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丹参酚酸 Ｂ调节缺氧损伤乳鼠心肌细胞 ＴＬＲ４ＮＦκＢ
ＴＮＦα炎性反应通路的量效时效关系研究
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摘要　目的：探讨丹参酚酸Ｂ不同给药浓度和不同给药时间窗对缺氧损伤乳鼠心肌细胞ＴＬＲ４ＮＦκＢＴＮＦα炎性反应通路
的调节作用。方法：分离纯化出生１～３ｄＷｉｓｔａｒ乳鼠心肌细胞、建立体外缺氧细胞模型。丹参酚酸 Ｂ（ＳａｌＢ）大、中、小剂
量浓度分别为１０－５ｍｏｌ／Ｌ、１０－６ｍｏｌ／Ｌ和１０－７ｍｏｌ／Ｌ并按照缺氧前６ｈ、缺氧同时和缺氧后６ｈ３种给药方式进行干预。
ｑＲＴＰＣＲ法检测心肌细胞ｔｏｏｌ样受体４（ＴＬＲ４）和核因子 κＢ（ＮＦκＢ）ｍＲＮＡ的表达，细胞爬片免疫组化法检测 ＴＬＲ４和
ＮＦκＢ蛋白的表达，ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中肿瘤坏死因子 α（ＴＮＦα）的浓度。结果：与正常组比较，缺氧模型组 ＴＬＲ４
和ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达量、细胞上清液中ＴＮＦα浓度均显著升高（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。和缺氧模型组比较，丹参
酚酸Ｂ预防给药和同时给药大、中剂量组ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达量、细胞上清液中ＴＮＦα的浓度均显著下降
（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）。预防给药大剂量组下降最显著（Ｐ＜００１）。结论：ＴＬＲ４ＮＦκＢＴＮＦα炎性反应通路在缺氧损伤６
ｈ即明显激活。ＳａｌＢ预防或同时干预对缺氧损伤的心肌细胞有明显的保护作用，该作用与抑制ＴＬＲ４ＮＦκＢＴＮＦα炎性反
应损伤通路相关。ＳａｌＢ具有量效和时效性，以大剂量预防给药效果最佳。
关键词　丹参酚酸Ｂ；缺氧损伤；乳鼠；心肌细胞；ＴＬＲ４ＮＦκＢＴＮＦα通路；量效；时效；缺血性心肌病
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　　Ｔｏｌｌ样受体４（ＴＬＲ４）是一种跨膜信号转导受体，
在免疫细胞、内皮细胞、心肌细胞、肝细胞和神经胶质

细胞等表面广泛存在表达［１２］。ＴＬＲ４主要通过核转
录因子（ＮＦκＢ）诱导炎性反应递质和炎性反应因子的
产生释放激活炎性反应的发生［３４］。研究发现阿托伐

他汀通过抑制ＴＬＲ４和ＮＦκＢ信号通路改善结肠炎大
鼠的肠道炎性反应［５］。鱼腥草素钠显著抑制ＬＰＳ刺
激的牛乳腺上皮细胞ＴＬＲ４的表达和ＮＦκＢ的激活，
且抑制ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ６的产生［６］。我们前期的

实验研究也发现，丹参酚酸 Ｂ能显著抑制 ＴＬＲ４ＮＦ
κＢＴＮＦα炎性反应通路，从而保护缺氧损伤和炎性
反应损伤心肌细胞［７８］。本文在前期工作基础上进一

步深入研究ＳａｌＢ保护缺氧损伤心肌细胞的量效和时
效关系。阐明ＳａｌＢ治疗缺血性疾病的作用机制并为
临床合理用药提供科学依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞　出生１～３ｄＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ乳鼠购
自北京维通利华实验动物中心，经中国中医科学院

广安门医院伦理委员会批准用于实验研究。颈动脉

放血处死后，立即用７５％乙醇消毒皮肤开胸摘取心
脏，留取心尖至心室部分，ＤＨＡＮＫＳ液清洗后剪成１
ｍｍ３小块，每只心脏加入２ｍＬ混合消化液进行多次
消化，收集乳鼠心肌细胞。详细方法参照文献［７８］。

１１２　药物　丹参酚酸 Ｂ对照品（Ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃａｃｉｄ
Ｂ）：购自四川先欣生化技术研究所，面积归一化法
检测纯度为９８９０％，货号ＸＸＢＳＭＩ００４。
１１３　试剂与仪器　低糖ＤＭＥＭ培养基：美国Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ产品，货号 ＳＨ３００２１０１Ｂ；ＤＨＡＮＫＳ：ＴＢＤＳｃｉ
ｅｎｃｅ产品，货号 ＨＡ２００４Ｙ；Ⅱ型胶原酶：Ｓｉｇｍａ公司
产品，１００ｍｇ／支，货号Ｃ６８８５；０２５％胰酶：美国Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ产品，货号ＳＨ３００４２０１；ＴＬＲ４和ＮＦκＢ引物（赛
百盛生物技术公司合成）；Ｔｒｉｚｏｌ１００ｍＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
ＣａｔＮｏ１５５９６０２６，ＵＳＡ）；ＳＹＢＲｇｒｅｅｎＰＣＲｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＡＢＩ，ＣａｔＮｏ４３０９１５５，ＵＫ）；反转录试剂盒
（ＭＢＩ，ＣａｔＮｏＫ１６２２，ＵＳＡ）；兔抗大鼠 ＴＬＲ４和
ＮＦκＢ多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，货号分别是：ｓｃ３０００２
和ｓｃ３３０２２）；ＴＮＦαＥＬＩＳＡ检测试剂盒：美国 ＲＢ公
司产品，货号３Ｒ０８０。ＳＡＮＹＯＣＯ２培养箱；ＯＬＬＹＭ
ＰＵＳＩＸ７０型倒置显微镜；超净工作台；ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ
ＭＫ３全自动多功能酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）及缺氧培
养装置。

１２　方法
１２１　分组与模型制备　心肌细胞共分为５组，分

别为：正常组；缺氧模型组；ＳａｌＢ大剂量组；ＳａｌＢ中剂
量组；ＳａｌＢ小剂量组。采用缺氧装置系统，将细胞置
于充满９５％Ｎ２密封装置内，采用无糖ＤＨａｎｋｓ液代
替ＤＭＥＭ培养基。血气分析表明常氧和缺氧细胞
培养液中氧分压分别为２００ｍｍＨｇ和２１ｍｍＨｇ，达
到所需要的缺氧条件。

１２２　给药方法（或干预方法）　ＳａｌＢ大、中、低剂
量浓度分别为１０－５ｍｏｌ／Ｌ、１０－６ｍｏｌ／Ｌ和１０－７ｍｏｌ／
Ｌ。预防给药是指ＳａｌＢ加入培养基后６ｈ再置于缺
氧装置６ｈ后收集标本；同时给药是指 ＳａｌＢ加入培
养基后立即置于缺氧装置６ｈ后收集标本；后给药
是指细胞置于缺氧装置６ｈ后加入ＳａｌＢ干预６ｈ再
收集标本。

１２３　检测指标与方法　ｑＲＴＰＣＲ检测方法：冲洗
刮取并离心收集心肌细胞，加入０５ｍＬＴｒｉｚｏｌ混合，
按Ｔｒｉｚｏｌ说明抽提总ＲＮＡ。总 ＲＮＡ的反转录、引物
设计和ＲＴＰＣＲ的扩增条件都与前期的实验研究一
致，具体内容参见文献［９］。免疫组化及ＥＬＩＳＡ法：免
疫组化法检测爬片细胞 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ蛋白，ＥＬＩＳＡ
法检测培养上清液中 ＴＮＦα浓度，均严格按照说明
书操作。

１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９０统计软件进行
数据分析。各指标均为计量资料，用均数 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析，组间两两比较采
用Ｔｕｋｅｙ法，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　丹参酚酸 Ｂ调节缺氧心肌细胞 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ
的量效和时效作用　与正常组比较，缺氧各组心肌
细胞ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜００１或 Ｐ＜
００５）。与缺氧组比较，丹参酚酸Ｂ预防给药大、中、
小剂量组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达均显著下降（Ｐ＜００１或
Ｐ＜００５）。丹参酚酸 Ｂ同时给药大、中剂量组
ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达显著下降（Ｐ＜００５）。丹参酚酸Ｂ
后给药各组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（Ｐ
＞００５）。见表１。
表１　ＳａｌＢ不同给药浓度和时间对心肌细胞ＴＬＲ４ｍＲＮＡ

表达量的调节（珋ｘ±ｓ，２－△△ＣＴ）

组别 缺氧前６ｈ给药 缺氧同时给药 缺氧后６ｈ给药

正常组 １００±０００ １００±０００ １００±０００
缺氧组 ３６６±０３２ ４３１±０４７ ４１９±０５２

ＳａｌＢ大 １１９±０１１△ ２０８±０３３△ ３１３±０２５
ＳａｌＢ中 ２０２±０５１△ ２０２±０５８△ ３０３±０４６
ＳａｌＢ小 ２１４±０２６△ ３７４±０１５ ３９７±０３９

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与缺氧组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１
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２２　丹参酚酸 Ｂ调节缺氧心肌细胞 ＮＦκＢｍＲＮＡ
表达的量效和时效作用　与正常组比较，缺氧各组
心肌细胞ＮＦκＢｍＲＮＡ表达显著升高（Ｐ＜００１或Ｐ
＜００５）。与缺氧组比较，丹参酚酸 Ｂ预防给药大、
中、小剂量组 ＮＦκＢｍＲＮＡ表达均显著下降（Ｐ＜
００１或Ｐ＜００５）。丹参酚酸 Ｂ同时给药大、中剂
量组ＮＦκＢｍＲＮＡ表达显著下降（Ｐ＜００５）。丹参
酚酸Ｂ后给药各组ＮＦκＢｍＲＮＡ表达差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。见表２，图１。
表２　ＳａｌＢ不同给药浓度和时间对心肌细胞ＮＦκＢｍＲＮＡ

表达量的调节（珋ｘ±ｓ，２－△△ＣＴ）

组别 缺氧前６ｈ给药 缺氧同时给药 缺氧后６ｈ给药

正常组 １００±０００ １００±０００ １００±０００
缺氧组 ４１７±０４７ ４８２±０４８ ５１３±０５１

ＳａｌＢ大 １２１±０２２△△ ２１２±０２７△ ４２７±０４０
ＳａｌＢ中 １９４±０３１△△ ２１４±０３５△ ４９４±０４８
ＳａｌＢ小 ２３９±０３４△ ３８８±０４９ ４２８±０２９

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与缺氧组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１

图１　ＲＴＰＣＲ法检测ＴＬＲ４和ＮＦκＢｍＲＮＡ

溶解曲线和扩增曲线图

　　注：ａ为βａｃｔｉｎ溶解曲线，ｂ为 ＴＬＲ４溶解曲线，ｃ为 ＮＦκＢ溶解

曲线，ｄ为 βａｃｔｉｎ扩增曲线，ｅ为 ＴＬＲ４扩增曲线，ｆ为 ＮＦκＢ扩增曲

线

２３　丹参酚酸 Ｂ调节缺氧心肌细胞 ＴＬＲ４蛋白表
达的量效和时效作用　与正常组比较，缺氧各组心
肌细胞ＴＬＲ４蛋白表达面积均显著升高 Ｐ＜００１）。
和缺氧组比较，丹参酚酸 Ｂ预防给药大、中、小剂量
组ＴＬＲ４蛋白的表达面积均显著下降（Ｐ＜００１或Ｐ
＜００５）。丹参酚酸 Ｂ同时给药大、中剂量组 ＴＬＲ４
蛋白的表达面积显著下降（Ｐ＜００５）。丹参酚酸 Ｂ
后给药各组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达差异无统计学意义（Ｐ
＞００５）。见表３，图２。

表３　ＳａｌＢ不同给药浓度和时间对心肌细胞ＴＬＲ４

蛋白表达量的调节（μｍ２）

组别 缺氧前６ｈ给药 缺氧同时给药 缺氧后６ｈ给药

正常组 ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００
缺氧组５０６２８±９０２３５８１５７±１０１５９ ６１５３６±１３１４３

ＳａｌＢ大２１５６１±６０３１△△３６２８４±６４９２△ ４１２２１±８９３５
ＳａｌＢ中２５７９４±５３７６△△３８９５８±８００１△ ５９５１６±１０８４２
ＳａｌＢ小３５１５３±９５７７△ ４６２７５±５４８１ ４７１９９±１３３２

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与缺氧组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１

２４　丹参酚酸 Ｂ调节缺氧心肌细胞 ＮＦκＢ蛋白表
达的量效和时效作用　与正常组比较，缺氧各组心
肌细胞ＮＦκＢ蛋白表达面积均显著升高（Ｐ＜００１）。
和缺氧组比较，丹参酚酸 Ｂ预防给药大、中、小剂量
组ＮＦκＢ蛋白的表达面积均显著下降（Ｐ＜００１或Ｐ
＜００５）。丹参酚酸 Ｂ同时给药大、中剂量组 ＮＦκＢ
蛋白的表达面积均显著下降（Ｐ＜００５）。丹参酚酸
Ｂ后给药各组ＮＦκＢｍＲＮＡ表达差异无统计学意义
（Ｐ＞００５）。见表４。

表４　ＳａｌＢ不同给药浓度和时间对心肌细胞ＮＦκＢ

蛋白表达量的调节（μｍ２）

组别 缺氧前６ｈ给药 缺氧同时给药 缺氧后６ｈ给药

正常组 ０００±０００ ０００±０００ ０００±０００
缺氧组７２１７４±１０２８７ ９９６３７±５６６７９８０１６±１９１１２

ＳａｌＢ大２６３５４±７８５８△△ ４２８７４±１０７１３△ ７３９０１±１１３２３
ＳａｌＢ中３５４２２±８２９４△△ ４３７９０±７９１３△ ７０２７１±９８５３
ＳａｌＢ小４５０００±９９９９△ ５７８１５±７５２９ ８５０３１±６１２４

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与缺氧组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１

２５　丹参酚酸 Ｂ调节缺氧心肌细胞 ＴＮＦα表达的
量效和时效作用　与正常组比较，缺氧各组细胞上
清液中ＴＮＦα含量均显著升高（Ｐ＜００１）。和缺氧
组比较，丹参酚酸Ｂ预防给药大、中、小剂量组ＴＮＦα
含量均显著下降（Ｐ＜００１或 Ｐ＜００５）。丹参酚酸
Ｂ同时给药大、中剂量组 ＴＮＦα含量均显著下降（Ｐ
＜００５）。丹参酚酸 Ｂ后给药各组 ＴＮＦα含量差异
无统计学意义（Ｐ＞００５）。见表５。

表５　ＳａｌＢ不同给药浓度和时间对心肌细胞ＴＮＦα
表达量的调节（ｎｍｏｌ／ｍＬ）

组别 缺氧前６ｈ给药 缺氧同时给药 缺氧后６ｈ给药

正常组 ２９４２±４１６ ３５２４±１８５５ ４１１５±１６８２
缺氧组 ８９３９±２１６５ ９８５３±２１９６ １０９４５±４４１１

ＳａｌＢ大 ４０７８±１５０９△△ ５５５７±１４４８△ ８８６８±１００２
ＳａｌＢ中 ４９７１±１７１２△△ ５６８４±１７２７△ ７８６８±１８２７
ＳａｌＢ小 ５２３８±１６４５△ ７９２７±１３６６ ８１９９±１３３２

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１；与缺氧组比较，△Ｐ

＜００５，△△Ｐ＜００１
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图２　ＳａｌＢ缺氧前６ｈ预防给药各组心肌细胞培养状态及细胞爬片ＴＬＲ４免疫组化染色图
　　注：ａ为正常组，ｂ为模型组，ｃ为ＳａｌＢ大剂量组，ｄ为ＳａｌＢ中剂量组，ｅ为ＳａｌＢ小剂量组。ａ１、ｂ１、ｃ１、ｄ１、ｅ１为各组对应的细胞爬片ＴＬＲ４免

疫组化染色图。可见正常组细胞形态完整，无着色；模型组细胞固缩坏死，着色深；ＳａｌＢ大、中、小剂量组较模型组细胞形态相对完整，着色明显

变浅

３　讨论
缺氧损伤是某些缺血性疾病的主要病理损伤因

素，且伴随疾病的发生、发展和转归的全过程。如重

要脏器心脑肾的缺血性疾病：冠心病、急性心肌梗

死、脑梗死、肾动脉狭窄和肾动脉硬化等。缺氧诱导

肾上皮细胞ＴＬＲ４和ＮＦκＢ的表达，引起细胞凋亡、
炎性反应因子 ＴＮＦα释放和肾小管间质纤维化。
糖蛋白 Ｓｌｉｔ２可以抑制 ＴＬＲ４和 ＮＦκＢ的表达减轻
炎性反应和纤维化的发生［１０］。缺氧的脂肪细胞

ＴＬＲ４受体表达上调８８倍、ＮＦκＢ信号激活、炎性
反应因子释放。本研究发现缺氧损伤乳鼠心肌细胞

在缺氧后６ｈＴＬＲ４和 ＮＦκＢｍＲＮＡ和蛋白的表达
均显著增加，细胞上清液中 ＴＮＦα含量也显著升
高［１１］。据此，我们推断缺氧状态下 ＴＬＲ４ＮＦκＢ
ＴＮＦα炎性反应通路明显激活，是缺氧状态下炎性
反应损伤的主要机制。

活血化瘀中药丹参被广泛应用于心脑血管疾病

和糖尿病肾病等动脉粥样硬化的预防和治疗［１２１３］。

丹参酚酸Ｂ是丹参中含量最丰富的生物活性化合
物。ＳａｌＢ可呈剂量依赖性地降低缺血再灌注引起
的神经功能损伤，治疗局灶性脑缺血再灌注损

伤［１４］。ＳａｌＢ还能增加缺血缺氧干细胞的存活
率［１５］。ＳａｌＢ对脑缺血再灌注的保护作用与抑制血
小板活化和下调 ＮＦκＢ通路相关。我们课题组前
期的研究工作发现，ＳａｌＢ能保护缺氧损伤和炎性反
应损伤心肌细胞，其作用机制与抑制 ＴＬＲ４ＮＦκＢ
ＴＮＦα炎性反应通路相关［７８］。但目前未见关于

ＳａｌＢ对缺氧损伤心肌细胞保护作用的量效和时效
关系研究报导。

本研究发现 ＳａｌＢ对缺氧损伤乳鼠心肌细胞
ＴＬＲ４ＮＦκＢＴＮＦα炎性反应通路的抑制作用存在

明显的量效和时效关系。大、中剂量组较小剂量组

效果显著。缺氧前预防给药和缺氧同时给药较缺氧

后给药效果显著。因此，我们认为临床应用丹参酚

酸Ｂ或丹参类制剂（如丹红注射液，丹七片、丹参滴
丸等）治疗缺血性疾病宜早期、足量和全程给药为

佳，以便更好地发挥其抗炎和保护缺氧损伤组织细

胞的作用。

本研究是细胞实验，干扰混杂因素少，实验结果

具有可靠性。今后还需要进一步进行动物实验和临

床实验研究，需要考虑到病和证的对应和结合，丹参

主要对应的是血瘀证。
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２０１８中国国际中医药大健康博览会在广州隆重开幕

　　国家中医药管理局原副局长、世界中联主席马建中在讲
话中表示，中医药康博会是中医药大健康领域规模大、参与

广、层次高的产业盛会，今年在振兴中医药，促进“好医 ＋好
药”全产业链交流，推动中药材产业升级和中医药扶贫等方

面，作出了巨大努力，同时，展会坚持以“一带一路”为契机，

大力推动中医药走向国际。

国家中医药管理局政策法规与监督司原司长、世界中联

副主席兼秘书长桑滨生出席开幕式并主持，他指出世界中联

将更加坚定发展中医药国际化、现代化、标准化与信息化的

“四化”建设，充分发挥国际组织优势，催化中医药产学研协

同创新，不忘初心，继往开来，努力实现中医药更高质量的走

向世界，服务全球，为人人享有健康的美好愿景做出更大贡

献！

本届展会期间将举行高峰论坛、学术年会和各种研讨

会，中医院院长论坛、青年中医名家论坛、中药材产区县长论

坛、中医药大健康投融资论坛等，为各地政府提供招商引资、

项目融资服务，为振兴中医、推动中医药大健康走向世界，提

供崭新的发展思路。

会议发布中医药文化影响力指数

活动现场还发布了中医药文化影响力指数，广东入选中

医药文化影响力地区综合排名首位，北京、浙江也入选前三。

该指数源自广州中医药大学经济与管理学院和广东省中医

药学会中医院管理专业委员会联合课题组基于全国卫生统

计年鉴等大数据开展的中医文化影响力指数研究。

百名专家名医免费义诊

由广东省中医药局指导、广东省中医药学会组织的大型

义诊活动同期举办，广东省中医院、广东省第二中医院、广州

中医药大学第一附属医院的近百名专家名医现场为市民免

费义诊。

中医药康博会是经国家商务部批准，由国家中医药管理

局指导，世界中医药学会联合会主办，中国药膳研究会、广东

省中医药学会协办，广东尊圣中医药投资管理有限公司承办

的大型国际性中医药健康博览会。目前，中医药康博会已成

功举办四届。

中国工程院院士石学敏，广东省卫生健康委员会主任段

宇飞，广东省中医药管理局副局长李梓廉，广东省食品药品

监督局副局长严振，中国药膳研究会会长杨锐，广东药科大

学校长、世界中联代谢病专委会会长郭娇，福建中医药大学

校长、世界中联健康管理专委会会长李灿东，南京中医药大

学原党委书记、世界中联治未病专委会会长陈涤平，湖南中

医药大学副校长、世界中联慢病管理专委会会长何清湖，广

东省中医院党委书记翟理祥等出席会议。
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