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［摘要］　目的：观察丹参酮ⅡＡ磺酸钠（ＴａｎⅡＡ）对缺血性斑马鱼模型的促血管新生作用及其潜在机制。方法：用内皮细

胞生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂（ＶＲＫＩ）诱导血管损伤斑马鱼模型，分别予以５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的ＴａｎⅡＡ处理。观察

ＴａｎⅡＡ在上述浓度下对缺血性斑马鱼肠下静脉血管（ＳＩＶｓ）和节间血管（ＩＳＶｓ）的影响，并利用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测ｆｌｔ１、

ｆｌｋ１Ａ（ｋｄｒｌ）、ｆｌｋ１Ｂ（ｋｄｒ）３个调节血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）信号通路相关基因的表达变

化。结果：在ＶＲＫＩ诱导的血管损伤斑马鱼模型中，ＴａｎⅡＡ呈浓度依赖性地逐渐恢复ＩＳＶｓ和ＳＩＶｓ血管；通过ＶＥＧＦ通路上

的相关基因［ｆｌｔ１、ｆｌｋ１Ａ（ｋｄｒｌ）、ｆｌｋ１Ｂ（ｋｄｒ）］进行调控。结论：在缺血性斑马鱼模型中，ＴａｎⅡＡ可通过ＶＥＧＦ信号通路发挥

其促血管新生和保护血管作用。
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丹参（犛犪犾狏犻犪犿犻犾狋犻狅狉狉犺犻狕犪Ｂｇｅ．）作为中国传统

中药，具有活血祛瘀、通经止痛、凉血消痈等功效。

丹参是复方丹参滴丸（已通过全球９个国家１２７个

临床中心的Ⅲ期临床试验并得到ＦＤＡ认可）的主

要成分，其诸多单体和复方制剂广泛应用于冠心

病、缺血性卒中等疾病。其中丹参酮ⅡＡ是丹参的

主要活性成分（脂溶性），经过能够提高水溶性的磺

酸化结构修饰之后［１］，成为丹参酮ⅡＡ磺酸钠（Ｔａｎ

ⅡＡ）。ＴａｎⅡＡ在临床上已广泛应用于冠心病、心

绞痛、心肌梗死，近年来也用于室性早搏。研究［２５］

证实，ＴａｎⅡＡ具有血管新生双向调节机制，其可

通过抑制血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达来抑制乳腺癌细胞株

的细胞增殖和血管拟态形成，进而抑制肿瘤血管新

生；另一方面其具有促血管新生作用。

斑马鱼普遍用于多种药物的筛选中［６］。研究［７］

表明，斑马鱼血管系统及其对调节血管新生的药物

治疗反应与哺乳动物类似。虽然ＴａｎⅡＡ已用于
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多种细胞和动物模型，但其在缺血性模型中的应用

较少。因此，本研究应用内皮细胞生长因子受体酪

氨酸激酶抑制剂 （ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈ

ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒⅡ，ＶＲＫＩ）诱导血

管损伤转基因斑马鱼Ｔｇ（ｆｌｉ１α∶ＥＧＦＰ）ｙ１模型，观

察了ＴａｎⅡＡ对此模型血管新生的作用，并初步探

讨相关机制。

１　材料与方法

１．１　动物　转基因斑马鱼Ｔｇ（ｆｌｉ１α∶ＥＧＦＰ）ｙ１由

中国科学院生物化学与细胞生物学研究所斑马鱼

技术平台提供。

１．２　药物、试剂与仪器　ＴａｎⅡＡ购于上海永恒

生物科技有限公司，溶解于 ＤＭＳＯ 中配制为

５０ｍｍｏｌ／Ｌ的储备液。ＶＲＫＩ购于美国Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ

公司（Ｃａｔ．Ｎｏ．６７６４８１），溶解在ＤＭＳＯ中配制为

５００μｇ／ｍＬ的储备液，－２０℃储存。紫外可见光分

光光度计（ＵＶ８４５３ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、奥林巴

斯旋转盘共聚焦显微镜系统购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ

公司。

１．３　健康转基因斑马鱼模型实验　选择状态良

好，发育至２４ｈ的转基因斑马鱼 Ｔｇ（ｆｌｉ１α∶

ＥＧＦＰ）ｙ１胚胎，除去卵壳，将其放入含有饲养液

（０．２％ＤＭＳＯ）的２４孔板中（每孔不少于１５

个）。ＴａｎⅡＡ组分别为５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的

ＴａｎⅡＡ，对照组仅以０．２％ＤＭＳＯ为饲养液。

两组均放入２８．５℃的饲养箱里饲养。４８ｈｐｆ

（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ）时，清洗２４孔板上的加

药孔，重新加入饲养液和不同浓度的ＴａｎⅡＡ。

７２ｈｐｆ时，在荧光显微镜下观察斑马鱼肠下静脉

血管 （ｓｕｂｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｖｅｉｎｓ，ＳＩＶｓ）及 节 间 血 管

（ｉｎｔｅｒｓｅｇｍｅｎｔａｌｖｅｓｓｅｌｓ，ＩＳＶｓ）的状态。

１．４　ＶＲＫＩ诱导血管损伤转基因斑马鱼模型实

验　选择状态良好，发育至２１ｈ的斑马鱼胚胎，除

去卵壳，将其放入含饲养液（０．２％ＤＭＳＯ）的２４孔

板中（每孔不少于１５个）。对照组仅以饲养液培养；

ＶＲＫＩ组预先在饲养液中加入ＶＲＫＩ５００ｎｇ／ｍＬ，

在饲养箱里处理３ｈ后，以０．２％ＤＭＳＯ清洗３～４

遍，继续以０．２％ＤＭＳＯ培养；ＴａｎⅡＡ组分别为

５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的ＴａｎⅡＡ，在饲养箱里处理

３ｈ，以０．２％ＤＭＳＯ清洗３～４遍后，再加入不同浓

度ＴａｎⅡＡ。３组放入２８．５℃的饲养箱里。４８ｈｐｆ

时，清洗２４孔板上的加药孔，重新换液加药。

７２ｈｐｆ时，在荧光显微镜下观察斑马鱼ＳＩＶｓ及

ＩＳＶｓ的影响。

１．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测基因表达　选择状态良

好，发育至２１ｈ的斑马鱼胚胎，除去卵壳，将其放入

含饲养液（含ＶＲＫＩ５００ｎｇ／ｍＬ）的１２孔板中（每孔

不少于３０个），在饲养箱里处理３ｈ，用饲养液清洗

３～４遍，再加入ＴａｎⅡＡ处理２４ｈ，然后提取不同

浓度组别的 ＲＮＡ。每组至少３０条胚胎，利用

ＲＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（美国Ｑｉａｇｅｎ）将ＲＮＡ反转录到

ｃＤＮＡ，利 用 ７５００ ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 系 统 （美 国

ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）进行扩增ＰＣＲ和基因表达检

测实验（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。斑马鱼βａｃｔｉｎ１引物为

５′ＣＡＡＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＧＧＡＡＧＧＡ３′

（Ｆ）和５′ＣＡＡＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣＣＡＧＧＡＡＧ

ＧＡ３′（Ｒ）；斑马鱼ｆｌｋ１Ａ（ｋｄｒｌ）引物为５′ＧＡＣ

ＣＡＴＡＡＡＡＣＡＡＧＴＧＡＧＧＣＡＧＡＡＧ３′（Ｆ）

和５′ＣＴＣＣＴＧＧＴＴＴＧＡＣＡＧＡＧＣＧＡＴＡ３′

（Ｒ）；斑马鱼ｆｌｋ１Ｂ（ｋｄｒ）引物为５′ＣＡＡＧＴＡ

ＡＣＴＣＧＴＴＴＴＣＴＣＡＡＣＣＴＡＡＧＣ３′（Ｆ）和５′

ＧＧＴＣＴＧＣＴＡＣＡＣＡＡＣＧＣＡＴＴＡＴＡＡＣ３′

（Ｒ）；斑马鱼ｆｌｔ１引物为５′ＡＡＣＴＣＡＣＡＧＡＣＣ

ＡＧＴＧＡＡＣＡＡＧＡＴＣ３′（Ｆ）和５′ＧＣＣＣＴＧ

ＴＡＡＣＧＴＧＴＧＣＡＣＴＡＡＡ３′（Ｒ）。

１．６　统计学处理　在健康斑马鱼模型中，通过统计

ＳＩＶｓ的光滑拱形结构外围平均出芽数来评估ＴａｎⅡ

Ａ对正常斑马鱼血管新生的影响。在ＶＲＫＩ诱导血

管损失模型中，将从背主动脉（ｄｏｒｓａｌａｏｒｔａ，ＤＡ）或脊

椎后主静脉（ｐｏｓｔｅｒｉｏｒｃａｒｄｉｎａｌｖｅｉｎ，ＰＣＶ）发芽延伸

并连接到背部脊索血管（ＤＬＡＶｓ）的ＩＳＶｓ定义为完整

型血管；而一些已经从ＤＡ或ＰＣＶ延伸出但并未连

接到ＤＬＡＶｓ的ＩＳＶｓ定义为非完整型血管（缺陷型血

管）。分别对每条斑马鱼的完整型和缺陷型血管进行

统计分析。不少于３次重复实验。采用ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ软件进行分析。数据以珔狓±狊表示，组间比较采

用狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＴａｎⅡＡ对健康斑马鱼ＳＩＶｓ的影响　７２ｈｐｆ

时，健康转基因斑马鱼中，５０、１００、２００μｍｏｌ／ＬＴａｎ
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ⅡＡ并没有引起正常斑马鱼ＳＩＶｓ区域的异常变

化；对照组ＳＩＶｓ区域是１个类似于篮网的光滑拱

形结构，内部有４～６根血管（图１）。ＴａｎⅡＡ组拱

形血管外围未出现与对照组具有显著差异的尖锐

出芽血管，说明在最高无毒浓度（２００μｍｏｌ／Ｌ）下，

ＴａｎⅡＡ并不会干扰斑马鱼机体自身的血管新生

平衡，安全性较好。

图１　丹参酮Ⅱ犃磺酸钠（犜犪狀Ⅱ犃）对健康

犜犵（犳犾犻１α∶犈犌犉犘）狔１斑马鱼胚胎血管的影响

红色框内：ＳＩＶｓ区域；黄色框内：ＩＳＶｓ区域

２．２　ＴａｎⅡＡ对ＶＲＫＩ诱导的血管损伤斑马鱼模

型胚胎血管的保护作用　７２ｈｐｆ时，在ＶＲＫＩ诱导

的血管损伤转基因斑马鱼模型中，对照组的ＳＩＶｓ

区域是一个类似于篮网的光滑拱形结构，内部有

４～６根血管（图２Ａ红色框内）；ＩＳＶｓ区域完整，平

均血管数目为２７根，完好连接ＤＡ和ＤＬＡＶｓ（图

２Ａ黄色框内）。而 ＶＲＫＩ组ＩＳＶｓ和ＳＩＶｓ以及

ＤＬＡＶｓ都出现了明显的缺失，平均有（０．７４±

０．５６）根完整ＩＳＶｓ及（３．４０±１．４５）根非完整型

ＩＳＶｓ。ＴａｎⅡＡ组处理４８ｈ后，ＳＩＶｓ及ＩＳＶｓ均逐

渐恢复，并呈浓度依赖性 （图 ２Ａ）。尤其在

２００μｍｏｌ／ＬＴａｎ ⅡＡ 组中，完整ＩＳＶｓ平均有

（２３．５５±１．０４）根，非完整ＩＳＶｓ平均有（３．３６±

１．９７）根，与对照组接近（图２Ｂ）。另外，ＴａｎⅡＡ组

处理４８ｈ与２４ｈ的血管数目明显增多，说明Ｔａｎ

ⅡＡ不仅对ＶＲＫＩ诱导前期的血管有保护作用，也

在后期起到促血管新生作用。

２．３　ＴａｎⅡＡ对ＶＥＧＦ关键基因ｍＲＮＡ影响的

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测结果　为了确定ＴａｎⅡＡ在缺

血性斑马鱼模型中的安全性和促血管新生作用，进

一步用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ分析ＶＥＧＦ信号通路上几个

关键基因的表达变化。结果（图３）显示：在健康斑

马鱼模型中，与对照组相比，ＴａｎⅡＡ在５０、１００、

２００μｍｏｌ／Ｌ浓度下均没有引起ｆｌｋ１Ａ、ｆｌｋ１Ｂ、

ｆｌｔ１ｍＲＮＡ的基因表达变化（图３Ａ）。在ＶＲＫＩ诱

导的缺血性斑马鱼模型中，ＴａｎⅡＡ呈剂量依赖性

地逆转由ＶＲＫＩ引起的ｆｌｋ１Ａ、ｆｌｋ１Ｂ、ｆｌｔ１ｍＲＮＡ

的基因表达下降。其中，２００μｍｏｌ／ＬＴａｎⅡＡ处理

后ｆｌｋ１Ａ表达是ＶＲＫＩ组的２．３２倍（犘＜０．０５），

ｆｌｋ１Ｂ是１．７９倍（犘＜０．０５），ｆｌｔ１是２．７８倍

（犘＜０．０１，图３Ｂ）。这些结果表明，ＴａｎⅡＡ不会

引起正常斑马鱼的基因表达变化，较安全；而在

ＶＲＫＩ诱导的缺血斑马鱼模型中，ＴａｎⅡＡ能够逆

转３个ＶＥＧＦ关键基因的表达下调，进而促血管

新生。

图２　丹参酮Ⅱ犃磺酸钠（犜犪狀Ⅱ犃）对犞犚犓犐诱导

犜犵（犳犾犻１α∶犈犌犉犘）狔１斑马鱼犐犛犞狊和

犛犐犞狊血管损伤模型的保护作用

　　Ａ：各组ＳＩＶｓ和ＩＳＶｓ状态（红色框内：ＳＩＶｓ区域；黄色框内：

ＩＳＶｓ区域）；Ｂ：各组ＩＳＶｓ血管数目的比较．犘＜０．０５，犘＜

０．０１，犘＜０．００１与对照组比较；狀＝３，珔狓±狊
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图３　丹参酮Ⅱ犃磺酸钠（犜犪狀Ⅱ犃）对健康及犞犚犓犐诱导犜犵（犳犾犻１α∶犈犌犉犘）狔１斑马鱼犞犈犌犉相关基因表达的影响

　　Ａ：ＴａｎⅡＡ对健康斑马鱼ｆｌｋ１Ａ、ｆｌｋ１Ｂ、ｆｌｔ１ｍＲＮＡ表达的影响；Ｂ：ＴａｎⅡＡ对ＶＲＫＩ引起的ｆｌｋ１Ａ、ｆｌｋ１Ｂ、ｆｌｔ１ｍＲＮＡ表达下调的作

用．犘＜０．０５，犘＜０．０１与ＶＲＫＩ组相比；狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

在我国，缺血性心脏病已成为仅次于脑血管疾

病的第二大致死疾病，严重影响我国人民健康和生

命安全。其中，男性中每１０万人就有１３７．６人死于

缺血性心脏病，而女性也有９５．１人死于此病
［８］。而

血管新生不足是缺血性心脏病的共同病理基础。

大量药理和临床研究已表明，活血化瘀类中药对诸

多缺血性疾病有一定的疗效，其中ＴａｎⅡＡ已在临

床上广泛应用。ＴａｎⅡＡ是改善微循环的常用药，

但其在血管新生方面的研究较有限。本研究观察

了ＴａｎⅡＡ对斑马鱼模型的促血管新生作用，并初

步探讨其可能的机制。

在斑马鱼发育过程中，其脑部血管在初期就有

着极其复杂的蜂窝状网络结构，而在后期能衍生出

更加复杂且难以观察的血管，这不利于我们实验观

察。但斑马鱼的ＳＩＶｓ和ＩＳＶｓ区域内血管在发育

初期清晰可见，利于观察和统计，较易获得客观可

信的实验结果［９］。在健康斑马鱼模型中，将ＳＩＶｓ

的光滑拱形结构外围出芽作为血管新生的评判依

据［１０］。研究［１１］发现，ＶＲＫＩ能引起斑马鱼ＳＩＶｓ和

ＩＳＶｓ区域的丢失，并使斑马鱼胚胎的血管新生过程

受阻。由此，本研究利用ＶＲＫＩ来建立血管损伤斑

马鱼模型。在此基础上，探讨ＴａｎⅡＡ对ＶＲＫＩ损

伤血管的保护和修复效果，为进一步评价ＴａｎⅡＡ

在缺血性心脏病、冠心病以及局部缺血、植入手术

等提供理论依据。ＶＥＧＦ受体（ＶＥＧＦＲｓ）在血管新

生过程中起促进作用［１２］，调节ＶＥＧＦＲ１的ｆｌｔ１基

因以及ＶＥＧＦＲ２的ｆｌｋ１Ａ（ｋｄｒｌ）、ｆｌｋ１Ｂ（ｋｄｒ）基因

作为ＶＥＧＦＲｓ的关键基因，均被作为目标基因检

测。本研究结果表明：在健康转基因斑马鱼模型

中，ＴａｎⅡＡ并不会明显刺激ＳＩＶｓ区域出芽，也未

引起ｆｌｔ１、ｆｌｋ１Ａ（ｋｄｒｌ）和ｆｌｋ１Ｂ（ｋｄｒ）基因的表达

变化，因此不会干扰血管新生平衡，说明安全性较

好，与研究［１３１５］结果一致；而在ＶＲＫＩ损伤模型中，

ＴａｎⅡＡ显示了强效的恢复ＩＳＶｓ和ＳＩＶｓ的效果。

综上所述，本研究表明ＴａｎⅡＡ在缺血性斑马

鱼模型中通过上调ＶＥＧＦ信号通路上ｆｌｔ１、ｆｌｋ１Ａ

（ｋｄｒｌ）、ｆｌｋ１Ｂ（ｋｄｒ）表达来促血管新生和保护血

管，且安全性良好，为临床应用提供了理论依据。
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