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丹参酮ⅡA磺酸钠对大鼠心肌缺血／再灌注心律失常的影响
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缺血／再灌注(I／R)损伤性心律失常

是心肌I／R损伤的一种表现，临床上以

室性心律失常为多见，严重者可诱发致

死性室性心动过速(VT)和心室纤颤

(VF)，是造成患者猝死的重要原因。中

药丹参酮I A磺酸钠(STS)是从唇形科

植物丹参的干燥根及根茎中提取出的脂

溶性二萜类化合物，具有多种药理作用，

尤其在心血管方面具有很好的作用n’。

本实验旨在观察STS对大鼠I／R性室

性心律失常的影响，评价其疗效，从而从

分子生物学水平上进一步探讨其在I／R

性心律失常中的保护作用及机制。

1材料与方法

1．1动物分组及模型建立：5月龄雄性

Wistar大鼠36只，体重(270士20)g，购

于军事医学科学院动物实验中心。按随

机数字表法分成假手术组、I／R组、STS

低剂量(20 mg／L)和高剂量(40 mg／L)

组，每组9只。采用结扎左冠状动脉前降

支(LAD)10 min后放开120 min的方法

制备大鼠离体心肌I／R模型；假手术组

只穿线不结扎LAD。STS组于实验中分

别给予STS 20 mg／L和40 mg／L。

1．2心律失常评价：连续监测心电图，

记录室性期前收缩(PVC)、VT、VF的发

生次数和累计持续时间，对室性心律失

常按o～6分进行评分03。

1．3缺血心肌组织缝隙连接蛋白43

(Cx43)、Cx40和Carl．2的mRNA提取

及逆转录：取80 mg缺血心肌组织，加

TRIzol裂解液匀浆，经过加入氯仿／异

戊醇、异丙醇、焦碳酸二乙酯(DEPC)、随

机引物、RNA、5×Buffer、三磷酸脱氧核

糖核苷(dNTP)、RNAsin、莫洛尼鼠白血

病病毒(MMLV)等过程，进行逆转录。

1．4 聚合酶链反应(PCR)过程：取

Cavl．2／Cx43／Cx40逆转录产物cDNA

为模板，依次加入Buffer、10 mmol／L

dNTP、Carl．2／Cx43／Cx40上下游引物、

TaqDNA多聚酶等，加双蒸水混匀，石腊

油封盖。内参照为三磷酸甘油醛脱氢酶

(GAPDH)。反应参数：95℃预变性

5 rain；接35个循环的95℃30 s、60℃

30 s、72℃1 min，72℃7 min延伸，4℃

30 min。Cavl．2引物(271 bp)：上游

5 7一CCA GCC CAG AAA AGA AA一37。

下游5'-ACT GCC TTT TCC AGG

TGC A一37。Cx43引物(332 bp)：上游

5’一GGC TGC TCC TCA CCA ACG

GCT一37，下游5’一AGG TCT TCA GGC

泳，在紫外线激发下拍照，胶片采用Gel—

Pro 3．1凝胶成像系统分析，以特异DNA

带灰度与内参灰度比值作为该mRNA

表达的相对水平。

1．6统计学处理：采用SPSS 13．0统计

软件进行数据分析。计量资料以均数土

标准差。士s)表示，多组间比较采用单

因素方差分析，均数问两两比较采用

SNK法；计数资料以百分率表示，组间

差异采用确切概率法；P<0．05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2．1 STS对I／R性室性心律失常的影

响(表1)：I／R组VT和VF发生率分别

为75％和25％，且持续时间较长。STS

能显著降低I／R性室性心律失常的发生

率与持续时间，使心律失常评分显著降

低，表现出明显的抗心律失常作用(P<

0．05或尸<0．01)；虽然STS高剂量组

比低剂量组作用明显，但两者比较差异

无统计学意义。

2．2逆转录～聚合酶链反应(RT—PCR)扩

CGAGGC CTG一37。Cx40引物(309 bp)：增结果：Cavl．2、Cx43、Cx40的mRNA

上游5'-CTG GCC AAG TCA CGG 电泳图见图1，各目的基因和内参照的

CAG GGT GAC AAG ACA一37，下游

5'-TTG TCA CTG TGG TAG CCC

TGA GG一3’。内参照均为242 bp。

1．5电泳及成像：反应结束后，取PCR

产物用质量分数为2％的琼脂糖凝胶电

扩增条带位置与理论值相符。

2．3 STS对Cavl．2、Cx43、Cx40的

mRNA表达影响(表2)：与假手术组比

较，I／R组Cavl．2 mRNA表达明显增

强，STS组Cavl．2mRNA表达较I／R

表1 STS对大鼠I／R性室性心律失常的影响

注：与假手术组比较，tP<O．05，‘P<O．01，与I／R组比较，cP<O．05，dp<0．01
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M：Marker；1～4依次为假手术组、I／R组、STS低剂量组、STS高剂量组

图1 RT—PCR测定各组大鼠缺血心肌组织Cavl．2、Cx43、Cx40的mRNA表达

组明显降低，且高剂量组较低剂量组降

低更明显(P<0．05或尸<0．01)。I／R

组Cx43、Cx40的tuRNA表达较假手术

组明显降低，STS组则较I／R组明显增

加，低剂量组Cx40 mRNA比高剂量组增

加更明显(P<o．05或P<0．01)；高、低

剂量组间Cx43 mRNA表达比较差异无

统计学意义。

3讨论

细胞内钙超载是引起I／R性心律失

常的重要因素，钙超载细胞Na+-Ca2+交

换被激活，增加潜在起搏点舒张后期的

除极，产生期外收缩，细胞内钙超载增加

了3期和复极后期、早期后除极的发生

率03。Cavl．2基因是L一型钙通道(Ica—1)

成分的基因，lea—l是动作电位平台期的

主要离子流，决定平台期的长短和动作

电位时程，是决定心肌自律性的一个重

要因素“3，在细胞兴奋时是外钙内流的

重要途径，同时也是触发细胞内钙的释

放引起心肌收缩耦联的主要离子流曲3。

本研究结果显示，STS可下调Cavl．2基

因表达，并且剂量越大效应越明显。

STS具有抑制钙内流、减轻细胞内

钙超载的作用。缝隙连接(GJ)是细胞间

通讯的主要方式。GJ通道的主要功能是

介导细胞间电信号和化学信号的传递，

在心肌细胞中，这种耦联与离子流介导

的动作电位扩布有关“’。Cx43、Cx40则

是心肌细胞间GJ通道的主要连接蛋

白，决定电传导的速度甚至折返路径o)，

它们的正常表达是GJ通道电耦联功能

正常、心脏正常电活动和协调舒缩的重

要保证03。GJ通道Cx数目减少可造成

局部心肌电传导速度减慢，心肌间电传

导速度差异增大，此外，对膜离子通道也

有影响，这些都是导致心律失常的原

因邙3。细胞间GJ通道的电传导不仅受

GJ通道两侧电压的影响，而且还受细胞

内pH值、细胞内游离钙离子([Ca2+3i)

等多种因素的影响o’。Cx43严重减少与

表2各组大鼠缺血心肌组织Cavl．2、Cx43、Cx40的mRNA表达(；±s)

注：与假手术组比较，‘P<O．05，6P<O．OlI与I／R组比较，。P<0．05，4P<O．01I

与STS低剂量组比较，。P<0．05

冲动传播减慢有关，并可引起室性心律

失常易感性升高n”。由此可见，(Ca2+3i

升高，Cx43、Cx40表达下降，可导致心肌

兴奋性、传导性改变，心电活动与传导不

均一性是形成I／R性心率失常的基础。

本研究中，Cx43和Cx40的mRNA

表达变化表明STS对其可产生上调效

应。STS可能是通过上调Cx43、Cx40表

达和下调Cavl．2表达抑制钙内流，减轻

钙超载，改善心肌细胞间通讯，降低心肌

激动传导速度不均一性，消除或减少折

返形成，降低I／R性心律失常的发生。

综上，Cx表达异常可影响GJ通道

的正常功能，GJ通道功能异常会影响

Ca2+，[Ca2+3i改变又会使GJ的传导性

发生改变。说明心肌I／R时细胞内钙超

载与Cx介导的GJ功能改变是相互影

响的，它们之间是否存在某种物质来介

导调节过程，尚有待进一步研究。
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