
冠心康对大鼠缺血心肌细胞ATP敏感钾通道的影响
张娜陈富荣章怡讳刘 萍

摘要 目的观察中药复方冠心康对大鼠缺血心肌细胞A11P敏感钾(ArI’P·sensitive potassium channel，

KATP)通道的影响，进一步探讨冠心康保护心血管、抗心肌缺血可能的作用机制。方法随机选取Wistar

大鼠分为正常组、模拟缺血再灌注损伤模型组、模型加格列苯脲组、模型加吡那地尔组、模型加冠心康

组、模型加冠心康加格列苯脲组，每组8只。用无钙台式液灌流10 rain，停灌30 rain再灌注45 rain模拟心肌缺

血再灌注损伤模型。检测各组心肌细胞钙．铗．ATP(Ca2+_M92+．ATP)酶、钠．钾．ATP(Na+-K+一ATP)酶活性

及全细胞膜片钳技术的电流电压钳模式记录各组心室肌细胞的ATP敏感钾通道(K一什通道)电流变化。结

果在缺血的基础上，中药复方冠心康可使K—TP通道进一步开放，通道电流明显增大，与KAW通道开放剂

吡那地尔具有同等开放效应(P>0．05)。与模型组比较，冠心康细．Ca2+-M92+_ATP酶、Na+一K+-ATP酶含量明

显增高(P<0．05)。结论 中药复方冠心康对于心肌缺血再灌注损伤具有一定的干预作用，促进KATP通道

开放，减轻ca2+内流，抑制Ca2+超载可能是冠心康在心肌缺血过程中发挥干预作用的有效途径。
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ABSTRACT Objective To investigate the effect of Guanxinkang(GXK)on ATP—sensitive potassium channel in

myocardial cells of rat with ischemic／reperfusion injury and陋possible mechanism for cardiac vascular protection and

anti-myocardial ischemia．Methods Wistar rats were established into I／R injured models by 1 0 min peffusion--30 rain

no-flow ischemia--45 rain reperfusion，and divided into 5 groups：the I／R model group and 4 treatment groups treated

respectively with glibenclamide，pinacidil，GXK and GXK+g¨bencIamide．Rats’heart were isolated for detecting Ca2+一

M92+-ATPase。Na*-K+-ATPase activity in myocardial cells。and the changes of current in ATP-sensive potassium channel

(KAw)was recorded by whole patch clamp technique．Data were controlled by those taken from normal rats in a controI

group．Results KAW in the GXK treated group were higher than that in the I／R model group；and similar to that in the

pinacidil treated group(P>0．05)．As compared with the model group，activities of Ca2+-M92+-ATPase and Na*-K+-ATPase

in the GXK treated group were increased significantly(P<O．05)．Conclusion GXK shows definite intervention effect on

myocardial I／R injury；which is possibly by way of肌hedng the opening of KAW channel，decreasing Ca计influx，and

inhibiting Ca2+ovedoad．
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ATP敏感钾(ATP-sensitive potassium channel，

K—TP)通道在调节心肌细胞缺血、缺氧的病理生理反应

中起了重要作用。中药复方冠心康以栝楼薤白半夏汤

为基础加减化裁而成，具有健脾益气、活血化瘀、祛

痰降浊的功效。前期临床研究表明，本方对于气虚血

瘀痰浊型高脂血症及冠心病患者具有明显的调脂、抗

心肌缺血和缓解心绞痛作用；离体实验表明，该方能
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明显改善受损的人血管内皮细胞分泌功能，减少内皮

细胞与单核细胞的黏附，从而减少血管内皮损伤，保

护心功能111；动物实验表明，该方可明显缩短豚鼠模拟

缺血早期(5 rain)和再灌注早期(1 rain)心肌90％动

作电位时程忙】。本实验在以往研究基础上，应用全细胞

膜片钳技术及生化法，观察冠心康对缺血心肌细胞K—TP

通道的作用，进一步探讨冠心康保护心血管、抗心肌

缺血、缓解心绞痛可能的作用机制，为冠心康治疗冠

心病提供实验依据。

材料与方法

l动物Wistar大鼠，雄性，200—300 g，由
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上海斯莱克实验动物有限公司提供fSCxK(沪)

2007-0005]。

2中药制剂复方冠心康由黄芪、薤白、全栝楼、

益母草、丹参、葛根、制半夏、山楂组成，为院内制

剂，由上海中医药大学附属龙华医院药剂科制为注射剂

(生药1 g／mL)。

3试剂 Ⅱ型胶原酶(collagenase type II)为

Worthington公司制品；格列苯脲(glibenclamide，5 g／

支，批号58H0570)、吡那地尔(pinacidil，100mg／支，

批号60K1387)、MgATP均为Sigma公司制品；格列苯

脲、吡那地尔先溶解于二甲亚砜(DMSO)分别配制

成母液10 mmol／L和50 mmol／L，冷藏保存；牛血清白

蛋白(BAS)为AMRESCO公司制品；HEPES、牛磺酸

(taurine)等为国产分析纯。考马斯亮蓝蛋白测定试剂

盒、钙．镁．ATP(Ca“．Mg“．ATP)酶测定试剂盒、钠．

钾一ATP(Na+-K+-ATP)酶测定试剂盒均由南京建成生

物工程研究所提供。

4 实验仪器 超级恒温槽由上海衡平仪器厂生

产；pH精密数显酸度计由上海天达仪器厂生产；压力

换能器由复旦大学电子工程系研制；Langendor罐流装
置由保定兰格恒流泵有限公司生产；倒置显微镜由德国

laica公司生产；微操纵器由美国BURLEIGH公司生产；

PM8000力fl药系统由美国MDI公司生产；膜片钳放大器

AXON200B、Pclamp6．0数据采集软件由美国AXON公司

生产；垂直拉制仪PP一8301主1日本Narishige公司生产。

5溶液 (1)无钙台式液(mmol／L)：NaCI

137．0，KCI 5．0l MgS04 1j2，NaH2P04 0．5，Glucose

10．0、HEPES 10．0(用NaOH调pH至7．35—7．40)。

(2)台式液(mmol／L)：NaCI 137．0、CaCl2 1．8、

KCl 5．0、MgS04 1．2、NaH2P04 0．5、Glucose 10．0、

HEPES 10．0(用NaOH调pH至7．35—7．40)。(3)细

胞保护液(KB液，mmol／L)：KOH 70．0、KCI 40．0、

KH2P04 20．0、L一谷氨酸50．0、MgCl2 3．0、牛磺酸

20．0、EGTA 0．5、HEPES 10．0、Glucose 10．0(用KOH

调pH至7．35—7．40)。(4)记录KATP通道电流的细胞

外液(mmol／L)：NaCI 137．0、CaC|2 1．2、KCl 5．0、

MgS04 1．2、NaH2P04 0．5、glucose 10．0、HEPES 10．0

(用NaOH调pH／ii_7．35—7．40)。(5)记录KATP通道电

流的细胞内液(mmol／L)：NaCI 10．0、CaCl2 1．0、KCI

125．0、MgATP 1．0、HEPES 10．0、EGTA 14．0(用KOH

调pHi7．1)。

6 实验分组 随机选取大鼠分为正常组、

模拟缺血再灌注损伤模型组、模型加格列苯脲

(Glibenclamide，K—tP通道的特异性阻断剂)组(格

列苯脲组)、模型加吡那地尔(Pinacidil，K—tr通道开

放剂)组(比那他尔组)、模型加冠心康组(冠心康

组)、模型加冠心康加格列苯脲组(冠心康加格列苯脲

组)，每组8只。

7 心肌细胞的分离将大鼠麻醉后快速开胸取出

心脏，置于4℃氧饱和台式液中修剪，经主动脉插管，

连于Langendorf罐流装置上，行恒压逆行灌流。灌流液
均用95％02+5％C02饱和，灌流系统温度维持在37℃，

流速为8，10 mL／min。先用无钙台式液灌流10 min，再

用含Ⅱ型胶原酶0．5 mg／mL和20斗mol／LCa2+的低钙台式

液灌流30 min，至心脏体积膨大，流出液变黏稠，甚或

出现拉丝，取下心脏，将心室肌剪下，置于KB液中剪

碎，用开口光滑的吸管轻轻吹打，孵化10 min，得到的

细胞悬液用200目细尼龙网过滤。室温下将滤液的Ca2+

浓度逐步恢复到1．25 mmol／L，即可得到70％一80％呈杆

状且横纹清晰的耐钙心室肌细胞。在室温下保存备用，

活性可保持8．10 h。

8心肌细胞缺血再灌注模型制备【3．41将大鼠麻

醉后快速开胸取出心脏，置于4 oC氧饱和台式液中修

剪，经主动脉插管，连=J=Langendorf罐流装置上，行恒
压逆行灌流。灌流液均用95％02～5％C02饱和，灌流系

统温度维持在37℃，流速为8～10 mL／min。先用无钙台

式液灌流10 min后停止灌流30 rain，再用无钙台式液灌

注45 min，然后用含Ⅱ型胶原酶0．5 mg／mL和20¨mol／L

Ca2+的低钙台式液灌流30 min，至心脏体积膨大，流出

液变黏稠，甚或出现拉丝，取下心脏，将心室肌剪下，

置于KB液中剪碎，用开口光滑的吸管轻轻吹打。孵化

及复钙过程同上。

9膜片钳全细胞记录将复钙后的细胞悬液滴人

灌流槽中，置于倒置显微镜工作台上，待细胞贴壁后使

用细胞外液灌流冲洗，选取贴壁牢固，边缘整齐，形态

规整，横纹清晰，无自主收缩的细胞进行实验。采用标

准膜片钳全细胞记录方法。玻璃微电极充灌电极内液

后，电极电阻为3—5 Mn，给予适当负压吸引，使电极

与细胞表面形成高阻封接，继续加大负压破膜，给予

电容及串联电阻补偿，形成全细胞记录。将各加药组

药物分别加入灌流槽中(格列苯脲10扯mol／L、吡那地

尔50“mol／L、冠心康1 ml／L)，待反应10—15 rain后进

行电流记录。电流信号_经Ag／AgCI电极引导，由膜片钳

AXON 200B放大器放大，电流的记录采用电压钳制方

式，数据的采集及分析处理Pclamp 6．0软件完成。

10样本保存将各组大鼠急性分离所得细胞液

室温放置1 h，各加药组将药物直接加入细胞液中，4℃

放置24 h后将细胞液冻存于一80℃备用。

万方数据



1 l 生化法检测各组心肌细胞Ca“·M92+-ATP酶、

Na+-K"4-．ATP酶活性将细胞液解冻、离心，留下层细

胞，每管加入1 mL生理盐水制备成106—107个／era3，即

106—107个／mL，再用超声粉碎机进行破碎。取细胞破

碎好的样本0．2 mL按样本：生理盐水=l：4稀释，考马

斯亮蓝法测定蛋白含量。按Ca“．M92+．ATP酶测定试剂

盒、Ha K+-ATP酶测定试剂盒操作说明配液、操作，测

定Ca“一Mg“-ATP酶测定试剂盒、Na+一K+．ATP酶活性。

12统计学分析结果以膏±s表示，采用SPSS

16．0软件进行统计分析，组间差异比较使用方差分析，

以P<O．05为组间差异有统计学意义。

结 果

l 冠心康对大鼠心肌细胞KATP通道电流的影响

(表1) 正常状态下，心肌细胞KATP通道是不开放

的，因此，将细胞膜电位钳置于一40 mV，给予10 s

从一120．80 mV的斜坡刺激诱发背景电流。在0 mV澳lJ试

电压下，模型组电流有明显增高的趋势，与正常组比较

差异有统计学意义(P<0．01)，提示模型组的缺血心肌

细胞外向电流显著增加；而给予K—TP通道阻断剂格列苯

脲干预后，心肌细胞KATP通道电流显著降低，与模型组

比较差异有统计学意义(P<0．01)，提示KATP通道阻断

剂可减弱缺血心肌细胞外向电流；给予KATP通道开放剂

吡那地尔干预后，心肌细胞K坍通道电流显著增加，与

模型组比较差异有统计学意义(P<0．01)，提示KATP通

道开放剂进一步诱发了缺血心肌细胞外向电流；同样，

给予中药冠心康干预后，心肌细胞KATP通道电流明显增

加，与模型组比较差异有统计学意义(P<0．01)，提示

缺血心肌细胞经中药冠心康干预后，呈现明显增强的外

向电流，而在加人格列本脲后，能够阻断这部分电流，

推测冠心康可能具有K—TP通道开放剂样作用；但是吡那

地尔组与冠心康组两者对心肌细胞KATP通道电流的影响

无统计学意义(P>0．05)，提示两者对于KATP通道具有

同等的开放效应。

以电流对电压作图，可得到IKATP的电流一电压关系

曲线(I—V)。在0。20 mV测试电压范围内，显示明显

表1 各组大鼠心室肌细胞KATP通道电流比较(i±s)

组别 月0mV(pA)

模型8 211．46±28．51▲

格列苯脲8 129．51±26．22‘△▲

吡那地尔8 317．52士28．59‘

冠心康8 313．44±18．51+

冠心康加格列苯脲8 202．08±17．82△▲

注：与模型组比较，．P<o．Ol；与毗那地尔组比较。Ap<0．叭；与冠心

康组比较，▲P<0．05

增强的外向电流，缺血的心肌细胞(或给予KATP通道开

放剂吡那地尔)，电流曲线中后段抬高，与背景电流比

较，高出的部分即为开放的K—TP通道电流(图1)。

图1 模拟缺血和冠心康对大鼠心室肌细胞IKA伊v的影响

2冠心康对大鼠缺血心肌细胞Na+．K+-ATP酶、

Ca2+．M92+-ATPase酶活性的影响(表2) 与正常组

比较，模型组ca“．Mg“．ATP酶、Na+．K+-ATP酶显著降

低，具有统计学意义(P<O．05)；与模型组比较，冠心

康组及吡那地尔．组CaZ*-M92+-ATP酶、Na+K+-ATP酶含量

明显增高，差异有统计学意义(P<O．05)。而冠心康加

格列本脲组与冠心康组无明显统计学差异(P>O．05)，

说明格列本脲没有阻断冠心康促进Ca“．M92+．ATP酶及

Na+．K+-ATP酶含量增高的作用。

表2各组大鼠缺血心肌细胞Na+_K+-ATP酶及

Ca2+．M92+．ATP酶比较 (U／mg pro，i±s)

模型8 2．45±0．66’0．96±0．23+

格列苯脲8 2．74±0．69 0．95±0．28▲

吡那地尔8 3．86±1．036 1．46±0．29A

冠心康8 3．53±0．726 1．37±0．286

冠心康加格列苯脲8 3．41±0．76 1．15±0．23

比较．AP<O．05。

讨 论

在心肌缺血情况下，许多生理状态下不开放的离

子通道会被激活，其中包括K一桶道。
由于细胞内的ATP浓度下降，ATP／ADP比率发生改

变可致使K—TP通道开放。Km通道开放可促进钾外流，

使细胞趋于复极化或超极化，使动作电位时程缩短，抑

制钠、钙通道激活，减少钙离子内流，减轻心肌细胞内

钙超负荷，降低钙超载，使心肌收缩力降低，降低心肌
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耗氧量，从而产生心肌保护作用【51。因此，KATP通道的

开放在心肌缺血、缺氧的过程中起了积极的保护作用。

一般认为能被<100斗mol／L的格列苯脲半阻断可作为

判断一个通道是否是KATP通道的公认标准。10恤mol／L格

列苯脲对模拟缺血产生的外向电流的阻断率为68．5％t6J。

本实验采用缺血30 min一再灌注45 min模拟心肌缺血再灌

注损伤，在此缺血缺氧状态下，K椰有增大的趋势，统

计学有显著性意义，给予10斗mol／L格列苯脲可以阻断

大部分增大电流，说明此模拟缺血所造成的缺血程度足

以激活K—TP通道。在此缺血的基础上，中药复方冠心康

可使KATP通道进一步开放，KATP明显增大。对于KATP通

道，冠心康与K一仰通道开放剂吡那地尔具有一致的开放

效应，提示在心肌缺血时冠心康是有利于K一什通道开放

的。冠心康可明显增力11Ca2+-M92+-ATP酶、Na+-K+-ATP酶

活性，提示冠心康能够抑制Ca2+超载，减轻Ca2+内流。

中药复方冠心康方中黄芪健脾益气，薤白、栝

楼、制半夏、山楂祛痰降浊，益母草、丹参活血化

瘀，全方补虚祛邪、活血化瘀共同发挥疗效。现代药

理研究表明，黄芪甲苷、黄芪多糖、黄芪总皂苷均能

改善心肌缺血一再灌注时的心功能损伤【71，丹参能产生

类似心肌缺血预适应的病理生理过程，起到ATP敏感性

钾通道开放剂效应【8】，葛根素预处理能抑制线粒体渗透

性转换孔的开放、促进线粒体ATP敏感性钾通道的开放

从而发挥抗心肌缺血一再灌注损伤的作用【9】，益母草对

在体或离体心肌缺血一再灌注均有缺血预适应同等的心

肌保护作用1101。

缺血对心肌细胞的电生理性能改变是多方面的，

复杂的。中药是一个多靶点的作用过程，能产生多方面

的疗效，其作用的分子机制也是多方面的。本研究结果

表明促进KATP通道开放可能是冠心康在心肌缺血过程中

发挥保护作用的一个有效途径。冠心康是否干预抗心肌

缺血的其他保护机制有待于进一步研究和探讨。
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