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!基础研究!

桂枝甘草汤及其拆方含药血清对豚鼠心室肌细胞

P

#型钙通道的影响

邢作英$王永霞$朱明军$朱初麟$胡宇才$陈$鹏$郑$佳

摘要$目的$探讨桂枝甘草汤及不同组分含药血清对单个豚鼠心室肌细胞
P

#型钙离子电流"

(&,

#

P

#及

其动力学参数的影响$ 方法$急性分离豚鼠心室肌细胞%随机分为空白组&甘草组"炙甘草
%" Q

煎液#&桂枝

组"桂枝
5" Q

煎液#&甘草加桂枝组"炙甘草
%" Q

单煎液
R

等体积桂枝
5" Q

单煎液#&桂枝甘草汤组"炙甘

草
%" Q R

桂枝
5" Q

合煎液#%共
7

组$ 实验分为
#"S

&

#7S

两个浓度药物组%加药完成后细胞放于
%<

%%

7S &M

!

的孵育箱中孵育
!8 /

后进行膜片钳实验$ 结果$与空白组比较%

#"S

&

#7S

各药物组均不同程度

抑制钙离子电流"

9 T"

!

"7

#%其中
#"S

桂枝甘草汤组抑制率最大为
7$

!

8S

$

#7S

浓度药物组使
(&,

#

P

激

活&失活及恢复时间均延长"

9 T"

!

"7

#%其中桂枝组激活时间常数&慢失活时间常数和失活后恢复时间常数

变化率最大'甘草组快失活时间常数变化率最大$ 结论$桂枝甘草汤及各组分含药血清对钙离子通道有不

同程度的抑制作用%与钙离子阻滞剂的作用机制相同%这可能是桂枝甘草汤抗心律失常的作用机理$

关键词$桂枝甘草汤' 血清药理学' 膜片钳'

P

#型钙离子电流' 动力学参数
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$$钙离子通道$简称钙通道%几乎存在所有可兴奋

细胞'

#

(

) 钙通道'

!

(的重要功能就是提供用于较长的去

极化反应所需的持续内向电流!同时可以调节细胞内钙

离子浓度!在脊椎动物的心脏*平滑肌信号传递中具有

重要作用!钙通道的异常会导致心律失常的发生'

%

(

) 心

律失常多归属于中医学的+心悸,*+怔忡,*+眩晕,等范

畴!是心脏兴奋功能紊乱*电活动失常的表现) 桂枝甘

草类方是心悸证治的基础方!临床与实验研究均取得很

好的疗效'

8

(

!但是关于桂枝甘草汤抗心律失常机制和对

心肌细胞离子通道的影响尚未见报道) 实验中利用血

清药理学及膜片钳实验技术!从离子通道水平探讨桂枝

甘草汤对豚鼠心肌细胞钙离子电流及其动力学参数的

影响!探讨其治疗心律失常的作用机理)

材料与方法

#

$动物$成年豚鼠!雌雄兼用!体重
!7"

&

%7" Q

!

#"

&

#!

周!清洁级!合格证号#

:&^?

$京%

!"##

"

"""8

!由北京金牧阳实验动物养殖有限责任公

司提供)

:L

大鼠!雄性!体重
!7"

&

%7" Q

!

$

&

#!

周!

:9;

级!合格证号#

:&^?

$京%

!"#"

"

"""#

!由北京

维通利华实验动物技术有限公司提供!动物伦理审批

号#

@;@L*!"#%""<

)

!

$主要试剂及仪器$主要试剂为#氯化钠$

4,&2

!

批号#

#""66<$"%

%!氯化钾$

?&2

!批号#

#"""6768""

%!硫

酸镁$

+Q:M

8

!批号#

#""#%$576#

%!葡萄糖$

W2X.1[B

!批

号#

#"""$6$678

%!羟乙基哌嗪乙磺酸$

>C9C:

!批号#

#""#7%#568

%!氯化钙$

&,&2

!

!批号#

#""%7

"

"8

"

$

%!左

旋谷氨酸$

P

#

W2XV,DE. `.EZ

!批号#

#"""6$7#%$

%!氯化

镁$

+Q&2

!

!批号#

#"""$%$$%#

%!牛磺酸$

),X-EYB

!批号#

#""#5<7$57

%!乙二醇双 $

!

"氨基乙基醚%四乙酸

$

CW)`

!批号#

#"""65"#7$

%!以上试剂为
:EQD,

公司

产品) 溶液配方如下#

cXUUB- `

$

DD12NP

%#

4,&2

##$

!

?&2 8

!

$

!

?

!

>9M

8

86

!

5

!

+Q:M

8

8"

!

W2X.1[B

#

!

#

!

>C9C: !7

!

# D12NP 4,M>

调
]>

值
<

!

%

&

<

!

8

)

酶液 为
7" DP cXUUB-`

加
!7 DQ!

型 胶 原 酶)

cXUUB c

$

DD12NP

%#

cXUUB- `

加
&,&2

!

!浓度调至

#

!

7 DD12NP

)

?c

液$

DD12NP

%#

?M> $"

!

?&2 %"

!

P

#

W2XV,DE. `.EZ 7"

!

+Q&2

!

#

!

>C9C: #"

!

W2X.1[B

#"

!

?>

!

9M

8

!"

!

),X-EYB !"

!

CW)` "

!

7

!

# D12NP

?M>

调
]>

值
<

!

%

&

<

!

8

) 心肌细胞培养液$

DD12NP

%#

+BZE, #66

#

&,-YEVEYB 7

!

),X-EYB 7

!

&-B,VEYB 7

!

`YVE\E

#

1VE.N`YVEDG.1VE. "

!

7S

) 钙通道细胞外液$

DD12NP

%#

)C`

#

&2 #8"

!

+Q&2

!

!

!

&,&2

!

#"

!

>C9C: #"

!

W2X.1[B

7

!

)C`

#

M>

调
]>

值
<

!

8

) 钙通道电极内液$

DD12NP

%#

&[&2 #!"

!

+Q&2

!

#

!

>C9C: #"

!

+Q

#

`)9 8

!

CW)` #"

!

4,

!

#

W)9 "

!

%

!

&[M>

调
]>

值
<

!

!

)

主要仪器#倒置显微镜#

MP@+9a: (^<#

!日本&

放大器#

>C?`

!

C9&

#

#"

&三维操纵仪#

:XVVB-

&软件#

9,V./+,[VB-

!德国
>C?`

公司&

W-,]/9,Z 9-E[D

7

&玻璃微电极及其他手术*细胞培养器械)

%

$血清制备和分组$按-伤寒论.桂枝甘草汤原

方比例!桂枝#炙甘草$

!

'

#

%配伍!取桂枝
5" Q

*炙甘草

%" Q

合并煎煮为桂枝甘草汤组&另取炙甘草
%" Q

*桂

枝
5" Q

分别煎煮制备炙甘草组和桂枝组&炙甘草
%" Q

煎液和桂枝
5" Q

煎液以
#

'

#

比例混合为甘草加桂枝

组) 大鼠的灌胃剂量为临床成人用量的
7

倍'

7

(

!各组

!

次煎煮的滤液浓缩至
#"" DP

!以
# DPN#"" Q

$体

重%的剂量灌胃给予大鼠!每日
!

次!空白组给予等容

积生理盐水) 前期
>9P&

分析表明!给药后
# /

的血

清样品中!各药物的血中移行成分最多'

5

(

) 因此选定

末次给药后
# /

为最佳采血时间) 连续给药
%

日!末

次给药
# /

后戊巴比妥钠
8" DQNdQ

腹腔注射麻醉动

物!无菌下腔静脉采血!离心收集血清) 分别制得空

白*炙甘草*桂枝*甘草加桂枝和桂枝甘草汤含药血清!

在制备的心肌细胞液中分别加入
#"S

和
#7S

浓度

相应血清放于
%<

%!

7S &M

!

的孵育箱中孵育
!8 /

!

选取完整*立体*横纹清晰的细胞进行膜片钳实验)

8

$方法$实验在室温
!7

%条件下进行!记录豚

鼠心室肌细胞钙离子电流及激活*失活和恢复时间常

数的变化)

8

!

#

$豚鼠心室肌细胞分离$参照参考文献

'

<

!

$

()

P,YQBYZ1-UU

灌流器恒温预热!调节灌流器出口

温度为
%<

%!恒流泵控制灌流速度为
%

&

8 DP NDEY

)

酒精
7" DP

!去离子水
8"" DP

!

cXUUB- ` 7" DP

!

cXUUB- c #"" DP

!其中
7" DP

盛放于
#" .D

小皿中

置于
8

%冰箱中备用)

?c

液
#7" DP

!酶液
7" DP

均

通以
#""S

氧气持续饱和
%" DEY

以上)

cXUUB- c

$约
!" DP

%封口单向灌流冲管!腹腔注射
!S

戊巴比

妥钠$

%" DQNdQ

%

# DP

与肝素$

# """ "NDP

%

# DP

麻醉豚鼠!迅速游离并取出心脏!放入盛有
8

%

cXUU

#

B- c

的
#" .D

小皿中!游离主动脉!主动脉逆行插管

连于自制灌流装置上!深度应在主动脉瓣以上!行
P,Y

#
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QBYZ1-UU

灌流) 先用
cXUUB- c

逆向灌流心脏
#

&

% DEY

$灌注压约
%" .D

水柱%去除冠脉内血液并使心

脏停跳) 干净后改为
cXUUB- `

灌流
#

&

% DEY

!后改为

酶液灌流!灌流器内进液约
#" DP

后酶液循环灌流消

化心脏) 待心脏变得松软!灌注压下降!用眼科剪将心

室肌组织剪成尽量小的组织块盛于
?c

液中!用吸管轻

轻吹打!使细胞分离!获得单个心室肌细胞) 用
!""

目

的细滤网过滤含有心肌细胞的
?c

液!过滤后的细胞液

用小烧杯定容至
%" DP

!以备细胞复钙使用)

8

!

!

$细胞复钙$细胞分离成功后用相应
&,&2

!

浓度的
?c

液使细胞液逐步恢复至接近生理钙浓度!细

胞复钙方案'

6

(

#

%" DP

细胞液!第一次
7 DP ?c

液
R%

!

7 "P # D12NP&,&2

!

充分混匀后缓慢加入细胞液

中&每隔
7 DEY

以同样方法分别加入
8

!

7

*

#"

*

!!

*

!5 "P

# D12NP &,&2

!

于
7 DP ?c

液中!混匀后加入细胞液

中!使细胞液的终浓度为
#

!

! DD12NP

) 复钙完成后在

细胞培养板中用心肌细胞培养液铺板!置于
%<

%!

7S

&M

!

的孵箱中孵育
!8 /

后进行膜片钳实验)

8

!

%

$全细胞膜片钳记录$参照参考文献'

#"

(!

细胞孵育
!8 /

后加入钙通道细胞外液!同时配合使用

钙通道电极内液) 显微镜下选取外形完整!形状规则!

边缘整齐!表面光滑无颗粒!横纹清晰!无收缩的长杆

状细胞)

(&,

#

P

为一快速激活*缓慢失活的内向电流!

电流在
#" D[

左右达到高峰!

!7" D[

基本完全失

活!其激活和失活过程均呈电压和时间依赖性) 设定

到电压钳模式给予一定时间和强度的电压刺激$图
#

%

描记各细胞组电流变化) 因钙电流失活曲线先是有一

快速失活!呈现一陡峭坡度曲线!快速失活后曲线变缓

呈现慢失活!失活速率不同所以此处针对失活曲线需

测量其快失活常数!针对慢失活曲线需测量其慢失活

常数) 激活曲线和失活曲线分别为阶跃刺激电压下对

应的电流除以最大电流拟合而成!显示通道激活和失

活过程的电压依赖性) 失活后恢复曲线为使通道失活

后间隔不同的时间再次给予电压刺激!记录相应电流

除以完全恢复后最大电流所得!反应通道失活后再次

恢复细胞活性的时间依赖性) 玻璃微电极拉制仪拉制

玻璃毛胚成尖端直径
#

&

#

!

7 "D

的玻璃微电极) 充

灌好电极内液的玻璃微电极正压入水!电阻为
8

&

7 +#

!电极接触细胞前补偿液接电位) 用三维操纵仪

调节电极尖端的位置使其移向细胞表面!轻压细胞微

变形!形成高阻封接!进行电极电容补偿!负压吸引使

其破膜) 形成全细胞的记录模式!此时要对全细胞膜

电容进行补偿) 给予相应的电信号刺激!进行信号采

集) 信号经四阶贝塞尔的低通滤波器!截止频率为

# d>I

!采样频率为
#" d>I

!每组细胞数量 $

Y

%为

$

个)

7

$统计学方法$数据分析使用
:9:: #<

!

"

软

件!数值数据用
H

(

[

表示!给药后各组间进行比较采

用方差分析!组间两两比较用
P:L

#

V

检验!率的比较

采用
$

! 检验!

9 T"

!

"7

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$各组
(&,

#

P

峰值电流密度及钙电流的平均抑

制率比较$表
#

!图
!

%$与空白组比较!

#"S

*

#7S

浓

度的各药物组均抑制
(&,

#

P

电流密度 $

9 T "

!

"7

%)

#"S

浓度炙甘草组*桂枝组*甘草加桂枝组和桂枝甘

草汤 组 抑 制 率 分 别 为#

7!

!

<S

*

%8

!

!S

*

8#

!

"S

*

7$

!

8S

)

#7S

浓度各药物组抑制率分别为#

8$

!

$S

*

7"

!

5S

*

86

!

"S

*

%6

!

"S

) 其中抑制率最大的是
#"S

浓

度的桂枝甘草汤组!为
7$

!

8S

)

表
#

#各组豚鼠心室肌细胞电流密度比较

$

]`N];

!

H

(

[

%

组别
Y #"S

浓度
#7S

浓度

空白
$

"

#%

)

%"

(

#

)

!$

"

#%

)

"#

(

#

)

%<

炙甘草
$ "

5

)

!6

(

"

)

8<

!

"

5

)

55

(

"

)

8$

!

桂枝
$ "

$

)

<5

(

"

)

7#

!

"

5

)

8!

(

"

)

88

!

甘草加桂枝
$ "

<

)

$7

(

"

)

5<

!

"

5

)

5%

(

"

)

7<

!

桂枝甘草汤
$ "

7

)

7%

(

"

)

75

!

"

<

)

68

(

"

)

86

!

$$注#与空白组比较!

!

9 T"

!

"7

$$注#

`

为
(&,

#

P

电流刺激电压&

c

为
(&,

#

P

失活曲线刺激电压&

&

为
(&,

#

P

失活后恢复曲线刺激电压

图
#

#记录
(&,

#

P

刺激方案
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$$注#

`

为
#"S

剂量组各组峰电流密度曲线图&

c

为
#7S

剂量组各组峰电流密度曲线图&

&

为两药物浓度组与空白组比较对

钙电流的平均抑制率!

!

9 T"

!

"7

图
!

#各组
(&,

#

P

峰值电流密度及钙电流的平均抑制率比较

表
!

#各组豚鼠心室肌细胞
(&,

#

P

激活*失活时间常数和失活后恢复时间常数比较$$

D[

!

H

(

[

%

组别
Y

#"S

激活

时间常数

#"S

快失活

时间常数

#"S

慢失活

时间常数

#"S

恢复

时间常数

#7S

激活

时间常数

#7S

快失活

时间常数

#7S

慢失活

时间常数

#7S

恢复

时间常数

空白
$ !

)

"#

(

"

)

#8 #$

)

7"

(

!

)

7$ #!#

)

!"

(

<

)

$< ##$

)

!"

(

!<

)

7% !

)

"5

(

"

)

!< #8

)

7$

(

#

)

%7 #"6

)

!"

(

#!

)

#5 6!

)

!$

(

#6

)

5%

炙甘草
$

%

)

"7

(

"

)

#6

!

!7

)

!5

(

!

)

6< #%8

)

<"

(

#<

)

"! #!"

)

<"

(

#6

)

$#

8

)

!8

(

"

)

%6

!

%%

)

#5

(

%

)

7!

!

#6%

)

!"

(

#!

)

"$

!

#7"

)

!"

(

!!

)

<8

!

桂枝
$

!

)

!%

(

"

)

!#

%"

!#

)

$6

(

%

)

!8 #!8

)

""

(

#5

)

77 #8"

)

6"

(

!5

)

7<

8

)

76

(

"

)

8%

!

!$

)

7!

(

#

)

#5

!

!"#

)

8"

(

$

)

$#

!

#<!

)

<"

(

%!

)

$7

!

甘草加桂枝
$

!

)

#!

(

"

)

#%

%"

#$

)

78

(

#

)

6$ #%!

)

%"

(

#!

)

8$ #75

)

7"

(

%"

)

86

%

)

57

(

"

)

%5

!

!5

)

57

(

!

)

<7

!

#$"

)

!"

(

#"

)

#5

!

#55

)

<"

(

!$

)

<%

!

桂枝甘草汤
$

%

)

"6

(

"

)

#6

!

#6

)

"#

(

"

)

<6 #!<

)

5"

(

##

)

%$ #6%

)

6"

(

%5

)

<$

%

)

<6

(

"

)

!%

!

%"

)

5!

(

!

)

6<

!

#<<

)

$"

(

#<

)

88

!

#5%

)

$"

(

%7

)

85

!

$$注#与空白组比较!

!

9 T"

!

"7

&与炙甘草组比较!

%

9 T"

!

"7

&与桂枝甘草汤组比较!

"

9 T"

!

"7

$$

!

$各组激活*失活时间和恢复时间常数比较

$表
!

%$与空白组比较!

#"S

炙甘草组和桂枝甘草汤

组激活时间常数延长$

9 T"

!

"7

%!且优于桂枝组和甘

草加桂枝组$

9 T "

!

"7

%&

#7S

各药物组激活时间常

数*快失活时间常数*慢失活时间常数和恢复时间常数

均增大$

9 T"

!

"7

%)其中
#7S

桂枝组激活时间常数和

慢失活时间常数变化率最大&炙甘草组快失活时间常

数变化率最大&桂枝组失活后恢复时间常数变化率

最大)

讨$$论

中药复方独特疗效有其独特的物质基础!与单味

药及其简单加和在化学成分上有本质区别!药效机制

研究也未见到调节离子通道失衡的报道'

##

(

) 周承志

等'

#!

(通过观察炙甘草汤含药血清对兔心肌细胞
P

型

&,

! R通道电流的影响发现!炙甘草汤含药血清可抑制

(&,

#

P

!且呈浓度依赖性作用增强!实验中就中药复方

加减后的不同药理作用加以探讨) 因此实验通过能从

宏观上反映中药物质群的指纹图谱法'

#%

(

!质控和检测

以明确桂枝与炙甘草组方配伍前后的含药血清里中药

物质群组分及变化!为该方进行电生理机制研究奠定

基础!为筛选中药有效单体成分提供实验依据) 前期

研究基础显示#通过液质联用技术得出桂枝甘草汤合

煎液同单煎液相比!产生了新的化学成分&桂枝单煎液

体外成分与血中移行成分比较!发现
#

个共同成分!可

能为药液直接吸收入血的成分&桂枝甘草汤煎液体外

成分与血中移行成分未发现共同成分!可能给药
# /

后药物各成分已发生代谢&桂枝血清*桂枝甘草汤血清

移行成分中发现
<

个共同成分!可能来源于桂枝入血

成分的代谢产物'

#8

(

)

结果显示#在不同钳制电压下均使
(&,

#

P

峰值电

流受抑制!但不改变激活电位*峰电位!反转电位和曲

线的形状!表现为电流密度电压曲线上移$图
!`

#

c

%)

药物使
(&,

#

P

的激活电压曲线向右移动!激活半电压

变大!激活时间延长) 药物使
(&,

#

P

的失活电压曲线

向左移动!失活半电压变小!失活时间延长!药物使

(&,

#

P

失活后恢复曲线右移) 在药物对钙通道的作用

中!复方桂枝甘草汤的药效并非总是最好的!桂枝含药

血清对钙通道的激活时间常数*慢失活时间常数和恢

复时间常数影响最显著&炙甘草含药血清对钙通道快

失活时间常数影响最显著)

实验前通过预实验发现!在一定范围内药效与细

胞培养液中含药血清浓度呈正相关!但是当浓度过分

升高时!细胞状态极差!不能完成电生理实验!可能是

药物产生了毒性作用'

#7

(

) 预实验确定的细胞培养液

有效血清浓度为
#"S

和
#7S

!这两个浓度可以较好

地检测药物对钙通道的药效作用!并且呈现出一定的

剂量依赖性) 但是!在记录钙通道电流的过程中!各组

药物对钙电流的抑制率并不全部呈现出剂量依赖性!

#"S

浓度的桂枝甘草汤组抑制率最大为
7$

!

8S

!可能

是实验过程中产生了细胞毒性的原因)

心悸辨治始于-伤寒杂病论.!现代医家通过流行
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病学调查的方法!对
# #!5

例以心悸为主症的患者进

行研究发现!引起心悸的病性证素有气虚*阴虚*阳虚*

血虚*血瘀*火热等!其中以虚性证素为主!现代流调也

证实气阳虚是心悸重要的病机'

#5

(

) 针对该病机采用

温阳益气是仲景治疗心悸的第一大法) 经言#+形不

足者!温之以气,!大抵阳虚之证!法当温阳益气) 仲

景巧用桂枝之辛!入心助阳!与炙甘草之辛甘相配!辛

甘合用!阳气乃生!以通阳复脉) 实验结果显示#桂枝

甘草汤各组分药物使钙通道激活时间常数*失活时间

常数和失活后恢复时间常数均不同程度延长!减慢钙

通道激活*失活及恢复活动!药物对钙通道动力学参数

的影响可能导致了钙电流减小) 钙离子通道阻滞剂

$

&&c

%主要集中应用于快速性心律失常中'

#<

(

)

&&c

通过降低自律细胞动作电位
8

相坡度而降低自律性!

减少
"

期除极速度及幅度而抑制传导) 对于房扑*房

颤患者能够减慢心室率!促进转复为窦性心律'

#$

(

) 桂

枝甘草汤各组分含药血清可以抑制钙离子电流!其作

用与钙离子阻滞剂作用机制相同'

#6

(

!这可能是桂枝甘

草汤具有抗心律失常作用的机理) 本实验通过中药加

减组合观察药物对豚鼠心室肌细胞钙电流的影响!以

期为阐述中药的抗心律失常作用及药物加减组合后的

不同药效作用提供依据) 但是由于时间和经费不足!

本实验并未就桂枝甘草汤对钙通道相关蛋白分子'

!"

(

的影响和对整体动物心律失常的影响进一步研究!药

物对心肌分子生物!生化!病理等方面的影响是课题后

续研究需要深入探究的问题)
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