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摘要 目的：研究益气活血中药复方对 CVB3 大鼠心肌细胞感染模型 ATP6（ATP synthase F0 subunit 6）基因表达的作用机制。方法：

本实验用新生 2-3dWistar 大鼠心肌细胞,建立 CVB3 病毒感染模型，通过改良的抑制性消减杂交技术（SSH），克隆了受 CVB3 攻击

的心肌细胞中被中药（益气活血中药复方）调控的基因。结果：ATP 6 基因，在中药组中高表达，而病毒组中表达减弱或抑制。结论：

益气活血中药复方能影响受 CVB3 病毒攻击的宿主细胞 ATP6 基因的表达，有效保护心肌、阻断病程进度，从而实现治疗病毒性

心肌炎的目的。
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ABSTRACT Objective: This study is about the mechanism of supplementing Qi and activating blood circulation Chinese Herbal

Compound to the genetic expression of CVB3 rat cardiac muscle cell infection model ATP synthase F0 subunit 6. Methods: This
experiment set CVB3 infection model by the new 2-3d rats' cardiac muscle cells, used the improved suppression subtractive hybridization
(SSH), and cloned genes of host cells attacked by CVB3 and regulated by supplementing Qi and activating blood circulation Chinese
Herbal Compound. Results: The expression of ATP synthase F0 subunit 6 in Chinese medicine group present high, but in virus group
suppressed. Conclusion: Supplementing Qi and activating blood circulation Chinese Herbal Compound can effect on the genetic
expression of ATP synthase F0 subunit 6 attacked by CVB3, protect myocardial effectively and block the course of disease, so that
achieve the purpose of treating viral myocarditis.
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病毒性心肌炎（Viral myocarditis ，VMC）是病毒侵犯心脏

引起的心肌非特异性间质炎性反应为主要病变的心肌炎、是临

床常见心血管疾病。其发病机理为,病毒通过直接作用和免疫

机制引起心肌细胞损伤。因此，病毒性心肌炎的治疗主要是针

对病原和保护心肌。近年来该病的发病率呈逐渐上升，又可能

发生爆发流行，因此，针对病毒性心肌炎的治疗及其机制研究

显得迫在眉睫。鉴于气虚血瘀为本病病机，且益气活血中药复

方在临床运用较广、疗效佳，为进一步阐明其心肌保护作用，本

实验建立柯萨奇病毒 B3(CVB3)感染模型,用 SSH 技术，筛选出

受 CVB3 攻击的心肌细胞中被益气活血中药复方调控的基因。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 实验动物 新生 2－3d 的 wistar 大鼠，体重约 5-6g，清洁

级，分批购自辽宁中医药大学实验动物中心。
1.1.2 实验药品及制备 CVB3m 嗜心肌毒株 （哈尔滨医科大学
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微生物实验室提供）

益气活血中药复方注射液 中药饮片主要由黄芪、郁金、丹
参、麦冬、白参、白茅根等组成(购自辽宁中医药大学附属医院

门诊中药局)，经鉴定，状态、产地、质量均符合国家药典标准。
配制成含生药浓度为 1g/mL 的注射液（沈阳药科大学药学院制

备）。
1.2 实验方法

1.2.1 心肌细胞原代培养 取新生 2-3d wistar 大鼠，取出心脏，

用预冷 HBSS 液轻轻冲洗 2 遍以清除表面血液血液，剪取心室

部，剪为 1mm3 碎块，冲洗一次，用移液器吸弃 HBSS 液后，适

量分装试管中，加入 8mL 0.25%胰蛋白酶（1：250）消化液，放置

37℃恒温水浴震荡器中，消化 50min，待心肌组织块消化完全

后，以 2 mL/ 管的计量加入含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液

终止消化，1000 rpm 离心 8 min，缓慢弃上清液，每管加入 8 mL
HBSS 液洗涤细胞，轻轻混匀后，1000rpm 离心 8 min，再次弃掉

上清液；加入 10 mL 含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液，吹打

混匀心肌细胞，先用 100 目不锈钢滤网过滤后，再次以 200 目

不锈钢滤网过滤，接种于培养器皿中[1-3]。
1.2.2 CVB3 病毒性心肌炎模型的建立 心肌细胞培养 72 h
后，可在镜下观察到细胞规律性搏动，接入 CVB3 病毒 1mL，放

入 CO2 培养箱中吸附 1.5 h。将细胞分为病毒组与益气活血中

药复方治疗组。弃掉病毒稀释液后，病毒组加入 1 mL 10%胎牛

血清为 tester；2 组加入 1 mL 益气活血中药复方（10%胎牛血清

稀释）为 driver，培养箱内放置 24 h 后，弃去液体，用 HanK 氏

液轻轻冲洗，加入 0.25%胰酶待 3～5min 密切注意细胞形态、
间隙的变化，收集细胞至离心管中，1000 rpm 离心 10 min，提取

mRNA[4-6]。
1.2.3 心肌细胞 mRNA 的提取 使用 QuickPrep誖micro mRNA
purification 试剂盒（Pharmacia 公司）。详细步骤按操作说明进

行，总 RNA 提取后，于分光光度计（Backman 640）定量。
1.2.4 双链 cDNA 的合成 采用 CLONTECH 公司 PCR-Select

TMcDNA SubtractionKit 试剂和酶，分别以 driver 和 tester mR-
NA 为模板，进行单链和双链 cDNA 的合成。

SSH 方法利用的寡苷核酸 以下应用于 SSH 的寡核苷酸

（均由 Clontech 公司的 PCR－select [TM] cDNA subtraction kit 试

剂盒提供）：ADAPTER-1:5'-CTAATACGACTCACTATA GGG
CTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'3'-GGCCGTCCA- 5'AD
APTER-2R: 5'-CTAATACGACTCACTATAGGG CAGCG TG-
GTCGCGGCCGAGGT-3'3'-CGGCTCCA-5' 第一轮 PCR 引物：

5'-CTAATACGACTCACTATAGGCC-3' 第 二 轮 PCR 引 物 ：

NESTEDPCR 引 物 1 5'TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3'
NESTEDPCR 引物 2R 5'AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'。
1.2.5 SSH 差减杂交 详细操作按 Clontech 公司的 PCR-se-
lectTMcDNA subtraction kit 试剂盒说明书执行。利用 glassmilk
将 PCR 扩增产物 （差异 cDNA 片断） 回收并克隆到 pGEM-T
easy 载体中，连接产物转化 XL1-Blue 菌，随机筛选 30 个白色

克隆，挑单菌落于 3 mL LB 培养基中，培养 12-16 h 后，取出

1ml 菌液进行测序后，余下菌液以 20%甘油 -80℃保存。
1.2.6 测序 交由上海博亚英骏生物技术有限公司测序。
1.2.7 GenBank 序列比较 通过 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 进

行序列，比较测序结果，寻找该片段在基因组和 dbEST 中有无

明显同源的序列。

2 结果

2.1 SSH 结果

以病毒组心肌细胞 cDNA 为 tester，病毒吸附后用益气活

血中药复方干预的心肌细胞 cDNA 为 driver，两组 cDNA 进行

杂交，得到的消减杂交文库稀释 1000 倍，作为模板进行 PCR
扩增，其产物连接到 pGEM-T easy 载体中，进行 DNA 序列分

析。
通过序列测定结果，在 ncbi 的 blastn 结合 blastx 分析，结

果(部分)如下，列于下表(表 1)。

Colonial code Group High expression group Results of blast

C08 Cross Drug group ref|YP_002791216.1| ATP synthase F0 subunit 6

D08 Cross Drug group ref|YP_002791216.1| ATP synthase F0 subunit 6

B05 Cross Drug group ref|YP_002791216.1| ATP synthase F0 subunit 6

C02 Cross Drug group ref|YP_002791216.1| ATP synthase F0 subunit 6

D02 Cross Drug group ref|YP_002791216.1| ATP synthase F0 subunit 6

G02 Cross Drug group ref|YP_002791216.1| ATP synthase F0 subunit 6

E05 Cross Drug group ref|YP_002791216.1| ATP synthase F0 subunit 6

表 1 益气活血中药复方对基因表达的影响（SSH 技术）

Table 1 Effect of Chinese Herbal Compound of supplementing Qi and activating blood circulation on the expression of gene(technique of SSH)

2.2 荧光定量 RT-PCR 验证结果

结果提示 ATP 6 基因在中药组中的表达均高于病毒组，说

明益气活血中药复方可上调该基因的表达(图 1，表 2，)。

3 讨论

病毒性心肌炎从发病特点可归于中医学的《温病》范畴，根

据临床特点又可归属于“虚损”、“心悸”、“胸痹”、等范畴。本病

病位在心，涉及肺、脾、胃等脏腑。发病因身体素虚，复感温热之

邪所致。肺为华盖，位亦居膈、开窍于鼻、外合皮毛，且为娇脏、
不耐寒热，外感温热之邪侵袭机体，肺首当其冲。温热之邪，耗

气伤阴，肺之气阴耗伤，进而伤及心气。心肺气虚，宗气不足，不

能正常贯心脉行气血。若心气虚、运血无力，毒邪外侵、内舍于
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图 1 ATP synthase F0 subunit 6 基因 RT-PCR 扩增曲线图

Fig.1 Amplification curve of ATP synthase F0 subunit 6 gene by RT-PCR

心，血脉运行不畅则心血瘀阻。《诸病源侯论》记载：“心藏神而

主血脉，虚劳损伤血脉，致令心气不足，因为邪之所乘，则使惊

而悸动不安。”，故正虚邪侵是病毒性心肌炎的发病主因，气血

亏虚、瘀血内阻是本病的重要病理变化[7]。益气活血法广泛运用

于病毒性心肌炎的临床治疗，疗效满意[8]。益气活血中药复方由

黄芪、白参、丹参、郁金、麦冬、白茅根等药物组成，其中，黄芪、
白参为君药，大补元气，固脱生津。黄芪性微温，味甘，归肺、脾
经，补脾胃，建中气而升阳，益气固表。药理研究表明，黄芪可抑

制细胞中病毒核糖核酸的复制，从而有效的降低心肌组织中病

毒滴度[9]，其主要成分黄芪总黄酮可逆转病毒性心肌炎引起的

泵功能的损害[10] ，从而可以有效地治疗病毒性心肌炎。白参性

味甘平，大补元气，补脾益肺，养阴生津，宁神益智。人参能增强

机体免疫力，也对动物心肌无力等症状有改善作用[11]。丹参始

载于《神农本草经》，性微寒，归心、肝经，能活血化瘀，通心脉，

补养心血，有研究报道，丹参含有的丹参酮、丹参素、A 磺酸钠

可降低过氧化脂质含量，稳定线粒体膜及提高超氧化物歧化酶

的活性,同时可保护 ATP，减少其降解，因此对心肌有较好的效

应[12]。郁金作为臣药，以行气化瘀，清心安神。《本草汇言》记载：

“郁金，清气化痰，散瘀血之药也。”丹参与郁金相配伍，治疗心

胸痹痛、气滞血瘀等症。麦冬，性微寒味甘而质润，可清心除烦，

滋阴生津。对心血管系统与免疫系统均有良性作用[13]。白茅根，

味甘、性寒，入肺、胃、膀胱经，可清泻湿热，从小便而解，以防余

邪留恋。《神农本草经》云：“主治劳伤虚羸，补中益气，除瘀血，

血闭，寒热，利小便。”白茅根导热下行，配麦冬清解心肺客热，

恰合本病温热之邪耗伤气阴的病机特点。二药与君药配伍，共

奏益气养阴之效。诸药合用，大补心气，祛瘀行血，而无留滞之

患，共收益气活血之效，体现了中医“治病求本，兼顾其标”的整

体观念。
心肌能量代谢障碍是病毒性心肌炎的重要病理生理特征

之一。线粒体占心肌细胞容积的 35%～40%，不但承担着心肌

90%的能量供应，而且在调节细胞内 Ca2+ 浓度及细胞凋亡等方

面起着重要作用[14]。在细胞内，ATP 是所有生物化学能量的储

运者 , 被称为细胞的“能量货币”。线粒体 ATP 合酶也称

FOF1-ATP 合酶，也是参与能量代谢的关键酶。因 ATP 合酶的

主要功能为参与氧化磷酸化或光合磷酸化，催化合成 ATP，所

以常比喻为制造货币的“印钞机”[15]。线粒体 ATP 合成酶是定

位于线粒体内膜的一个重要的复合体，它由位于膜脂双层区的

具有质子转运活性的 F0 蛋白体和具有催化活性的水溶性外周

蛋白 Fl 组成[16]，是一种 ATP 驱动的质子运输体，当质子顺电化

学梯度流动时催化 ATP 的合成；F0 嵌合在膜上，是一个疏水蛋

白复合体[17]，形成一个跨膜质子通道。有学者提出，心肌保护作

用与 ATP 合酶表达增加有关[18]。而且，该酶的活性与心肌的损

伤程度亦有关。当心肌不同程度的损伤时，受损心肌的 ATP 合

酶活性，有不同程度的下降[19]。
抑制性消减杂交技术是分离差异表达基因的有效方法。其

基本原理为：首先将两个群体的 mRNA 反转录为 cDNA，tester
为含有特异表达基因的样本，另一组为 driver，杂交 tester 和

driver 的 cDNA，去除杂交体 cDNA 后，没有形成杂交体的 cD-
NA 就是在 tester 中高表达或特异表达，而在 driver 中低表达或

为不表达的基因。因为被扩增、克隆的双链 cDNA 是来源于第

一次杂交的不同体系的，并且进一步做第二次杂交，所以具有

很高的特异性[20]。在本研究结果中，中药组与病毒组相比，ATP
6 基因表达增强，其机制可能是益气活血中药复方将受感染心

肌细胞的 ATP6 基因活性增加，从而提高线粒体的能量代谢水

Well Name ct

A1 Control-virus 20.03

A2 Control-drug 21.00

B1 Virus 24.44

B2 Virus 26.22

C1 Drug 12.60

C2 Drug 16.29

表 2 ATP synthase F0 subunit 6 基因 RT-PCR 扩增 Ct 值

Table 2 Ct value of Rt-PCR amplification about ATP synthase F0 subunit

6 gene
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平、氧应激水平，抑制 CVB3 感染后细胞凋亡，从而保护心肌细

胞，治疗病毒性心肌炎。本研究在基因水平探讨益气活血中药

复方治疗病毒性心肌炎的作用机制，将为中医药治疗本病提供

理论基础和实验依据。
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