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丹皮酚对心肌缺血再灌注损伤保护作用的实验研究

刘文霞　树俊莲　曹军平　李　莉　马　毅

摘　要　目的　探讨丹皮酚（ＰＡ）对心肌缺血再灌注（ＭＩ／Ｒ）损伤的保护作用。方法　通过结扎左冠脉前降支 ３０ｍｉｎ再灌

注２ｈ建立 ＭＩ／Ｒ大鼠模型，随机分为假手术组、模型组、ＰＡ组（１０、２０、４０ｍｇ／ｋｇ），每组１０只，各组于术前１周开始灌胃给药，每天

１次。再灌注后取血清，采用比色法测定肌酸激酶（ＣＫ）和乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性，ＥＬＩＳＡ法测定肿瘤坏死因子 －α（ＴＮＦ－α）和

白介素 －１β（ＩＬ－１β）水平；取心脏，染色法测定心肌梗死面积；取心肌匀浆，比色法测定髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活力。结果　ＰＡ

高剂量可明显缩小 ＭＩ／Ｒ损伤大鼠的心肌梗死面积，与模型组比较，差异有统计学意义（Ｐ ＜０．０５）；与模型组比较，ＰＡ各剂量可

显著降低血清 ＣＫ活性（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），ＰＡ高、中剂量可明显降低 ＬＤＨ活性（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；ＰＡ各剂量组心肌

ＭＰＯ活力明显降低，与模型组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；ＰＡ各剂量组血清 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β水平均比

模型组显著降低（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）。结论　ＰＡ预处理可抑制中性粒细胞浸润、减少炎性细胞因子的释放，实现对 ＭＩ／Ｒ所

致心肌损伤的保护作用。
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　　炎性反应在心肌缺血再灌注（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉ
ａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＭＩ／Ｒ）损伤机制中起重要作用。ＴＮＦ
－α是 ＭＩ／Ｒ炎性连锁反应中的一个关键性介质，心
肌细胞在缺血后再灌注的刺激下可合成和分泌大量

的 ＴＮＦ－α［１］。ＴＮＦ－α本身具有细胞毒作用，可通
过不同途径导致心肌细胞受损，甚至溶解、死亡；ＴＮＦ

－α能刺激血管内皮细胞和中性粒细胞表达黏附分
子，反过来黏附分子又促进中性粒细胞聚集并释放活

性氧和蛋白水解酶等物质，导致心肌微血管阻塞，加

重 ＭＩ／Ｒ心肌损伤的程度［２］
。ＩＬ－１β作为一种急性

炎性因子，广泛参与感染、应激及缺血再灌注等过程。

ＩＬ－１β处于炎性级联反应上游，ＭＩ／Ｒ损伤早期即有
ＩＬ－１β产生［３］

；ＩＬ－１β同样能刺激血管内皮细胞表
达黏附分子，加重缺血组织的炎性反应；抑制 ＩＬ－１β
的产生和释放，则可减轻 ＭＩ／Ｒ损伤的程度［４］

。

丹皮酚（ｐａｅｏｎｏｌ，ＰＡ）为毛茛科植物牡丹的根皮
及萝摩科植物徐长卿的根或全草中的活性成分之一，
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具有多种生物学活性和药用价值，如神经保护、改善

血液流变学、抑制脂质过氧化、抗炎镇痛等，在医学等

方面的应用前景广阔
［５，６］
。近年研究发现，ＰＡ对心

肌缺血再灌注（ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ，ＭＩ／
Ｒ）大鼠具有一定的心肌保护效应［７，８］

。本研究拟探

讨 ＰＡ的心肌保护作用及对炎性细胞因子 ＴＮＦ－α和
ＩＬ－１β的影响，以期为临床用药提供科学依据。

材料与方法

１．动物：清洁级 ＳＤ大鼠，雌雄各半，体重 １８０～
２２０ｇ，由河北医科大学实验动物中心提供，实验动物
许可证号：ＳＣＸＫ（冀）２００８－１－００３。

２．药品和试剂：ＰＡ（纯度９９％）购自 Ｓｉｇｍａ公司，
用０．５％羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）配成所需浓度。
氯化硝基四氮唑蓝（ＮＢＴ）、髓过氧化物酶（ＭＰＯ）试
剂盒、肌酸激酶（ＣＫ）试剂盒、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试
剂盒均购自南京建成生物工程研究所。肿瘤坏死因

子 －α（ＴＮＦ－α）和白介素 －１β（ＩＬ－１β）ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒，均购自武汉博士德生物工程有限公司。

３．方法：（１）建立 ＭＩ／Ｒ大鼠模型：参照参考文献
［９］加以改进，采用冠脉结扎法建立模型。取大鼠，
术前１２ｈ禁食不禁水，戊巴比妥钠３５ｍｇ／ｋｇ腹腔注射
麻醉后，仰位固定，四肢连接 ＥＣＧ－１３５０Ｐ型十二导
联心电图机。颈部分离气管，插入气管插管，连接

ＤＷ－３０００型动物人工呼吸机（呼吸频率 ６０次／分，
潮气量２ｍｌ／１００ｇ）。顺肋间隙方向于胸骨左旁第 ３、４
肋间开胸，分别在第 ３、４肋上环绕 １根 ０号手术线，
牵拉手术线使肋骨撑开，暴露心脏，沿左心耳下缘冠

脉前降支起始部 ３～４ｍｍ处用 ４－０带线缝合针穿
过，进针深度控制在０．１ｃｍ左右，将一段直径 １．５ｍｍ
的乳胶管置于结扎线下，收紧结扎线以造成心肌缺

血，约３０ｍｉｎ后（冠脉结扎成功的标志：心电图 ＳＴ段
明显抬高或 Ｔ波高耸），松开结扎线再灌注 ２ｈ（再灌
注成功的标志：抬高的 ＳＴ段下降 １／２以上或高耸的
Ｔ波下降）。结扎前心电图不正常者，未到观察终点
而死亡者及造模不成功者剔除。（２）分组和给药：将
成模大鼠随机分为 ＰＡ高、中、低剂量组（４０、２０、１０
ｍｇ／ｋｇ）和模型组，每组 １０只。另取 １０只大鼠，开胸
但不结扎冠脉，作为假手术组。各组于术前１周开始
灌胃给药，每天１次，假手术组和模型组给予等体积
０．５％ ＣＭＣ－Ｎａ。（３）血清指标的测定：再灌注结束
后，各组动物由腹主动脉采血，２５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ
得血清，采用比色法分别于分光光度计 ６６０ｎｍ和
４４０ｎｍ下测定吸光度 Ａ值，并计算 ＣＫ和 ＬＤＨ活性，

ＥＬＩＳＡ法酶标仪下检测 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β的表达水
平，具体步骤按试剂盒说明书进行。（４）心肌梗死面
积的测定：取心脏，用 ＰＢＳ缓冲液洗后，去除心房、血
管及脂肪组织，在冠脉结扎线下，从心尖起将心室平

行切成厚度相等的 ５片，放入 ０．１％ ＮＢＴ溶液中，
３７℃染色 １５ｍｉｎ。梗死心肌呈灰白色，正常心肌则呈
蓝色，图像采集后，通过软件 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ７．０测算
梗死区面积和心室总面积，计算心肌梗死面积

（％）［１０］。（５）心肌髓过氧化物酶（ＭＰＯ）活力测定：
另取部分心脏，生理盐水洗后，上自动匀浆机制成匀

浆，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ得上清，采用比色法分光光
度计４６０ｎｍ下测定吸光度 Ａ值，并计算 ＭＰＯ活力，
具体步骤按试剂盒说明书进行。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计处
理，数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较行
单因素方差分析，两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，以 Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＰＡ对 ＭＩ／Ｒ大鼠心肌梗死面积的影响：心肌

缺血３０ｍｉｎ再灌注 ２ｈ后，模型组大鼠心肌梗死面积
达４０．７８％，ＰＡ各剂量组可不同程度地使心肌梗死
面积缩小，其中高剂量组与模型组比较差异有统计学

意义（Ｐ ＜０．０５，表１）。

表 １　各组心肌梗死面积比较 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量 （ｍｇ／ｋｇ） 心肌梗死面积 （％）
假手术组 － ０．００±０．００
模型组 － ４０．７８±６．５３
ＰＡ组 １０ ３８．１０±４．９７

２０ ３４．０６±８．１２
４０ ３４．０５±４．１９

　　与模型组比较，Ｐ＜０．０５

　　２．ＰＡ对 ＭＩ／Ｒ大鼠心肌酶活性的影响：模型组
大鼠血清 ＣＫ和 ＬＤＨ活性比假手术组明显升高，组
间差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＰＡ各剂量组可
显著降低血清 ＣＫ活性，与模型组比较，差异均有统
计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１）；与模型组比较，ＰＡ
高、中剂量组可明显降低 ＬＤＨ活性（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
０．０１，表２）。

３．ＰＡ对 ＭＩ／Ｒ大鼠心肌 ＭＰＯ活力的影响：冠脉
结扎３０ｍｉｎ再灌注２ｈ后，模型组大鼠心肌 ＭＰＯ活力
显著升高，与假手术组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）；ＰＡ各剂量组心肌 ＭＰＯ活力明显降低，与模型
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表 ２　各组血清 ＣＫ和 ＬＤＨ活性比较 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量（ｍｇ／ｋｇ） ＣＫ（Ｕ／Ｌ） ＬＤＨ（Ｕ／ｍｌ）
假手术组 － ２９５．４０±７３．１５ ０．９３±０．１５
模型组 － ９６７．１２±１６８．８３ ２．８６±０．７４

ＰＡ组 １０ ７９９．３４±１４９．００Δ ２．５５±０．９０
２０ ７３２．６６±１８７．５１ΔΔ ２．１７±０．４６Δ

４０ ７４５．２７±１１３．９１ΔΔ ２．０２±０．５１ΔΔ

　　与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，ΔＰ＜０．０５，ΔΔＰ＜０．０１

组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），
提示 ＰＡ可减轻中性粒细胞浸润程度（表３）。

表 ３　各组心肌 ＭＰＯ活力比较 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量 （ｍｇ／ｋｇ） ＭＰＯ（Ｕ／ｇ）
假手术组 － ５１．４５±８．６３
模型组 － ２２７．３０±３１．９８

ＰＡ组 １０ １９１．４４±４０．２６Δ

２０ １８１．４７±２９．３８ΔΔ

４０ １６０．９９±４２．７１ΔΔ

　　与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，ΔＰ＜０．０５，ΔΔＰ＜０．０１

　　４．ＰＡ对 ＭＩ／Ｒ大鼠炎性细胞因子表达水平的影
响：模型组大鼠血清 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β的表达水平
明显升高，与假手术组比较，差异均有统计学意义（Ｐ
＜０．０１）；ＰＡ各剂量组血清 ＴＮＦ－α水平比模型组显
著降低，组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜
００１）；ＰＡ各剂量均能降低血清 ＩＬ－１β水平，与模型
组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１，表
４）。

表 ４　各组血清 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β的表达

水平比较 （ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 剂量 （ｍｇ／ｋｇ） ＴＮＦ－α（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ－１β（ｐｇ／ｍｌ）
假手术组 － ４７．２５±９．０３ ９８．５１±２４．３４
模型组 － ２００．１０±３０．２４ ５２６．７６±１００．１５

ＰＡ组 １０ １７０．０６±２９．８８Δ ４３９．５０±７１．８２Δ

２０ １５９．４２±３７．１９Δ ４２０．８４±４９．９７ΔΔ

４０ １５８．２７±２２．５３ΔΔ ４０５．６３±５０．４１ΔΔ

　　与假手术组比较，Ｐ＜０．０１；与模型组比较，ΔＰ＜０．０５，ΔΔＰ＜０．０１

讨　　论
缺血预处理可对缺血再灌注造成的组织器官损

伤产生明显保护作用，但由于伦理学和方法学的原

因，临床上难以实施；药物预处理可通过促使机体释

放生物活性物质或直接激活保护机制而增强心脏对

缺血、缺氧的耐受，实现对缺血再灌注所致心肌损伤

的保护作用
［１１］
。本研究采用缺血前给药的方式观察

ＰＡ预处理对 ＭＩ／Ｒ损伤的保护作用，结果显示 ＰＡ
（４０ｍｇ／ｋｇ）能显著缩小心肌梗死面积（Ｐ＜０．０５）。
ＣＫ和 ＬＤＨ是存在于心肌细胞中的蛋白酶，当 ＭＩ／Ｒ
发生导致心肌细胞受损或坏死时，这些酶的释放量增

加，其释放入血的多少被认为与心肌坏死程度呈正相

关
［１２］
。因此，通过测定血清中 ＣＫ和 ＬＤＨ水平可以

作为反映 ＭＩ／Ｒ损伤程度的诊断标准之一［１３］
。本研

究结果表明 ＰＡ（１０、２０、４０ｍｇ／ｋｇ）预处理可显著降低
血清 ＣＫ活性（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），ＰＡ高、中剂量
组（２０、４０ｍｇ／ｋｇ）可明显降低 ＬＤＨ活性（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），提示 ＰＡ可通过提高细胞膜的稳定性而发
挥心肌保护作用。

炎性反应在 ＭＩ／Ｒ损伤机制中起重要作用，以中
性粒细胞浸润为主的炎症是造成 ＭＩ／Ｒ损伤的重要
因素之一，抗中性粒细胞治疗有可能成为防治 ＭＩ／Ｒ
的有效措施

［１４，１５］
。ＭＩ／Ｒ发生时激活的中性粒细胞

聚集到心肌组织，通过一系列病理机制造成心肌细胞

的损伤和功能的丧失，如释放炎性介质、细胞毒性产

物，直接损伤心肌；黏附于微循环，阻塞毛细血管，造

成无复流现象；释放氧自由基，增强脂质过氧化反应，

导致内皮细胞功能障碍等。吴志峰等
［１６］
通过对大鼠

ＭＩ／Ｒ心肌组织的中性粒细胞进行定量分析，发现其含
量较之正常心肌组织显著升高，且在再灌注２ｈ时达到
峰值。ＭＰＯ酶为中性粒细胞所特有，通过分析该酶的
活力，可判断中性粒细胞浸润的程度。本研究结果表

明缺血再灌注后 ＭＰＯ活性显著升高，提示中性粒细胞
浸润明显；ＰＡ预处理可使心肌 ＭＰＯ活性明显下降（Ｐ
＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），提示 ＰＡ可通过抑制心肌内中性
粒细胞浸润、减轻炎性反应来保护受损的心肌组织。

据报道，大鼠 ＭＩ／Ｒ损伤早期心肌组织及血清中
ＴＮＦ－α明显表达，峰值出现在再灌注 ２～４ｈ［１７］。朱
俊超等

［１８］
研究发现ＭＩ／Ｒ损伤大鼠海马内ＩＬ－１β蛋

白表达增多，可在再灌注后持续数天。在大鼠 ＭＩ／Ｒ
模型中应用脂质体转染过度表达 ＩＬ－１β受体拮抗
剂，可减轻心肌组织的炎性浸润和细胞凋亡，从另一

个角度证明了 ＩＬ－１β参与 ＭＩ／Ｒ过程中的炎性反应
和心肌细胞凋亡。本研究结果表明冠脉结扎 ３０ｍｉｎ
再灌注 ２ｈ后，血清 ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β水平明显升
高，提示这些炎性细胞因子参与了 ＭＩ／Ｒ损伤的过
程，加重了心肌组织的灌注障碍；经 ＰＡ预处理，各剂
量组（１０、２０、４０ｍｇ／ｋｇ）均能降低血清 ＴＮＦ－α和 ＩＬ
－１β水平（Ｐ＜０．０５或 Ｐ＜０．０１），这与 Ｑｕａｎ等关于
丹酚酸 Ｂ镁对 ＭＩ／Ｒ大鼠炎性因子的研究结果相似。
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提示 ＰＡ预处理可减少炎性细胞因子的生成，抑制炎
性反应，实现对 ＭＩ／Ｒ的心肌保护作用。
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