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·论著·

丹参酮ⅡA 对急性心肌缺血大鼠 S100A1 蛋白表达的影响
吴茂林 1，翟昌林 2，张亚梅 1，吴飞飞 1，张英志 1

（1. 浙江萧山医院心内科，浙江  杭州  311200 ；2. 嘉兴市第一医院心内科，浙江  嘉兴  314000）

【摘要】 目的 探讨丹参酮ⅡA 对大鼠急性心肌缺血损伤后 S100A1 蛋白表达的影响。方法 选择
Wistar 大鼠 60 只，按随机数字表法分为假手术组、急性心肌缺血模型组、丹参酮ⅡA 预处理组。采用左冠状动
脉（冠脉）前降支根部穿线结扎的方法建立大鼠急性心肌缺血模型；假手术组仅开胸于大鼠左冠脉前降支根部
穿线但不结扎；丹参酮ⅡA 预处理组于术前 3 d 腹腔注射丹参酮ⅡA 注射液（剂量为 1.5 mg/kg），假手术组和急
性心肌缺血模型组以等体积生理盐水腹腔注射。采用原位末端缺刻标记法（TUNEL）检测心肌细胞凋亡情况；
检测血清超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、肌酸激酶（CK）、乳酸脱氢酶（LDH）及 S100A1 蛋白水平；采
用免疫组化染色和蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测心肌组织 S100A1 蛋白的表达水平。结果 与假
手术组比较，心肌缺血模型组和丹参酮ⅡA 预处理组心肌细胞凋亡率及 MDA、CK、LDH、S100A1 表达水平均明
显升高，SOD 活性明显降低；与心肌缺血模型组比较，丹参酮ⅡA 预处理组心肌细胞凋亡率及 MDA、CK、LDH、
S100A1 蛋白表达水平均明显降低 〔细胞凋亡率： （32.1±4.2）% 比（72.4±5.4）%，MDA（μmol/L）：9.1±2.2 比
17.3±5.2，CK（U/L）：83.3±12.2 比 107.5±12.4，LDH（μmol ·s-1·L-1）：84.0±16.4 比 114.4±16.0，S100A1 蛋白

（μg/L）：37.6±6.0 比 78.4±8.6，P＜0.05 或 P＜0.01〕，SOD 活性明显升高（kU/L ：72.8±10.2 比 49.6±8.8，P＜
0.01）。TUNEL 染色结果显示，心肌缺血模型组和丹参酮ⅡA 预处理组心肌细胞部分染色呈阳性（棕黄色），呈
现形态不规则、与周围组织脱离和核固缩等特征，假手术组大部分细胞染色呈阴性。免疫组化结果显示，心肌
缺血模型组和丹参酮ⅡA 预处理组 S100A1 蛋白染色较深，丹参酮ⅡA 预处理组阳性蛋白染色较浅。Western 
Blot 结果显示，心肌缺血模型组 S100A1 蛋白表达是假手术组的 2.8 倍，丹参酮ⅡA 预处理组较心肌缺血模型组
明显降低（均 P＜0.05），是假手术组的 1.5 倍。结论 丹参酮ⅡA 可能是通过抑制 S100A1 蛋白的表达对急性
心肌缺血损伤起到保护作用，提示丹参酮ⅡA 具有治疗心肌缺血的潜能。
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【Abstract】 Objective　To investigate the protective effect of tanshinone ⅡA on the expression of S100A1 
protein after acute myocardial ischemia injury in rats. Methods Sixty Wistar rats were randomly divided into 
sham operation group，acute myocardial ischemia model group and tanshinone ⅡA pretreatment group by random 
number table. The acute myocardial ischemia model was established by thoracotomy and penetration of a thread and 
occlusion around the root part of the left anterior descending coronary artery，while the sham operation group was 
established only by thoracotomy and penetration of a thread around the root part of that artery but without occlusion ； 
3 days before the operation， in the tanshinone ⅡA pretreatment group， intraperitoneal injection of tanshinone 
ⅡA solution （at a dose of 1.5 mg/kg）was applied，while in the sham and acute myocardial ischemia groups，
intraperitoneal injection of an equal volume of saline was given. Myocardial cell apoptosis was detected by the terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick-end labeling （TUNEL），the levels of serum superoxide dismutase 

（SOD）， malondialdehyde （MDA）， creatine kinase （CK）， lactate dehydrogenase （LDH） and S100A1 protein were 
examined and the level of expression of S100A1 protein in myocardial tissue was assayed by immunohistochemical 
staining and Western Blot. Results Compared with the sham operation group，the myocardial cell apoptosis 
rate，the contents of MDA，CK，LDH，S100A1 and the level of S100A1 expression in myocardial ischemia group 
and tanshinone ⅡA pretreated group were significantly increased， while SOD activity was decreased obviously ； 
compared with the myocardial ischemia model group，the myocardial cell apoptosis rate，the contents of MDA，CK，
LDH， S100A1 and the level of S100A1 protein expression were significantly reduced 〔apoptosis rate ： （32.1±4.2）% 
vs. （72.4±5.4）%，MDA （μmol/L）：9.1±2.2 vs. 17.3±5.2，CK （U/L）：83.3±12.2 vs. 107.5±12.4，LDH  

（μmol·s-1·L-1）： 84.0±16.4 vs. 114.4±16.0， S100A1 （μg/L）： 37.6±6.0 vs. 78.4±8.6， P＜0.05 or P＜0.01〕， 
while the activity of SOD was increased markedly in tanshinone ⅡA pretreated group （kU/L ：72.8±10.2 vs. 
49.6±8.8，P＜0.01）. TUNEL staining showed that in the myocardial ischemia model group and tanshinone ⅡA 
pretreated group，the myocardial cells represented positive staining （brown-yellow in color），irregular in shape with 
nuclear pyknosis， cell detachment from the surrounding tissue and other characteristics. And in sham operation group， 
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S100A1 蛋白为钙结合蛋白，在心肌组织中特异

性地高表达［1］。研究发现，S100A1 蛋白的表达异常

与心脏疾病密切相关。在急性心肌缺血患者的早

期阶段，S100A1 蛋白的表达明显升高，提示它可作

为缺血性冠心病患者的早期诊断标志物［2］。此外，

S100A1 蛋白可以增强心力衰竭（心衰）大鼠的心肌

收缩能力，对治疗心衰起到重要的作用［3］。研究表

明，中药对缺血 / 再灌注（I/R）损伤大鼠有保护作 
用［4］。丹参是常用的活血化瘀中药，研究发现丹参

的主要成分丹参素对大鼠急性心肌缺血性疾病具有

保护作用［4-5］。本研究旨在探讨丹参酮ⅡA 对急性

心肌缺血大鼠 S100A1 蛋白的影响，从而阐明丹参

酮Ⅱ A 保护心肌的分子机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料与药品：丹参酮ⅡA 注射液购自雅安
三九药业有限公司，批号：

化物歧化酶（SOD）和丙二醛（MDA）检测试盒，
121011，每支 2 mL。超氧

人乳酸脱氢酶（LDH）检测试剂盒，人肌酸激酶

（CK）检测试剂盒，蛋白酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测试剂盒购自上海江莱生物科技有限

公司。原位末端缺刻标记法（TUNEL）试剂盒购

自美国Promega 公司，S100A1 和三磷酸甘油醛脱氢

酶（GAPDH）抗体购自英国Abcam 公司。

1.2 急性心肌缺血大鼠模型的建立：以戊巴比妥麻

醉大鼠，剪开气管插管，连接微型小动物呼吸机和

体表心电图。控制呼吸频率为 80 次 /min，通气量 
12 mL。开胸暴露心脏，于左冠状动脉（冠脉）前降

支根部穿线结扎，以心电图出现 R 波高尖、ST 段抬

高或 Q 波加深、心肌颜色由红色变为白色则表示心

肌急性缺血模型制备成功。缺血 4 h 后进行各项指

标检测。假手术组仅开胸，于大鼠左冠脉前降支根

部穿线但不结扎［6-7］。

本研究中动物处置方法符合动物伦理学标准。

1.3 实验分组： 选择 Wistar 大鼠 60 只，雌雄各半，体

质量 200～220 g，由浙江大学实验动物中心提供，动

物格合证号：SCXK（浙）2011-079。按随机数字表

法分为 3 组，每组 20 只。丹参酮ⅡA 预处理组大鼠

于术前连续腹腔注射丹参酮ⅡA 注射液 1.5 mg/kg，
每日 1 次，连用 3 d，于末次给药后进行心肌缺血处

理；心肌缺血模型组和假手术组用等体积生理盐水

代替丹参酮ⅡA 注射液腹腔注射后进行手术。

1.4 检测指标及方法

1.4.1 TUNEL 法检测心肌细胞凋亡：各组大鼠麻醉

处死后立即取心尖部的心肌组织，放入 4% 多聚甲

醛水溶液中固定，常规脱水，石蜡包埋后进行切片处

理。严格按照 TUNEL 试剂盒说明书要求进行心肌

细胞凋亡检测。心肌细胞凋亡率＝（凋亡心肌细胞

核数 / 心肌细胞核总数）×100%。

1.4.2 生化指标测定：各组大鼠麻醉处死后取血，离

心分离血清，严格按照试剂盒说明书要求检测血清

SOD、MDA、LDH、CK 和 S100A1 蛋白水平。

1.4.3 免疫组化染色检测心肌组织 S100A1 蛋白表

达水平：麻醉处死大鼠后在心脏的 2 个不同部位取

心肌组织，切片，采用免疫组化 〔过氧化物酶标记

的链霉素卵白素复合物（SP）〕 法检测各组心肌中

S100A1 的表达，操作严格按照试剂盒说明书步骤进

行。采用磷酸盐缓冲液（PBS）代替一抗作为空白

对照，采用已知样品作为阳性对照。以细胞质和细

胞核着色棕黄色为阳性。

1.4.4 蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测心

肌组织中 S100A1 蛋白的表达：麻醉处死大鼠后迅

速取心肌组织，用蛋白裂解缓冲液裂解心肌组织，

离心分离得到总蛋白。然后在 15% 的十二烷基

硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）胶上

进行蛋白分离；GAPDH 作为内源性对照。以鼠抗

S100A1 抗体和兔抗 GAPDH 抗体（1 ：1 000 稀释）

作为一抗，室温孵育 2 h ；最后分别用羊抗鼠或羊抗

兔的带有辣根过氧化物酶的二抗进行蛋白检测。得

the staining of majority of cells was negative. The results of immunohistochemistry showed that S100A1 protein staining 
was relatively deep in the myocardial ischemia model group and tanshinone ⅡA pretreated group，and in the latter 
group，the color of S100A1 protein positive staining was not as deep as that in the former group. Western Blot showed 
that the S100A1 protein expression in myocardial ischemia model group was 2.8 folds of that of the sham operation 
group， while the S100A1 protein expression in tanshinone ⅡA pretreated group was significantly decreased compared 
with that of myocardial ischemia model group （both P＜0.05），which was 1.5 folds of that of the sham operation 
group. Conclusion Tanshinone ⅡA may play a role in inhibiting the expression of S100A1 protein to protect 
against acute myocardial ischemia injury， suggesting that this agent have a potential effect for treatment of myocardial 
ischemia.

【Key words】 Tanshinone ⅡA； Acute myocardial ischemia； S100A1； Apoptosis
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到的蛋白条带利用 Labwork 4.0 图像分析软件进行

分析。

1.5 统计学分析：使用 SPSS 18.0 统计软件进行数

据分析，计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，并

进行正态性及方差齐性检验，多组间均数比较采用

单因素方差分析，组间两两比较采用 Dunnett-t 检
验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 心肌细胞凋亡：心肌缺血模型组和丹参酮ⅡA
预处理组部分心肌细胞染色呈阳性（棕黄色），呈现

形态不规则、与周围组织脱离和核固缩等特征。假

手术组大部分心肌细胞染色呈阴性（图 1）。丹参

酮ⅡA 预处理组细胞凋亡率明显低于心肌缺血模型

组，但两组均明显高于假手术组（P＜0.05；表 1）。

2.3.2 Western Blot（图 3）：心肌缺血模型组 S100A1
蛋白表达水平较假手术组明显升高（P＜0.05），为假

手术组的 2.8 倍。丹参酮ⅡA 预处理组 S100A1 蛋

白表达水平较心肌缺血模型组明显降低（P＜0.05），
是假手术组的 1.5 倍。

表 1 各组心肌组织细胞凋亡率、SOD 和血清 MDA、CK、LDH、S100A1 水平比较（x±s）

组别
动物数

（只）

细胞凋亡率

（%）

SOD
（kU/L）

MDA
（μmol/L）

CK
（U/L）

LDH
（μmol·s-1·L-1）

S100A1 蛋白

（μg/L）

假手术组 20 0.5±0.0 92.1±  8.7 2.7±0.4 68.4±  7.1 68.4±  9.0 25.4±2.3

心肌缺血模型组 20 72.4±5.4 a 49.6±  8.8 b 17.3±5.2 b 107.5±12.4 b 114.4±16.0 b 78.4±8.6 b

丹参酮ⅡA 预处理组 20 32.1±4.2 ac 72.8±10.2 bd 9.1±2.2 bd 83.3±12.2 ac 84.0±16.4 ad 37.6±6.0 bd

注：与假手术组比较，aP＜0.05，bP＜0.01；与心肌缺血模型组比较，cP＜0.05，dP＜0.01

1a 1b 1c

图 1 各组大鼠心肌细胞凋亡情况（TUNEL  低倍放大）

a ：假手术组； b ：心肌缺血模型组； c ：丹参酮ⅡA 预处理组

2a 2b 2c

图 2 各组大鼠心肌组织 S100A1 的蛋白表达水平
（免疫组化  低倍放大）

a ：假手术组； b ：心肌缺血模型组； c ：丹参酮ⅡA 预处理组

2.2 各组大鼠血清生化指标的比较（表 1）：与假

手术组比较，心肌缺血模型组和丹参酮ⅡA 预处

理组血清 SOD 活性均明显降低，MDA、CK、LDH、

S100A1 含量均明显升高；丹参酮ⅡA 预处理组血清

SOD 活性明显高于心肌缺血模型组，MDA、LDH、

CK 和 S100A1 蛋白含量明显低于心肌缺血模型组

（P＜0.05 或 P＜0.01）。
2.3 各组大鼠心肌组织 S100A1 的蛋白表达比较

2.3.1 免疫组化染色（表 1；图 2）：与假手术组比较，

心肌缺血模型组和丹参酮ⅡA 预处理组 S100A1 蛋

白染色较深，S100A1 表达水平升高。丹参酮ⅡA 预

处理组阳性蛋白少于心肌缺血模型组，表明 S100A1
表达水平低于心肌缺血模型组。

图 3 Western Blot 检测各组大鼠心肌组织
S100A1 蛋白表达水平

注：与假手术组比较，aP＜0.05；与心肌缺血模型组比较，bP＜0.05

3 讨 论

缺血性心脏病最常见的原因是由冠脉狭窄或梗

阻引起的动脉粥样硬化［8］，包括冠心病和心绞痛等，

是威胁人类健康的疾病之一。因此，寻找有效治疗
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心肌缺血的天然药物至关重要［9-11］。丹参酮ⅡA 具

有活血化瘀、凉血安神的功效。本研究结果显示，丹

参酮ⅡA 预处理后心肌细胞凋亡率低于心肌缺血模

型组和假手术组，提示丹参酮ⅡA 注射液对急性缺

血心肌细胞具有保护作用。

 研究发现，心肌缺血可使血清 MDA、SOD、CK
和 LDH 的含量发生改变。CK 和 LDH 是心肌组织

损伤的诊断标志物，在急性心肌缺血发生时，心肌

损伤，细胞膜遭到破坏，通透性增加，导致细胞内活

性酶 LDH 和 CK 释放到血液中［12］。研究证实，氧

自由基的生成是急性心肌缺血的主要特征，是细胞

代谢产生的副产物［13］。氧自由基通过引起脂质过

氧化而破坏细胞膜，从而导致细胞凋亡［14］。SOD 是

抗氧化损伤的重要蛋白酶，心肌细胞损伤引起 SOD
表达减少［15］。MDA 是脂质过氧化的主要产物，其

水平代表脂质过氧化的严重程度［16］。中药可清除

氧自由基，降低血清中 MDA 含量［17］。在右旋糖酐

铁过量引起的心脏损伤模型中，丹参可以通过降低

离子分布及脂质过氧化程度而对心肌起到保护作

用［18］。丹参的主要活性部位丹酚酸 B 可通过降低

缺血清中 MDA、CK 和 LDH 水平，提高 SOD 的活性

从而对缺血心肌具有较好的保护作用［19］。本研究

结果也显示，急性心肌缺血模型组大鼠心肌 MDA、

CK 和 LDH 水平升高，SOD 活性降低；而丹参酮ⅡA
预处理组 MDA、CK 和 LDH 水平降低，SOD 活性增

加。我们推测丹参酮ⅡA 注射液可能是通过清除氧

自由基，降低脂质的氧化水平，从而对缺血心肌起到

保护作用。

 S100A1 是急性心肌缺血的早期诊断分子，并且

心肌缺血时间越长，血清中 S100A1 的表达水平也

随之升高［20］。在肿瘤和糖尿病中，抑制 S100A1 表

达后对这些疾病的治疗发挥着重要作用［21］。这些

研究提示 S100A1 在疾病中的重要作用。因此本研

究除了研究血清中心肌损伤相关的生化指标外，还

检测了 S100A1 蛋白表达水平。结果显示，急性心

肌缺血模型组大鼠心肌组织中 S100A1 蛋白水平增

加，而丹参酮ⅡA 预处理组心肌组织 S100A1 蛋白

水平降低，提示丹参酮ⅡA 注射液可能是通过降低

S100A1 蛋白水平而对缺血心肌起到保护作用。

综上，丹参酮ⅡA 能降低心肌缺血大鼠血清

LDH、CK、MDA 和 S100A1 蛋白的水平，升高 SOD
活性，对缺血心肌具有较好的保护作用，这些可能

是丹参酮ⅡA 注射液发挥对缺血心肌保护作用的

机制。
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