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!!"摘要#!目的!观察内源性硫化氢"\’P#对柯萨奇病毒 O$ "[bO$ #所致病毒性心肌炎"ba[#小鼠心肌
内病毒复制的影响%探讨内源性 \’P 在 ba[发病机理中的作用& 方法!雄性 O/12@7小鼠通过腹腔接种
[bO$ 复制ba[模型& F) 只雄性O/12@7小鼠随机分为 ) 组"每组 &) 只#!正常对照组’ba[组及胱硫醚-+-裂
解酶"[P,#不可逆抑制剂-炔丙基甘氨酸"WGS#低’中’高剂量干预组"WGS给药采用皮下注射%WGS低’中’
高剂量干预组的WGS剂量分别为!’"B"’*"B"’("B" .3*R3+&%& 次@A%共 # 次& WGS的首次给药为腹腔接种
[bO$ 的同时皮下注射WGS#& 于腹腔接种[bO$ 后第 F 天处死小鼠& 用光镜观察心肌组织的病理变化$用分
光光度法测定心肌组织的\’P 含量$用酶免疫吸附法测定心肌组织的 [P,活性及血清的心肌肌钙蛋白,
"7H9,#含量$用逆转录-聚合酶链反应方法检测心肌组织 [bO$.E‘G表达& 结果!ba[组心肌组织的 [P,
活性’\’P含量明显低于正常对照组"!! "B"&#%心肌组织的病理积分’[bO$.E‘G表达水平及血清的7H9,
含量明显高于正常对照组"!! "B"&#$WGS低’中’高剂量 $ 个干预组心肌组织的[P,活性’\’P含量明显低
于ba[组"!! "B"&#%心肌组织的病理积分’[bO$.E‘G表达水平及血清的 7H9,含量明显高于 ba[组
"!! "B"&#& 结论!心肌内源性\’P能抑制[bO$ 在心肌内复制&
!!"关键词#!病毒性心肌炎$!柯萨奇病毒O$$!胱硫醚-+-裂解酶$!硫化氢$!病毒核酸$!炔丙基甘氨酸
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!!病毒性心肌炎"N0;/1.847/;A0I0=%ba[#可由多
种病毒感染机体所致%是以心肌细胞变性坏死和间
质炎性细胞浸润为主要病理改变的非缺血性炎症性

心脏疾病(&) & 病毒感染机体后进入心肌组织细胞%
并在其中复制%直接损伤心肌组织细胞是ba[发病
的重要机理之一(’) & 内源性硫化氢" >8A;43J9 =?1-
K0AJ%\’P#具有保护缺血心肌作用

($) & 内源性 \’P
与ba[心肌内病毒复制的关系尚不清楚& 为此%本
实验复制柯萨奇病毒 O$ "74<=/R0JN0;?=O$%[bO$#性
心肌炎模型%用胱硫醚-+-裂解酶 "78=I/I>04909J-+-
18/=J%[P,#不可逆抑制剂炔丙基甘氨酸"c%T-L;4L-
/;381318709J%WGS#干预%观察内源性 \’P 与心肌内
[bO$ 复制的关系%探讨内源性 \’P 在 ba[发病机
理中的作用&
@8材料与方法
@A@8主要试剂及仪器8[bO$‘/978病毒株!H[Zc)"
为 &" +’*T+&由广西医科大学基础医学院微生物与
免疫学教研室提供$WGS为 P03./公司产品"批号
WF(((-’)"#$[P,和心肌肌钙蛋白,"7/;A0/7I;4L4-
909 ,%7H9,#,TZPG检测试剂盒为美国 EscP8=-
IJ.=Z976公司产品$倒置显微镜为日本 j18.L?=公
司产品$H;0d41试剂盒"E‘G提取试剂盒#为美国Z9-
N0I;43J9 公司产品$H/i c‘G聚合酶’EJNJ;IG0AHa
f0;=IPI;/9A 7c‘GP89I>J=0=试剂盒"逆转录试剂盒#
为立陶宛fJ;.J9I/=公司产品$A‘HW=为上海生工生
物工程有限公司产品$WH[-’’" 型W[E仪为美国a_
EJ=J/;7>公司产品$SJ1c47-’""" 型凝胶成像分析
仪及0a/;R酶标仪为美国 O04E/A 公司产品$O]b-
’"’"" 型分光光度计为美国WJ;R09 ,1.J;公司产品&
@AB8引物序列8[bO$ 引物序列及 *-肌动蛋白"*-
/7I09#引物序列按文献(*) $所有引物由上海生工生
物工程有限公司合成& [bO$ 及*-/7I09寡核苷酸引
物及逆转录-聚合酶链反应";JNJ;=JI;/9=7;0LI049-L41-
8.J;/=J7>/09 ;J/7I049%EH-W[E#扩增产物片段长度
"引物系列#见表 &&

表 &![bO$ 及*-/7I09寡核苷酸引物及EH-W[E
! !扩增产物片段长度

引物名称 !引物序列")p-$p# 扩增片段
长度"2L#

[bO$!
上游引物![SSHG[[HHHSHS[S[[HSH

$&*
下游引物![GSS[[S[[GG[S[GS[[

*-/7I09
上游引物!SH[G[[[G[G[HSHS[[[GH[H

)*’
下游引物!G[GSGSHG[S[S[H[GSSGS

@AC8动物分组及模型复制8* U# 周龄O/12@7雄性
小鼠"’ QF)#%体重"&%B) X"B*)#3%实验动物生产
许可证号为 P[le桂 ’""$-"""$%由广西医科大学实
验动物中心提供& 随机分成 ) 组%每组 &) 只&
[bO$ 悬液腹腔接种’a,a,/31J0=液腹腔注射"09-
I;/LJ;0I49J/109:J7I049%0L#及WGS皮下注射"=?27?I/-
9J4?=09:J7I049%=7#采用等容积 "B& .1接种或注射&
正常对照组!注射"=7#生理盐水 "B& .1%& 次@A%共 #
次%首次注射"=7#生理盐水时同时注射"0L#a,a
,/31J0=液 "B& .1& ba[组!ba[小鼠模型复制参
考文献(*) & 腹腔接种 H[Zc)"为 &"

+’*T+&的 [bO$
悬液 "B& .1%同时注射"=7#生理盐水 "B& .1%以后每
天注射"=7#生理盐水 "B& .1%& 次@A%共 # 次& WGS
低’中’高剂量干预组![bO$ 腹腔接种量同ba[组$
WGS在低’中’高剂量组的剂量分别为 ’"B"’*"B"’
("B" .3*R3+&%注射"=7#WGS%& 次@A%共 # 次$WGS
的首次给药为腹腔接种 [bO$ 的同时注射 "=7#
WGS& 于实验的第 F 天(*) %用戊巴比妥纳 *"B" .3*
R3+&注射"0L#%麻醉所有小鼠$眼球采血%分离血清$
打开胸腔和心包%取出心脏用无菌生理盐水冲洗%取
左右心室肌& 一部分心室肌用 *"B" 3*T+&多聚甲
醛溶液固定%按常规石蜡包埋%* $.连续切片%按常
规\,染色$一部分用于提取总E‘G$一部分用等渗
磷酸盐缓冲液制成 &""B" 3*T+&的匀浆%用于生化
指标测定&
@AD8心肌组织病理变化积分判断8光镜下观察心
肌组织病理改变%并参考文献())方法%计算心肌组

*)&)*!!中国临床新医学!’"&& 年!# 月!第 * 卷!第 # 期
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织病理积分%即每张切片随机取 ) 个高倍镜视野%计
算每个视野中炎症和坏死面积与视野中整个心肌组

织切片面积之比& 病理积分判断标准!无病变计为
"$(’)C计 & 分$()"C计 ’ 分$(F)C计 $ 分$
YF)C计 * 分&
@AE8心肌组织的\’P含量’[P,活性及血清 7H9,
含量测定!取心肌组织匀浆用分光光度法测定 \’P
含量$取心肌组织匀浆及血清用酶免疫吸附法测定
[P,活性及血清 7H9,含量"均按测定试剂盒说明
书操作#&
@AN8EH-W[E扩增产物光密度测定!采用 H;0d41试
剂提取总E‘G%分别用紫外分光光度法和 &B"C琼
脂糖凝胶电泳检测E‘G的纯度和完整性%取各样品
心肌组织的总E‘G$ $3为逆转录模板%7c‘G第 &
链合成按照逆转录试剂盒操作流程进行& W[E反
应条件!%F V预变性 ) .09%%* V变性 $" =%#& V退
火 $" =%F’ V延伸 *) =%共 ’( 个循环%最后 F’ V延
伸 ) .09& W[E扩增产物进行 ’C"质量分数#琼脂
糖凝胶电泳%用 SJ1c47-’""" 型凝胶成像分析仪扫

描测定 EH-W[E扩增产物电泳带的平均光密度值%
分别以[bO$ 引物的EH-W[E扩增产物电泳带与 *-
/7I09引物的EH-W[E扩增产物电泳带的平均光密度
值的比值作为[bO$.E‘G表达水平的半定量参数&
@AO8统计学方法8实验数据用均数 X标准差""=X
9#表示%多组间均数比较采用方差分析检验%均数间
两两比较采用R检验%相关分析采用直线回归和相
关分析%!D"B") 为差异有统计学意义&
B8结果
BA@8心肌组织病理改变观察结果8正常对照组小
鼠心肌细胞形态正常%肌纤维横纹清晰%胞浆嗜酸性
染色%胞核完整%肌纤维排列整齐%间质无炎症细胞
"图 &&#& 接种 [bO$ 的小鼠心肌细胞变性’坏死
和部分心肌纤维断裂%大量炎性细胞浸润%呈现典型
的ba[改变"图 &’#& WGS低’中’高剂量 $ 个干
预组心肌组织病变程度加重"图 &(’)’-#%病理
积分明显高于 ba[组"!D"B"&#%见表 $& 在 WGS
低’中’高剂量 $ 个干预组心肌组织病理积分的变化
与WGS的剂量呈量效关系"/Q"B##&%!D"B"&#&

&!正常对照组$’!ba[组$(!ba[uWGS低剂量组$)!ba[uWGS中剂量组$-!ba[uWGS高剂量组

图 &!小鼠心肌组织病理改变#\,染色&k*""$

BAB8心肌组织的\’P 含量和[P,活性变化情况!
ba[组明显低于正常对照组"!D"B"&#$WGS低剂
量干预组明显低于ba[组"!D"B"&#%WGS中剂量
干预组明显低于WGS低剂量干预组"!D"B"&#%WGS
高剂量干预组明显低于 WGS中剂量干预组"!D
"B"&#%见表 ’& 在WGS低’中’高剂量 $ 个干预组%
心肌组织的\’P含量及 [P,活性的变化与 WGS的
剂量呈量效关系"/分别为! +"B(F(’ +"BF$"%!D
"B"&#&
表 ’!各组心肌组织\’P含量及[P,活性的变化情况#"=X9$

!组!别 例数
\’P

"$.41*3+&#
[P,

"]*3+&#
正常对照组 &) (FB$)*X%B"*) F$B)")XFB&%(!!!
ba[组 &) #)B(%(X%B%#"* )&B"’*X&"B((’*!
ba[uWGS低剂量组 &) )&B)F"X#B$%F# $(B%%’X#B($*#!
ba[uWGS中剂量组 &) $)B(*(X#B%%"#^ ’#B*"*X&"B("*#^
ba[uWGS高剂量组 &) ’’B’*%X$B%’(#^& &FB%$$X#B*%F#^&
8 + &#%B*%# %)B""$
! + D"B"& D"B"&

!注!与正常对照组比较%*!D"B"&$与 ba[组比较%#!D"B"&$与

ba[uWGS低剂量组比较%^!D"B"&$与ba[uWGS中剂量组比较%
&!D"B"&

BAC8心肌组织 [bO$.E‘G表达水平及血清 7H9,
含量!ba[组明显高于正常对照组"!D"B"&#%正
常对照组无[bO$.E‘G表达$WGS低剂量干预组明
显高于ba[组"!D"B"&#$WGS中剂量干预组明显
高于WGS低剂量干预组"!D"B"&#%WGS高剂量干
预组明显高于 WGS中剂量干预组"!D"B"&#%见表
$& 在 WGS低’中’高剂量 $ 个干预组%心肌组织
[bO$.E‘G表达水平变化及血清7H9,含量变化与
WGS的剂量呈量效关系"/分别为!"B(*)’"B%)’%!
D"B"&#& EH-W[E检测心肌组织 [bO$.E‘G表达
见图 ’&
BAD8相关性分析8ba[小鼠心肌组织[P,活性与
心肌组织 \’P 含量呈明显正相关"/Q"B%##%!D
"B"&#$心肌组织 \’P 含量与心肌组织 [bO$.E‘G
表达水平呈明显负相关"/Q+"B%#"%!D"B"&#$心
肌组织[bO$.E‘G表达水平与心肌组织病理积分
及血清7H9,含量呈明显正相关"/分别为!"B%"$’
"B%*’%!D"B"&#& 结果提示%心肌组织 \’P 含量增
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加与心肌组织 [P,活性增加有关$心肌组织
[bO$.E‘G表达水平增加与心肌组织 \’P 含量降

低有关$心肌组织病理积分及血清 7H9,含量增加
与心肌组织[bO$.E‘G表达水平增加有关&

表 $!各组心肌组织病理积分![bO$.E‘G表达水平及血清7H9,含量的变化情况#"=X9$

!组!别 例数 病理积分 .E‘G表达的平均光密度比值"[bO$ @*-/7I09# 7H9,"L3*3+& #

正常对照组 &) " " ’)B’F# X)B%’"

ba[组 &) &B#*" X"B$(F* "B’*( X"B"F** $’B(’’ X*B*’**

ba[uWGS低剂量组 &) ’B""" X"B’($# "B$FF X"B&"F# **B’## X*B(%’#

ba[uWGS中剂量组 &) ’B$*F X"B$&##^ "B)$* X"B"#%#^ #*B$F" X)B#"%#^

ba[uWGS高剂量组 &) ’BF$$ X"B*&%#^& "B#%" X"B"F"#^& (’B(F$ XFB"%##^&

8 + ’#B"F" ($B$"& ’#"B’%’

! + D"B"& D"B"& D"B"&

!注!与正常对照组比较%*!D"B"&$与ba[组比较%#!D"B"&$与ba[uWGS低剂量组比较%^!D"B"&$与ba[uWGS中剂量组比较%&!D

"B"&

!G!a/;RJ;"由底部到顶部依次为!&"" 2L%’"" 2L%$"" 2L%*"" 2L%

)"" 2L%#"" 2L#$O!正常对照组$[!ba[组$c!ba[uWGS低剂量

组$,!ba[uWGS中剂量组$f!ba[uWGS高剂量组

图 ’!EH-W[E检测[bO$.E‘G表达电泳图

C8讨论
CA@8[bO$ 与心肌组织细胞膜上的柯萨奇-腺病毒

受体"74<=/7R0J-/AJ94N0;?=;J7JLI4;%[GE#及衰变加
速因子" AJ7/8-/77J1J;/I093K/7I4;%cGf#结合进入心
肌组织细胞内进行复制%直接损伤心肌组织细
胞(#) & 心肌组织 [bO$.E‘G表达水平的高或低可
反映心肌组织细胞内 [bO$ 复制量的多或少

(F) & 血
清中7H9,含量增加是心肌组织细胞损伤的特异性
指标(() & 实验结果显示%WGS干预 [bO$ 所致 ba[
小鼠后%心肌组织 [bO$.E‘G表达水平增加%
[bO$.E‘G表达水平增加则心肌组织病变程度’血
清中7H9,含量增加& 表明WGS加重心肌组织细胞
损伤与其促进[bO$ 在心肌组织细胞内复制有关&
CAB8内源性 \’P 是一种新发现的气体信号分子%
具有多种生物活性%在心血管系统内%\’P 依赖 [P,
催化T-半胱氨酸生成(%) & WGS是 [P,不可逆抑制

剂(&") & 实验结果显示%WGS干预 [bO$ 所致 ba[
小鼠后%心肌组织 [P,活性降低%[P,活性降低则
心肌组织\’P含量降低%\’P 含量降低则心肌组织
[bO$.E‘G表达水平增加& 表明 WGS促进 [bO$
在心肌组织细胞内复制与其抑制心肌组织 [P,活
性%使心肌组织内源性\’P生成减少有关&

[bO$ 在心肌组织细胞内复制依赖其活化细胞
外信号调节激酶"J<I;/7J11?1/;=039/1-;J3?1/IJA R09/=J%
,Ee#途径完成(#) & \’P 能抑制 ,Ee活性(&&) & 本
实验结果提示%心肌内源性 \’P 能抑制 [bO$ 在心
肌内复制&
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隐源性肝脓肿和胆源性肝脓肿的临床对比分析

龙!涤!!毕永浩!!黄恒艺!!谢林宏!!钟贤君

作者单位! )$)"""!广西%钦州市第二人民医院普通外科二病区

作者简介! 龙!涤"&%F# +#%男%医学硕士%主治医师%研究方向!肝胆胰疾病的临床诊治& ,-./01!1493mA0m4R5&’#674.

!!"摘要#!目的!总结分析隐源性肝脓肿"L843J90710NJ;/2=7J==%WTG#和胆源性 WTG的临床特征差异%为
临床诊治隐源性WTG提供依据& 方法!回顾性分析我院 ’""&-"F U’"&"-"#收治的 #& 例WTG临床资料%根据
病因分为隐源性组 $# 例%胆源性组 ’) 例%对比分析两组的临床资料& 结果!隐源性 WTG多合并糖尿病%胆
源性WTG多合并胆道结石%差异有统计学意义"!D"B")#$畏寒@发热’白细胞计数升高’[EW升高和单个脓肿
在隐源性组高于胆源性组%腹痛’黄疸’GeW升高和多个脓肿在胆源性组高于隐源性组%差异均有统计学意义
"!D"B")#& 隐源性组血培养阳性率高于胆源性组%隐源性组克雷伯氏菌培养阳性率高于胆源性组%胆源性
组大肠埃希氏菌培养阳性率高于隐源性组%两组间比较差异均有统计学意义"!D"B")#& 结论!与胆源性
WTG相比%隐源性WTG伴发糖尿病比例高%大多出现畏寒@发热%白细胞计数和[EW升高明显%多为单发%血培
养阳性率较高%主要致病菌为克雷伯氏菌&
!!"关键词#!肝脓肿$!胆道疾病$!隐源性$!临床对比
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