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丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对兔心肌缺血预处理后
血管内皮损伤的保护作用
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摘要 目的: 通过建立兔急性心肌缺血 /再灌注损伤动物模型，观察丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对实验动物心肌缺血预处理

后血管内皮损伤的保护作用及其对兔心肌酶谱的影响，探讨丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对心功能潜在的影响机制。方法:

取 24 只健康兔随机分为缺血 /再灌注组、缺血预处理 A 组、缺血预处理 B 组，其中其中缺血预处理 A 组按 2. 5 mL / ( kg·
d) 、缺血预处理 B 组按 5 mL / ( kg·d) 耳缘静脉注射丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液进行缺血前预处理，缺血 /再灌注组注射 1
mL 生理盐水，预处理 1 周后 3 组动物均采用手术结扎冠状动脉前降支 30 min 后复灌 30 min，并反复缺血 /再灌注 3 次的

方法造成动物急性心肌缺血 /再灌注损伤动物模，另取 8 只不做任何处理作为对照组。采用双抗体夹心法测定兔缺血预

处理前、后血清血管内皮因子( Vsculr Endothelil Growthfctor，VEGF) 及 VEGFmＲNA 表达; 酶联免疫吸附法检验( ELIS) 兔血

清血清总超氧化物歧化酶( T-SOD) 、乳酸脱氢酶( LDH) 、肌酸激酶同工酶( CK-MB) 及心肌丙二醛( MDA) 。籍此评价丹参

酮Ⅱ磺酸钠注射液对实验动物心肌缺血预处理后血管内皮损伤的保护作用及其对兔心肌酶谱的影响。结果: 4 组动物在

缺血预处理前各指标比较差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，在使用丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液缺血预处理后能明显增强缺血

预处理 A、B 2 组兔 VEGF 及 mＲNA 表达，明显提高缺血预处理 A 组、B 2 组 T-SOD、LDH 及 CK-MB 酶的活性，降低 2 组动

物心肌酶谱的 MD 释放，与缺血 /再灌注组比较，差异均有统计学意义( 均 P ＜ 0. 05) 。缺血预处理 A 组、B 2 组组间比较，

差异无统计学意义( 均 P ＞ 0. 05) 。结论: 心肌缺血 /再灌注损伤兔在经丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液缺血预处理后，明显提高

VEGF 分泌及氧自由基清除酶的活性，加快缺血心肌血管内皮新生，抑制心肌缺血 /再灌注损伤时脂质过氧化反应而减轻

心肌血管内皮炎性反应，进而改善缺血 /再灌注损伤后受损血管内皮功能，对兔急性心肌缺血 /再灌注损伤有明确的保护

作用。
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Protective effect of Danshen A Sodium Sulfonate Injection on Vascular Endothelial Injury after Ischemic
Preconditioning in Ｒabbits with Myocardial Ischemia Preconditioning
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Abstract Objective: To observe the protective effect of Danshen A sodium sulfonate injection on myocardial ischemia and reper-
fusion injury in rabbit，investigate the effect of Danshen A sodium sulfonate injection on myocardial enzyme spectrum and explore its
potential mechanism to heart function．Methods: Twenty-four rabbits were randomly divided into ischemia / reperfusion group，ische-
mic preconditioning processing group A，and ischemic preconditioning group B． Ischemic preconditioning processing group A was
injected via ear vein with Danshen A sodium sulfonate injection at 2. 5 mL /kg /d，while ischemic preconditioning treatment group B
at 5 mL /kg /d and ischemia / reperfusion group were injected with 1 mL physiological saline． After a week preprocessing，rabbits in
all groups were ligated at coronary artery and was re-perfused for 30 minutes，30 minutes after ligation． The rest 8 rabbits were fed
up as control group． Vascular endothelial growth factor ( VEGF) and VEGF mＲN expression before and after processing were meas-
ured by double antibody sandwich EUS，and serum total superoxide dismutase ( T-SOD) ，lactate dehydrogenase ( LDH) ，creatine
kinase isoenzyme ( CK-MB ) and myocardial malondialdehyde ( MDA ) were measured by enzyme-linked immunosorbent assay
( ELIS) ． The protective effect of Danshen A sodium sulfonate injection on vascular endothelial injury and its effect on myocardial
enzyme spectrum in rabbits after myocardial ischemia preconditioning were evaluated． Ｒesults: Differences of the four groups in is-
chemic preconditioning showed no significance ( P ＞ 0. 05) ，VEGF and mＲN expression in both group A and B after preprocessing
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were significantly enhanced，and T-SOD，LDH and CK-MB of were obviously improved and the release of MD declined in the two
groups with statistically significant difference compared with the ischemia / reperfusion group ( P ＜ 0. 05) ． There was no significant
difference between the ischemic preconditioning group A and group B ( P ＞ 0. 05) ． Conclusion: Danshen A sodium sulfonate injec-
tion on myocardial ischemia and reperfusion injury in rabbits may significantly increase VEGF and enhance LDH activity，accelerate
myocardial ischemia vascular endothelial growth，inhibit lipid peroxidation inhibition and reduce myocardial vascular endothelial in-
flammatory response，thereby improving impaired endothelial function due to ischemia / reperfusion injury． It has clear protective
effects on rabbit experimental myocardial ischemia / reperfusion injury．
Key Words Danshen A sodium sulfonate injection; Myocardial ischemia / reperfusion injury preconditioning; Vascular endothelial
growth factor; Myocardial enzyme spectrum
中图分类号: Ｒ285. 5 文献标识码: A doi: 10． 3969 / j． issn． 1673 － 7202． 2017． 03． 036

丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液 ( Danshen ketone A
Sulfonic Acid Sodium Injection) 是从中草药丹参块茎

中纯化分离出的二萜醌类化合物经磺化反应而制成

的灭菌注射液，主要药理成份有丹参酮甲酯、丹参酚

酸及丹参酮ⅡA 等。中医典籍《吴普本草》中记载其

味辛性凉、具凉血消痈、活血通经之功效［1］，《本草便

读》谓丹参功同四物，能祛瘀以生新为调理血分之首

药［2］。现代医学证实其中的丹参素及丹参酮ⅡA 具

有降低血液黏稠度、清除氧自由基，扩张心肌血管、
增加缺血心肌组织血液流量，抑制缺血区组织细胞

内钙超载而发挥组织保护作用［3］，对急性心肌缺血

时可明显扩张冠状动脉，增强心肌收缩力，提高机体

耐缺氧能力的作用［4］。现代医学证实，心肌缺血预

处理可明显提高心肌缺血患者对心肌缺血 /再灌注

损伤的耐受性，减少严重不良事件发生。而丹参酮

ⅡA 磺酸钠注射液对心肌缺血 /再灌注损伤具有一

定的保护作用，但以往对丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液

的研究多局限在离体实验或临床应用方面，而对整

体动物心肌缺血 /再灌注损伤时血管再生及心肌酶

谱的影响、特别是心肌缺血预处理的影响及作用机

制却鲜有研究，本实验重点观察丹参酮ⅡA 磺酸钠

注射液对心肌缺血预处理后血管内皮损伤的保护作

用及其对兔心肌酶谱的影响，研究药物作用机制，为

临床应用提供可靠实验依据。
1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 动物与分组 取 40 只日本大耳白兔，体质

量( 1. 5 ～ 1. 8) kg，随机分为对照组、缺血 /再灌注组、
缺血预处理 A、B 组共 4 组。动物房温度 18 ～ 25 ℃，

湿度 50% ～75%，动物分笼饲养，自然光照，自由觅

食饮水。
1. 1. 2 药物 丹参酮ⅡA 磺酸钠( 菏泽步长制药有

限公司，批号 Z20027877) 。
1. 1. 3 试剂与仪器 戊巴比妥钠( Sodium Amytal，

北京化学试剂公司，批号 071222) ; T-SOD、LDH、CK-
MB、MDA 测试盒 ( 上海信裕生物技技有限公司，批

号 XY-A003-1) ; 大鼠组织因子 ( VEGF) ELISA 试剂

盒( 上海酶联生物科技有限公司，批号 ml068523 ) ，

VEGFmＲNA 反转录试剂( 上海酶联生物科技有限公

司，批号 ml074536) ; BL-420F 生物功能实验系统( 成

都泰盟电子有限公司，型号: BL-420F) ; 小动物呼吸

机 ( 深 圳 市 瑞 沃 德 生 命 科 技 有 限 公 司，型 号:

ＲWD407) 。
1. 2 方法

1. 2. 1 模型制备与缺血预处理方法 在建立兔急

性心肌缺血 /再灌注损伤动物模型动物模型前，缺血

预处理 A 组按 2. 5 mL / ( kg·d) 、缺血预处理 B 组按

5 mL / ( kg·d) 耳缘静脉注射丹参酮ⅡA 磺酸钠注射

液，1 次 /d，连续耳缘静脉注射 7 d，另 2 组耳缘静脉

注射等体积生理盐水 7 d。1 周后缺血 /再灌注组、
缺血预处理 A 组，缺血预处理 B 组 3 组动物［5］，麻

醉时用 3%戊巴比妥钠耳缘静脉注射( 1 mL /kg) ，固

定时腹部向上并接肢导联电极，兔Ⅱ导联心电图采

用 BL-420F 生物信号采集系统及软件记录。手术时

用碘伏消毒兔胸部，接小动物呼吸机，于胸骨 5 ～ 7
肋开胸，暴露心脏后用眼科剪剪开心包，找到兔冠状

动脉左侧前降支后，在心脏上放一自制气囊，用小园

针从前降支下穿过并结扎丝线，然后用 10 mL 注射

器向气囊加压，使气囊压迫前降支冠状动脉造成兔

急性心肌缺血，30 min 后放出气囊减压复灌 30 min，

这种 3 次缺血 /再灌注的方法可造成动物急性心肌

缺血 /再灌注损伤动物模，一般在第 1 次缺血 /再灌

注均会出现明显的 T 波高耸、ST 段上抬及期前收缩

等心律失常性心电图即模型成功标准。对照组不做

任何手术处理，仅作为空白对照。
1. 2. 2 检测指标与方法 4 组兔分别于缺血预处

理前及缺血预处理后经耳缘静脉取静脉血( 1 mL) ，

在 － 30 ℃ 条件下暂存以备 VEGF 蛋白分析［6］。检
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测时采用双抗体两步夹心酶联免疫吸附法( ELIS) 测

定动 物 VEGF 蛋 白 表 达 的 光 密 度 ( Opticl density，

OD) OD 值。取静脉血标本 3 000 r /min 离心 30 min
后取上清液 ( 待测样本) ，将标准品、待测样本加入

到预先包被的 VEGF 单克隆抗体透明酶标包被板

中，37 ℃温育 30 min，洗涤后再加入酶标工作液，再

于 37 ℃下温育 30 min 后洗涤除去未结合的成分，

依次加入底物，用 SP-Mx 3500FL 型多功能荧光酶标

仪于 450 nm 波长下测定 VEGF 的 OD 值，FLK-1 及

HIF-1 蛋白表达的 OD 值检测时 分 别 用 FLK-1 及

HIF-1 试 剂 盒 检 测，方 法 及 步 骤 同 VEGF。VEGF-
mＲNA 测定方法［7］: 4 组兔 VEGF-mＲNA 均采用反

转录-聚合酶链反应 ( Ｒeverse Trnscription Polymerse
Chin Ｒection，ＲT-PCＲ) 进行 ＲNA 提取后测定。兔静

脉血清 T-SOD、CK-MB、LDH、MDA 等采用酶联免疫

吸附试验( ELIS) 检测。
1. 3 统计学方法 采用 SPSS 19. 0 软件处理数据，

各 组 兔 缺 血 预 处 理 前 后 的 VEGF、LDH、T-SOD、
VEGF-mＲNA、CK-MB、MDA 的数据以 ( 珋x ± s) 表示，

用单因素方差分析各组指标，各组组间差异采用 t
检验，以 P ＜ 0. 01 和 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果

2. 1 丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对兔血清缺血预处

理后 T-SOD、LDH 活性的影响 4 组动物在缺血预

处理前血清 T-SOD 及 LDH 活性比较( P ＞ 0. 05) ，差

异无统计学意义。对照组 T-SOD、LDH 活性在缺血

预处理前后无明显变化( P ＞ 0. 05) ; 缺血 /再灌注组

血清 T-SOD、LDH 水平在缺血预处理后明显降低，与

对照组比较，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，提示缺

血 /再灌注组心肌损伤严重，造模成功。在缺血预处

理后，缺血预处理 A、B 组 T-SOD、LDH 含量均明显

增高，与缺血 /再灌注组比较，差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) ，但缺血预处理 A、B 2 组组间比较，差异无

统计学意义( P ＞ 0. 05) 。见表 1。
2. 2 丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对兔缺血预处理后

心肌酶谱的影响 4 组动物在缺血预处理前心肌酶

谱 MD 及 CK-MB 含量比较，差异无统计学意义( P ＞
0. 05) 。对照组缺血预处理前后无明显变化 ( P ＞
0. 05) ; 缺血 /再灌注组 MD 释放明显升高，CK-MB
活性降低，与对照组比较，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ，提示缺血 /再灌注组急性心肌缺血 /再灌注损

伤造模成功且心肌损伤严重。缺血预处理 A、B 2 组

缺血预处理后 CK-MB 活性升高、MD 血清释放明显

减少，与缺血 /再灌注组比较 ( P ＜ 0. 05 ) ，但缺血预

处理 A、B 2 组组间比较，差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。见表 2。
2. 3 丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对兔缺血预处理后

VEGF、VEGFmＲNA 表达的影响 4 组动物在缺血预

处理前 VEGF 及 VEGFmＲNA 表达比较，差异无统计

学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。对照组 VEGF、VEGFmＲNA 表

达在缺血预处理前后无明显变化，缺血 /再灌注组

VEGF、VEGFmＲNA 表达在缺血预处理后均出现一

定程度升高，与对照组比较，差异有统计学意义 ( P
＜0. 05) ，此时兔心肌酶谱严重损伤，提示心肌缺血 /

再灌注可促进 VEGF 及 VEGFmＲNA 表达。在经过

丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液进行缺血预处理后，缺血

预处理 A、B 2 组 VEGF 及 VEGFmＲNA 表达均较缺

血 /再灌注组进一步升高，且与缺血 /再灌注组比较，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。缺血预处理 A、B 2
组组间比较，差异无统计学意义( P ＞0. 05) 。见表 3。

表 1 丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对日本血清大耳白兔缺血预处理后 T-SOD、LDH 活性的影响( 珋x ± s，n = 10)

组别
T-SOD( U /mL)

缺血预处理前 缺血预处理后
LDH( nmol /mL)

缺血预处理前 缺血预处理后

对照组 219. 71 ± 17. 23 209. 99 ± 16. 25 23. 42 ± 4. 55 25. 58 ± 4. 21
缺血 /再灌注组 217. 34 ± 15. 77 132. 35 ± 9. 17* 24. 57 ± 3. 46 9. 90 ± 2. 41*

缺血预处理 A 组 219. 87 ± 16. 91 190. 41 ± 14. 27△ 25. 43 ± 3. 14 20. 37 ± 4. 38△

缺血预处理 B 组 216. 73 ± 15. 87 202. 70 ± 16. 83△ 23. 70 ± 2. 91 22. 58 ± 4. 61△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与缺血 /再灌注组比较，△P ＜ 0. 05。

表 2 丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对兔缺血预处理后心肌酶谱的影响( 珋x ± s，n = 10)

组别
CK-MB( U /L)

缺血预处理前 缺血预处理后
MD( nmol /mg prot)

缺血预处理前 缺血预处理后

对照组 10. 17 ± 1. 21 11. 21 ± 1. 34 7. 07 ± 0. 61 7. 47 ± 0. 59
缺血 /再灌注组 11. 02 ± 1. 74 5. 37 ± 9. 29* 7. 03 ± 0. 69 39. 99 ± 3. 51*

缺血预处理 A 组 10. 79 ± 1. 25 9. 27 ± 0. 70△ 7. 01 ± 0. 67 10. 91 ± 0. 72△

缺血预处理 B 组 10. 97 ± 1. 30 9. 59 ± 0. 75△ 7. 57 ± 0. 78 11. 57 ± 0. 81△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与缺血 /再灌注组比较，△P ＜ 0. 05。
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表 3 丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对兔缺血预处理后 VEGF、VEGFmＲNA 表达的影响( n = 10，珋x ± s)

组别
VEGF( Pg /mL)

缺血预处理前 缺血预处理后
VEGF mＲNA

缺血预处理前 缺血预处理后

对照组 56. 24 ± 4. 27 54. 59 ± 5. 39 0. 97 ± 0. 11 1. 01 ± 0. 12
缺血 /再灌注组 55. 72 ± 3. 59 79. 86 ± 7. 31* 0. 94 ± 0. 09 1. 48 ± 0. 22*

缺血预处理 A 组 57. 05 ± 4. 75 104. 59 ± 9. 24△ 0. 98 ± 0. 11 2. 85 ± 0. 29△

缺血预处理 B 组 58. 47 ± 4. 73 107. 97 ± 10. 48△ 0. 95 ± 0. 09 2. 99 ± 0. 32△

注: 与对照组比较，* P ＜ 0. 05; 与缺血 /再灌注组比较，△P ＜ 0. 05。

3 讨论

急 性 心 肌 梗 死 ( Acute Myocardial Infarction，

MI) ，中医属心痛、胸痹范畴，其发病主要机制是气

虚血瘀，而西药认为在冠状动脉病变如粥样硬化、梗
阻的病理基础上导致冠状动脉血供急剧减少或中

断，使缺血区心肌严重而持久地急性缺血［8］。流行

病学调查显示急性心肌梗死近年来发病率明显升

高，是造成死亡的主要病因［9］，而造成心肌缺血 /再
灌注损伤主要病因是心肌缺血再灌注，其中又以心

肌梗死再通手术，冠状动脉溶栓治疗及手术、冠状动

脉搭桥手术等最为严重［10］，故缺血前预处理在减轻

手术后心肌缺血 /再灌注损伤的风险方面可能起到

极积预防作用。研究表明，VEGF 具有促使血管内

皮细胞的增殖、诱导缺血冠状动脉血管新生并增加

血管通透性的作用［11］。而中药制剂丹参酮ⅡA 磺

酸钠注射液可扩张冠状动脉血管、增强组织耐缺氧，

对缺血 /再灌注损伤有明确的保护作用［12］。为探讨

丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液对急性心肌缺血 /再灌注

损伤预处理后 VEGF 表达及心肌酶谱等的影响，我

们从兔耳缘静脉注射丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液 7 d
的方法进行缺血预处理来研究其作用机制。

现代医学证实，在正常生理代谢状态下，机体中

氧自由基生成与清除及血管内皮功能均维持着动态

平衡，当机体发生病理改变如心肌组织由于缺血 /再
灌注时，组织缺血缺氧会造成清除自由基的酶 ( 总

超氧化物歧化酶) 活性下降，脂质过氧化反应加剧

造成血管内皮细胞严重损伤，此时心肌酶谱明显异

常，如血清 T-SOD、LDH 及 CK-MB 水平在缺血预处

理后明显降低，MDA 大量释放于血液而导致异常增

高，是 诊 断 心 肌 敏 感 度 和 特 异 度 较 高“金 标

准”［13-14］。在缺血 /再灌注中，VEGF 作为一种高度

特异性的促血管生长因子也因缺血刺激而出现增高

以弥补心肌缺血缺氧。由于 VEGF 具有促进血管内

皮细胞增殖迁移再生、诱导多种血管活性物质合成，

在 MI 时可能参与缺血心脏冠状动脉血管内皮新

生，促进侧支循环的形成方面起到极积作用，故 MI

时 VEGF 可作为反映血管内皮生长及代谢功能的重

要检测指标之一。在本实验中，4 组动物在缺血预

处理前各指标比较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) ，

缺血 /再灌注组 VEGF 蛋白质及 mＲNA 表达增强，

LDH、T-SOD、CK-MB 酶的活性下降，MDA 合成明显

增多，说明急性心肌缺血 /再灌注损伤、缺氧是促进

VEGF 分泌的最主要因素，血管内皮遭受氧自由基

破坏而严重受损。在使用丹参酮ⅡA 磺酸钠注射液

缺血预处理后能明显增强缺血预处理 A、B 2 组兔

VEGF 及 mＲNA 表达，明显提高缺血预处理 A、B 2
组 T-SOD、LDH 及 CK-MB 酶的活性，降低缺血预处

理 A、B 2 组动物心肌酶谱的 MD 释放。提示参酮Ⅱ
A 磺酸钠注射液能明显抑制 MDA 合成与释放，降低

急性心肌缺血 /再灌注损伤后氧自由基的产生及脂

质过氧化反应。同时还通过增加缺血心肌 VEGF 分

秘来诱导缺血冠状动脉血管新生，从而达到促进重

建侧枝循环、降低缺血 /再灌注损伤的目的。这种作

用可能与丹参酮ⅡA 恢复 Ca2 + -ATP 酶活性，抑制过

度 Na-Ca2 + 交换造成的心肌细胞钙超载导致的急性

心肌梗死有关［15-16］。同时，丹参酮ⅡA 磺酸钠注射

液的主要有效果成分丹参酮具有活血化瘀的药理作

用，可明显降低血黏度，改善微循环，扩张冠状动脉

增加血流量，增加缺血心肌供氧及能量代谢而起到

缺血 /再灌注损伤的保护作用［17-18］。总之，实验动

物兔在造成心肌缺血 /再灌注损伤前，在经丹参酮Ⅱ
A 磺 酸 钠 注 射 液 进 行 缺 血 预 处 理，可 明 显 提 高

VEGF 分泌及氧自由基清除酶的活性，加快缺血心

肌血管内皮新生，促进血管新生，抑制心肌缺血 /再
灌注损伤时脂质过氧化反应而减轻心肌血管内皮炎

性反应，进而改善缺血 /再灌注损伤后受损血管内皮

功能，对兔急性心肌缺血 /再灌注损伤有明确的保护

作用。
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平肝止痛颗粒对皮下注射 NTG 偏头痛大鼠模

型血浆中 CGＲP、5-HT 含量的影响本实验研究表明，

大鼠注射硝酸甘油注射液后，血浆中 CGＲP、5-HT 含

量明显升高，平肝止痛颗粒高、中、低剂量组大鼠血

中 CGＲP、5-HT 含量均明显降低，表明平肝止痛颗粒

可以降 低 硝 酸 甘 油 致 偏 头 痛 大 鼠 模 型 血 浆 中 的

CGＲP、5-HT 的激活水平，CGＲP 具有扩张脑血管的

作用，同时 CGＲP 能够产生血管的炎性病变，含量越

高，作用越强，而 5-HT 只有在含量较高的情况下具

有收缩脑血管的作用，同时 5-HT 能够抑制 CGＲP 的

释放，然而 5-HTD 受体兴奋血管扩张，导致头痛发

作，显然降低 5-HT 的含量可以缓解偏头痛的发生。
因此平肝止痛颗粒通过对 CGＲP 和 5-HT 含量的影

响从而抑制脑血管异常扩张，抑制血浆的外渗、血小

板活化等所导致的神经源性炎性反应，而达到缓解

偏头痛的作用。平肝止痛颗粒具有良好的镇痛、镇
静作用，其中以大剂量镇痛效果较好，中剂量镇静效

果较好，表明平肝止痛颗粒也可以通过镇痛与镇静

达到缓解与治疗偏头痛的效果。
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