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丹参多酚酸盐通过调控肿瘤坏死因子促进大鼠心肌修复的机制研究 *
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摘要 目的：探讨丹参多酚酸盐（Sal B）对大鼠损伤后心肌修复的机制。方法：构建新生大鼠心肌细胞 H9c2体外缺氧 /复氧（H/R）

模型，并分组为空白对照组、缺氧 /复氧组（模型组）、缺氧 /复氧 +TNF-琢表达质粒组(TNF-琢组)和缺氧 /复氧 +Sal B处理组(Sal

B组)。为检测细胞迁移实验，分组为对照组、模型组、H/R+DMSO+Vector组、H/R+Sal B+Vector组、H/R+DMSO+TNF-琢组和
H/R+Sal B+TNF-琢组。通过MTT实验检测各组 H9c2细胞活力；免疫荧光检测 H9c2心肌细胞中 TNF-琢细胞表面受体 TNFR-1

和 TNFR-2的表达水平；Western-blot 和 RT-qPCR检测 TNF-琢的 mRNA和蛋白表达水平以及血管生成蛋白表达水平的影响；

Transwell实验检测 Sal B对缺氧 /复氧处理的 H9c2细胞迁移的影响。结果：与对照组相比，模型组 H9c2心肌细胞的活力显著下

降（P<0.05）；与模型组相比，Sal B组中 H9c2心肌细胞的活力显著升高（P<0.05）。免疫荧光检测结果显示，H9c2心肌细胞质膜上
TNFR-1和 TNFR2均有表达。Western-blot和 RT-qPCR结果显示，与模型组相比，Sal B组中 H9c2心肌细胞的 TNF-琢的 mRNA

和蛋白表达水平均显著升高 (P<0.01)，TNF-琢 组 H9c2 心肌细胞的 TNF-琢、Ang-2 和 VEGF-1 蛋白的表达水平均显著升高

（P<0.01），Ang-1蛋白表达水平显著降低（P<0.01）。细胞迁移结果显示，与对照组相比，模型组和 H/R+DMSO+Vector组 H9c2细

胞迁移能力显著下降（P<0.01）；与 H/R组和 H/R+DMSO+Vector组相比，H/R+Sal B+Vector组、H/R+DMSO+TNF-琢组和 H/R+Sal

B+TNF-琢组 H9c2细胞迁移能力显著升高（P<0.05）。结论：Sal B能够通过上调 TNF-琢调控血管生成蛋白表达和促进 H/R H9c2

心肌细胞迁移，从而促进血管生成。
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Study on the Mechanism of Salvia Miltiorrhiza Polyphenols Promoting
Myocardial Repair by Regulating Tumor Necrosis Factor*

To explore the mechanism of Salvia miltiorrhiza polyphenolate (Sal B) on myocardial repair after injury in

rats. To construct the H9c2 hypoxia/reoxygenation (H/R) model of neonatal rat cardiomyocytes in vitro, and dividing them into

blank control group (control group), hypoxia/reoxygenation group (model group), hypoxia/reoxygenation + TNF -琢 expression plasmid

group (TNF-琢 group) and hypoxia/reoxygenation+Sal B treatment group (Sal B group). To detect cell migration experiments, the cells

were divided into control group, model group, H/R+DMSO+Vector group, H/R+Sal B+Vector group, H/R+DMSO+TNF-琢 group and

H/R+ Sal B +TNF- Alpha group. The viability of H9c2 cells in each group were detected by MTT experiment. The expression levels of

TNF-琢 cell surface receptors TNFR-1 and TNFR-2 in H9c2 cardiomyocytes were detected by immunofluorescence. The mRNA and

protein expression level of TNF-琢 and angiogenic protein were detected by Western-blot and RT-qPCR. The effect of Sal B on the

migration of H/R H9c2 cells were detected by Transwell experiment. Compared with the control group, the vitality of H9c2

cardiomyocytes in the model group was significantly decreased (P<0.05). Compared with the model group, the vitality of H9c2

cardiomyocytes in the Sal B group was significantly increased (P<0.05). The results of immunofluorescence showed that both TNFR-1

and TNFR2 were expressed on the plasma membrane of H9c2 cardiomyocytes. The results of Western-blot and RT-qPCR showed that

compared with model group, the mRNA and protein expression level of TNF-琢 in H9c2 cell of Sal B group were significantly increased

(P<0.01). Compared with the model group, the protein expression levels of TNF-琢, Ang-2 and VEGF-1 in H9c2 cell of TNF-琢 group were

significantly increased (P<0.01), the protein expression level of Ang-1 was significantly reduced (P<0.01). The cell migration results

showed that compared with the control group, the model group and H/R+DMSO+Vector group H9c2 cell migration ability was

significantly weakened (P<0.01). Compared with the model group and H/R+DMSO+Vector group, the migration ability of H9c2 cells in
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H/R+Sal B+Vector group, H/R+DMSO+TNF-琢 group and H/R+Sal B+TNF-琢 group were significantly increased (P<0.05).
Sal B promotes angiogenesis by upregulating TNF-琢 to regulate angiogenic protein expression and promote H/R H9c2 cardiomyocyte

migration.

Salvianolate; TNF-琢; Angiogenic protein; Cell migration

前言

丹酚酸 B（Salvianolic acid B, Sal B）是从丹参中提取的 16a

小酚羧酸水溶性提取物，具有多种生物活性。它能抑制线粒体

脂质过氧化，维持 ATPase活性，消除超级酶活性，具有较强的

抗氧化活性和神经保护作用。有研究报导丹酚酸 B能够显著促

进血管内皮细胞的增殖，发挥丝裂原活化蛋白激酶的作用而促

进心肌修复[1-3]。然而，目前还没有研究明确 Sal B促进心肌修复

的机制。肿瘤坏死因子（Tumor Necrosis Factor-琢, TNF-琢）是一
种响应缺血诱导梗死而产生的促炎细胞因子，它积极参与触发

炎症和心脏伤口愈合过程[4,5]。

然而，TNF-琢在心脏修复中发挥的最终作用尚不清楚。研
究表明缺氧会触发 TNF-琢的表达，在啮齿动物模型的梗死组
织中，TNF-琢含量增加 8-10倍[6,7]。TNF-N的生物学活性通过两

种不同的细胞表面受体介导，即肿瘤坏死因子受体 TNFR-1和

-2。TNFR1启动 caspase级联反应，通过凋亡触发细胞死亡，而

TNFR-2被认为通过蛋白激酶 B转录途径启动细胞存活和血

管生成[8-10]。Sal B和 TNF-琢均能够调控 caspase级联通路，也都

在心脏修复中发挥作用[11]。因此，用 Sal B预处理缺氧复氧的

H9c2心肌细胞可能有益的影响 TNF-琢及其分泌因子的组成，
以促进缺氧后心肌修复。本研究旨在阐明 Sal B诱导血管生成

和心肌修复的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

胰蛋白酶、DH5琢感受态细胞、牛血清白蛋白和多聚甲醛
购于上海生物技术有限公司；抗兔 TNFR1或 TNFR2及二抗均

购于 Abcam公司（英国）；PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit试

剂盒、Oligofectamine购于 Invitgen公司（美国）；Lipofectamine

2000 购于碧云天生物技术有限公司；有机玻璃小室购于

Billups-Rothenberg公司（美国）；心肌细胞 H9c2购于 ATCC菌

株保藏中心（美国）；DMEM培养基购于东芝生物股份有限公

司；聚赖氨酸购于 Sigma公司（美国）；玻璃盖玻片购于 Fisher

公司（美国）；荧光显微镜购于 Bio-Rad公司（美国）；FuGENE 6

购于 Roche公司（美国）；Trizol裂解液购于 Thermo公司（美国）；

Moloney小鼠白血病病毒逆转录酶、随机六聚体购于 Gibco公

司（美国）。

1.2 方法

1.2.1 H9c2细胞 H/R模型的构建及分组 为建立体外缺氧 /

复氧（H/R）细胞模型，将新生大鼠心肌细胞 H9c2置于含 95%

N2和 5% CO2的厌氧有机玻璃小室中，37℃培养 6 h；缺氧前用

无糖无血清 DMEM代替培养液。为了复氧，在正常条件下将细

胞转移到含有 FBS的 DMEM中培养 24 h。并将细胞进行以下

分组：空白对照组（control组，H9c2细胞不经缺氧 / 复氧处

理）、模型组（H/R组，H9c2细胞经缺氧 /复氧处理）、Sal B组

（H9c2细胞经缺氧 /复氧处理后，使用不同浓度 Sal B处理）和

TNF-琢组（H9c2细胞经缺氧 /复氧处理后，转染 2 滋g TNF-琢表
达质粒）。

1.2.2 MTT法检测细胞活力 首先用 0.25%胰蛋白酶消化单

层培养细胞，用含血清的培养液配成单个细胞悬液，以每孔

2000个细胞接种于 96孔培养板中，每孔体积 90 滋L，边缘孔用
PBS或空白培养基填充。将培养板移入 CO2孵箱中，在 37℃、

5% CO2及饱和湿度条件下培养，至细胞单层铺满孔底，加入浓

度梯度的药物。原则上，细胞贴壁后即可加药，每孔加药 10 滋L，
设 5个重复孔。5% CO2，37℃孵育分别孵育 24 h后，倒置显微

镜下观察。每孔加入 10 滋L MTT 溶液（5 mg/mL，即 0.5%

MTT），继续培养 4 h。若药物与MTT能够反应，可先离心后弃

去培养液，小心用 PBS冲 2-3次后，再加入含 MTT的培养液。

终止培养，小心吸去孔内培养液。每孔加入 100 滋L二甲基亚
砜，置摇床上低速振荡 10 min，使结晶物充分溶解。在酶联免疫

检测仪 OD490 nm处测量各孔的吸光值。

1.2.3 免疫荧光 将 H9c2 细胞接种于涂有聚赖氨酸的无菌

24 mm× 40 mm显微镜玻璃盖玻片上，放在二氧化碳恒温培养

箱中 37℃培养 12 h。随后用 3.7%的多聚甲醛固定并用 3%的牛

血清白蛋白封闭。将玻片与抗兔 TNFR1（1：1000）或一抗 TN

FR2（1：200）孵育，然后将玻片与用 Alexa Fluor 488标记的驴 -

抗兔二抗孵育（1：250），用 4，6-二胺基 -2-苯基吲哚染色细胞

核。然后通过荧光显微镜在 200倍放大率下观察盖玻片。

1.2.4 细胞转染 编码全长 TNF-琢的 pET28a(+)-TNF-琢质粒
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。将载体转入 DH5琢
感受态细胞中，通过 PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit试剂盒

提取质粒，用 Lipofectamine 2000、FuGENE 6和 Oligofectamine

根据使用说明书的方法进行细胞培养转染。

1.2.5 实时逆转录 PCR 收集各组 H9c2细胞，使用 Trizol裂

解液分别细胞中提取总 RNA。RNA通过Moloney小鼠白血病

病毒逆转录酶和随机六聚体逆转录。使用引物如下：TNF-N-F：

5'-TTCGTTGCCCGGTCCCAC-3'；TNF-N-R：5'-GCCCGGCGA-

TATCG-3'。在 PE Biossystems 5700热循环器中使用 AmpliTaq

Gold聚合酶进行实时 PCR，反应体系包括 12 ng总 cDNA，50 ng

上下游引物，1× SYBR Green混合物，反应体积 25 滋L。并将 茁-
肌动蛋白作为内参基因；PCR程序：95℃预变性 30 s，95℃变性

5 s，60℃延伸 35 s，循环 40次。用 ITS解离曲线检测引物序列

的特异性，用 2-△ △ CQ法计算相对基因表达量。

1.2.6 Western blot检测 TNF-琢、Ang和 VEGF-1蛋白表达水平
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收集的细胞最初被超声裂解，用 12% SDS-PAGE电泳，并转移

到免疫印迹聚偏氟乙烯二氟化膜上，用 3%的牛血清白蛋白室

温封闭 1 h。将 PVDF膜与一抗 GAPDH（1:5000）、TNF-琢（1:
500）、Ang-1（1:50）、Ang-2（1:50）和 VEGF-1（1：1000）在 4℃下

孵育过夜，然后与对应的二抗（1：5000）于室温孵育 2 h。使用增

强的化学发光（ECL）试剂盒可视化反应条带。然后使用 Image

Quantum LAS 4000 对膜进行成像。并使用 ImageJ 对 West-

ern-blot数据进行量化。

1.2.7 细胞迁移实验 通过细胞迁移实验确定 Sal B具有诱导

缺氧 / 复氧 H9c2 细胞迁移的趋化特性。将细胞分组为：

H/R+DMSO+Vector组，H9c2细胞经缺氧 /复氧处理后转染 2

滋g/mL Vector 质 粒 并 使 用 DMSO 处 理 12 h；H/R+DM-

SO+TNF-琢组，H9c2细胞经缺氧 /复氧处理后转染 2 滋g/mL的
TNF-琢 表达质粒并使用 DMSO 处理 12 h；H/R+Sal B+Vector

组，H9c2细胞经缺氧 /复氧处理后转染 2 滋g/mL Vector质粒并

采用 5 滋g/mL Sal B 处理 12 h；H/R+Sal B+TNF-琢 组，H9c2 细
胞经缺氧 / 复氧处理后转染 2 滋g/mL的 TNF-琢 质粒并采用
5 滋g/mL Sal B处理 12 h。用 BD公司的 Matrigel按照 1：8稀

释，包被 Transwell小室底部膜的上室面，置于底部膜的上室面

使Matrigel聚合成凝胶，使用前进行基底膜水化。将上述各组

细胞分别接种到 transwell 小室中，于二氧化碳恒温培养箱

37℃培养 24 h。取出 Transwell小室，弃去孔中培养液，用无钙

的 PBS洗 2遍，甲醇固定 30分钟，将小室适当风干。0.1%结晶

紫染色 20min，用棉签轻轻擦掉上层未迁移细胞，用 PBS洗 3遍。

400倍显微镜下随即 5个视野观察细胞，记数。并使用 ImageJ

对细胞迁移进行量化。确定每种条件下迁移细胞的平均数量。

1.3 统计分析

使用 ImageJ 和 GraphPad Prism 7.0 软件进行数据的统计

学分析。数值以均值± SD表示，所有数据使用 t检验或单向方

差分析检验进行统计分析，P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 丹酚酸 B对 H/R处理的 H9c2心肌细胞的影响

结果显示，0-24 h随着复氧时间的增加，H9c2心肌细胞活

力逐渐下降（P<0.01）。检测不同浓度的 Sal B对缺氧 /复氧诱

导的 H9c2心肌细胞的影响，结果显示：与对照组相比，模型组

的 H9c2心肌细胞的活力显著下降（P<0.05）；与模型组相比，
Sal B 组中 H9c2 心肌细胞的活力随着浓度升高而显著增加

（P<0.05），同时选择后续实验 Sal B的给药浓度为 5 滋g/mL。见
图 1。

图 1 缺氧 /复氧和 Sal B对 H9c2心肌细胞活性的影响

Fig. 1 Effect of H/R and Sal B on the activity of H9c2 cardiomyocytes

Note: A: effect of H/R on the activity of H9c2 cardiomyocytes; B: effects of different concentrations of Sal B on the activity of H9c2 cardiomyocytes;

compared with the control group, *P<0.05, **P<0.01.

2.2 TNFR-1和 TNFR-2在 H9c2心肌细胞质膜表达

结果显示，TNFR-1和 TNFR-2在 H9c2心肌细胞质膜上均

有表达，见图 2。

2.3 Sal B上调缺氧 /复氧处理的 H9c2细胞中 TNF-琢蛋白的
表达水平

结果显示，与对照组相比，模型组 H9c2 心肌细胞的

TNF-琢的 mRNA和蛋白表达水平均显著降低（P<0.01）；与模
型组相比，Sal B组中 H9c2心肌细胞的 TNF-琢的 mRNA和蛋

白表达水平均显著升高（P<0.01），但没有明显的剂量依赖性。
该结果说明 Sal B对心肌细胞的修复作用有可能依赖于其对缺

氧损伤的心肌细胞中 TNF-琢的调控，见图 3。

2.4 Sal B通过上调 TNF-琢调控缺氧 /复氧处理的 H9c2心肌

细胞中的血管生成蛋白的表达水平

结果显示，与对照组相比，模型组的 H9c2心肌细胞中

TNF-琢、Ang-1、Ang-2和 VEGF-1蛋白的表达水平均显著降低

（P<0.01）；与模型组相比，TNF-琢 组的 H9c2 心肌细胞的

TNF-琢、Ang-2 和 VEGF-1 蛋白的表达水平均显著升高

（P<0.01），Ang-1蛋白表达水平显著降低（P<0.01）。见图 4。

2.5 Sal B通过调控 TNF-琢诱导缺氧 /复氧处理的 H9c2细胞

迁移

结果显示，与对照组相比，模型组和 H/R+DMSO+Vector

组H9c2 细胞迁移能力显著减弱 （P<0.01）；与模型组和
H/R+DMSO+Vector 组相比，H/R+Sal B+Vector 组、H/R+DM-

SO+TNF-琢 组和 H/R+Sal B+TNF-琢 组 H9c2 细胞迁移能力显

著增强（P<0.05）。该结果表明 TNF-琢对损伤后修复的心肌细胞
的迁移中起主要作用，并且 Sal B能够通过调控 TNF-琢诱导缺
氧 /复氧处理的 H9c2细胞的迁移。见图 5。
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3 讨论

在中国，缺血性心脏病是导致死亡的主要慢性病之一，持

续性缺血缺氧容易引发心肌梗死（myocardial infarction,MI）[12,13]。

MI对心肌的永久性损伤会导致不可逆的心肌坏死和非收缩性

瘢痕组织的产生[14,15]。心肌梗死后，心肌的慢性炎症和进行性变

性可能最终导致心力衰竭[16]。目前，传统的MI治疗仅侧重于恢

复心肌组织的血流并治疗心肌梗死引起的并发症[17]。然而，由

于哺乳动物心脏的再生能力有限，想要保护和修复 MI后的心

肌，发现可促进心肌修复的新药物和新机制变得至关重要。H9c2

心肌细胞株是一种从大鼠胚胎心脏中分离出的永生化的心肌

细胞系，最初来源于胚胎大鼠心室组织[18]。虽然 H9c2细胞不能

够再分化，但它们仍然显示出与原代心肌细胞的许多相似之

处，包括MEMS、膜形态学、G-信号蛋白表达和电生理特性[19]。

TNF-琢通过与细胞表面受体 TNFR-1和 TNFR-2结合，启

动炎症、凋亡和修复机制[20,21]。本研究通过免疫荧光发现 H9c2

细胞的质膜上存在 TNFR-1和 TNFR-2。因此，TNF-琢能够通过
TNFR-1和 TNFR-2与 H9c2细胞结合。我们的实验结果证明，

Sal B能够促进缺氧 /复氧处理的 H9c2细胞的 TNF-琢的转录

图 2 TNFR-1和 TNFR-2在 H9c2心肌细胞上的定位（× 20倍）

Fig.2 LocalizationofTNFR-1andTNFR-2onH9c2cardiomyocytes（× 20）

图 3 Sal B对缺氧 /复氧 H9c2细胞 TNF-琢蛋白表达的调控
Fig. 3 Regulation of TNF-琢 protein expression in H/R H9c2 cells by Sal B

Note: compared with the control group, **P<0.01.

图 4 Sal B通过上调 TNF-琢调控血管生成蛋白的表达
Fig. 4 Sal B regulates angiogenic protein expression by up-regulating TNF-琢

Note: compared with the control group, *P<0.05, **P<0.01; compared with the H/R group, ##P<0.01.
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图 5 Sal B通过上调 TNF-琢影响 H/R H9c2细胞迁移（× 400倍）

Fig.5 Sal B affects H/R H9c2 cell migration by up-regulating TNF-琢（× 400）

Note: ① : control group; ② : H/R group; ③ : H/R+DMSO+Vector group; ④ : H/R+Sal B+Vector group; ⑤ : H/R+DMSO+TNF-琢 group; ⑥ : H/R+Sal

B+TNF-琢 group; compared with the control group, **P<0.01; compared with the H/R group, ##P<0.01; compared with the H/R+DMSO+Vector group,
##P<0.01.

和表达，因此认为 Sal B可能通过上调 TNF-琢来发挥其对心肌
细胞的损伤修复作用。

血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor,

VEGF）是已知的内皮细胞增殖、迁移和分化的有效刺激因子[22]，

可以在大鼠、兔角膜、绒毛膜尿囊膜等动物模型中刺激体内的

血管生成。VEGF 与内皮细胞受体的结合也诱导一氧化氮

（NO）的产生，NO被认为是 VEGF诱导的体内血管扩张和血

管生成的介质。VEGF-1通过内皮细胞和血管平滑肌细胞的增

殖诱导血管生成，同时刺激内皮细胞从已经存在的血管中萌

发。更重要的是，VEGF-1能够动员骨髓祖细胞并促进向内皮细

胞分化[23-25]。血管生成和动脉生成在冠状动脉侧支循环形成中

发挥作用。血管生成是原始血管的生长、扩张和重组的过程，最

终形成复杂和成熟的血管网络。动脉发生是指将已存在的侧支

小动脉转化为肌肉侧支动脉。血管生成素是参与血管生成级联

发生的血管生成调节因子之一，血管生成素在血管生成和炎症

过程中调节血管的发育和重构 [26]。血管生成素 -1（angiopoi-

etin-1，Ang-1）从内皮细胞释放，在血管稳定和血管成熟中起重

要作用。它通过抑制粘附分子的释放来发挥其与 VEGF相关的

炎症减轻作用 [27]。Weibel-Palade 小体释放的血管生成素 -2

（angiopoietin-2，Ang-2）是 Ang-1 的竞争性抑制剂，通过与

Tie-2受体结合而抑制 Ang-1的作用。它使内皮对炎症因子敏

感，并促进 VEGF介导的血管生成[27,28]。本研究的实验结果表

明，缺氧 / 复氧处理能够减少 H9c2 细胞 TNF-琢、Ang-2 和
VEGF-1蛋白的转录表达，但能够增加 Ang-1蛋白的转录表达。

Sal B能够通过增强 TNF-琢蛋白在缺氧 /复氧处理的 H9c2细

胞中的转录表达从而增强 TNF-琢 调控的血管生成相关因子
Ang-2和 VEGF-1的表达水平，减弱 TNF-琢调控的血管生成相
关因子 Ang-1的表达水平。这些受 Sal B调控的蛋白表达的增

加和减少可能通过多种作用机制在诱导血管生成中发挥重要

作用。同时 Sal B能够促进缺氧 /复氧处理的 H9c2细胞的迁

移，这些结果表明 TNF-琢对损伤后修复的心肌细胞的迁移中

起主要作用。因此，我们认为 Sal B能够通过上调 TNF-琢而促
进 TNF-琢调控的血管生成因子的表达，从而促进心肌细胞的
迁移和调节血管的发育。

总体而言，本研究发现 Sal B通过调控 TNF-琢促进血管生
成，而血管生成对于促进心肌梗死后的心脏修复至关重要，但

是 Sal B促进心肌修复确切的蛋白调控网络仍需进一步研究。
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