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椒蒿挥发油对病毒性心肌炎小鼠心肌损伤的影响

陈炜赵磊 盛博陆非平 张静妹牛素平臧学峰赵国敏

100038北京，首都医科大学附属北京世纪坛医院重症医学科

通讯作者：陈炜，Email：hanwa63@126．eom

DOI：10．3969／j．issn．1008—9691．2017．01．016

【摘要】 目的观察椒蒿挥发油对病毒性心肌炎小鼠心肌损伤的影响及作用机制。方法选取160只

BALB／c雄性小鼠，取10只作为正常对照组，余150只按计算机产生的随机数字分为模型组、黄芪组和低、中、

高剂量椒蒿挥发油组。采用腹腔接种柯萨奇B3亲心肌病毒株建立病毒性心肌炎(VMC)小鼠模型。病毒感染

1 h后，正常对照组和模型组均给予生理盐水灌胃；黄芪组腹腔注射黄芪注射液0．1 mL；椒蒿挥发油低、中、高

剂量组给予2％、5％、10％的椒蒿挥发油0．3 mL灌胃。各组均每日1次，持续给药1周。观察各组小鼠死亡率、

心脏／体质量比值、自然杀伤细胞(NK细胞)活洼、心肌组织匀浆中病毒滴度、血清心肌肌钙蛋白I(cTnI)含量
及心肌组织病理学变化。结果①死亡率：模型组死亡率高于正常对照组、黄芪组和椒蒿挥发油低、中剂量组

(60．0％比O％、23．3％、20．0％、28．7％)，模型组与椒蒿挥发油高剂量组比较差异无统计学意义(60．0％比46．7％，

P>0．05)；黄芪组死亡率明显低于椒蒿挥发油高剂量组(P<0．01)，黄芪组与椒蒿挥发油中、低剂量组比较差异

无统计学意义(P>0．05)；椒蒿挥发油低剂量与中剂量组死亡率比较差异亦无统计学意义(P>0．05 o②免疫

指标：制模后8 d，模型组NK细胞活性较正常对照组明显降低[(15．91±3．87)％比(38．50±2．32)％]，黄芪组

和椒蒿挥发油低、中剂量组NK细胞活性较模型组明显升高[(19．38±3．27)％、(18．54±3．09)％、(18．36±2．64)％

比(15．91±3．87)％，均P<0．05]。正常对照组心肌组织匀浆中未检出病毒，黄芪组和椒蒿挥发油低、中剂

量组心肌组织匀浆病毒滴度较模型组明显下降(10—9／mL：1．96±0．44、1．95±0．46、1．95±0．48比2．41±0．51，

均P<0．01)。③肌损伤指标：正常对照组cTnI水平<o．1 I_tg／L，模型组[(15．84±3．89)“g，IJ]较正常对照组明

显升高，心脏／体质量比值亦较正常对照组明显升高(×10。：8．3±1．3比4．6±0．1)，黄芪组和椒蒿挥发油低、中

剂量组cTnI、心脏／体质量比值均较模型组明显降低[cTnI(mg／L)：10．03±2．35、10．81±2．56、11．10±1．89比

15．84±3．89，心脏／体质量比值(×10。4)：7．2±0．8、7．3±1．0、7．3±0．6比8．3±1．3]。正常对照组心肌组织无炎

性浸润和坏死，心肌病理变化积分均为0，模型组炎性浸润积分(分：3．25±0．45)和坏死积分(分：2．91±0．51)

均较正常对照组明显升高，黄芪组和椒蒿挥发油低、中剂量组浸润积分和坏死积分均较模型组明显降低[浸润
积分(分)：2．92±0．39、2．95±0．35、2．95±0．37比3．25±0．45，坏死积分(分)：2．46±0．50、2．50±0．51、2．54±0．50

比2．91±o．51，均P<0．05]。结论椒蒿挥发油可清除体内病毒、调节免疫功能等从而起到保护心肌细胞的作

用，但椒蒿挥发油的作用与剂量有关，低、中剂量较高剂量效果更好。
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[Abstract]0bjective To investigate the effects of volatile oil from artemisia dracunculus on myocardial injury
caused by viral myocarditis in mice and explore its possible mechanism． Methods Totally 160 adult male BALB／c

mice were randomly divided into normal control group(10)and viral myocarditis group(150)．Viral myocarditis mice

models were reproduced by intraperitoneal inoculation with a solution of coxsackievirus B3(CVB3)，a viral strain with

affinity to myocardium，and then randomly divided into model，astragalus group，and low一，medium一，and high-dose

volatile oil from artemisia dracunculus groups．After l hour of viral infection，normal control group and model group

mice were given normal saline by intragastric administration，astragalus group mice were injected with astragalus 0．1 mL

in each mouse by intraperitoneal injection，and the mice in other three groups were given low，medium and high dose

(2％，5％，10％)0．3 mL volatile oil from artemisia dracunculus in each mouse by intragastric administration，respectively，
once a day for one week consecutively．The mortality，hearffhody weight ratio，the activity of natural killer cells

(NK cell)，virus titer in myocardial homogenate，serum cardiac troponin I(cTnI)level and myocardial pathological

changes were observed． Results ④Mortality：the mortality of model group was higher than that of the normal control

group，astragalus group，low and medium dose volatile oil from artemisia dracunculus groups(60．0％vs．0％，23．3％，

20．0％．28．7％)，and the difierence in the mortality being of no statistical significance between model group and that of

high-dose volatile oil from artemisia dracunculus group(60．0％vs．47．6％，P>0．05)；the mortality of astragalus group
was obviously lower than that of high—dose volatile oil from artemisia dracunculus group fP<0．01)．and the differences

in comparisons between the mortalities of astragalus intervention group，and medium—and low—dose volatile oil groups

were not statistically significant rall P>0．05)．and the comparison of mortality between low—and medium—dose volatile

-论著·
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oil groups were also not statistically significant(P>0．05)．②Immunization parameters：on the 8th day after modeling，
the activity of NK cells in the model group was significantly lower than that in the noimal control group【(15．91±3．87)％

vs．(38．50±2．32)％1，the activities of NK cells in astragalus group，medium—and low—dose volatile oil from artemisia

dracunculus groups were significantly higher than that in model group[(19．38±3．27)％，(18．54±3．09)％，(18．36±2．64)％
vs．f15．91±3．87)％．all P<O．051．None of virus was detected in the myoeardial homogenate in the normal control

group，and the virus titers in astragalus group，low and medium dose volatile oil from artemisia dracunculus groups were

significantly lower than the titer ofthe model group f10一’／mL：1．96±0．44．1．95±0．46．1．95±0．48 vs．2．41±0．51．all P<

0．01)．⑨Myocardial injury parameters：the level of cTnl in the normal control group was less than 0．1 IXg／L，obviously
lower than that in the model group[(15．84±3．89)Ix∥L]，as well as the ratio of heart／body weight in model group was
also significantly higher than that in normal control group f×10—4：8．3±1．3 vs．4．6±0．11．and the cTnI and the ratio of

heart／body weight of astragalus intervention group．10w and medium dose volatile oil from artemisia dracunculus groups

were markedly lower than those of model group fcTnI(mZ-／L)：10．03±2．35，10．81±2．56，11．10±1．89 vs．15．84±3．89，

ratio of heart／body weight(×10—41：7．2±0．8，7．3±1．0，7．3±0．6 vs．8．3±1．31．In the normal control group，there were

no inflammatory cell infiltration and necrosis in myocardial tissue．the scores of myocardial pathological changes were 0．

In the model group。the scores of inflammatoPr cell infihration f3．25±0．45)and of necrosis(2．91±0．51)were markedly

higher than those in the normal control group．And the above scores in astragalus group．10w and medium dose volatile oil

from artemisia dracunculus groups were significantly lower than those of the model group finfiltration score：2．92±0．39．

2．95±0．35。2．95±0．37 vs．3．25±0．45，necrosis score：2．46±0．50，2．50±0．51，2．54±0．50 vs．2．91±0．51，all P<

0．05)． Conclusions Volatile oil from artemisia dracunculus can protect cardiomyocytes by removing the virus and

regulating the immune function in the body．But the protective effects of volatile oil from artemisia dracunculus is related

to the dosage．and the effects of low and medium dose are better．

【Key words】 Artemisia dracunculus； Volatile oil； Viral myocarditis； Mice

椒蒿(又名灰椒蒿、灰蒿)，这一天然药用野生植

物含有胡萝卜素、维生素c、生物碱、挥发油等物质。

已有研究证实，挥发油中含有30种化合物及其含

量，其中含量最高的是茴香脑，其次为邻苯二甲酸异

丁酯、亚油酸甲酯等’1‘2 J。据报道，椒蒿必须在未开

花前采集用药，未开花前的椒蒿富含挥发油，其中

的茴香脑具有明显升高白细胞的作用，主要以升高

中性粒细胞为主，其作用是促进骨髓细胞成熟和释

放人血∞J，临床用于肿瘤化疗、放疗所致的白细胞减

少症’4 J。有研究表明，椒蒿挥发油有增强小鼠免疫

功能的作用¨’5I。而椒蒿挥发油对病毒性心肌炎小

鼠心肌损伤的影响国内鲜有文献报道。本实验观察

不同剂量椒蒿挥发油对病毒性心肌炎小鼠的治疗作

用，探讨椒蒿挥发油对病毒性心肌炎小鼠心肌损伤

是否有保护作用及可能作用机制。

1材料与方法

1．1 主要药物：椒蒿有效成分挥发油由本课题组成

员在新疆天山北麓阴湿地洼手工采集晾制而成，挥

发油由中日友好医院药剂中心提取封瓶，使用前用

o．22 um的微孔滤器过滤除菌后备用。黄芪注射液

(4 g／mL)由上海福达药业公司生产，批号010314。

1．2分组及模型制备：4～6周龄BALB／c雄性小鼠

160只，体质量(12±2)g，购自复旦大学实验动物

部。正常对照组取10只小鼠：腹腔注射0．1 mL不

含病毒的Eagle’s MEM液；其余150只小鼠按随机

分为模型对照组、黄芪组和椒蒿挥发油低、中、高剂

量组，每组30只，采用腹腔接种0．1 mL柯萨奇B3

病毒(CVB3)亲心肌病毒株(由上海市心血管病研

究所病毒性心脏病研究室提供)复制病毒性心肌炎

(VMC)模型；按Reed—Muench方法№J，在Vero细胞

上传代扩增并滴定其50％组织感染率(TCID50 o

1．3伦理学：本实验中动物处置方法符合动物伦理

学标准。

1．4给药方法：病毒感染1 h后，正常对照组与模

型组给予生理盐水灌胃；黄芪组腹腔注射黄芪注射

液0．1 mL；椒蒿挥发油低、中、高剂量组灌胃椒蒿

挥发油，剂量为将椒蒿挥发油分别稀释至2％、5％、

10％，每只0．3 mL，每日1次，连续1周。

1．5观察指标及方法：于制模后8 d称体质量、眼

球取血后处死；同时分离心脏。

1．5．1死亡率：治疗后观察各组死亡率。

1．5．2心脏／体质量比值测定：取心脏并称质量，计

算各组小鼠心脏／体质量比值。

1．5．3心肌肌钙蛋白I(cTnI)含量测定：取外周血分

离血清，采用电化学发光法用德国OPUS自动生化

分析仪测定cTnI水平，试剂盒购于美国德灵公司。

1．5．4 自然杀伤细胞(NK)活性检测：按乳酸脱氢

酶(LDH)释放法⋯，以细胞毒表示NK细胞活性。

1．5．5心肌病毒测定：采用微量板法测定心肌组织

匀浆中病毒滴度，并以Reed—Muonch法’8计算结果。

1．5．6心肌组织病理学观察及半定量分析：苏木素一伊

红(HE)染色，光镜下观察心肌组织病理学改变，参

考Rezkalla∽o的方法计算心肌组织病理学积分。

1．6统计学处理：使用SPSS 22．0软件进行统计分
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析，正态分布的计量数据以均数±标准差(孑±s)表

示，采用t检验；计数资料采用疋2检验；P<0．05

为差异有统计学意义。

2结果

2．1小鼠死亡率比较(表1)：制模后8 d，模型组死

亡率明显高于正常对照组，而黄芪组死亡率明显低

于椒蒿挥发油高剂量组(均P<O．01)，但与低、中剂

量组比较差异无统计学意义(P>0．05)。

2．2椒蒿挥发油对VMC小鼠心脏／体质量比值

的影响(表1)：制模后8 d，模型组心脏，体质量比

值明显高于正常对照组，黄芪组和椒蒿挥发油低、中

剂量组较模型组明显降低(均P<0．05)；而椒蒿挥

发油高剂量组较模型组虽有下降，但差异无统计学

意义(尸>0．05 o

表1各组VMC小鼠死亡率和心肌损伤指标比较(；±s)

2．3椒蒿挥发油对VMC小鼠血清cTnI的影响

(表1)：正常对照组小鼠血清cTnI均<0．1 mg／L，模

型组cTnI水平较正常对照组明显升高，黄芪组和椒

蒿挥发油低、中剂量组cTnI水平较模型组明显降低

(均P<0．01)；椒蒿挥发油高剂量组较模型组虽有

下降，但差异无统计学意义(P>0．05 o

2．4椒蒿挥发油对VMC小鼠血清NK细胞活性的

影响(表2)：制模后8 d，模型组NK细胞活性较正

常对照组明显下降，黄芪组和椒蒿挥发油低、中剂量

组较模型组明显升高(均P<o．05)；椒蒿挥发油高

剂量组NK细胞活性较模型组虽有上升，但差异无

统计学意义(P>0．05)。椒蒿挥发油低、中剂量组较

黄芪组明显降低(P<0．05 o

2．5椒蒿挥发油对VMC小鼠心肌组织匀浆病毒滴

度的影响(表2)：制模后8 d，正常对照组小鼠心肌

组织匀浆中未检出病毒，模型组心肌组织匀浆中病

毒滴度明显升高，黄芪组和椒蒿挥发油低、中剂量组

心肌组织匀浆病毒滴度均较模型组明显下降(P<

0．01)，椒蒿挥发油高剂量组虽较模型组有下降趋势

但差异无统计学意义(P>0．05 o

表2各组小鼠免疫指标变化(；±S)

2．6心肌组织病理学观察(图1；表3)：正常对照

组小鼠心肌均无炎性病灶出现，模型组全部出现炎

性细胞浸润及坏死等心肌炎改变，其余各组多数小

鼠心肌有炎性细胞浸润和坏死等炎性改变。黄芪组

和椒蒿挥发油低、中剂量组炎性细胞浸润和坏死积

分均较模型组明显降低(均P<0．01 o

⑨

⑧ ．_． ⑥

■1

鎏
注：A为正常对照组；B为模型组；c为黄芪组

D、E、F为椒蒿挥发油低、中、高剂量组

图1各组小鼠心肌组织病理学变化(HE染色中倍放大)

表3各组小鼠心肌组织病理学积分比较(i±S)

3讨论

椒蒿属菊科蒿属黄春菊族¨0。，是盛产于新疆天

山北部一带的天然药用野生植物，民间多用于治疗

风寒感冒、流行性感冒(流感)H1I，采用化学法提取

其挥发油¨2|，经气相色谱法测定挥发油化学成分中

有56．78％为茴香脑，且初步研究证实其有增强免

疫功能和对环磷酰胺所致免疫功能低下有拮抗作

用‘4 o。夏春梅等¨o研究也表明，椒蒿挥发油可增强

潲魁溶一

^jIf，

．十弗r■w玎¨■L

≮．
r

～＼．．

．¨-_●．1』￡
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小鼠的免疫功能，对体液、细胞免疫功能均有促进作

用。Shahriyary等¨3。指出，椒蒿提取物具有抗血小
板黏附、聚集和分泌的功能。多项研究已从椒蒿中

提取了有抗菌活性的成分，且初步证实其具有抗病

毒杀死细菌、真菌等的作用¨4。11。。

本课题组前期的研究结果。1引表明：椒蒿挥发

油对体外培养大鼠心肌细胞有较低的毒性；在细胞

外对CVB3没有直接灭活作用，但对已感染CVB3

的心肌细胞有明显保护作用；用椒蒿挥发油作用细

胞48 h，能明显增强心肌细胞的抗病毒感染能力；

通过实验找到了椒蒿保护心肌的最佳剂量，作用心

肌细胞48 h后，可明显降低细胞上的病毒量，提示

椒蒿是一种潜在的治疗心肌炎的有效药物。血清

cTnI能确切反映急性期VMC小鼠心肌损伤的程

度，是检测病毒性心肌炎心肌损伤可靠而敏感的指

标¨9I。当心肌受损时，cTnI可因细胞膜破坏而弥

散进入细胞间质旧⋯。

现代药理学研究证实，黄芪具有很好的免疫调

节和抗病毒作用，能减少心肌酶的释放，清除氧自由

基，减轻病毒感染后的心肌损害，在病毒性心肌炎的

治疗中有良好的作用[21-24]o故本研究采用黄芪作

为阳性对照，通过给BALB／c雄性小鼠腹腔接种2％、

5％、10％浓度的椒蒿挥发油0．3 mL CVB3亲心肌病

毒株复制VMC模型，并与对病毒性心肌炎疗效肯定

的黄芪注射液对比，探讨椒蒿有效成分对病毒性心

肌炎小鼠的心肌保护作用。本研究表明，2％和5％

浓度椒蒿挥发油与黄芪注射液对cTnI、NK细胞活

性、心肌病毒滴度与心脏／体质量比值、小鼠死亡率

和病理组织学的影响疗效相当，差异无统计学意义，

而10％浓度椒蒿挥发油对上述指标的作用不显著，

差异无统计学意义，提示椒蒿对心肌可能具有以下

作用：①清除机体内病毒，这与其能增强体内免疫

能力有关，但心肌病毒滴度的降低也不排除药物对

病毒有直接灭活和干扰病毒在体内复制；②抗心

肌细胞损伤、保护心肌细胞代谢；③调节NK细胞

潘j生；④改善心脏血流动力学。
本研究结果初步证实，2％低剂量和5％中剂

量的椒蒿挥发油可能是一种应用于病毒性心肌炎急

性期较为理想的植物中草药，而10％高剂量椒蒿挥

发油对心肌的保护作用不明显，可能与高浓度药物

的毒性作用有关，但由于其药味单一，单体研究已有

一定的实验基础，值得临床进一步深入研究，通过对
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价，探讨其体内最佳使用的治疗剂量，为临床治疗病

毒性心肌炎或其他原因所致的心肌损害寻找安全、

有效、不良反应小的药物，是基于祖国传统医学优势

对病毒性心肌炎治疗策略的一种有益探索。
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