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木犀草素调控AMPK/NLRP3轴介导的细胞焦亡
对病毒性心肌炎的保护作用*
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(1.江苏护理职业学院,江苏淮安
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【摘要】 目的 探讨木犀草素调控AMP活化激酶(AMPK)/NOD样受体蛋白3(NLRP3)轴介导的细胞焦亡途径对病

毒性心肌炎(VM)小鼠的保护作用。 方法 将300只BALB/c雄性小鼠随机分为对照组、CVB3病毒组(0.1
 

mL
 

1×
10-5

 

CVB3)、木犀草素低剂量组(5
 

mg/kg木犀草素)、木犀草素高剂量组(20
 

mg/kg木犀草素)、AMPK激活剂组(200
 

mg/kg
 

AICAR)和木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组(20
 

mg/kg木犀草素+20
 

mg/kg
 

Compound
 

C)。除对照组外,各
组小鼠均用0.1

 

mL
 

1×10-5
 

CVB3处理,并按照要求饲养。采用试剂盒法检测小鼠心肌匀浆中LDH、CK-MB、IL-1β、IL-
6水平;HE染色观测小鼠心肌组织病理变化,并参照rezkalla法对小鼠心肌病理学进行评分;采用TUNEL试剂盒检测

心肌组织凋亡情况;采用 Western
 

blot法检测心肌组织Bax、Bcl-2、p-AMPK、AMPK、NLRP3、ASC、Caspase-1水平。 
结果 与对照组相比,CVB3病毒组小鼠心肌匀浆 LDH、CK-MB、IL-1β、IL-6、病理积分、心肌凋亡率、Bax蛋白及

NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平均显著升高(均P<0.05,Bcl-2蛋白和p-AMPK/AMPK水平显著降低(均P<0.05;

与CVB3病毒组相比,木犀草素低剂量组、木犀草素高剂量组、AMPK激活剂组小鼠心肌匀浆LDH、CK-MB、IL-1β、IL-
6、病理积分、心肌凋亡率、Bax蛋白及 NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白水平均显著降低(均 P<0.05,Bcl-2蛋白和p-
AMPK/AMPK水平显著升高(均P<0.05;与木犀草素高剂量组相比,木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组小鼠心肌匀

浆LDH、CK-MB、IL-1β、IL-6、病理积分、心肌凋亡率、Bax蛋白和NLRP3、ASC、Caspase-1蛋白均显著升高(均P<0.05,

Bcl-2蛋白和p-AMPK/AMPK水平显著降低(均P<0.05)。 结论 木犀草素通过激活 AMPK/NLRP3介导的细胞

焦亡发挥对VM小鼠心肌的保护作用,为VM的临床治疗提供了参考依据。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

luteolin
 

on
 

AMP-activated
 

kinase
 

(AMPK)/NOD-like
 

receptor
 

protein
 

3
 

(NLRP3)
 

axis-mediated
 

pyroptosis
 

pathway
 

in
 

mice
 

with
 

viral
 

myocarditis
 

(VM). Methods Three-
hundred

 

BALB/c
 

male
 

mice
 

were
 

randomly
 

separated
 

into
 

control
 

group,CVB3
 

virus
 

group
 

(0.1
 

mL
 

1
 

10-5
 

CVB3),low-
dose

 

luteolin
 

group
 

(5
 

mg/kg
 

luteolin),high-dose
 

luteolin
 

group
 

(20
 

mg/kg
 

luteolin),AMPK
 

activator
 

group
 

(200
 

mg/kg
 

AICAR),and
 

high
 

dose
 

luteolin
 

+
 

AMPK
 

inhibitor
 

group
 

(20
 

mg/kg
 

luteolin
 

+
 

20
 

mg/kg
 

Compound
 

C),except
 

the
 

control
 

group,all
 

were
 

treated
 

with
 

0.1
 

mL
 

1
 

10-5
 

CVB3,and
 

each
 

group
 

was
 

raiseed
 

as
 

required.
 

The
 

kit
 

method
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

levels
 

of
 

LDH,CK-MB,IL-1β
 

and
 

IL-6
 

in
 

myocardial
 

homogenate;HE
 

staining
 

was
 

performed
 

to
 

observe
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

mouse
 

myocardium,and
 

the
 

pathology
 

of
 

mouse
 

myocardium
 

was
 

scored
 

according
 

to
 

the
 

rezkalla
 

method;TUNEL
 

kit
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

myocardial
 

tissue
 

apoptosis;Western
 

blot
 

was
 

performed
 

to
 

measure
 

the
 

levels
 

of
 

Bax,Bcl-2,p-AMPK,AMPK,NLRP3,ASC
 

and
 

Caspase-1
 

in
 

myocardial
 

tissue. Results 
Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,LDH
 

(8.02±1.01
 

vs
 

66.53±8.30),CK-MB
 

(130.51±16.31
 

vs
 

358.24±44.78)
 

and
 

IL-1
 

in
 

myocardial
 

homogenate
 

of
 

mice
 

in
 

CVB3
 

virus
 

group
 

β
 

(30.50±3.88
 

vs
 

135.27±19.84),IL-6
 

(55.27±3.87
 

vs
 

341.53±42.66),pathological
 

score
 

(0
 

vs
 

3.42±0.41),myocardial
 

apoptosis
 

rate
 

(4.87±0.66
 

vs
 

23.71±2.86),Bax
 

protein
 

(0.35±0.04
 

vs
 

1.77±0.21),NLRP3
 

(0.24±0.03
 

vs
 

1.32±0.21),ASC
 

(0.70±0.08
 

vs
 

2.41±0.30),caspase-
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1
 

(0.40±0.05
 

vs
 

2.57±0.32)
 

protein
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased
 

(all
 

P<0.05),The
 

levels
 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

(2.03±0.24
 

vs
 

0.34±0.04)
 

and
 

p-ampk/AMPK
 

(0.94±0.12
 

vs
 

0.12±0.04)
 

decreased
 

significantly
 

(all
 

P<0.05);

Compared
 

with
 

CVB3
 

virus
 

group,LDH
 

(66.53±8.30
 

vs
 

58.72±7.34,38.54±4.81,41.02±5.13),CK-MB
 

(358.24±
44.78

 

vs
 

299.46±37.33,195.76±24.40,224.38±27.96)
 

and
 

IL-1
 

in
 

myocardial
 

homogenate
 

of
 

mice
 

in
 

luteolin
 

low-
dose

 

group,luteolin
 

high-dose
 

group
 

and
 

AMPK
 

activator
 

group
 

β
 

(135.27±19.84
 

vs
 

100.57±12.50,72.69±9.02,

81.06±10.12),IL-6
 

(341.53±42.66
 

vs
 

299.74±37.46,201.91±25.38,223.40±27.87),pathological
 

score
 

(3.42±
0.41

 

vs
 

2.03±0.23,1.37±0.16,1.52±0.18),myocardial
 

apoptosis
 

rate
 

(23.71±2.86
 

vs
 

18.79±2.33,13.50±1.63,

14.06±1.71)
 

The
 

levels
 

of
 

Bax
 

protein
 

(1.77±0.21
 

vs
 

1.06±0.13,0.70±0.08,0.74±0.09),NLRP3
 

(1.32±0.21
 

vs
 

1.01±0.12,0.72±0.09,0.74±0.09),ASC
 

(2.41±0.30
 

vs
 

2.01±0.24,1.60±0.21,1.64±0.21),caspase-1
 

(2.57±
0.32

 

vs
 

1.83±0.23,1.24±0.15,1.42±0.17)
 

decreased
 

significantly
 

(all
 

P<0.05),Bcl-2
 

protein
 

(0.34±0.04
 

vs
 

0.72
±0.09,1.50±0.15,1.42±0.17)

 

and
 

p-ampk/AMPK
 

level
 

(0.12±0.04
 

vs
 

0.31±0.04,0.54±0.06,0.46±0.05)
 

increased
 

significantly
 

(all
 

P<0.05);Compared
 

with
 

luteolin
 

high-dose
 

group,luteolin
 

high-dose
 

+
 

AMPK
 

inhibitor
 

group
 

had
 

LDH
 

(38.54±4.81
 

vs
 

41.02±5.13),CK-MB
 

(195.76±24.40
 

vs
 

224.38±27.96)
 

and
 

IL-1
 

in
 

myocardial
 

homogenate
 

β
 

(72.69±9.02
 

vs
 

81.06±10.12),IL-6
 

(201.91±25.38
 

vs
 

223.40±27.87),pathological
 

score
 

(1.37±
0.16

 

vs
 

1.52±0.18),myocardial
 

apoptosis
 

rate
 

(13.50±1.63
 

vs
 

14.06±1.71),Bax
 

protein
 

(0.70±0.08
 

vs
 

0.74±
0.09),NLRP3

 

(0.72±0.09
 

vs
 

0.74±0.09),ASC
 

(1.60±0.21
 

vs
 

1.64±0.21),caspase-1
 

(1.24±0.15
 

vs
 

1.42±0.17)
 

protein
 

were
 

significantly
 

increased
 

(all
 

P<0.05),The
 

levels
 

of
 

Bcl-2
 

protein
 

(1.50±0.15
 

vs
 

1.42±0.17)
 

and
 

p-ampk
 

/
 

AMPK
 

(0.54±0.06
 

vs
 

0.46±0.05)
 

decreased
 

significantly
 

(all
 

P<0.05). Conclusion Luteolin
 

can
 

protect
 

the
 

myocardium
 

of
 

VM
 

mice
 

by
 

activating
 

AMPK
 

/
 

NLRP3
 

mediated
 

cell
 

death,which
 

provides
 

a
 

reference
 

basis
 

for
 

the
 

clinical
 

treatment
 

of
 

VM.
【Key

 

words】 luteolin;AMP-activated
 

kinase/NOD-like
 

receptor
 

protein;pyroptosis

  病毒性心肌炎(viral
 

myocarditis,VM)是因病毒

侵犯心脏所致的心肌炎症性改变,主要临床症状有心

悸、呼吸困难,可引发心率失常、心衰等[1]。多种病毒

均可引发 VM,以柯萨奇病毒B3(CVB3)尤为常见。
关于VM的发生机制仍不明确,主要涉及免疫、氧化

应激损伤等,均会引起心肌细胞的异常凋亡[2]。细胞

焦亡是机体内的免疫反应,在抗病毒方面发挥关键作

用,可引起细胞程序性死亡,与细胞凋亡有千丝万缕的

关系。研究显示,细胞焦亡途径在CVB3导致的 VM
中起一定作用[3]。NLRP3炎症小体是细胞焦亡的重

要途径,抑制 AMP活化激酶(AMPK)可通过激活

NOD样受体 蛋 白3(NLRP3)启 动 细 胞 焦 亡[4],且

AMPK途径在心肌损伤中发挥作用[5]。木犀草素是

天然黄酮类化合物,具有消炎、抗肿瘤、抗病毒等药理

活性,在自然界广泛存在。周梦琪等[6]报道清肺排毒

汤可有效缓解新冠肺炎患者肺部炎症症状,降低炎症

风暴,方中木犀草素发挥重要作用;木犀草素可防治慢

性阻塞性肺疾病炎症反应[7]。基于木犀草素的抗炎、
抗病毒能力,本研究以CVB3构建小鼠 VM 模型,基
于AMPK/NLRP3介导的细胞焦亡途径探讨木犀草

素对CVB3诱导的心肌炎小鼠的保护作用。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物及毒株 4周龄雄性BALB/c小鼠

[SCXK(湘)2019-0004]购自湖南斯莱克景达实验动物

有限公司;CVB3病毒由昆明动物病毒所提供。

1.2 主要试剂 AMPK激活剂 AICAR(S1802)和
AMPK抑制剂Compound

 

C(S7306)购自美国selleck
公司;木犀草素(B20888)购自上海源叶公司;肌酸激

酶同工酶(CK-MB)(ml037723)试剂盒,白介素1β(IL-
1β)试 剂 盒(ml301814)和 白 介 素 6(IL-6)试 剂 盒

(ml002293-J)购 自 上 海 酶 联 公 司;BCA 试 剂 盒

(P0012),乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒(C0017),HE染

色试 剂 盒 (C0105S)和 TUNEL 试 剂 盒 (显 色 法,

C1091)购 自 上 海 碧 云 天 公 司;蛋 白 提 取 试 剂 盒

(89842)购 自 赛 默 飞 世 尔 公 司;兔 抗 鼠 Bax
(GTX109683),Bcl-2 (GTX100064),p-AMPK
(GTX52341), AMPK (GTX60403)、 NLRP3
(GTX133569),Caspase-1(GTX101322),GAPDH
(GTX100118),ASC(ab283684)及 羊 抗 兔 二 抗

(ab6721)购于美国abcam公司。

2 方法

2.1 CVB3病毒扩增及动物试验 体外培养 Hela细

胞,取对数期细胞培养于6孔板中,加入CVB3病毒液

培养2
 

d,2
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清,病毒悬液

经梯度稀释法稀释为10-10~10-1 噬菌斑形成单位后,
加病毒悬液至相应细胞孔,72

 

h后检测细胞病变,以
50%细胞病变为标准,计算半数组织培养感染量。将

300只BALB/c小鼠随机分为对照组、CVB3病毒组、
木犀草素低剂量组、木犀草素高剂量组、AMPK激活

剂组、木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组,每组50
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只。除对照组外,其余各组小鼠腹腔注射0.1
 

mL半

数感染量浓度(1×10-5)CVB3病毒液,诱导小鼠 VM
模型[8],对照组注射等体积的DMEM 培养基。木犀

草素低、高剂量组分别灌胃5
 

mg/kg和20
 

mg/kg木

犀草素[9];AMPK激活剂组腹腔一次注射200
 

mg/kg
 

AICAR[10];木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组灌胃

20
 

mg/kg 木 犀 草 素 并 腹 腔 一 次 注 射 20
 

mg/kg
 

Compound
 

C[[11],木犀草素1次/d,连续21
 

d。

2.2 ELISA法检测小鼠心肌匀浆中LDH、CK-MB、

IL-1β、IL-6水平 每组选10只小鼠,小鼠处死后取心

脏,生理盐水清洗血污,取适量心室组织,破碎匀浆后

消化,采用BCA试剂盒作蛋白定量,采用LDH、CK-
MB、IL-1β、IL-6试剂盒检测心肌匀浆LDH、CK-MB、

IL-1β、IL-6水平。

2.3 小鼠心肌组织病理学观察 取部分心脏组织,

10%甲醛固定心脏标本,石蜡包埋、切片,HE染色,光
镜下观察小鼠心肌组织病理变化。参照rezkalla法对

小鼠心肌病理学进行评分,每张切片取5个视野,无病

变为0分,≤25%为1分,>25%但<50%为2分,≥
50%但<75%为3分,≥75%为4分。

2.4 心肌组织凋亡观察 取2.3中的石蜡切片,采用

TUNEL试剂盒检测心肌细胞凋亡情况,计数凋亡细

胞数与总细胞数,计算心肌凋亡指数。心肌凋亡指数

=(凋亡细胞数/总细胞数)×100%。

2.5 Western
 

blot法 检 测 心 肌 组 织 Bax/Bcl-2/

AMPK/NLRP3水平 取一定量小鼠心肌组织,提取

总蛋白,经BCA试剂盒蛋白定量后进行SDS-PAGE
电泳分离并将蛋白转移到PVDF膜上,室温封闭(脱
脂牛奶,2

 

h);分别加入1∶1
 

000稀释的兔抗鼠Bax、

Bcl-2、p-AMPK、AMPK、ASC、NLRP3,以GAPDH(1
∶5

 

000)为内参,孵育24
 

h,冲洗;加入山羊抗兔二抗

(1∶5
 

000),孵育2
 

h,冲洗;加入ECL显色液显色,分
析Bax、Bcl-2、p-AMPK、AMPK、ASC、NLRP3蛋白表

达量。

2.6 统计学分析 以SPSS
 

22.0软件对实验数据进

行统计学分析。计量资料以平均数±标准差(x±s)
表示,组间比较进行单因素方差分析,进一步两组间比

较采用LSD-t检验;计数资料以n描述,组间比较采

用χ2 检验,P<0.05表示差异有统计学意义。

结 果

1 木犀草素对小鼠一般情况的影响

对照组小鼠体重稳定增长,皮毛顺滑,饮水量饮食

量正常。其余各组小鼠接种病毒液后自第3
 

d始,毛
发晦淡、饮 水 饮 食 降 低,体 重 减 轻,死 亡 增 多。与

CVB3病毒组相比,木犀草素低、高剂量组及 AMPK

激活剂组死亡率均显著降低(均P<0.05);木犀草素

高剂量组与木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组相比

死亡率差异无统计学意义(P>0.05)(表1)。

表
 

1 6组小鼠给药期间死亡情况(n=50)
Table

 

1 Death
 

of
 

6
 

groups
 

of
 

mice
 

during
 

administration
组别
Group

死亡只数
Number

 

of
 

deaths
死亡率%
Mortality

对照组 0 0.00
CVB3病毒组 10 20.00a

木犀草素低剂量组 3 6.00b

木犀草素高剂量组 3 6.00b

AMPK激活剂组 4 8.00b

木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组 4 8.00b

χ2 14.674
P 0.012

  注:a与对照组相比,P<0.05;b与CVB3病毒组相比,P<0.05。
Note:a

 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P<0.05;B
 

compared
 

with
 

CVB3
 

virus
 

group,P<0.05.

2 木犀草素对小鼠心肌匀浆 LDH、CK-MB、IL-1β、

IL-6水平的影响

与对 照 组 相 比,CVB3 病 毒 组 小 鼠 心 肌 匀 浆

LDH、CK-MB、IL-1β、IL-6水 平 显 著 升 高(均 P<
0.05);与CVB3病毒组相比,木犀草素低、高剂量组及

AMPK激活剂组小鼠心肌匀浆LDH、CK-MB、IL-1β、

IL-6水平显著降低(均P<0.05);与木犀草素高剂量

组相比,木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组小鼠心肌

匀浆LDH、CK-MB、IL-1β、IL-6水平显著升高(均P
<0.05)(表2)。

表
 

2 6组小鼠心肌匀浆LDH、CK-MB、IL-1β、IL-6水平比较

(n=10,x±s)
Table

 

2 Comparison
 

of
 

LDH,CK-MB,IL-1β
 

and
 

IL-6
 

levels
in

 

myocardial
 

homogenate
 

of
 

6
 

groups
 

of
 

mice
组别
Group

LDH(U/L) CK-MB(U/L) IL-1β(pg/mL) IL-6(pg/mL)

对照组 8.02±1.01 130.51±16.31 30.50±3.88 55.27±3.87
CVB3病毒组 66.53±8.30a 358.24±44.78a 135.27±19.84a 341.53±42.66a

木犀草素低剂量组 58.72±7.34b 299.46±37.33b 100.57±12.50b 299.74±37.46b

木犀草素高剂量组 38.54±4.81b 195.76±24.40b 72.69±9.02b 201.91±25.38b

AMPK激活剂组 41.02±5.13b 224.38±27.96b 81.06±10.12b 223.40±27.87b

木犀草素高剂量+
AMPK抑制剂组 43.28±5.42c 245.79±29.79c 88.67±10.99c 252.73±31.44c

F 121.274 64.166 81.703 104.494
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
  注:a与对照组相比,P<0.05;b与CVB3病毒组相比,P<0.05;c与木犀草素高剂量组相比,P<0.05。

Note:a
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P <0.05;B
 

compared
 

with
 

CVB3
 

virus
 

group,P <0.05;C
 

compared
 

with
 

the
 

high
 

dose
 

group
 

of
 

luteolin,P<0.05.

3 木犀草素对小鼠心肌病理学的影响

对照组小鼠心肌结构完整,心肌纤维排列整齐,未
见炎性浸润,细胞无坏死;CVB3病毒组细胞肿胀,心
肌纤维断裂紊乱,可见炎性细胞浸润,存在细胞坏死,
有新生血管,与对照组相比病理积分显著升高(P<
0.05);木犀草素低、高剂量组及 AMPK激活剂组较
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CVB3病毒组心肌损伤减轻,病理积分显著降低(P<
0.05);与木犀草素高剂量组相比,木犀草素高剂量+
AMPK抑制剂组心肌损伤加重,病理积分升高(P<
0.05)(图1,表3)。

表
 

3 6组小鼠心肌病理积分比较(n=10,x±s)
Table

 

3 Comparison
 

of
 

myocardial
 

pathological
 

scores
of

 

6
 

groups
 

ofmice
组别
Group

心肌病理积分
Myocardial

 

pathology
 

score
对照组 0
CVB3病毒组 3.42±0.41a

木犀草素低剂量组 2.03±0.23b

木犀草素高剂量组 1.37±0.16b

AMPK激活剂组 1.52±0.18b

木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组 1.84±0.22c

F 224.244
P <0.001
  注:a与对照组相比,P<0.05;b与CVB3病毒组相比,P<0.05;c
与木犀草素高剂量组相比,P<0.05。

Note:a
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P<0.05;B
 

compared
 

with
 

CVB3
 

virus
 

group,P<0.05;C
 

compared
 

with
 

the
 

high
 

dose
 

group
 

of
 

luteolin,P<0.05.

  A 对照组 B CVB3病毒组 C 木犀草素低剂量组 D 木

犀草素高剂量组 E AMPK 激活剂组 F 木犀草素 高 剂 量+
AMPK抑制剂组

图
 

1 6组小鼠心肌组织病理学变化(HE染色,100×)
A Control

 

group B CVB3
 

virus
 

group C Luteolin
 

low
 

dose
 

group D luteolin
 

high
 

dose
 

group E AMPK
 

activator
 

Group F 
Luteolin

 

high
 

dose
 

+
 

AMPK
 

inhibitor
 

group
Fig.1 Histopathological

 

changes
 

of
 

myocardium
 

in
 

6
 

groups
of

 

mice
 

(HE
 

staining,100×)

4 木犀草素对小鼠心肌凋亡的影响

与对照组相比,CVB3病毒组小鼠心肌凋亡率和

Bax蛋白表达水平均显著升高(均P<0.05,Bcl-2蛋

白表达显著减少(P<0.05);与CVB3病毒组相比,木
犀草素低、高剂量组及AMPK激活剂组小鼠心肌凋亡

率和Bax蛋白表达水平均显著降低(均P<0.05),

Bcl-2蛋白表达水平显著升高(P<0.05);与木犀草素

高剂量组相比,木犀草素高剂量+AMPK抑制剂组小

鼠心肌凋亡率和Bax蛋白水平均显著升高(均 P<
0.05),Bcl-2蛋白水平显著降低(P<0.05)(图2,图

3,表4)。

5 木犀草素对小鼠心肌焦亡的影响

与对照组相比,CVB3病毒组小鼠心肌组织p-
MAPK/MAPK水平显著降低(P<0.05,NLRP3、

ASC、Caspase-1蛋白水平显著升高(均P<0.05;与
CVB3病毒组相比,木犀草素低、高剂量组及 AMPK
激活剂组小鼠心肌组织p-MAPK/MAPK水平显著升

高(均P<0.05,NLRP3、ASC及Caspase-1蛋白水平

显著降低(均P<0.05);与木犀草素高剂量组相比,木
犀草素高剂量+AMPK 抑制剂组小鼠心肌组织p-
MAPK/MAPK水平显著降低(P<0.05),NLRP3、

ASC和Caspase-1蛋白水平显著升高(均P<0.05)
(图4,表5)。

  A 对照组 B CVB3病毒组 C 木犀草素低剂量组 D 木
犀草素高剂量组 E AMPK 激活剂组 F 木犀草素 高 剂 量+
AMPK抑制剂组

图
 

2 6组小鼠心肌凋亡TUNEL图

A Control
 

group B CVB3
 

virus
 

group C Luteolin
 

low
 

dose
 

group D Luteolin
 

high
 

dose
 

group E AMPK
 

activator
 

Group F
 Luteolin

 

high
 

dose
 

+
 

AMPK
 

inhibitor
 

group
Fig.2 TUNEL

 

diagram
 

of
 

myocardial
 

apoptosis
 

in
 

6
 

groups
 

of
 

mice

  A 对照组 B CVB3病毒组 C 木犀草素低剂量组 D 木
犀草素高剂量组 E AMPK 激活剂组 F 木犀草素 高 剂 量+
AMPK抑制剂组

图
 

3 6组小鼠Bax、Bcl-2蛋白水平

A Control
 

group B CVB3
 

virus
 

group C Luteolin
 

low
 

dose
 

group D Luteolin
 

high
 

dose
 

group E AMPK
 

activator
 

Group F
 Luteolin

 

high
 

dose
 

+
 

AMPK
 

inhibitor
 

group
Fig.3 Bax

 

and
 

bcl-2
 

protein
 

levels
 

in
 

6
 

groups
 

of
 

mice

讨 论

VM是引起患者心律失常、心源性休克、猝死的常

见原因之一,但关于 VM 的发生机制仍不明确,也亟

待寻找VM 的特效治疗药物。本研究通过CVB3病

毒液构建VM模型小鼠,实验小鼠自接种病毒液后3d
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毛发开始晦淡、饮水饮食降低,体重减轻,死亡率增加。
组织病理学观察心肌细胞肿胀,心肌纤维断裂紊乱,可
见炎性细胞浸润,存在细胞坏死,心肌匀浆中LDH、

CK-MB、IL-1β、IL-6水平均显著升高。LDH 可反映

心肌细胞毒性,CK-MB是心肌损伤的敏感指标,IL-
1β、IL-6是炎性指标。炎症反应及心肌损伤的发生表

明构建的VM模型符合标准。

表
 

4 6组小鼠心肌凋亡率比较(n=10,x±s)
Table

 

4 Comparison
 

of
 

myocardial
 

apoptosis
 

rate
 

in
 

6
 

groups
 

of
 

mice
组别
Group

凋亡率(%)
Apoptosis

 

rate
 

(%) Bax
/GAPDH Bcl-2/GAPDH

对照组 4.87±0.66 0.35±0.04 2.03±0.24
CVB3病毒组 23.71±2.86a 1.77±0.21a 0.34±0.04a

木犀草素低剂量组 18.79±2.33b 1.06±0.13b 0.72±0.09b

木犀草素高剂量组 13.50±1.63b 0.70±0.08b 1.50±0.15b

AMPK激活剂组 14.06±1.71b 0.74±0.09b 1.42±0.17b

木犀草素高剂量+
AMPK抑制剂组 18.06±2.23c 0.84±0.10c 1.24±0.15c

F 99.448 158.934 152.845
P2 <0.001 <0.001 <0.001
  注:a与对照组相比,P<0.05;b与CVB3病毒组相比,P<0.05;c与木犀草
素高剂量组相比,P<0.05。

Note:a
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P<0.05;B
 

compared
 

with
 

CVB3
 

virus
 

group,P<0.05;C
 

compared
 

with
 

the
 

high
 

dose
 

group
 

of
 

luteolin,P<0.05.

表
 

5 6组小鼠p-MAPK/MAPK、NLRP3、ASC、Caspase-1
水平比较(n=10,x±s)

Table
 

5 Comparison
 

of
 

p-MAPK
 

/
 

MAPK,NLRP3,ASC
and

 

caspase-1
 

levels
 

in
 

6
 

groups
 

of
 

mice
组别
Group

p-MAPK/
MAPK

NLRP3/
GAPDH

ASC/
GAPDH

Caspase-1/
GAPDH

对照组 0.94±0.12 0.24±0.03 0.70±0.08 0.40±0.05
CVB3病毒组 0.12±0.04a 1.32±0.21a 2.41±0.30a 2.57±0.32a

木犀草素低剂量组 0.31±0.04b 1.01±0.12b 2.01±0.24b 1.83±0.23b

木犀草素高剂量组 0.54±0.06b 0.72±0.09b 1.60±0.21b 1.24±0.15b

AMPK激活剂组 0.46±0.05b 0.74±0.09b 1.64±0.21b 1.34±0.16b

木犀草素高剂量+
AMPK抑制剂组 0.41±0.05c 0.87±0.11c 1.75±0.19c 1.52±0.19c

F 172.824 87.753 66.634 126.730
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:a与对照组相比,P<0.05;b与CVB3病毒组相比,P<0.05;c与木犀草素高剂量组相
比,P<0.05。

Note:a
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,P<0.05;B
 

compared
 

with
 

CVB3
 

virus
 

group,P<
0.05;C

 

compared
 

with
 

the
 

high
 

dose
 

group
 

of
 

luteolin,P<0.05.

木犀草素具有抗炎、抗病毒、抗肿瘤、调节免疫等

诸多活性。木犀草素可抗CVB3病毒[12]、H1N1流感

病毒[13]等多种病毒。王颖等[14]分析认为木犀草素能

下调PI3K/AKT通路抑制宫颈癌 Hela细胞增殖、迁
移。木犀草素可下调TLR/MyD88/NF-κB炎症通过

抑制急性痛风性关节炎大鼠关节损伤,发挥抗炎作

用[15]。孔艺等[16]基于网络药理学分析认为痰热清注

射液可治疗新冠病毒肺炎,方中木犀草素与新冠病毒

SARS-CoV-23CL水解酶有高亲和力。研究显示,木
犀草素可抗H9c2心肌细胞损伤[17]。基于木犀草素在

心肌损伤、抗炎、抗病毒中的作用,猜测木犀草素对

CVB3所致VM 小鼠有缓解症状、保护心肌的作用。
本研究中5

 

mg/kg、20
 

mg/kg木犀草素处理CVB3所

致VM小鼠的心肌细胞肿胀,心肌纤维断裂紊乱,炎
性细胞浸润,心肌细胞坏死等症状明显减轻,心肌损伤

评分降低,心肌细胞凋亡率降低,且Bax蛋白表达降

低,Bcl-2蛋白表达升高,心肌匀浆LDH、CK-MB、IL-
1β、IL-6水平均降低。提示木犀草素可降低CVB3所

致的心肌损伤,即木犀草素具有降低病毒载量的作用,
但具体机制仍需进一步探讨。

  A 对照组 B CVB3病毒组 C 木犀草素低剂量组 D 木
犀草素高剂量组 E AMPK 激活剂组 F 木犀草素 高 剂 量+
AMPK抑制剂组

图
 

4 小鼠p-MAPK/MAPK、NLRP3、ASC、Caspase-1
Western

 

blot检测

A Control
 

group B CVB3
 

virus
 

group C Luteolin
 

low
 

dose
 

group D Luteolin
 

high
 

dose
 

group E AMPK
 

activator
 

Group F
 Luteolin

 

high
 

dose
 

+
 

AMPK
 

inhibitor
 

group
Fig.4 小鼠p-MAPK/MAPK、NLRP3、ASC、Caspase-1

蛋白印迹检测

细胞焦亡是细胞的程序性死亡,属于炎症性坏死,
细胞胀大至内容物流出激活炎症反应,属自身免疫,在
抗病 毒 感 染 中 发 挥 重 要 作 用[18]。NLRP3、ASC、

Caspase-1共同构成NLRP3炎症小体,是细胞焦亡的

关键,NLRP3通过识别外界危险信号被激活,并通过

ASC募 集 Caspase-1,促 进IL-1β等 释 放 和 细 胞 焦

亡[19]。AMPK活化可调节线粒体功能、氧化应激、自
噬、凋 亡 等 途 径,在 心 肌 损 伤 中 起 保 护 作 用[20]。

AMPK活性抑制可通过激活NLRP3炎症小体发挥促

焦亡作用,Qiu等[21]研究显示,青藤碱可通过 AMPK
途径抑制NLRP3炎症小体发挥缺血性脑卒中神经保

护作用,且此保护作用可被AMPK抑制剂Compound
 

C阻断。本研究中AMPK激活剂组与木犀草素发挥

同向作用,此时NLRP3、ASC、Caspase-1水平下降,细
胞焦亡、凋亡能力均降低,因此推测 AMPK/NLRP3
途径是木犀草素发挥心肌保护作用中的重要环节。为

验证这一观点,在木犀草素基础上添加 AMPK抑制

剂,此时木犀草素对CVB3诱导的VM 小鼠心肌保护
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作用被逆转,细胞焦亡能力上升,提示木犀草素可通过

促进AMPK表达抑制 NLRP3激活对 VM 小鼠发挥

心肌保护作用。
综上所述,木犀草素可通过激活 AMPK/NLRP3

轴活化发挥对VM小鼠的心肌保护作用,增添了临床

药物选择库。但木犀草素是一个多功能多靶点药物,
其作用机制仍待进一步探讨。
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