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也摘要页 目的 探讨丹参通络解毒汤对缺氧/复氧渊H/R冤损伤大鼠心肌微血管内皮细胞渊CMECs冤的保护作用及甲基转移酶样 3
渊METTL3冤的影响遥方法 建立 H/R 损伤 CMECs模型袁将细胞分为空白组尧模型组尧中药组尧过表达组尧中药+过表达组尧空载组袁ELISA
检测各组炎症因子 IL-1茁 和 IL-10 水平袁流式细胞术检测各组细胞凋亡情况袁Western blot 检测各组 METTL3 蛋白表达水平袁比色

法检测各组 m6A 及肌酸激酶 CK 水平遥结果 与空白组比较袁模型组 METTL3蛋白表达与 m6A水平均升高渊P约0.01冤袁CMECs凋亡率

升高渊P约0.01冤袁IL-1茁尧CK含量升高渊P约0.01冤袁IL-10含量降低渊P约0.01冤曰与模型组比较袁中药组 METTL3 蛋白表达与 m6A 水平均降低

渊P约0.05袁P约0.01冤袁CMECs 凋亡率显著降低渊P约0.01冤袁IL-1茁尧CK 含量显著降低渊P约0.01冤袁IL-10 含量显著升高渊P约0.01冤曰与模型组比

较袁过表达组 METTL3 蛋白表达升高渊P约0.01冤袁CMECs 凋亡率升高渊P约0.01冤袁IL-1茁尧CK 含量升高渊P约0.01袁P约0.05冤袁IL-10 含量降低

渊P约0.01冤曰与过表达组相比袁中药+过表达组 METTL3 蛋白表达降低渊P约0.01冤袁CMECs 凋亡率降低渊P约0.01冤袁IL-1茁尧CK 含量降低渊P约
0.01袁P约0.05冤袁IL-10含量显著升高渊P约0.01冤遥 结论 丹参通络解毒汤能降低炎症反应袁抑制细胞凋亡袁对缺氧/复氧 CMECs 有保护作

用袁其机制可能与抑制METTL3 表达袁从而下调 m6A水平有关遥
也关键词页 丹参通络解毒汤曰甲基转移酶样 3曰m6A 修饰曰心肌缺血再灌注损伤曰心肌微血管内皮细胞
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the protective effects of Danshen Tongluo Jiedu Decoction (DSTLJDD) on cardiac microvascular
endothelial cells (CMECs) of rats with hypoxia/reoxygenation (H/R) injury and its influence on methyltransferase-like 3 (METTL3).
Methods The H/R-injured CMECs model was established, and the cells were divided into blank group, model group, Chinese
medicine (CM) group, overexpression group, CM+overexpression group, and empty vector group. The levels of inflammatory factors
IL-1茁 and IL-10 in each group were determined by ELISA, cell apoptosis was measured by flow cytometry, the protein expression
level of METTL3 was checked by Western blot, and the content of m6A and creatine kinase (CK) were examined by colorimetry.
Results Compared with the blank group, the protein expression of METTL3 and the level of m6A in the model group increased (P<
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0.01), the apoptosis rate of CMECs increased (P<0.01), the content of IL-1茁 and CK increased (P<0.01), while the content of IL-10
decreased (P<0.01). Compared with the model group, the protein expression of METTL3 and the level of m6A in the CM group decreased
(P<0.05, P<0.01), the apoptosis rate of CMECs markedly decreased (P<0.01), the content of IL-1茁 and CK significantly decreased (P<
0.01), while the content of IL-10 notably increased (P<0.01). Compared with the model group, the protein expression of METTL3 in
the overexpression group increased (P<0.01), the apoptosis rate of CMECs increased (P<0.01), the content of IL-1茁 and CK increased
(P<0.01, P<0.05), while the content of IL-10 decreased (P<0.01). Compared with the overexpression group, the protein expression of
METTL3 in the CM+overexpression group decreased (P<0.01), the apoptosis rate of CMECs decreased (P<0.01), the content of IL-1茁
and CK decreased (P<0.01, P<0.05), while the content of IL-10 significantly increased (P<0.01). Conclusion DSTLJDD can reduce
inflammatory responses, inhibit cell apoptosis, and exert protective effects on H/R-injured CMECs. Its mechanism may be related to
the suppression of METTL3 expression, thereby downregulating m6A level.

也运藻赠憎燥则凿泽页 Danshen Tongluo Jiedu Decoction; methyltransferase-like 3; m6A modification; myocardial ischemia-reperfu鄄
sion injury; cardiac microvascular endothelial cells

冠心病的治疗中袁及时再灌注对于维持心肌完

整性以预防心肌梗死至关重要袁然而短时间内恢复

血液供应可能造成心肌更严重的损伤袁即心肌缺血

再灌注损伤渊myocardial ischemia/reperfusion injury,
MIRI冤[1-3]遥 但 MIRI 的用药策略尚不明确袁近年来多

关注其微细损伤[4-7]遥 多项研究提示袁通过改变 m6A
RNA甲基化各类调节因子来控制m6A的水平袁发挥m6A
调控作用袁可能是缺血性心脏病治疗的新策略[8-9]遥

甲基转移酶样 3渊methyltransferase-like 3, MET鄄
TL3冤是催化 m6A 的主要蛋白袁在细胞分化尧血管生

成尧癌症发展等多种生理病理过程中发挥重要作用[10]遥
李鑫辉教授基于营血分辨证和临床诊疗经验袁化裁

清营汤和丹参饮袁创制丹参通络解毒汤遥该方在前期

研究中证明能抑制自噬尧促进血管新生[11-16]遥 本实验

为进一步探讨该方对 MIRI 的影响袁通过建立缺氧/
复氧渊hypoxia/reoxygenation, H/R冤损伤大鼠心肌微

血管内皮细胞渊myocardial microvascular endothelial
cells, CMECs冤模型袁观察丹参通络解毒汤通过调控

METTL3表达引起m6A水平的变化袁为临床治疗MIRI
提供实验依据遥
1 实验材料

1.1 动物与细胞

SPF 级雄性 SD 大鼠 30 只袁体质量 220耀230 g袁
购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司袁动物生产

许可证号院SCXK渊湘冤2019-0004遥大鼠饲养于湖南中

医药大学 SPF 级动物实验中心袁动物使用许可证号院
SYXK渊湘冤2019-0009遥 本研究经湖南中医药大学实

验动物伦理委员会批准渊批准号院LL2023051603冤遥

大鼠心脏微血管内皮细胞购自武汉普诺赛生命科技

有限公司袁货号院CP-R135遥
1.2 药物及制备

丹参通络解毒汤渊丹参 15 g袁玄参 15 g袁当归

10 g袁川芎 10 g袁红花 10 g袁檀香 10 g袁黄连 6 g袁栀
子 15 g袁生地黄 15 g袁麦冬 12 g袁金银花 10 g袁连翘

10 g袁黄芪 30 g袁水蛭 6 g冤袁饮片购于湖南中医药大

学第一附属医院遥 所有饮片蒸馏水浸泡 30 min袁常
规煎煮 2 次袁浓缩成 2 g/mL 的水煎液袁分装袁编号袁
置于 4 益冷藏保存遥
1.3 主要试剂与仪器

大鼠 CMECs 完全培养基袁胰蛋白酶-EDTA 消

化液渊武汉普诺赛生命科技有限公司袁货号院CM-
R135袁PB180226冤曰METTL3 过表达慢病毒渊上海吉

凯基因医学科技股份有限公司袁货号院LV-Mettl3-
45445冤曰凋亡渊APC冤试剂盒渊江苏凯基生物技术股份

有限公司袁货号院KGA1030冤曰IL-1茁 试剂盒尧IL-10 试

剂盒渊武汉华美生物工程有限公司袁货号院CSB-
E08055r尧CSB-E04595r冤曰肌酸激酶渊CK冤测定试剂盒

渊南京建成生物工程研究所袁货号院A032-1-1冤曰BCA
蛋白定量试剂盒尧GAPDH 抗体渊中国 Abiowell 公司袁
货号院AWB0104尧AWA81000冤曰METTL3 抗体渊美国

Proteintech 公司袁货号院15073-1-AP冤曰m6A 甲基化试

剂盒渊英国 Abcam 公司袁货号院ab185912冤遥
台式高速冷冻离心机渊湖南湘仪实验室仪器开发

有限公司袁型号院H1650R冤曰CO2 细胞培养箱渊美国

Thermo 公司袁型号院STERI-CYCLE i250冤曰酶标分析

仪渊深圳市汇松科技发展有限公司袁型号院MB-530冤曰
荧光倒置显微镜渊厦门 Motic 公司袁型号院BA210T冤遥
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2 实验方法

2.1 药物血清制备

将 30 只大鼠随机分为中药血清组和空白对照

组袁每组 15 只遥 适应性喂养 3 d 后袁中药血清组予

15.65 g/渊kg窑d冤丹参通络解毒汤水煎液灌胃袁空白对

照组予等体积蒸馏水灌胃袁2 次/d袁连续 7 d遥 末次灌

胃 2 h 后腹腔注射苯巴比妥麻醉大鼠袁腹主动脉取

血袁4 益静置 4 h袁3 000 r/min 离心渊r抑3 cm冤15 min袁
分离上层血清袁0.22 滋m 滤膜过滤袁56 益水浴灭活

30 min袁分装标记袁-80 益冰箱保存遥
2.2 缺氧/复氧细胞模型建立

生长状态良好的大鼠 CMECs 用完全培养基置

于 37 益尧95% O2尧5% CO2 常规培养箱中培养袁待细

胞生长至约 80%后弃去完全培养基袁PBS 冲洗袁换无

血清无糖 DMEM培养基袁置于 37 益尧94% N2尧1% O2尧
5% CO2 低氧培养箱中缺氧培养 2 h袁后更换为完全

培养基袁置于常规培养箱中复氧培养 2 h遥
2.3 慢病毒转染

将 CMECs 胰酶消化袁接种至 6 孔板袁密度为 5伊
104 个/孔袁待细胞贴壁融合至 30%袁根据吉凯基因重

组慢病毒载体使用手册尧病毒滴度尧细胞数量及感染

指数渊MOI=60冤加入计算好的病毒体积加入METTL3
过表达慢病毒进行转染袁将其置于 37 益尧95% O2尧
5% CO2 常规培养箱培养 10 h袁弃去含慢病毒培养

液袁更换为完全培养基继续培养 36 h袁荧光显微镜

下观察慢病毒转染情况袁随后采用 Western blot检
测 METTL3 表达遥
2.4 分组及处理

将对数生长期 CMECs 接种于 6 孔板袁将细胞分

为空白组渊不处理袁正常培养冤尧模型组渊建立 H/R 模

型并加入对照血清培养 24 h冤尧中药组渊建立 H/R 模

型袁加入中药血清干预 24 h冤尧过表达组渊建立 H/R
模型袁以 METTL3 过表达慢病毒转染后袁加入对照

血清干预 24 h冤尧中药+过表达组渊建立 H/R 模型袁以
METTL3 过表达慢病毒转染后袁加入中药血清干预

24 h冤尧空载组渊建立 H/R 模型袁以 METTL3 NC 慢病

毒转染后袁加入对照血清干预 24 h冤遥 根据预实验结

果袁使用 15%药物血清遥

2.5 ELISA检测炎症因子 IL-1茁和 IL-10含量

将所用标准品和样本稀释到适当的浓度袁设标

准孔和待测样本孔袁分别加标准品或待测样本的稀

释液封闭置 37 益温育 2 h袁弃去液体袁甩干遥每孔加

酶标抗体封闭置 37 益温育 1 h袁弃去液体袁PBS 洗

板 5 次袁甩干遥 加入底物溶液袁37 益避光显色 15~
30 min遥 最后加入终止液终止反应袁5 min 内用酶标

仪进行检测遥
2.6 流式检测细胞凋亡情况

用 PBS 洗涤细胞 2 次袁每次 2 000 r/min 离心

5 min 收集细胞袁加入 Binding buffer 吹匀成单细胞

悬液遥先后加入荧光标记探针 Annexin V-APC 及核

酸染料 PI 混匀袁室温尧避光袁反应 10 min袁1 h 内在

流式细胞仪观察检测遥
2.7 Western blot检测 METTL3 蛋白表达

干预结束后收集细胞袁预冷PBS 洗涤细胞袁
3 000 r/min 离心 2 min 后去上清液袁加入 RIPA 裂

解液袁超声破碎 1.5 min袁冰上裂解 10 min遥 预冷好

的离心机 4 益袁12 000 r/min 离心 15 min袁收集上清

液袁测定蛋白浓度遥 蛋白变性后袁上样袁电泳渊75 V尧
130 min冤袁转膜渊300 mV尧140 min冤袁5%脱脂奶粉封

闭袁室温放置遥 分别加入一抗 GAPDH渊1颐2 000冤尧
METTL3渊1颐5 000冤袁二抗 HRP渊1颐5 000冤袁室温孵育袁
PBST 洗膜遥 显影袁Quantity One 分析图像袁以GAPDH
为内参袁计算蛋白相对表达量遥
2.8 比色法检测 m6A及肌酸激酶

Trizol 提取细胞总 RNA袁紫外分光光度计测定

浓度袁根据浓度计算样本加入量袁先后加入捕获抗体

工作液尧检测抗体工作液尧增强液袁封闭室温摇床温

育 30 min袁弃液袁洗板袁加入显色剂袁室温尧避光袁反
应 10 min袁加入终止剂变色后 10 min 内与酶标板

测 OD 值袁波长为 450 nm遥 根据标准曲线计算 m6A
的含量遥

配液袁混匀袁45 益水浴 15 min袁双蒸水调零袁
660 nm 处 1 cm 光径袁测各管的吸光度值遥 根据标

准曲线计算肌酸激酶渊creatine kinase, CK冤活力遥
2.9 统计学方法

数据采用 SPSS 25.0 统计软件进行分析遥 计量

资料符合正态分布以野曾依s冶表示袁多组间比较采用方

差分析遥 均以 P约0.05 表示差异有统计学意义遥
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表 1 各组 CMECs凋亡率比较渊曾依s袁n=3冤
Table 1 Comparison of apoptosis rates of CMECs

among different groups 渊曾依s, n=3冤

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁驭驭P约0.01曰与过表达

组比较袁##P约0.01遥

组别

空白组

模型组

中药组

过表达组

中药+过表达组

空载组

凋亡率/%
3.69依0.10

10.27依0.44**
6.95依0.10驭驭

23.83依0.25驭驭

7.54依0.04##

16.06依0.21

3 结果

3.1 慢病毒转染结果

慢病毒转染 48 h 后袁荧光显微镜下观察细胞转

染情况袁见 CMECs 携带绿色荧光遥 详见图 1遥

3.2 丹参通络解毒汤对 CMECs凋亡率的影响

与空白组比较袁模型组 CMECs 凋亡率显著升高

渊P约0.01冤曰与模型组相比袁中药组 CMECs 凋亡率显

著降低渊P约0.01冤袁过表达组 CMECs 凋亡率显著升高

渊P约0.01冤曰与过表达组比较袁中药+过表达组 CMECs
凋亡率显著降低渊P约0.01冤遥 详见图 2尧表 1遥
3.3 丹参通络解毒汤对炎症因子 IL-1茁尧IL-10 的
影响

与空白组比较袁模型组 IL-1茁 含量显著升高袁

IL-10 含量显著降低渊P约0.01冤曰与模型组相比袁中药

组 IL-1茁 含量显著降低袁IL-10 含量显著升高渊P约
0.01冤袁过表达组 IL-1茁 含量显著升高袁IL-10 含量显

著降低渊P约0.01冤曰与过表达组比较袁中药+过表达组

IL-1茁 含量显著降低袁IL-10 含量显著升高渊P约0.01冤遥
详见图 3遥
3.4 丹参通络解毒汤对 CK的影响

与空白组比较袁模型组 CK 活力显著升高渊P约
0.01冤曰 与模型组相比袁 过表达组 CK 活力升高渊P约
0.05冤袁中药组 CK 活力显著降低渊P约0.01冤曰与过表达

组比较袁中药+过表达组 CK 活力降低渊P约0.05冤遥详
见图 4遥

图 1 CMECs转染后形态渊免疫荧光袁伊200冤
Fig.1 Morphology of CMECs after transfection

(immunofluorescence, 伊200)

图 3 各组 CMECs IL-1茁与 IL-10 含量情况渊曾依s袁n=5冤
Fig.3 Content of IL-1茁 and IL-10 in CMECs in each group 渊曾依s, n=5冤
注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁驭驭P约0.01曰与过表达组比较袁##P约0.01遥

图 2 各组 CMECs凋亡流式检测

Fig.2 Apoptosis of CMECs in each group measured by flow cytometry

空白组 模型组 中药组 过表达组 中药+过表达组 空载组
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3.5 丹参通络解毒汤对 METTL3蛋白表达的影响

与空白组比较袁模型组 METTL3 蛋白表达显著

升高渊P约0.01冤曰与模型组比较袁中药组 METTL3 蛋白

表达降低渊P约0.05冤袁过表达组 METTL3 蛋白表达显

著升高渊P约0.01冤曰与过表达组比较袁中药+过表达

组METTL3 蛋白表达显著降低渊P约0.01冤遥 详见图 5尧
表 2遥

3.6 丹参通络解毒汤对 RNA中 m6A含量的影响

与空白组比较袁模型组与中药组 m6A 水平均显

著升高渊P约0.01冤曰与模型组比较袁中药组 m6A 水平显

著降低渊P约0.01冤遥 详见图 6遥

4 讨论

MIRI 属于中医学野胸痹冶野胸痹心痛冶野真心痛冶
等范畴遥 研究显示袁中药复方可通过多机制防治

MIRI袁具有多功效协同优势[17-18]遥 丹参通络解毒汤由

叶温病条辨曳清营汤和叶时方歌括曳丹参饮化裁而来袁
针对热尧瘀尧毒导致的瘀热壅毒袁毒损心营之证袁治以

活血通络袁清营解毒袁兼益气养阴遥 其中黄芪的重要

有效化学成分之一黄芪甲苷郁渊As-郁冤具有抗炎尧
抗氧化等作用袁该成分可以通过 PI3K/AKT/mTOR
信号通路改善 MIRI[19]遥 丹参-红花药对可通过调节

肠道菌群袁减轻炎性反应袁发挥保护 MIRI 作用[20]遥川
芎可调节自噬和细胞凋亡袁治疗 MIRI[21]遥 黄连中含

量颇高的小檗碱可减少一些炎性物质的释放袁减轻心

肌 I/R 损伤[22]遥 团队前期研究表明袁丹参通络解毒汤

可抑制缺氧/复氧损伤引起的 CMECs 自噬与凋亡[23]遥
在此基础上袁本实验通过检测体外培养的 CMECs 凋
亡率变化以及对 CK尧炎症因子 IL-1茁 和 IL-10 的影

响袁探讨该方对 METTL3 表达及 m6A 水平的调控作

用袁综合评价丹参通络解毒汤对 CMECs的保护作用遥
m6A 甲基化是由甲基化酶尧去甲基化酶以及结合

蛋白质共同调控的一种动态可逆的修饰过程袁在血

管重构和血管细胞稳态维持中发挥着重要作用[24]遥
有研究证明袁去甲基化酶 FTO 可以减少心肌细胞的

凋亡和炎症反应[25]遥 多项研究表明袁表观遗传学在缺

血性心脏病中是重要影响因素袁揭示 m6A 修饰可作

为治疗 MIRI 新的干预靶点[8-9]遥METTL3 作为最早发

图 5 各组 CMECs METTL3 蛋白免疫印迹

Fig.5 Western blot of METTL3 protein in CMECs in
each group

注院A.空白组曰B.模型组曰C.中药组曰D.过表达组曰E.中药垣过表达

组曰F.空载组遥

注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁驭P约0.05袁驭驭P约0.01曰
与过表达组比较袁##P约0.01遥

组别

空白组

模型组

中药组

过表达组

中药+过表达组

空载组

METTL3
0.270依0.036
0.473依0.021**
0.367依0.015驭

0.793依0.086驭驭

0.447依0.032##

0.493依0.031

表 2 各组 CMECs METTL3 蛋白相对表达比较渊曾依s袁n=3冤
Table 2 Comparison of relative expression of METTL3
protein in CMECs among different groups 渊曾依s, n=3冤

图 6 造模后及加药后 RNA中 m6A含量变化渊曾依s袁n=3冤
Fig.6 Changes of m6A content in RNA after modeling

and drug administration 渊曾依s, n=3冤
注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁##P约0.01遥

图 4 各组 CMECs CK活力情况渊曾依s袁n=3冤
Fig.4 CK activity in CMECs in each group 渊曾依s, n=3冤
注院与空白组比较袁**P约0.01曰与模型组比较袁驭P约0.05袁驭驭P约0.01曰
与过表达组比较袁#P约0.05遥

442



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园25 年第 45 卷

现的 m6A 修饰关键甲基转移酶袁是 m6A 甲基化修饰

过程中唯一的催化亚基袁与METTL1 和WTAP 结合成

甲基转移酶复合体共同完成催化作用遥 当细胞失去

稳态时袁METTL3 触发细胞内 mRNA 的整体甲基化袁
通过调节 mRNA 的不同亚群来决定细胞的功能和

命运[26]遥 在 H/R 处理的心肌细胞或 MIRI 的小鼠心脏

中总 mRNA 的 m6A 修饰增加袁提示 METTL3 可通过

调节 mRNA 的 m6A 修饰在缺血性心脏病中起重要

作用[27]遥 目前多项研究提示袁METTL3 与炎症因子的

分泌也有紧密联系遥 李娟等[28]研究发现袁METTL3 通

过 mRNA 的 m6A 修饰促进类风湿关节炎滑膜成纤

维细胞分泌炎症因子遥 何宏湖等[29]发现袁METTL3 通

过调节 MAPK 和 NF-资B 信号通路参与脂多糖诱导

小鼠小胶质细胞的炎症反应遥 张天择等[30]发现袁MET鄄
TL3 通过 NF-资B 信号通路促进小鼠巨噬细胞活化

和炎症反应遥研究提示袁在MIRI过程中METLL3的表

达是m6A 水平上升的关键因素袁同时能正向调控炎

症反应的发生遥
本实验建立缺氧/复氧 CMECs 模型后发现

METTL3表达及 m6A 水平均升高袁用药后发现二者水

平均降低袁说明丹参通络解毒汤可以下调 METTL3
及 m6A 水平袁且二者正相关遥 流式检测结果显示袁
METTL3 过表达后 CMECs 凋亡率升高袁用药可降低

凋亡率袁表明丹参通络解毒汤通过降低 METTL3 表

达从而抑制损伤的 CMECs 凋亡遥 CK 是临床诊断及

评价心血管疾病的重要标志物之一袁赵德刚[31]研究

表明袁 血清总 CK 水平及CKMB 质量异常升高提示

心血管疾患的存在并评估损伤程度遥 比色法检测

CK 结果表明袁METTL3 过表达加重了CMECs 的损

伤袁而含药血清可减轻其损伤袁此结果与CMECs 凋亡

情况相符合遥 IL-1茁尧TNF-琢 等介导的炎症在MIRI
中起到关键作用[32]遥IL-10 是一种重要的抗炎细胞因

子袁可延缓甚至逆转冠脉粥样硬化及冠心病发生发

展袁随着再灌注时间的延长袁水平呈下降趋势[33-34]遥
ELISA 检测结果显示袁METTL3 过表达可促进介导炎

症反应 IL-1茁分泌袁而降低 IL-10分泌袁表明 METTL3
的表达能正向促进炎症因子的发生曰用药后发现炎

症反应减轻袁提示丹参通络解毒汤通过降低METTL3
表达起到抗炎作用遥

综上所述袁m6A 甲基化修饰在心肌 IRI 及心脏

再生中发挥重要调控作用袁METTL3 是关键的调节

因子遥 通过调控 METTL3 的表达来控制 m6A 水平袁
可能是防治 MIRI袁保护心肌的有力策略遥 在再灌注

的早期袁CMECs 的凋亡早于心肌细胞袁保护 CMECs
可能是防止 IRI 恶化的关键遥 丹参通络解毒汤能抑

制缺氧/复氧 CMECs 中 METTL3 表达袁下调 m6A 水

平袁降低炎症反应袁抑制 CMECs 凋亡遥这或许是该方

临床验效的微观基础袁但 m6A 甲基化在 MIRI 中的

作用及机制亟待后续深入研究遥
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