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定心方对大鼠缺氧及正常心肌细胞内钙、

膜电位和线粒体膜电位的影响!

贾钰华 孙学刚 赵晓山

内容提要 目的：探讨定心方（*+,）抗心律失常的分子机理。方法：采用胰蛋白酶法分离培养心肌细

胞，用不同荧光染料分别标记细胞，在激光共聚焦显微镜上测定*+,血清对心肌细胞内钙〔-./0〕1、膜电位

（23）和线粒体膜电位（223）的变化。结果：缺氧使心肌细胞〔-./0〕1和223升高，而使23降低，*+,
血清降低了正常和缺氧心肌细胞〔-./0〕1，改善了缺氧引起的23降低，使缺氧状态下223保持在基线水

平。结论：*+,能通过抑制缺氧引起的〔-./0〕1和223升高，及拮抗缺氧所致的23降低，从而发挥保护

心肌细胞，防治心律失常的作用。
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R)年代以来，心律失常的非药物疗法取得了巨大

成就，但在医疗实践中，这些非药物治疗手段仍然主要

针对药物治疗无效、发作频繁或可导致严重血流动力

学不良后果的快速性心律失常，药物治疗仍然是快速

性心律失常的治疗主线（’）。中药定心方（*+,）是我校

中医系的经验方，对室性早搏有较好的疗效。本研究

通过 观 测 *+,含 药 血 清 对 培 养 的 大 鼠 心 肌 细 胞

〔-./0〕1、膜电位（23）和线粒体膜电位（223）的影

响，以探讨*+,抗心律失常的分子机理。

材料与方法

’ 动物 ;NJ.>8=9*.PE=K大鼠，雌雄不拘，体重

’R)!//)>，由第一军医大学动物实验中心提供。

/ 药品和试剂 *+,煎剂由苦参、黄连、酸枣

仁、三七、赤芍、丹参、茯苓、党参、灵芝、栝蒌’)味药组

成，经水煎浓缩（’S/%>生药／IE）供实验用。荧光探针

TE8"9U962（测〔-./0〕1）、*1&6-(（U）〔O1C9（’，U9G1O8HKE9
O.JO1H8J1F.F1G）HJ1I=H:1?="M"?"E〕（测23）、,:"G.I1?=
’/U（测 223）购自美国 2"E=F8E.J3J"O=公司。胰蛋

白酶、胎牛血清、*2V2（*8EO=FF"WCI"G1L1=G=.>E=WC
I=G18I）培养基购自X1OF"公司，其他为国产试剂。

U 主要仪器 激光共聚焦显微镜（6-6;%Y)型，

美国2=J1G1.?公司）。

( 方法

(S’ 含药血清的制备 大鼠’/只，随机分为两

组：空白对照组（灌服同体积生理盐水）和*+,组（灌

服’/S%>／Z>）。每日灌药’次，连续’)天，末次灌药
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后!"心脏取血，分离血清，#$%&!’微孔滤膜过滤，

&()灭活*#’+,，-!#)冰箱保存备用（!）。

%$! 心肌细胞分离培养 取出生!"%日龄的幼

鼠（由第一军医大学动物实验中心提供），.&/酒精消

毒皮肤，无菌取出心脏，用0123,456液或无血清培养

基洗去血液，去外膜后用眼科剪将其剪碎，然后加入

#$#(/胰蛋白酶，*&"*.)消化7#’+,，弃上清液，再

加胰蛋白酶消化%次左右，每次&’+,。收集每次消化

后的上清液，加血清终止消化。最后7###8／’+,离心

&’+,，细胞沉淀用含!#/胎牛血清的09:9培养基

悬浮，以&;7#&／’<接 种 到 培 养 瓶 中。置*/ =>!
*.)细胞培养箱中培养7"!"后再轻轻吸出细胞上

清，接种到新的培养瓶中继续培养。隔天换液，待细胞

快融合时用#$!&/胰蛋白酶消化传代。把盛有心肌

细胞的小皿放入激光共聚焦显微镜本身携带的密闭透

光小盒中，检测时持续通以高流量氮气，造成细胞缺氧

模型（*）。

%$* 荧光染料的配制 ?<@A1*1B9、0+CB=%（*）

〔D+61（7，*1E+D@FG<D38D+F@8+H3H+E）F8+’IF"+,IAJA,A<〕、

K"AE3’+,I7!*分别用0123,456液稀释成7#!’A<／L、

&!’A<／L、!#!’A<／L。

%$% 心肌细胞的荧光染色测定 将急性分离的

大鼠 心 肌 细 胞 滤 液 滴 在 测 定 所 需 的 小 皿 上，!#"
*#’+,后 加 入 荧 光 染 料!滴，*.)避 光 温 育*#"
(#’+,，测钙小皿用0123,456冲洗*遍，另两种保留染

料，上机检测。

%$& 心肌细胞〔=3!M〕+、9N和99N的测定 利

用特异荧光染料，激光共聚焦显微镜可敏感检测可贴

壁粘附的活细胞〔=3!M〕+、9N和 99N的动态变化。

荧光探针进入细胞，在%OO,’波长蓝色激光激发下产

生荧光，?<@A1*产生的荧光强度与细胞内游离钙离子

的浓度成正比，0+CB=%（*）是亲脂性阴离子荧光染料，

根据其在细胞内外和线粒体内外的重新分布，判断出

9N的变化，荧光增强时，表 示 电 位 的 去 极 化 变 化，

K"AE3’+,I7!*在生理液中带有负电荷，染色后胞浆

和线粒体中均有荧光探针，但由于线粒体基质的电位

相对于细胞胞浆的电位低很多，故线粒体内荧光强度

比胞浆的强很多，选择荧光强度较高区域的荧光强度

变化表示线粒体膜电位的变化，荧光增强时，表示电位

的去极化（%）。

%$( 实验设计 实验中设正常细胞组和缺氧细

胞组，正常细胞组分别加入空白血清（B）和0PK血清

（C），缺氧细胞组分别加入0123,456液（=）、空白血清

（0）和0PK血清（:），然后测定7&’+,内心肌细胞

〔=3!M〕+、9N和99N的动态变化。

%$. 数据处理 数据经B=BQ1&.#微机系统对

图像及时间进行实时测量获得，以未加处理因素前的

荧光值为7##（/），以!!R"表示，数据以独立样本#
检验进行分析。

结 果

7 0PK血清对细胞〔=3!M〕+的影响 正常心肌

细胞加入空白血清后，〔=3!M〕+荧光强度立即出现进

行性 升 高，7&’+,时 上 升 到 起 始 浓 度 的（7#S$&R
%$&）/；加入0PK血清后，先出现短暂、轻度升高，随

即出现进行性下降，7&’+,时下降到起始浓度的（S!$(
R!$S）/（与B组比较，#T!$*(*，$"#$#&，%T&）。

缺氧 心 肌 细 胞 给 予 0123,456液 或 空 白 血 清 后，

〔=3!M〕+荧光强度立即都出现进行性升高，7&’+,时分

别上 升 到 起 始 浓 度 的（7**$&R($7）/和（7%S$*R
%$(）/（与=组比较，#T7$S#!，$##$#&，%T*）；加

入0PK血清后，钙荧光强度先出现升高，峰值达到

（77S$!R!$S）/，然后出现进行性下降，7&’+,时下降

到起 始 浓 度 的（7#&$OR*$.）/（与=组 比 较，#T
*$#S(，$"#$#&，%T&）。见图7。

图7 定心方血清对正常及缺氧心肌细胞内钙的影响

B：正常心肌细胞加空白血清；C：正常心肌细胞加定心方血清；=：缺氧

心肌细胞加缓冲液；0：缺氧心肌细胞加空白血清；:：缺氧心肌细胞加定

心方血清；下图同

! 0PK血清对9N的影响 正常心肌细胞加入

空白血清后，心肌9N出现去极化变化，细胞内荧光增

加了（!.$(R*$%）/（%T*）；加入0PK血清后，9N先

出现去极化最高达到（7#O$(R&$%）/，然后逐步出现

超极化，7&’+,时，荧光强度减少了（($.R*$!）/（%T
*，与B组比较，#T*$7*!，$"#$#&）。缺氧心肌细胞

给以0123,456液或空白血清后，9N均出现超极化，

7&’+,时，分别减少了（7%$!R!$7）/（%T*）和（7($7
R%$%）/（%T*，与=组比较，#T7$O#*，$##$#&），

给予0PK血清后，9N先出现超极化，最低降低到

（S&$(R!$(）/，然后逐渐升高，升高到基线上方，最高
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达到（!"#$%&!$’）(（!)*，与+组比较，")*$!*,，

#!$%$&）。见图’。

图- 定心方血清对正常及缺氧心肌细胞./的影响

* 012血清对../的影响 正常细胞加入空

白血清出现去极化变化，细胞内荧光增加了（-,$%&
*$3）(（!)*）；加入012血清后，../先出现去极

化最高达到（!"*$4&,$3）(，然后逐步出现超极化，

!,567时，荧光强度减少了（’$%&*$-）(（!)*，与8
组比较，")-$#!，#!"$",）。缺氧心肌细胞给以09
:;7<=>液或空白血清后，../均出现去极化，!,567
时，分 别 减 少 了（*,$-&-$!）(（!)*）和（33$!&
3$3）(（!)*，与8组比较，")!$’!3，#""$",），给

予012血清后，./先出现去极化，最高至（!!4$%&
*$3）(，最低降低到（!"!$!&!$’）(（!)*，与+组比

较，")*$%,3，#!"$"!）。见图*。

图* 定心方血清对正常及缺氧心肌细胞../的影响

讨 论

! 细胞内钙超载是引起心律失常的重要因素，钙

超载的细胞激活?;@—+;-@交换，引起细胞除极，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*期和复极后期早期后除极的发生率，

细胞内钙超载激活?;@—+;-@交换、钙诱发的?A+
电流和+!B电流，在超极化电位时携带内向电流，诱

发迟发后除极。缺血时〔+;-@〕6升高，细胞缝隙连接

的传导性降低，细胞耦联障碍，折返的发生率增高（,）。

012血清能阻滞正常细胞和缺氧细胞的钙内流，因而

推测012通过抑制缺氧细胞钙超载，减少触发活动和

折返，降低心率而防治心律失常。

- 心肌细胞的钙内流一般是由细胞膜去极化后

激发的。细胞膜钙电流大小以及〔+;-@〕6的升高程度

与细胞膜去极化程度有一定的平行关系。提示心肌细

胞膜电位变化对〔+;-@〕6水平有显著的影响（’）。本实

验中我们也观察了012血清对心肌细胞膜电位的影

响。我们推测012可能引起心肌细胞膜电位正值加

大，出现超极化的改变，使细胞外钙内流减少，通过防

止心肌钙超载、减轻心肌缺血损伤而产生心肌保护作

用。但本实验的结果显示，012对细胞膜电位的影响

与我们的预期结果不一致。缺氧使细胞膜电位降低，

主要考虑与缺氧引起细胞膜对离子的通透性增高，导

致离子顺离子浓度梯度透过细胞膜，?;@内流使细胞

内?;@增加，C@外流使胞内C@减少有关（%）。因此，

012的作用可能在于抑制钙内流，减少钙依赖钾通道

的通透性，减少钾外流，或直接抑制?;@内流，使细胞

膜电位维持在正常水平，保护心肌细胞。8组的膜电

位升高可能由空白血清中的钙离子引起，D组中的

012成分对这种作用有抑制作用。

* 缺氧可损伤线粒体，线粒体受损又可导致缺

氧。缺氧抑制了线粒体呼吸功能和氧化磷酸化过程，

损伤线粒体的结构和功能。先前的在体研究表明，

012对缺血再灌注家兔心脏的线粒体有保护作用，电

镜下线粒体脊清楚，无空泡化（4）。本实验表明，012
可降低正常和缺氧心肌细胞的线粒体膜电位，从而减

少缺氧引起的线粒体钙内流，进而通过减轻缺氧细胞

线粒体的钙超载，保护线粒体，而且这种作用并非是血

清本身的作用，因为../测定中+组和0组相比差

异无显著性。

3 虚实夹杂、寒热错杂是多数快速性心律失常患

者的临床特点。012以入心、肝经之苦参、黄连清心

泻火为主药，以酸枣仁、茯苓、党参、灵芝益气宁神为辅

药，以丹参、三七、赤芍、栝蒌祛痰化瘀为佐使，共同发

挥清心安神的作用。本实验表明012能通过抑制缺

氧引起的〔+;-@〕6和 ../升高，及拮抗缺氧所致的

./降低，从而发挥保护心肌细胞，防治心律失常的作

用。
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清开灵注射液辅助治疗美尼尔综合征@H例
李黔宇 崔 英 剡兵县

宁夏灵州集团公司磁窑堡医院（宁夏灵武?@.D0>）

.>>@年H月!-00.年C月，我们应用清开灵注射液辅助

山莨菪碱注射液治疗美尼尔综合征@H例，并与同期对照组D0
例比较，取得了较好的疗效，现报道如下。

临床资料 >H例患者均为门诊患者，均有不同程度一侧或

双侧耳鸣、耳聋，伴突然性眩晕发作，均无明显诱因，发病前后

血压无明显变化。>H例患者随机分为两组。治疗组@H例，男

C-例，女-D例；年龄-?!@.岁，平均D0J.岁；初次发病>例，

反复发作D?例；伴恶心、呕吐D-例，伴耳内胀满、压迫感-?
例。对照组D0例，男-D例，女.H例；年龄->!@0岁，平均

CAJ>岁；初次发病C例，反复发作C?例；伴恶心、呕吐CD例，伴

耳内胀满、压迫感.>例。听阈检查以左侧耳或自觉症状较重

侧为主，使 用 丹 麦 产KLI?-型 听 力 计，测 定@00MN、.OMN、

-OMN、COMN、DOMN处纯音听力，以语频听阈进行分析。

治疗组与对照组年龄、症状、体征、实验室检查比较差异无

显著性（!!0J0@）。

治疗方法 治疗组用清开灵注射液（山西太行制药生产，

主要成分：胆酸、珍珠母、猪去氧胆酸、栀子、水牛角、板蓝根、黄

芩甙、金银花）-093加入.0/葡萄糖注射液-0093，联合应用山

莨菪碱注射液（山西晋城制药总厂生产）C093加入@/葡萄糖

注射液C0093，静脉滴注，.天.次。对照组单用山莨菪碱注射

液C093加入@/葡萄糖注射液C0093，静脉滴注，.天.次。均

@天为.个疗程。观察两组症状变化。@天后复查听力。

统计学方法：采用"-检验。

结 果

. 疗效评定标准 治愈：眩晕、耳鸣消失。有效：眩晕消

失，耳鸣减轻。无效：临床症状无改变。

- 临床疗效 治疗组@H例，治愈C@例（H-J@/），有效.D
例（-@J0/），无效?例（.-J@/），总有效率A?J@/；对照组D0
例，治 愈--例（@@J0/），有 效@例（.-J@/），无 效.C例

（C-J@/），治愈率@@J0/，总有效率H?J@/。治疗组总有效率

高于对照组（"-P@J@?，!"0J0@）。

C 两组患者听力检查比较 见表.。治疗组患者治疗后

平均听力提高.?JD7Q（治疗前为D?J-07Q，治疗后为->JA07Q），

对照组患者平均听力提高.-JH?7Q（治疗前为@.J??7Q，治疗后

为C>J.07Q）。治疗组听力较对照组明显提高（"-P.?JD>，!"
0J0.）。

表! 两组美尼尔综合征患者治疗前后听力检查比较 （例）

组别 例数

听力损失程度

正常
（"-@7Q）

轻度
（-@!
D07Q）

中度
（D.!
@@7Q）

重度
（@H!
?07Q）

严重度
（?0!
>07Q）

全聋
（!>07Q）

治疗 @H 治疗前 - -H .C > @ .
治疗后 C- .C D C C .

对照 D0 治疗前 . .D .. .- - 0
治疗后 ? .> ? @ - 0

讨 论 临床上常将不明原因的具有眩晕、耳鸣和耳聋三

征者称为美尼尔综合征或复杂征，并认为迷路的神经血管功能

紊乱是本征发病的基础。临床上常以镇静药及血管扩张药等

药物治疗。本研究结果显示，清开灵注射液辅助山莨菪碱注射

液治疗美尼尔综合征@H例取得了显著协同作用，总有效率较

对照组有明显提高（!"0J0@）。中医学认为美尼尔综合征属风

痰所致的眩晕。清开灵注射液是中药安宫牛黄丸的改型制剂，

具有清热解毒、化痰通络、醒神开窍的功能。故清开灵注射液

治疗美尼尔综合征符合中医学的辨证论治规律。清开灵注射

液所含的主要成分为胆酸类、氨基酸类、黄芩甙、绿原酸及藏红

花素等，对中枢神经有镇静作用，并能直接扩张外周血管，对抗

血管痉挛，增加血流量，改善缺血组织的血液供应，同时能够改

善血小板功能，抑制血小板聚集，降低血液粘稠度，这些药理作

用可有效改善内耳微循环。通过以上观察，清开灵注射辅助治

疗美尼尔综合征，明显提高总有效率，并能有效改善患者的听

力，值得临床推广应用。
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