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清心饮对柯萨奇 B3病毒感染心脏微血管内皮细胞的保护作用 
 
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摘要：目的  研究清心饮对柯萨奇 B3 病毒(Coxsackievirus B3，CVB3)感染心脏微血管内皮细胞(cardiac microvascular 

endothelial cells，CMVECs)的保护作用。方法  采用 RT-PCR 检测 CVB3  RNA，应用倒置显微镜观察 CMVECs 形态，

CCK8 检测细胞活性，选择清心饮最佳干预时间点和稀释浓度。在最佳条件下通过免疫荧光法、Western blot 法检测内皮

细胞标志物 CD31，间充质细胞标志物-SMA 的表达。结果  CVB3 能在 CMVECs 中持续性复制，清心饮最佳干预时间

点和浓度分别是 72 h 和 20%含药血清。与空白组比较，CVB3 组 CMVECs 形态固缩、变异，CD31 表达减弱，-SMA 表

达增强；与空白血清组比较，清心饮血清组 CMVECs 形态趋于正常，CD31 表达增强，-SMA 表达减弱。结论  清心饮

可抑制 CVB3 感染 CMVECs 发生内皮细胞转分化，对 CMVECs 具有保护作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To research the protective effects of Qinxin decoction on CMVECs infected by Coxsackievirus 
B3 (CVB3). METHODS  CVB3 RNA were detected by RT-PCR, cells morphology were observed by inverted microscope, cell 
viability were tested by CCK8 and the best intervention time and concentration of Qinxin decoction were chosen. Then 

endothelial cells marker-CD31 and mesenchymal cells marker--SMA were tested by immunofluorescence and Western blot in 
optimal conditions. RESULTS  CVB3 could be replicated sustainably in CMVECs. The best intervention time and 
concentration of Qinxin decoction were 72 h and 20% diluted concentration. Compared with that in the blank group, CD31 

protein showed a low expression, but -SMA showed higher and the cells changed to pyknosis or variation in the group CVB3. 

Compared with that in the blank serum group, CD31 protein showed high expression, but -SMA showed lower and the cells 
grew quite well in the Qinxin decoction serum group. CONCLUSION  Qinxin decoction could inhibit the process of 
endothelial-to-mesenchymal transition and has a good protective effect on CMVECs following CVB3 infection. 
KEY WORDS: Qinxin decoction; Coxsackievirus B3; cardiac microvascular endothelial cells; endothelial-to-mesenchymal 
transition 
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病毒性心肌炎(viral myocarditis，VMC)是指因

病毒感染引起的弥漫性或局灶性心肌的炎性细胞

浸润和其近的心肌纤维坏死或退行性病变，导致

不同程度的心脏和其他系统损害的疾病[1]。VMC 最

常见的病因是柯萨奇 B3 病毒(Coxsackievirus B3，

CVB3)，既往多研究 CVB3 对心肌细胞的损伤[2-3]，

而心脏微血管内皮细胞 (cardiac microvascular 

endothelial cells，CMVECs)是心肌细胞的最后一层

屏障，研究证实 CVB3 可通过感染 CMVECs，进

而侵入心肌细胞引起 VMC[4-5]。此外，CMVECs

在病理情况下还可以向间充质细胞转化，从而加

重心肌纤维化进程[6-7]，如高血压、高血糖可诱发

内皮细胞转分化产生心肌纤维化[8-9]。鉴于此，进

一步研究 CMVECs 在病毒感染环境中的变化，对

于进一步阐明 VMC 的发病机制有重要意义。 

清心饮是由第一批国家级名老中医经验指导

老师陆芷青教授的经验方化裁而来，具有益气养

阴，清心活血作用，主要由生晒参、丹参、苦参

等组成，其对 VMC 具有明显的抗病毒与保护心肌

细胞作用。以往研究集中在清心饮改善 CVB3 对心

肌细胞损伤的机制[10-11]，而对内皮细胞损伤机制

的研究甚少。因此，本实验研究清心饮对 CVB3
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感染内皮细胞的保护作用。 

1  仪器与材料 

1.1  材料与试剂 

细胞和病毒 CMVECs，CVB3 由上海复旦大学

附属中山医院卫生部病毒性心脏病重点实验室惠

赠；清心饮(生晒参、苦参、丹参)由浙江省中医院

钱松阳主任中药师鉴定及提供，浙江中医药大学

药学院制剂重点实验室制备浓缩，得 1.5 g·mL1

药液，置 4 ℃冰箱储存备用。 

DMEM 培养液(杭州吉诺生物医药技术有限

公司)；胎牛血清(浙江天杭生物科技有限公司)，

胰蛋白酶(中山医院配置)。BCA 蛋白浓度测定试

剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)；CCK8(日本

同仁化学研究所)；PVDF 膜(美国 Milipore)；ECL

试剂[天根生化科技(北京)有限公司]；牛血清蛋白

[生工生物工程(上海)股份有限公司]；CD31 一抗

(美国 ABCAM)；-SMA 一抗(美国 ABCAM)；

GAPDH 抗体(美国 Proteintech)；辣根过氧化物酶

标记二抗兔抗小鼠 IgG(中山医院实验室)。 

1.2  动物  

SPF 级 SD 大鼠，♂，动物许可证号：

SYXK(浙)2013-0184，36 只，体质量(300±30)g，

购于浙江中医药大学动物实验中心。 

1.3  仪器和设备  

SCV-4AX 型超净台(美国 Streamline)；CLASS 

Ⅱ生物安全柜(美国 ESCD)；3111 型 CO2 培养箱(美

国 Thermo Forma)；XPS-18 倒置生物显微镜(日本

COIC)；NP-2 型倒置显微镜拍照系统(日本 Nikon)；

DMR 型倒置荧光显微镜系统 (德国 Leica)；

MDF-U338-C 型低温冰箱(日本 SANYO)；702 型

80 ℃超低温冰箱(美国 Thermo Forma)；多功能

全波长酶标仪系统(美国 Thermo Forma)；蛋白印

记检测系统(美国 Bio-Rad)。 

2  方法 

2.1  清心饮含药血清的制备  

SD 健康大鼠 36 只，随机分为 2 组，给药组

和空白组，每组 18 只，给药组清心饮灌胃，剂量

为生药 12 g·kg1，空白组生理盐水灌胃，每天 1

次，连续 7 d，制备血清前禁食 12 h，末次灌胃 2 h

后取血。取血时，10%水合氯醛麻醉，腹主动脉取

血，静置 30 min，3 000 r·min1 离心 10 min，小心

吸取血清，0.45 μm 过滤灭菌，56 ℃水浴 30 min

灭活补体，20 ℃备用。 

2.2  细胞培养及分组 

CMVECs 在 37 ℃，5% CO2 条件下，常规培

养于含 10%胎牛血清 DMEM 内皮专用培养液，含

青霉素、链霉素。待细胞长满时，用含 0.02%EDTA

的 0.25%胰蛋白酶溶液进行消化、传代，取生长良

好的细胞进行实验，每组实验做复孔 3 个，重复

3 次。 

分组如下：空白对照组，CVB3 组(CVB3)，

CVB3+空白血清组(CVB3+S)，CVB3+低剂量含药

血清组(CVB3+5%DS)，CVB3+中剂量含药血清组

(CVB3+10%DS),CVB3+ 高 剂 量 含 药 血 清 组

(CVB3+20%DS)。其中 CVB3 代表柯萨奇 B3 病毒，

DS 代表含清心饮大鼠血清，S 代表不含清心饮大

鼠血清。 

2.3  细胞形态观察   

CMVECs接种于 48孔板，于CO2培养箱 37 ℃

恒温培养 24 h，空白对照组更换培养基，其余组

更换 100TCID50CVB3，在 37 ℃下使细胞吸附 2 h；

弃去病毒液，更换干预培养液(如“2.2”项下分组

加入干预培养液)，于 24，48，72 h 在倒置显微镜

下观察细胞形态，并拍照留存。 

2.4  CCK8 检测  

CMVECs 接种于 96 孔板，于 CO2 培养箱中

37 ℃恒温培养 24 h，空白对照组更换培养基，其

余组更换 100TCID50CVB3 病毒液，病毒感染 2 h

后弃去并加入干预培养液，分别于病毒感染后 24，

48，72 h 进行细胞活性的检测(实验设计 3 个复孔，

重复 3 次)。于观察时间点加入 CCK8 溶液(VCCK8/ 

V 培养液=1∶10)，37 ℃温育 2 h，酶标仪 450 nm 处

测吸光度。细胞活性(%)=(实验孔 OD 值空白孔

OD 值)/(对照孔 OD 值空白孔 OD 值)×100%选取

最佳时间点和稀释浓度作为下一步实验基础。 

2.5  RT-PCR 检测  

6 孔板接种 CMVECs 稳定培养，空白对照组

更换培养基，其余组加入含 100TCID50CVB3 培养

液干预 2 h，弃去病毒液，加入培养液持续培养 24，

48，72 h。提取总 RNA，以 GAPDH 为内参，逆

转录后进行 PCR 转录，引物序列分别如下：

GAPDH：5-GGAAACTGTGGCGTGATGGCCG-3，

5-GTTGGCAGTGGGGACACGGAAG-3；CVB3：

5-GAACACCCAAGATCACGTGCGC-3，5-GTCCA 

ACCACTTCCTGCGTAGAG-3。逆转录条件：37 ℃ 

15 min，85 ℃ 5 s，得到的 cDNA 置于冰上备用。
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PCR 反应体系：2×SYBR PCR Mix 12.5 µL，PCR

特异引物 1 µL，2 µL cDNA，加水至总体积 25 µL。

数据采用 2Ct 法分析。  

2.6  免疫荧光检测  

24 孔板接种 CMVECs 稳定培养，加入含

100TCID50CVB3 培养液干预 2 h，弃去病毒培养

液，加入干预培养液，培养 72 h 后使用 4%多聚甲

醛固定 10 min，5%的牛血清蛋白覆盖细胞封闭

30 min，TBST 洗涤 3 次 10 min，滴加适当比例稀

释的 CD31 一抗，4 ℃过夜，滴加适当比例的荧光

二抗，荧光显微镜下观察。 

2.7  Western blot 检测   

6 孔板接种 CMVECs 稳定培养，加入含

100TCID50CVB3 培养液干预 2 h，弃去病毒培养

液，加入干预培养液，培养 72 h 后制备蛋白，检

测蛋白浓度。取约 30 µg 跑 10%SDS-PAGE 电泳凝

胶，转 PVDF 膜，转膜后，3%胎牛血清蛋白封闭

1.5 h，CD31 一抗适当浓度孵育 4 ℃过夜，TBST

洗涤 3 次 10 min，二抗孵育 1.5 h，TBST 洗涤 3

次 10 min，ECL 法显影，GAPDH 为内参蛋白。 

2.8  统计  

所有数据均用 sx  表示，用 SPSS 22.0 进行

统计学处理。组间比较用双侧 t 检验，P<0.05 和

P<0.01 为有显著性差异。 

3  结果 

3.1  RT-PCR 检测  

RT-PCR 显示，CVB3 感染 CMVECs，在一定

时间范围内，CVB3 RNA 能在 CMVECs 中持续性

复制，结果见图 1。 

 
图 1  各时间段被感染的 CMVECs 检出 CVB3 RNA 趋势 

Fig. 1  Trends of CVB3 RNA detected on infected CMVECs 
at each time point 

3.2  细胞形态 

倒置显微镜下观察，空白对照组 CMVECs 长

势致密，呈鹅卵石样生长；与空白对照组比较，

CVB3 组细胞形态受损，呈圆形固缩或纺锤形扁平

变异，增殖明显减少。与 CVB3+S 组比较，含药

血清浓度越大细胞排列越致密，增殖越显著，结

果见图 2。 

 
图 2  72 h 时各组 CMVECs 的显微形态学(200×) 

Fig. 2  Microscopic morphology of CMVECs at 72 h(200×) 

3.3  CCK8 法检测  

CCK8 检测结果显示，在一定时间内，与空白

对照组比较，CVB3 组细胞活性下降；与 CVB3+S

组 相 比 ， 含 药 血 清 组 细 胞 活 性 升 高 ， 且

CVB3+20%DS 组 72 h 细胞活性最高(P<0.01)，结

果见图 3。综合表明，清心饮最佳血清浓度为 20%，

最佳干预时间为 72 h，可进行下一步实验。 

 
图 3  不同浓度清心饮干预下的 CMVECs 的 CCK8 吸光度 
与空白对照组比较，1)P<0.01；与 CVB3 组比较，2)P<0.01。 

Fig. 1  CCK8 absorbance of CMVECs intervened by 
Qingxin decoction with different concentrations 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with CVB3 group, 
2)P<0.01. 

3.4  免疫荧光法检测 

免疫荧光检测结果显示，空白对照组内皮细

胞标志物 CD31 表达明显，间充质细胞标志物

-SMA 几乎无表达；与空白对照组比较，CVB3

组 CD31 表达显著减弱，-SMA 表达显著增强；

与 CVB3+S 组比较，CVB3+DS 组 CD31 表达明显，
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-SMA 表达下降，结果见图 4。 

3.5  Western blot 检测  

与空白对照组比较，CVB3 组 CD31 蛋白表达

降低，-SMA 蛋白表达升高；与 CVB3+S 组比较，

CVB3+DS 组 CD31 蛋白表达升高，-SMA 蛋白表

达降低，结果见图 5。 

 
图 4  清心饮参与 CVB3 感染 CMVECs 的 CD31 和-SMA 表达 

Fig. 4  The expression of CD31 and -SMA in CMVECs with CVB3 treated by Qingxin decoction 

 
图 5  清心饮参与 CVB3 感染 CMVECs 的 CD31 和-SMA 表达 
与空白对照组比较，1)P<0.01；与 CVB3+S 组比较，2)P<0.01，3)P<0.05。 

Fig. 5  The expression of CD31 and -SMA in CMVECs with CVB3 treated by Qingxin decoction 
Compared with control group, 1)P<0.01; compared with CVB3+S group, 2)P<0.01, 3)P<0.05.  

4  讨论 

VMC 发生和发展的机制复杂，目前尚未完全

阐明[12-13]。其中 CMVECs 在 VMC 早期扮演着重

要角色。在病毒感染的病理变化中，CMVECs 出

现固缩、凋亡[14]。此外，还可引起 CMVECs 炎性

改变，进而内皮细胞黏附，后期出现心肌细胞损伤，

其作为屏障功能发挥着保护心肌细胞的作用[15-16]。

本实验结果发现，CVB3 感染 CMVECs 后，

CMVECs 中的 CVB3 RNA 呈持续性复制，CVB3

组细胞形态固缩、变异，活力下降。实验结果与

文献所得一致，提示 CVB3 感染 CMVECs 破坏其

屏障功能。 

CMVECs 受 CVB3 感染后，亦可由内皮细胞

向间充质细胞转化，最终发展为纤维化细胞[17]。

内皮细胞标志物 CD31，又称血小板/内皮细胞黏附

分子(platelet/endothelial cell adhesion molecule-1，

PECAM-1/CD31)，是连接内皮细胞，维持血管屏

障通透性的重要分子 [18]。间充质细胞标志物

-SMA 是心肌纤维细胞的标志物，其表达强度与

心肌纤维化程度相关[19-20]。研究发现，疱疹病毒

亦可使淋巴管的内皮细胞向间充质细胞转化[21]。

本实验结果发现 CVB3 感染 CMVECs 后，内皮细

胞标志物 CD31 表达减弱，间充质细胞标志物

-SMA表达增强，提示CVB3感染能引起CMVECs

发生内皮细胞转分化。 

VMC 归属于中医学“心悸”、“怔忡”的范畴，

其病机特点在急性期多认为是热毒壅盛，气阴受

损；慢性期则为气阴两伤，瘀热内结；最终发展

至阴阳俱虚，水饮瘀血互结，机体衰败。清心饮

具有益气养阴，清热活血作用，主要由生晒参，
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丹参，苦参组成。其中方中生晒参具有培本固元，

益气养阴之效，切中病机，为方中君药；苦参性

味苦寒，归心经，故能泻心经之火而解热毒，两

药相配合，一清一补，祛邪而不伤正；丹参《神

农本草经》将其列为上品，《日华子本草》称其功

能为“养神定志、通利关脉……治血邪心烦”。既

可清热凉血，又可养血活血散瘀，安神宁心，与

苦参同为方中臣药。丹参入心经又可作为使药，

引诸药直达病所。清心饮能抑制 CVB3 感染心肌细

胞，减轻病毒对心肌的直接损害 [22]，能够调节

VMC 小鼠紊乱的细胞免疫功能，从而减轻心肌病

变[23]。本实验研究发现 CVB3 感染后，清心饮含药

血清能抑制 CMVECs 形态固缩和细胞死亡，提示

清心饮能加强内皮细胞屏障功能；同时 CD31 表达

上升，α-SMA 表达下降，Western blot 试验结果亦

显示相同趋势，提示清心饮可抑制 CVB3 感染

CMVECs 发生内皮细胞转分化。 

综上所述，清心饮对 CVB3 感染的 CMVECs

具有保护作用，这可能也是清心饮治疗 VMC 的作

用机理之一。而清心饮抑制 CVB3 感染 CMVECs

发生内皮细胞转分化的作用机制尚不明确，可能

与多条信号通路调控有关，仍需进一步研究。 
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