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精胺通过抑制内质网应激减缓柯萨奇 B3病毒诱导的心肌细胞损伤
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摘要 目的：探讨外源精胺在柯萨奇 B3病毒（Coxsackie virus B3, CVB3）诱导的乳鼠心肌细胞损伤中的保护作用及其调控机制。

方法：CVB3感染原代培养的乳鼠心肌细胞，将细胞随机分为 3组：对照（control）组；病毒感染（CVB3）组；精胺干预（CVB3+Sp）

组。MTT试剂检测细胞增殖；流式细胞术检测细胞凋亡；Western blot检测 Bcl-2、Bax、Caspase-3、Caspase-9、GRP78、CHOP、Cas-

pase-12、p-PERK、PERK、p-eIF2琢和 eIF2琢的蛋白表达。结果：与 control组相比，CVB3组的细胞增殖率显著降低（P<0.05）；凋亡率

显著增加（P<0.05）；Bcl-2的表达下调，Bax、Caspase-3、Caspase-9蛋白表达增加（P<0.05）；GRP78、CHOP和 Caspase-12 的表达显

著上调（P<0.05）；p-PERK和 p-eIF2琢的表达显著上调（P<0.05）。与 CVB3组相比，CVB3+Sp组的细胞增殖率显著上升（P<0.05）；

凋亡率显著下降（P<0.05）；Bcl-2的表达上调，Bax、Caspase-3、Caspase-9蛋白表达下调（P<0.05）；GRP78、CHOP和 Caspase-12的

表达显著下调（P<0.05）；p-PERK和 p-eIF2琢的表达显著下调（P<0.05）。结论：外源精胺可以缓解 CVB3诱导的乳鼠心肌细胞增殖

降低和细胞凋亡增多等损伤，这可能与精胺抑制 PERK-eIF2琢信号通路介导的内质网应激有关。
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Spermine Alleviates Coxsackie Virus B3-induced Cardiomyocytes Injury
through Inhibiting Endoplasmic Reticulum Stress

To investigate the protective effect of exogenous spermine on Coxsackie virus B3 (CVB3)-induced neonatal

rat cardiomyocytes injury and its regulatory mechanism. The primary neonatal rat cardiomyocytes were infected with CVB3,

and the cells were randomly divided into 3 groups, control group, CVB3 group, CVB3 + Sp group. The cell proliferation was measured

by MTT assay. The cell apoptosis was detected by flow cytometry. The protein expression levels of Bcl-2, Bax, Caspase-3, Caspase-9,

GRP78, CHOP, Caspase-12, p-PERK, PERK, p-eIF2琢 and eIF2琢 were detected by western blot assay. Compared with the con-

trol group, the cell proliferation rate was significantly reduced (P<0.05); the apoptosis rate was increased (P<0.05); the protein expres-

sion level of Bcl-2 was down-regulated, the expression levels of Bax, Caspase-3, Caspase-9 were increased (P<0.05); the expression lev-
els of GRP78, CHOP and Caspase-12 were significantly up-regulated (P <0.05); the protein expression levels of p-PERK and p-eIF2琢
were dramatically up-regulated (P<0.05) in the CVB3 group. Compared with the CVB3 group, the cell proliferation rate was significantly

increased (P<0.05); the apoptosis rate was decreased significantly (P<0.05); the protein expression of Bcl-2 was up-regulated, the expres-

sion levels of Bax, Caspase-3, Caspase-9 were down-regulated (P<0.05); the expression levels of GRP78, CHOP and Caspase-12 expres-

sion were significantly lower (P<0.05); the protein expression of p-PERK and p-eIF2琢 expression were significantly lower (P<0.05) in
the CVB3 + Sp group. Exogenous spermine may alleviate CVB3-induced proliferation reduction and apoptosis in neonatal

rat cardiomyocytes, which may be related with the inhibition of PERK-eIF2琢 signaling pathway-mediated endoplasmic reticulum stress.
Spermine; Coxsackie virus B3; Cardiomyocytes; Endoplasmic reticulum stress; Cell injury
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前言

病毒性心肌炎（viral myocarditis，VMC），儿童多发的后天

性心脏病之一，是由病毒感染引发的心肌实质或间质的弥漫性

或局限性病变[1]。急性发病可导致患儿出现心源性休克、急性心

力衰竭或严重心律失常等病理现象，甚至导致患儿死亡[2,3]。肠

道和上呼吸道感染的许多病毒均能够引发 VMC，但最常见的

是柯萨奇 B3病毒（Coxsackie virus B3，CVB3）[4]。目前，VMC的

发病机理尚未完全阐明，治疗方面也没有良好的治疗方法，因

此针对于 VMC的发病机制及其干预办法进行研究具有重要

的意义。精胺（spermine，Sp），是细胞中普遍存在的一组脂肪胺
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类的小分子化合物，主要参与多胺代谢。近年研究发现，多胺代

谢与机体的正常生理功能密切相关。当多胺代谢失调时，可引

发一些病理变化，反之亦然[5]。我们以 CVB3感染原代培养的乳

鼠心肌细胞为靶点，旨在细胞水平上初步探讨外源精胺对乳鼠

心肌细胞损伤的作用及其分子机制，期望从一个新的角度为小

儿 VMC的防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要材料

新生 Sprague-Dawlay（SD）大鼠由西安交通大学实验动物

中心提供。嗜心性柯萨奇病毒（CVB3，Nancy株）由美国 ATCC

引入。精胺（美国 Sigma 公司），胰蛋白酶、胎牛血清（fetal
bovine serum，FBS）、DMEM/F12培养基（美国 GIBCO公司），
RIPA细胞裂解液、PMSF和 BCA蛋白含量测定试剂（碧云天

生物技术研究所）；anti-Bcl-2、anti-Bax、anti-Caspase-3、anti-Cas-

pase-9 （美国 CST 公司）；anti-GRP78、anti-CHOP、anti-Cas-

pase-12、anti-p-PERK、anti-PERK、anti-p-eIF2琢、anti-eIF2琢和 an-

ti-GAPDH（美国 Santa Cruz公司）；二抗（Pierce公司）；MTT检

测试剂盒、Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒（南京凯基

生物有限公司）。

1.2 细胞培养
取出生 24 h内的 SD大鼠，心前区进行碘伏消毒，迅速取

出心脏置于无菌预冷的 D-Hank's缓冲液中冲洗，然后小心剔

除心房和心底大血管，用眼科剪将其剪成大小约 1 mm3的组织

块。随后用 0.25 %胰蛋白酶消化，37 ℃水浴分 4次进行，每次
15 min，收集除第 1次外的细胞悬液，1000 r/min离心 10 min，
弃上清，用含 10 % FBS的 DMEM/F12培养基重悬细胞，在细

胞培养箱中静置 1～ 2 h。之后用差速贴壁法除去成纤维细胞和

内皮细胞，取上清进行细胞计数，按不同密度分别接种于 25

cm2培养瓶、24孔板或 96孔板，用含 20 %FBS、青霉素和链霉

素（终浓度均为 100 U/mL）的 DMEM/F12培养基置 37 ℃培养

箱中培养，细胞达到融合状态后开始后续实验。

1.3 实验分组

以 CVB3感染原代培养的乳鼠心肌细胞，将细胞随机分为
3 组：对照（control）组，正常培养的乳鼠心肌细胞；病毒感染

（CVB3）组，CVB3感染乳鼠心肌细胞；精胺干预（CVB3+Sp）

组，用精胺（Spermine）预处理 1 h后 CVB3感染的乳鼠心肌细
胞。

1.4 病毒感染

利用 HeLa细胞扩增 CVB3病毒，将扩增后的病毒进行滴

度测定后，选取 100TCID50（Reed-Muench 法测定 TCID50=7.

4）为感染原代心肌细胞的接种浓度。将原代心肌细胞接种于 6

孔板中培养 24 h，随机分为 control组和 CVB3组，去除原培养

基，37 ℃预热的 D-Hank's 洗涤 3 次。在 CVB3 组中加入 0.6

mL 100TCID50的病毒，control组中加入相同体积的细胞培养

液，在培养箱中培养 2 h，使病毒与细胞充分接触，从而病毒更

加全面地吸附心肌细胞。然后去除培养基，37℃ 预热的
D-Hank's洗涤 3次，每孔加入 20%FBS的 DMEM/F12培养基
1 mL后，继续培养。CVB3+Sp组在病毒感染前用 5 滋M精胺处
理 1 h。

1.5 MTT检测

将心肌细胞以 2× 103的密度接种于 96孔板，根据不同分

组进行不同处理，每组设置 4次重复试验。感染病毒 48 h后，
PBS洗涤 3次，每孔加入 MTT 溶液（5 mg/mL）10 滋L，37 ℃继

续孵育 4 h，小心吸弃孔内上清，每孔加 150 滋L DMSO，小心振
荡 10 min，使结晶完全溶解。酶标仪检测各孔吸光度值

（A490）。
1.6 流式细胞仪检测

将心肌细胞以 2× 105的密度接种于 6孔板，根据不同分

组进行不同处理，每组设置 4次重复试验。感染病毒 48 h后，
PBS洗涤 3次，用不含 EDTA的 0.25 %胰酶消化细胞，轻轻吹

散至悬浮状态，离心收集。PBS洗涤细胞后离心弃上清液，加入
100 滋L1× 结合缓冲液吹打悬浮细胞后，加入 5 滋L Annexin

V-FITC以及 5 滋L PI置于室温避光孵育 15 min。随后加入 400

滋L 1× 结合缓冲液上机检测细胞凋亡状况。
1.7 Western blot

各组细胞感染病毒 48 h后，PBS洗涤 3次，每孔按 1:100

的比例加入 RIPA裂解液与 PMSF的混合液提取细胞总蛋白，
BCA法测定蛋白浓度。取适量样品进行 SDS-PAGE凝胶电泳
后转移至 NC（Nitrocellulose）膜。5 %脱脂牛奶封闭 1 h，漂洗 3

次（5 min/次）。分别加入兔抗鼠 Bcl-2（1:1000）、Bax（1:1000）、
Caspase-3（1:500）、Caspase-9（1:500）、GRP78（1:1000）、CHOP

（1:1000）、Caspase-12（1:1000）、p-PERK（1:500）、PERK（1:500）、
p-eIF2琢（1:500）、eIF2琢（1:500）和山羊抗鼠 GAPDH（1:1000）等

一抗，4 ℃孵育过夜，漂洗 3次（5 min/次）。再将 NC膜转入相

应的山羊抗兔或驴抗山羊二抗（1:10000）中室温孵育 1 h，漂洗
4次（5 min/次）。经 Odyssey红外激光成像系统扫描，目的蛋白

与内参 GAPDH灰度值的比值反映蛋白的表达水平。
1.8 统计学分析

GraphPad Prism 5.0软件进行统计分析，计量资料数据均

采用均数± 标准差（mean± SD）表示，多组间均数比较采用单

因素方差分析，组间两两比较采用 Bonferroni检验，，P< 0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 外源精胺减缓 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞增殖下降
MTT试剂检测细胞增殖发现，与 control组（100%）相比，

CVB3组的细胞增殖率下降至 54.6 %，差异具有显著性（P<0.

05）。与 CVB3组相比，外源精胺预处理（CVB3+Sp组）显著促

进细胞增殖（P<0.05），增殖率为 81.3 %。
2.2 外源精胺抑制 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞凋亡

流式细胞仪检测各组的细胞凋亡，如图 2所示，CVB3组

的细胞凋亡率为 41.4 %，与 control组（3.3 %）相比，差异具有

显著性（P<0.05）。与 CVB3组相比，CVB3+Sp组的细胞凋亡率

显著下调（P<0.05），为 21.3 %。
2.3 外源精胺上调 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞中 Bcl-2的

表达而下调 Bax、Caspase-3、Caspase-9的表达

为进一步检测外源精胺对细胞凋亡的影响，western blot检

测凋亡相关蛋白的表达水平。如图 3所示，与 control组相比，
CVB3组 Bcl-2 的表达显著下调（P＜ 0.05），Bax、Caspase-3 和
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Caspase-9 的表达显著上调 （P＜ 0.05）。与 CVB3 相比，
CVB3+Sp 组 Bcl-2 的表达显著上调（P＜ 0.05），而 Bax、Cas-

pase-3和 Caspase-9的表达显著下调（P＜ 0.05）。

2.4 外源精胺下调 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞中 GRP78、
CHOP和 Caspase-12的表达

如图 4所示，与 control组相比，CVB3组 GRP78、CHOP和
Caspase-12的蛋白表达水平显著上调（P<0.05）；与 CVB3组相
比，CVB3+Sp组 GRP78、CHOP和 Caspase-12的蛋白表达水平

显著下调（P<0.05）。
2.5 外源精胺通过调节 PERK-eIF2琢信号通路抑制 CVB3病毒

诱导的内质网应激

为了探讨外源精胺调控 CVB3 病毒诱导的内质网应激的

信号通路，western blot检测 p-PERK/PERK和 p-eIF2琢/eIF2琢的
表达水平。如图 5所示，与 control组相比，p-PERK和 p-eIF2琢
在 CVB3 组中的表达上调，差异具有显著性（P <0.05）。与
CVB3组相比，CVB3+Sp组中 p-PERK和 p-eIF2琢显著下调（P
<0.05）。

3 讨论

VMC是临床上常见的儿科心脏疾病之一，其发病率近年

来呈上升趋势，严重影响儿童的心身健康[6]。病毒感染心肌细胞

模型的建立，为探讨 VMC的发病机制和开发 VMC的治疗药

物提供了实验基础。多胺是一类小分子化合物，包括腐胺、精脒

和精胺，可参与调控基因转录、离子通道启闭和核酸结构稳定

性等众多生物学过程[7,8]。近年来的研究表明，精胺在心血管系

统中具有重要的生理和病理意义[9,10]，但是其在 VMC中的作用
还有待于进一步研究。在本实验中，我们成功建立了实验性

图 1 外源精胺对 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞增殖的影响

Fig. 1 Effect of spermine on the proliferation in CVB3-induced neonatal

rat cardiomyocytes

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the

CVB3 group, #P＜0.05.

图 2 外源精胺对 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞凋亡的影响

Fig.2 Effect of spermine on the apoptosis in CVB3-induced neonatal rat cardiomyocytes

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the CVB3 group, # P＜0.05.

图 3 外源精胺对 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞中 Bcl-2、Bax、Caspase-3和 Caspase-9表达的影响

Fig. 3 Effect of spermine on the Bcl-2, Bax, Caspase-3 and Caspase-9 expression in CVB3-induced neonatal rat cardiomyocytes

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the CVB3 group, # P＜0.05.
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图 4 外源精胺对 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞中 GRP78、CHOP和 Caspase-12表达的影响

Fig. 4 Effect of spermine on the GRP78, CHOP and Caspase-12 expression in CVB3-induced neonatal rat cardiomyocytes

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the CVB3 group, # P＜0.05.

图 5 外源精胺对 CVB3病毒诱导的乳鼠心肌细胞中 p-PERK/PERK和 p-eIF2琢/eIF2琢表达的影响
Fig. 5 Effect of spermine on the p-PERK/PERK and p-eIF2琢/eIF2琢 expression in CVB3-induced neonatal rat cardiomyocytes

Note: Compared with the control group, *P＜0.05; Compared with the CVB3 group, # P＜0.05.

VMC 细胞模型来探讨外源精胺对病毒性心肌细胞损伤的作

用。有研究表明，外源精胺能够促进缺氧、缺血的心肌细胞增殖
[9]。本研究结果发现，外源精胺预处理能够显著抑制 CVB3感染

引起的心肌细胞的增殖下降，说明精胺对于 CVB3感染的心肌

细胞增殖损伤有保护作用。

细胞凋亡是受到严格调控的细胞自主死亡方式，细胞凋亡

异常在心血管疾病中具有重要的作用。近年来，有研究证实细

胞凋亡异常是造成 VMC心肌损伤的重要原因[11,12]。本研究通

过流式细胞仪检测发现，外源精胺预处理能够显著下调 CVB3

感染引起的心肌细胞凋亡。抗凋亡蛋白 Bcl-2 和促凋亡分子
Bax属于 Bcl蛋白家族。Bcl-2过表达能抑制许多因素诱导的

细胞凋亡，Bax通过抑制 Bcl-2 的活性而起到促凋亡作用 [13]。

Caspase-3、Caspase-9 也是细胞凋亡过程中关键的蛋白酶，而
caspase-3是多种凋亡途径的共同下游效应蛋白和重要的凋亡

执行者[14]。Western blot检测发现，与 control组相比，CVB3组

心肌细胞的 Bcl-2表达下调，Bax、Caspase-3、Caspase-9表达上
调；而外源精胺预处理能够显著上调 Bcl-2的表达，下调 Bax、
Caspase-3、Caspase-9的表达。这说明外源精胺可以降低 CVB3

病毒感染引起的心肌细胞凋亡。

细胞凋亡是 VMC发病的重要机制之一，因此凋亡机制的

研究，也为 VMC防治的研究提供了一条新的途径。凋亡的发

生机制复杂，内质网应激（endoplasmic reticulum stress, ERS）介

导的细胞凋亡是一种新的凋亡途径[15]。ERS是内质网腔内错误

折叠蛋白聚积的一种适应性反应，一方面激活未折叠蛋白反应

(unfolded protein response, UPR)以抵御应激因素所造成的不良

效果，另一方面当 UPR不足以重建 ER稳态时，UPR信号通路

则将启动细胞凋亡信号[16,17]。持久过强的 ERS可诱导转录因子
CHOP的表达以及蛋白水解酶 caspase-12的活化等众多生物
学效应，进而诱导 ERS介导的细胞凋亡[18,19]。通过 western blot

检测发现，与 control组相比，CVB3组心肌细胞中 ERS分子伴

侣蛋白 GRP78的表达增加，而且 CHOP、caspase-12的表达也

显著上调，说明 CVB3感染的心肌细胞中存在 ERS介导的细

胞凋亡。与 CVB3组相比，CVB3+Sp组心肌细胞中 ERS标志

分子 GRP78的表达降低，而且 CHOP、caspase-12的表达也显
著下调，说明外源精胺预处理能够降低 CVB3 感染引起的
ERS，从而降低心肌细胞的凋亡。

PERK（PKR-like ER kinase）属于 ER膜上的内质网 I型跨

膜蛋白，是介导 UPR反应的感受器蛋白之一，属于丝 /苏蛋白

激酶。当没有 ERS时，PERK与分子伴侣 GRP78 /BIP结合，处

于无活性状态；当 ERS存在时，未折叠蛋白在内质网内不断堆

积，使 GRP78/BIP与 PERK发生解离，PERK通过自身二聚化
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和磷酸化而激活，进而使真核翻译起始因子 eIF2琢发生磷酸化
[20]。PERK信号通路能够启动 ERS介导的凋亡信号，但并非直

接引起细胞凋亡，而是通过激活下游的凋亡信号分子，例如

CHOP、Caspase-12等，来诱导细胞凋亡[21,22]。有研究发现，精胺

预处理能够通过抑制 PERK-eIF2琢信号通路减轻心肌细胞损
伤[9]。我们进一步通过 western blot检测了 PERK-eIF2琢信号通
路蛋白的表达变化，发现 CVB3感染引起了 p-PERK和 p-eIF2

琢表达上调，而外源精胺预处理使其表达下调，说明外源精胺
可能是通过抑制 PERK-eIF2琢信号通路而降低 ERS介导的心

肌细胞凋亡。

本研究证实，外源精胺能够保护 CVB3感染的乳鼠心肌细

胞，促进细胞增殖，降低细胞凋亡，而外源精胺对凋亡的调控作

用可能是通过抑制 PERK-eIF2琢信号通路，从而降低 ERS而实

现的，提示精胺可能是调控病毒性心肌细胞的重要因子，为小

儿 VMC的防治提供理论依据，但明确的作用机制还有待于进

一步的实验研究。
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