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摘要： 目的　 探究齐墩果酸对病毒性心肌炎 （ＶＭＣ） 小鼠炎症及纤维化损伤的影响。 方法　 采用腹腔注射柯萨奇 Ｂ３
病毒 （ＣＶＢ３） 构建 ＶＭＣ 小鼠模型， 并随机分为模型组、 齐墩果酸组、 ＳＩＲＴ３ 抑制剂 （３⁃ＴＹＰ） 组、 齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ
组， 每组 １５ 只； 另取 １５ 只小鼠作为正常组， 各组给予相应药物处理 ７ ｄ。 采用超声心动图检测心功能， ＥＬＩＳＡ 法检测

血清心肌损伤标志物 ［肌酸激酶同工酶 （ＣＫ⁃ＭＢ）、 肌钙蛋白 （ｃＴｎＩ） ］、 炎症因子 ［白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 白细

胞介素⁃６ （ＩＬ⁃６） ］ 水平， 流式细胞术检测外周血辅助性 Ｔ 细胞 １７ （Ｔｈ１７） ／调节性 Ｔ 细胞 （Ｔｒｅｇ） 比例以评价免疫

功能， ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ 及 ＴＵＮＥＬ 染色观察心肌组织炎症、 纤维化、 凋亡等病理损伤， 免疫荧光法、 免疫组化法分别检测

心肌组织 ＳＩＲＴ３、 转化生长因子⁃β （ＴＧＦ⁃β） 阳性表达， 蛋白印迹法检测 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路及下游相关蛋白表达。
结果　 与正常组比较， 模型组小鼠饮食减少， 萎靡、 耸毛、 弓背蜷缩行为增多， 出现死亡， 心肌细胞病理损伤严重，
心率、 左心室射血分数、 心肌组织 ＳＩＲＴ３ 阳性表达、 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左心室收缩

末期内径、 左心室舒张末期内径、 血清 ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平、 外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比例、 心肌胶原容积分

数、 心肌细胞凋亡率、 ＴＧＦ⁃β 阳性表达、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ、 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与模型组比较， 齐墩果酸可缓解小鼠 ＶＭＣ 病理症状， 上调 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路相关蛋白表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５），
下调其介导的炎症、 凋亡、 纤维化反应 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 而 ３⁃ＴＹＰ 可逆转齐墩果酸的上述作用 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 齐墩果

酸可能通过激活 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路， 抑制 ＣＶＢ３ 感染引起的 ＶＭＣ 小鼠心肌组织炎症、 凋亡及纤维化反应， 从而改善

ＶＭＣ 小鼠心功能。
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　 　 病毒性心肌炎 （ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ， ＶＭＣ） 是由肠道病

毒， 特别是柯萨奇病毒 Ｂ３ （Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ３， ＣＶＢ３） 感

染引起的心肌实质性病变［１］ ， 一方面可直接破坏心肌细

胞， 持续凋亡的心肌细胞是导致胞外基质沉积及纤维化转

变的关键因素之一； 另一方面 ＣＶＢ３ 攻击机体免疫系统，
引起大量释放的免疫炎性因子， 也是直接导致心肌细胞损

伤及纤维化发展的关键原因［２］ 。 沉默信息调节因子 （ｓｉｌｅｎｔ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ， ＳＩＲＴ） 家族中的 １～７ 均可在细菌感染

过程中转位至细胞核， 参与细菌对宿主细胞的感染［３］ ， 且

ＳＩＲＴ３ 活化可调控相关基因转录， 在心肌损伤过程中发挥

抗炎、 抗凋亡等保护作用［４］ 。 另外， 活化的 ＳＩＲＴ３ 也可反

过来促进腺苷酸活化蛋白激酶 （ ＡＭＰ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅ， ＡＭＰＫ） 磷酸化活化， 抑制纤维化转导通路如转化

生长因子⁃β （ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β， ＴＧＦ⁃β） ／ Ｓｍａｄ３
通路活化来发挥抗心、 肾、 肝等器官纤维化损伤［５］ ， 提示

ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路也可能是 ＶＭＣ 心脏炎性及纤维化损伤的

潜在调控通路。
齐墩果酸是熊果酸的同分异构体， 为五环三萜酸类化

合物， 具有抗病毒、 抗炎、 抗感染等多种药理活性［６］ ， 可

在自身免疫性心肌炎、 心脏移植排异反应等过程发挥心脏

保护作用［７］ ， 且对肝、 肾、 肺等器官纤维化损伤有改善活

性［８］ ， 但是否对 ＣＶＢ３ 感染引起的心肌炎症及纤维化损伤

有缓解作用尚未见报道。 本研究建立小鼠 ＶＭＣ 模型， 从

ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路介导的抗炎及抗纤维化方面进行探究，
以期为相关治疗及齐墩果酸的开发应用提供可靠资料。
１　 材料

１􀆰 １　 动物和病毒　 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠， 雄性， 清洁级， ４ ～ ６ 周

龄， 体质量 １６～ １８ ｇ， 购自海南药物研究所有限责任公司

［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （琼） ２０２０⁃０００７］。 研究经

医院伦理委员会批准 （伦理号 ２０２２ 伦审 ０３４ 号）， 符合 ３Ｒ
原则。 ＣＶＢ３ 悬液 （批号 ＳＬ３０１７１， 由中国科学院武汉病毒

研究所提供）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 齐墩果酸对照品 （纯度 ９９􀆰 ９％ ， 批号

ＳＮＤ⁃４５６， 滁州仕诺达生物科技有限公司）。 ＳＩＲＴ３ 抑制剂

（３⁃ＴＹＰ） （批号 ６０１３⁃０１⁃２， 上海西格生物科技有限公司）；
肌酸激酶同工酶 （ＣＫ⁃ＭＢ）、 肌钙蛋白 （ｃＴｎＩ）、 白细胞介

素⁃１β （ＩＬ⁃１β）、 白细胞介素⁃６ （ ＩＬ⁃６） ＥＬＩＳＡ 试剂盒、 山

羊抗兔二抗 （批号 ＳＮＤ⁃Ｍ１９２、 Ｅ０４４００、 ＹＫ⁃１０４９０、 ＺＣ⁃
３７９８８、 ＳＮ⁃２５９１７， 上海茁彩生物科技有限公司）； ＦＩＴＣ 标

记的 ＣＤ４ （ＦＩＴＣ＋ ＣＤ４）、 ＰＥ 标记的叉头框蛋白 Ｐ３ （ＰＥ＋

Ｆｏｘｐ３）、 ＰＥ 标记的白细胞介素⁃１７ （ＰＥ＋ ＩＬ⁃１７） 抗体、 蛋

白提取试剂盒 （批号 ＪＧ⁃Ｍ１９２、 ＪＧ⁃Ｋ１１１７、 ＪＧ⁃Ｋ１９０２、 ＪＧ⁃
Ｈ５０２７， 上海 将 来 实 业 股 份 有 限 公 司 ）； ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、
ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒 （批号 ＹＴ８３１０、 ＹＴ８００７、 ＹＴ６０１３， 北

京伊 塔 生 物 科 技 有 限 公 司 ）； ＳＩＲＴ３、 ＡＭＰＫ、 磷 酸 化

ＡＭＰＫ （ｐ⁃ＡＭＰＫ）、 核因子⁃κＢ （ ＮＦ⁃κＢ）、 磷酸化 ＮＦ⁃κＢ
（ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ）、 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ 相关 Ｘ 蛋白 （Ｂａｘ）、 ＴＧＦ⁃β、
Ｓｍａｄ３、 磷酸化 Ｓｍａｄ３ （ｐ⁃Ｓｍａｄ３）、 α⁃平滑肌肌动蛋白 （α⁃

ＳＭＡ）、 纤维连接蛋白 （ＦＮ）、 β⁃肌动蛋白 （β⁃ａｃｔｉｎ） 一抗

（批号 ａｂ２１５７１５、 ａｂ２６４０４１、 ａｂ２３９８８２、 ａｂ１８２７３３、 ａｂ４０８５４、
ａｂ２５９０３、 ａｂ２０８１８２、 ａｂ２４１３、 ａｂ８０１６７、 ａｂ９０１７２、 ａｂ９３１４４、
ａｂ８０１１３， 英国 Ａｂｃａｍ 公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＤＵ８⁃Ｍ６ 型彩色多普勒超声仪 （徐州市瑞华电

子科技有限公司）； Ｍ２００ 型酶标仪、 ＣＨＥＭＵＮＥＸ 型流式细

胞仪、 ＺＬＤＦ⁃ＫＹ５ 型显微镜 （江苏万科科教仪器有限公

司）； ＭＡＧＩＣＬ６０００ 型化学发光仪 （北京华兴科仪科技发展

有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 分组、 造模及给药　 参照文献 ［９］ 报道， 小鼠腹腔

接种 ２００ μＬ １００ ＴＣＩＤ５０的 ＣＶＢ３ 病毒液， １ 周后随机分成模

型 组、 齐 墩 果 酸 组 （ ２０ ｍｇ ／ ｋｇ ） ［１０］ 、 ３⁃ＴＹＰ 组

（５ ｍｇ ／ ｋｇ） ［１１］ 、 齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组， 每组随机选 ３ 只， 取

心肌组织行 ＨＥ 染色， 若存在大量炎性细胞或坏死性细胞，
表明 ＶＭＣ 模型制备成功［９］ 。 各组均取 １５ 只小鼠进行后续

实验； 另取 １５ 只腹腔注射等体积生理盐水， 作为正常组。
齐墩果酸组小鼠灌胃 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 齐墩果酸［１０］ ， 同时腹

腔注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 生理盐水； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠灌胃 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 生

理盐水， 同时腹腔注射 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ３⁃ＴＹＰ［１１］ ； 齐墩果酸 ＋
３⁃ＴＹＰ组小鼠灌胃 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 齐墩果酸， 同时腹腔注射

５ ｍｇ ／ ｋｇ ３⁃ＴＹＰ； 正常组和模型组小鼠灌胃并腹腔注射生理

盐水， 每天给药 １ 次， 连续 ７ ｄ。 给药期间， 观察大鼠死

亡、 饮食活动状况。
２􀆰 ２　 心功能指标检测　 给药结束后， 采用超声心动图检测

小鼠心率、 左心室射血分数、 左心室收缩末期内径、 左心

室舒张末期内径变化。
２􀆰 ３　 血清心肌损伤标志物 （ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ）、 炎症因子

（ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６） 水平检测　 小鼠麻醉后取腹主动脉血 ３ ｍＬ，
分离血清， 采用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃６ 水平。
２􀆰 ４　 免疫功能检测　 取小鼠腹主动脉血 ３ ｍＬ， 制备单细

胞悬液， 依次滴加 ＦＩＴＣ＋ ＣＤ４、 ＰＥ＋ Ｆｏｘｐ３、 ＰＥ＋ ＩＬ⁃１７ 抗体

孵育， 采用流式细胞仪检测 ＣＤ４＋ ＩＬ１７、 ＣＤ４＋ Ｆｏｘｐ３ 细胞比

例， 评价 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 免疫功能平衡状态。
２􀆰 ５　 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、 ＴＵＮＥＬ 染色观察心肌组织炎症、 纤维

化、 凋亡　 断头处死小鼠， 解剖取完整心脏， 分成两部分，
一部分置于－８０ ℃保存， 另一部分制成 ２０ μｍ 冰冻切片。
取部分同一部位切片， 按 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、 ＴＵＮＥＬ 染色液说

明书方法染色， 于光镜下观察拍照。 Ｍａｓｓｏｎ 及 ＴＵＮＥＬ 染色

切片采用 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６􀆰 ０ 软件检测心肌胶原容积分数

［容积分数 ＝ （蓝染的胶原纤维面积 ／切片总面积） ×
１００％ ］ 及心肌细胞凋亡率 ［凋亡率＝ （棕色染色的心肌细

胞 ／总细胞） ×１００％ ］。
２􀆰 ６　 免疫荧光法检测心肌组织 ＳＩＲＴ３ 阳性表达　 取同一部

位小鼠心脏冰冻切片， 经水化、 透化、 抗原修复处理后滴

加 ＳＩＲＴ３ （１ ∶ ５００） 一抗， ４ ℃ 孵育过夜， 滴加 ＴＲＩＴＣ 标

记的山羊抗兔二抗 （１ ∶ ２００） 孵育 １ ｈ， ＤＡＰＩ 核染显色，
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荧光显微镜观察、 拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件定量分析阳性染

色的平均光密度值。
２􀆰 ７　 免疫组化法检测心肌组织 ＴＧＦ⁃β 阳性表达 　 取同一

部位小鼠心脏冰冻切片， 经水化、 透化、 抗原修复处理后

滴加 ＴＧＦ⁃β （１ ∶ ２００） 一抗， 室温避光孵育 ４ ｈ， 滴加辣根

过氧化酶标记的二抗 （１ ∶ ５００）， 室温孵育 １ ｈ， ＤＡＢ 显

色， 苏木精复染后于显微镜下观察拍照， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

定量分析阳性表达的平均光密度值。
２􀆰 ８　 蛋白印迹法检测 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路及下游相关蛋白表

达　 取小鼠冰冻心肌组织约 ２００ ｍｇ， ４ ℃解冻后机械粉碎

得匀浆液， 蛋白提取试剂盒提取胞浆及胞核中蛋白， ＢＣＡ
法测定蛋白浓度， 取 ８０ μｇ 进行电泳， 转膜， 加入兔源

ＳＩＲＴ３ （１ ∶ ６５０）、 ＡＭＰＫ （１ ∶ ７２０）、 ｐ⁃ＡＭＰＫ （１ ∶ ７２０）、
ＮＦ⁃κＢ （１ ∶ ５００）、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ （１ ∶ ５００）、 Ｂａｘ （ １ ∶ ９００）、
ＴＧＦ⁃β （１ ∶ ９３０）、 Ｓｍａｄ３ （１ ∶ ９７０）、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ （１ ∶ ９７０）、
α⁃ＳＭＡ （１ ∶ １ １００）、 ＦＮ （１ ∶ １ ５００）、 β⁃ａｃｔｉｎ 内参 （１ ∶
２ ５００） 一抗， ４ ℃孵育过夜， 山羊抗兔二抗 （１ ∶ ２ ０００）
室温孵育 ２􀆰 ５ ｈ， 增强化学发光法显色及化学发光仪显影曝

光， 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析蛋白相对表达。
２􀆰 ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２４􀆰 ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析， 组间

多重比较采用 ＳＮＫ⁃ｑ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学

意义。
３　 结果

３􀆰 １　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠死亡及行为活动的影响　 正常

组小鼠饮食、 精神及行为活动正常， 无死亡； 模型组、 齐

墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组小鼠饮食减少， 萎靡、 耸毛、 弓背蜷缩行

为增加， 死亡 ５ 只， 解剖后心脏呈白色点状病变； 齐墩果

酸组小鼠无死亡， 饮食较模型组增加， 且随着给药时间延

长萎靡及蜷缩行为减少甚至消失； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠有 ８ 只死

亡， 解剖心脏呈条索状病变， 饮食减少， 毛发稀疏， 蜷缩

不动行为增多。
３􀆰 ２　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠心功能的影响　 与正常组比较，
模型组小鼠心率、 左心室射血分数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左心

室收缩末期内径、 左心室舒张末期内径升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与模型组比较， 齐墩果酸组小鼠心率、 左心室射血分数升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左心室收缩末期内径、 左心室舒张末期内

径降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠心率、 左心室射血分数

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左心室收缩末期内径、 左心室舒张末期

内径有升高趋势， 但差异无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 与齐

墩果酸组比较， 齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组小鼠心率、 左心室射血

分数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 左心室收缩末期内径、 左心室舒张

末期内径升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 １。

表 １　 各组小鼠心率、 左心室射血分数、 左心室收缩末期内径、 左心室舒张末期内径比较 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 心率 ／ （次·ｍｉｎ－１） 左心室射血分数 ／ ％ 左心室收缩末期内径 ／ ｍｍ 左心室舒张末期内径 ／ ｍｍ

正常组 １５ ４０６􀆰 ２８±１９􀆰 ０７ ６１􀆰 ２７±２􀆰 １５ １􀆰 ３５±０􀆰 １８ ２􀆰 ７８±０􀆰 ３３
模型组 １０ ２４９􀆰 ７１±１１􀆰 ５６∗ ３９􀆰 ４５±１􀆰 ０７∗ ２􀆰 ８４±０􀆰 ３１∗ ４􀆰 ０７±０􀆰 ５７∗

齐墩果酸组 １５ ３６８􀆰 ３５±２０􀆰 ２１＃ ５０􀆰 ０８±２􀆰 ２７＃ ２􀆰 ０７±０􀆰 ２５＃ ３􀆰 ３８±０􀆰 ４５＃

３⁃ＴＹＰ 组 ７ １８１􀆰 ０２±８􀆰 ３３＃Δ ２７􀆰 ２４±１􀆰 ０５＃Δ ３􀆰 ２３±０􀆰 ４６Δ ４􀆰 ４１±０􀆰 ６３Δ

齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组 １０ ２５１􀆰 ６９±１０􀆰 ６７Δ ４０􀆰 ９６±１􀆰 １６Δ ２􀆰 ８１±０􀆰 ３３Δ ４􀆰 ０８±０􀆰 ５４Δ

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与齐墩果酸组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ３　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠心肌损伤标志物、 炎症因子水

平的影响　 与正常组比较， 模型组小鼠血清 ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ、
ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 齐墩果

酸组 小 鼠 血 清 ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水 平 降 低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠血清 ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６
水平升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 与齐墩果酸组比较， 齐墩果酸＋ ３⁃
ＴＹＰ 组小鼠血清 ＣＫ⁃ＭＢ、 ｃＴｎＩ、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 水平升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ２。

表 ２　 各组小鼠心肌损伤标志物、 炎症因子水平比较 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 ＣＫ⁃ＭＢ ／ （Ｕ·Ｌ－１） ｃＴｎＩ ／ （μｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃１β ／ （ｎｇ·Ｌ－１） ＩＬ⁃６ ／ （ｎｇ·Ｌ－１）
正常组 １５ ３８􀆰 ３２±４􀆰 ９２ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０８ ３４􀆰 ７９±２􀆰 ０４ １３􀆰 ３５±２􀆰 ０４

模型组 １０ １３３􀆰 ４１±１１􀆰 ４３∗ ２􀆰 ７３±０􀆰 ３７∗ １３０􀆰 ２３±１６􀆰 ２７∗ ３６􀆰 ７７±４􀆰 ０５∗

齐墩果酸组 １５ ６６􀆰 １２±６􀆰 ０８＃ １􀆰 １８±０􀆰 １９＃ ５９􀆰 ６４±５􀆰 ６９＃ １９􀆰 ４６±２􀆰 ８１＃

３⁃ＴＹＰ 组 ７ ２２５􀆰 ０１±２２􀆰 ３７＃Δ ３􀆰 ６５±０􀆰 ５１＃Δ １８４􀆰 ２４±２７􀆰 ２２＃Δ ４７􀆰 ６４±６􀆰 ５６＃Δ

齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组 １０ １３５􀆰 ５８±１２􀆰 ０７Δ ２􀆰 ７０±０􀆰 ３３Δ １３２􀆰 ８２±１６􀆰 ８５Δ ３５􀆰 ２５±４􀆰 ０８Δ

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与齐墩果酸组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ４　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠免疫功能的影响　 正常组小鼠

外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比例为 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０５。 与正常组比较， 模型

组小鼠外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比例升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 为 １􀆰 ０３±
０􀆰 １６。 与模型组比较， 齐墩果酸组小鼠外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比

例降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）， 为 ０􀆰 ４８± ０􀆰 １５； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠外周血

Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比例升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 为 １􀆰 ３８±０􀆰 ２０。 与齐墩果

酸组比较， 齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组小鼠外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比例

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 为 １􀆰 ０５±０􀆰 １４。 见图 １～２。
３􀆰 ５　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠心肌组织炎症、 纤维化、 凋亡

的影响　 ＨＥ 染色可见， 模型组小鼠心肌细胞胞浆疏松淡

染， 心肌横纹排列紊乱， 钙化灶及空泡化形成较多， 炎性

浸润明显； Ｍａｓｓｏｎ 染色可见， 模型组小鼠心肌组织胶原纤

维蓝染较深； ＴＵＮＥＬ 染色可见， 模型组小鼠凋亡细胞被染

成棕黄色。 正常组小鼠心肌组织结构正常， 染色均均， 胶
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图 １　 Ｔｈ１７ 细胞流式检测图

图 ２　 Ｔｒｅｇ 细胞流式检测图

原纤维蓝染及凋亡细胞棕黄色染色较淡。 与正常组比较，
模型组小鼠心肌细胞坏死、 空泡化及钙化灶形成较多， 炎

性细胞浸润明显， 胶原纤维蓝染及凋亡细胞棕黄色染色加

重， 心肌胶原容积分数、 心肌细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与模型组比较， 齐墩果酸组小鼠心肌组织炎性浸润减少，
几乎未见空泡化及钙化灶形成， 胶原纤维蓝染及凋亡细胞

棕黄色染色变浅， 心肌胶原容积分数、 心肌细胞凋亡率降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠心肌组织空泡化及钙化灶呈片

状或条索状形成， 胶原纤维蓝染及凋亡细胞棕黄色染色加

重， 心肌胶原容积分数、 心肌细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
与齐墩果酸组比较， 齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组小鼠心肌组织空泡

化及钙化灶形成较多， 胶原纤维蓝染及凋亡细胞棕黄色染

色加重， 心肌胶原容积分数、 心肌细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ３、 图 ３。

表 ３　 各组小鼠心肌胶原容积分数、 细胞凋亡率比较 （ｘ±ｓ）

组别 动物数 ／ 只 心肌胶原容积分数 ／ ％ 凋亡率 ／ ％

正常组 １５ １􀆰 ９０±０􀆰 １２ ６􀆰 ００±０􀆰 ６６

模型组 １０ ５􀆰 ０９±０􀆰 ５５∗ ２９􀆰 ７８±２􀆰 ３６∗

齐墩果酸组 １５ ２􀆰 ５２±０􀆰 ２２＃ １０􀆰 ０７±１􀆰 ２９＃

３⁃ＴＹＰ 组 ７ ６􀆰 ９５±０􀆰 ６７＃Δ ３８􀆰 １８±３􀆰 ０４＃Δ

齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组 １０ ４􀆰 ９９±０􀆰 ４６Δ ２８􀆰 ２４±２􀆰 ７２Δ

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与齐

墩果酸组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ６　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３、 ＴＧＦ⁃β 阳性表

达的影响　 免疫荧光染色结果显示， ＳＩＲＴ３ 阳性表达于心

肌细胞胞核中； 免疫组化染色结果显示， ＴＧＦ⁃β 阳性表达

于心肌细胞胞浆及间质细胞内。 与正常组比较， 模型组小

鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３ 阳性表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β 阳性
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图 ３　 各组小鼠心肌 ＨＥ、 Ｍａｓｓｏｎ、 ＴＵＮＥＬ 染色图 （×２００）

表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 齐墩果酸组小鼠心

肌组织 ＳＩＲＴ３ 阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β 阳性表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠 ＳＩＲＴ３ 阳性表达降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β 阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与齐墩果酸组比

较， 齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３ 阳性表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＴＧＦ⁃β 阳性表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ４ ～ ５、
表 ４。

图 ４　 各组小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３ 免疫荧光染色图 （×２００）

图 ５　 各组小鼠心肌组织 ＴＧＦ⁃β免疫组化染色图 （×２００）

３􀆰 ７　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路及

下游炎症、 凋亡蛋白表达的影响　 与正常组比较， 模型组

小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜

表 ４ 　 各组小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３、 ＴＧＦ⁃β 阳性表达比较

（ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 ＳＩＲＴ３ ＴＧＦ⁃β

正常组 １５ １􀆰 ２６±０􀆰 １０ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３
模型组 １０ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０４∗ １􀆰 １２±０􀆰 １２∗

齐墩果酸组 １５ ０􀆰 ９２±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ６１±０􀆰 ０５＃

３⁃ＴＹＰ 组 ７ ０􀆰 １１±０􀆰 ０１＃Δ １􀆰 ５９±０􀆰 １７＃Δ

齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组 １０ ０􀆰 ３４±０􀆰 ０２Δ １􀆰 １５±０􀆰 １３Δ

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与齐

墩果酸组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ 蛋白表达升高 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
与模型组比较， 齐墩果酸组小鼠 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ 蛋白表达降

低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）； ３⁃ＴＹＰ 组小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／
ＡＭＰＫ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ 蛋

白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与齐墩果酸组比较， 齐墩果酸＋３⁃
ＴＹＰ 组小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ 蛋白表达降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ 蛋 白 表 达 升 高 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 见表 ５、 图 ６。
３􀆰 ８　 齐墩果酸对 ＶＭＣ 小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路下

游纤维化相关蛋白表达的影响 　 与正常组比较， 模型组小

鼠心肌组织 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋白表达

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与模型组比较， 齐墩果酸组小鼠心肌组

织 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋 白 表 达 降 低

（Ｐ＜ ０􀆰 ０５ ）； ３⁃ＴＹＰ 组 小 鼠 心 肌 组 织 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／
Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与齐墩果

酸组比较， 齐墩果酸＋ ３⁃ＴＹＰ 组小鼠心肌组织 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋白表达升高 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 见

图 ７、 表 ６。
４　 讨论

ＣＶＢ３ 感染可直接攻击心肌细胞， 导致心肌细胞损伤、
心室壁僵硬、 心功能受损， 甚至心力衰竭而死亡［１］。 Ｐｉｎｋｅｒｔ
等［１２］发现， ＶＭＣ 的主要病理表 现 是 心 肌 细 胞 进 行 性
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　 　 　 　 表 ５　 各组小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ、 ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 ＳＩＲＴ３ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ｐ⁃ＡＭＰＫ ／ ＡＭＰＫ ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ ／ ＮＦ⁃κＢ Ｂａｘ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

正常组 １５ １􀆰 ０５±０􀆰 ０９ １􀆰 １９±０􀆰 １２ １􀆰 ０２±０􀆰 ０９ １􀆰 ０７±０􀆰 ０９
模型组 １０ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０５∗ ０􀆰 ４４±０􀆰 ０４∗ １􀆰 ８９±０􀆰 １８∗ １􀆰 ７３±０􀆰 １６∗

齐墩果酸组 １５ ０􀆰 ９１±０􀆰 ０９＃ １􀆰 ０２±０􀆰 １０＃ １􀆰 ３７±０􀆰 １３＃ １􀆰 ２９±０􀆰 １１＃

３⁃ＴＹＰ 组 ７ ０􀆰 １３±０􀆰 ０１＃Δ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３＃Δ ２􀆰 ２９±０􀆰 ２２＃Δ ２􀆰 ３８±０􀆰 ２２＃Δ

齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组 １０ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０５Δ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０４Δ １􀆰 ８５±０􀆰 １９Δ １􀆰 ７０±０􀆰 １６Δ

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与齐墩果酸组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为齐墩果酸组， Ｄ 为 ３⁃ＴＹＰ
组， Ｅ 为齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组。

图 ６ 　 各组小鼠心肌组织 ＳＩＲＴ３、 ｐ⁃ＡＭＰＫ、 ＡＭＰＫ、
ｐ⁃ＮＦ⁃κＢ、 ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ 蛋白印迹图

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为齐墩果酸组， Ｄ 为 ３⁃
ＴＹＰ 组， Ｅ 为齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组。

图 ７ 　 各 组 小 鼠 心 肌 组 织 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３、
Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋白印迹图

表 ６　 各组小鼠心肌组织 ＴＧＦ⁃β、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３、 α⁃ＳＭＡ、 ＦＮ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ）
组别 动物数 ／ 只 ＴＧＦ⁃β ／ β⁃ａｃｔｉｎ ｐ⁃Ｓｍａｄ３ ／ Ｓｍａｄ３ α⁃ＳＭＡ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＦＮ ／ β⁃ａｃｔｉｎ

正常组 １５ １􀆰 ０４±０􀆰 １０ １􀆰 ０７±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９９±０􀆰 ０９ １􀆰 ０５±０􀆰 １１
模型组 １０ １􀆰 ８４±０􀆰 １８∗ １􀆰 ６９±０􀆰 １６∗ １􀆰 ５７±０􀆰 １５∗ １􀆰 ７３±０􀆰 １６∗

齐墩果酸组 １５ １􀆰 ３０±０􀆰 １０＃ １􀆰 ２７±０􀆰 １１＃ １􀆰 １４±０􀆰 １２＃ １􀆰 ３１±０􀆰 １０＃

３⁃ＴＹＰ 组 ７ ２􀆰 ３９±０􀆰 ２１＃Δ ２􀆰 ０６±０􀆰 ２０＃Δ １􀆰 ９７±０􀆰 １８＃Δ ２􀆰 １７±０􀆰 ２１＃Δ

齐墩果酸＋３⁃ＴＹＰ 组 １０ １􀆰 ８０±０􀆰 １７Δ １􀆰 ６５±０􀆰 １５Δ １􀆰 ５５±０􀆰 １５Δ １􀆰 ７９±０􀆰 １７Δ

　 　 注： 与正常组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５； 与齐墩果酸组比较，ΔＰ＜０􀆰 ０５。

坏死、 心脏收缩、 舒张功能改变等。 本研究建立 ＣＶＢ３ 感

染性 ＶＭＣ 小鼠模型， 发现小鼠出现死亡、 心肌细胞坏死及

凋亡等症状， 心率、 左心室射血分数降低， 左心室收缩及

舒张末期内径升高等心功能损伤病理症状， 提示造模成功。
另外， ＣＶＢ３ 感染也可激活机体免疫效应细胞如反应性 Ｔ 细

胞活化， 释放免疫炎性因子， 诱导炎症细胞如巨噬、 中性

粒细胞等向心脏浸润， 导致心肌炎性反应的产生。 本研究

也发现， ＣＶＢ３ 感染的 ＶＭＣ 小鼠外周血 Ｔｈ１７ 细胞 ／ Ｔｒｅｇ 细

胞比例升高， 炎性因子 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃６ 释放增加， 炎性细胞浸

润明显， 进一步表明造模成功。 齐墩果酸有抗炎、 抗病毒、
免疫调节、 抗心肌损伤及凋亡作用［１３］ ， 姜辉等［１４］体外实验

发现， 齐墩果酸对心肌细胞缺氧性损伤及凋亡有缓解作用；
本研究发现， 齐墩果酸干预后小鼠未死亡， 心功能损伤病

理症状缓解， 心肌组织细胞损伤、 凋亡、 炎性浸润等病理

损伤改善， 外周血 Ｔｈ１７ ／ Ｔｒｅｇ 比例趋于正常， 炎性因子 ＩＬ⁃

１β、 ＩＬ⁃６ 水平降低， 提示齐墩果酸可能为治疗 ＶＭＣ 心肌免

疫炎性损伤的潜在药物。
心肌纤维化也是 ＶＭＣ 的主要病理表现。 Ｓｕｎ 等［１５］ 发

现， ＣＶＢ３ 感染后会刺激心脏成纤维细胞活化， 分泌致纤维

化因子 ＴＧＦ⁃β 来加剧心脏纤维化。 Ｌｉｕ 等［１６］ 发现， ＶＭＣ 患

者中 ＴＧＦ⁃β 大量表达， 是引起心肌细胞胶原蛋白沉积、 纤

维化因子 α⁃ＳＭＡ 及 ＦＮ 表达升高、 心脏纤维瘢痕形成的关

键原因之一。 本研究发现， 模型组小鼠心肌组织胶原容积

分数增加， ＴＧＦ⁃β 致纤维化因子、 纤维化因子 α⁃ＳＭＡ 及 ＦＮ
表达均升高， 提示 ＶＭＣ 小鼠心肌组织出现纤维化损伤； 齐

墩果酸干预后小鼠致纤维化因子 ＴＧＦ⁃β、 纤维化因子 α⁃
ＳＭＡ、 ＦＮ 表达均降低， 心肌组织中胶原容积分数减少， 提

示齐墩果酸也可抗 ＶＭＣ 小鼠心肌组织纤维化损伤。
ＳＩＲＴ３ 是机体抗感染、 抗炎、 抗凋亡、 抗纤维化的关键

因子之一， 其缺乏可影响免疫细胞发育和抗微生物宿主防
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御系统［１７⁃１８］ ， 活化诱导 ＡＭＰＫ 磷酸化活化， 直接或间接抑

制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ３ 纤维化活化通路激活， 抑制脏器组织纤维

化沉积及发展［１９⁃２０］ 。 本研究在 ＶＭＣ 小鼠心肌组织中也检测

到 ＳＩＲＴ３ 表达的升高， 以及炎症因子 ＮＦ⁃κＢ、 凋亡因子

Ｂａｘ、 纤维化相关 ＡＭＰＫ⁃ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ３ 等通路蛋白表达的异

常升高， 推测 ＣＶＢ３ 感染在引起心肌组织凋亡、 炎症、 纤

维化激活的同时， 也可能刺激 ＳＩＲＴ３ 活化来发挥机体保护

作用， 可能 ＳＩＲＴ３ 活化不足以对抗 ＣＶＢ３ 感染引起心肌组织

凋亡、 炎症、 纤维化损伤。 ＳＩＲＴ３ 特异性抑制剂 ３⁃ＴＹＰ 抑

制 ＳＩＲＴ３ 表达后， ＶＭＣ 小鼠心肌组织 ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ、 ＴＧＦ⁃β ／
Ｓｍａｄ３ 等通路蛋白表达进一步升高， 小鼠死亡情况及心肌

组织损伤进一步加重， 证实了上述猜测。 本研究发现， 齐

墩果酸组小鼠心肌组织 ＮＦ⁃κＢ、 Ｂａｘ、 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ３ 反应减

弱的同时， ＳＩＲＴ３ 及 ＡＭＰＫ 通路进一步活化， 提示齐墩果

酸抗 ＶＭＣ 小鼠心肌炎症、 凋亡、 纤维化损伤作用， 可能与

促进 ＳＩＲＴ３ 及 ＡＭＰＫ 通路活化有关， 而 ３⁃ＴＹＰ 可逆转齐墩

果酸的上述作用。
综上所述， 齐墩果酸可能通过激活 ＳＩＲＴ３ ／ ＡＭＰＫ 通路，

抑制 ＣＶＢ３ 感染引起的心肌组织炎症、 凋亡及纤维化反应，
从而改善 ＶＭＣ 小鼠死亡情况。 但病毒感染引起的心肌组织

损伤及纤维化反应复杂， 且靶点较多， ＳＩＲＴ３ 干预病毒感

染宿主的机制还不明确， 齐墩果酸抗 ＣＶＢ３ 感染、 治疗

ＶＭＣ 的其他机制还有待深入研究。
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