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心力衰竭合并cvb3感染病毒性心肌炎大鼠抗原特异性的
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【摘要】 目的 探究心力衰竭合并cvb3感染病毒性心肌炎大鼠抗原特异性的自反应T细胞表达特征。 方法 研究

对象选取A/J雄性大鼠合计30只,建立慢性心力衰竭模型后随机分为对照组及感染组,感染组使用CVB3菌株感染,比
较两组大鼠心脏和胰腺病理学变化;获取大鼠淋巴细胞,使用IA

 

k/IE
 

k右旋聚体对细胞染色后进行流式细胞术检测,

观察大鼠 Myhc
 

334-352、ANT
 

21-40、BCKDk
 

111-130、SERCA2a
 

971-990和β1
 

AR
 

181-200/211-230特异性抗原T细胞

表达。 结果 感染组大鼠胰腺及心脏组织表现出心房炎症浸润,心肌浸润伴坏死和矿化,胰腺炎症浸润、萎缩和坏死/

矿化,呈现炎症损伤;感染组淋巴结淋巴细胞 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990抗原特异性的自反应T细胞表达高于对

照组(P<0.05),两组
 

ANT
 

21-40、BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性的自反应T细胞表达差异无统

计学意义(P>0.05);感染组肝脏淋巴细胞 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990、ANT
 

21-40抗原特异性的自反应T细胞

表达高于对照组(P<0.05),两组
 

BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性的自反应T细胞表达差异无统

计学意义(P>0.05);感染组心脏淋巴细胞 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990抗原特异性的自反应T细胞表达高于对照

组(P<0.05),两组ANT
 

21-40、BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性的自反应T细胞表达差异无统计

学意义(P>0.05)。 结论 心力衰竭合并cvb3感染病毒性心肌炎大鼠表现出心脏及胰腺炎性损伤,CVB3
 

感染可能

导致具有多种抗原特异性的致病性自身反应性
 

T
 

细胞的产生,其中以 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990为主,T细胞可

能是CVB3感染中心脏自身免疫的主要介质。

【关键词】 心力衰竭;cvb3感染;病毒性心肌炎;抗原特异性;T细胞

【文献标识码】 A   【文章编号】 1673-5234(2024)10-1162-05

[Journal
 

of
 

Pathogen
 

Biology.
 

2024
 

Oct.;19(10):1162-1166.]

Expression
 

analysis
 

of
 

antigen-specific
 

self-reactive
 

T
 

cells
 

in
 

heart
 

failure
 

rats
 

infected
 

with
 

viral
 

myocarditis
 

with
 

cvb3
DU

 

Haiyan1,LI
 

Changqing2,BAO
 

Qiuhong3 (1.General
 

Medicine
 

Department
 

of
 

Inner
 

Mongolia
 

Medical
 

University
 

Affiliated
 

Hospital,Hohhot
 

010030;China;2.Cardiology
 

Department
 

of
 

Inner
 

Mongolia
 

Medical
 

University
 

Affiliated
 

Hospital;3.Geriatrics
 

Center
 

of
 

Inner
 

Mongolia
 

Medical
 

University
 

Affiliated
 

Hospital)***

【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

characteristics
 

of
 

antigen-specific
 

self-reactive
 

T
 

cells
 

in
 

rats
 

with
 

heart
 

failure
 

combined
 

with
 

cvb3
 

infection
 

with
 

viral
 

myocarditis. Methods A
 

total
 

of
 

30
 

male
 

A/J
 

rats
 

were
 

selected
 

to
 

establish
 

a
 

chronic
 

heart
 

failure
 

model
 

and
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group
 

and
 

infection
 

group.
 

The
 

infection
 

group
 

was
 

infected
 

with
 

CVB3
 

strain,and
 

the
 

pathological
 

changes
 

of
 

the
 

heart
 

and
 

pancreas
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

compared.
 

Rat
 

lymphocytes
 

were
 

obtained,stained
 

with
 

IA
 

k/IE
 

k
 

right-handed
 

polymers
 

and
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

expression
 

of
 

Myhc
 

334-352,ANT
 

21-40,BCKDk
 

111-130,SERCA2a
 

971-990
 

and
 

β1AR
 

181-200/211-230
 

specific
 

antigen
 

T
 

cells
 

were
 

observed. Results In
 

the
 

infected
 

group,the
 

pancreas
 

and
 

heart
 

tissues
 

showed
 

atrial
 

inflammatory
 

infiltration,myocardial
 

infiltration
 

with
 

necrosis
 

and
 

mineralization,and
 

pancreatic
 

inflammatory
 

infiltration,atrophy
 

and
 

necrosis/mineralization
 

with
 

inflammatory
 

injury.
 

The
 

expression
 

of
 

antigen-specific
 

T
 

cells
 

Myhc
 

334-352
 

and
 

SERCA2a
 

971-990
 

in
 

lymph
 

node
 

lymphocytes
 

of
 

infection
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

antigen-specific
 

ANT
 

21-40,BCKDk
 

111-130,β1AR
 

181-200/211-230
 

T
 

cells
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between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).
 

The
 

expression
 

of
 

antigen-specific
 

T
 

cells
 

Myhc
 

334-352,SERCA2a
 

971-990
 

and
 

ANT
 

21-40
 

in
 

liver
 

lymphocytes
 

of
 

infection
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

control
 

group
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

antig-specific
 

self-reactive
 

T
 

cells
 

of
 

BCKDk
 

111-130
 

and
 

β1AR
 

181-200/211-230
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05).
 

The
 

expression
 

of
 

antigen-specific
 

T
 

cells
 

Myhc
 

334-352
 

and
 

SERCA2a
 

971-990
 

in
 

cardiac
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

infected
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

antigen-specific
 

ANT
 

21-40,BCKDk
 

111-130,β1AR
 

181-200/211-230
 

T
 

cells
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>0.05). Conclusion Rats
 

with
 

heart
 

failure
 

combined
 

with
 

cvb3
 

infection
 

with
 

viral
 

myocarditis
 

show
 

inflammatory
 

damage
 

to
 

the
 

heart
 

and
 

pancreas,and
 

CVB3
 

infection
 

may
 

lead
 

to
 

the
 

production
 

of
 

a
 

variety
 

of
 

antigen-
specific

 

pathogenic
 

autoreactive
 

T
 

cells,mainly
 

Myhc
 

334-352
 

and
 

SERCA2a
 

971-990.
 

T
 

cells
 

may
 

be
 

the
 

main
 

mediator
 

of
 

cardiac
 

autoimmunity
 

in
 

CVB3
 

infection.
【Keywords】 heart

 

failure;cvb3
 

infection;viral
 

myocarditis;antigen
 

specificity;T
 

cell

  慢性心力衰竭是由于各种因素引起的心脏结构及

功能改变,进而引起自内脏收缩及舒张功能异常的临

床综合征,目前认为,合并心力衰竭患者更易发生心脏

病毒感染,引发心肌炎[1-2]。心肌炎的发生可能与多种

感染源、全身性疾病以及对药物和毒素过敏有关。在

北美和欧洲,柯萨奇病毒B(CVB)3等肠道病毒和腺

病毒通常被怀疑分别是病毒性心肌炎的病因,并且病

毒反应性抗体和病毒
 

RNA在高达50%~70%的受影

响者中检测到CVB3,这表明CVB3可能是DCM发病

机制的重要触发因素[3-4]。自身免疫是一种可能的机

制,因为 DCM 患者可以携带心肌肌球蛋白重链-α
(Myhc)、腺嘌呤核苷酸易位蛋白1(ANT)、β1-肾上腺

素能受体(β
 

1)的自身抗体 AR)、支链α-酮酸脱氢酶

(BCKD)、肌浆/内质网Ca2+
 

ATP酶2a(SERCA2a)和
心肌肌钙蛋白I(TNI),但是,自身反应性T细胞的作

用仍有待研究[5]。大鼠模型通常用于确定
 

CVB
 

感染

的免疫发病机制,研究显示受影响的动物表现出针对

各种心脏和非心脏蛋白的抗体,如心肌肌球蛋白、

ANT、β1
 

AR、BCKD、SERCA2a、TNI、层粘连蛋白和

毒蕈碱受体,表明自身反应性T细胞在自身抗体生成

中具有重要作用[6]。有研究证实感染CVB3的 A/J
小鼠显示出具有致病性的 Myhc

 

334-352特异性CD4
 

T细胞,表明具有多种抗原特异性的自身反应性T细

胞可能作为受感染动物体内的继发事件而产生[7]。
本研究通过分析心力衰竭合并cvb3感染病毒性

心肌炎大鼠抗原特异性的自反应T细胞特征,旨在进

一步明确T细胞在心力衰竭CVB3感染中心脏自身

免疫作用,结果报道如下。

材料与方法

1 材料

1.1 研究对象 研究对象选取A/J雄性大鼠合计30
只,体质量180~210

 

g,购自维通利华动物实验室。
本研究获本院伦理委员会审核批准。

1.2 主要试剂 CVB3菌株购自中国微生物菌种资

源库;HE染色试剂盒购自北京生物海洋生物技术有

限公司;Myhc
 

334-352、ANT
 

21-40、BCKDk
 

111-130、

SERCA2a
 

971-990
 

和
 

β1
 

AR
 

181-200/211-230右聚体

购自默克生物等。

1.3 主要仪器 Couvter型高速冷冻离心机,美国

Beckman公 司 生 产;DM
 

750型 光 学 显 微 镜,日 本

Olympus公司生产;Spectra
 

Max
 

M5型多功能酶标

仪,美国 Molecular
 

Devices公司生产;RM2235型石

蜡切片机,德国Leica公司生产。

2 方法

2.1 模型建立及干预 心力衰竭大鼠模型采用多点

异丙肾上腺素皮下注射建立,注射计量5
 

mg/kg,1
次/d,连续注射7

 

d,使用超声心动图检测确认模型建

立成功后进行后续实验。大鼠心力衰竭模型建立成功

后进行cvb3感染,使用Vero细胞培养cvb3菌株,测
定组织培养感染剂量(TCID50)值,并将病毒储液保存

在-80
 

℃。将病毒在磷酸盐缓冲盐水(PBS)中稀释

至最终浓度为50~2
 

000
 

TCID50/200
 

μL腹腔内施

用。将动物饲养在顶部有过滤器的笼子中,每3
 

d更

换一次直至终止。临床上,每天检查动物的皮毛皱褶、
孤立、活动迟缓或死亡情况。在感染后18

 

d使用二氧

化碳安乐死处死大鼠,收集淋巴器官(淋巴结)和非淋

巴器官(心脏、胰腺和肝脏)用于组织学和体外实验。

2.2 HE染色 获取大鼠胰腺和心脏组织,切成5
 

μm厚的切片,二甲苯和乙醇处理,苏木精和伊红染

色,光镜下观察炎症变化及病理学变化。

2.3 淋巴细胞获取 安乐死后,通过向左心室注射

10
 

mL冰冷的PBS对动物进行灌注,并收集淋巴结、
脾脏、心脏和肝脏以分离淋巴细胞,将组织切碎,并用

胶原酶IV和
 

DNase
 

I在摇床培养箱中于37
 

℃处理
 

30
 

min。洗涤后,使用40%/75%
 

percoll梯度离心程

序收获淋巴细胞。将细胞悬液通过70
 

μmol/L细胞

滤网过滤,并使用碎片去除试剂盒去除残留碎片并裂

解红细胞后,获得淋巴悬液。

2.4 四聚体染色 用肽刺激淋巴细胞2
 

d,然后添加
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补充有白细胞介素(IL)-2的生长培养基(IL-2培养

基)。刺激后第8~10
 

d,用IA
 

k/IE
 

k右旋聚体对细

胞进行染色,然后用抗CD4(和7-氨基放线菌素-D(7-
AAD)进行染色,最后,洗涤细胞并通过流式细胞术获

取dext+CD4+的频率使用FlowJo软件对活细胞内的

T细胞进行计数。为了用 H-2D
 

d
 

/MHC
 

I类四聚体

染色,首先用10%小鼠血清和Fc阻断剂处理细胞,然
后用抗CD4、抗CD8a和7-AAD在冰上放置15

 

min。
添加H-2D

 

d/
 

MHC
 

I类四聚体后,在冰上继续染色

15
 

min,洗涤后,通过流式细胞术获取细胞,并使用

FlowJo软件分析四聚体(Myhc
 

334-352、ANT
 

21-40、

BCKDk
 

111-130、SERCA2a
 

971-990和β1
 

AR
 

181-
200/211-230)+CD8+ 细胞的百分比。具体流程见图

1。

图
 

1 实验流程

Fig.1 Experimental
 

flow
 

chart

3 统计学方法

采用SPSS
 

21.0软件进行统计分析。计量资料以

(x±s)表示,组间比较采用独立样本t 检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 HE染色结果

感染组大鼠胰腺及心脏组织表现出心房炎症浸

润,心肌浸润伴坏死和矿化,胰腺炎症浸润、萎缩和坏

死/矿化,呈现炎症损伤。见图2。

图
 

2 HE染色结果

Fig.2 HE
 

staining
 

result

2 大鼠淋巴结流式细胞结果

感染组淋巴结淋巴细胞Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990抗原特异性的自反应T细胞表达高于对照组

(P<0.05),两组ANT
 

21-40、BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性的自反应T细胞表达差

异无统计学意义(P>0.05)。见表1和图3。

表
 

1 大鼠淋巴结流式细胞结果
Table

 

1 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

rat
 

lymph
 

nodes

组别 Myhc
334-352(%)

SERCA2a
971-990(%)

ANT
21-40(%)

BCKDk
111-130(%)

β1
 

AR
181-200/211-230(%)

对照组 0.27±0.03 0.45±0.04 0.19±0.05 0.18±0.04 0.51±0.09
感染组 0.62±0.07 1.04±0.11 0.21±0.07 0.21±0.06 0.55±0.13
t 17.799 19.523 0.901 1.161 0.980
P <0.05 <0.05 0.377 0.122 0.337

  
图

 

3 大鼠淋巴结流式细胞结果

A Myhc
 

334-352 B SERCA2a
 

971-990 C ANT
 

21-40 D 
BCKDk

 

111-130 E β1
 

AR
 

181-200/211-230
Fig.3 Flow

 

cytometry
 

results
 

of
 

rat
 

lymph
 

nodes

3 大鼠肝脏淋巴细胞流式细胞结果

感染组肝脏淋巴细胞 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990、ANT
 

21-40抗原特异性的自反应 T细胞表

达高于对照组(P<0.05),两组BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性的自反应T细胞表

达差异无统计学意义(P>0.05)。见表2。

表
 

2 大鼠肝脏淋巴细胞流式细胞结果
Table

 

2 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

rat
 

liver
 

lymphocytes

组别 Myhc
334-352(%)

SERCA2a
971-990(%)

ANT
21-40(%)

BCKDk
111-130(%)

β1
 

AR
181-200/211-230(%)

对照组 0.49±0.05 0.28±0.03 0.52±0.05 0.55±0.07 0.51±0.05
感染组 0.93±0.10 0.65±0.07 1.03±0.10 0.51±0.06 0.53±0.06
t 15.242 18.816 17.667 1.680 0.992
P <0.05 <0.05 <0.05 0.104 0.330

4 大鼠心脏淋巴细胞流式细胞结果

感染组心脏淋巴细胞 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990抗原特异性的自反应T细胞表达高于对照组

(P<0.05),两组
 

ANT
 

21-40、BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性的自反应T细胞表

达差异无统计学意义(P>0.05)。见表3。
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表
 

3 大鼠心脏淋巴细胞流式细胞结果
Table

 

3 Flow
 

cytometry
 

results
 

of
 

rat
 

heart
 

lymphocytes

组别 Myhc
334-352(%)

SERCA2a
971-990(%)

ANT
21-40(%)

BCKDk
111-130(%)

β1
 

AR
181-200/211-230(%)

对照组 0.37±0.04 0.55±0.06 0.48±0.05 0.39±0.04 0.34±0.03
感染组 0.74±0.07 1.03±0.11 0.52±0.6 0.41±0.05 0.35±0.05
t 17.774 14.837 1.984 1.210 0.664
P <0.05 <0.05 0.058 0.237 0.514

讨 论

心力衰竭合并病毒性心肌炎是导致患者死亡的重

要并发症之一,有研究自身反应性T细胞的特征,包
括CVB3诱导的病毒性心肌炎中的交叉反应性T细

胞反应,先前的报道表明,链球菌 M 蛋白特异性的抗

体和T细胞可以与心肌肌球蛋白发生交叉反应,这表

明交叉反应性T细胞可能有助于风湿性心脏病的发

病机制[8]。此外,虽然 ANT和CVB3的抗体可以相

互交叉反应,但针对一种自身抗原(即心肌肌球蛋白)
产生的抗体可以与另一种自身抗原β1交叉反应。AR
可能导致心肌细胞凋亡,从而支持抗体在CVB发病机

制中的作用,然而,尚不清楚CVB3感染中是否会针对

通常与DCM患者自身免疫靶点有关的抗原产生致病

性交 叉 反 应 性 T 细 胞,Myhc、TNI、β
 

1
 

AR 和

SERCA2a、ANT、BCKDk抗原[9]。本研究通过 HE
染色结果可见,感染组大鼠胰腺及心脏组织表现出心

房炎症浸润,心肌浸润伴坏死和矿化,胰腺炎症浸润、
萎缩和坏死/矿化,呈现炎症损伤,进一步明确在cvb

 

3
感染的大鼠中,会引起机体炎性损伤,由此进一步分析

其作用机制。
有研究鉴定了ANT

 

33-49、SERCA2a
 

799-813和

TNI
 

138-159的三个拟态表位,CVB
 

1153-1169、CVB
 

1839-1853和CVB
 

1527-1548。然而,通过分析它们在

免疫环境中的交叉反应性T细胞反应,除了ANT
 

33-
49的T细胞反应性比其他细胞更明显之外,它们都没

有诱导显着的反应,这引发了关于分子拟态假说在免

疫接种中的相关性的问题,抗原交叉反应性T细胞的

检测结果表明,它们不会导致CVB3诱导的心肌炎的

发生和进展[10]。进一步研究了CVB3感染是否可以

导致具有多种抗原特异性的自身反应性T细胞的产

生,之前曾报道过CVB3感染可以导致致病性 Myhc
反应性CD4

 

T细胞的诱导[11]。本研究 MHC
 

II类右

旋聚体分析了抗原特异性CD4
 

T细胞的频率,分析结

果显 示,感 染 组 淋 巴 结 淋 巴 细 胞 Myhc
 

334-352、

SERCA2a
 

971-990抗原特异性的自反应T细胞表达

高于对照组(P<0.05),两组 ANT
 

21-40、BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性的自反

应T细胞表达差异无统计学意义(P>0.05);感染组

肝脏 淋 巴 细 胞 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990、

ANT
 

21-40抗原特异性的自反应T细胞表达高于对

照组(P<0.05),两组BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-
200/211-230抗原特异性的自反应T细胞表达差异无

统计学意义(P>0.05);感染组心脏淋巴细胞 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990抗原特异性的自反应 T
细胞表达高于对照组(P<0.05),两组 ANT

 

21-40、

BCKDk
 

111-130、β1
 

AR
 

181-200/211-230抗原特异性

的自反应T细胞表达差异无统计学意义(P>0.05)。
进一步证实CVB3等心脏病原体可对心肌造成损伤,
导致 Myhc和SERCA2a等细胞内抗原的释放,这些

抗原随后在受感染的动物中产生免疫原性。未检测到

显着比例的 ANT
 

21-40、β
 

1
 

AR
 

181-200/211-230和

BCKDk
 

111-130右聚体T细胞可能意味着这些抗原

可能不会在CVB3感染中释放,或者这些抗原决定簇

可能不具有自然存在于受感染的动物体内。
既往研究指出BCKDk

 

111-130致敏的CD4
 

T细

胞可以在BCKDk
 

111-130免疫的A/J小鼠中诱导自

身免疫性肝炎和心肌炎[12]。本研究进一步对CVB3
感染动物的肝脏浸润物进行右旋聚体分析,结果检测

到SERCA2a
 

971-990、Myhc
 

334-352和 ANT
 

21-40
右旋聚体呈阳性的T细胞,但未检测到其他抗原的阳

性。预计不会在肝脏中检测到 ANT
 

21-40反应性T
细胞。之前的报道表明,抗原敏化的CD8

 

T细胞,包
括自身反应性T细胞,可以迁移到肝脏并通过细胞凋

亡而死亡[13-14]。尽管不排除在本研究中检测到的自身

反应性T细胞可能代表那些注定要死亡的细胞的可

能性,但仍需要更多的研究来确定为什么只选择性地

检测到SERCA2a、Myhc和ANT反应性CD4
 

T细胞

在肝脏中。SERCA2a
 

971-990和 ANT
 

21-40致敏T
细胞也可能分别与其同种型SERCA2b和 ANT-2发

生交叉反应,后者的表达也可能发生在肝脏中。重要

的是,位于肝脏的自身反应性T细胞是否可以在感染

动物体内再循环也需要详细分析。同样,尽管与CD8
 

T细胞相比,人们对CD4
 

T细胞耗竭知之甚少[15-16],
我们在研究中观察到的自身反应性CD4+

 

T细胞是否

具有耗竭表型可能值得将来研究。然而,由于CVB3
感染会影响肝脏,因此位于肝脏的自身反应性T细胞

可能在CVB3感染中发挥致病作用。
综上所述,心力衰竭合并cvb3感染病毒性心肌炎

大鼠表现出心脏及胰腺炎性损伤,CVB3感染可能导

致具有多种抗原特异性的致病性自身反应性T细胞

的产生,其中以 Myhc
 

334-352、SERCA2a
 

971-990为

主,可能导致各种细胞内和表面抗原(包括隐性表位)
的释放,并触发自身反应性T细胞的产生,反之又会

渗透心脏并加剧炎症,T细胞可能是CVB3感染中心

脏自身免疫的主要介质。
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