
病毒性心肌炎（viral myocarditis，VMC）是指由 病毒感染引起的心肌局限性或弥漫性的急性或慢

性炎症病变，重症患者可导致心衰、心源性休克甚

至猝死［1］。VMC可由多种病毒感染所致，如柯萨奇

病毒、艾柯病毒、脊髓灰质炎病毒等，其中以柯萨

奇病毒 B组 3型（coxsackie virus B3，CVB3）最为常
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［摘 要］ 目的：探讨黄芩苷（baicalin，BA）体外抑制柯萨奇病毒B组 3型（coxsackie virus B3，CVB3）感染的效用及机制。方

法：CellTiter 96® AQueous 单溶液试剂检测Hela细胞存活率，病毒空斑实验检测病毒滴度，CHOD⁃PAP法和ACS⁃ACOD法分别

用于检测细胞中游离脂肪酸（free fatty acids，FAA）和胆固醇（cholesterol，CHO）的含量，RT⁃PCR检测脂类代谢关键分子脂肪酸

合成酶（fatty acid synthase，Fasn）和乙酰⁃CoA羧化酶（acetyl⁃CoA carboxylase，ACC）的mRNA表达，Western blot检测CVB3病毒

衣壳蛋白VP1表达。结果：BA在低于100 μg/mL时对Hela细胞无明显毒性效用，但能呈剂量依赖地抵抗CVB3诱导细胞病变，

显著减少病毒滴度和抑制CVB3/VP1的表达；CVB3感染能显著增加细胞中FFA和CHO含量以及Fasn和ACC的mRNA表达，

但是经BA处理后，能显著减少这些脂类代谢物质的含量；棕榈酸预处理细胞，能恢复BA处理组中CVB3/VP1的表达。结论：

BA能通过调节细胞脂类合成来发挥抗CVB3感染的效用。
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［Abstract］ Objective：To investigate the efficacy and mechanism of baicalin（BA）inhibiting coxsackie virus B3（CVB3）infection in

vitro. Methods：Hela cell viability was measured by CellTiter 96® AQueous single reagent. The virus titer was detected by virus plaque
assay. The concentration of cholesterol（CHO）and free fatty acids（FAA）were detected by CHOD⁃PAP and ACS⁃ACOD，respectively.
The expression levels of fatty acid synthase（Fasn）mRNA and acetyl⁃CoA carboxylase（ACC）mRNA were detected by RT⁃PCR. The
expression of VP1 protein was detected by Western blot in CVB3 virus. Results：BA had no significant toxic effect on Hela cells at less
than 100 μg/mL，but was able to against cytopathy by CVB3 in a dose⁃dependent manner. The viral titers and CVB3/VP1 expression
were significantly reduced by BA treatment in CVB3 infected cells. The levels of CHO and FAA，mRNA of Fasn and ACC were all
significantly expressed in CVB3 infected cells，but ware all significantly reduced by BA treatment. Compared with BA treatment group
by BSA pretreatment，palmitic acid pretreatment could increase the expression of CVB3/VP1 in Hela cells. Conclusion：BA can
against CVB3 infection by regulating cellular lipid synthesis.
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见［2］。研究表明，VMC的发病原因主要与病毒对

心肌组织的直接损伤和随后机体免疫系统的紊乱

相关，目前尚无特效抗病毒药物，临床仍然以对症

治疗为主［3］。

中医药在抗病毒感染方面具有一定优越性，可

通过直接抑制或灭活病毒，以及通过调节机体免疫

系统，起到抗病毒感染的作用［4］。黄芩苷（baicalin，
BA）（7⁃O⁃葡萄糖醛酸苷）是从黄芩根中提取分离出

来的一种黄酮类化合物，具有调节脂代谢、抗菌、抗

炎及抗变态反应等效用［5］。在先前研究中发现BA
可通过调节FasL/ Fas和CD40/ CD40L信号通路，发

挥抑制EV71诱导RD细胞凋亡的作用［6］。但BA是

否具有抗CVB3感染效用尚无文献报道。本研究拟

探讨BA体外抗CVB3病毒的效用及其作用机制，为

抗CVB3感染药物的研发提供新思路。

1 材料和方法

1.1 材料

CVB3 Nancy 病毒株 GDV015（ATCC ATCCVR⁃
30，中国典型培养物保藏中心）；人宫颈癌细胞系

Hela（ATCC号CCL⁃2，中国科学院上海生命科学研

究院细胞资源中心）。BA（HPLC分析纯度≥98%，阿

拉丁试剂有限公司）；棕榈酸（Sigma Aldrich公司，美

国），CellTiter 96® AQueous 单溶液试剂盒（Promega
公司，美国）；FFA和CHO测定试剂盒（中生北控生

物科技股份有限公司）。CVB3病毒VP1蛋白一抗

（兔源性，北京博奥森生物有限公司），HRP⁃Goat An⁃
ti⁃Rabbit IgG、b⁃Actin Rabbit Poly Ab（Proteintech公

司，美国）。

引物由上海生工生物工程股份有限公司合成

（表1）。

1.2 方法

1.2.1 病毒空斑实验

调整Hela细胞为 3×105个/mL，均匀接种于 6孔

板中，待细胞平铺 80%以上，病毒室温吸附 1 h后，

弃毒，覆盖37 ℃预温的含1.5%甲基纤维素的DMEM
维持培养基继续培养3 d后，加入4%多聚甲醛固定

细胞4 h后，5%结晶紫染色15 min，流水轻轻冲洗染

料后，倒置显微镜下计数空斑形成个数。

1.2.2 BA对Hela细胞存活率的影响

含 2% FBS细胞维持液将BA连续倍比稀释成

为25、50、100、200、400 μg/mL；以100 μL/孔药液加入

到已长成单层细胞的96孔板中，每浓度重复3孔。于

37 ℃、5% CO2环境中培养48 h后，运用CellTiter 96®

AQueous 单溶液试剂方法检测细胞存活率。细胞存

活率（%）=实验孔吸光度值/对照孔吸光度值×100%。

1.2.3 BA对CVB3感染细胞存活率的影响

实验分为 3 组，分别为细胞对照组，CVB3
（MOI=3）感染组，以及在CVB3吸附1 h后的细胞中分

别加入25、50、100 μg /mL浓度药物的BA处理组。于

病毒感染48 h后，检测各实验组细胞存活率。

1.2.4 BA对CVB3病毒滴度的影响

将无血清DMEM稀释浓度为 100 μg/mL的 BA
加入病毒吸附后的Hela细胞中，然后置于 37 ℃、

5% CO2孵育24 h后，用细胞裂解上清液进行病毒空

斑实验，每个实验均重复3次。

1.2.5 BA对CVB3病毒蛋白表达的影响

提取细胞总蛋白，运用BCA法测定含量，95 ℃
变性5 min后，进行SDS⁃PAGE电泳；转膜后用含5%
脱脂奶粉的 TBST 封闭 1 h，加一抗过夜（VP1 1∶
500）；TBST洗涤4次，加入HRP标记羊抗兔二抗，室

温孵育 1 h；TBST 洗涤 4 次，用 HRP 显色液浸泡

PVDF膜 1 min后，暗室中进行X线片曝光，经显影

和定影后观察条带。

1.2.6 CVB3感染细胞中脂类代谢的变化

于病毒感染24 h后，收集各实验组细胞和细胞上

清液，-80 ℃反复冻融3次裂解细胞，以1 000 r/min离
心 5 min，留取上清液，按试剂盒操作步骤检测FFA
和CHO的含量。每个样品设复孔，重复3次。

1.2.7 CVB3感染细胞中脂类合成代谢关键分子的

变化

病毒感染 24 h后，运用TRIzol方法提取细胞总

RNA并逆转录合成 cDNA，使用SYBR Green Ⅰ嵌合

荧光法进行 real time⁃PCR（RT⁃PCR），检测脂类合成

代谢中关键分子脂肪酸合成酶（fatty acid synthase，
Fasn）、乙酰 ⁃CoA 羧化酶（acetyl ⁃CoA carboxylase，
ACC）的表达情况。引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。PCR扩增程序为：95 ℃ 30 s；

表1 Real time⁃PCR引物表

Table 1 Quantitative real time PCR primer sets

引物名称

Fasn

ACC

β⁃Actin

引物序列（5′→3′）
上游：GAAACTGCAGGAGCTGTC
下游：CACGGAGTTGAGGCGGAT
上游：GCTGCTCGGATCACTAGTGAA
下游：TTCTGCTATCAGTCTGTCCAG
上游：GGATTTGGTCGTATTGGG
下游：GGAAGATGGTGATGGGATT

产物长

度（bp）
285
0

338
0

205
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图2 BA对CVB3感染细胞病毒复制及VP1蛋白表达的影响

Figure 2 Effect of BA on virus replication and VP1 protein expression in CVB3 infected cells

95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，循环45次；片段延伸

72 ℃ 5 min循环 1次。根据扩增产物的 Ct值计算

mRNA的相对表达量。

1.2.8 棕榈酸对CVB3感染的影响

于病毒感染前，用 0.1 mmol/L 的棕榈酸（用

10% BSA稀释，用于诱导细胞高脂状态［7］）预处理细

胞过夜。Western blot检测病毒感染24 h后CVB3感
染组和BA处理组中CVB3/VP1蛋白表达情况。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 17.0进行统计分析，数据以均数±标
准差（x ± s）表示，两组比较采用配对 t检验，多组比

较采用单因素方差分析，P ≤ 0.05为差异有统计学意

义。使用GraphPad Prism 5软件做图。

2 结 果

2.1 BA对Hela的细胞毒性效应

通过检测细胞存活率，分析BA对Hela细胞的

毒性效应，结果显示 25、50、100、200、400 μg /mL 的

BA加入Hela细胞48 h后，细胞存活率分别为（95.70 ±
3.45）%、（93.20 ± 5.27）%、（96.51 ± 3.44）%、（76.17 ±
8.51）%、（52.43 ± 7.53）%，表明BA低于 100 μg /mL
浓度时对Hela细胞无明显毒性（P > 0.05，图1A）。
2.2 BA对CVB3感染Hela存活率的影响

通过检测细胞存活率，分析BA对CVB3感染细

胞的影响，结果显示CVB3感染细胞48 h后细胞存活

率为（36.02 ± 7.12）%，然而经 25、50、100 μg /mL BA
处理后细胞存活率分别为（48.21 ± 8.39）%、（59.33 ±
5.13）%、（76.23 ± 8.54）%，表明 BA具有抗 CVB3感

染诱导细胞病变的效用，并呈现一定的剂量依赖性

（P < 0.05，图1B）。
2.3 BA对CVB3复制的影响

病毒感染 24 h后，病毒空斑实验结果显示，BA
处理组病毒滴度显著低于 CVB3感染组（图 2A）；

Western blot检测结果显示，BA处理组病毒衣壳蛋

白VP1表达显著低于CVB3感染组，表明BA具有抑

制病毒复制的效用（P < 0.05，图2B）。
2.4 BA对CVB3感染Hela细胞中脂类代谢的影响

与细胞对照组（设定比值为1）比较，CVB3感染

组中FFA、CHO以及脂类合成代谢关键分子Fasn和
ACC的mRNA含量均显著增加；而BA能显著降低

病毒感染和未感染细胞中 FFA、CHO以及 Fasn和

ACC的mRNA含量（图3）。
2.5 棕榈酸盐预处理对BA抗CVB3感染的影响

病毒感染 24 h后，与BSA预处理组相比较，棕

榈酸预处理的CVB3感染组中病毒蛋白VP1表达并

无显著差异，但是棕榈酸预处理的BA处理组中VP1
表达显著增加（图4）。
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Figure 1 Effect of BA on cell viability
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3 讨 论

CVB3属于小核糖核酸病毒科肠道病毒属的柯

萨奇病毒B 组，无包膜的单正链RNA病毒，具有嗜

心性。感染患者中 10%~20%可进展至扩张性心肌

病，少数重症患者可发生心力衰竭甚至死亡［8］。由

于无特效抗病毒药物，目前仍然以对症治疗为主［9］。

BA为一种黄酮类化合物。在以往研究中显示

BA具有多种作用，如通过抑制环氧化酶⁃2活性减少

炎症反应［10］；通过抑制HBV核基因启动子活性，抑

制HBV子代病毒的产生［11］；通过抑制NA酶活性、调

节病毒NS1蛋白功能和细胞因子产生，抗流感病毒

H1N1感染［12］。本研究发现BA在无细胞毒性的浓

度下，能显著改善CVB3感染细胞的存活率，并呈现

出剂量依赖效应；在病毒感染 24 h后，BA处理组中

的病毒滴度和病毒蛋白VP1表达均显著低于CVB3
感染组，表明BA具有抗病毒诱导细胞病变和干扰

病毒复制的效用，但具体机制尚不清楚。

病毒具有高度寄生性，完全依赖于宿主细胞的

能量和代谢系统来获取生命活动所需的物质和能

量。许多RNA病毒可通过操纵宿主膜和细胞脂质

来创造一个新的细胞微环境，便于病毒基因组复

制、蛋白质合成和新病毒粒子的组装［13］。已有研究

表明，CVB3感染后可诱导宿主细胞形成大量的双膜

囊泡结构的自噬体，这些自噬体量与病毒复制效率

呈正相关关系［14］；而细胞膜的关键组成部分胆固醇、

脂肪酸和磷脂等成分是自噬体形成所必需的［13，15］；表

明细胞脂质的积累在病毒感染进程中起着重要作

用。在实验中，同样发现CVB3感染可促进Hela细
胞中 FFA 和 CHO 含量的增加，以及上调 Fasn 和

ACC mRNA的表达；而经BA处理后，可显著减少病

毒感染和未感染细胞中这些脂类代谢分子的表

达。因此，本研究推测BA抑制CVB3复制的效用可

能与其降低脂类代谢作用相关。于是，进一步通过

体外棕榈酸预处理来验证这一推测，结果显示棕榈

酸预处理对CVB3感染组中病毒复制无明显影响，

但是能显著恢复BA处理组中病毒复制的能力。

综上所述，BA可通过降低细胞脂类代谢，减少

病毒感染后自噬体形成，从而干扰病毒复制，继而

减少病毒对细胞的破坏。因此，本研究结果也许能

为抗CVB3感染药物的研发提供新的实验依据和研

究思路。
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Figure 3 Effect of BA on lipid metabolism in cells
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