.0± 0.3 1.2± 0.7 1.6± 0.4

Model group 63.5± 1.8 * 27.6± 2.2 * 16.4± 0.4 *

Ribavirin group 21.5±1.6 # ** 9.3± 0.3 # ** 6.2± 1.1 # **

TP group 23.4± 0.3 # ** 10.9± 0.9 # ** 3.8± 1.3 # **
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2.3 Fas/FasL 蛋白的表达

Fas/FasL 蛋白阳性染色成棕黄色颗粒，位于细胞膜或胞浆

内，在正常组和模型组心肌组织内均可检测到 Fas/FasL 蛋白的

阳性表达。表 2 列出用药 30 天后各组细胞 Fas/FasL 蛋白的阳

性表达率。模型组 Fas/FasL 阳性表达较正常组显著增加，治疗

组阳性细胞表达明显下降 （P<0.01），TP 组和利巴韦林组之间

无明显差异 （P>0.05），说明 TP 和利巴韦林均能通过抑制

Fas/FasL 的阳性表达进而抑制病毒性心肌炎。

Note : *P<0.01 compared with control group; # P<0.01 compared with model group

表 2 各组小鼠心肌细胞 Fas/FasL 蛋白阳性表达率（x±s）
Table 2 Comparison of myocardial expression of Fas/FasL

Group Fas Fasl

Control group 0.052± 0.006 0.038± 0.005

Model group 0.090± 0.007 * 0.081± 0.009 *

Ribavirin group 0.063± 0.009 # 0.056± 0.005 #

TP group 0.068± 0.011 # 0.060± 0.006 #

3 讨论

已经证实 CVB3 能够损害健康小鼠心肌细胞，导致心肌细

胞凋亡。CVB3 病毒感染会导致心肌细胞凋亡从而使心肌细胞

减少，引起病毒性心肌炎进而形成心功能障碍的重要机制。细

胞凋亡目的是去除机体组织内异常、受损细胞，是细胞应激下

的状态正常反应。Fas/FasL 被认为是与细胞凋亡密切相关的基

因，细胞膜表面 FasL 蛋白阳性细胞可与 Fas 蛋白阳性的细胞

相互作用，将死亡信号传递给 Fas 蛋白阳性细胞并激活细胞的

凋亡程序而诱发细胞凋亡[18-21]。
本研究将感染小鼠建立为病毒性心肌炎动物模型，从分子

水平上比较研究 TP 对病毒性心肌炎小鼠心肌细胞凋亡及调控

基因的影响，尤其是对 Fas/FasL 蛋白表达的影响。心肌细胞凋

亡结果显示正常组偶见微量凋亡细胞，模型组细胞凋亡较之显

著增加，表明病毒性心肌炎疾病的发展过程出现了心肌细胞凋

亡。治疗组较模型组心肌细胞凋亡明显减少，凋亡细胞多为散

在分布，主要集中在病灶及其周边，提示 TP 和利巴韦林皆具有

抑制心肌细胞凋亡、保护心肌细胞的作用。
免疫组化法显示模型组 Fas/FasL 阳性表达增加，研究提示

Fas/FasL 蛋白阳性的细胞，可传递并激活该细胞的凋亡过程。
本研究发现，Fas/FasL 的分布与心肌凋亡细胞的分布趋势一

致，更验证了前述 Fas/FasL 蛋白表达与心肌细胞凋亡的密切联

系，说明病毒性心肌炎心肌细胞凋亡中检测 Fas/FasL 的阳性表

达具有重要的指导作用。
病毒性心肌炎的 发 展 过 程 伴 随 了 心 肌 细 胞 的 凋 亡 和

Fas/FasL 的阳性表达，结果显示，两组治疗组小鼠：利巴韦林组

和 TP 组心肌细胞凋亡数目较未治疗组的数目显著减少，且治

疗组的 Fas/FasL 蛋白表达程度皆有显著下降，表明药物利巴韦

林和 TP 均有降低 Fas/FasL 阳性表达的作用。综上所述，雷公

藤甲素和常用治疗病毒性心肌炎利巴韦林一样，具有减少病毒

性心肌炎小鼠心肌细胞凋亡的能力，推测其原理可能为减弱

Fas/FasL 蛋白的表达和凋亡细胞的信号转导，其分子调控的详

细机制尚需进一步验证。
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