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　　【摘要】　目的：探讨雷米普利对病毒性心肌炎后心肌细胞凋亡水平的影响。　

方法：采用ＣＶＢ３感染ＢＡＬＢ／ｃ乳鼠原代心肌细胞，构建病毒性心肌炎模型。将细胞分

为空白组、模型组、血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）组、ＡｎｇⅡ＋雷米普利组和雷米普利组。空白

组正常培养心肌细胞７２ｈ。其余４组以ＣＶＢ３１００ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的比例感染心肌细胞４８ｈ，

构建病毒性心肌细胞模型，模型组于培养液中加入ＰＢＳ，ＡｎｇⅡ组于培养液中加入终浓

度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ，ＡｎｇⅡ＋雷米普利组于培养液中加入终浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ

的ＡｎｇⅡ和１μｍｏｌ／Ｌ的雷米普利，雷米普利组于培养液中加入终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的雷

米普利。培养２４ｈ后，磷脂结合蛋白Ｖ／碘化丙啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ）法检测细胞凋亡水

平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的表达水平。　结果：与空白组相比，模型组

和ＡｎｇⅡ组细胞的凋亡率和ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平均显著升高（犘均＜０．０１）；与模

型组相比，雷米普利组细胞的凋亡率和ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平均显著降低（犘均＜

０．０１）；与ＡｎｇⅡ组相比，ＡｎｇⅡ＋雷米普利组细胞的凋亡率和ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水平

均显著降低（犘均＜０．０１）。　结论：雷米普利能降低病毒性心肌炎引起的细胞凋亡，其

作用可能与ＡｎｇⅡ有关。
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　　病毒性心肌炎是病毒侵犯心脏引起的心肌实

质或间质局限性或弥漫性病变，以柯萨奇Ｂ组３型

病毒（ＣＶＢ３）最为常见，好发于儿童和青少年，病情

轻重不一。病毒感染机体后通过自身基因的表达，

激活宿主细胞凋亡相关基因ｃａｓｐａｓｅ，诱导细胞凋

亡［１］。雷米普利是一种含羧基的血管紧张素转化酶

抑制剂（ＡＣＥＩ），在临床上常用于心肌梗死后心力衰

竭。本研究采用ＣＶＢ３感染ＢＡＬＢ／ｃ乳鼠的原代

心肌细胞，制作病毒性心肌炎模型，探讨雷米普利

是否可通过抑制心肌细胞凋亡对病毒性心肌炎产

生一定疗效。

１　资料与方法

１．１　实验动物和主要试剂

ＣＶＢ３病毒液由中山大学微生物学教研室提供，

无特定病原（ＳＰＦ）级ＢＡＬＢ／ｃ乳鼠购自斯莱克公司，

兔抗鼠ｃａｓｐａｓｅ３抗体购自Ａｂｃａｍ公司，山羊抗兔

ＨＲＰ二抗购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，蛋白提取试剂盒购

自凯基生物，凋亡检测试剂盒购自Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司。

１．２　原代心肌细胞的提取及处理

将分离的ＢＡＬＢ／ｃ乳鼠心脏置于细胞培养皿

中，ＰＢＳ反复冲洗，加入０．１％ Ⅱ型胶原酶与０．１％

胰蛋白酶的混合液，３７℃消化３０ｍｉｎ，１０００ｇ离心

５ｍｉｎ后去上清，通过２ｈ差速贴壁法去除成纤维细

胞。将得到的心肌细胞接种于培养瓶中，每隔２ｄ

换液１次，待细胞培养至密度为９０％左右时，将细

胞接种于６孔板中。实验分为空白组、模型组、血管

紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）组、ＡｎｇⅡ＋雷米普利组和雷米

普利组。空白组正常培养心肌细胞７２ｈ。其余４组

以ＣＶＢ３１００ＰＦＵ／ｃｅｌｌ的比例感染心肌细胞４８ｈ，

构建病毒性心肌炎细胞模型，模型组于培养液中加

入ＰＢＳ；Ａｎｇ Ⅱ组于培养液中加入终浓度为

１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ；ＡｎｇⅡ＋雷米普利组于培养

液中加入终浓度为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ 的 ＡｎｇⅡ 和

１μｍｏｌ／Ｌ的雷米普利；雷米普利组于培养液中加入

终浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的雷米普利。培养２４ｈ后，收

集细胞备用。

１．３　磷脂结合蛋白Ｖ／碘化丙啶（ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ）

法检测细胞凋亡水平

收集各组细胞，调节细胞浓度为１０６／ｍＬ，分别

加入１０μＬＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ和１０μＬＰＩ，混匀，室

温下避光放置１５ｍｉｎ，流式细胞仪检测。每份样本

收集１×１０５个细胞，采用ＦｌｏｗＪｏ软件对凋亡细胞

比例进行分析。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的表

达水平

收集各组细胞，提取细胞总蛋白。蛋白定量

后，十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ），转膜，５％脱脂奶粉封闭后，加入ｃａｓｐａｓｅ３

一抗４℃孵育过夜，二抗室温下孵育１ｈ，加入ＥＣＬ

发光液于化学凝胶成像分析仪上检测蛋白表达情

况。用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件对图片中灰度值进行分

析处理。

１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１９．０对数据进行统计学分析。计

量资料采用均数±标准差表示，组间比较采用单因

素方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组心肌细胞凋亡水平的比较

流式细胞仪检测结果如图１所示，横坐标表示

细胞的ＡｎｎｅｘｉｎＶ荧光强度，纵坐标表示细胞的ＰＩ

荧光强度，左下象限为活细胞，右下象限为凋亡早

期细胞，右上象限为凋亡晚期细胞或者坏死细胞。

与空 白 组 （１．６３％ ±０．１５％）相 比，模 型 组

（１６．５７％±１．５２％）和 ＡｎｇⅡ 组 （２１．３３％ ±

１．５３％）细胞的凋亡率均显著升高（犘均＜０．０１）；与

模型组相比，雷米普利组（３．８７％±０．６５％）细胞的

凋亡率显著降低（犘＜０．０１）；与 ＡｎｇⅡ组比较，

ＡｎｇⅡ＋雷米普利组（５．９７％±０．８６％）细胞的凋亡

率显著降低（犘＜０．０１）。

２．２　各组心肌细胞凋亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３表达水平的

比较

以βａｃｔｉｎ为内参，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测凋

亡蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的相对表达水平，见图２。与空白

组（０．４５±０．０６）相比，模型组（０．６７±０．０８）和

ＡｎｇⅡ组（０．８７±０．１０）细胞ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达

水平均显著升高（犘均＜０．０１）；与模型组相比，雷米

普利组（０．５６±０．０６）细胞ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表达水

平显著降低（犘＜０．０１）；与ＡｎｇⅡ组相比，ＡｎｇⅡ＋

雷米普利组（０．６９±０．０７）细胞ｃａｓｐａｓｅ３的蛋白表

达水平显著降低（犘＜０．０１）。
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Ａ为空白组；Ｂ为模型组；Ｃ为ＡｎｇⅡ组；Ｄ为ＡｎｇⅡ＋雷米普利组；Ｅ为雷米普利组

图１　流式细胞仪检测不同组别心肌细胞的凋亡情况

图２　不同组别心肌细胞犮犪狊狆犪狊犲３蛋白表达水平

３　讨论

病毒性心肌炎是由病毒感染引起的心肌炎性

反应。当病毒感染心肌细胞后，血管紧张素转换酶

（ＡＣＥ）增多并聚集在坏死心肌周围，将血管紧张素Ⅰ
（ＡｎｇⅠ）转化为ＡｎｇⅡ，ＡｎｇⅡ水平的增加可促使

儿茶酚胺在心肌中积聚、血管收缩，进而影响心肌

能量代谢，使心肌高能磷酸化合物减少，导致心室

重构，影响心肌收缩和舒张功能［２３］。细胞的死亡方

式包括坏死和程序性死亡，凋亡属于程序性死亡，

常在有害信号的温和刺激下或在个体发育过程中

发生。而ｃａｓｐａｓｅ３活化可引起细胞特征性的凋亡

形态学改变。因此，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平反映了凋亡

水平。心肌细胞感染病毒后启动了凋亡程序，细胞

凋亡在病毒性心肌炎的发生发展中发挥重要作用。

在病毒漫长的进化过程中，凋亡这种特殊的细胞死

亡方式被病毒利用［４５］。有研究发现，在心肌缺血及

缺血再灌注后肾素血管紧张素醛固酮系统

（ＲＡＡＳ）被激活，促进心肌病理生理的改变，引起心

肌损伤及细胞凋亡，而ＡＣＥ抑制剂具有拮抗这种

损伤的作用。临床上，雷米普利作为一种含羧基的

ＡＣＥ抑制剂，常用于治疗病毒性心肌炎，但在治疗

机制上，雷米普利是否可改善因病毒引起的心肌细

胞凋亡，目前尚未见报道。

　　本研究结果表明，ＣＶＢ３感染心肌细胞后，细胞

凋亡率和凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３表达水平均升高，

提示ＣＶＢ３能促进心肌细胞的凋亡。而在感染

ＣＶＢ３后加入ＡｎｇⅡ因子，心肌细胞凋亡率升高，提

示ＡｎｇⅡ在影响心肌能量代谢等过程中进一步引

起了心肌细胞的凋亡。但无论是感染ＣＶＢ３的心肌

细胞，还是感染ＣＶＢ３后与ＡｎｇⅡ共培养的心肌细

胞，雷米普利均会使心肌细胞的凋亡率及凋亡相关

蛋白ｃａｓｐａｓｅ３的表达明显降低，提示雷米普利可以

降低因病毒感染及ＡｎｇⅡ水平升高引起的心肌细

胞凋亡。其机制可能是雷米普利作为一种含羧基

的ＡＣＥ抑制剂，可抑制ＡｎｇⅠ向ＡｎｇⅡ的转化，降

低ＡｎｇⅡ的体内水平，从而抑制ＡｎｇⅡ相关的心肌

细胞凋亡等过程。
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