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intraperitoneally once a day with general dosage of 0．4 mg／(kg·d)at 24 hours before infected with coxsackie virus B3，mice of virus- 

infection control group were given the same volunle of Dulbcco’s Modifed Eagle Medium and virus．Blind control group was only given the 

same volume of Dulbcco’s Modi~d Eagle Medium，but not infected eoxsackie virus B3．Twelve days later，the general condition and 

survival rate of mice were observed and then all experimental mice were sacrificed patholog and detecting CVB3 virus titer in myoeardium． 

And double-sandwich ELISA was used to detect the levels of IFN一 ，and TNF-d in the serum．Results：The pathological changes of 

myocardium of the mice in RPM intervention displayed more seriously than the mice with acute VMC and both the cytokines expressions in 

the serum of RPM intervention group were higher than those of the acute VMC group，but there was no significant difference in the virus 

titer between the two groups．Conclusions：The activation of STAT3 can somehow protect myocardial tissues during the incidence of viral 

myocarditis in mice to inhibit its activation and improve the sensibility of mice to CVB3，although the activation of STAT3 cannot affect 

CVB3 virus replication，it can inhibit the over—expression of IFN一 ŷ and TNF一 to weaken myocardial damage． 
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病毒性心肌炎(viml myoeartditis，VMC)是由病毒感染引 

起心肌疾病，是引起儿童猝死的重要原因之一。常导致局限 

性或弥漫性的心肌细胞变性、坏死 、间质炎症 、炎性细胞浸润 

及纤维素渗出。目前对心肌炎的治疗尚缺乏特异性的药物。 

我们的前期研究已发现小鼠VMC时信号转导和转导激活子 

3(Signal transducers and activators oftranscription，STAT3)活化 

明显增加【】j。我们对小鼠急性柯萨奇 B3病毒性心肌炎模型给 

予 STAT3特异性抑制剂雷帕霉素(Rapamycin，RPM)进行干 

预，观察其心肌组织病理变化 ，检测血清中 IFN一ŷ、TNF—ct 

含量及心肌组织中病毒滴度来探讨 STAT3在小鼠急性 VMC 

发病中的作用及其可能的作用机制，为进一步寻求新的有效 

的治疗 VMC途径提供理论和实验依据。 

1 方法与材料 

1．1 实验材料 

1．1．1 病毒 柯萨奇病毒 B3((Nancy株，病毒的半数致死量 

(TCID50)为 10 )，华西医科大学微生物教研室提供 ，本实 

验室 一70~C低温冰箱保存。 

1．1．2 动物 雄性 BALB／c小鼠45只，4～6周龄，体重 12～ 

16g，购自大坪医院实验动物中心。 

1．1-3 主要试剂和材料 RPM购白Bio Source公司，临用前 

先用少量 DMSO溶解，再用 0．5％ 羧甲基纤维索稀释至所需 

的浓度，腹腔注射给药(ip)；IFN一 和 TNF一 ELISA试剂 

盒购 自深圳晶美公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 分组、动物模型的建立和处理 将 45只小鼠随机平 

均分为 3组 ，正常对照组 10只、急性 VMC组 15只、急性 

VMC+RPM干预组 20只。45只小鼠中随机抽取 10只，作为 

正常对照组，腹腔无菌注射不含病毒的 DMEM培养液(Dul— 

bcc0 modifed eagle medium，DMEM)；急性 VMC组经腹腔注射 

含 5 x 105半数组织感染量(TCID50)CVB3(Nancy株)的病毒 

液0．1 ml制作 VMC模型；急性 VMC+RPM干预鼠注射病毒 

液的同时开始每天腹腔注射 RPM 0．4 mg／(kg·d)，正常对照鼠 

和急性 VMC鼠同法注射等容积的DMEM，统计小鼠死亡数 ， 

于 12 d后处死所有存活小鼠。 

1．2．2 标本的采集 

1．2．2．1 血清标本的制备 在各组动物到达实验终点时 ，称 

体重、摘眼球取血，置于 Eppendorf管，37~C水浴 2 h后，3 000 

dmin离心15 min，离心后取血清一20％冰箱冻存备用。 

1．2．2．2 心肌标本的制备 颈椎脱臼法处死小鼠，速取心 

脏 ，用冰浴的PBS清洗心脏，取 1／3心肌组织后以4％多聚甲 

醛固定待做HE染色，用光镜行病理组织学检测。剩余置于 

DMEM液中研磨，离心后取上清保存于 一70％超低温冰箱 ， 

供病毒滴度的检测。 

1．2．3 观察项 目 

1．2．3．1 一般情况 腹腔注射期间，每 日称体重并予记录， 

作体重变化曲线。 

1．2．3．2 组织病理学检测 4％多聚甲醛固定的标本经脱水 

后以石蜡包埋，其后制成 4 m厚切片，常规苏木精一伊红染 

色后光镜下观察心肌组织的病理改变，并根据 Rezkaua等的 

方法计算心肌病变积分，每张切片在 10×20倍镜下随机取 

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 

积与整个视野的面积之比。无病变者记0分，<25％记 1分， 

25％～50％ 记 2分，51％～75％ 记 3分，>75％记 4分。 

1．2．3．3 小鼠血清细胞因子 IFN一̂y、TNF—ot的检测 方法 

均为改良双抗体夹心 ELISA法 ，按说明书操作进行 ，在 450 

nm 波长下读取吸光度(A)值，每个标本测 3复孔，测定值为 

3个复孑L的平均值。 

1．2．3．4 心肌匀浆上清液病毒滴度的测定 按Reed法 J在传 

代VERO细胞上用96孔板测定各组的病毒滴度。具体方法 

如下：(1)心肌匀浆液以 DMEM液作 10倍系列稀释。(2)取 

形态正常、生长于 96孔细胞培养板的细胞 ，滴加经系列稀释 

的心肌匀浆上清液 100 1／孔，37℃作用 30 min，弃心肌匀浆 

上清，DMEM液洗涤 1次后加 100 1／孔病毒维持液(含 3％ 

胎牛血清的 DMEM液)，置 37't2培养。每一稀释度分别接种6 

孔，每次测定均设空白对照和CVB3阳性对照。(3)病毒 TCID50 

滴定：经 37％培养72 h，分别读取每孔细胞病变，确定细胞 
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病变程度，以 ++(约 50％ )细胞病变为判断标准，分别计算出 

每一标本的 TCID50。 

1．3 统计方 法 

实验数据均以均值 ±标准差( ±s)表示 ，采用 SPSS13．0 

统计软件进行检验 ，表 l采用 检验 、表 2采用方差分析 ， 

表 4、5采用 t检验，P<O．05有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 RPM对 vMC小鼠的体重及死亡率的影响 

对照组的小鼠体重逐 日递增，无任何症状 、无死亡。急性 

VMC鼠和急性 VMC+RPM干预鼠在接种 CVB3后第 3 d出 

现背毛松散，活动及摄食减少；第 5 d症状加重 ，出现死亡， 

死亡高峰时间在接种病毒后第 7～10 d。与急性 VMC+RPM 

干预鼠比较，急性 VMC症状轻 ，12 d存活率显著增加(见表 

1)，各组体重增加有显著性差异(P<0．05)。 

2．2 小鼠心脏组 织病理检 查结果(见 图) 

正常对照鼠心脏形态观察及光镜下检查正常。接种病毒 

后第 12 d，急性 VMC鼠心脏外膜有少许白色点状病变及出 

血点样改变，光镜下以炎性细胞浸润为主，坏死轻微 ；急性 

表2 各组小鼠体重增长情况 ±S) 

注： 表示与正常对照组比较 P<O．05， 表示与急性 VMC组比较P<0．05 

表4 各组小鼠血清 IFN—y和TNF-a含量(pg／m1)( ±S) 

注： 表示与正常对照组比较 P<0．05， 表示与急性 VMC组比较 P<O．05 

图 1正常小鼠心肌组织病理切片 

(HE X400) 

3 讨 论 

VMC+RPM干预心 鼠心脏外膜见大片白色点状样改变，光 

镜下炎细胞弥漫性浸润，心肌细胞肿胀，气球样变性，并有散 

在局灶性坏死区，有的融合成片。心肌病理评分结果见表3， 

急性 VMC+RPM干预 鼠明显高 于急性 VMC鼠和对照 鼠 

(P<0．05)。 

2．3 小鼠血清 IFN一 和 TNF一 检测 

正常对照鼠血清 IFN一 、TNF— 含量极低，用 ELISA 

方法很难检查其含量 ，均低于 31．25 pg／ml，急性 VMC鼠血清 

IFN一 、TNF—o【含量均显著增加，急性 VMC+RPM干预鼠 

血清的 IFN一 、TNF—d均较急性 VMC鼠明显增加 ，3组之 

间有显著性差异(P<0．05)。 

2．4 各组心肌组织病毒滴度检测结果 

从表 5可以看出，对照组心肌组织中检测不 出病毒 ，模 

型鼠与干预鼠均可检测出病毒，2组间病毒滴度无明显差异 

(P>0．05) 

表 1 各组小鼠死亡情况 

组别 0分 1分 2分 3分 4分 

表5 各组小鼠心肌组织病毒滴度 ±S，TCID50-ml一) 

注： 表示与急性 VMC组比较P>O．05 

图 2 急性 VMC小鼠心肌组织病 

理切片(HEX400) 

病毒性心肌炎时病毒引起心脏病变的确切机制至今尚 

未阐明，病毒通过直接作用和免疫机制引起心肌细胞损伤是 

图 3 RPM干预小鼠心肌组织 

病理切片(HEX400) 

目前普遍认可的致病途径，多种细胞因子、中和抗体、微血管 

损伤发挥着重要作用口I。在急性期病毒直接损伤心肌细胞并 

以细胞免疫介导为主的免疫损伤 ，主要表现为 Th1／Th2之间 

失衡 ，Thl反应过强 、由 Th1细胞分泌的细胞因子 IFN一_v、 

TNF— 含量均显著增高。Sekom等发现急性感染的早期 VMC 
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小鼠心肌组织中 IFN一 、TNF—ot mRNA明显增高，而 Th2相 

关细胞因子如 IL一4和 IL一10的 mRNA仅在感染病毒 1周后 

开始增加。IFN一 、TNF含量增加有利于清除病毒，但在清除 

病毒的同时也损伤正常的心肌细胞导致 VMC的发生。]FN一 

具有抑制病毒复制功能，IFN一 水平降低则不利于清除病 

毒 。TNF—ot基因敲除鼠感染病毒后生存率显著低于正常小 

鼠，心肌组织中病毒滴度显著增高，心肌组织炎性改变不如正 

常小鼠明显，而给予重组 TNF— 能够显著提高TNF— 基因 

敲除鼠生存率 。VMC患儿急性期存在血清 IFN一 、TNF一0l 

浓度显著增高，IFN一̂y、TNF—ot参与 VMC发病，并且检测其 

水平能协助诊断及反映病情轻重和预后[71。 

STAT3是一组具有数个相同结构域构成的脱氧核糖核 

酸结合蛋白家族成员之一，作为 JAK(Janus kinase)一STAT途 

径中重要的 JAKs的底物，STAT3在细胞因子信号转导中起 

关键l生的作用[81，STAT3与炎症因子IFN一 、IL一1、IL一6、IL一10、 

IL一4关系密切 J。RPM是一种大环内酯类抗生素和免疫抑 

制剂，能特异性的抑制 STAT3活性 ，直接抑制 STAT3的磷酸 

化，从而抑制 STAT3活化和核转位，进一步下调细胞因子的 

诱生及病理生理效应[12,13I。 

本实验发现特异性抑制 STAT3活化，小鼠对 CVB3的易 

感性增加 ，症状明显加重，而心肌中病毒滴度与未干预鼠无 

明显差异 ，说明 STAT3在小鼠VMC的发病中对心肌组织有 

保护作用，与国外的研究结果相一致l14】。我们推测急性 VMC 

时 STAT3活化虽不能干扰 CVB3复制但可通过抑制 IFN一 

和 TNF一 的过度表达而保护心肌组织免受病毒感染后诱 

导 Thl反应过强所致损伤。本实验初步阐述了STAT3在病 

毒性心肌炎发病中的保护作用及其可能机制，为深入研究病 

毒性心肌炎的发病机制奠定了基础。 
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