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丹参酮ⅡA对交感神经系统介导的
心肌细胞炎症反应的作用研究∗

周文秀1　刘芳1　杨俊1

　　[摘要]　目的:观察丹参酮ⅡA(STS)对交感神经系统介导的心肌细胞炎症反应的作用研究。方法:原代培

养大鼠心肌细胞,使用不同浓度STS干预血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)刺激的心肌炎症反应,Real-timePCR及ELISA
方法测定心肌细胞 TLR4、TNF-αmRNA 表达及细胞培养上清液 TNF-α浓度,Westernblot检测细胞浆蛋

白IκB-α及细胞核蛋白 NF-κBp65表达。结果:不同浓度 STS干预后,心肌细胞 TLR4、TNF-αmRNA 表达及

TNF-α浓度下降,心肌细胞浆蛋白IκB-α水平下降及核蛋白 NF-κBp65水平升高,随着干预浓度的升高,这种作

用逐渐增强。结论:STS对 AngⅡ刺激心肌细胞引起的炎症反应有良好的保护作用,其机制与抑制细胞内 NF-κB
激活,减少炎性因子分泌有关。
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EffectofsodiumtanshinoneⅡAsulfonateontheinflammatory
reactionincardiacmusclecellsmediatedbythe

sympatheticnervoussystem
ZHOU Wenxiu　LIUFang　YANGJun

(DepartmentofEmergency,TheRedCrossHospitalofWuhanCity,Wuhan430015,China)
　　Abstract　Objective:ToobservetheeffectofsodiumtanshinoneⅡAsulfonateontheinflammatoryreaction
mediatedbythesympatheticnervoussystemincardiomyocytes.Method:Theprimarymyocardialcellswerecul-
turedinvitro.DifferentconcentrationoftanshinoneⅡA wereperformedtointervenetheinflammatoryresponse
inducedbyangiotensinⅡ.TheexpressionofTLR4andTNF-αmRNA weredetectedbyrealtimePCR,andthe
levelofTNF-αwasmeasuredbyELISA,andtheexpressionofIκBαandNF-κBp65weredetectedby Western
blot.Result:TheexpressionofTLR4andTNF-amRNAincardiomyocytes,aswellastheconcentrationofTNF-α
incellculturesupernanantdecreased.AndthelevelsofmyocardialplasmaproteinIkappaBalphadecreasedand
thelevelsofnuclearproteinNF-kappaBp65increasedafterapplicationofthedifferentconcentrationoftanshinone
ⅡA,andthiseffectwasinaconcentration-dependentmanner.Conclusion:SodiumtanshinoneⅡAsulfonatehasa
positiveeffectontheinflammatoryresponseinducedbyAngⅡstimulationincardiomyocytes,anditsmechanism
mightrelatedtotheinhibitionofNF-κBactivationandthedepressionofsecretionofinflammatorycytokinesinthe
cells.
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　　丹参酮ⅡA(sodiumtanshinoneⅡAsulfonate,

STS)是中药丹参最主要的活性成分,具有提高心

肌成活率,抑制细胞凋亡,并对缺氧/复氧心肌细胞

有保护作用〔1〕。炎症在心血管病的发生发展中起

重要作用。肾素-血管紧张素系统(renin-angioten-
sinsystem,RAS)与心血管病炎症有关,血管紧张

素Ⅱ(angiotensinⅡ,AngⅡ)与其受体结合后,可激

活多种炎性因子,参与炎症损伤〔2〕。本实验采用
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AngⅡ诱导SD乳鼠心肌细胞炎症反应,研究STS
对心肌细胞炎症反应的干预作用。

1　材料与方法

1.1　实验动物与试剂

出生2~3d的SD大鼠乳鼠,雌雄不拘,购自

苏州大学实验动物中心(合格证号SCXK(苏)2008-
0005);丹参酮ⅡA磺酸钠(上海第一生化药业有限

公司),质量分数为98%;AngⅡ(美国 Sigma公

司);PE 标记兔抗鼠 TLR4 单克隆抗体,兔抗鼠

IκB-α抗体,兔抗鼠 NF-κBp65抗体(美国 Santa-
cruz公司);Trizol试剂盒(美国Invitrogen公司);
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大鼠 TNF-αELISA 试剂盒(美国 BDBiosciences
公司)。
1.2　心肌细胞培养

无菌条件下开胸取出SD乳鼠心脏,仔细分离

左室心肌,眼科剪将其剪成0.5~1mm3 大小的组

织块后用胰蛋白酶分次消化,差速贴壁法分离成纤

维细胞。调整细胞浓度为1×109cells/L,接种到

培养瓶,于37℃、5%CO2 孵箱中培养。
1.3　分组及给药

常规培养心肌细胞72h后,将心肌细胞分为5
组:①对照组:不做任何处理;②AngⅡ刺激组:用
AngⅡ10-6 mol/L作用于乳鼠心肌细胞;③低溶

度STS干预组:用STS2μmol/L孵育乳鼠心肌细

胞30min后,再加入10-6 mol/LAngⅡ;④中溶度

STS干预组:用STS10μmol/L孵育乳鼠心肌细

胞30min后,再加入10-6 mol/LAngⅡ;⑤高溶度

STS干预组:用STS50μmol/L孵育乳鼠心肌细

胞30min后,再加入10-6 mol/LAngⅡ。各组细

胞加药后继续培养24h。
1.4　Real-timePCR检测心肌细胞 TLR4、TNF-α
mRNA表达

各组心肌细胞继续培养24h后,Trizol试剂盒

抽提各组心肌细胞的总RNA;取4μlRNA模板进

行逆转录合成cDNA(37℃1h,95℃3min)。扩增

内参 GAPDH 上 游 引 物 序 列 为:5'-ACAGCAA-
CAGGGTGGTGGAC-3',下 游 引 物 序 列 为:5'-
TTTGAGGGTGCAGCGAACTT-3';扩 增 TLR4
上游 引 物 序 列 为:5'-GAATCTCAGCAAAATC-
CCTCA-3',下 游 引 物 序 列 为:5'-TCCTGGG-
GAAAAACTCTTGAT-3';扩增 TNF-α上游引物

序列为:5'-CATGGATCTCAAAGACAACCAA-3
',下游引物序列为:5'-CTCCTGGTATGAAATG-
GCAAAT-3'.采用 ABI7500型定量PCR仪检测基

因表达,结果按目的基因/内参基因比值换算。
1.5　各组细胞培养上清液 TNF-α浓度的测定

各组心肌细胞继续孵育24h后,收集上清液,
采用ELISA试剂盒测定 TNF-α浓度,实验步骤严

格按照试剂盒操作说明进行。
1.6　Westernblot检测细胞浆蛋白IκB-α及细胞

核蛋白 NF-κBp65表达

各组心肌细胞继续培养24h后,提取蛋白,
BCA法定量,调整浓度煮沸灭活待用。采用 West-
ernblot法〔2〕检测细胞浆蛋白IκB-α及细胞核蛋白

NF-κBp65表达,ECL 法爆光显影,采用 gelpro-
4.0软件进行条带灰度的分析。
1.7　统计学处理

采用SPSS18.0统计学软件进行数据处理,计

量资料采用■x±s表示,多组间均数比较采用单因

素方 差 分 析,组 间 两 两 比 较 采 用 LSD-t 检 验,
以P<0.05为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　各组心肌细胞 TLR4、TNF-αmRNA的表达

Real-timePCR检测结果显示,与对照组比较,
AngⅡ刺激组心肌细胞 TLR4mRNA、TNF-αmR-
NA表达明显增加(P<0.05);中、高溶度STS干

预后心肌细胞 TLR4、TNF-αmRNA 表达较 Ang
Ⅱ干预组显著下降(P<0.05)。且随着干预浓度的

升高,TLR4、TNF-αmRNA表达逐惭下降。见表1。

表1　各组心肌细胞TLR4、TNF-αmRNA的表达

■x±s

组别
TLR4mRNA

表达

TNF-αmRNA
表达

对照组 11) 11)

AngⅡ刺激组 12.24±1.04 2.15±0.10
低溶度STS干预组 10.92±1.05 1.95±0.11
中浓度STS干预组 9.04±0.581) 1.50±0.051)

高浓度STS干预组 7.22±0.371) 1.31±0.031)

F 51.92 56.42
P <0.001 <0.001

　　与 AngⅡ刺激组比较,1)P<0.05。

2.2　各组心肌细胞培养上清液 TNF-α浓度

与对照组比较,AngⅡ刺激组上清液 TNF-α浓

度显著增加(P<0.05);中、高溶度STS干预后上

清液 TNF-α浓度较 AngⅡ刺激组显著下降(P<
0.05);且随着干预浓度的升高,TNF-α浓度逐惭下

降。见表2。

表2　各组心肌细胞培养殖上清液TNF-α的浓度

pg/ml,■x±s

组别 TNF-α
对照组 70.48±5.421)

AngⅡ刺激组 153.88±18.52
低溶度STS干预组 124.52±13.40
中浓度STS干预组 101.28±8.851)

高浓度STS干预组 90.41±7.621)

F 11.37
P 0.001

　　与 AngⅡ刺激组比较,1)P<0.05。

2.3　各组细胞浆蛋白IκB-α及核蛋白 NF-κBp65
水平

对照组心肌细胞浆蛋白IκB-α水平最高,而核

蛋白 NF-κBp65水平最低,AngⅡ刺激组心肌细胞

浆蛋白IκB-α最低,而核蛋白 NF-κBp65水平最高

(P<0.05)。不同浓度 STS干预后,STS可抑制

AngⅡ所致的 NF-κB的激活,随浓度增加,这种抑
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制作用越强,见图1。

与 AngⅡ刺激组比较,1)P<0.05。
图1　各组大鼠心肌细胞浆IκB-α和核蛋白NF-κBp65表达水平比较

3　讨论

RAS在心血管系统中发挥着重要作用。Ang
Ⅱ是RAS的主要效应分子,参与了心血管系统生

理和神经调节的全过程,与心脏疾病的发展密切相

关〔3〕。AngⅡ生物学功能主要体现在调节血管张

力和血流、促进细胞生长和增生。研究发现,Ang
Ⅱ还具有致炎作用。AngⅡ可以通过调节细胞因

子、化学趋化因子和黏附因子等多种炎性递质的表

达参与机体炎症反应相关疾病的发生和发展,在动

脉粥样硬化、心肌肥厚等心血管疾病中 AngⅡ除起

到生长因子作用外还发挥着炎性因子的作用〔4-5〕。
TLR4属于跨膜信号传递受体家族,通过传递

炎症信号,在免疫反应中起着重要作用。TLR4与

其配体相互作用下,通过胞内区与接头蛋白髓样细

胞 分 化 因 子 (myeloid differentiation factor,
MyD88)的 TH 结构域相互作用,最终使胞浆内

NF-κB从静息状态下激活,活化的 NF-κB转移到

细胞核内与DNA分子上炎症反应调节基因中启动

子区域的 NF-κB结合位点相结合,启动细胞因子

(IL-6、TNF-α等)以及协同刺激因子 CD86等基因

转录和翻译,导致炎性因子大量释放〔6〕。TLR4可

在心肌细胞胞膜上表达,AngⅡ可通过 TLR4活化

NF-κB,使心肌细胞内 TNF-α表达增加,诱导心肌

细胞炎症反应〔7〕。
STS是传统中药丹参的有效成分,近来研究发

现STS有消炎抗菌、抗病毒、调节免疫、抗肿瘤及

抗氧化等作用,可减轻巨噬细胞产生的炎性因子

NO、TNF-α和IL-6的表达,阻碍 NF-κB 与 DNA
相结合,抑制 NF-κB下游基因的转录,可从多途径

多靶点发挥抗炎、抗氧化、调节免疫等作用,从而维

持心血管系统的正常结构和功能〔1〕。本实验采用

AngⅡ刺激心肌细胞后,TLR4表达增加,同时胞浆

内 NF-κB激活,使胞浆内IκB-α表达下降,细胞核

内 NF-κBp65表达增加,同时 TNF-α分泌增多,表
明 AngⅡ刺激可引起心肌细胞炎症反应,这与既往

研究相似〔8〕。加用 STS后,心肌细胞 TLR4表达

下降,胞浆内 NF-κB激活受到抑制,TNF-α分泌下

降,随着剂量增加,该作用逐渐增强,表明STS可

抑制 AngⅡ刺激心肌细胞引起的炎症反应。
早期研究表明,在许多组织或器官,如肾脏、心

脏和血管中存在着独立的局部RAS,局部组织中的

AngⅡ具有胞内作用,可促进心肌细胞的 DNA 合

成,mRNA转录,导致细胞肥大〔9〕。正常心肌组织

中 TNF-α表达水平较低或不表达,肥厚心肌组织

TNF-α表达明显增加〔10〕。Sriramula等〔11〕在动物

实验研究发现,TNF-α敲除大鼠相比野生型大鼠由

AngⅡ诱导的心肌肥厚明显降低,提示 TNF-α在

AngⅡ诱导的心肌肥厚中起重要作用。Devorah
等〔12〕报道 TNF-α使心肌中成纤维细胞的 AngⅡ
AT1受体上调,二者均可以在心肌组织局部合成分
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泌,具有自分泌和旁分泌作用,共同参与心肌病变

的进展和演变过程。
综上所述,STS对 AngⅡ刺激心肌细胞引起的

炎症反应有良好的保护作用,其机制与抑制细胞内

NF-κB激活,减少炎性因子分泌有关。STS的这种

作用为交感神经调节的炎症性心肌损害的防治研

究提供了新的思路和理论依据,今后仍需对这一机

制进行进一步的探讨。
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第六届老年急重症暨容量管理论坛通知

　　随着人口老龄化的提前到来,带病生存的老年人也越来越多,已成为重要的公共卫生问题。由于老年人机体组织与器官

结构及其生理功能均有一定程度的老化,免疫功能、抗病能力及应急反应减弱,一旦出现疾病,易累及多器官系统,致使临床

诊治的困难增加,死亡率增高。我们在从事急危重症临床和研究的专家、同道的热情支持以及积极参与下,成功举办了五届

有关老年急危重症和容量管理的国家级继续医学教育项目,参会者普遍反映论坛内容新颖,居学术前沿,理论与实践和临床

病例讨论相结合,受益匪浅。
今年6月10日~11日,北京医院急诊科与中国医疗保健国际交流促进会急诊急救分会在北京共同主办国家级继续医

学教育项目"第六届老年急重症暨容量管理论坛"。此次论坛将在以往聚焦容量管理的基础上,结合国内外最新的相关指南

和临床研究,更加广泛地讨论老年急危重症临床问题,更加贴近临床实际,针对热点问题进行学术研讨。
您的支持与参与,将助力论坛充分地交流、开拓思路! 由此,诚挚地邀请并期待您的光临!

会议时间:2017年6月10-11日(周六全天至周日上午)
报到时间:2017年6月9日(周五)
会议地点:北京医院诊疗楼7层·学术报告厅

会议地址:北京市东城区东单大华路1号

联系人:冯光宇　18601184000
温　伟　13811830971

北京医院急诊科

中国医疗保健国际交流促进会急诊急救分会

2017年3月2日
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