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孟鲁司特钠对柯萨奇 B3病毒感染小鼠心肌的保护作用 *
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摘要目的：探讨半胱氨酰受体拮抗剂孟鲁司特钠( montelukast)对于柯萨奇 B3（CVB3）感染小鼠心肌损伤模型的保护作用。方法：

将 65只 SPF级 BALB/C小鼠，雄性，体重为 16-20 g，随机分成四组：A组为空白对照组（10只）；B组为病毒对照组（15只）；C组

为孟鲁司特钠小剂量组（20只）；D组为孟鲁司特钠大剂量组（20只）。在接种病毒第 14天处死所有存活小鼠，取心脏，通过各种

检测技术观察各组小鼠心肌病变积分、核因子 -资B（NF-资B）的差异。结果：孟鲁司特钠治疗组心肌 NF-资B mRNA及蛋白表达水平

均低于病毒对照组（P <0 .05），且大剂量组较明显；同时孟鲁司特钠治疗组及病毒对照组心肌 NF-资B mRNA及蛋白表达水平与心

肌病变积分呈正相关（r=0.96，P <0 .05）。结论：孟鲁司特钠对心肌损伤小鼠血清中的核因子 -kB（NF-资B）有抑制作用，尤其是大剂
量组效果显著，孟鲁司特钠对 CVB3感染小鼠心肌具有保护作用。
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The Protective Effect of Montelukast Sodium on CBV3 Infection in Mice
Myocardium*

To investigate the cysteinyl aminoacyl receptor antagonist agent montelukast sodium (montelukast) for

coxsackievirus B3 (CVB3) infection the protective effect of myocardial injury in mice model. 65 SPF BALB / c mice, male,

weight is 16 to 20 gram were randomly divided into four groups: group a blank control group (10 rats); group B virus control group (15

rats); group C for montelukast sodium group of small dose (20 rats), group D for montelukast sodium group of large dose (20 rats). The

inoculation of the virus on the 14th day were all surviving mice, take heart, differences in each group of mice the myocardial lesion score,

nuclear factor kB (NF- 资B) was observed through various detection technologies. Montelukast sodium treatment group

myocardial NF-资B mRNA and protein expression levels were lower than that of the virus control group (P < 0.05), and high dose group

significantly; at the same time of montelukast sodium in treatment group and virus control group myocardial NF-资B mRNA and protein

expression level and the myocardial lesion score was positively correlated (r = 0.77, P < 0.05). Montelukast sodium on

myocardial injury in mice serum nuclear factor 资B (NF-资B) inhibition, especially significant effect of high dose group and montelukast
sodium on CVB3 infection of myocardium in mice has a protective effec.
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前言

人类柯萨奇病毒（CVS）属于一类非包被单股正意 RNA病

毒属[1]。其中，柯萨奇 B3病毒（CVB3）是导致人类病毒性心肌

炎最常见的原因[2,3]。急性心肌炎典型结果在儿童和青少年的心

脏衰竭并经常进展为慢性心肌炎和扩张型心肌病。有学者[4]认

为病毒性心肌炎是由多因子联合调控其炎症通路，白介素

（IL）、肿瘤坏死因子（TNF）、干扰素（IFN）及单核细胞趋化因子

-1（MCP-1）、NF-资B等炎症因子已经被证实在心肌炎各阶段发
挥主要的调控作用。其中，NF-资B是一个包含了 5个亚单位的

转录因子蛋白家族，而 NF-资Bp65是一类与临床联系较为紧密

的亚单位，大量研究表明[5-8]NF-资Bp65参与多系统炎症反应过
程，与心血管疾病相关性研究亦有报道[9]。然而，为了探明病毒

性心肌炎的各阶段发展进程的分子机制、诊断及治疗，我们需

要发现新的炎症因子及其他靶分子就显得十分迫切。近年来，

国内外对于半胱氨酰白三烯受体在心血管疾病（Leukotriene）

的研究表明[10]：半胱氨酰白三烯受体拮抗剂在动脉粥样硬化、

川崎病、肺心病及心肌缺血再灌注损伤中有保护作用。孟鲁司

特钠（Montelukast，Mon）是半胱氨酰白三烯受体 1（Cys-LT1）的

特异性拮抗剂，可阻断 LTB、C4、D4与 Cys-LT1 的结合，有研

究表明[11]，Mon对于心血管系统中起着一定的保护作用。本实

验拟探讨孟鲁司特钠对 CVB3感染小鼠心肌损伤是否有保护
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图 1各组小鼠生存曲线图

Fig. 1The survival curves of mice in each group

Note: For the survival variable t, no statistics are computed for control variable group = 1 because there are no valid cases.

作用。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1动物 SPF级 BALB/C小鼠，雄性，体质量为 16-20g，由

武汉生物制品研究所提供，许可证编号为 SCXK (鄂 )

2003-0003。由武汉大学人民医院动物实验室饲养,环境许可证

号为 SYXK(鄂)2004-0027，喂以 SPF级动物饲养料，自由饮水，

室温 20℃左右，湿度为 60 %。

1.1.2 病毒及药品 柯萨奇 B3病毒由武汉大学医学院病毒研

究所提供 CVB3病毒株(Nancy株)，在 He-La细胞上传代冻融

3次，并测得半数组织感染量 TCID50为 10-4 /L。孟鲁司特钠咀

嚼片（10 mg/片），Merck Sharp & Dohme Ltd. (U.K.)生产，杭州

默沙东制药有限公司分包装，进口药品注册证号：H20120366，

批准文号：国药准字：J20130054。

1.2 方法

1.2.1分组及给药 采用文献报道的方法[12]，将小鼠 65只，随

机分成四组：A组为空白对照组（n＝10只）；B组为病毒对照组

（n＝15只）；C组为孟鲁斯特钠小剂量组（n＝20只）；D组为孟

鲁司特钠大剂量组（n＝20 只）。给 BALB/c 小鼠腹腔注射

10-4/L TCID50CVB3悬液 0.20 mL，感染后 7天以 HE染色，心

肌切片，观察发现心肌组织坏死、水肿，其间质充斥大量炎性细

胞浸润，符合经典 VMC 小鼠模型特征，提示 CVB3 感染

BALB/c小鼠的 VMC模型复制成功。复制 VMC模型，第 1天

将 B、C、D三组中每只小鼠经腹腔注射 CVB3病毒 0 .20 mL，A

组腹腔注射等量 Eagle' s液，于接种病毒次日分别予以 C、D组

小鼠灌胃孟鲁司特钠咀嚼片 2.5 mg/kg·d、10 mg/kg·d（磨成粉

后加入少量生理盐水喂服），A、B组灌胃生理盐水。病毒感染后

第 14天将所有存活鼠处死(删除死亡鼠)，留取心脏，一半用 10

%的甲醛固定待做 HE染色和免疫组化，一半冻存于 -80℃冰

箱备做荧光定量 PCR检测。

1.2.2 病理学检查 常规进行 HE染色，光镜下观察心肌病理

改变，并按照相关文献报道[13]的计算出各组心肌病变积分，即

每张切片随机取 5个高倍视野（× 400），计算每个视野中炎性

细胞浸润及坏死区域面积与整个视野的面积之比，无病变计 0

分，病变面积小于 25 %计 1分，介于 25 %-50 %之间计 2分，

介于 50 %-75 %之间计 3分，大于 75 %计 4分。

1.2.3 RQ-PCR检测心肌组织 NF-资Bp65 mRNA 表达 采用

Trizol Reagent试剂（美国 Invitrogen Life Technologies公司）抽

提各组心肌组织的总 RNA，加入 20 滋L无 RNA酶的水溶解

RNA，取 2 滋g总 RNA，用 Thermo公司反转录试剂盒合成 cD-

NA。由 Invitrogen Biotechnology Co公司合成引物序列，其中

NF-kB引物序列为：上游：5，-AAGCACAGATACCACCAAGA-

CAC-3，，下游：5，-CGCACTGCATTCAAGTCATAGTC-3，，扩

增产物长度为 324 bp，退火温度为 60℃；内参照基因 茁-actin引
物序列为：上游：5，-GTGACGTTGACATCCGTAAAGA-3，，下

游：5，-GTAACAGTCCGCCTAGAAGCAC-3，，扩增产物长度

为 287 bp，退火温度为 60℃。取 2.5 滋L反转录产物进行 PCR

循环扩增，PCR 反应条件为：95℃预变性 10 min，95℃变性 15

s，60℃复性及延伸 60 s，共 40个循环。最后采用△ △ CT法来

检测 NF-资B mRNA的表达。

1.2.4 Western blot检测 NF-资Bp65蛋白表达 将提取的的蛋

白质样品通过十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）

进行分离，接着把凝胶上的蛋白条带电转印至硝酸纤维素膜

上，以特异性抗体作为探针，从而检测 NF-资Bp65蛋白的表达。
1.2.5 统计学处理 各组数据用均数± 标准差表示，应用

SPSS 20.0软件进行 t检验、方差分析，同时对心肌组织中病变

积分及 NF-资BmRNA表达进行直线相关性分析，以 P <0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1各组小鼠生存率及心肌病理变化的比较

A组小鼠无死亡，B、C、D组小鼠均有死亡，B组共死亡 8

只，第四天死亡 2只，第六、七天均死亡 3只，生存率（7/15）；C

组共死亡 6只，第五天死亡 1只，第七天死亡 3只，第九天死亡

2只，生存率（14/20）；D组共死亡 3只，第六天死亡 2只，第七

天死亡 1只，生存率（17/20），从而可知，各组生存率：A组 >D

组 >C组 >B组。同时，采用 SPSS 20.0中的寿命表法绘制生存

曲线，见图 1，经过两两比较（Pairwise Comparisons）见表 1分析

可知，B组与 C组、B组与 D组、C组与 D组之间生存率比较

均无统计学差异（P>0.05）。接种病毒的 B、C、D组心肌组织均

可见炎性细胞浸润、心肌纤维断裂和心肌组织坏死，空白对照

组（A组）则未见心肌组织病理改变，孟鲁司特钠治疗组（C、D

组）炎性细胞浸润和心肌组织坏死程度较病毒对照组（B组）均

明显减轻，且大剂量组（D组）较小剂量组（C组）减轻。各组心

肌病理积分：A组（0分）<D组 <C组 <B组（P <0 .05），见图 2、

表 2。
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图 3各组小鼠心肌中 NF-资Bp65 mRNA表达示意图
Fig.3 Schematic diagram of mRNA NF-资Bp65 expression in the

myocardium of each group of mice

Note: *P<0.05, group A was the control group; group B was the virus

control group; group C was the montelukast sodium group of small dose;

group D was the montelukast sodium group of large dose

图 4 NF-资Bp65免疫印迹结果（纵轴为相对灰度值）
Fig. 4 NF-kbp65 blotting results（The vertical axis was relative gray value）

Note: *P<0.05, group A was the control group; group B was the virus control group;

group C was the montelukast sodium group of small dose; group D was the montelukast sodium group of large dose

2.2 心肌组织 NF-资Bp65 mRNA表达
接种病毒的各组心肌组织 NF-资Bp65 mRNA含量均高于

空白对照组（A组），其中孟鲁司特钠治疗组低于病毒对照组（B

组），同时高剂量组（D组）小于低剂量组（C组），差异有统计学

意义（P<0.05），见图 3，表 1。

2.3 心肌组织 NF-资Bp65蛋白表达
通过 Alpha软件处理系统[14]分析目标带的光密度值结果

可知，NF-资Bp65蛋白表达水平：空白对照组（A组）<孟鲁司特
钠高剂量组（D组）<孟鲁司特钠低剂量组（C组）<病毒对照组

（B组）（P <0 .05），见图 4，表 1。

2.4 直线相关分析

接种病毒各组心肌组织 NF-资BmRNA表达水平与心肌病
变积分呈正相关(相关系数 r=0.96，P<0.05)。

3 讨论

有学者证实[15]柯萨奇病毒 B3感染小鼠致病毒性心肌炎以

及与之激发的相关性心肌病变的炎症过程大致可分为三个阶

段。急性期，病毒大量复制，诱导心肌细胞的直接损伤，进而导

致心肌纤维的凋亡与坏死；亚急性期，炎症因子大量释放和免

疫过激反应损伤心肌细胞，诱发心肌炎向扩张性心肌病发展；

慢性期，机制未明的炎症持续损伤心肌细胞，导致心肌间质纤

维化和钙化、心腔扩大及心脏重朔。由此可见，炎症因子在病毒

性心肌炎的发生发展过程中起着重要作用。

白三烯（Leukotriene）是在细胞受到刺激时，细胞膜磷脂在

磷脂酶 A2（PLA2）作用下释放出花生四烯酸（AA）和血小板活

化因子（PAF），再由所产生的游离花生四烯酸经脂氧酶（lipoxy-

genase，LOX） 等一系列催化反应途径生成 [16]。白三烯

（Leukotriene）具有广泛的生物活性，参与了炎症、血栓形成和

图 2各组心肌组织病理改变镜下照片（HE× 400）

Fig. 2 Pathological changes of myocardial tissue in each group under the microscope

Note: group A was the control group; group B was the virus control group; group C was the montelukast sodium group of small dose; group D was the

montelukast sodium group of large dose
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Groups Cases Pathologic score △ CT △ △ CT 2-△ △ CT

Group A 10 0 12.99± 0.21 1.79± 0.21 0.29

Group B 15 2.85± 0.40 9.84± 0.13 -1.35± 0.13 2.56

Group C 20 1.62± 0.32 11.19± 0.30 0.00± 0.30 1.00

Group D 20 0.99± 0.10 11..57± 0.24 0.37± 0.24 0.77

表 2各组中心肌病变积分及 NF-资B mRNA表达情况

Table 2 The expression of nuclear factor kappa mRNA and myocardial lesion score of each group

Note: group A was the control group；group B was the virus control group; group C was the montelukast sodium group of small dose; group D was the

montelukast sodium group of large dose.

速发型过敏反应等多种病理过程，与心脑血管疾病、哮喘和休

克等的发病有密切关系[17-19]。其中白三烯 C4（LTC4）、白三烯

D4（LTD4）、白三烯 E4（LTE4）在 C-6 上均含有半胱氨酰基所

以又被为半胱氨酰白三烯（Cys-LTs）[20]。大量研究表明[21-26]，半

胱氨酰白三烯（Cys-LTs）在心血管系统有重要影响。

研究已证实[27]半胱氨酰白三烯受体拮抗剂各种因素导致

的心肌损伤中有保护作用，尤其是在缺氧环境下导致的心肌损

伤，病毒性心肌炎受损的心肌尚处在缺氧环境中，同时伴有各

种炎症因子的损伤。所以我们猜测，半胱氨酰白三烯受体拮抗

剂不仅通过作用其受体，抑制白三烯直接对心肌的炎性损伤作

用，同时可以纠正心肌缺氧情况，从而达到保护心肌的作用。本

研究发现，半胱氨酰白三烯受体拮抗剂孟鲁司特钠治疗组小鼠

心肌病变积分及 NF-资Bp65 mRNA、NF-资B p65 蛋白的表达明

显低于病毒对照组，而且高剂量组降低更加显著，同时接种病

毒各组心肌病变积分与 NF-资Bp65 mRNA的表达呈正相关，提
示孟鲁司特钠可能通过某个途径阻断了病毒性心肌炎的发展

进程，具有剂量依赖性，剂量越大，其干预治疗效果越佳。推测

机制可能是，孟鲁司特钠通过 NF-资B通路干预病毒性心肌炎
在炎急性期释放各种炎症因子及炎症介质，从而达到保护心肌

细胞的作用。

综上所述，孟鲁司特钠对病毒性心肌炎小鼠心肌损伤具有

保护作用，有望在临床实践中成为病毒性心肌炎预防用药之

一，为患有病毒性心肌炎的儿童带来福音。
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