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加味丹参饮抑制 p38MAPK 表达保护缺氧/复氧
乳鼠心肌细胞损伤的实验研究

也摘要页 目的 观察加味丹参饮含药血清对缺氧/复氧(hypoxia/reoxygenation袁H/R)乳鼠心肌细胞 p38 MAPK 蛋白表达的影

响袁 以探讨其保护心肌的作用机制遥 方法 将 20 只 SD 乳鼠的心肌细胞进行原代培养袁 建立 H/R 模型并随机分为 H/R 组尧
SB203580 (p38MAPK 阻断剂组)尧加味丹参饮含药血清组袁正常心肌细胞组作为对照组遥 采用 T 淋巴细胞化学染色法鉴定心

肌细胞袁罗丹明 B(Rhodamine B)染色法观察细胞形态袁MTT 比色法检测含药血清对乳鼠心肌细胞的毒性袁Western-blot 法检

测 MKK3 渊促分裂原活化蛋白激酶-激酶 3冤尧MKK6 渊促分裂原活化蛋白激酶-激酶 6冤尧p38MAPK尧phospho-p38MAPK 蛋白表

达遥 结果 与正常血清对照组比较袁H/R 组 MKK3尧MKK6 的蛋白表达增多袁p38MAPK 通路阻断剂 SB203580 和加味丹参饮均

不能减少其表达曰p38MAPK尧phospho-p38MAPK 在 H/R 时表达均增加渊P<0.01冤袁而 SB203580 和加味丹参饮含药血清均能减

少其表达渊P<0.01冤遥 结论 加味丹参饮含药血清预处理可通过抑制缺氧袁复氧心肌细胞 p38MAPK 信号通路发挥保护作用袁抑
制 p38MAPK 表达及其磷酸化袁减轻心肌细胞损伤袁起到保护心肌细胞的作用遥

也关键词页 加味丹参饮曰心肌细胞曰缺氧/复氧曰p38MAPK 信号通路曰促分裂原活化蛋白激酶-激酶 3曰促分裂原活化蛋白激

酶-激酶 6曰丹参曰檀香曰赤芍
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Experimental Study of Modified Jiawei Danshen Decoction on the Protection of Hypoxia/Reoxygenation
Myocardial Cells Injury by Inhibition of p38MARK Expression in Neonatal Rats
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To observe the protective effect of modified Danshen Decoction containing serum on p38MARK
expression in myocardial cells of hypoxia/reoxygenation (H/R) neonatal rats and ivvestigate its underlying molecular mechanisms.
Methods Cardiomyocytes from 20 neonatal SD rats were primary cultured, and the built H/R models were randomly divided into
H/R group, SB203580 group (p38MAPK inhibitor group), modified Danshen Decoction-containing serum group, and the normal
cultured cardiomyocytes were as the control group. Cardiomyocytes were identified by T cell chemical staining method, and
the morphologic changes in cardiomyocytes were observed by the Rhodamine B staining. Cytotoxicity of drug-contained sera
was determined by the MTT method. Expression of MAP Kinase Kinase 3 (MKK3), MKK6, p38MAPK, and phospho-p38MAPK
were measured by the Western blotting. Results Compared with the normal serum control group, the expressions of MKK3 and
MKK6 were increased in H/R group, which was not altered by SB203580 and modified Danshen Decoction; The levels of
p38MAPK and phospho -p38MAPK at H/R were increased, while the p38MAPK and phosphop -38MAPK expression in
SB203580 and modified Danshen Decoction groups were decreased. Conclusion The modified Danshen Decoction could protect
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心肌缺血再灌注(ischemia reperfusion, IR)损伤

是目前心血管疾病研究的热点袁新近研究显示了中

医药预处理对心肌 IR 损伤保护的优势[1]遥 p38 丝裂

原激活的蛋白激酶渊p38MAPK冤信号通路是 1993 年

发现的一类 MAPK 信号通路袁它通过转录因子磷酸

化而改变基因的表达水平袁参与多种胞内信息传递

过程袁 被认为是细胞众多信号转导通路的中转站遥
在心肌 IR 时由于氧自由基和细胞因子的大量释放

而激活 p38MAPK袁p38MAPK 把信息传到核内袁引起

一些早期基因的表达[2-3]遥
加味丹参饮是从叶时方歌括曳中的丹参饮去砂仁袁

加川芎尧当归等化裁而成袁课题组前期临床与实验研究

发现袁 采用加味丹参饮治疗心肌 IR损伤能取得满意

的疗效[4-5]遥加味丹参饮对冠心病有较好降脂作用袁对家

兔食饵性动脉粥样硬化具有显著的防治作用袁 对 IR
损伤心肌有保护作用遥 本研究通过观察加味丹参饮

含药血清对缺氧/复氧渊H/R冤乳鼠心肌细胞的保护作

用及 p38MAPK 蛋白表达影响研究袁 旨在为加味丹

参饮治疗心肌细胞 IR 损伤提供实验依据遥
1 材料

1.1 动物

选用 20 只 12 h耀1 d 龄 SD 乳鼠袁雌雄不拘曰20
只清洁级 SD 雄性大鼠袁体质量 200耀250 g袁均由湖

南中医药大学实验动物中心提供袁 许可证号院SCXK
渊湘冤2009-0004遥
1.2 药物

加味丹参饮渊丹参 20 g袁檀香 6 g袁赤芍 10 g袁
川芎 6 g袁当归 6 g袁红花 6 g袁生地黄 12 g冤饮片购

自湖南中医药大学第一附属医院中药房袁经水煎浓

缩至含生药量为 2 g/mL遥
1.3 试剂

SB203580 渊p38MAPK 抑制剂冤渊碧云天生物技

术研究所 冤袁 促分裂原活化蛋白激酶 -激酶 3
渊MKK3冤尧促分裂原活化蛋白激酶-激酶 6渊MKK6冤尧
p38MAPK尧phospho-p38MAPK 兔抗小鼠一抗 渊美国

CST 公司冤袁HRP 标记羊抗兔二抗渊美国 KPL 公司冤袁
RNAiso Plus reagent尧PrimeScriptTM RT Master
Mix尧SYBR Premix Ex TaqTM II 渊日本 Takara 生物

公司冤遥
1.4 仪器设备

M2300 二氧化碳培养箱 渊美国 Sheldon 公司冤袁
IX-71 型倒置显微镜渊日本 Olympus 公司冤袁PowerPac
Universal 电泳仪尧Mini-Sub Cell GT 水平电泳槽尧
ChemiDocTM XRS+成像仪渊美国 Bio-Rad公司冤遥
2 方法

2.1 加味丹参饮含药血清制备

将 20 只 SD 成年大鼠随机分为正常血清对照

组和药物血清组袁 分别制备正常血清和药物血清遥
药物血清组以 6.42 g/kg 加味丹参饮灌胃袁正常血清

对照组以等量生理盐水灌胃袁均为每日 2 次袁连续

3 d遥 于末次给药 1 h 后在无菌条件下进行腹主动

脉取血袁分离血清曰56 益尧30 min 灭活补体后袁采用

0.22 滋m 微孔滤膜滤过除菌袁分装袁置于-20 益保存

备用遥
2.2 乳鼠心肌细胞原代培养

无菌条件下袁开胸取出 SD 乳鼠心脏袁弃除与

心脏相连大血管和心房组织袁于 4 益 PBS 缓冲液

中漂洗 3 次遥 接着采用眼科剪将心室组织剪成

0.5耀1 mm3 碎块袁 加入 1 mL0.08%胰酶于 37 益
恒温水浴箱中消化 5 min袁弃除全部上清液遥 接着

在沉淀中加入 1 mL 混合酶渊0.06%胰酶+0.08%
I 型胶原酶冤振荡消化 5 min袁静置后将上清液移

入离心管袁 用含 15%特级胎牛血清的 DMEM-H
培养液中止消化遥 重复以上消化步骤 3 次袁 收集

各次上清液袁 经 200 目筛网滤过袁850 r/min 离心

10 min遥 弃去上清液袁用含 15%特级胎牛血清的

DMEM-H 培养液吹散沉淀细胞袁采用差速贴壁法

弃除成纤维细胞遥 将未贴壁的心肌细胞浓度调整

至 5伊105/mL袁接种于 6 孔板袁每孔添加 2.5 mL 培

养液遥 另以 1伊104 个/孔接种于 96 孔板内袁每孔加
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cardiomyocytes and decrease H/R -induced myocardial cells injury by inhibiting the expression and phosphorylation of
p38MAPK through the inhibition of its p38MAPK signaling pathway .

也运藻赠憎燥则凿泽页 modified Danshen Decocotion; cardiomyocytes; hypoxia/reoxygenation曰 p38MAPK signaling pathway曰 MAP
Kinase Kinase 3; MAP Kinase Kinase 6; Salvia miltiorrhiza; sandalwood; red peony root
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入 200 滋L 培养液袁以进行 MTT渊噻唑蓝冤检测遥 用

培养液将药物血清调配成原浓度的 5%尧10%尧
15%尧20%尧25%尧30%六个浓度袁用于检测药物血清

细胞毒性并确定最佳给药浓度遥
2.3 心肌细胞缺氧/复氧模型的建立及分组处理

参考文献 [6]方法将培养的心肌细胞分别予以

不同预处理袁培养 30 min遥 接着配制不含血清的

低糖 DMEM 培养基袁加入双抗渊青霉素+链霉素冤遥
用无菌 N2 渊流速为 1 L/min冤 将培养基充分饱和

30 min袁使溶液氧分压从 20 KPa 降至 4 KPa遥 迅

速将该饱和后的培养基置换六孔板内的原培养

基袁 并将六孔板置入消毒的塑料袋袁 通入高纯度

N2袁于 37 益密封遥 3 h 后将含饱和 N2 培养液换为

正常培养液袁置入充满医用氧气的消毒塑料袋内袁
37 益密闭袁复氧 2 h袁收集上清液遥 正常血清对照

组在完全培养基中加入与含药血清同工作浓度的

大鼠正常血清袁 连续常规培养 24 h曰H/R 组为先

缺氧 3 h袁后复氧 2 h曰SB203580 组在培养液中加

入 p38MAPK SB203580渊终浓度为 10 滋mol/L冤曰加
味丹参饮含药血清组则在培养液中加入相应浓度

的加味丹参饮含药血清遥
2.4 检测项目及指标测定

2.4.1 心肌细胞鉴定与形态学观察 采用心肌特异

性肌钙蛋白 T(cTnT)免疫细胞化学染色法对心肌细

胞进行处理袁 通过倒置显微镜观察鉴定心肌细胞遥
缺氧处理后袁采用罗丹明 B渊Rhodamine B冤染色遥
2.4.2 MTT 比色法检测含药血清对乳鼠心肌细胞

的细胞毒性 乳鼠心肌细胞给药预处理后袁每孔继

续加入 22.2 滋L 5 mg/mL 的 MTT 溶液袁吹打混匀袁
于 37 益恒温孵育 4 h袁 接着吸弃含 MTT 的培养

液袁每孔加入 150 滋LDMSO 通过酶标仪检测各孔在

490 nm 处的吸光度渊OD 值冤遥
2.4.3 Western-blot 法检测 MKK3尧MKK6尧p38MAPK尧
磷酸化 p38MAPK 蛋白的表达 乳鼠心肌细胞给予

受试药后袁采用 RIPA 裂解液提取心肌细胞总蛋白袁
BCA 法对蛋白进行定量袁制备 Western Blot 上样样

品袁接着进行 SDS-PAGE 电泳遥 停止电泳后袁将海绵

垫尧滤纸尧凝胶尧PVDF 膜组成的野三明治冶结构放置

于转膜液中恒流 200 mA 转膜 90 min遥 接着将

PVDF 膜置于含 5% BSA 的 TBST 中封闭 1 h袁 洗膜

3 次后分别用小鼠来源 茁-actin尧MKK6尧p38MAPK尧

phospho-p38MAPK 一抗和兔来源 MKK3 一抗 4 益
孵育过夜袁洗膜 3 次后加入相应二抗室温孵育 2 h袁
加入 ECL 发光液反应 5 min 后袁 在 ChemiDoc XR+
成像仪中观察蛋白条带表达情况袁 并用仪器自带的

Image Lab 软件统计分析各组蛋白条带的光密度

值遥 实验重复 3 次取光密度平均值遥
2.5 统计学处理

应用 SPSS 13.0 统计软件包进行统计分析袁所
有计量资料数据均用野曾依s冶表示袁多样本均数比较采

用单因素方差分析袁 两两比较方差齐者采用 LSD
法袁方差不齐者用 Dunnett爷s T3 法袁以 P<0.05 为差

异有统计学意义遥
3 结果与分析

3.1 心肌细胞的鉴定及最佳加味丹参饮含药血清

测定

倒置显微镜下观察贴壁的心肌细胞呈多角形袁
大小较均匀袁含 1耀2 个细胞核袁单个细胞可见自发

性搏动遥H/R 后的心肌细胞形态较为皱缩袁自发性搏

动的心肌细胞数目减少袁搏动频率减慢袁搏动幅度变

小袁同步化搏动几乎消失遥 采用 cTnT 免疫细胞化学

染色法对上清液进行检测袁 确定为心肌细胞遥 经

MTT 法检测确定 10%浓度的加味丹参饮含药血清

为最佳工作浓度渊图 1冤遥

3.2 加味丹参饮对 H/R 心肌细胞形态学影响

正常心肌细胞呈圆形尧梭形尧菱形或多角形袁细
胞逐渐在皿底铺展袁伸出伪足袁形成不规则的星形并

图 1 加味丹参饮含药血清最佳工作浓度筛选柱形图

注院与对照组比较袁*P<0.05袁**P<0.01遥

陈 聪袁等 加味丹参饮抑制 p38MAPK 表达保护缺氧/复氧乳鼠心肌细胞损伤的实验研究第 2 期 37



图 3 加味丹参饮含药血清对 H/R 心肌细胞 MKK3尧
MKK6尧p38MAPK尧phospho-p38MAPK蛋白表达影响渊上
为电泳图袁下为柱状图冤

注院1.正常血清对照组袁2.H/R 组袁3.SB 203580 组袁
4.加味丹参饮含药血清组遥注院A.正常血清对照组袁B.H/R 组袁C.SB203580 组袁

D院加味丹参饮含药血清组

图 2 H/R心肌细胞形态倒置显微镜观察图渊Rhodamine
B染色袁伊400冤遥

相互接触交织成网袁无碎片曰H/R 组细胞形态极不规

则袁可见大量细胞碎片曰SB203580 组心肌细胞形状

较规则袁 碎片较多曰10%加味丹参饮含药血清预处

理后袁心肌细胞形状较规则袁碎片明显减少遥 见图

2遥

3.3 加 味 丹 参 饮 对 H/R 心 肌 细 胞 MKK3尧
MKK6尧p38MAPK尧phospho-p38MAPK 蛋白表达的

影响

与正常血清对照组比较袁H/R 组乳鼠心肌细胞

的 MKK3尧MKK6尧p38MAPK尧phospho -p38MAPK 蛋

白表达均明显增加 (P约0.01)曰 与 H/R 组比较 袁
SB203580 组及加味丹参饮含药血清组乳鼠心肌细

胞的 MKK3尧MKK6 蛋白表达均无明显变化 (P跃
0.05)袁而 p38MAPK尧phospho-p38MAPK 蛋白表达均

明显减少(P约0.01)曰与 SB203580 组比较袁加味丹参

饮含药血清组乳鼠心肌细胞的 MKK3尧MKK6尧
p38MAPK尧phospho-p38MAPK 蛋白表达均无明显变

化(P跃0.05)遥 以上结果提示袁H/R 时 MKK3尧MKK6 的

蛋白表达增多袁而 p38MAPK 通路阻断剂 SB203580
和加味丹参饮均不能减少其表达 曰 p38MAPK尧
phospho-p38MAPK 在 H/R 时表达亦均增加袁 但 SB
203580 和加味丹参饮含药血清均能减少其表达遥 见

图 3遥

4 讨论

大量研究表明袁 心肌 IR 可导致心肌细胞超微

结构尧功能尧代谢及电生理方面发生进一步损伤[7]遥
减轻和消除心肌 IR 造成的心肌组织损伤是心血管

研究领域亟待解决的重大科学问题袁引起了国内外

研究者的高度关注遥 有研究表明袁p38MAPK 信号通

路的激活在心肌 IR 的病理生理进程中具有重要作

用[2-3,8-9]遥研究认为袁心肌 IR 时袁细胞因子和氧自由基

的大量释放袁 促进 p38MAPK 信号通路的特异性激

活物 MKK3尧MKK6 的磷酸化袁 进而激活 p38MAPK
信号通路袁促进多核白细胞尧黏附分子和细胞活化

素等在心肌再灌注区域聚集袁 从而加剧炎性反应袁
造成心肌损伤[8-10]遥因此袁抑制 p38MAPK 信号通路的

活化可能是治疗心肌 IR 的重要靶标遥
新近研究显示袁中医药预处理能有效保护心肌

IR 损伤[11-12]遥 课题组前期研究显示袁无论是临床研

与正常血清对照组比较 #(P约0.01)袁与 H/R 组比较 *(P约0.01)遥
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究袁抑或是实验研究袁加味丹参饮均对心肌 IR 损伤

具有良好的保护作用[5,12-15]遥 本课题组采用心肌细胞

H/R 损伤模型以模拟心肌 IR 损伤模型袁对加味丹参

饮保护心肌 IR 损伤的作用机制进行详尽的探讨遥
研究结果显示 袁 加味丹参饮对乳鼠心肌细胞

p38MAPK 及 phospho-p38MAPK 蛋白均有较好的抑

制作用袁 而对上游 MKK3尧MKK6 蛋白表达无影响遥
研究提示袁加味丹参饮可能是直接作用于 p38MAPK
和 phospho-p38MAPK 蛋白而发挥其保护心肌 IR 损

伤作用遥
综上所述袁加味丹参饮预处理对心肌 IR 损伤具

有良好的保护作用 袁 其作用机制可能与抑制

p38MAPK 信号通路的活化袁 进而抑制多核白细胞尧
黏附分子和细胞活化素等炎性细胞在心肌再灌注区

域聚集有关遥
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