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病毒性心肌炎心肌线粒体结构功能变化及大剂量维生素C干预作用 

陈建斌，饶邦复，常 静，廖晓岗 

(重庆医利大学临床学院内科 重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨病毒性心肌炎(vI c1小鼠心肌线粒体结构和功能，并用大剂量维生素C进行干预。方法：雄性Balb／c小 

鼠随机分为柯萨奇B 菏毒 (cv岛)感染组 fIG)、cv岛感染加大剂量维生素C治疗组 (IVG)和对照组 fcG)。采用电镜和 

形态计量学方法观察心肌线粒体形态、数量和膜磷脂定位，用酶细胞化学法分析 肌线粒休细胞色素氧化酶 (cco)和琥珀 

酸脱氢酶 (SDH)活性 结果：1G小鼠心肌线粒体大量破坏，CCO和SDH活性降低，膜磷脂严重缺失、定位改变 (P<O．05- 

0．01)。不同时相点[VG上述各项指标均较【G显著改着 (P(005-0．0I)。结论：VMC心肌线粒体结构严重破坏、功能明显下 

降，大剂量维生索C能有效保护心肌线粒体结构和功能 
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The effects of high dosage vitamin C on myocardial mitochondrial structure 

and function in mice with viraI myocarditis 

CHEN ji6mbin．et越 

(Department of InternalMedicine,College ofClinicalMedicine．ChongqingMedical University 

[Abstract] Objective：To explore the changes ofmyocardial mitochondrial structure and function in mice with 

viral myocarditis,and to observe廿1e interventional effects of high dosage vitamin C．Methods：The male Balb／c 

mice wer randomly divided into three groups：coxsackie B]virus(cVB3)infection gmup(IG)，CVB3 infection 

group with high dosage vitamine C treatment(IVG)and control group(CG)．The morphology，membrane 

phospholipid,as well aS activities of cytochrome oxidase(CCO)and suecinate dehydrogenase(SDH)of myocardial 

mitochondria were studied by using transmission electron microscope，morphometry and enzyme cytochemical 

method respectivly．Results：As compared to CG，a large number of mitochondria of IG Was damaged，the 

activities of CCO and SDH of mitochondria declined，the apparent mitochondrial membrane phospholipid deletion 

andlocalization changeware observed(P<O．05-4)．们)．All ofthesewereimproved significantlyin[VG Cp，0．05 

- -0．01)．Conclusion：The myocardial mitochondrial structure was damaged apparently and its funtions declined 

obviously in viral myocarditis．High dosage vitamin C can have effects against myocardial mitochondrial structure 

dam age and function decline． 
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心脏是动力器官，心肌舒缩功能的顺利完成有 

赖于充足的ATP供给。线粒体是心肌的主要产能细 

胞器，其结构和功能状态直接决定ATP的生成量。 

新近研究发现，病毒性心肌炎(VMC)心肌细胞存在 

能量转移和利用障碍”J。但是否同时存在能量生成 

障碍，国内外研究甚少。本实验动态观察小鼠急性 

VMC心肌线粒体结构和酶活性变化，探讨VMC心 

肌是否存在能量生成障碍，并用大剂量维生索C干预 

治疗，旨在为VMC发病机制和防治措施研究提供一 

作者介绍 胖建破 (1965- ) 男．别教授，博士 

主要研究方向 · 肌采痛． 

点新的启示。 

1 材料与方法 

1 1 动物分组与一 肌炎模型制作 

6—8周龄近交系~ Balb／c／bg70只，体重l8—2O克。 

随机分为柯萨奇B蒲毒 (CVB3)感染组(|G】、Cv 感染加大 

剂量维生素C治疗组 《IVG)和对照组 《CG)。IG和IVG均 

分设感染后第3天 《6只)、14天 (11只)及3O天 (13只)三 

个时相点，CG《10只)只设3O天一个时相点作总体对照。 

IG和 IVG每只小鼠腹腔接种含 CV酯的 MEM Ea e液nIm! 

(TCID~．1O1，cG每只小鼠腹腔接种不台cv 的MEM Eagle 
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液0．1ml。从接种病毒即日起，lG每只小鼠腹腔注射0．1ml生 

理盐水，每天一次；IvG每只小 

液 (1．~,ome,／kg)，每天一次；至各时相点结束 弃用实验过 

程中死亡小鼠。各时相点结束时处死存括小鼠，速取心肌组 

织，根据不同检测指标制作相应标本。 

1．2 指标捡洲 

1．2．1 心肌线粒体结构和立体定量 心肌标本经4％戊二醛固 

定，常规电镜制片，H-600型透射电镜观察。每倒心肌标本 

均在2×10．倍随机拍摄2O张，采用计点法对线粒体立体计量 

。 求取线l立体体密度 (Vv)，面数密度 (N )，平均周长 

(cm)及平均面积 (Am) 

1,2．2 心肌线粒体膜磷脂超微结构定位 『 

心肌标车 (约40 m厚)经2％戊二醛固定1 21l，置三台 

固定液 (0．1mmol／L硝酸铅和0．1mmol／L铁氰化钾等比混台 

液)40rain(1YC)，1％壤酸固定2h(4℃)。电镜超簿切片 

不经铅铀染色，H-60~ 透射电镜观察。固定2X 1 特，每例 

心肌标本随机拍摄10张。计数线粒体总数，并按线粒体内外 

膜及嵴膜完全定位和大部分定位，小部分定位和完全缺失分 

别计算相应线粒体所占百分比。 

1．2．3 心肌线粒体cco、SDH酶活性测定 

分别采用seIigman ‘唧0gawa 对心肌线粒体OCO和 

SDH酶细胞化学染色 电镜切片不经铅染色。每例心肌标本 

在2X 1dl倍随机拍摄10张。TECBLAS．68帕图像分析系统测 

定每张照片0(20和SDH酶反应产物平均灰度。 

lj 境计学分析 

计量资料用 ± 表示，采用l检验。计数资料用百分比 

表示，采用 检验。P<0．05差异有显著意义，P<0．01差 异 

有非常显著意义。 

2 结 果 

2．1 病毒性心肌炎小鼠， 肌线粒体结构和形态明显 

改变 

小鼠接种CVB~3天，部分线粒体轻度肿胀， 

少数线粒体体积缩小、蜡浓缩，无破坏、溶解，线 

粒体增生；N 增多，Cm和Am扩大，Vv增加。第 

l4天肌丝大量破坏区，线粒体也主要表现为破坏、 

溶解，而部分线粒体高度肿胀区域，肌丝受压，溶 

解、破坏不明显；N 减少，Cm和Am进一步扩大， 

Vv进一步增加 心肌内大量脂滴聚积。第3O天心肌 

线粒体肿胀减轻，破坏减少，大量髓样结构形成， 

区域性增生。IG第3天、I4天及30天心肌线粒体形 

态计量各参数与CG比较差异均有显著性 (尸<o．05~ 

O．O1)；各时相点IVG心肌线粒体形态计量各参数与 

IG比较差异均有显著性 (P(0．05-0．01) (表1)。 

2．2 病毒性 肌炎小鼠心肌线粒体膜磷脂缺失、定 

位改变 

IG心肌线粒体膜磷脂定位第3天与CG比较无明 

显改变 (尸>0．O5)；第14天线粒体膜磷脂定位明显 

变化：部分线粒体磷脂失去嵴膜、内外膜定位，在 

线粒体基质散在分布或聚集呈团块，部分线粒体嵴 

模糊、磷脂减少，膜磷脂完全和大部分定位线粒体 

百分比下降，小部分定位和完全缺失百分比增加 

(尸<0．01)：第30天与第14天比较，心肌线粒体膜 

磷脂定位无明显改善 (尸>O．O5)。第l4天和3O天， 

ⅣG心肌线粒体膜磷脂定位均好于同期lG(P<0．05- 

0．0I)(表2)。 

2_3 病毒性 肌炎小鼠心肌线粒体醇活性降低 

酶活性与反应产物平均灰度呈反比。IG第3天 

心肌线粒体CCO及SDH反应产物平均灰度即明显升 

高，第14天进一步升高，第3O天较第14天降低，与 

CG比较均存在显著性差异 (尸<o．01)。IVG心肌线 

粒体CCO及SDH反应产物平均灰度均低于同时相点 

IG (尸<0．O5~o．0I)(表3)。 

表I 病毒性心肌炎小鼠心肌线粒体彩态变化 

注：NA面数密度 Cm平均周长．Am平均截面积．Vv体密度。不同时相点IG与CG比较： 

叩 ‘0．05， ．P E 0．01；同时相点IvG与IG比较： P‘0,05， ‘P‘0．01 
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表2 病毒性心肌炎小鼠心肌线粒体膜磷膳定位变化 

注：不同时相点IG与cG比较：料P(0 01 

同时相点【vG与IG比较：‘‘P(0．0l 

表3 病毒-l生心肌炎小鼠心肌线粒体cc0和SDH 

反应产物平均灰度变化 

注：不同时相点IG与CG比较：¨P(O．D1； 

同时相点IvG与IG比较： P<0,05‘‘尸(0．01 

3 讨 论 

小鼠接种CVB 第3天心肌线粒体轻度肿胀、增 

生；第l4天大量线粒体破坏、高度肿胀；第30天线 

粒体肿胀减轻，区域性增生，大量髓样结构形成； 

部分区域线粒体和肌丝病变不同步。线粒体是膜’性 

细胞器，磷脂是膜的重要组成成分。磷脂组成、结 

构及功能直接影响线粒体内环境、膜上功能蛋白质 

构象和括性 Halliwell等指出，膜磷脂损伤是细胞 

结构变化的最初表现形式 。Robinson等用Triton处 

理线粒体膜磷脂后，CCO活性消失，加人心磷脂 

CCO活性部分或完全恢复 。Chien等认为细胞不可 

逆损伤的关键环节是膜磷脂的丢失 。CVB撼 染第 

l4天，膜磷脂完全和大部分定位线粒体百分比下 

降，部分线粒体嵴模糊、磷脂减少。第30天虽然心 

肌线粒体肿胀明显减轻，但膜磷脂定位与第l4天比 

较无明显改善，提示线粒体膜磷脂缺失和定位改变 

是不可逆性损伤。实验发现部分肿胀、破坏不严重 

的线粒体膜磷脂也发生了严重缺失、定位改变，提 

示VMC心肌线粒体实际病变比常规电镜观察严重。 

心肌线粒体膜磷脂缺失、定位改变势必影响其功 

能。 

CCO、SDH位于线粒体内膜，为线粒体标志 

酶。SDH是三羧酸循环的关键酶，催化琥珀酸脱 

氢；CCO是线粒体两条重要呼吸链的关键酶，参与 

氧化磷酸化。CVB撼 染第3天，心肌线粒体CCO及 

SDH活性就明显降低，而此时线粒体结构无明显破 

坏，膜磷脂定位良好，提示cVB，感染后心肌线粒体 

CCO、SDH活性降低发生早，它可能是VMC心肌细 

胞早期生化改变之一。第l4天心肌线粒体SDH、 

CCO活性进一步降低，，C、肌内大量脂滴聚积，与此 

时心肌线粒体大量破坏、高度肿胀，膜磷脂大量缺 

失、定位改变相符。第3O天心肌线粒体SDH、CCO 

活性较第l4天有所恢复，但与对照组比较仍存在显 

著性差异，可能与线粒体数量减少，膜磷脂缺失、 

定位改变和酶蛋白分子结构变化为不可逆性损伤有 

关。 

线粒体是心肌产能中枢，而其酶活性则是产能 

的关键因素。本实验结果提示：CVB撼 染后心肌线 

粒体CCO、SDH活性下降早于线粒体结构明显改 

变，线粒体结构改变 (肿胀、破坏、膜磷脂缺失与 

定位改变)导致CCO、SDH活性进一步降低；VMC 

急性期后部分线粒体CCO，SDH活性持续低下。线 

粒体结构破坏．活性下降导致ATP生成减少，前者 

既可能参与了VMC急性期心功能不全的发生，又可 

能是VMC急性期后心功能恢复不全，甚至发展成扩 

张型心肌病的重要因素。 

维生素c能提供电子，故可作为自由基清除 

剂 】 心肌体外培养发现在培养基中加入维生素c， 

培养基脂质过氧化反应终产物丙二醛含量降低，病 

毒滴度下降，心肌活力增强，死亡减少0 。维生素 

C抗氧自由基能力与剂量正相关，大剂量维生素C抗 

氧自由基能力超过超氧化物歧化酶【lll。本实验大剂 

量维生素C(150mg／kg)治疗组 ([VG)与感染组 

(IG)比较：心肌线粒体肿胀减轻，破坏减少，膜 

磷脂定位改善，线粒体CCO、SDH活性增强。提示 

VMC早期予以大剂量维生素C治疗能有效保护线粒 

体结构功能。 (下转第22页) 
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DC结合，从而可促进DC分泌【L-l2，而IL-12又可刺 

激T细胞的增殖，通过DC与T细胞的相互作用，就 

使得免疫反应得到进一步增强。借助细胞因子诱生 

的CML—DC，可刺激PBMC为CTL细胞 。通过对其 

杀伤自身靶细胞 (CML细胞)的能力的观察，证明 

经诱导I4天的DC细胞刺激的CTL对自身CML细胞 

有明显的杀伤恬性，同时也能对其它肿瘤细胞 (HL 
-60)起作用，但效果不如前者。而诱导7天的CML- 

DC作用不明显，可能是因为7天的DC还未成熟的缘 

故。 

在培养上清中检测出较高水平的IL-12，证实 

CML-DC可分泌IL-l2。随后，将这种CML-Dc刺激 

经自身CML细胞作用的PBMC细胞，于刺激72h后 

可控测到IFN·Y。IFN-v的分泌可能与CML—DC诱 

导的对靶细胞的杀伤作用有关。因为[FN．v能增强 

CTL和NK细胞杀伤靶细胞的能力。同时分泌的IFN- 

v又能明显增加抗原提呈细胞表达MHC'类抗原 ， 

增强抗原提呈细胞与T细胞的相互作用。进而增强T 

细胞辅助抗体产生和辅助细胞毒T细胞产生的能 

力。通过相互作用，进一步扩大免疫应答。 

以上的实验结果证明，急变期CML的细胞在细 

胞因子的诱导能生成DC。更重要的是，用这种DC 

可诱导出特异性杀伤自身CML细胞的CTL细胞，为 

白血病的免疫治疗提供了理论依据。 
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