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磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠通过P+>4A$$WI%K@9KA
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摘!要!目的%探讨磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠缓解小儿病毒性心肌炎的作用机制" 方法%以 "#A\年 A月至 "#"#年 A月就诊
于该院的 "hB周岁病毒性心肌炎患儿 A"#例为研究对象!根据给药情况!分为磷酸肌酸钠组#果糖二磷酸钠组和磷酸肌酸钠 果̂
糖二磷酸钠组!每组 D#例" 检测治疗前后三组患儿的心肌损伤标志物*心肌肌钙蛋白R&QR-R’和肌酸激酶同工酶&8m4Sc’+#炎
症因子*肿瘤坏死因子%&R;g4%’和白细胞介素 B&GK4B’+及P+>;@表达水平" 使用柯萨奇病毒c组 $型 ;’-Q/株&89c$’病毒
处理人心肌细胞 &U8S’构建模型细胞 &89c$4U8S’!采用 88m4\ 检测细胞活性!以实时荧光定量反转录聚合酶链反应
&>R4YO8>’和蛋白质印迹法检测基因表达!以酶联免疫吸附试验检测细胞因子!以免疫荧光染色确定蛋白表达水平和细胞定位!
以双荧光素酶报告基因实验验证基因靶向关系" 结果%与治疗前相比!磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组患儿体内 QR-R#8m4Sc#
R;g4%及GK4B水平在治疗后均显著降低!P+>4A$$W表达水平在治疗后显著上调" 细胞水平实验发现!将P+>4A$$W P+P+Q0转染至
89c$4U8S!%K@9KA蛋白水平明显降低" 在心肌损伤标志物#炎症因子水平及细胞焦亡水平方面!经磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠
处理的89c$4U8S细胞上述指标水平明显降低$而经磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠处理的转染 P+>4A$$W +-6+W+*,2的 89c$4U8S细
胞和转染 7QE;@4%K@9KA的89c$4U8S细胞中上述指标水平更低!低于仅经磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠处理的89c$4U8S细胞"
结论%磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠可有效缓解小儿病毒性心肌炎!其作用机制可能是通过调控P+>4A$$WI%K@9KA分子轴!抑制
病毒导致的心肌细胞损伤#炎症反应及细胞焦亡"
关键词!磷酸肌酸钠$ 果糖二磷酸钠$ 小儿$ 病毒性心肌炎$ P+>4A$$W$ %K@9KA
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!!病毒性心肌炎是一种弥漫性或局限性的心肌病变"通常
由嗜心肌病毒感染所致+A, ’ 由于小儿免疫系统尚在发育"抵
抗能力较差"因此极易被病毒感染"罹患病毒性心肌炎+", ’ 经
过长期临床实践发现"磷酸肌酸钠和果糖二磷酸钠用于小儿
病毒性心肌炎的治疗"可发挥良好的疗效+$4D, ’ 也有临床研究
结果证实"磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠对小儿病毒性心肌
炎的疗效更佳+<, ’ 但鲜有研究探讨上述联合用药的分子机
制’ 微>;@#P+>;@$为广泛存在于机体中的非编码 >;@"与
人类的多种疾病密切相关+B, ’ 作为疾病标志物"异常上调或
下调的特定P+>;@可能参与调控疾病的发生及发展过程"其
中也不乏针对病毒性心肌炎的相关报道+=, ’ 也有研究结果发
现"调控机体中的P+>;@是药物发挥作用的方式之一+\, ’ 基
于上述研究基础"柯萨奇病毒 c组#89c$作为引发病毒性心
肌炎的病毒之一"已被广泛用于构建病毒性心肌炎模型+?, ’
心肌肌钙蛋白 R#QR-R$为心肌肌肉收缩的调节蛋白"其浓度
会在心肌受到损伤后显著升高%肌酸激酶同工酶#8m4Sc$水
平明显升高时"提示心肌损害%此外"心肌炎是以炎症性病变
为主要表现的疾病"肿瘤坏死因子%#R;g4%$为涉及系统性炎
症的细胞因子"白细胞介素 B#GK4B$为机体抗感染免疫反应中
起重要作用的淋巴因子"两者的水平也与心肌炎的病程密切
相关’ 因此"本研究探讨了磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠对
小儿病毒性心肌炎心肌损伤标志物#QR-R和8m4Sc$(炎症因
子#R;g4%和GK4B$水平的影响"同时筛选出受磷酸肌酸钠联
合果糖二磷酸钠影响显著的 P+>;@"并进一步通过柯萨奇病
毒c组 $型;’-Q/株#89c$$感染心肌细胞"构建病毒性心肌
炎细胞模型"从细胞水平探讨磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠
发挥治疗效果的分子机制"现报告如下’

@A资料与方法
@B@A资料来源

依据)病毒性心肌炎诊断标准*"将 "#A\ 年 A 月至 "#"#
年 A月就诊于我院的符合诊断标准的 "hB周岁病毒性心肌炎
患儿 A"#例作为研究对象"主要临床表现为腹泻(发热(心悸
和气促’ 诊断标准为血清柯萨奇病毒阳性"并符合以下辅助
改变之一&#A$心功能不全%#"$心脏扩大"室壁运动弥漫性降
低%#$$心电图检查显示"以 >波为主的 " 个以上主要导联
aR4R段改变"低电压#新生儿除外$出现异常 o波’ 纳入标
准&年龄 "hB周岁%无先天性心脏病或心脏畸形’ 排除标准&
伴有严重器官功能障碍者%合并免疫系统疾病(代谢系统疾病
者%其他类型心肌炎者’ 本研究获得我院伦理委员会审批通
过#审批号&"#A=A"A<#=B$’ 根据给药情况"将患儿分为磷酸

肌酸钠组(果糖二磷酸钠组和磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组"
每组 D#例’ 磷酸肌酸钠组患儿平均年龄#AAH"$i"H=$$岁%男
性 ""例"女性 A\例’ 果糖二磷酸钠组患儿平均年龄#AAHD$i
$H$"$岁%男性 "=例"女性 A$例’ 磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠
组患儿平均年龄#A#H\"iDH"$$岁%男性 AB例"女性 "D例’ 三
组患儿年龄(性别等资料相似"具备可比性’
@BCA治疗方法

#A$磷酸肌酸钠组患儿使用注射用磷酸肌酸钠+规格&
#H< 3#以 8DU\;$F<O;’" 计$,"A 日 A 3"静脉注射"分 " 次给
药’ #"$果糖二磷酸钠组患儿口服果糖二磷酸钠片+规格&
#H"< 3#以8BUAA;’$FA"O" 计$,"A 日 "## P3IX3"分 " 次给药’
#$$磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组患儿使用注射用磷酸肌酸钠
静脉注射"并口服果糖二磷酸钠片"用法与用量同磷酸肌酸钠
组(果糖二磷酸钠组’ 三组患儿均连续治疗 $周’
@BFA观察指标

分别取治疗前后患儿清晨空腹状态静脉血"已酶联免疫
吸附试验#%KGa@$试剂盒说明书为指导处理患者血液样本"检
测QR-R(8m4Sc(R;g4%和GK4B水平"以及P+>;@表达水平’
@BLA细胞实验方法
AHDHA!材料&#A$细胞’ 人心肌细胞#U8S"上海中乔新舟生
物科技有限公司"货号为 B"##"品牌为 aQ+5-Q5(($%89c$ 病毒
由中国医科院生物技术研究所提供’ #"$仪器’ @cG=<## 型
实时荧光定量聚合酶链反应#O8>$仪#北京安麦格贸易有限
公司$%TGa4<##型凝胶成像分析仪#杭州谷峰科学仪器有限公
司$%Uca4A#?B@型酶标分析仪#上海研卉生物科技有限公
司$’ #$$药品与试剂’ 注射用磷酸肌酸钠#北京朋来制药有
限公司"批准文号为国药准字 U"##B\#=?$%果糖二磷酸钠片
#上海信谊天平药业有限公司"批准文号为国药准字UA???AA"\$’
P+>4A$$W +-6+W+*,2(P+>4A$$W P+P+Q0及 7QE;@4%K@9KA 由广
州市锐博生物科技有限公司设计并合成’ G-&+*2,35-RS

K+7,15Q*’P+-5RS "### R2’-015Q*+,- >5’35-*#货号&AABB\4#A?$购
自上海伟进生物科技有限公司’ R>G[,(法总>;@提取试剂盒
#货号&8E4A$D$$4SK$"逆转录试剂盒#货号&8E4A#"<$?TS$"
总蛋白提取试剂盒#货号&8E4A$<<?4SK$"c8@蛋白法含量测
试盒#货号&8El4"=?\d4abU$"人 QR-R%KGa@试剂盒#货号&
8E4A#AD"#4%KGa@$" 人 8m4Sc %KGa@ 试 剂 盒 # 货 号&
8E4A#A$<D4%KGa@$"人R;g4%%KGa@试剂盒#货号&8E4A#"D?#4%K@$"
人GK4B %KGa@试剂盒#货号&8E4A#"D\$4%K@$"88m4\细胞活力
检测试剂盒#货号&8Eb4AB"B84abU$"均购自武汉纯度生物科
技有限公司’ ’-*+4%K@9KA #货号&dTm?=AD=$"’-*+4T@OEU
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#货号&dTmA#DA=#$"二抗#货号&dT4dA#?$$$"%8K化学发光
试剂盒#货号&dT4dA#<D\$"均购自上海西格生物科技有限公
司’ 双荧光素酶活性检测试剂盒#货号&84\$#D$购自上海彩
佑实业有限公司’
AHDH"!细胞培养(模型构建及转染&采用含 A#_胎牛血清的
ES%S培养基在 $= p(<_8F" 培养箱中培养U8S"即为U8S
组’ 待U8S出现搏动后以 A## RQ+.<# 作为实验接种浓度将
89c$ 作用于U8S"构建病毒性心肌炎模型细胞#89c$4U8S$"
为89c$ 组’ 待模型构建成功后"使用K+7,15Q*’P+-5"###转染
试剂将P+>4A$$W +-6+W+*,2(P+>4A$$W P+P+Q0和 7QE;@4%K@9KA
按实验分组需求分别转染至 89c$4U8S"即为 P+>4A$$W
+-6+W+*,2组(P+>4A$$W P+P+Q0组和F%4%K@9KA组"另设置阴性
对照组#;8组$%D\ 6 后验证转染效率"转染成功即可用于后
续实验’ 另外"采用磷酸肌酸钠和果糖二磷酸钠联合处理上
述各组细胞"根据各组转染的载体不同"分为磷酸肌酸钠 果̂
糖二磷酸钠处理无载体转染89c$4U8S细胞#磷酸肌酸钠 果̂
糖二磷酸钠组$"磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠处理 F%4%K@9KA
组#磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠 F̂%4%K@9KA 组$(磷酸肌酸
钠 果̂糖二磷酸钠处理 P+>4A$$W +-6+W+*,2组#磷酸肌酸钠 果̂
糖二磷酸钠 P̂+>4A$$W +-6+W+*,2组$"磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸
钠处理同时转染 P+>4A$$W P+P+Q和 7QE;@4%K@9KA 的
89c$4U8S细胞#磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠 P̂+>4A$$W P+P+Q̂
F%4%K@9KA组$’
AHDH$!88m4\检测细胞毒性&用不同浓度磷酸肌酸钠或果糖
二磷酸钠处理 89c$4U8S"通过细胞存活率确定磷酸肌酸钠
和果糖二磷酸钠的细胞毒性’ 采用 88m4\检测细胞毒性"将
浓度为 <qA#$ 个IPK的89c$4U8S接种于 ?B孔板"于 $= p(
<_8F" 下稳定 "D 6后"加入不同浓度磷酸肌酸钠#A(<(A#("#
和 $# PP,(IK$或果糖二磷酸钠#A($(<(A#和 "# P3IPK$处理
细胞 "D 6"再加入88m4\孵育后于 D<# -P处测吸光度’
AHDHD!实时荧光定量反转录 O8>#>R4YO8>$检测 P+>4A$$W
水平&细胞中总 >;@用 R2+[,(法 >;@提取试剂盒提取后"再
用反转录试剂盒将其反转录为 QE;@"而后进行扩增"条件为
?< p(A# P+-"?< p($# 0"B# p($# 0"D<个循环’ 引物序列如
下"内参 NB 上游引物为 <t48R8T8RR8TT8@T8@8@4$t"下游
引物为 <t4@@8T8RR8@8T@@RRRT8TR4$t%P+>4A$$W上游引物
为 <t4@@T@@@T@RT88888RT8R84$t"下游引物为 <t4TR@T8R
TTRRT@@TTTT@884$t’ 采 用 "C!!8* 法 以 NB 为 内 参 对
P+>4A$$W的相对表达量进行计算’
AHDH<!蛋白质印迹法检测 %K@9KA的表达&细胞中的总蛋白
!!!!

用蛋白提取试剂盒提取后经 c8@蛋白法含量测试盒检测浓
度"然后将等量提取出的蛋白上样后用 A#_聚丙烯酰胺凝胶
进行电泳分离"结束后转至 O9Eg膜上"用 <_脱脂奶粉封闭
" 6后加入 AsA ### 一抗 ’-*+4%K@9KA 后在 D p下孵育过夜’
次日"去除一抗"加入 AsA ### 二抗孵育 A 6’ 孵育结束后"洗
膜"加%8K发光试剂显影’
AHDHB!%KGa@检测心肌损伤标志物及炎症因子水平&根据
%KGa@"处理人 89c$4U8S细胞"检测细胞心肌损伤标志物
#QR-R和8m4Sc$(炎症因子#R;g4%和GK4B$水平’
AHDH=!免疫荧光检测细胞焦亡&在室温#"< p$下用 D_多
聚甲醛缓冲液处理各实验组细胞 "# P+- 后加入 A_的 ca@
和 #HA_的 R2+*,-4d反应 A 6"然后在 D p下用 ;K>O$ 及
Q’07’054A抗体孵育过夜’ 次日洗脱一抗后加二抗处理 A 6"
并用E@OG对细胞核进行染色’ 染色结束后于荧光显微镜下
拍照’
AHDH\!双荧光素酶报告基因实验验证 P+>4A$$W 和 %K@9KA
的靶向关系&根据双荧光素酶活性检测试剂盒说明书"将
P+>4A$$W和%K@9KA结合片段的序列扩增后插入荧光素酶载
体中构建野生型 %K@9KA载体#%K@9KA4VR$(结合位点序列
突变后插入荧光素酶载体中构建突变型 %K@9KA 载体
#%K@9KA4SNR$"而后将 %K@9KA4VR或 %K@9KA4SNR与
P+>4A$$W P+P+Q0分别转染至 "?$R细胞中在 $= p(<_8F" 下
培养 D\ 6后检测荧光素酶活性’
@BTA统计学方法

本研究数据采用 aOaa "#H#软件进行统计学分析"计量资
料采用 $(i)表示"两组间比较采用 #检验"多组间比较采用单
因素方差分析""k#H#<为差异有统计学意义’

CA结果
CB@A磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠治疗小儿心肌炎的临床
研究

与治疗前相比"治疗后磷酸肌酸钠组(果糖二磷酸钠组和
磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组患儿体内心肌损伤标志物
#QR-R(8m4Sc$和炎症因子#R;g4%(GK4B$水平显著降低"差异
均有统计学意义#"k#H#<$"见表 A’ 治疗前后患儿静脉血样
本中异常表达的P+>;@见图 A"结果显示"P+>4A$$W表达水平
在每组治疗后均显著上调’
CBCA磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠通过8/!U@FFD对9X;FU
H91的影响

采用>R4YO8>检测心肌细胞中 P+>4A$$W 水平发现"与
U8S组P+>4A$$W水平#AH##i#H#=$相比"89c$ 组 P+>4A$$W
!!!表 @A三组患儿治疗前后心肌损伤标志物变化比较"%!‘"#

2$D@A908G$%/#0+0-&’$+4"#0-8$%R"%#0-8E0&$%,/$./+K*%E $80+4 )’%""4%0*G#D"-0%"$+,$-)"%)%"$)8"+)"%!‘"#

组别
QR-RI#-3IPK$ 8m4ScI#NIK$

治疗前 治疗后 # " 治疗前 治疗后 # "
磷酸肌酸钠组#!eD#$ #H<Bi#H#\ #H$$i#H#D DH$$ #H#A" $A" $"H#\i$H?$ A?H\<i"H$" DHBD #H##? =#D
果糖二磷酸钠组#!eD#$ #H<=i#H#? #H$=i#H#B $HA\ #H#$$ <$< $"H?Di"H=< A?H=Di"HAD BH<B #H##" =\\
磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组#!eD#$ #H<<i#H#\ #H#?i#H#D \H\\ #H### \\\ $"H$DiAH== A#HD"iAH=? A<H#= #H### AA$

组别
R;g4%I#73IPK$ GK4BI#73IPK$

治疗前 治疗后 # " 治疗前 治疗后 # "
磷酸肌酸钠组#!eD#$ "D#H##i<H## A#<HDDiAAH=D A\H"B #H### #<$ $$#H"DiDH<< AD"H\BiA\HB" ABH?$ #H### #=A
果糖二磷酸钠组#!eD#$ ""$HDDiA=HDB ?BH=Ai?H#? AAHA< #H### $B\ $$<HD"iABHD\ A"?HA=iDH"\ "#H?\ #H### #$A
磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组#!eD#$ "ABH?AiA$HAD A<H=$i$HA= "<H== #H### #A$ $"<HA#i$AH<= =DH#Di\HB= A$H"\ #H### A\B
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图 @A病毒性心肌炎患儿经磷酸肌酸钠联合果糖二磷
酸钠治疗前后8/!Q:表达谱

O/4 @A5bG%"##/0+G%0-/."0-8/!Q:/+&’/.,%"+N/)’6/%$.
8E0&$%,/)/#D"-0%"$+,$-)"%)’")%"$)8"+)0-&%"$)/+"
G’0#G’$)"#0,/*8&08D/+",N/)’-%*&)0#",/G’0#G’$)"

水平##H<#i#H#?$显著降低"磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组
89c$4U8S中P+>4A$$W水平##H?Di#H#<$显著上调"三组的差
异有统计学意义#?eDAHBB""e#H### $$’ P+>4A$$W +-6+W+*,2
!!!!

转染至 89c$4U8S后的 >R4YO8>检测结果显示"与 ;8组
P+>4A$$W 水平 # AH#" i#H#D $ 相比" P+>4A$$W +-6+W+*,2组
P+>4A$$W水平 ##H#$i#H#B$显著降低"差异有统计学意义
##eA=H<$""e#H### #B"$’ 检测 QR-R(8m4Sc(R;g4%及 GK4B
水平发现"与89c$ 组相比"心肌损伤标志物及炎症因子在磷
酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组89c$4U8S中显著降低"但磷酸肌
酸钠 果̂糖二磷酸钠 P̂+>4A$$W +-6+W+*,2组 89c$4U8S中与
89c$ 组相近"见表 "’ 免疫荧光染色结果显示"与 89c$ 组相
比"磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组 89c$4U8S中 ;K>O$ 及
Q’07’054A显著被抑制"P+>4A$$W +-6+W+*,2组的89c$4U8S细胞
焦亡标志物水平无显著变化"见图 "’
表 CA磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠处理对心肌细胞损伤

标志物及炎症因子水平的影响
2$DCA5--"&)0-&%"$)/+"G’0#G’$)"#0,/*8&08D/+",N/)’
-%*&)0#",/G’0#G’$)"0+8$%R"%#0-8E0&$%,/$./+K*%E $+,

/+-.$88$)0%E -$&)0%#

项目 89c$组
磷酸肌酸钠^
果糖二磷
酸钠组

磷酸肌酸钠^
果糖二磷酸钠^
P+>4A$$W
+-6+W+*,2组

? "

QR-RI#-3IPK$ ABH#Bi#H=# AH?=i#HD# A$H\#iAHDD A\\H?# #H### #$"
8m4ScI#NIK$ <AH$"i"H## =H#Di"H"\ D<H<DiAH"? D=?H=# #H### #D<
R;g4%I#73IPK$ <=H\"iAHB# \HABi"H<" <BH#\i#H\? =$=H<# #H### #=A
GK4BI#73IPK$ AB<H?Bi=H=# DBH?AiAAHB= A<#H<?i"#H\D <?H?# #H### A##

图 CA磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠通过8/!U@FFD对9X;FUH91焦亡的影响
O/4 CA5--"&)0-&%"$)/+"G’0#G’$)"#0,/*8&08D/+",N/)’-%*&)0#",/G’0#G’$)"0+GE%0G)0#/#0-9X;FUH91)’%0*4’8/!U@FFD

CBFA8/!U@FFD与5I:XI@的靶向关系
%K@9KA#%K@94(+X572,*5+- A$与P+>4A$$W的靶向结合位点

见图 $#@$’ 双荧光素酶报告基因实验结果显示"与 ;8组相
比"P+>4A$$W P+P+Q0组%K@9KA野生型载体#%K@9KA4VR$的荧
光素酶活性显著降低"差异有统计学意义#"k#H#<$%但两组
%K@9KA突变型载体#%K@9KA4SNR$的荧光素酶活性比较"差
异无统计学意义#"j#H#<$"见表 $’ 在 89c$4U8S中转染
P+>4A$$W P+P+Q0后的>R4YO8>检测结果显示"与;8组P+>4A$$W
水平#AH#Ai#H#D$相比"P+>4A$$W P+P+Q0组89c$4U8S中P+>4A$$W
水平#"H"\i#H""$显著升高"差异有统计学意义 ##e?H\B"
"e#H### B$’ 蛋白质印迹法检测结果发现"P+>4A$$W P+P+Q0
组%K@9KA蛋白水平显著低于;8组"见图 $#c$’
CBLA磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠通过 8/!U@FFDa5I:XI@
分子轴对9X;FUH91细胞损伤%炎症反应及细胞焦亡的影响

蛋白质印迹法检测 %K@9KA 蛋白水平结果显示"与 89c$

!!!表 FA双荧光素酶报告基因实验验证8/!U@FFD与
5I:XI@的靶向关系

2$DFA3*$.U.*&/-"%$#"%"G0%)"%4"+"$##$E 6$./,$)"#)’"
)$%4")/+4 %".$)/0+#’/GD")N""+8/!U@FFD$+,5I:XI@

项目 ;8组 P+>4A$$W P+P+Q0组 # "
%K@9KA4VR AH#Di#H#$ #HDDi#H#B A"H=# #H##B A$"
%K@9KA4SNR AH#Ai#H#< #H??i#H#B #HBA #HB#$ <#D

组相比"磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组 89c$4U8S中 %K@9KA
蛋白水平显著降低"磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠 F̂%4%K@9KA
组中%K@9KA蛋白水平显著高于磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠
组"磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠 F̂%4%K@9KA P̂+>4A$$W P+P+Q0
组%K@9KA蛋白水平显著低于磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠^
F%4%K@9KA组"上述差异均有统计学意义#"k#H#<$"见图 D
#@$’ 各组心肌损伤标志物(炎症因子及细胞焦亡结果显示"
磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组 89c$4U8S心肌细胞中 QR-R(
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@:P+>4A$$W和%K@9KA的结合位点%c:P+>4A$$W对%K@9KA
蛋白表达水平的影响

@:W+-.+-30+*50W5*Z55- P+>4A$$W ’-. %K@9KA% c:5115Q*,1
P+>4A$$W ,- 5M72500+,- ,1%K@9KA 72,*5+-

图 FA8/!U@FFD与5I:XI@的靶向关系
O/4 FA2$%4")/+4 %".$)/0+#’/GD")N""+8/!U@FFD$+,5I:XI@

!!!!!

8m4Sc(R;g4%和GK4B水平";K>O$(Q’07’054A表达水平显著低
于89c$ 组%磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠 F̂%4%K@9KA组QR-R(
8m4Sc(R;g4%和GK4B水平";K>O$(Q’07’054A表达水平显著高
于磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠组%而磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸
钠 F̂%4%K@9KA P̂+>4A$$W P+P+Q0组 89c$4U8S细胞损伤(炎
症因子及细胞焦亡标志物水平均显著低于磷酸肌酸钠 果̂糖
二磷酸钠 F̂%4%K@9KA 组"上述差异均有统计学意义 #"k
#H#<$"见表 D(图 D#c$’

FA讨论
病毒性心肌炎为儿科常见的后天性心脏疾病"具有扩张型

心肌病(预后差等多种不良影响+A#, ’ 在小儿病毒性心肌炎的
治疗中"磷酸肌酸钠(果糖二磷酸钠及两者联合应用成为临床
上较为常见的有效治疗方法+AA4A", ’ 尤其是磷酸肌酸钠联合果
糖二磷酸钠的疗效得到了广泛的认可+A$4AD, ’ 但对联合用药作
用机制的研究缺失成为该治疗方案进一步推广中亟待解决的
问题’ 本研究通过临床治疗肯定了磷酸肌酸钠联合果糖二磷
酸钠的疗效"筛选出有可能参与药效发挥的 P+>;@"并在细胞
!!!表 LA磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠通过8/!U@FFDa5I:XI@分子轴对9X;FUH91细胞损伤及炎症反应的影响

2$DLA5--"&)0-&%"$)/+"G’0#G’$)"#0,/*8&08D/+",N/)’-%*&)0#",/G’0#G’$)"0+&"../+K*%E $+,/+-.$88$)0%E
%"#G0+#"0-9X;FUH91 )’%0*4’8/!U@FFDa5I:X

项目 89c$组
磷酸肌酸钠 果̂糖
二磷酸钠组

磷酸肌酸钠 果̂糖二磷
酸钠 F̂%4%K@9KA组

磷酸肌酸钠 果̂糖二磷酸钠 F̂%4
%K@9KA P̂+>4A$$W P+P+Q0组 ? "

QR-R#-3IPK$ ADH"#iAH"$ $H<AiAH<? ADHBAi#HA" $HDBi#HB$ #H?\ #H### #="
8m4Sc#NIK$ D?HD=i"H<" =H="i"H"= D\H\Ai"H#= \H$<iAH#$ D#AHB# #H### #"$
R;g4%#73IPK$ <=HD#iAH=A BHD=iAHD$ <<HA?iAH#A =H"?iAH\$ #HA= #H### #?D
GK4B#73IPK$ A=#H<DiBH<\ D=H#?i$HBB A<"H<<iABH?$ <"H\=i"H=? AD$H?# #H### #<A

@:%K@9KA蛋白水平%c:细胞焦亡情况
@:5M72500+,- ,1%K@9KA 72,*5+-% c:7/2,7*,0+0,1&+2’(P/,Q’2.+*+0P,.5(Q5((0

图 LA磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠通过8/!U@FFDa5I:XI@分子轴对9X;FUH91焦亡的影响
O/4 LA5--"&)0-&%"$)/+"G’0#G’$)"#0,/*8&08D/+",N/)’-%*&)0#",/G’0#G’$)"0+GE%0G)0#/#0-9X;FUH91

)’%0*4’8/!U@FFDa5I:XI@ 80."&*.$%$b/#
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水平对此机制加以验证’
本研究在临床水平和细胞水平的结果均证实"P+>4A$$W

在病毒性心肌炎患儿血液样本及 89c$ 感染的心肌细胞中表
达显著下调"而经过磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠治疗后
P+>4A$$W表达水平显著上调%后续细胞水平的实验结果也表
明"敲降89c$ 感染的心肌细胞中 P+>4A$$W后"磷酸肌酸钠联
合果糖二磷酸钠可逆转89c$ 所致细胞损伤(炎症反应及细胞
焦亡的抑制作用’ 该结果不仅提示异常低表达的P+>4A$$W有
成为小儿病毒性心肌炎标志物的潜在可能性"也表明磷酸肌酸
钠联合果糖二磷酸钠对小儿病毒性心肌炎的治疗作用可能是
通过上调 P+>4A$$W 表达"进而抑制病毒对心肌细胞的损伤’

有研究结果提出"过表达 P+>4A$$W 可减弱病毒对心肌炎患儿
心肌细胞的损伤+A<, %过表达 P+>4A$$W 能够有效降低细胞中
GK4A&(GK4B及R;g4%水平"缓解炎症反应+AB, %细胞焦亡关键基
因;K>O$是P+>4A$$W的潜在下游靶基因+A=, ’ 上述研究也从
多个角度进一步支撑了本研究结果’

P+>;@通过调节下游靶基因参与细胞的生理过程已得到
广泛证实"通过 a*’2c’05预测发现 %K@9KA 是 P+>4A$$W 的靶
基因之一"进一步采用双荧光素酶报告基因实验及蛋白质印迹
法检测发现"P+>4A$$W 靶向负调控 89c$4U8S中 %K@9KA 蛋
白’ 本研究中"P+>4A$$W的靶基因 %K@9KA被过表达后"磷酸
肌酸钠联合果糖二磷酸钠对 89c$ 感染心肌细胞的治疗作用
将被显著削弱"可见"%K@9KA 在磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸
钠治疗小儿病毒性心肌炎中意义重大’ %K@9KA 是一种广泛
表达的>;@结合蛋白"能够作为 >;@调节因子"通过多种转
录后机制介导多种蛋白的表达+A\, ’ 有研究结果表明"人肺上
皮细胞中 %K@9KA 表达被抑制后"R;g4%(GK4B(GK4A&及 GK4A\
等多种炎症因子的释放也随之减少%此外"与细胞焦亡相关的
;K>O$(T’0.52P+- E及Q’07’054A蛋白水平也显著降低+A?, ’ 针
对人心室肌细胞的研究结果也表明"敲除%K@9KA基因可通过
抑制 ;K>O$(Q’07’054A 和 GK4A&"缓解高糖诱导的细胞焦
亡+"#, ’ 以上结果与本研究一致"即过表达 %K@9KA 能够促进
89c$4U8S细胞焦亡和炎症反应’

综上所述"磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠通过上调病毒性
心肌炎心肌细胞中P+>4A$$W的表达"抑制%K@9KA蛋白"从而
缓解89c$ 对心肌细胞的损伤"抑制炎症反应和细胞焦亡’ 本
研究结果可为磷酸肌酸钠联合果糖二磷酸钠治疗小儿病毒性
心肌炎提供分子机制方面的支持’
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