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Изучены развитие миокардита, провоцируемого вирусом Коксаки типа 3 (CVB3), и механизм защитного
действия малых интерферирующих РНК (siРНК) на пораженный вирусом организм. Работа была выполне$
на на 120 мышах, 30$ти из которых был внутрибрюшинно введен CVB3 (их затем использовали в качестве
модельных животных с вирусным миокардитом). Фиксировали выживаемость зараженных вирусом мышей
(мыши «MOD») и отслеживали нанесенные вирусом повреждения с помощью гистопатологического иссле$
дования срезов миокарда, окрашенных гематоксилином и эозином (НЕ). Транскрипционную и трансляци$
онную экспрессию гена TLR4 в тканях миокарда изучали методом ПЦР в режиме реального времени и ме$
тодом иммуноблоттинга соответственно. Также было проведено специфическое блокирование гена TLR4 у
мышей «MOD» путем обработки животных малой интерферирующей РНК и изучены последствия этого
блокирования. Полученные результаты свидетельствовали о том, что при прогрессии вирусного миокарди$
та у мышей «MOD» уровни TLR4 мРНК и белка TLR4 в миокарде значительно увеличивались и оставались
высокими в дальнейшем. Помимо этого, установлено, что активность некоторых ферментов миокарда (CK,
CK$MB, LDH и AST) также была увеличена в тканях сердца зараженных вирусом мышей. Отмечено, что
при подавлении экспрессии гена TLR4 продукция белка TLR4 у мышей «MOD» существенно снижалась и
степень тяжести миокардита уменьшалась. Таким образом, CVB3 может провоцировать вирусный миокар$
дит путем стимуляции экспрессии Toll$подобного рецептора 4. Степень тяжести миокардита может быть
снижена путем подавления экспрессии гена TLR4; это является подходящей основой для разработки мето$
да лечения этого вирусного заболевания. 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: вирусный миокардит, вирус Коксаки типа B3, Toll$подобный рецептор 4, ферменты
миокарда.

С клинической точки зрения вирусный мио$
кардит является главной причиной поврежде$
ния миокарда у животных в раннем возрасте и
часто приводит к развитию хронического мио$
кардита, провоцирует кардиомиопатию и застой$
ную сердечную недостаточность [1, 2]. Извест$
но, что вирус Коксаки типа В3 (CVB3) выступа$
ет и в качестве наиболее распространенного
агента, вызывающего миокардит у человека [3].
Проведенные недавно исследования показали,

что еще очень мало известно об особенностях
патогенеза вирусного миокардита, поэтому пока
нет эффективных лекарств и методов лечения
этого заболевания.

Вирус CVB3 может вызывать серьезные вос$
паления, приводящие к повреждению клеток
сердечной мышцы [4, 5]. Предполагается, что
воспаление может быть связано с активацией
сигнального пути, регулируемого Toll$подобным
рецептором 4/ядерным фактором kB (TLR4/
/NF$κB$зависимый сигнальный путь) [6, 7].
Ключевые факторы этого регуляторного пути, и
в особенности, TLR4, малоизучены и представ$
лены, в основном, в работах Фрисанчо$Кисс и
соавт. [8, 9]. Описаны также некоторые методы
терапевтического лечения, связанные с воздей$
ствием на этот сигнальный путь [10]. Зоу и со$
авт. [11] сообщили, что TLR4/NF$κB$зависи$
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мый путь принимает участие в регуляции врож$
денного иммунного ответа при миокардите. Од$
нако специфический механизм развития TLR4/
/NF$κB$зависимого вирусного миокардита по$
прежнему не известен. Таким образом, поиск
препаратов, специфически воздействующих на
TLR4/NF$κB$зависимый сигнальный путь, яв$
ляется ключом к разработке способов лечения
миокардита.

В представленной работе CVB3 был исполь$
зован в модельных условиях для индукции мио$
кардита у мышей (мыши «MOD»). Для выясне$
ния механизма развития вирусного миокардита
мы изучали экспрессию фактора TLR4 с ис$
пользованием модели CVB3$инфицированных
мышей.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные и вирусы. Мыши линии BALB/C
6$недельного возраста весом 20 г были приобре$
тены в питомнике Джиаотонг университета в
Сиане. Все животные были свободны от патоге$
нов. Вирус Коксаки линии Nancy, поддерживае$
мый пассированием на клетках HeLa, был полу$
чен из Медицинского колледжа этого же универ$
ситета. Значение TCID50 вируса (доза 50%$ного
инфицирования клеточной культуры) было
предварительно определено стандартным мето$
дом на монослое клеток HeLa. Работу с живот$
ными осуществляли согласно правилам о работе
с лабораторными животными, утвержденными
Министерством здравоохранения Китая от 1998 г.
Исследования были одобрены комитетом по
этике первой клиники Сианя. 

Подразделение животных на группы и их обра�
ботка. Предназначенные для исследования жи$
вотные (120 шт.) были подразделены на 4 группы
(по 30 шт.): 1) контрольная группа («CN»); 2) груп$
па животных, обработанных средой Дульбекко
(«DMEM»); 3) мыши, инфицированные CVB3
(«MOD»); 4) мыши MOD, обработанные TLR4$
специфичной siРНК («TLR4 silence»), или обра$
ботанные контрольной плазмидой («RNA silence
control»). Мышам «MOD» в день «0» вводили
внутрибрюшинно CVB3 в количестве 1 × 102

TCID50. Группе «DMEM» вводили аналогичный
объем среды Дульбекко. Контрольную группу
«CN» ничем не обрабатывали. Животным чет$
вертой группы в день «0» вводили внутрибрю$
шинно 1 × 102 TCID50 вируса CVB3 и затем также
внутрибрюшинно 0,2 мкг вектора экспрессии
pRNAT$U6.1/Neo siRNA («TLR4 silence»), либо –
0,2 мкг контрольной плазмиды («RNA silence
control»). Эти введения (трансфекция) также осу$
ществляли в день «0» при одновременной инъ$

екции 0,2 мкл реагента для трансфекции (Lipo$
fectamine 2000, «Invitrogen», США). (Введение
плазмид проводили не в те же места, в которые
был введен вирус.)

Гистопатологические исследования и оценка
степени тяжести миокардита. На 7$й, 14$й и 21$й
день после инфицирования вирусом сердца жи$
вотных извлекали, делали срезы ткани и окра$
шивали гематоксилином и эозином (НЕ). Окра$
шенные срезы анализировали «слепым» мето$
дом двумя независимыми экспертами и степень
тяжести миокардита определяли как описано
ранее [12]. Тяжесть миокардита оценивали по
шкале от 0 до 4 – отсутствие воспаления или
повреждения; 1 – от одного до пяти различных
одноядерных очагов воспаления, поразившего
�5% области поперечного среза сердечной тка$
ни; 2 – более пяти различных одноядерных оча$
гов воспаления, затронувшего от 5 до 20% рас$
сматриваемой области поперечного среза; 3 –
диффузное одноядерное воспаление (или пов$
реждение) ткани, затрагивающее более 20% об$
ласти среза; 4 – диффузное воспаление с некро$
зом или повреждением миокарда.

Полуколичественный анализ методом ПЦР в
режиме реального времени. Для анализа транс$
крипционной экспрессии TLR4 были использо$
ваны следующие праймеры: прямой 5'$GAAT$
CACTTGGCACGACACTT$3' и обратный 5'$GC$
TCGCCCACGTACATACTCT$3'. В качестве внут$
реннего контроля был использован ген глице$
ральдегид 3$фосфатдегидрогеназа (GADPH) и
следующие праймеры: прямой 5'$AAGCCCAT$
CACCATCTTCCAG$3', обратный 5'$TGAGCC$
CTTCCACAATGCC$3'. Синтез TLR4 кДНК про$
водили с использованием набора RNAsimple Total
RNA Kit («TiangenI», Китай) и SuperScriptTM III
First$Strand Synthesis System («Invitrogen», США).
Продукты ПЦР разделяли методом электрофо$
реза в 1,5%$ном геле, каждое изображение зах$
ватывали и переводили в цифровую форму с по$
мощью CCD$камеры и анализировали с ис$
пользованием программы NIH Imager beta ver$
sion 2. Каждое значение представляли как отно$
шение сигнала специфического продукта к сиг$
налу от GADPH кДНК. Все процедуры и статис$
тический анализ выполняли, как было описано
в работе [13].

Определение ферментативной активности ас$
партаттрансаминазы (AST), креатинкиназы (CK),
изозима креатинкиназы (CK$MB) и лактатде$
гидрогеназы (LDH) в бесклеточных супернатан$
тах гомогенатов сердечной ткани проводили с
использованием полностью автоматизирован$
ного биохимического анализатора в соответ$
ствии с инструкциями производителя («Thermo»,
США).
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Вестерн�блоттинг. Миокард мышей гомоге$
низировали, получали тканевые экстракты, раз$
деляли путем Ds$Na$электрофореза в 15%$ном
ПААГ и переносили белки на нитроцеллюлоз$
ные мембраны. Мембраны блокировали 5%$ным
обезжиренным молоком в буфере PBST (фос$
фатная буферная смесь с рН 7,6, содержащая
0,05%$ный Tween$20) в течение ночи при 4°. За$
тем мембраны инкубировали с моноклональны$
ми анти$TLR4 антителами в разведении 1 : 500,
с моноклональными антителами к GADPH в
разведении 1 : 2000 (все – «Santa Cruz», США) в
течение 1 ч при 37° и, наконец, с коньюгатом пе$
роксидазы хрена и вторичных антител против
IgG мыши («Santa Cruz») в разведении 1 : 3000.
Все процедуры выполняли в соответствии с ме$
тодикой, описанной Ксу и соавт. [14].

Проектирование TLR4�специфичной siРНК и
трансфекция. Три TLR4$специфичные олигоде$
зоксирибонуклеотидные последовательности
(5'$GCATAGAGGTAGTTCCTAATA$3', 5'$CAC$
TCTTGATTGCAGTTTCAA$3' и 5'$GTTCCATT$
GCTTGGCGAA$3') были синтезированы и под$
вергнуты отжигу. Пара двуцепочечных ДНК$оли$
гонуклеотидов была вставлена в вектор экспрес$
сии pRNAT$U6.1/Neo siRNA, который расщепля$
ется рестриктазами BamHI и HindIII («GenScript»,
США). Вектор pRNAT$U6.1/Neo siRNA (0,2 мкг)
вводили внутрибрюшинно мышам (трансфек$
ция) сразу же после инокуляции CVB3, но не в
то же место, что и вирус.

Статистический анализ. Изображения, полу$
ченные при иммуноблоттинге, сканировали с
использованием программы Typhoon («Pharma$
cia», США) и сохраняли в TIF$формате. Все дан$
ные представляли как средние значения ± s.d.
Статистический анализ выполняли с использо$
ванием программы SPSS 19.0 и t$теста Стьюден$
та. Значения показателя выживаемости рассчи$
тывали с учетом критерия Чесона. Различия с
р < 0,05 считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Инфицирование животных вирусом Коксаки
приводит к существенному повреждению миокарда.
Мышам, служащим в качестве модели острого
вирусного миокардита (мыши «MOD»), вводили
внутрибрюшинно 2 × 102 TCID50 CVB3 в день «0» и
наблюдали за их выживаемостью в течение 21 дня.
Мы сравнивали показатели выживаемости мы$
шей этой группы с контрольными животными
групп «CN» и «DMEM» (см. раздел «Методы ис$
следования»). Из рис. 1, а следует, что к 21$му
дню наблюдений погибли только две мыши в
группе «CN» и три – в группе «DMEM». В то же

время в группе «MOD» показатель выживаемос$
ти существенно уменьшался: шесть мышей по$
гибли к 7$му дню, девять – к 14$му, и показатель
выживаемости снижался до 70% на 21$й день. В
каждой группе животных был определен титр
вируса (рис. 1, б). Оказалось, что максимальный
титр CVB3 в мышах группы «MOD» наблюдался
на 14 день и затем постепенно снижался к 21$му
дню. В группах «CN» и «DMEM» вирус не был
обнаружен, что свидетельствовало об отсут$
ствии вирусного заражения этих животных.

Для оценки степени вирусного поражения
тканей сердца при миокардите были проведены
гистопатологические исследования. Из резуль$
татов, представленных на рис. 1, в и г следует,
что вирусное поражение миокарда мышей
«MOD» появлялось уже на 7$й день после зара$
жения и переходило в тяжелую форму на 14$й и
21$й дни (p < 0,05).

Экспрессия гена TLR4 повышается при вирус�
ной инфекции. Для выяснения молекулярного
механизма патологического воздействия CVB3
при миокардите были изучены транскрипцион$
ная и трансляционная экспрессия TLR4 во вре$
мени методом ПЦР в режиме реального време$
ни и иммуноблоттинга соответственно. Полу$
ченные результаты свидетельствовали о том, что
уровень TLR4 мРНК у мышей «MOD» сущест$
венно возрастал по сравнению с контрольными
животными группы «CN» к 21$му дню после за$
ражения вирусом (рис. 2, а, р < 0,01). Результаты
иммуноблоттинга свидетельствовали о значи$
тельном увеличении уровня экспрессии белка
TLR4 у мышей «MOD» (рис. 2, б). 

Вирусная инфекция приводит к увеличению
уровня миокардиальных ферментов. Уровни фер$
ментов миокарда в гомогенатах сердечной ткани
в некоторой степени отражают состояние сер$
дечной мышцы. Изменение во времени актив$
ностей AST, LDH, CK и CK$MB в гомогенатах
сердца CVB3$инфицированных мышей группы
«MOD» представлено на рис. 3. Видно, что у
мышей «MOD» по сравнению с группой «CN»
активности всех четырех миокардиальных фер$
ментов возрастали, причем, максимумы всех ак$
тивностей приходились на 14$й день. 

Подавление экспрессии гена TLR4 снижает
степень поражения миокарда. Для изучения роли
TLR4 в патогенезе вирусного миокардита было
проведено подавление экспрессии гена TLR4 у
CVB3$инфицированных мышей «MOD» с по$
мощью специфических siРНК (предварительно
было установлено, что трансфекция siРНК не
оказывала влияние на передачу вируса и его ин$
фицирующую способность). Полученные ре$
зультаты показывают, что уровень экспрессии
TLR4 мРНК (рис. 4, а) и продукция белка TLR4
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(рис. 4, б) значительно снижались у мышей чет$
вертой группы («TLR4» silence) по сравнению с
группой «MOD» (р < 0,05).

Гистопатологические исследования миокар$
да животных группы «TLR4 silence» показали,
что степень повреждения тканей сердца с 7$го
по 21$й дни после CVB3$инфицирования была
ниже, чем у животных группы «MOD» (р < 0,05,
рис. 4, в). Особенно это было заметно на 21$й
день, когда воспалительные явления в миокарде
животных «TLR4 silence» почти не выявлялись.

Подавление экспрессии гена TLR4 способ�
ствовало снижению уровня миокардиальных фер�
ментов у CVB3�инфицированных мышей. Опреде$
ление активностей AST, LDH, CK и CK$MB у
мышей группы «TLR4 silence» показало, что у
всех четырех ферментов они были ниже, чем у
животных группы «MOD» (рис. 5). Таким обра$

зом, подавление экспрессии гена TLR4 блоки$
ровало возрастание уровней ферментов миокар$
да, вызванное вирусной инфекцией. 

Неспецифичная (контрольная) siРНК не по�
давляла экспрессию гена TLR4 и не влияла на вос�
палительную реакцию в миокарде CVB3�инфици�
рованных мышей. Для подтверждения положитель$
ного действия TLR4$интерферирующей siРНК
на миокард CVB3$инфицированных животных
и демонстрации ее специфического воздействия
на ген TLR4, мы трансфицировали зараженным
мышам контрольную siРНК (мыши «РНК silence
control»). Полученные результаты свидетельство$
вали о том, что контрольная siРНК не влияла ни
на уровень экспрессии TLR4 мРНК (рис. 6, а),
ни на продукцию белка TLR4 (рис. 6, б), ни на
степень тяжести воспаления миокарда CVB3$
инфицированных мышей (рис. 6, в). Помимо
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Рис. 1. Показатели выживаемости (а), титры вируса в миокарде (б) и оценки степени тяжести миокардита (в, г) у неинфи$
цированных и CVB3$инфицированных мышей на 1$й, 7$й, 14$й и 21$й дни после введения вируса. Гистопатологические
исследования проводили после окраски срезов с помощью НЕ (увеличение ×200). Степень тяжести миокардита опреде$
ляли путем анализа окрашенных срезов и оценивали по шкале от 0 до 4. Значения *p < 0,05 и **p < 0,01 отражают, соответ$
ственно, различия в оценках степени воспаления миокарда на 7$й, 14$й и 21$й дни после инфицирования по сравнению
с 1$м днем
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Рис. 2. Продукция TLR4 мРНК и белка TLR4 в тканях миокарда мышей «MOD» в разные дни после CVB3$инфицирова$
ния. а – Анализ экспрессии TLR4 мРНК методом ПЦР в режиме реального времени; б – анализ продукции белка TLR4
методом Вестерн$блоттинга. GADPH была использована в качестве внутреннего контроля при оценке уровней транс$
крипционной и трансляционной экспрессии TLR4. Значения *p < 0,05, **p < 0,01 и ***p < 0,001 отражают, соответствен$
но, различия в уровнях экспрессии TLR4 мРНК и белка TLR4 на 7$й, 14$й и 21$й дни после инфицирования по сравне$
нию с 1$м днем
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Рис. 3. Уровни миокардиальных ферментов CK, CK$MB, LDH и AST в тканях сердца не инфицированных и CVB3$инфи$
цированных мышей. Активность ферментов в гомогенатах сердечной мышцы определяли на 1$й, 7$й, 14$й и 21$й дни
после введения вируса
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этого, было установлено, что контрольная
siРНК не изменяла уровни ферментов миокарда
AST, LDH, CK и CK$MB, которые оставались
такими же, как и у мышей «MOD» (рис. 6, г).
Это подтверждает, что облегчение миокардита
путем подавления экспрессии гена TLR4 ис$
пользованной нами интерферирующей siРНК
было специфичным.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Главным признаком вирусного миокардита
является высокая степень воспаления миокарда.
Ранее было установлено, что в развитии вирус$

ного миокардита важную роль играют цитоки$
ны, факторы воспаления и хемокины [15]. Мно$
гие методы лечения миокардита у людей связа$
ны с воздействием на экспрессию цитокинов. В
представленной работе был исследован TLR4/
/NF$κB$зависимый путь передачи воспалитель$
ного сигнала. Полученные данные показали,
что CVB3 инициирует воспаление миокарда у
мышей BALB/C уде на первый день после внут$
рибрюшного инфицирования. Максимальный
титр вируса в тканях сердца наблюдался на 14$й
день после инфицирования, а затем постепенно
снижался к 21$му дню. В то же время наиболее
серьезные повреждения миокарда наблюдались
именно к 21$му дню после заражения, что могло
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Рис. 4. Продукция TLR4 мРНК (а) и белка TLR4 (б) в тканях миокарда, а также степень воспаления миокарда (в) у CVB3$
инфицированных мышей при подавлении экспрессии гена TLR4. а и б – Определение проводили методом ПЦР в режи$
ме реального времени и методом Вестерн$блоттинга соответственно; в – использовали гистопатологический анализ НЕ$
окрашенных срезов (увеличение ×200) и оценивали степень воспаления миокарда по шкале от 0 до 4 на 14$й и 21$й дни
после введения CVB3. Значения *p < 0,05 и **p < 0,01 отражают, соответственно, различия в уровнях экспрессии TLR4
мРНК и белка TLR4 на 7$й, 14$й и 21$й дни после инфицирования по сравнению с 1$м днем
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свидетельствовать о кумуляции вирусного воз$
действия. Кроме того, самый низкий показатель
выживаемости инфицированных мышей груп$
пы «MOD» наблюдался именно на 14$й день и
не изменялся к 21$му дню после заражения. 

Полученные нами результаты свидетель$
ствовали о том, что CVB3 может индуцировать
гиперпродукцию белка TLR4, одного из ключе$
вых факторов TLR4/NF$κB$зависимого сигналь$
ного пути, в тканях сердца инфицированных
мышей на 1$й, 7$й, 14$й и 21$й дни после зара$
жения. Эти данные подтверждали полученные
ранее [16, 17] и свидетельствовали о стимулиру$
ющем регуляторном воздействии CVB3 на экс$
прессию гена TLR4. Однако согласно Робертсу
[18], подобная прямая корреляция между разви$
тием миокардита и TLR$зависимым сигналь$
ным путем наблюдалась лишь у лиц мужского
пола и отсутствовала у женского. Такое заклю$
чение не согласовывалось с нашими данными,
поэтому потребуются дополнительные исследо$
вания для выяснения этих половых различий в
проявлении TLR4$зависимого вирусного мио$

кардита. Мы показали, что активность CK, CK$
MB, LDH и AST в гомогенатах сердца начинала
увеличиваться с первого дня и достигала макси$
мума к 14 дню после введения вируса. Недавно
Чен и соавт. [19] обнаружили, что уровни мио$
кардиальных ферментов CK, CK$MB, LDH и
AST в сердечной ткани CVB3$инфицированных
животных повышались, но достигали максиму$
ма не к 4$му, а к 10$му дню после заражения. Это
различие могло быть связано либо с особен$
ностью использованного штамма вируса, либо с
разницей в его титрах.

Для дальнейшего изучения функционирова$
ния белка TLR4 во время вызванного CVB3 вос$
палительного процесса в миокарде были ис$
пользованы малые интерферирующие РНК
(siРНК), специфически подавляющие экспрес$
сию гена TLR4. Из полученных результатов сле$
довало, что при трансфекции siРНК продукция
TLR4 мРНК и белка TLR4 в миокарде мышей
значительно снижалась, по сравнению с мыша$
ми «MOD», в каждой временной точке (с 1$й по
21$й день). Это означало, что блокирование
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Рис. 5. Активность CK (а), CK$MB (б), LDH (в) и AST (г) в миокарде мышей в разное время после введения CVB3 при
блокировании гена TLR4 под действием геноспецифичной siРНК (группа «TLR4 silence») по сравнению с животными
группы «MOD». Значения *p < 0,05 и **p < 0,01 отражают, соответственно, различия в уровнях миокардиальных фермен$
тов на 7$й, 14$й и 21$й дни после инфицирования по сравнению с 1$м днем
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транскрипционной и трансляционной экспрес$
сии гена TLR4 под действием интерферирую$
щей siРНК было эффективным и стабильным. 

Не вызывает сомнений, что вирусная инфек$
ция запускала воспалительную реакцию в мио$
карде. Одним из прототипов сигнальных путей,
приводящих к воспалению, является TLR4/NF$
κB$зависимый путь. Этот сигнальный механизм
опосредует действие некоторых генов, ответ$
ственных за воспаление, включая гены цитоки$
нов, хемокинов, молекул адгезии и Toll$подоб$
ного рецептора 4 (TLR4) [16]. В данной работе
мы наблюдали за экспрессией TLR4 и блокиро$
ванием этой экспрессии под действием геноспе$
цифичной siРНК. Рецептор TLR4 выполняет
ключевую роль в системе врожденного иммуни$

тета и системе пищеварения [17, 18]. Через этот
рецептор происходит активация TLR4/NF$κB$
зависимого сигнального пути, играющего реша$
ющую роль в осуществлении воспалительной
реакции, регулируемой цитокинами [19]. Одна$
ко мало что известно о роли TLR4 в развитии
вирусного миокардита. Полученные нами ре$
зультаты позволяют предположить, что TLR4/
/NF$κB$зависимый путь в миокарде CVB3$инфи$
цированных мышей значительно ингибировал$
ся интерферирующей геноспецифичной siРНК;
ингибирование касалось степени повреждения
миокарда (она уменьшалась) и уровней миокар$
диальных ферментов (они не возрастали). Полу$
ченные нами предварительные данные позволя$
ют предположить, что блокирование экспрес$
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Рис. 6. Влияние контрольной (неспецифической) siРНК на экспрессию гена TLR4 и уровни активности CK, CK$MB,
LDH и AST у CVB3$инфицированных мышей (группа «RNA silence control») по сравнению с животными группы «MOD»
на 1$й, 7$й, 14$й и 21$й дни после заражения вирусом. а и б – Транскрипционная и трансляционная экспрессия TLR4 со$
ответственно; в – оценка степени воспаления миокарда после окрашивания с использованием НЕ; г – уровни активнос$
ти ферментов CK, CK$MB, LDH и AST во времени вплоть до 21$го дня после инфицирования мышей
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сии гена TLR4 могло приводить к снижению
продукции цитокинов воспаления. Ричер и соавт.
установили [17], что TLR4 может индуцировать
продукцию цитокинов воспаления у CVB3$ин$
фицированных мышей. Таким образом, TLR4/
/NF$κB$зависимый сигнальный путь мог бы яв$
ляться еще одной новой мишенью для терапев$
тического воздействия при лечении вирусного
миокардита.

Функциональные и молекулярные механиз$
мы, ответственные за ингибирование TLR4/
/NF$κB$зависимого пути под действием интер$
ферирующей siРНК ранее были непонятны
[20–23]. Малая интерферирующая РНК, специ$
фичная к гену TLR4, была впервые использова$
на нами в этой работе для обработки мышей с
вирусным миокардитом, индуцированным CVB3.
Мы предполагаем, что в CVB3$инфицирован$
ных кардиомиоцитах белок TLR4 находится в
связи с белком убиквитином. При этом малая
РНК, блокирующая ген TLR4, может вызывать
деубиквитинирование TLR4 и тормозить CVB3$
индуцируемую активацию TLR4/NF$κB$зави$
симого пути. Впервые продемонстрировано, что
подавление транскрипционной экспрессии гена
TLR4, сопровождающееся снижением продук$
ции эндогенного белка TLR4, необходимо для
блокирования CVB3$активируемого TLR4/NF$κB
пути. Известны разные реагенты, обладающие
подобным блокирующим воздействием. Так,
Динг и соавт. [24] обнаружили, что коричный
альдегид мог напрямую ингибировать воспали$
тельную реакцию и уменьшать вызванные ей

поражения миокарда у мышей с вирусным мио$
кардитом путем деактивации TLR4/NF$κB$за$
висимого сигнального пути. Чен и соавт. [19] со$
общили, что инъекция Шенки–Фуженг может
снижать индуцируемую CVB3 гиперпродукцию
белка TRAF6 (фактор 6, ассоциированный с ре$
цептором к фактору некроза опухоли). Этот бе$
лок также является одним из компонентов
TLR4/NF$κB$зависимого пути, поэтому мы
считаем, что он также мог бы явиться мишенью
для терапевтического воздействия при лечении
вирусного миокардита. Конечно, в качестве та$
ких мишеней могли бы выступить и другие фак$
торы и молекулы, вовлеченные в этот регуля$
торный сигнальный путь.

Таким образом, в данном исследовании
впервые показано, что TLR4 принимает участие
в развитии патологического процесса, индуци$
рованного вирусом Коксаки, путем активации
TLR4/NF$κB$зависимого сигнального пути.
Подавление экспрессии гена TLR4 с помощью
геноспецифичной siРНК может уменьшать выз$
ванное вирусом воспаление в ткани сердца и
снижать степень тяжести миокардита. Таким об$
разом, блокируя функционирование TLR4 мож$
но держать под контролем CVB3$индуцируемый
вирусный миокардит, что может быть с успехом
применено для лечения этого заболевания.

Работа была поддержана Программой развития
научно$технических исследований провинции
Шэньси Китая (грант 2011K14$08$04) и научно$
техническим проектом Сианя (грант SF1301(3)).
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In this study, we investigated the potential pathogenesis of coxsackievirus B3 (CVB3)$induced viral myocarditis and
the promising protective effect of silencing RNA (small interfering RNA, siRNA). One hundred and twenty mice were
included in the study, and 30 mice were intraperitoneally inoculated with CVB3 to establish an acute viral myocardi$
tis model. The survival rate was observed for the CVB3$infected mouse model (MOD), and myocardial injury was
examined by HE staining assay. Real$time PCR (RT$PCR) and western blot assay were used to detect toll$like recep$
tor 4 (TLR4) expression in myocardial tissues. The TLR4 gene was silenced for the MOD mice, and the effects of this
treatment were observed. The results indicate that the expression of TLR4 mRNA and protein are significantly and
persistently increased during the progression of CVB3$induced myocarditis. The activities of cardiac enzymes,
including CK, LDH, AST, and CK$MB, were also enhanced in CVB3$induced myocardial tissues. Interestingly,
when the TLR4 gene was silenced, the CVB3$induced TLR4 production was significantly decreased and the severity
of myocarditis was significantly lessened. In conclusion, CVB3 can induce viral myocarditis by upregulating toll$like
receptor 4 expression. The viral myocarditis can be lessened by silencing the TLR4 gene in the CVB3 viral myocardi$
tis mode, which may be a feasible therapeutic method for viral myocarditis.
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