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癌胚抗原相关黏附分子 1 对 CVB3 感染后 CAR 表达及
心肌损伤的影响

张在勇1, 李新忠2, 伍巍兰1, 宋明才1, 李健豪1, 解 强1, 张稳柱1

(1. 广州市番禺中心医院心血管内科 广州市番禺区心血管病研究所,广东省广州市 511400;
2. 南方医科大学南方医院心血管内科,广东省广州市 510515)

[关键词] 　 癌胚抗原相关黏附分子 1;　 柯萨奇病毒-腺病毒受体;　 扩张型心肌病;　 柯萨奇病毒

[摘　 要] 　 目的　 探讨癌胚抗原相关黏附分子 1(CEACAM1 或 CC1)对柯萨奇病毒(CVB3)感染后柯萨奇病毒-腺
病毒受体(CAR)表达和继发心肌损伤的影响。 方法 　 构建过表达小鼠 CC1 重组病毒,包装重组慢病毒 pLVX-
CEACAM 1-ZsGreen-Puro( rLV-CEACAM 1)并测定慢病毒生物学滴度。 分为 CC1 正常组、CC1 过表达组、CC1 正常+
CVB3 组和 CC1 过表达+CVB3 组;各组使用 AnnxinV-PE / 7-AAD 双染法检测心肌细胞凋亡率,CCK8 检测细胞活性;
qPCR 检测 CAR 基因表达;Western blot 检测 CAR 蛋白表达,ELISA 检测肿瘤坏死因子 α(TNF-α)及白细胞介素 1β
(IL-1β)水平。 结果　 (1)CEACAM1 重组载体测序提示目的基因序列连接,证明小鼠 CEACAM1 重组病毒载体构

建成功,测定重组慢病毒滴度为 1. 5×1011 TU / L。 (2)CC1 过表达+CVB3 组较其他组心肌细胞凋亡率明显升高,心
肌细胞增殖最低(P<0. 05)。 (3)CAR 基因相对表达量在 CC1 过表达+CVB3 组最高,而在 CC1 正常组最低,CAR
蛋白表达也有类似结果;CC1 过表达组较 CC1 正常组胞内 CVB3 相对表达量显著升高(P<0. 05)。 (4)CC1 过表达

组 TNF-α、IL-1β 水平较高,CVB3 感染后较前明显升高。 结论　 CC1 可能可以促进 CVB3 感染心肌细胞后心肌组织

或细胞上 CAR 的表达,CAR 可能是 CC1 调控 CVB3 感染心肌致心肌损伤过程的潜在作用靶点。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (CC1)
on the expression of coxsackie and adenovirus receptor (CAR) and secondary myocardial injury after coxsackievirus B3
(CVB3) infection. 　 　 Methods　 The overexpressed mouse CC1 recombinant virus was constructed, and the recombinant
lentivirus pLVX-CEACAM 1-ZsGreen-Puro (rLV-CEACAM 1) was packaged and the biological titer of lentivirus was deter-
mined. 　 It was divided into CC1 normal cell group, CC1 overexpression group, CC1 normal +CVB3 group and CC1 over-
expression+CVB3 group. 　 The apoptosis rate of cardiomyocytes was detected by AnnxinV-PE / 7-AAD double staining in
each group, and cell activity was detected by CCK8. 　 The expression of CAR gene was detected by qPCR. 　 The expres-
sion of CAR protein was detected by Western blot, tumor necrosis factor alpha (TNF-α), interleukin 1 beta (IL-1β) were
measured by ELISA. 　 　 Results　 (1)Recombinant vector sequencing CEACAM1 showed a gene sequence connection,
which proved mice CEACAM1 recombinant virus vector was built, determination of recombinant lentivirus was 1. 5×1011

TU / L. 　 (2)Apoptosis rate of cardiac myocytes in CC1 overexpression+CVB3 group was significantly higher than that in
other groups, and the proliferation rate of cardiac myocytes was the lowest (P<0. 05). 　 (3)Relative expression of CAR
gene was the highest in CC1 overexpression+CVB3 group, and the lowest in CC1 normal group. 　 Relative expression of
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CVB3 was significantly higher in CC1 overexpression group than in CC1 normal group (P<0. 05). 　 (4)Level of TNF-α,
IL-1β were higher in CC1 overexpression group, which increased significantly after CVB3 infection. 　 　 Conclusion　 CC1
may promote the expression of CAR in cardiac tissue or cell after CVB3 infected cardiac myocytes. 　 CAR might be a po-
tential target for CC1 to regulate the process of cardiac injury caused by CVB3 infection.

　 　 扩张型心肌病( dilated cardiomyopathy, DCM)
严重威胁着人类的健康[1-2]。 柯萨奇病毒-腺病毒受

体(coxsackie and adenovirus receptor, CAR)介导的

柯萨奇病毒( coxsackievirus B3, CVB3)感染心肌细

胞引起心肌继发性损伤是导致 DCM 的主要发病机

制之一[3-4]。 完全阻断 CAR 能有效减少 CVB3 感

染,减轻对心肌的继发损害,但存在影响心脏发育

和传导功能的不良反应。 近来研究热点逐渐转向

对 CAR 的调控方面,调控 CAR 是有效控制 CVB3
感染并减轻对心肌继发性损害的理想思路和途径。
癌胚抗原相关黏附分子 1(carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 1, CEACAM1 或 CC1)
被认为是小鼠和人体内病毒特异细胞功能的重要

调节因子[5],可能参与 CVB3 感染心肌细胞的过程,
并能调控心肌组织或细胞上 CAR 的表达。 我们的

研究尝试探讨 CC1 对 CVB3 感染后 CAR 表达和继

发心肌损伤的影响,为临床减轻 CVB3 感染所致心

肌继发损伤寻找新靶点。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物及主要试剂

出生 24 h 内 BALB / c 新生乳鼠购自南方医科

大学实验动物中心。 DMEM ( dulbecco􀆳s modified
eagle medium)低糖培养基、胎牛血清( fetal bovine
serum,FBS)、0. 25% 胰酶(含 0. 02% EDTA)、青霉

素 / 链霉素溶液( penicillin / streptomycin,Pen / Strep)
均购自 Gibco(美国);EcoRⅠ、NotⅠ限制性内切酶

及 T4 DNA 连接酶购自 NEB(北京,中国);TRIzol
Reagent 购自天根(北京,中国);质粒提取试剂盒、
DNA Marker 购自全式金生物(北京,中国);Annexin
V-PE / 7-AAD 双染细胞凋亡检测试剂盒购自凯基生

物(南京,中国);抗 CEACAM1 抗体及抗 CAR 抗体

购自 Abcam(美国);CCK8 试剂盒购自东仁化学(上
海,中国);Qiagen 质粒大提试剂盒购自 Qiagen(德
国);其他生物化学试剂均为进口分装或国产分

析纯。
1. 2　 乳鼠心肌细胞分离

超净台中,SPF 级新生乳鼠,75% 乙醇消毒,由
剑突下向上从胸骨左缘开胸,微挤压后可取出完整

心脏;去除心底结缔组织、心房及心底血管,剪开心

室,用 D-Hank’ s 清洗血污;用眼科剪将心室组织剪

成 1 mm3 的 小 碎 块, 并 加 入 5 倍 心 室 体 积 的

0. 125%胰酶,37 ℃孵育 5 min;加入 D-Hank’s 清洗

3 次后再加入 5 倍组织碎块体积的 0. 05%Ⅰ型胶原

蛋白酶,37 ℃消化 4 h。 收集消化上清,300 g 室温

离心 5 min,加入含 10% FBS 的 DMEM 低糖培养基

重悬细胞沉淀,并将细胞悬用 300 目滤网过滤,将泪

流接种至培养皿,置于 37 ℃、5% CO2 培养箱内,差
速贴壁 60 min,将心肌细胞和心肌成纤维细胞分离。
吸取未贴壁的心肌细胞重新接种于培养皿,并加入

终浓度为 0. 1 mmol / L 5-溴脱氧尿嘧啶(5-bromo-2-
deoxyuridine, BrdU)以抑制成纤维细胞生长。 每 2
~ 3 天换液一次。
1. 3　 心肌细胞纯度鉴定

0. 25%胰酶消化贴壁的心肌细胞,300 g 离心 5
min,PBS 重悬细胞沉淀,细胞固定及破膜后加入抗

α-actin 抗体,再加入 FITC 标记的二抗,于流式细胞

仪上进行阳性细胞计数。
1. 4　 CEACAM1 过表达载体的构建

设计并合成扩增小鼠 CEACAM1 基因的引物,
并在引物两端分别引入 EcoRⅠ和 Not Ⅰ的酶切位

点,引物序列为:CEACAM 1-EcoRⅠ-F: 5′-CGGAAT-
TCCGATGGAGCTGGCCTCAGCACATC-3′, CEACAM1-
NotⅠ-R: 5′-ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATTCAGA
AGGAGCCAGATCCGCCAGAC -3′。 以 cDNA 为模板,
扩增小鼠 CEACAM1 基因全长,PCR 扩增反应程序

为:95 ℃预变性 5 min;95 ℃变性 30 s,55 ℃退火 30
s,72 ℃延伸 2 min,共计 35 个循环。 1% 琼脂糖凝

胶电泳后回收目的基因。 经 EcoRⅠ和 Not Ⅰ双酶

切后,与质粒 pLVX-mCMV-ZsGreen-IRES-Puro 在 T4
DNA 连接酶作用下连接。 连接产物转化 DH5α。 挑

选阳性克隆种于 LB 培养基中,抽提质粒后测序鉴

定,测序引物为 CMV-F 5′-CGCAAATGGGCGGTAG-
GCGTG-3′。
1. 5　 pLVX-CEACAM 1-ZsGreen-Puro( rLV-CEACAM
1)重组慢病毒包装

293T 细胞复苏后,在转染的前 1 天,传代准备

细胞。 用 0. 25% 胰蛋白酶消化 293T 细胞,以含

10%血清的 DMEM 培养基调整细胞密度后,按照每
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10 cm 细胞培养皿接种(6 ~ 8)×106 细胞到 10 cm 细

胞培养皿中,置于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养,16 ~
24 h 后待细胞密度生长到 80% ~ 90% 时即可用于

转染。 第 2 天,在转染前 2 h,用 5 mL 不含 P / S 的完

全培养基换液(DMEM+10% FBS)。 按照以下实验

步骤来进行转染:①加入 500 μL HET Buffer A 到一

支洁净的 1. 5 mL EP 管中(可标记为 A 管)。 在另

一支洁净的 1. 5 mL EP 管中(可标记为 B 管),加入

Vector(含目的基因的质粒) 10 μL (1. 0 g / L)、
Lentiviral packaging Vector 15 μL (1. 0 g / L)、HET
Buffer B 50 μL、ddH2O 425 μL,终体系为 500 μL。
②将 B 管中的 DNA 混合液缓缓逐滴加入到 A 管

中,用移液器轻轻混匀 10 min。 ③将混匀后的混合

物室温静置 30 min,然后将混合物逐滴均匀加入到

10 cm 细胞培养皿中,轻微混匀。 置于 37℃、5%
CO2 培养箱中培养。 第 3 天,即培养 12 ~ 16 h 后弃

去培养基,用 10 mL 新鲜的完全培养基换液(DMEM
+10% FBS+P / S)。 第 4 天,即换液后 24 h,收集上

清液,置于 4 ℃冰箱保存,然后加入 10 mL 新鲜的完

全培养基(DMEM+10% FBS+P / S)至 10 cm 细胞培

养皿中,置于 37 ℃、5% CO2 培养箱继续培养。 第 5
天,再一次收集上清,与第一次收集的上清液混合,
1 000 r / min 离心 5 min,弃去细胞碎片,上清液以

0. 45 μm PVDF 滤器过滤至 50 mL 圆底离心管中。
4 ℃、50 000 g 高速离心 2 h,离心后可用记号笔对

病毒沉淀做好标记。 小心弃去上清,晾干,按 200
μL / 10 cm 培养皿的量加入 PBS 重悬病毒沉淀,室
温静置 2 h,然后用移液器轻轻地吹匀(避免产生气

泡),继续室温放置 30 min,按每次使用的病毒量分

装到洁净的 1. 5 mL EP 管中,-80 ℃冰箱保存。 进

行慢病毒生物学滴度测定。
1. 6　 CVB3 感染乳鼠心肌细胞

感染前 1 天,乳鼠心肌细胞以 1×105 个 / 孔接种

于 6 孔板,于 37 ℃、5%CO2 培养箱内培养过夜。 待

细胞完全贴壁后,以 1 / 2 小体积感染法感染乳鼠心

肌细胞。 重组慢病毒 rLV-CEACAM1 及 CVB3 病毒

所用的感染复数(MOI)分别为 50 和 10。 感染重组

病毒 48 h 后,吸去孔内旧培养基,并用 0. 01 mol / L
PBS (pH=7. 4)清洗细胞 3 次。 CVB3 病毒原液适

当稀释后,按 MOI = 10 感染乳鼠心肌细胞。 CVB3
感染 1 h 后,PBS 清洗细胞 3 次,加入新鲜的含 10%
FBS 的 DEME 高糖培养基,于 37 ℃、5%CO2 培养箱

培养。
1. 7　 细胞处理及分组

重组病毒感染乳鼠心肌细胞后加入终浓度为 1

μmol / L BAY 试剂[酪氨酸激酶( spleen tyrosine ki-
nase, SyK)抑制剂]预处理乳鼠心肌细胞 2 h 后,
CVB3 感染心肌细胞,于 37 ℃、5% CO2 培养箱内培

养 48 h。 根据不同的处理方法分为 CC1 正常心肌

细胞组(CC1 正常组)、CC1 过表达心肌细胞组(CC1
过表达组)、CC1 正常+CVB3 组(CVB3 感染正常心

肌细胞组) 及 CC1 过表达 +CVB3 组 (CVB3 感染

CC1 过表达心肌细胞组)。
1. 8 　 AnnxinV-PE / 7-AAD 双染法检测心肌细胞凋

亡率[6-7]

收集培养孔内旧培养基,并用 0. 01 mol / L PBS
(pH=7. 4)洗涤孔内细胞 3 次,加入不含 EDTA 的

胰酶消化收集细胞,与收集的旧培养基合并一起。
300 g 离心 5 min,收集(1 ~ 5)×105 个细胞,用 0. 01
mol / L PBS (pH= 7. 4)洗涤细胞 2 次。 在 50 μL 的

Binding Buffer 中加入 5 μL 7-AAD 染液,细胞沉淀

中加入 50 μL 7-AAD 染液并重悬细胞,室温避光反

应 15 min 后加入 450 μL 的 Binding Buffer,并加入 1
μL Annexin V-PE,用流式细胞仪检测。
1. 9　 CCK8 检测细胞活性[8]

CVB3 感染 48 h 后,弃孔内旧培养基,加入 100
μL 含有 10%CCK8 溶液的培养基,于 37 ℃、5%CO2

条件下继续培养 2 ~ 4 h。 于酶标仪上测定 OD450,计
算细胞增殖活性。
1. 10　 qPCR 检测 CAR 基因表达

乳鼠心肌细胞感染 CVB3 48 h 后,加入 TRIzol
提取总 RNA。 测定 RNA 质量及浓度后,取 2 μg
RNA 的溶液,反转录反应合成 cDNA。 以合成的 cD-
NA 为模板,定量 PCR(quantitatve PCR,qPCR)反应

检测 CAR 及 CVB3,结果用 2-ΔΔCT 法进行分析。 检

测 CAR 基 因 所 用 引 物 为 F: 5′-GGAGTGTGTG-
TAGCGTGTATTG-3′,R:5′- GCACAGCACCTGAAGA
GATTAG-3′;检测 CVB3 所用引物为 F:5′-CGGTAC-
CTTTGTGCGCCTGT-3′, R: 5′- CAGGCCGCCAACG-
CAGCC-3′;内参基因 β-actin 引物为 F:5′-GAGG-
TATCCTGACCCTGAAGTA-3′,R:5′- CACACGCAGCT
CATTGTAGA-3′。
1. 11　 Western blot 检测 CAR 蛋白表达

乳鼠心肌细胞感染 CVB3 48 h 后,提取总蛋白。
BCA 法[9]测定蛋白浓度后,取 30 μg 蛋白溶液与适

当体积的 5×Loading Buffer 混合,沸水浴 5 min 后进

行上样电泳;电流完成后进行转膜,封闭及孵育一

抗、二抗。 最后进行化学发光显色。 显色结果用

Image J 软件处理目标带的光密度值。
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1. 12　 ELISA 检测细胞培养上清中肿瘤坏死因子 α
和白细胞介素 1β 水平

按试剂盒说明书检测细胞培养上清中肿瘤坏

死因子 α( tumor necrosis factor alpha,TNF-α)、白细

胞介素 1β( interleukin 1 beta,IL-1β)水平,用 ELISA
Calc 软件制作标准曲线后数据分析。
1. 13　 统计学处理

采用 SPSS 13. 0 统计软件进行数据分析。 数据

均采用 x±s 表示,多组间比较采用单因素方差分析

(ANOVA),组间两两比较采用最小显著性差异法

(LSD 法),P<0. 05 表示差异有显著性。

2　 结　 果

2. 1　 乳鼠心肌细胞分离培养形态及纯度鉴定

倒置显微镜下,可见消化后的心肌细胞为圆

形,发亮。 24 h 后已见部分心肌细胞贴壁,贴壁细

胞伸展为梭形、棒状、星状及分叉状等,可见部分贴

壁细胞已出现搏动,频率为 20 ~ 60 次 /分不等,亦可

见其周围细胞碎片增多。 48 h 后可见大部分心肌

细胞已贴壁并出现搏动,但未见到一致性搏动。 经

流式细胞术鉴定,分离的乳鼠心肌细胞纯度为

(93. 6±2. 7)% (n=5;图 1)。
2. 2　 成功构建 CEACAM1 过表达载体

CEACAM1 重组载体部分测序结果见图 2。 鉴

定后测得重组慢病毒滴度为 1. 5×1011 TU / L(图 3)。
2. 3 　 AnnxinV-PE / 7-ADD 双染检测 CC1 过表达及

CVB3 感染增加心肌细胞凋亡率

CC1 过表达组和 CC1 正常+CVB3 组较 CC1 正常

组心肌细胞凋亡率升高;CC1 过表达+CVB3 组较其

他三组心肌细胞凋亡率明显升高(图 4)。 提示 CC1

可能参与 CVB3 感染心肌细胞引起心肌继发性损伤。

图 1. 流式细胞术鉴定心肌细胞纯度

Figure 1. Flow cytometry was used to identify the purity
of cardiomyocytes

2. 4　 CCK8 检测 CC1 过表达及 CVB3 感染心肌细

胞增殖

与 CC1 正常组相比,CC1 过表达组 OD450 降低;
CC1 正常+CVB3 组 OD450 较 CC1 过表达组降低,
CC1 过表达+CVB3 组在四组中最低;各组间的差异

均有统计学意义(P<0. 05,n = 6)。 进一步提示 CC1
可能参与 CVB3 感染心肌细胞过程(图 5)。
2. 5 　 qPCR 检测 CC1 过表达及 CVB3 感染升高

CAR 基因及胞内相对 CVB3 mRNA 水平

RNA 扩增结果提示,CC1 过表达组 CAR mRNA
表达较 CC1 正常组显著升高,感染 CVB3 后两组

CAR mRNA 表达较前明显升高,CC1 过表达组相对

CVB3 mRNA 水平较 CC1 正常组明显增多,差异均

有显著性(P<0. 05;图 6 和图 7)。

图 2. CEACAM1 重组载体部分测序结果　 　 提示 CEACAM1 过表达载体构建成功。

Figure 2. Sequencing results of CEACAM1 recombinant vector
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图 3. 重组病毒滴度测定　 　 A、B、C、D、E、F 分别为病毒原液稀释成 10-2、10-3、10-4、10-5、10-6 和 10-7。

Figure 3. Determination of recombinant virus titer

图 4. AnnxinV-PE / 7-ADD 双染检测心肌细胞凋亡率　 　 Q1-UL 代表坏死细胞,Q1-LL 代表正常细胞,Q1-UR 代表凋亡晚期细胞,Q1-
LR 代表凋亡早期细胞。

Figure 4. Apoptosis rate of cardiomyocytes measured by AnnxinV-PE / 7-ADD double- staining
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图 5. CCK8 检测心肌细胞增殖(x±s, n=6)　 　 a 为 P<0. 05,
与 CC1 正常组比较;b 为 P<0. 05,与 CC1 过表达组比较;c 为 P<
0. 05,与 CC1 正常+ CVB3 组比较。

Figure 5. Cardiomyocyte proliferation measured by CCK8
(x±s, n=6)

图 6. qPCR 检测 CAR mRNA 表达(x±s, n= 6) 　 　 a 为 P<
0. 05,与 CC1 正常组比较;b 为 P<0. 05,与 CC1 过表达组比较;c 为

P<0. 05,与 CC1 正常+CVB3 组比较。

Figure 6. CAR mRNA relative expression by qPCR(x±s, n=6)

图 7. qPCR 检测不同 CC1 组相对 CVB3 mRNA 水平(x±s,
n=6)　 　 a 为 P<0. 05,与 CC1 正常+CVB3 组比较。

Figure 7. CVB3 relative mRNA level by qPCR(x±s, n=6)

2. 6　 CC1 过表达及 CVB3 感染增高 CAR 蛋白表达

四组均表达 CAR 蛋白,CC1 过表达组 CAR 蛋

白较 CC1 正常组显著升高,感染 CVB3 后 CAR 蛋白

表达较前明显增高,四组间差异均有显著性(图 8)。

图 8. Western blot 检测 CAR 蛋白表达(x±s, n=3)　 　 1 为

CC1 过表达组,2 为 CC1 正常组,3 为 CC1 过表达+CVB3 组,4 为

CC1 正常+CVB3 组。 a 为 P <0. 05,与 CC1 正常组比较;b 为 P <
0. 05,与 CC1 过表达组比较;c 为 P<0. 05,与 CC1 正常+CVB3 组

比较。

Figure 8. The expression of CAR protein by Western blot(x
±s, n=3)

2. 7 　 CC1 过表达及 CVB3 感染升高细胞上清中

TNF-α 和 IL-1β 水平

CC1 过表达组 TNF-α、IL-1β 水平在感染 CVB3
前较 CC1 正常组升高,感染 CVB3 后两组 TNF-α 和

IL-1β 水平较感染前明显升高,四组间差异均有统

计学意义,四组中最高的是 CC1 过表达+CVB3 组

(P<0. 05;图 9)。

3　 讨　 论

CVB3 感染后引起的病毒性心肌炎( viral myo-
carditis,VMC) 及 DCM 对人类健康造成严重危

害[10]。 既往对干预 CVB3 感染从而减少心肌细胞

损伤的研究一直未停歇[11-15]。 有研究[16]发现,病毒

性心肌炎小鼠心肌组织中 TNF-α、转录因子蛋白

p65(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-
vated B cells, NF-κB p65) 和基质金属蛋白酶 2
(matrix metalloproteinase-2, MMP-2)表达显著上调。
CVB3 通过与 CAR 结合,转入细胞内扩增,病毒蛋白

酶可以直接引起心肌细胞骨架的破坏,而且持续存
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图 9. ELISA 检测 TNF-α和 IL-1β水平(x±s, n=6)　 　 a 为

P<0. 05,与 CC1 正常组比较;b 为 P<0. 05,与 CC1 过表达组比较;c
为 P<0. 05,与 CC1 正常+CVB3 组比较。

Figure 9. The levels of TNF-α and IL-1β measured by
ELISA(x±s, n=6)

在的病毒基因产物可以诱发机体免疫炎症反应,在
清除病毒的同时也杀伤了心肌细胞,后期不可再生

的心肌细胞死亡过多可致心脏结构重塑,导致心功

能下降甚至衰退[17]。 我们的实验结果显示,CVB3
感染后两组相对感染前心肌细胞凋亡率明显升高,
OD450 降低,提示 CVB3 感染心肌细胞引起心肌继发

性损伤。 因此,有效控制 CVB3 感染仍然是减轻或

消除继发心肌损伤的关键。
由于 CVB3 本身的易突变性使得控制病毒感染

时间难以把握,因而采用 RNA 干扰病毒复制的方法

限制病毒感染效果有限[18]。 基于此,调控 CAR 或

许是一种理想干预其与病毒结合的方法和途径。
已有研究提示,与 CAR 同属免疫受体蛋白超家族的

心肌细胞表面黏附分子 CC1,与 CAR 的胞外结构域

存在相似的可变构象,它们之间相互作用可影响相

关的信号分子活性 CC1[19]。 此外,CC1 作为受体已

在多项研究中证实,如:CC1 可作为黏膜炎莫拉菌和

淋病奈瑟菌的受体介导细菌感染[20];肝细胞表面的

CC1 可介导小鼠肝炎病毒感染肝细胞[21]。 本研究

通过调整 CC1 表达及 CVB3 感染处理分组后发现,

CC1 过表达较 CC1 正常心肌细胞凋亡率升高,而
CVB3 感染使得心肌细胞凋亡率进一步上升。 本研

究 CCK8 检测结果发现,与 CC1 正常组相比,CC1 过

表达组 OD450 低,而 CVB3 感染后 CC1 过表达组在

四组中最低,表明 CC1 可能参与 CVB3 感染心肌细

胞这一过程。
本研究通过 qPCR 检测 CAR mRNA 发现,CC1

过表达组较 CC1 正常组升高,CVB3 感染后较未感

染时升高;检测 CVB3 相对表达量发现 CC1 过表达

组较 CC1 正常组增多;Western blot 检测 CAR 蛋白

表达与 CAR mRNA 一致。 这些结果均提示 CC1 可

直接作用 CAR 或通过激活细胞信号通路间接调控

CAR 表达,促进 CVB3 感染心肌细胞并引起心肌受

损。 既往研究表明,中性粒细胞中 CC1 可使 SYK 去

磷酸化,抑制炎症因子 TNF-α 分泌[22];CC1 可抑制

淋病奈瑟菌感染肺泡上皮细胞所致炎症反应,抑制

T 淋巴细胞活化和炎症因子释放,并成为炎症性肠

病的干预靶点[23],炎症因子水平与 CAR 表达之间

密切相关,炎症因子 IL-1β、TNF-α 刺激脐静脉内皮

细胞可下调其 CAR 表达[24]。 我们的研究也有类似

结果,TNF-α、IL-1β 水平在 CVB3 感染前在 CC1 过

表达组较高,而感染 CVB3 后 CC1 过表达组和 CC1
正常组水平较感染前明显增高。 因此,我们推断

CC1 或许也可通过激活 CC1-SYK-TNF-α 信号轴间

接调控 CAR 的表达。 这也是我们下一步研究的

方向。
综上所述,本研究构建 CEACAM1 过表达载体,

并使用 CVB3 感染及细胞分组后分析,结果提示

CC1 可能可以促进 CVB3 感染心肌细胞心肌组织或

细胞上 CAR 的表达,CAR 可能是 CC1 调控 CVB3
感染心肌致心肌损伤过程的潜在作用靶点。
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