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丹参酮 IIA通过PKC/Cx43通路减轻大鼠心肌缺血再灌注致心律失常

周 露，李冰艳，顾霞飞，徐敏钦，唐广胜*

南京医科大学  康达学院，江苏  连云港    222000

摘 要：目的  探讨丹参酮 IIA（TA）对再灌注致心律失常的改善作用及机制。方法  取60只SD大鼠随机分为6组：对照组，

模型组，TA 低、高剂量（10、20 mg·kg−1）组，蛋白激酶 C（PKC）激活剂 PMA（5 mg·kg−1）组，TA（20 mg·kg−1）联合 PKC 抑制剂

Rottlerin（5 mg·kg−1）组，每组 10只。构建SD大鼠心肌缺血再灌注（I/R）模型，缺血 30 min再灌注 30 min；再灌注期间记录

各组小鼠Ⅱ导联心电图并对再灌注后心律失常严重性进行评分；再灌注结束后，取颈静脉血采用试剂盒检测心肌损伤指标

肌酸激酶同工酶（CK-MB）、乳酸脱氢酶（LDH）、天冬氨酸转氨酶（AST）和心肌肌钙蛋白（cTnT）水平；取左心室心脏

组织，使用试剂盒检测丙二醛（MDA）含量和超氧化物歧化酶（SOD）活性，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测

PKC、缝隙连接蛋白 43（Cx43）mRNA表达，Western blotting法检测 PKC、Cx43蛋白表达水平和磷酸化水平。结果  与模

型组比较，TA 2个剂量组和PKC激活剂PMA组CK-MB、LDH、AST、cTnT、MDA水平均显著降低，SOD活性显著升高，

室性早搏（PVB）次数、室性心动过速（VT）次数和持续时间以及心室颤动（VF）次数和持续时间显著减少，心律失常

评分显著降低，差异均有统计学意义（P＜0.05、0.01、0.001）；而 TA联合 PKC抑制剂组显著削弱 TA的作用（P＜0.05、0.01、

0.001）；与模型组相比，TA 2个剂量组和PMA组Cx43 mRNA表达和磷酸化水平显著升高（P＜0.01、0.001），而PKC抑制剂

使TA的作用显著减弱（P＜0.05、0.001）。结论  TA通过激活PKC调控Cx43表达和磷酸化而改善再灌注后心律失常，减轻心

肌 I/R损伤。
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Tanshinone IIA attenuates myocardial ischemia-reperfusion induced 

arrhythmias in rats via PKC/CX43 pathway

ZHOU Lu, LI Bingyan, GU Xiafei, XU Minqin, TANG Guangsheng

Kangda College of Nanjing Medical University, Lianyungang 222000, China

Abstract: Objective To investigate the effect and mechanism of tanshinone IIA (TA) on reperfusion arrhythmia. Methods Totally 60 

SD rats were randomly divided into six groups: control group, model group, TA low and high dose (10 and 20 mg·kg−1) group, PKC 

activator group PMA (5 mg·kg−1) and TA (20 mg·kg−1) combined with PKC inhibitor Rottlerin (5 mg·kg−1) group, 10 in each group. 

The model of myocardial ischemia/reperfusion (I/R) was established in SD rats, which lasted for 30 min and 30 min respectively.   

Recorded the lead II electrocardiogram of each group of mice during reperfusion and scored the severity of arrhythmia after 

reperfusion. At the end of reperfusion, the levels of creatine kinase isoenzyme (CK-MB), lactate dehydrogenase (LDH), aspartate 

aminotransferase (AST), and cardiac troponin (cTnT) in the jugular vein blood were measured by Elisa kit. The contents of 

malondialdehyde (MDA) and the activity of superoxide dismutase superoxide dismutase (SOD) were detected by kit. The mRNA 

levels of protein kinase C (PKC),  and gap junction protein 43 (Cx43) were detected by real time fluorescence quantitative PCR 

(qRT-PCR). The protein levels of PKC, phosphorylated PKC, Cx43 and phosphorylated Cx43 were detected by Western blotting. 

Results Compared with the model group, the contents of CK-MB, LDH, AST, cTnT and MDA in TA two dose groups and PKC 

activator group were significantly decreased, while the activity of SOD was increased, the frequency of premature ventricular beats 
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(PVB), the frequency and duration of ventricular tachycardia (VT) and ventricular fibrillation (VF) were significantly reduced, the 

differences were statistically significant (P < 0.05, 0.01, 0.001). TA combined with PKC inhibitor could weaken the above-

mentioned effects of TA (P < 0.05, 0.01, 0.001). Compared with the model group, the levels of Cx43 mRNA and phosphorylated 

Cx43 were increased in the two TA dose groups (P < 0.01, 0.001), but the effect was attenuated by PKC inhibitor (P < 0.05, 0.001). 

Conclusion TA ameliorates reperfusion arrhythmia and myocardial I/R injury by activating PKC to regulate CX43 expression and 

phosphorylation.

Key words: myocardial ischemia-reperfusion; arrhythmias; tanshinone IIA; gap junction protein 43 (Cx43); protein kinase C 

(PKC)

缺血性心脏病主要是由于冠状动脉粥样硬化

造成供血不足而引起心肌缺血的疾病，其发病率和

死亡率位居心血管疾病前列［1］。目前，治疗缺血性

心脏病最直接有效的方法是经溶栓、冠状动脉介入

治疗术或冠状动脉旁路移植术恢复缺血区血供，而

恢复缺血区血供会进一步加重心肌损伤、扩大梗死

面积，被称为缺血再灌注（I/R）损伤。I/R引起的室

性心律失常是引起再灌注患者猝死的主要原因［2］，

80% 以上的急性心肌梗死患者在再灌注后发生心

律失常，包括致死性的室性心动过速（VT）和心室颤

动（VF）。然而，目前尚无有效的策略来预防 I/R损

伤以及再灌注后心律失常。

丹参酮 IIA（TA）是丹参主要活性成分之一，在临

床上广泛应用于心血管疾病的治疗，如冠心病、心

绞痛、心肌梗死等。研究表明，TA具有抗炎、抗氧化

应激、保护血管内皮、减轻心肌 I/R损伤的作用［3-4］。

但TA改善再灌注后心律失常的作用及机制研究甚

少。心律失常的发生与缝隙连接蛋白 43（Cx43）密

切相关，在心律失常发生时，Cx43的分布、表达以及

磷酸化水平都会发生改变［5］。本研究旨在通过构建

大鼠心肌 I/R 模型探讨 TA 对再灌注后心律失常的

作用并以Cx43为中心探讨其机制，以期为临床减轻

I/R 损伤及预防再灌注后心律失常提供新的实验

依据。

1　材料

1.1　实验动物

清洁级雄性 SD大鼠，体质量 220～240 g，购自

南京医科大学实验动物中心，实验动物生产许可证

号 SCXK（苏）2002-0031。本实验经南京医科大学

实验动物福利伦理委员会批准（批准文号 IACUC-

2202043）。

1.2　药物及主要试剂

TA（成都德斯特生物技术有限公司，货号

DD0011，质量分数≥98%）；蛋白激酶C（PKC）激活

剂PMA（Sigma公司，货号79346，质量分数≥98%）；

PKC 抑制剂 Rottlerin（Sigma 公司，货号 557370，质

量分数≥98%）；心肌损伤指标丙氨酸氨基转移

酶（ALT）、乳酸脱氢酶（LDH）、肌酸激酶同工

酶（CK-MB）检测试剂盒（美国 R&D 公司）；心肌肌

钙蛋白（cTnT）检测试剂盒（瑞士Roche公司）；蛋白

浓度（BCA法）、超氧化物歧化酶（SOD）活性和丙二

醛（MDA）含量检测试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司）；实时荧光定量 PCR（RT-PCR）检测试剂

盒（日本 Takara 公司）；GAPDH、Cx43、p-Cx43ser368、

PKC、p-PKCthr514抗体（英国Abcam公司）。

1.3　实验仪器

小动物生物机能实验系统（BL-420F型，成都泰

盟科技有限公司）；小动物呼吸肌（HX-100E 型，成

都泰盟科技有限公司）；酶标仪（美国BioTek公司）；

垂直电泳装置及转膜装置（美国 Bio-Rad公司）；凝

胶成像系统，（Kodak Image Station 4000R 型，美国

Kodak公司）；荧光定量 PCR仪（ABI Prism 7300型，

美国AB公司）。

2　方法

2.1　动物分组及 I/R模型构建

选取 60只 SD大鼠随机分为 6组：对照组，模型

组，TA 低、高剂量（10、20 mg·kg−1）组，PKC 激活剂

PMA（5 mg·kg−1）组，TA（20 mg·kg−1）联合 PKC抑制

剂Rottlerin（5 mg·kg−1）组，每组 10只。给予TA各组

小鼠 ig TA，其余组 ig等量 0.9%氯化钠溶液，每天 1

次，连续给药 7 d。末次给药 4 h后，各组小鼠 ip 1%

戊巴比妥钠（40 mg·kg−1）进行麻醉，激活剂和联合抑

制剂组于造模前 15 min 尾 iv PMA 或 Rottlerin。除

对照组只穿线不结扎外，其余各组小鼠按文献方

法［6］结扎冠脉左前降支建立 I/R模型。以心电图ST 

段抬高、结扎线以下组织变色为心肌缺血标志，缺

血 30 min 后松开结扎线，以抬高的 ST 段逐渐回落

为 I/R 造模成功的标志。再灌注 30 min后，钝性分

离颈静脉并插管取血，进行心肌损伤指标检测，处

死小鼠取左心室组织。

2.2　再灌注心律失常监测

手术全程记录大鼠Ⅱ导联心电图，记录和分析
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各组大鼠再灌注后 30 min 内室性早搏（PVB）的次

数、室性心动过速（VT）次数和持续时间以及心室颤

动（VF）次数和持续时间，按照《心脏组织学图谱》［7］

中心律失常评分标准进行评分：PVB数＜5计 0分；

PVB数≥5计 1分；VT仅 1次＜60 s计 2分；高频次

VT，整体持续时间＜60 s，或仅 1次VT持续时间≥
60 s计 3分；高频次 VT，且持续时间≥60 s计 4分；

VF可恢复计5分；VF无法恢复计6分。

2.3　血清中心肌损伤指标检测

各组血液样本静置后，3 000 r·min−1离心 15 min

后，取血清，根据试剂盒说明书测定心肌损伤标志

物CK-MB、LDH、AST和 cTnT水平。

2.4　心肌氧化应激水平检测

取再灌注 30 min后大鼠左心室组织，加入组织

裂解液匀浆、离心，提取蛋白质，BCA法检测各组蛋

白浓度后，按照试剂盒说明书检测 MDA 水平和

SOD活性。

2.5　qRT-PCR法检测PKC、Cx43 mRNA表达水平

取各组大鼠左心室组织采用 Trizol 法提取总

RNA，测定浓度后，按照逆转录试剂盒说明书合成

cDNA。 qRT-PCR 反应体系为 SYBER Green PCR 

Master Mix 10 μL、cDNA 2 μL、上下游引物（10 pmol·L−1）

混 合 液 2 μ L 、ddH2O 6 μ L 。 反 应 条 件 为

95 ℃ 、10 min，95 ℃、15 s，60 ℃、1 min，共 40个循

环。以 β-actin为内参基因，使用 2−ΔΔCt法定量 PKC、

Cx43 mRNA 转录水平，相对表达量由 PCR 扩增产

量与内参β-actin比值得出。引物序列见表1。

2.6　Western blotting检测Cx43、PKC蛋白表达和

磷酸化水平

取各组大鼠左心室心脏组织加入裂解液匀浆、

离心，提取蛋白质，采用BCA法进行蛋白定量后加

入 SDS上样缓冲液，99 ℃加热样品 5 min后冷冻保

存。取 50 μg蛋白上样，进行 SDS-PAGE凝胶电泳、

转膜、封闭，依次加入相应蛋白一抗、二抗，加发光

液后在显影仪上显影，使用 Image J软件对条带进行

灰度分析检测 PKC、Cx43 和 p-Cx43 的蛋白表达

水平。

2.7　统计分析

采用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析，各

组计量资料以 x
—
±s表示，多组间比较采用单因素方

差分析，组间两两比较采用Tukey检验。

3　结果

3.1　各组大鼠心肌组织损伤情况

如图 1所示，再灌注 30 min后，与对照组相比，

模型组心肌损伤指标CK-MB、cTnT、AST和LDH水

平均显著升高（P＜0.001），I/R 过程造成了心肌损

伤。与模型组相比，给予TA后，心肌损伤指标均显

著降低（P＜0.05、0.001），TA 2个剂量组之间无显著

差异，PKC 激活剂 PMA 引起相似的心肌损伤改善

作用（P＜0.001）。与TA（20 mg·kg−1）组比较，TA联

合 PKC 抑制剂 Rottlerin 组大鼠心肌损伤指标显著

升高（P＜0.05、0.01、0.001）。结果说明，TA 可以改

善心肌损伤，且这一作用与PKC有关。

3.2　各组大鼠氧化应激指标水平

如图 2所示，再灌注后，与对照组相比，模型组

大鼠MDA水平显著升高而SOD水平显著降低（P＜

0.001），说明 I/R引起氧化应激。与模型组相比，TA 

2个剂量组和 PMA 组均显著降低 MDA 水平、升高

SOD 水平（P＜0.001），从而降低 I/R 引起的氧化应

表1　引物序列

Table 1　Primer sequence

引物

PKC

Cx43

β-actin

序列（5'→3'）

上游

下游

上游

下游

上游

下游

CCGCCTCTACTTTGTGAT

CCTTGCGTTCGAGTTTCT

GAAGGCGTGAGGAAAGTA

GTGGAAATGGCAAAGACA

CTATCGGCAATGAGCGGTTCC

TGTGTTGGCATAGAGGTCTTTACG

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001；与TA（20 mg·kg−1）组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01  &&&P＜0.001
###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05  ***P < 0.001 vs model group; &P < 0.05  &&P < 0.01  &&&P < 0.001 vs TA (20 mg·kg−1) group

图1　各组大鼠血清中CK-MB、AST、LDH和 cTnT水平（x
—

±s，n=5）

Fig. 1　Contents of CK-MB， AST， LDH and cTnT in serum of rats in each group (x
—

±s, n=5)
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激水平，而 TA联合 PKC抑制剂Rottlerin削弱了 TA

降低氧化应激的作用（P＜0.01）。

3.3　各组大鼠心律失常发生情况

如表 2所示，各组大鼠进行造模之前，均未出现

VT 和 VF。与对照组相比，模型组 PVB 出现的次

数、VT 和 VF 出现的次数及持续时间均明显增加，

心律失常评分显著增加（P＜0.05、0.01、0.001）。与

模型组比较，给予 TA或 PMA 后，PVB 出现次数、

VT 和 VF 出现的次数显著降低，持续时间显著

缩短，心律失常评分显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001）。 与 TA（20 mg·kg−1）组 比 较 ，TA 联 合

Rottlerin 组心律失常各项指标均明显升高（P＜

0.05、0.01）。结果说明，TA和PMA具有改善再灌注

后心律失常的作用，而 TA的这一作用可被 PKC抑

制剂部分阻断。

3.4　各组大鼠PKC、Cx43 mRNA表达水平

如图 3 所示，与对照组相比，模型组 Cx43 和

PKC mRNA表达水平显著降低（P＜0.001）；与模型

组相比，TA 2个剂量组和 PMA组的 PKC mRNA表

达没有显著差异，Cx43 mRNA表达显著升高（P＜0.01、

0.001）；TA 联合 Rottlerin 组较 TA（20 mg·kg−1）组

Cx43 mRNA 表达降低 ，差异均具有统计学意

义（P＜0.05）。结果表明，TA 可以通过调控 Cx43 

mRNA 表达，从而降低 I/R 引起的氧化应激和心肌

损伤，改善心律失常。

3.5　各组大鼠 PKC、Cx43 蛋白质表达和磷酸化

水平

各组大鼠心脏组织的PKC、p-PKC和Cx43蛋白

表达水平没有显著差异，而 p-Cx43 水平有显著差

异。与对照组相比，模型组 p-Cx43 水平显著降

低（P＜0.001）；与模型组比较，给予 TA 后，p-Cx43

表达水平明显回升（P＜0.001）；与 TA（20 mg·kg−1）

组比较，Rottlerin部分逆转了 p-Cx43表达水平的回

升（P＜0.001），PMA 具 有 和 TA 相 似 的 作 用 。

见图4。

4　讨论

TA是我国传统中药材丹参中的主要活性成分

之一，其注射液制剂在临床上被广泛应用于冠心

病、心绞痛、心肌梗死等疾病的治疗。TA的药理学
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图2　各组大鼠心脏组织中MDA、SOD水平（x
—

±s，n=5）
Fig. 2　Levels of MDA and SOD in heart tissue of rats in 

each group (x
—

±s, n=5)

表2　各组大鼠再灌注期间PVB次数、VT次数和持续时间（x
—

±s，n=5）

Table 2　Number of PVB， number and duration of VT during reperfusion in each group (x
—

±s, n=5)

组别

对照

模型

TA

PMA

TA+Rottlerin

剂量/（mg·kg−1）

—

—

10

20

 5

20＋5

PVB次数

  3.60±1.95

63.20±6.46###

37.00±4.64***

34.20±3.63***

34.00±4.06***

48.00±4.87&

VT次数

0.00

4.80±1.30###

1.40±0.89***

1.00±0.00***

1.60±0.55***

3.00±0.71&

VT持续时间/s

0.00

49.18±10.82###

20.90±13.70**

14.74±13.81***

17.44±5.61***

34.46±3.67&

VF次数

0.00

0.80±0.45##

0.00**

0.00**

0.00**

0.60±0.55&

VF持续时间/s

0.00

4.26±2.62#

0.00*

0.00*

0.00*

3.72±3.63&

心律失常评分

0.40±0.55

8.20±1.79###

3.20±1.30***

2.60±1.52***

3.60±0.55**

7.00±2.74&&

与对照组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与TA（20 mg·kg−1）组比较：&P＜0.05  &&P＜0.01
#P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group; *P < 0.05 **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group; &P < 0.05  &&P < 0.01 vs TA (20 mg·kg−1) group

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：**P＜0.01  ***P＜

0.001；与TA（20 mg·kg−1）组比较：&P＜0.05
###P < 0.001 vs control group; **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model 

group; &P < 0.05 vs TA (20 mg·kg−1) group

图3　各组大鼠PKC、Cx43 mRNA表达水平（x
—

±s，n=3）
Fig. 3　Expression levels of PKC and Cx43 mRNA in each 

group (x
—

±s, n=3)
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特性也被广泛研究，目前发现TA具有抗炎、减轻氧

化应激、扩张血管、保护缺血心肌细胞的作用。TA

减轻 I/R损伤的作用被多项研究证实，Zhang等［8］发

现TA可以通过 PI3K/AKT通路减轻糖尿病大鼠 I/R

损伤，王松等［9］证实TA纳米胶束可以减轻 I/R损伤

氧化应激、减少梗死。本研究发现TA可以减轻 I/R

心肌损伤和氧化应激，这与以上研究结果一致。此

外，本研究还发现TA改善再灌注后心律失常，其机

制与PKC/Cx43通路有关。

再灌注后心律失常是 I/R 损伤常见的临床表

现，常发生在再灌注早期，其中 VT和 VF是导致心

源性休克、心脏骤停猝死的主要原因，因此减轻再

灌注后心律失常至关重要。再灌注后心律失常发

病机制复杂，炎症反应、氧化应激、细胞凋亡都是引

起再灌注后心律失常的病理基础［10-12］。近年来，越

来越多的研究认为Cx43与心律失常的发生密切相

关［13-14］。缝隙连接蛋白家族是一类位于细胞表面的

半通道组成蛋白，介导细胞间的信息交流和物质交

换［15］。其中，在心脏中表达量最高并且与心脏传导

密切相关的分子是 Cx43［16］，含有 Cx43的缝隙连接

电耦联心肌细胞，使电脉冲传播，从而协调心肌同

步收缩。研究表明，再灌注后心律失常的发生发展

与Cx43的表达减少、分布紊乱和磷酸化水平下降等

改变相关，而增加Cx43的表达或磷酸化具有减轻 I/

R 损伤、改善再灌注后心律失常的作用［16-17］。本研

究中，I/R引起Cx43 mRNA表达水平和磷酸化水平

降低，TA使Cx43 mRNA表达水平和磷酸化水平回

升，再灌注心律失常和 I/R心肌损伤减轻，但蛋白质

表达没有明显变化，可能与再灌注时间尚短，不足

以引起蛋白质水平改变有关。

Cx43的磷酸化在调控缝隙连接蛋白的功能中

发挥重要作用。人类心脏组织中的Cx43至少有 21

个磷酸化位点，受多种蛋白激酶的磷酸化，包括丝

裂原活化蛋白激酶（MAPK）、酪蛋白激酶 1（CK1）、

蛋白激酶B（PKB）和PKC等［18-19］。不同蛋白激酶使

Cx43的不同位点磷酸化，研究表明，PKC可直接磷

酸化Cx43 ser368位点，使半通道闭合，缝隙连接蛋

白功能快速降低，从而使缝隙连接的通透性和传导

性降低［20-21］。发生 I/R 后，Cx43 大量降解、去磷酸

化，使缝隙连接功能异常，造成细胞通透性、传导性

增高，心肌细胞间互相传递，最终导致大范围钙超

载、氧化应激和电传导异常，引发心律失常。此外，

Cx43在 I/R过程中会发生闰盘重构，即由闰盘向细

胞侧膜移位，这个现象加剧缝隙连接的损伤，同时

也使心肌组织电传导速率降低，可能引起严重的传

导阻滞，诱发折返性心律失常［22］。研究发现，激活

与对照组比较：###P＜0.001；与模型组比较：***P＜0.001；与TA（20 mg·kg−1）组比较：&&&P＜0.001
###P < 0.001 vs control group; ***P < 0.001 vs model group; &&&P < 0.001 vs TA (20 mg·kg−1) group

图4　各组大鼠PKC、Cx43蛋白质表达和磷酸化水平（x
—

±s，n=3）

Fig. 4　Protein expression and phosphorylation of PKC and Cx43 in each group (x
—

±s, n=3)
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PKC，可以增加Cx43磷酸化水平，减轻 I/R心肌损伤

并对抗心律失常，而 PKC 抑制剂则加重心律失

常［17，23-24］。本研究中，PKC激活剂升高Cx43 mRNA

表达水平和 ser368位磷酸化水平，发挥类似TA改善

再灌注心律失常、减轻心肌损伤的保护作用，这一

结果与上述研究一致。而 TA 联合 PKC 抑制剂使

TA 回升的 Cx43 mRNA 表达水平和磷酸化水平降

低，说明TA可通过激活PKC促进Cx43 mRNA表达

和磷酸化，改善缝隙连接功能，从而减轻再灌注心

律失常和心肌损伤。

TA 可以通过激活 PKC 促进 Cx43 mRNA 表达

和蛋白磷酸化，从而改善再灌注心律失常，减轻 I/R

心肌损伤。本研究为TA治疗再灌注损伤提供了实

验依据，但仅从PKC/Cx43通路初步探讨了TA心脏

保护作用的机制，后续将通过特异性干预 MAPK/

Cx43、PKB/Cx43 及 CK1/Cx43 等通路深入探讨 TA

的心脏保护作用，为 TA应用于 IR损伤治疗提供更

多依据。
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