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TRAIL及其受体DR5在病毒性心肌炎小鼠心肌

组织中的表达和意义

宋嘉王玉林

【摘要】 目的研究肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体(TRAIL)及其死亡受体5(DR5)在病毒性心肌炎

小鼠心肌组织中病变不同时期的表达及与细胞凋亡的关系。方法建立病毒性心肌炎小鼠模型，于注射病

毒后第7、10、14、2l、28天取心肌组织，HE染色做心肌病理积分，31／NEL法检测凋亡细胞百分率，免疫组织化

学法和逆转录．聚合酶链反应(RT-PCR)检测心肌组织中TRAIL和Dll5蛋白及mRNA的表达。结果病毒感

染组小鼠和正常对照组小吼D肌组织中均存在TRAIL和D飓蛋白和mRNA的表达。病毒感染后第14天，病

毒感染组小鼠心肌组织中TRAIL蛋白表达高于同期正常对照组(P<0．05)和第7天病毒感染组(P<0．05)，组

间比较差异有统计学意义(F=9．17，P<0．01)。病毒感染后第10、14、21天，病毒感染组小鼠DR，蛋白表达

高于同期正常对照组(P<O．01)和第7天病毒感染组(P<0．01)，组间比较差异有统计学意义(，=13．32，P

<0．01)。且TRAⅡ．和D飓蛋白的表达与心肌病理积分、心肌细胞凋亡率密切相关(P<0．05)。病毒感染组

第10天TRAIL mRNA表达高于同期正常对照组(P<O．01)和第7天病毒感染组(P<0．01)，组间比较差异有

统计学意义(F=10，86，P<0．01)。病毒感染组第10、14天DR mRNA表达高于同期正常对照组(P<0．01)和

第7天病毒感染组(P<0．01)，组间比较差异有统计学意义(F=22．75。P<0．01)。结论病毒性心肌炎小

鼠发病中期，TRAIL及其受体D飓在心肌组织中出现高表达，且与病理积分、心肌细胞凋亡率成正相关，

TRAIL及其受体豫，可能通过调控心肌细胞凋亡参与病毒性心肌炎的病理过程。

【关键词】柯萨奇病毒；心肌炎；肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体；死亡受体5；细胞凋亡
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【Abstract】 Objective To deta'ine the expression 0f TNF-re]ated apoptosis inducing lis锄a(TRAm)and its

receptor D凡in murine myocardium witll acute viral myocaMitis(VM)．Methods We bullied the model 0fVM．Ei出mice
0f the VM group and the normal control group were sacrificed Oil the 7th，10th，14th，21st，28th day after iIlI删∞㈣
virus．’n虻myc瑚．n：lial histopathological d2：olrcg懈counted．n圮terminal reansfemse-mediated dI IPr-biotin nick end-

址，eliIlg(TUrCEL)assays was used to quantified apoptosis rate．1he expression 0f1RAⅡ．and DRs脚and mRNA weltE

determined by the method of ilm珈Ⅱ10IlisIoch硎shy and reverse-transcripti∞polymerase chain l'P组t．．"tion(RT-PCR)．Results
1he expression 0f TRAIL and D风protein and mRNA were found in myoeaniium 0f both the normal comml group and

恤Ⅷgroup．11le expression 0fTRAⅡ，pro商n 0f她、，^I group(14th)wel'色significantly lli扣than which in the normal

@-oup at the明蛳tinm and慨Ⅷgronp(7th)(F=9．17，P<O．01)．The DR5删【eiIl 0ftlle vM gⅡ,．p(10th，14th，21st)
Wel'琶significantly hi如崎wI】ich in the nonnal group at她鲫m time and tIleⅧtpup(Tth)(F=13．32，P<0．01)．
Tl圮expression of TRAIL and D比protein慨positive con'elated with the myocardial llist叩融I蝴cal踟。瞄and the

apoptosis rate．‰expremion《TRAIL mRNA of the vM group(10th)僦significantly hishcr than which in the nolmal

goup at the嬲啪time and岫VM gfo．p(Tth)(F=10．86，P<0．01)．111e观nJtNA dtlle埘group(10￡11，14th)we陀
significantly垴搴Ⅻthan which in the noil!Ilal group at the咖time and她Ⅷgroup(7th)(F=22．75，P<0．01)．
CI岫dlIsi∞Hi曲characteristic expressions 0f protein／mRNA’rRAⅡ．and D崦讹陀obssrved in the myocard／um of mice

埘tIl VM．1he level惴positive corIdatloned with the account 0fpathology and the rate ofapoptoda．‰apoptosis induced

by TRAIL and D飓may participate in the pathophysiological processes ofⅧ．
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5；Apoptosis

病毒性心肌炎(VM)的发病机制尚未完全阐明，病

毒直接损伤、T细胞介导的细胞毒作用是VM的主要
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发病机制。近年研究证实，细胞毒性T细胞通过诱导

心肌细胞凋亡造成病理损伤。肿瘤坏死因子相关的凋

亡诱导配体(TNF-rehted apoptosis inducing 1i铲nd，

7瞰IL)是近年新发现的凋亡分子n3，为TNF超家族成

员之一，在许多组织中存在，与死亡受体(death
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receptor，DR)结合后，活化caspase级联反应，诱导细胞

凋亡。TRAIL在病毒感染诱导的细胞凋亡过程中起重

要作用。本研究建立VM小鼠模型，检测各时期心肌

组织切片中TRAIL和DR5蛋白及mRNA的表达，并与

心肌病理积分和心肌细胞的凋亡率进行相关分析，探

讨TRAIL诱导的细胞凋亡是否参与VM的病理损伤。

1材料和方法

1．1实验动物和材料5周龄Balb／c雄性小鼠100

只，体质量18—229，购自山东大学医学院实验动物中

心；柯萨奇B3病毒Nancy标准株由山东省医学科学院

病毒室提供；兔抗小鼠DR5多克隆抗体购自美国R&D

公司；兔抗小鼠TRAIL多克隆抗体购自武汉博士德公

司；TRAIL、DR、8actin引物由上海生工合成。

1．2 VM小鼠模型的制备100只小鼠随机分为2组

(随机数字表法)：正常对照组40只，病毒感染组60

只。将柯萨奇病毒B组3型(CVB3)在Hela细胞上传

代，冻融3次，用Eagle’s液稀释病毒滴度为l妒半数

细胞感染率／ml(TCIDso／m1)。实验组给予腹腔注射上

述CVB3病毒液O．15“，对照组腹腔注射0．15ml不含

病毒的Eagle’s液。

1．3标本采集 于腹腔注射后第7、lO、14、21、28天

每组分别随机处死8只小鼠(随机数字表法)，无菌取

心脏，沿左心室中线分为2份，1／2做HE染色、免疫组

化、TUNEL。另外1／2做逆转录．聚合酶链反应(RT-

PCR)。

1．4检测方法

1．4．1心肌病理积分HE染色，参照RezkaUa等【21方

法，计算心肌病变(炎细胞浸润和坏死)积分。每张切

片取5个视野，计算每个视野中炎性细胞浸润及坏死

区域面积和整个视野的面积之比。无病变，计0分，轻

度：<I／3，计1分。中度：<213，计2分。重度：心肌病

变广泛而严重，计3分。

1．4．2免疫组织化学检测TRAIL、DR5蛋白切片常规

脱蜡水化，6％过氧化氢．甲醇溶液室温浸泡30rain，热修

复后滴加5％正常山羊血清封闭液，滴加一抗(1：100PBS

稀释的兔抗小鼠的抗TRAIL抗体或兔抗小鼠的抗D如

抗体)，置湿盒内4。C过夜。加生物素化山羊抗兔IgG

(二抗)，室温15min，滴加试剂SABC，DAB试剂盒室温

下显色，平均显色50s～1rain，苏木精复染5rain，盐酸

酒精分化3～5s，镜下观察。以PBS代替一抗做空白

对照，以正常兔血清代替一抗做阴性对照。每张切片

随机取5个视野，应用全自动图像分析仪对蛋白表达

进行分析，以平均吸光度值作为蛋白表达的指标。
1．4．3 TUNEL法检测心肌细胞凋亡切片常规脱蜡

水化，3％H202中浸泡30min，加l：200稀释的蛋白激

酶K，37℃消化10min，滴加TdT和DIG-dUTP，37℃标

记2h，滴加封闭液，室温30rain，滴加抗体稀释液稀释

的生物素化地高辛抗体，37。C反应30min，DAB显色，

平均约5rain，蒸馏水终止显色，苏木精轻度复染，镜下

观察。每张切片随机选取5个视野，计算阳性细胞百

分率。

1．4．4 RT-PCR检测TRAIL、DRmRNA的表达根据

文献阻]设计TRAIL、DR5引物序列。见表l。

表1 PCR引物序列及产物大小

名称
合成目的

引物序列 基因片段
长度(bp)

TRm圭塑 5'-TCA GCA CIT CAG GATGAT GG-3’
614

TRAIL下游 5’．CAC CAG CTG TIT GGTTCT CA．3，

DR5-上-游
一’v-aa

D飓r酣,。

5'-TGA CGG GGA

AGAl’IG℃GA ACT7兀GBA A3-3’4665'-GGCTIT GAC CAT GAT

p-aetin上游 5'-TCA TCA CCA TIG GCAATG AG-3’
154

／3-actin下游 5'-CAC TGT GTT GGC GTA CAG G'T-3’

PCR条件：94℃预变性15min；940C变性1min；退

火1min，TRAIL60℃，DR551℃，8．actin60℃，30个循环；

72℃延伸7min，4。C终止。将电泳凝胶置紫外线下观

察照相，并用计算机凝胶电泳成像系统扫描分析条带，

以目的片段与p-actin的相对比值表示TRAIL和D磁

mRNA表达量。

1．5统计学分析应用SPSSl6．0统计分析软件，数

据以(牙±s)表示，两组数据分析采用t检验，组问数

据分析之前先进行方差齐性检验，方差齐性指标进行

单因素方差分析，及组间两两比较g检验，方差不齐的

指标进行独立样本秩和检验及两两比较分析。部分指

标进行直线相关分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 VM小鼠模型制备结果病毒感染组小鼠60只，

死亡14只，存活46只，存活率76．7％。经病理检查，

存活小鼠44例心肌切片出现病理改变，建模成功。

2．2病理及心肌细胞凋亡检查结果 病毒感染组选

取40例心肌切片出现病理改变的标本进行心肌病理

积分(每时间点各8例)。病毒感染7—10d，心肌病理

积分明显升高，14d时最高，21d开始下降，组间比较

差异有统计学意义(F=12．48，P<0．01)。TUNEL检

测40例，37例(92．5％)可见阳性细胞。3例未见阳性

细胞者为感染28d标本，病理改变相对较轻，病情明显

恢复。病毒感染后第10天细胞凋亡明显增加，第14

天达高峰，第2l天开始下降，第28天仍有部分凋亡细

胞存在，组间比较差异有统计学意义(F=27．19，P<

0．01)。正常对照组选取10例，未见明显病理改变。

万方数据



虽隧』k型堂盘查垫!Q生2旦筮堑鲞筮垒翅鲢』型i璺堑：醚Y垫!Q：!亟：塑：№：璺

表2病毒感染组小鼠心肌病理及TUNEL检查结果(几=8)

注：与第7天比较．一P<0．01

TUNEL检测未见阳性细胞。结果见表2。

2．3免疫组化结果见图1。

2．3．1 TRAIL免疫染色阳性物质广泛表达于心肌细

胞、浸润淋巴细胞的细胞膜和细胞质，细胞核无表达，

表现为细胞膜、细胞质被染成黄色或棕黄色。在正常

对照组弱阳性表达较多见；在病毒感染组早、中期可见

阳性表达量增加，同时部分浸润细胞、血管内皮细胞、

炎症灶周围的心肌细胞出现散在强阳性表达，可见粗

大的棕黄色颗粒。后期可见散在分布的心肌细胞阳性

表达。病毒感染组第7天TRAIL蛋白表达开始升高，

第14天达高峰，第2l天开始下降。组间比较差异有

统计学意义(F=9．17，P<0．01)。病毒感染组第14

天TRAIL蛋白表达高于同期正常对照组(P<0．05)和

病毒感染组第7天(P<0．05)。病毒感染后不同时期

TRAIL蛋白的表达与病理积分成正相关关系(Y=

0．1187x一6．3709，r=0．717，t=2．91，P<0．05)；与凋
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O

亡细胞百分率成正相关关系(Y=1．9162x一105．79，r=

0．856，t=43．69，P<0．05)。

2．3．2 DR5 D飚免疫染色阳性产物主要位于细胞膜

和细胞质，为黄色颗粒状。在正常对照组为散在分布

的弱阳性表达，主要位于心肌细胞。在病毒感染组主

要表达于炎症灶周围的心肌细胞、血管内皮细胞，可见

强阳性表达。浸润淋巴细胞免疫染色较弱或呈阴性。

正常对照组小鼠心肌组织有少量表达，病毒感染组第

7天D民蛋白表达开始升高，第14天达高峰，第21天

开始下降。组问比较差异有统计学意义(F=13．32，P

<0．01)。病毒感染组第lO、14、21天高于同期正常对

照组(P<0．01)和病毒感染组第7天(P<0．01)。病

毒感染后不同时期D比蛋白的表达与病理积分、凋亡

细胞百分率成正相关关系，相关方程及相关系数分别

为Y=0．1119x一0．7458，r=0．75，t=3．18，P<O．05；y

=1．8004x一14．536，r=0．88，t=5．41，P<0．05。

口正常对照组TRAIL蛋白

曰病毒感染组TRAIL蛋白

口正常对照组DR；蛋白

第7天 第10天 第14天 第21天 第28天

注：与同期正常对照组比较，*P<0．05，**P<0．0l；与第7天病毒感染组比较，zxp<O．05，ZX／xp(O．01

图1 TRAIL及DR蛋白表达平均积分光密度值(，l=8)

2．4 R■RCR结果见图2。

正常对照组40例，实验组40例，均有目的产物表

达。产物大小分别为600bp(，豫AⅡ．)、450bp(DR5)、

150bp(B．acfin)左右，基本符合目的产物大小。病毒感

染后第7天，TRAIL mRNA表达开始升高，第10天达高

峰，第2l天开始下降，与正常对照组相比，差异有统计

学意义(F=10．86，P<0．01)。病毒感染组第10天

TRAIL mRNA表达高于同期正常对照组(P<0．01)和

第7天病毒感染组(P<O．01 o病毒感染组DI{5 mRNA

表达升高，与对照组相比差异有统计学意义(F=22．75，

P<0．01)。病毒感染组第lO、14天D民mRNA表达高于

同期正常对照组(P<0．01)和第7天病毒感染组(P<

0．01)。
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第7天 第10天 第14天 第2l天 第28天

注：与同期正常对照组比较，*P<o．05．**P<0．01；与第7天病毒感染组比较，Ap<O．05，△△P<O．01

图2 TRAIL及DR5mILNA表达(n=8)

3讨论

VM的发病机制未完全阐明，近年通过动物实验

和临床研究发现，细胞凋亡参与VM的发病机制，如急

性重症VM的心肌细胞凋亡率与致死性心力衰竭密切

相关【5】，且细胞凋亡也是VM转化为扩张型心肌病的

重要机制。细胞凋亡是由遗传基因控制的细胞自主性

死亡过程，受多种因素的调控，其中病毒是较重要的因

素。病毒感染后，一方面机体使病毒感染的细胞凋亡

以消除外物，发挥防御作用；另一方面病毒调控宿主细

胞凋亡，维持自身的存活和繁殖，引起宿主病理损

伤【6J。目前对VM发病机制中细胞凋亡方面研究较多

的是Fas／FasL系统和TNF系列因子，TRAIL及其受体

D比在VM的作用国内外未见研究。本研究通过检测

心肌组织切片中TRAIL和DR5蛋白及mRNA的表达，

并与心肌病理积分和心肌细胞的凋亡率进行相关分

析，探讨TRAIL诱导的细胞凋亡是否参与VM的病理

损伤。

TRAIL是1995年由Wiley等[11发现的孙限超家族

成员，广泛表达于多种组织，如：脾、胸腺、外周血淋巴

细胞、小肠、结肠、心脏、骨骼肌、肾脏、胎盘等。TRAIL

最主要的生物学特性为选择性细胞毒作用，即仅能诱

导肿瘤细胞、转化细胞或病毒感染细胞凋亡，而不能诱

导正常细胞凋亡。TRAIL组织学分布的广泛性和其选

择性细胞毒作用。提示其诱导的细胞凋亡是通过严格

的受体表达来调控的口】。目前已发现5种TRAIL受

体【sJ：D氏、DR5、DcR，、DeR2和OPG。根据功能不同，

TRAIL受体分为两类：一类是DR，包括DR4和DR5，均

含有死亡结构域并能向细胞内传递死亡信号，当

TRAIL与DR结合时可以直接激活半胱氨酸．天冬氨酸

酶而诱导靶细胞凋亡。DK过度表达时可以不依赖

TRAIL直接诱导细胞凋亡睁1引。另一类是诱骗受体，包

括DcRI、DeR2和OPG，由于死亡结构域缺失，与TRAIL

结合后不能传递凋亡信号，竞争性阻止TRAIL与DR4

或DR5的结合，从而发挥抑制凋亡的作用。

本研究结果显示，在正常对照组和病毒感染组小

鼠心肌组织中均有TRAIL及其受体D民蛋白和mRNA

的表达，在VM病程中期，病毒感染组TRAIL及DR5蛋

白和mRNA的表达明显升高，并与心肌病理积分和细

胞凋亡百分率成正相关关系，提示TRAIL及其受体

D飓可能通过调控细胞凋亡参与VM的病理过程。

目前很多研究证实，TRAIL在病毒诱导的细胞凋

亡过程中起到重要作用，Gfiffith等【ll】用抗TRAIL抗体

和可溶性的TRAIL受体可以阻断呼肠孤病毒引起的

细胞凋亡。Walczak等u2’用TRAIL或TRAIL受体的抗

体作用于正常人和H1V患者的外周血淋巴细胞和巨

噬细胞，发现TRAIL可以诱导HIV潜伏感染的细胞发

生凋亡。腺病毒通过下调TRAIL受体的表达阻止细

胞发生凋亡【l引。本研究结果显示，CVB3病毒可能通

过上调TRAIL及DR5的表达诱导心肌细胞凋亡。在

VM病程中期，TRAIL蛋白较正常对照组升高O．29倍，

而D飓蛋白较正常对照组升高1．75倍，由此可见，

TRAIL主要通过大量表达死亡受体而诱导细胞凋亡。

洪燕等【14】检测心力衰竭患者血浆中可溶性TRAIL和

D飓水平的变化，发现患者血浆可溶性D比较健康人

显著升高，且随心功能损害程度加重而增高，提示

TRAIL及其受体诱导心肌细胞的凋亡主要是在受体的

表达水平进行调控，与本研究结果一致。

本研究结果还显示，病毒感染后，心肌细胞和浸润

淋巴细胞均有TRAIL表达增加，同时(下转第441页)
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～3次，可使睾丸进一步增大和引发精子生成[9】。

5．2．2 GnRI-I脉冲治疗 下丘脑GnRH分泌不足者，

使用便携式的程序可调式输液泵，每9()min以脉冲形

式进行皮下或静脉注射GnRH(2。20鸺)，虽可诱导

Gnf沮不足性性腺功能减低症男性患者生成精子[10】。

但疗效不优于联合疗法，且比较昂贵。间隔时间一般

设定为90—120rain，每次皮下注射的剂量为GnRH(10

肽)5—25熘或25 ng，kg。

男性患者连续应用，一般3个月后会出现青春期

的变化，血清LH、FSH和睾酮水平升高至正常成年男

子范围，精液中出现成熟的精子。连续治疗约1年具

有使妻子受孕的能力。少数患者可能是因为皮下吸收

不良，治疗反应差，需要较大剂量。
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(上接第348页)心肌细胞高表达D民，从而调控心肌

细胞发生凋亡；而浸润淋巴细胞D凡低表达或不表

达，可能保护淋巴细胞避免凋亡，从而逃避外周克隆剔

除和活化淋巴细胞的清除。这也可能是造成淋巴细胞

浸润，并产生抗心肌抗体的原因之一。

由于TRAIL只诱导病毒感染细胞发生凋亡，而不

能诱导正常细胞发生凋亡，且通过受体高表达对细胞

凋亡进行调控，因此进一步研究TRAIL在VM中的具

体作用和调控机制，适当干预心肌细胞凋亡，减轻病理

损伤，可能为VM免疫调节治疗提供新的方向。
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