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[摘　 要] 　 目的　 探讨丹参乙酸镁(ＭＬＢ)抗心肌缺血再灌注( ＩＲ)细胞程序性坏死的作用及机制ꎮ 方法　 采用大

鼠左冠状动脉侧支阻断法建立心肌梗死模型ꎮ 缺血 １ ｈ 后再灌注 ３ ｈꎬ建立心肌 ＩＲ 损伤模型ꎮ 将大鼠随机分为 ７
组:正常对照组、假手术组、ＩＲ 组、ＭＬＢ 低剂量(１０ ｍｇ / ｋｇ) ＋ＩＲ 组、ＭＬＢ 高剂量(３０ ｍｇ / ｋｇ) ＋ ＩＲ 组、Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ￣１
(Ｎｅｃ￣１ꎻ３ ｍｇ / ｋｇ)＋ＩＲ 组、溶媒(生理盐水)＋ＩＲ 组(ｎ＝ ６~ ８)ꎮ 氯化三苯四唑染色法检测心肌梗死面积ꎬＨＥ 染色观

察心肌组织形态变化ꎬ分光光度法检测血清肌酸激酶(ＣＫ)活性ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测程序性坏死相关蛋白受体相互作

用蛋白激酶 １(ＲＩＰＫ１)及 ＲＩＰＫ３ 表达水平ꎮ 结果　 高剂量 ＭＬＢ 可显著减轻 ＩＲ 大鼠心肌梗死面积、ＣＫ 释放和改善

心肌组织结构ꎬ伴随抑制 ＲＩＰＫ１ 及 ＲＩＰＫ３ 蛋白表达上调ꎬ该作用优于阳性对照药 Ｎｅｃ￣１ꎮ 结论　 ＭＬＢ 具有抗心肌

细胞程序性坏死作用ꎬ其机制与抑制 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 的蛋白表达有关ꎮ
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ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＲＩＰＫ１ ａｎｄ ＲＩＰＫ３ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ.

　 　 坏死和凋亡是细胞死亡的两种主要途径ꎮ 传统

观点认为ꎬ坏死是一种意外的、不受调控的被动死亡

方式ꎬ而凋亡则是一种受到严密调控的主动死亡方

式ꎮ 最近的研究表明ꎬ坏死也受到信号通路严密调

控ꎬ称为调节性坏死ꎬ包括程序性坏死(ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ )、 铁 坏 死 ( ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ )、 ｐｙｒｏｎｅｃｒｏｓｉｓ、
ｐａｒｔｈａｎａｔｏｓ 等ꎬ其中程序性坏死研究最为清楚[１]ꎮ 程

序性坏死又称为坏死样凋亡(ｎｅｃｒｏｐｔｏｓｉｓ)ꎬ是受体相

互作用蛋白激酶 １(ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ
１ꎬＲＩＰＫ１) / ＲＩＰＫ３ 依赖的细胞死亡方式[２]ꎮ 研究表

明ꎬ程序性坏死出现在多种损伤相关性疾病如心肌缺

血、脑缺血等[３￣４]ꎮ ＲＩＰＫ１ 特异性抑制剂 Ｎｅｃｒｏｓｔａｔｉｎ￣１
(Ｎｅｃ￣１)能显著减轻大鼠心肌缺血再灌注(ｉｓｃｈｅｍｉａ￣
ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎꎬＩＲ)损伤[５]ꎬ提示抑制程序性坏死是减轻

心肌 ＩＲ 损伤的有效途径ꎬＲＩＰＫ１ 有望成为抗心肌缺

血损伤的新靶点ꎮ
丹参乙酸镁(ｓａｌｖｉａ ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍａｔｅ Ｂꎬ

ＭＬＢ)是已上市的抗心绞痛药丹参多酚酸盐的主要

药理活性成分ꎬ可通过其抗氧化、抗血栓等作用对

缺血心肌产生保护作用[６]ꎮ 已知心肌 ＩＲ 时程序性

坏死显著增强ꎬＭＬＢ 抗心肌 ＩＲ 损伤作用是否涉及

抑制程序性坏死尚不清楚ꎮ 本研究将利用大鼠心

肌 ＩＲ 损伤模型探讨 ＭＬＢ 抗细胞程序性坏死的作用

及机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 动物、细胞和试剂

ＳＤ 雄性大鼠ꎬ２２０~２５０ ｇꎬ购自中南大学实验动

物部ꎻＨ９Ｃ２ 心肌细胞株ꎬ由中国科学院上海实验细

胞中心提供ꎬ来源于胚胎期 ＢＤ１Ｘ 大鼠心肌细胞ꎮ
氯化 三 苯 四 唑 ( ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬ

ＴＴＣ)染料及 Ｎｅｃ￣１ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ高糖 ＤＭＥＭ 培

养基购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ胎牛血清购自 ＢＩ 公司ꎬ肌酸

激酶(ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅꎬＣＫ)试剂盒购自北京中生北控

生物科技股份有限公司ꎬ低分子量蛋白预染 Ｍａｒｋｅｒ、
ＢＣＡ 蛋白定量检测试剂盒均购自碧云天生物技术

研究所ꎬ兔抗 ＲＩＰＫ１、兔抗 ＲＩＰＫ３ 抗体购自 Ａｂｃａｍ
公司ꎬ小鼠抗 ＧＡＰＤＨ 抗体购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ山羊抗

小鼠、山羊抗兔 ＩｇＧ 购自碧云天公司ꎬ聚偏二氟乙烯

膜购自 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ 公司ꎮ
１.２　 动物模型建立、实验分组与给药

将 ＳＤ 大鼠随机分为 ７ 组:正常对照组、假手术

组、ＩＲ 组、ＭＬＢ 低剂量(１０ ｍｇ / ｋｇ) ＋ＩＲ 组、ＭＬＢ 高

剂量(３０ ｍｇ / ｋｇ)＋ＩＲ 组、Ｎｅｃ￣１(３ ｍｇ / ｋｇ)＋ＩＲ 组、溶
媒(生理盐水)＋ＩＲ 组ꎬ每组动物数为 ６ ~ ８ 只ꎮ 造模

时ꎬ大鼠腹腔注射 ３％的戊巴比妥钠(３０ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ麻
醉后行气管插管术ꎬ连上呼吸机ꎬ正压通气ꎬ呼吸频

率 ５３ 次 / 分ꎬ潮气量约 １５ ｍＬ / ｋｇꎬ将大鼠四肢与心

电图机相连以便观测心电变化ꎮ 剪去胸毛ꎬ于胸左

侧第 ３、４ 肋间开胸ꎬ撕开心包膜ꎬ以左心耳及肺动脉

圆锥间的左冠状静脉主干为标志ꎬ用 ５ 号线结扎左

冠状动脉前降支ꎬ以心电图 Ｓ￣Ｔ 段显著抬高、心尖变

白等为标志ꎬ表示造模成功ꎬ缺血 １ ｈ 后松开线结再

灌注 ３ ｈꎮ 对 ＭＬＢ 高剂量和低剂量组大鼠ꎬ于心肌

缺血 ３０ ｍｉｎ 时尾静脉注射给药ꎻ对 Ｎｅｃ￣１ 组和溶媒

组大鼠ꎬ于心肌缺血 １０ ｍｉｎ 时腹腔注射给药ꎮ
１.３　 心肌梗死面积测定

取新鲜鼠心于－２０℃冷冻 ３０ ｍｉｎ 或－７０℃冷冻

１０ ｍｉｎ 后ꎬ以结扎部位为界ꎬ从心尖处垂直心脏纵

轴横切 ５~６ 片ꎬ每片 １ ｍｍ 左右ꎬ置于 １％ＴＴＣ 染色

液中 ３７℃避光染色 １５ ｍｉｎꎬ３~５ ｍｉｎ 振摇 １ 次ꎬ使染

色均匀ꎬ再磷酸盐缓冲液洗涤后用 ４％多聚甲醛固

定 ２４ ｈ 左右拍照ꎬＩｍａｇｅ Ｊ 软件分别测定风险面积

和梗死面积ꎮ 梗死面积大小用二者比值表示ꎮ
１.４　 肌酸激酶活性测定

再灌注结束后ꎬ经左心室取血ꎬ分离血浆ꎬ按 ＣＫ
试剂盒说明书步骤操作ꎬ反应结束后用全自动酶标

仪于波长 ３４０ ｎｍ 处测定吸光度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬＡ)值ꎬ
即 Ａ３４０ ｎｍꎬ记录连续 ３ ｍｉｎ 的 Ａ３４０ ｎｍ变化率ꎮ 按以下

公式计算 ＣＫ 活性:ＣＫ(Ｕ / Ｉ)＝ △Ａ / 消光系数×Ｖｔ /
Ｖｓ×１０００ꎮ Ｖｔ:反应总体积ꎬ２.５ ｍＬꎻＶｓ:样品体积ꎬ
５０ μＬꎻ消光系数:６.３ꎮ
１.５　 ＨＥ 染色及心肌组织病变检测

各组处理结束后ꎬ对鼠心用 １％磷酸盐缓冲液

和 ４％多聚甲醛进行在体灌流ꎬ待心血充分洗净后ꎬ
将心用 ４％ 多聚甲醛 ４℃ 固定 １８ ~ ２４ ｈꎬ再置于

０􀆰 ０２％ ＮａＮ３ 中 ４℃长期保存ꎬ直至包埋ꎬ制成厚约

５ μｍ的石蜡切片ꎮ 进行 ＨＥ 染色后ꎬ显微镜(Ｎｉｋｏｎ
Ｅｃｌｉｐｓｅ ８０ｉꎬ日本)观察比较各组病变ꎮ
１.６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测程序性坏死标志蛋白表达

水平

ＲＩＰＡ 液裂解组织获取总蛋白并定量ꎬ取 ３０~５０
μｇ 蛋白上样ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白后ꎬ将
蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜上ꎻ封闭后孵育一抗

(ＲＩＰＫ１:１ ∶ ２００ꎻＲＩＰ３:１ ∶ ２００ꎻＧＡＰＤＨ:１ ∶ １０００)

２７５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



４℃过夜ꎮ 缓冲液洗涤后加相应二抗 (山羊抗兔

ＩｇＧ:１ ∶ ２０００ꎻ羊抗小鼠 ＩｇＧ:１ ∶ ２０００)室温 １ ｈꎬＥＣＬ
显影ꎮ Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对条带进行灰度分析ꎬ以对照组

目的蛋白条带与内参的比值作为 １ꎬ其他组再用该

比值标化ꎮ
１.７　 统计学方法

统计分析均采用 ＳＰＳＳ １１.０ 软件ꎬ计量数据均

采用 ｘ±ｓ 表示ꎮ 多组均数比较采用 ＡＮＯＶＡ 及 Ｂｏｎ￣
ｆｅｒｒｏｎｉ’ｓ 多重比较 ｔ 检验分析ꎮ Ｐ<０.０５ 认为差异具

有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 丹参乙酸镁可减轻心肌缺血再灌注损伤

将心肌组织切片作 ＴＴＣ 染色ꎬ未梗死区红染ꎬ
梗死区呈白色ꎬ梗死区域与左冠状动脉前支供血区

域吻合ꎬ表明造模成功ꎮ ＩＲ 组心肌梗死面积为

５６􀆰 ９％±３. ７％ꎬ明显高于假手术组ꎮ 低剂量 ＭＬＢ
(１０ ｍｇ / ｋｇ ) 干 预 后ꎬ 有 降 低 梗 死 面 积 的 趋 势

(５１.５％±３.９％比 ５６. ９％ ± ３. ７％ꎬＰ > ０. ０５)ꎻ高剂量

ＭＬＢ(３０ ｍｇ / ｋｇ)则显著降低 ＩＲ 所致的梗死面积

(２５.１％±１.８％比 ５６.９％±３.７％ꎬＰ<０.０１)ꎮ 程序性坏

死阳性对照药 Ｎｅｃ￣１ 也能显著减少 ＩＲ 所致的梗死

面积(３６.９％±１.９％比 ５６.９％±３.７％ꎬＰ<０.０５)ꎬ但强

度不如高剂量 ＭＬＢꎮ ＭＬＢ 溶媒(生理盐水)对 ＩＲ 所

致的梗死面积没有明显影响(图 １)ꎮ
ＣＫ 为反映心肌损伤的生化金指标ꎮ 与心肌梗

死面积吻合ꎬＩＲ 组血清 ＣＫ 活性明显升高ꎬ高剂量

ＭＬＢ 和程序性坏死阳性药均能降低血清 ＣＫ 活性ꎬ
但 ＭＬＢ 效果更强ꎬＭＬＢ 溶媒(生理盐水)对 ＩＲ 所致

的 ＣＫ 释放没有明显影响(图 １)ꎮ

图 １. 丹参乙酸镁对心肌缺血再灌注损伤的影响(ｎ＝ ６~８)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为假手术组ꎬＣ 为 ＩＲ 组ꎬＤ 为 ＭＬＢ 低剂量＋ＩＲ 组ꎬＥ
为 ＭＬＢ 高剂量＋ＩＲ 组ꎬＦ 为 Ｎｅｃ￣１＋ＩＲ 组ꎬＧ 为溶媒＋ＩＲ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＩＲ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＬＢ ｏｎ ｍｙｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ ｉｎｊｕｒｙ(ｎ＝ ６~８)

　 　 为了进一步观察心肌组织结构变化ꎬ我们对心

肌组织进行了 ＨＥ 染色ꎬ发现 ＩＲ 组心肌纤维纹理紊

乱、皱缩和溶解ꎬ细胞间隙中大量炎性细胞浸润、水
肿ꎬ低剂量 ＭＬＢ 干预后ꎬ有改善病变的趋势ꎬ高剂量

ＭＬＢ 和程序性坏死阳性药 Ｎｅｃ￣１ 则能明显抑制该现

象ꎬ但 ＭＬＢ 效果更强ꎬＭＬＢ 溶媒(生理盐水)对 ＩＲ
所致的心肌组织改变没有明显影响(图 ２)ꎮ
２.２ 　 丹参乙酸镁对程序性坏死标志蛋白表达的

影响

与假手术组相比ꎬＩＲ 组的 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 均

明显上调(Ｐ<０.０１)ꎻ低剂量 ＭＬＢ(１０ ｍｇ / ｋｇ)干预

后ꎬ有抑制 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 表达上调趋势ꎬ高剂量

ＭＬＢ(３０ ｍｇ / ｋｇ)则显著抑制 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 表达

上调 ( Ｐ < ０. ０１)ꎻ ＲＩＰＫ１ 的抑制剂 Ｎｅｃ￣１ 能阻止

Ｒ１ＰＫ１ 表达上调(Ｐ<０.０１)ꎬ但对 ＲＩＰＫ３ 表达变化

无影响ꎻＭＬＢ 溶媒对 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 表达变化无

明显影响(图 ３)ꎮ

３　 讨　 论

心肌缺血的直接后果是导致心肌细胞死亡ꎮ
降低心肌耗氧ꎬ恢复心肌供血是目前治疗心肌缺血

的基本原则ꎬ但血液再灌注后会出现心肌缺血损伤

进一步加重现象ꎬ即 ＩＲ 损伤[７]ꎮ 坏死和凋亡是 ＩＲ
后心肌细胞死亡的两种主要方式ꎬ其中坏死占主导

地位ꎮ 传统观点认为ꎬ坏死是一种被动死亡方式ꎬ
不受调控ꎻ而凋亡则是一种主动死亡方式ꎬ受到严

密调控ꎮ基于这一观点ꎬ目前抗心肌细胞坏死的药
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图 ２. 丹参乙酸镁对心肌缺血再灌注所致心肌组织结构变化的影响　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为假手术组ꎬＣ 为 ＩＲ 组ꎬＤ 为 ＭＬＢ 低剂量

＋ＩＲ 组ꎬＥ 为 ＭＬＢ 高剂量＋ＩＲ 组ꎬＦ 为 Ｎｅｃ￣１＋ＩＲ 组ꎬＧ 为溶媒＋ＩＲ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＬＢ ｏｎ ｍｏｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｈｅａｒｔ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ ｉｓｃｈｅｍｉａ￣ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ

图 ３. 丹参乙酸镁对程序性坏死标志蛋白表达的影响(ｎ＝ ６~
８)　 　 Ａ 为正常对照组ꎬＢ 为假手术组ꎬＣ 为 ＩＲ 组ꎬＤ 为 ＭＬＢ 低剂

量＋ＩＲ 组ꎬＥ 为 ＭＬＢ 高剂量＋ＩＲ 组ꎬＦ 为 Ｎｅｃ￣１＋ＩＲ 组ꎬＧ 为溶媒＋ＩＲ
组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ＩＲ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＬＢ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｎｅｃｒｏｓｉｓ(ｎ＝ ６~８)

物均为广谱的抗氧化、抗炎症等药物ꎬ尚缺少抗心

肌细胞坏死的特异性药物ꎮ 新近的研究表明ꎬ细胞

坏死也可受信号通路严密调控ꎬ称为调节性坏

死[８￣９]ꎬ其中以程序性坏死的信号通路研究最为
透彻ꎮ

程序性坏死可由多种因子诱导发生ꎬ 其中

ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 是其中的关键激酶ꎬＲＩＰＫ１ 的激酶

活性可影响程序性坏死的启动ꎮ 当 ＲＩＰＫ１ 的 Ｓｅｒ８９
位发生磷酸化或者当 ＲＩＰＫ１ 的 １３８ 位天冬氨酸发

生突变ꎬ破坏 ＲＩＰＫ１ 的激酶活性ꎬ可中断 ＲＩＰＫ１ 依

赖的程序性坏死ꎮ ＲＩＰＫ１ 抑制剂(Ｎｅｃ￣１)也可阻断

肿瘤坏死因子 α 诱导的程序性坏死[１０]ꎮ ＲＩＰＫ１ 和

ＲＩＰＫ３ 结合形成坏死复合物是介导程序性坏死发生

的重要机制ꎮ 研究报道ꎬＩＲ 时 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 的

蛋白表达水平均显著上升[１１]ꎬ提示程序性坏死通路

被激活ꎻＮｅｃ￣１ 能显著减轻心肌 ＩＲ 损伤[１２]ꎬ提示程

序性坏死通路被抑制ꎮ 本实验发现ꎬ大鼠心肌 ＩＲ
后ꎬ心肌组织 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 的蛋白表达上调ꎬ给
予 Ｎｅｃ￣１ 处理后能显著降低心肌梗死面积ꎬ减少 ＣＫ
释放和改善心肌组织结构ꎮ 这些结果表明ꎬ抑制心

肌细胞程序性坏死是减轻 ＩＲ 损伤的有效手段ꎬ但目

前除了少数工具药物外ꎬ有关具有抗心肌程序性坏

死药物的报道非常有限ꎮ
ＭＬＢ 是已用于临床的抗心绞痛药丹参多酚酸

盐的主要药理活性成分ꎬ具有抗氧化、抗血栓等作

用ꎬ可明显改善心肌缺血症状ꎮ 本实验结果显示ꎬ
ＭＬＢ 可显著降低心肌梗死面积ꎬ减少 ＣＫ 释放和改

善心肌组织结构ꎬ伴随抑制心肌组织 ＲＩＰＫ１ 和

ＲＩＰＫ３ 的蛋白表达上调ꎬ表明 ＭＬＢ 具有抗 ＩＲ 诱导

的心肌细胞程序性坏死的作用ꎮ 如前所述ꎬＮｅｃ￣１
抗程序性坏死作用主要通过抑制 ＲＩＰＫ１ 而实现ꎬ对
ＲＩＰＫ３ 无明显影响ꎻ而 ＭＬＢ 不仅可以抑制 ＲＩＰＫ１ꎬ
也可抑制 ＲＩＰＫ３ꎮ 虽然 ＭＬＢ 和 Ｎｅｃ￣１ 均可显著减

轻心肌 ＩＲ 损伤ꎬ但 ＭＬＢ 效果更明显ꎬ这可能与 ＭＬＢ
抗程序性坏死以外的作用有关ꎬ如 ＭＬＢ 的抗凋亡、
抗氧化损伤等作用ꎮ

总之ꎬ本研究首次证明了 ＭＬＢ 具有抗心肌细胞

程序性坏死作用ꎬ其机制与抑制 ＲＩＰＫ１ 和 ＲＩＰＫ３ 的

４７５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



蛋白表达有关ꎬ这为 ＭＬＢ 抗心肌 ＩＲ 损伤机制提供

了新的解释ꎬ也为寻找抗 ＩＲ 损伤新药提供了新

思路ꎮ
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