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巨细胞病毒感染小鼠结肠中肠三叶因子的表达及更昔洛韦的干预作用
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　　摘　要：目的　观察肠三叶因子（ＩＴＦ／ＴＦＦ３）在鼠巨细胞病毒（ＭＣＭＶ）感染小鼠结肠中的表达及更昔洛韦的干预作用。方

法　将４８只４周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，随机分为空白组、病毒组及更昔洛韦（ＧＣＶ）组，每组８只。病毒组和ＧＣＶ组分别腹腔接种致

半数细胞感染量（ＴＣＩＤ５０＝１０
５．３１／ｍＬ）的 ＭＣＭＶ病毒悬液１００μＬ，ＧＣＶ组在接种 ＭＣＭＶ２４ｈ后ＧＣＶ５０ｍｇ／ｋｇ，每天１次，腹

腔注射，连续１４ｄ，同时病毒组和空白组分别给予同等剂量的生理盐水作为对照。定量ＰＣＲ检测肝脏、结肠 ＭＣＭＶＤＮＡ；采用

实时定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测ＩＴＦｍＲＮＡ表达水平。结果　病毒组小鼠明显出现食欲差、活动少；皮毛稀松、

对刺激反应迟钝、生长迟缓、体质量不增等表现。病毒组肝脏、结肠组织有 ＭＣＭＶＤＮＡ表达，ＧＣＶ组亦有表达，但弱于病毒组。

ＧＣＶ组与病毒组相比ＩＴＦｍＲＮＡ表达升高，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；病毒组与空白组相比ＩＴＦｍＲＮＡ表达水平升高，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＩＴＦ是一类较新的肠黏膜保护因子，在 ＭＣＭＶ感染后所导致的急性肠道炎症损伤过程中发

挥着重要的保护作用。
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　　人巨细胞病毒（ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＨＣＭＶ）属于疱疹

病毒亚科，是导致胃肠道感染的常见病原体［１］。在发展中国

家，高达８０％的儿童在３岁前就已经感染 ＨＣＭＶ。ＨＣＭＶ结

肠炎患者的结肠内可见的大面积的溃疡，患者因久治不愈会造

成中毒性结肠扩张、肠穿孔、肠息肉、肠癌、肠狭窄和肠梗阻等，

甚至危及生命［２］。ＣＭＶ具有严格的种属特异性，但鼠巨细胞

病毒（ｍｕｒｉｎｅｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＭＣＭＶ）和 ＨＣＭＶ 在基因及核

酸水平有很多相似性［３］，为本研究ＣＭＶ感染机制提供了依

据。肠三叶因子（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｒｅｆｏｉｌｆａｃｔｏｒ，ＩＴＦ／ＴＦＦ３）属于三叶

因子家族肽［４］，是一类较新的肠黏膜保护因子，在肠黏膜的保

护和损伤修复中发挥重要作用。它既能与黏液糖蛋白结合成

凝胶，增强黏膜防御功能，又可以促上皮细胞移动，加速损伤修

复，保持肠黏膜完整，从而限制了组织流动，电解质丢失，减轻

了免疫所致的肠道炎症反应［５７］。本文参照文献［８］建立小鼠

ＣＭＶ感染模型。并在其基础上研究ＩＴＦ的表达情况，探讨

ＩＴＦ在 ＭＣＭＶ感染中的作用。

１　材料与方法

１．１　病毒和细胞培养　小鼠 ＮＩＨ／３Ｔ３细胞及 ＭＣＭＶＳｍｉｔｈ

毒株由山东省医学科学院微生物研究所提供。小鼠ＮＩＨ／３Ｔ３

细胞按常规方法培养传代 ［８］。ＭＣＭＶＳｍｉｔｈ毒株小鼠体内传

毒健康纯系ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（购自徐州医学院实验动物中心，饲

养在徐州医学院动物室清洁层柜内），雌性，６～８周龄，体质量

１８～２２ｇ。甲基泼尼松龙注射液每只２ｍｇ，每４天肌内注射１

次；第１次药物注射后第２天每只小鼠腹腔接种１０５．３１／ｍＬ

ＰＦＵＭＣＭＶＳｍｉｔｈ病毒悬液；病毒接种后第１４天用眼球摘除

法处死小鼠取唾液腺；每个唾液腺用无血ＤｕｂｅｃｃｏＭＥＭＥａｇｌｅ

培养液１ｍＬ充分匀浆；离心取上清分装，置－８０℃冰箱保存

待用。测定病毒致半数细胞感染量ＴＣＩＤ５０＝１０
５．３１／ｍＬ。
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１．２　方法

１．２．１　实验动物模型制备及分组　雌性ＢＡＬＢ／ｃ，４周龄，体

质量８～１２ｇ，采用酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）试剂盒检测 ＭＣＭＶ

ＩｇＭ、ＩｇＧ，ＭＣＭＶＩｇＭ、ＩｇＧ均阴性者判断为无 ＭＣＭＶ感染，

纳入研究。在１２／１２ｈ昼夜循环条件下自由进食，实验前适应

１周。实验动物随机分为空白组、病毒组和更昔洛韦（ｇａｎｃｉｃｌｏ

ｖｉｒ，ＧＣＶ）组，每组８只小鼠，小鼠腹腔接种含病毒１０５．３１／ｍＬ

的病毒液１００μＬ，建立播散型 ＭＣＭＶ感染小鼠模型，自病毒

接种后２４ｈ为０ｄ，ＧＣＶ组在接种病毒悬液２４ｈ后给予ＧＣＶ

（国药准字：Ｈ１１１１０１１，湖北科益药业有限公司）５０ｍｇ／ｋｇ腹

腔注射每日１次，１４ｄ，同时空白组和病毒组在相应时间点分

别给予同等剂量的生理盐水。实验小鼠分别于第３、７、１４天处

死后取出肝脏、结肠放于４℃预冷的无ＲＮＡ酶的冻存管中，

液氮保存。

１．２．２　ＭＣＭＶＤＮＡＰＣＲ检测　购买天根公司ＤＮＡ提取试

剂盒（目录号为ＤＰ３０４），提取ＤＮＡ后于紫外分光光度计下测

定Ａ２６０／Ａ２８０，稳定１．８～２．０为可用，－２０℃保存备用。引

物由上海生工生物工程有限公司合成。上游引物：５′ＴＣＡ

ＧＣＣＡＴＣＡＡＣＴＣＴＧＣＴＡＣＣＡＡＣ３′，下游引物：５′ＡＴＣ

ＴＧＡＡＡＣＡＧＣＣＧＴＡＴＡＴＣＡＴＣＴＴＧ３′产物长度为１００

ｂｐ，退火温度为５９℃。ＰＣＲ产物在２％琼脂糖凝胶上进行电

泳，紫外线灯下观察有无 ＭＣＭＶＤＮＡ电泳条带。

１．２．３　总ＲＮＡ提取　采用异硫氰酸胍酚氯仿一步法提取

总ＲＮＡ，于紫外分光光度计下测定Ａ２６０／Ａ２８０，稳定于１．８～

２．０为可用，－８０℃保存备用。引物设计及合成，均由上海生

工生物工程有限公司合成。ＩＴＦ序列如下，正义引物：５′ＡＣＡ

ＡＣＣＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＧＴＣＣＴ３，反义引物：５′ＴＣＴＧＴＣ

ＴＣＴＴＧＣＡＧＡＧＧＴＴＴＧ３′；扩增片段为：２１２ｂｐ，退火温度

为５９℃。内参序列鼠甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ），正义

引物：５′ＣＣＡＡＡＡＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴＣＣ３′，反义引物：

５′ＣＡＡＣＣＴＧＧＴＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣ３′，扩增片段：４９８

ｂｐ，退火温度为５８℃。实时定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴ

ＰＣＲ）以ＲＴＰＣＲ二步法进行ＩＴＦｍＲＮＡ检测，ＰＣＲ产物在

２％琼脂糖凝胶上进行电泳，采用凝胶成像分析系统（ＧＩＳ２００８

型，上海天能科技有限公司）进行吸光度扫描分析，结果以ＩＴＦ

ｍＲＮＡ扩增条带与ＧＡＰＤＨ内参扩增条带的扫描峰面积比值

表示ｍＲＮＡ的相对含量。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据分析，计量

资料用狓±狊表示，多组间比较采用单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ

ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用狇检验，检验水准α＝０．０５，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　生长发育情况　病毒组小鼠出现食欲差、活动少；皮毛稀

松、对刺激反应迟钝、生长迟缓、体质量不增等表现。

２．２　ＰＣＲ检测结果　病毒组肝脏、结肠组织 ＭＣＭＶＤＮＡ

ＰＣＲ电泳可见阳性条带，空白组无阳性条带，ＧＣＶ组亦可见

阳性条带，但和病毒组比较明显变暗、模糊。见图１、２。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标志物（１００～６００ｂｐ）；１、４、７：空白组３、７、１４ｄ；２、

５、８：病毒组３、７、１４ｄ；３、６、９：ＧＣＶ组３、７、１４ｄ。

图１　　肝脏组织 ＭＣＭＶＤＮＡＰＣＲ结果

２．３　各组小鼠结肠黏膜ＩＴＦ的表达比较　空白组ＩＴＦｍＲ

ＮＡ表达量在３、７和１４ｄ时类似；病毒组在３ｄ时增加，１４ｄ

时达高峰，３个时间点表达量差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

ＧＣＶ组在３ｄ时开始增加，１４ｄ时达高峰，３个时间点表达量

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。７、１４ｄ时，ＧＣＶ组ＩＴＦｍＲ

ＮＡ表达量高于病毒组和空白组（犘＜０．０５），３、７、１４ｄ时，病毒

组高于空白组（犘＜０．０５）。见图３、表１。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标志物（１００～６００ｂｐ）；１、４、７：空白组３、７、１４ｄ；２、

５、８：病毒组３、７、１４ｄ；３、６、９：ＧＣＶ组３、７、１４ｄ。

图２　　结肠组织 ＭＣＭＶＤＮＡＰＣＲ结果

　　１、２、３：空白组３、７、１４ｄ；４、５、６：病毒组３、７、１４ｄ；７、８、９：ＧＣＶ组

３、７、１４ｄ。

图３　　结肠组织ＩＴＦＲＴＰＣＲ结果

表１　　实验小鼠ＩＴＦ表达的比较（狓±狊，狀＝８）

组别 ３ｄ ７ｄ １４ｄ

空白组 ０．９３０±０．０５１ａ ０．９５０±０．０５６ａ １．０５０±０．０７２ａ

病毒组 ０．９７０±０．０４１ｃ １．１２０±０．０７５ １．３６０±０．０８５

ＧＣＶ组 １．２５０±０．１１０ｃ １．４５０±０．１２０ｂ １．７００±０．１４０ｂ

　　ａ：犘＜０．０５，与病毒组和 ＧＣＶ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与病毒组比

较；ｃ：犘＜０．０５，与同组７、１４ｄ时比较。

３　讨　　论

巨细胞病毒属于疱疹病毒家族中的一员，成人的感染率在

４０％～１００％。大部分感染并没有临床症状出现，通常有终身

的潜伏期，但ＣＭＶ感染能够引起严重的胃肠道疾病。临床上

严重的胃肠道ＣＭＶ疾病通常发生在免疫受损的患者中
［９］，在

免疫正常人群中感染很少报道。ＣＭＶ感染可使炎症性肠病患

者病情更加复杂，导致重症率和死亡率升高［１０］。

ＩＴＦ通过疏水键同黏液糖蛋白（ｍｕｃｉｎ，ＭＵＣ）结合，形成

稳定的凝胶复合物，此凝胶复合物可以抵抗胃肠道胃酸、蛋白

酶和机械损伤等，从而增强了胃肠道黏膜屏障的防御能力，并

能促进上皮细胞向损伤处的迁移［１１］。细胞迁移是黏膜受损后

早期修复的关键过程，损伤区域周边细胞迁移到损伤部位，重

建上皮的完整性和黏膜屏障。Ｖａｎｄｅｎｂｒｏｕｃｋｅ等
［１２］在口服硫

酸葡聚糖诱导肠道炎症的实验中发现，实验组予胃饲有生物活

性的ＩＴＦ，只发生轻度的上皮损伤；而对照组则死于广泛性结

肠炎，证实了ＩＴＦ在维持黏膜屏障中的作用。组织学检查发

现ＩＴＦ基因剔除小鼠没有早期修复过程，而给予重组ＩＴＦ后，

ＩＴＦ基因剔除的小鼠能够恢复正常的黏膜修复功能
［１３］。大量

实验证明，ＩＴＦ在胃肠道中的保护和修复过程中发挥重要的

作用。

肠道 ＨＣＭＶ感染主要出现于免疫功能低下的人群如艾

滋病患者、器官移植患者、恶性肿瘤患者及炎症性肠炎患者等，

但ＣＭＶ感染后能否导致人体免疫功能的进一步损伤尚未得

到证实。本研究发现，４周龄小鼠接种 ＭＣＭＶ后出现生长发

育减缓，体质量减低，与空白组相比，病毒组结肠组织ＩＴＦ蛋

白表达升高。提示 ＭＣＭＶ造模后３ｄ，小鼠结肠黏膜可能处
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于修复早期，ＩＴＦ的表达有上调的趋势。与病毒组相比，ＧＣＶ

组结肠组织中ＩＴＦ表达明显升高，提示ＧＣＶ在ＣＭＶ肠道感

染中的治疗作用可能是通过上调ＩＴＦ基因表达，促进受损区

域上皮细胞的重建，可能是药物发挥黏膜修复重建作用的机制

之一。

综上所述，ＩＴＦ在ＣＭＶ感染肠道的发生、发展中起着重

要作用，这也为ＣＭＶ的发病机制研究及其临床治疗提供了一

个新方向。引用外源性ＩＴＦ或者提升ＩＴＦ活性可能成为治疗

ＣＭＶ感染的新靶点。
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ｂｒｙｏｎｉｃｃｈｉｃｋ：ｉｎｓｉｔｕａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＡｎａｔＲｅｃ，

２００１，２６３（３）：３２６３３３．

［７］ ＨｏｃｉｎｉＭ，ＨｏＳＹ，ＫａｗａｒａＴ，ｅｔａｌ．Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｃｏｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｉｎｃａｎｉｎｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｖｅｉｎｓ：ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄａｎａ

ｔｏｍｉｃｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００２，１０５（２０）：２４４２

２４４８．

［８］ ＤｅｒｕｉｔｅｒＭＣ，ＧｉｔｔｅｎｂｅｒｇｅｒＤｅＧｒｏｏｔＡＣ，ＷｅｎｉｎｋＡＣ，ｅｔ

ａｌ．Ｉｎｎｏｒｍａｌｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｐｕｌｍｏｎａｒｙｖｅｉｎｓａｒｅｃｏｎｎｅｃｔｅｄ

ｔｏｔｈｅｓｉｎｕｓｖｅｎｏｓｕｓｓｅｇｍｅｎｔｉｎｔｈｅｌｅｆｔａｔｒｉｕｍ［Ｊ］．Ａｎａｔ

Ｒｅｃ，１９９５，２４３（１）：８４９２．

［９］ ＭａｓａｎｉＦ．Ｎｏｄｅｌｉｋｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｍｙｏｃａｒｄｉａｌｌａｙｅｒｏｆｔｈｅ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙｖｅｉｎｏｆｒａｔｓ：ａｎｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｊ

Ａｎａｔ，１９８６，１４５：１３３１４２．

［１０］ＣｈｅｕｎｇＤＷ．Ｅｌｅｃｔｒｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｖｅｉｎａｎｄ

ｉｔｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｒｉｇｈｔａｔｒｉｕｍｉｎｔｈｅｇｕｉｎｅａｐｉｇ［Ｊ］．

ＪＰｈｙｓｉｏｌ，１９８１，３１４：４４５４５６．

［１１］ＷａｎｇＢ，ＤｕＲＹ，ＺｈｅｎｇＱＳ，ｅｔａｌ．Ｐｌｉｋｅｃｅｌｌｓｉｎｍｙｏｃａｒｄｉ

ａｌｓｌｅｅｖｅｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙｖｅｉｎｓｉｎｄｏｇｓ［Ｊ］．ＪＦｏｕｒｔｈＭｉｌｉｔ

ＭｅｄＵｎｉｖ，２００１，２２（１２）：１２１５．

［１２］ＢｌｏｃｋＭＩ，ＳａｉｄＪＷ，ＳｉｅｇｅｌＲＪ，ｅｔａｌ．Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｍｙｏｇｌｏｂｉｎ

ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ．ａｎｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，１９８３，１１１（３）：３７４３７９．

［１３］ＬｕｄｗｉｇＡ，ＺｏｎｇＸ，ＨｏｆｍａｎｎＦ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃ

ｔｉｏｎｏｆｃａｒｄｉａｃｐａｃｅｍａｋｅｒｃｈａｎｎｅｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌａｎｄ

Ｂｉｏｃｈｅｍ，１９９９，９（４／５）：１７９１８６．

［１４］ＬａｉＬＰ，ＳｕＭＪ，ＬｉｎＪＬ，ｅｔａｌ．Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｏｆｆｕｎｎｙｃｕｒ

ｒｅｎｔ（Ｉ（ｆ））ＣｈａｎｎｅｌｍＲＮＡｉｎｈｕｍａｎａｔｒｉａｌｔｉｓｓｕｅ：ｃｏｒｒｅｌａ

ｔｉｏｎｗｉｔｈｌｅｆｔａｔｒｉａｌｆｉｌｌｉｎｇｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄａｔｒｉａｌｆｉｂｒｉｌｌａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＥｌｅｃｔｒｏｐｈｙｓｉｏｌ，１９９９，１０（７）：９４７９５３．

［１５］ＱｕＪ，ＫｒｙｕｋｏｖａＹ，ＰｏｔａｐｏｖａＩＡ，ｅｔａｌ．ＭｉＲＰ１ｍｏｄｕｌａｔｅｓ

ＨＣＮ２Ｃｈａｎｎｅｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｇａｔｉｎｇｉｎｃａｒｄｉａｃｍｙｏｃｙｔｅｓ

［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００４，２７９（４２）：４３４９７４３５０２．

（收稿日期：２０１３０５０９　修回日期：２０１３０６１７）
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