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　　【摘要】　目的　探讨黄芪甲苷对病毒性心肌炎小鼠 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ＴＬＲ４）ｍＲＮＡ、核因子唱κＢ（ＮＦ唱κＢ）
ｍＲＮＡ表达及血清肿瘤坏死因子（ＴＮＦ唱α）的影响。 方法　将 ８０ 只雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为柯萨奇病毒感
染组（感染组，３０ 只）、黄芪甲苷治疗组（治疗组，３０ 只）和正常对照组（对照组，２０只）。 感染组和治疗组小鼠
腹腔注射柯萨奇病毒 Ｂ３（ＣＶＢ３），建立病毒性心肌炎模型。 治疗组于注射病毒后 ３０ ｍｉｎ开始灌服黄芪甲苷，
每日 １次×７ ｄ；感染组以生理盐水灌胃；对照组用不含病毒的 Ｅａｇｌｅ 液腹腔注射、生理盐水灌胃。 各组分别
在 ７ ｄ、１４ ｄ各随机抽取 ８只小鼠处死，ＨＥ染色后检测心肌病理积分、逆转录唱聚合酶链反应（ＲＴ唱ＰＣＲ）检测
心肌中 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ和 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ的表达，ＥＬＬＳＡ法检测血清 ＴＮＦ唱α的含量。 结果　感染组心肌病理积
分、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ表达及血清 ＴＮＦ唱α的含量较对照组明显增加（P ＜０畅０１），治疗组心肌病理积
分、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ表达及血清 ＴＮＦ唱α的含量较感染组明显降低（P＜０畅０５）。 结论　黄芪甲苷可
以通过调节 ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ及 ＴＮＦ唱α在病毒性心肌炎中的表达，减轻心肌损伤。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ唱４，ＮＦ唱κＢ ａｎｄ ＴＮＦ唱αｉｎ
ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ．Methods　Ｅｉｇｈｔｙ ｍａｌｅ ＢＡＬＢ／ｃ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｔｈｅ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ唱ｖｉｒｕｓ Ｂ３（ＣＶＢ３） ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ（n＝３０），ｔｈｅ ＣＶＢ３ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ唱ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ（n ＝３０）
ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ（n ＝２０）．Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＶＢ ３ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ ｖｉｒｕｓ唱ｆｒｅｅ Ｅａｇｌｅ′ｓ ｍｅｄｉｕｍ ｉｎｓｔｅａｄ．Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ｏｒａｌｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｅｖｅｒｙｄａｙ ｉｎ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ唱
ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｆｒｏｍ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ｖｉｒｕｓ ｆｏｒ ７ ｄａｙｓ．Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｎｏｒｍａｌ
ｓａｌｉｎｅ ｉｎｓｔｅａｄ．Ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｗｅｅｋ ，８ ｍｉｃｅ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｔｏ ｓｅｌｅｃｔ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｗｅｒｅ ｋｉｌｌｅｄ ｔｏ
ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ，ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ，ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ ｂｙ ＲＴ唱ＰＣＲ ａｎｄ
ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ唱αｖｏｌｕｍｅ ｂｙ ＥＬＬＳＡ．Results　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｕｐ唱ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ，ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ，ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｓｃｏｒｅ ，ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ唱αｖｏｌｕｍｅ ｗｅｒｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｍｉｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＶＢ３ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｉｎ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （P ＜０畅０１）．ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ，ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ，ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ
ｓｃｏｒｅ，ａｎｄ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ唱αｖｏｌｕｍｅ ｗｅｒｅ ｒｅｍａｒｋａｂｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ唱ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＣＶＢ３
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （ P ＜０畅０５）．Conclusions　Ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ ｍａｙ ｅｘｅｒｔｓ ｓｏｍｅ ｂｅｎｅｉｆｉｃｉａｌ ｅｆｆｅｃｔ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＬＲ４，ＮＦ唱κＢ，ＴＮＦ唱α，ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｎｊｕｒｙ．
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　　病毒性心肌炎（ｖｉｒａｌ ｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＶＭＣ）是由嗜心病
毒感染所致的心肌及间质局灶或弥漫性炎症，其发病
机制尚不完全明了［１］ ，一般认为与病毒直接损伤以及
机体的免疫反应有关。 心肌细胞膜上的 Ｔｏｌｌ 样受体 ４
（Ｔｏｌｌ唱ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ４）能识别病毒或病毒损伤后的

心肌细胞成分，并可进一步激活核转录因子 ＮＦ唱κＢ，从
而引起一系列的炎症应答，包括炎性因子（ＴＮＦ唱α、ＩＬ唱
１、ＩＬ唱６ 等）释放、细胞黏附分子产生和炎症细胞募集
等，促成炎症的发生和发展［２］ 。 黄芪甲苷为黄芪有效
成分皂苷类的单体成分

［３］ ，大量的临床实践和动物实
验研究证明其对病毒性心肌炎有明显的治疗作用

［４］ ，
但其作用机制尚未完全阐明。 本实验观察黄芪甲苷对
柯萨奇病毒感染小鼠 ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ和 ＴＮＦ唱α表达的影
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响，以探索黄芪甲苷治疗病毒性心肌炎的机制。

材料与方法

一、材料
ＣＶＢ３ Ｎａｎｃｙ 标准株由山东省医学科学院微生物

研究室提供，病毒原液效价为 １０７ ＴＣＩＤ５０ ／０畅１ ｍｌ；
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自徐州医学院动物中心，雄性，４ 周龄，
体重１４ ～１６ ｇ，共 ８０ 只；许可证编号：ＳＣＸＫ［苏（２０１０唱
００３）］。

黄芪甲苷由国家生物制品检验研究所（ＮＩＣＰＢＰ）
提供，为纯白色干粉剂，批号 ０７８１唱９７０６，用助溶剂羧甲
基纤维素钠（ＣＭＣ）（河北茂源化工有限公司生产，产品
型号：ＰＭ７，溶解于饮用水，配制成 ３００ ｍｇ／Ｌ浓度溶液
备用）制成均匀混悬液，浓度为 １０ ｍｇ／ｍｌ，Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒
和逆转录试剂盒（天跟公司），引物购自爱博斯公司。
引物核苷酸序列： β唱ａｃｔｉｎ 正义链： ５′唱ＧＴＧＧＧＣＣＧＣ唱
ＣＣＴＡＧＧＣＡＣＣＡ唱３′；反义链： ５′唱ＣＴＣＴＴＴＧＡＴＧＴＣＡＣＧ唱
ＣＡＣＧＡＴＴＣ唱３′； ＴＬＲ４ 正 义 链： ５′唱ＧＣＣＧＴＴＧＧＴＧ唱
ＴＡＴＣＴＴＴＧＡ唱３′；反义链： ５′唱ＡＧＴＴＧＣＣＧＴＴＴＣＴＴＧＴＴＣ唱
３′，产物为 ２７５ ｂｐ；ＮＦ唱κＢ 正义链：５′唱ＧＡＡＣＧＡＴＡＡＣ唱
ＣＴＴＴＧＣＡＧＧＣ唱３′；反义链：５′唱ＴＴＴＣＧＡＴＴＣＣＧＣＴＡＴＧＴ唱
ＧＴＧ唱３′，产物为 １３０ ｂｐ。

动物心肌炎模型的制备及动物分组：８０ 只 ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠随机分为三组：正常对照组（对照组，n ＝２０）、
ＣＶＢ３感染组（感染组，n ＝３０）、黄芪甲苷治疗组（治疗
组，n ＝３０）。 对照组每只腹腔注射不含病毒的 Ｅａｇｌｅ液
０畅１ ｍｌ。 后两组腹腔接种 ＣＶＢ３ 浓度 １０ －５ 即 １０２

ＴＣＩＤ５０ ／０畅１ ｍｌ，病毒接种日为 ０ ｄ。 于接种病毒后
３０ ｍｉｎ治疗组灌服黄芪甲苷 ０畅１ ｍｌ（按每只给药），每
日 １次，共 ７ ｄ，对照组及感染组给生理盐水。
二、留取标本
分别于接种后第 ７、１４ 天每组随机抽取 ８ 只小鼠，

经眼球采血后处死并取小鼠心脏。 将血离心后分装血
清于－８０ ℃冻存，将心脏沿左心室长轴一分为二，一部
分用 １０％甲醛固定待病理组织学检测，余下心肌组织
放入－８０ ℃保存用于 ＲＴ唱ＰＣＲ检测。

三、检测项目
１．动物心肌炎症积分的测定：１０％甲醛固定，石蜡

包埋，组织切片，ＨＥ染色后做组织病理学检查，光镜下
观察心肌的病理改变。 计分方法即每张切片随机取 ５
个视野，计算每个视野区域炎症细胞浸润及坏死区域
面积与整个视野的面积之比：无病变计 ０ 分， ＜２５％计
１分，２５％～５０％计 ２分，５１％ ～７５％计 ３ 分， ＞７５％计
４分。

２．血清 ＴＮＦ唱α检测：采用 ＥＬＩＳＡ 检测，试剂盒由

武汉博士德生物工程有限公司提供，操作按说明书
进行。

３．ＲＴ唱ＰＣＲ 检测心肌组织中 ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ
的表达：冻存的心肌组织匀浆，样品按 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒和
逆转录试剂盒说明书进行操作。 琼脂糖凝胶电泳：凝
胶成像系统检测 ＰＣＲ产物与β唱ａｃｔｉｎ的比值。
四、统计学处理
采用 ＳＰＳＳ １６畅０ 统计软件包进行统计学分析，计量

资料以均数±标准差（珋x ±s）表示，组间比较用方差分
析，P ＜０畅０５ 为有统计学差异。

结　　果

１．心肌病理光镜观察结果（图 １）：感染组（图 １Ａ）
心外膜充血，心肌周围出现炎症细胞浸润，以淋巴细胞
和单核细胞为主，邻近心肌细胞玻璃样或空泡，肌纤维
肿胀、断裂；同时存在钙化灶；治疗组（图 １Ｂ）小鼠心肌
组织病理改变较心肌炎组减轻。 对照组（图 １Ｃ）心肌
细胞结构正常，心肌纤维排列整齐，横纹清晰，间质无
水肿。 炎症病理积分见表 １。

表 1　动物心肌病理积分（珋x ±s）

组别 只数 ７ ｄ １４ ｄ
对照组 ８ 父０  ０ q
感染组 ８ 父１ XX畅７２ ±０ J畅７８ ａ ２ ǐǐ畅１０ ±１ 潩畅０４ ａ

治疗组 ８ 父１ WW畅２７ ±０ I畅６５ｂ １ ┅┅畅０９ ±０ 洓畅７０ ｂ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１；与感染组比较，ｂP ＜０畅０５

　　２．各组小鼠 ７ ｄ、１４ ｄ血清 ＴＮＦ唱α含量：对照组与
感染组比较血清 ＴＮＦ唱α含量有统计学差异 （ P ＜
０畅０１）；治疗组血清 ＴＮＦ唱α含量较显著降低 （ P ＜
０畅０５）。 结果见表 ２。

表 2　各组不同时期 ＴＮＦ唱α含量的比较（ｎｇ／Ｌ，珋x ±s）
组别 例数 ７ ｄ １４ ｄ
对照组 ８ 父２７ jj畅４９ ±１５ 剟畅９５ ２５ 技技畅９１ ±１９ 种畅０２

感染组 ８ 父１２７ jj畅７５ ±６５ 剟畅９７ ａ ９３ 技技畅６９ ±５３ 种畅９ ａ

治疗组 ８ 父６１ jj畅５１ ±２１ 剟畅２７ ｂ ４１ 技技畅６１ ±２５ 种畅９４ ｂ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１；与感染组比较，ｂP ＜０畅０５

　　３．心肌组织中 ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ 的表达结果
（图 ２，３）： ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ 表达的半定量 Ｒ 值
（Ｒ＝ＴＬＲ４ 或 ＮＦ唱κＢ面密度值／β唱ａｃｔｉｎ 面密度值）见表
３，４。 从电泳结果及半定量 Ｒ值可以看出，对照组小鼠
只表达少量 ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ；接种病毒 ７ ｄ 后
ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ表达明显高于对照组；１４ ｄ时的表
达量较 ７ ｄ时明显增加，治疗组 ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ的
表达较感染组减少。
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表 3　各组不同时期心肌组织中 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ的 Ｒ值（珋x ±s）

组别 只数 ７ ｄ １４ ｄ
对照组 ８  ０ 构构畅３４ ±０ ǐ畅１２ ０   畅３６ ±０ �畅１１

感染组 ８  ０ 构构畅９９ ±０ ǐ畅３０ ａ １   畅１２ ±０ �畅２２ ａ

治疗组 ８  ０ 构构畅４６ ±０ ǐ畅１６ ｂ ０   畅５５ ±０ �畅２１ ｂ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１；与感染组比较，ｂP ＜０畅０５

表 4　各组不同时期心肌组织中 ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ的 Ｒ值（珋x±s）

组别 只数 ７ ｄ １４ ｄ
对照组 ８  ０ 构构畅６０ ±０ ǐ畅０９ ０   畅５７ ±０ �畅１５

感染组 ８  １ 构构畅０７ ±０ ǐ畅１５ ａ １   畅２５ ±０ �畅１９ ａ

治疗组 ８  ０ 构构畅８３ ±０ ǐ畅１３ ｂ ０   畅９３ ±０ �畅１０ ｂ

　　注：与对照组比较，ａP ＜０畅０１；与感染组比较，ｂP ＜０畅０５

讨　　论

ＴＬＲ 是天然免疫针对病原微生物的一类识别受
体，可使外来微生物迅速被天然免疫系统识别，并作出
一系列反应，在天然免疫中发挥重要作用，也是联系天
然免疫与后天免疫的桥梁和纽带，ＴＬＲ４ 是其重要成
员，属Ⅰ型跨膜受体，由胞外区、跨膜段和胞内区三部
分组成。 既往对 ＴＬＲ４ 的研究大多集中在 ＴＬＲ４ 对细
菌感染的作用，近年来 ＴＬＲ４在抗病毒免疫中的作用也

日益受到重视。 现在的研究发现，ＴＬＲ４ 能识别多种病
毒抗原，通过跨膜结构将病原相关分子刺激信号转导
入细胞内，经 ＭｙＤ８８ 依赖的信号通路和非 ＭｙＤ８８ 依赖
的信号通路产生复杂的级联信号反应，诱导 ＮＦ唱κＢ 等
转录因子活化［５］ ，被激活的 ＮＦ唱κＢ进入细胞核内，调控
众多细胞因子、炎症介质基因的表达，特别是 ＴＮＦ唱α、
ＩＬ唱１ 等原发性促炎介质基因表达的增加［６唱８］ ，导致相应
炎症介质的合成增加与瀑链式释放，趋化和激活中性
粒细胞，活化淋巴细胞，激发针对病毒的炎症反应，反
过来，促炎介质又进一步激活 ＮＦ唱κＢ，形成正反馈的级
联放大效应，最终导致不可逆的心肌损伤，其中 ＴＮＦ唱α
的过度分泌，可以直接损伤心肌细胞，也可以导致免疫
调节网络功能失常，形成自身免疫反应。 在本实验中，
ＶＭＣ小鼠在接种病毒后第 ７、１４ 天，心肌组织 ＴＬＲ４、
ＮＦ唱κＢ ｍＲＮＡ表达较对照组增加，且表达水平急性期
逐渐升高，第 １４ 天达到高峰，这与同期小鼠心肌病病
理积分演变过程一致，与此同时，接种病毒后第 ７、１４
天血清 ＴＮＦ唱α均高于对照组，高峰在接种后第 ７ 天，进
一步证明 ＴＬＲ ４、ＮＦ唱κＢ及 ＴＮＦ唱α直接参与了病毒性心
肌炎的病变过程，与文献报道的结果相似。
病毒性心肌炎尚无特效治疗，黄芪为补气中药，具

有扶正固本、补中益气等多种作用。 朱红俊等［９］发现
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黄芪能抑制细胞中复制，并有钙拮抗作用，能减少病毒
感染引起的心肌钙离子内流量，ＴＮＦ唱α、ＮＦ唱κＢ 参与病
毒性心肌炎的心肌损伤，黄芪甲苷可完全抑制 ＴＮＦ唱α
诱导 ＮＦ唱κＢ的核转位以及与 ＤＮＡ 的绑定［１０］ ，本实验
显示黄芪甲苷治疗组 ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ 水平较感染组下
降，表明黄芪甲苷能抑制 ＣＶＢ３ 感染小鼠心肌组织中
ＴＬＲ４、ＮＦ唱κＢ 的表达。 黄芪甲苷治疗组血清 ＴＮＦ唱α含
量较感染组下降，表明黄芪甲苷能降低血清 ＴＮＦ唱α含
量。 黄芪甲苷治疗组心肌炎症损伤较感染组减轻，由
此说明黄芪甲苷减轻急性病毒性心肌炎心脏的病理损

伤，机制之一可能与黄芪甲苷调节炎症因子 ＴＬＲ４、ＮＦ唱
κＢ、ＴＮＦ唱α的表达有关。
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