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$对大鼠心室肌细胞钠离子通道电流#
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$的影响"探索
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在离子通道

水平抗心律失常的作用机制% 方法$使用
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恒温恒压灌流装置"单酶解法分离
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大鼠心室肌细

胞"将心室肌细胞分为对照组&
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组% 应用全细胞膜片钳记录技术"观察
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的影响% 结果$
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呈浓度依赖性的抑制作用"并可改变其

失活及失活后恢复动力学特征"可能是其抗心律失常的作用机制%
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%是多年生半灌

木植物"属豆科槐属"其全草'根及种子均可入药"是一

种常见的中药( 苦豆子性苦寒"具有安五脏"定志益

精"清热解毒"祛风燥湿"消炎止痢"止痛等作用)
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%为其主要生物活性成分之
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"别名野靛碱'金雀花酮碱'乌乐碱"是一种喹诺

里西啶类$
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%生物碱化合物"是临床常见

的急救药'止咳药和戒烟药)
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( 近年来的研究表明"

该药尚具有抗心律失常)
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'抗炎)
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'抗癌)
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*等多种药

理作用( 研究报道
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及
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类生物碱能够在由乌头

碱诱导的心律失常模型中显示出很高的抗心律失常活

性)
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"但有关其抗心律失常的分子机制尚不清楚( 由

于心律失常的产生必然伴有心肌细胞膜上离子通道功

能的改变)
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( 因此"本实验设计尝试以急性分离的大

鼠心肌细胞为样本"利用全细胞膜片钳技术"系统探究
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对大鼠心室肌细胞除极相的主要通道电流+++钠

离子通道电流$
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%及其动力学特征的影响"为该药的

进一步开发'利用及更好地指导临床用药提供理论

依据(

材料与方法

#

$动物$

#:

只成年
PG

大鼠"约
!

!

:

月龄"体重

"

!

! Q"

!

& b/

"雌雄不限"从扬州大学比较医学中心购

买"清洁级大鼠"动物合格证号#)

PZ^W

$苏%

!"#8

"

""==

%*"常规饲养( 本实验通过扬州大学实验动物伦

理委员会的伦理审查$

635 !"#$"=#:""9

%(

!

$药品$

'K

$含量
!" ?/

"纯度
$%

!

&c

%"采用

VTL'

法提取于披针叶黄华"购自成都普思生物科技

有限公司"批号#

-"#8""=8

(

&

$主要试剂$河豚毒素$

1<1N3M3137AD

"

**^

"批

号#

-S"!

%购自
-SS)^

公司"

6

#

!

#羟乙基哌嗪#

6

&#

!

#乙

烷磺酸$

V>T>P

"批号#

#""#9!#:88

%'牛磺酸$

*@.

#

NAD<

"批号#

#"#!%!"#=

%'氯化四乙胺$

*>-

#

'4

"批号#

#"#&$=!!&

% 购自美国
PA/?@

公司"谷氨酸 $

L

#

/4.1@?AF @FAM

"批号#

=":-"$9

%购自北京
P34@N`A3

公司"牛血清白蛋白$

`3_AD< 0<N.? @4`.?AD

"

[P-

"

批号#

%&$%S

%购于美国
)'6

公司"

%

型胶原酶$

'344@

#

/<D@0< %

"批号#

==6#:&"%[

%购于
+3N1CAD/13D

公

司"乙二醇#双四乙酸$

>Y*-

"批号#

#"#!:8%="

%购于

美国
S4.b@

公司"

6@'4

'

W'4

'

'@'4

!

'

WHV

'

6@HV

'

'0HV

'

,/'4

!

'

6@V

!

TH

=

'葡萄糖$

Y4.F30<

%等皆为

国产分析纯(

实验溶液氏液$

??34IL

%#

6@'4 #&:

"

,/'4

!

#

"

W'4 :

!

=

"

V>T>P :

"

'@'4

!

#

!

%

"

Y4.F30< #"

"

6@V

!

TH

=

"

!

&&

"

RV

值用
6@HV

调至
8

!

&:

( 无钙台

氏液#配置时去除上述配方中
'@'4

!

( 酶溶液#无钙台

氏液中加入
# /IL

的
[P-

"

&" !?34IL

的
'@'4

!

和

"

!

= /IL

胶原酶
%

(

W[

液 $

??34IL

%#

L

#

/4.1@?AF

@FAM 8"

"

W'4 !:

"

1@.NAD< #"

"

6@V

!

TH

=

#"

"

V>T>P

:

"

Y4.F30< ##

"

>Y*- "

!

:

"用
WHV

调
RV

至
8

!

&:

(

细胞外液 $

??34IL

%#

6@'4 :

"

'0'4 #="

"

,/'4

!

#

"

'@'4

!

#

"

'3'4

!

#

"

Y4.F30< #"

"

V>T>P #"

"用
'0HV

调
RV

至
8

!

&"

( 电极内液 $

??34IL

%#

'0'4 #&&

"

6@'4 :

"

*>-

#

'4 !"

"

>Y*- #"

"

V>T>P #"

"

,/-*T

:

"用
'0HV

调
RV

至
8

!

!

(

'K

溶液以生理盐水为溶
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$大鼠心室肌细胞分离$参照参考文献)
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大鼠心室肌细胞急性分离过程如下#大鼠固定后腹腔注

射肝素
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戊巴比妥

钠$
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氧饱和的
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结扎固定于
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装置( 其灌流过程为#先以台

式液经主动脉逆行灌流约
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"使心脏复跳泵出残余
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循环灌流
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直到心脏变软'滴速变快"流出液浑浊并有黏稠感时停

止消化( 消化结束后取下心室组织"剪碎后于
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目滤

网过滤得到单个心室肌细胞"用
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将细胞均匀铺于培养皿表面静置"待细胞贴壁'状态稳

定后换用细胞外液进行灌流以除去残存的
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使用膜片钳放大器记录单细胞
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激活'失活'复活电流的刺激方案参考文献)
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%"继续累积加药"

'K

对
)

6@

的阻滞效果也随之增强"表现出显著的浓度

依赖性抑制现象(

$$注#与对照组比较"

"

T U"

!

"#

&

D d9

图
!

$不同浓度
'K

对
)

6@

的影响

$$

&

$

'K

对大鼠心室肌细胞
)

6@

" Q#

曲线的影响

$图
&

%$与对照组比较"

'K

$

!#"" !?34IL

%可使
)

6@

的
" Q#

曲线显著上移"但
" Q#

曲线轨迹的变化趋

势无改变"包括其激活电位'峰电位和反转电位均未受

影响(

$$注#

-

为
'K

作用于
)

6@

的激活电流图&

[

为
'K

对
)

6@

" Q#

曲线的统计图&与对照组比较"

"

T U"

!

"#

&

D d9

图
&

$

'K

对
)

6@

激活电流的影响

=

$

'K

对
)

6@

失活动力学的影响$图
=

"表
#

%$与

对照组比较"

'K

可使稳态失活曲线显著左移"

#""

'

&"" !?34IL 'K

使半数失活电压
2

#I!

向曲线向超极化

方向偏移"

2

#I!

明显降低"斜率
b

增加$

T U"

!

":

"

T U

"

!

"#

%"加快
)

6@

的失活(

表
#

$

'K

对
)

6@

动力学参数的影响

组别 $

D

失活电压依赖性

2

#I!

$

?2

%

b

$

$

?0

%

对照
9

"

9!

*

!!

%

"

*

99 ##

*

9&

%

"

*

## !#

*

8$

%

"

*

8!

#"" !?34IL 'K 9 "

8"

*

=9

%

"

*

:9

"

#!

*

!"

%

"

*

#=

!&

*

:9

%

#

*

!&

"

&"" !?34IL 'K 9 "

8!

*

#%

%

"

*

%&

""

#&

*

=&

%

"

*

#%

"

!%

*

#!

%

#

*

$8

""

$$注#

2

#I!

为
:"c

通道失活电压&

b

为斜率&

$

为失活时间常数&

D

为实验观察

的细胞个数&与对照组比较"

"

T U"

!

":

"

""

T U"

!

"#

:

$

'K

对
)

6@

失活后恢复动力学的影响$图
:

"表
#

%

$与对照组比较"

'K

使
)

6@

的失活后恢复曲线显著右移"

恢复时间常数$

$

%值明显增加$

T U"

!

":

"

T U"

!

"#

%"即

'K

能使钠通道失活后恢复时间显著延长(
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%

!!#&$$!

$$注#

-

为
'K

作用于
)

6@

失活电流图&

[

为曲线的统计图&与对

照组比较"

"

T U"

!

":

"

""

T U"

!

"#

&

D d9

图
=

$

'K

对
)

6@

失活态的影响

$$注#

-

为
'K

作用于
)

6@

的失活后恢复电流图&

[

为失活后恢复

曲线的统计图&与对照组比较"

"

T U"

!

":

"

""

T U"

!

"#

&

D d9

图
:

$

'K

对
)

6@

失活后恢复态的影响

讨$$论

心律失常是临床常见于中老年患者的心血管疾

病"有调查显示近年来年轻患者的比例正在逐年提升"

其中室性心动过速和心室颤动等恶性心律失常导致的

心脏骤停可能是青少年猝死的主要原因( 电生理膜片

钳技术的飞速发展"使人们能够从分子水平解释离子

通道的结构和功能与疾病的关系"并且发现心肌细胞

上钠'钾'钙离子通道与心血管系统疾病密切相关)

8

*

(

其中电压门控型钠离子通道主要分布于可兴奋细胞"

在动作电位产生和传导中十分重要"于心肌'神经细胞

的兴奋传导中发挥重要作用( 心脏中的钠通道

6@_#

!

:

负责心室肌细胞
"

相的快速去极化"其复合

物蛋白及相关调控分子一旦发生异常"即可导致多种

心律失常综合征"如
Lf*&

综合征)

#"

*

'

[N./@M@

综合

征)

##

*

'进行性心脏传导障碍)

#!

*等(

本实验观察了不同浓度下
'K

对
PG

大鼠心室肌

细胞
)

6 @

峰值'

" Q#

曲线'失活和失活后恢复动力学

特征的影响( 结果表明"浓度于
"

+

#"" !?34IL

时"

'K

对
)

6@

无明显作用( 而在
#""

+

:"" !?34IL

范围

内"

'K

能够浓度依赖性地抑制
)

6@

"显著上移了

" Q#

曲线"但曲线轨迹的变化趋势未改变"包括其激

活电位'峰电位和反转电位均未受影响"指示
'K

在不

同的膜电位水平下对
)

6@

均有抑制作用( 对于失活曲

线"

'K

可使其显著左移"向超极化方向偏移"加快失活

速度&而对于恢复曲线"可使其显著右移"使
)

6@

从失活

态向激活态转变的时间延长( 结合实验结果"作者发

现
'K

对钠通道的激活状态'失活状态"恢复状态均有

作用"只是亲和力不同"共同结果就是增强了
'K

对钠

通道的抑制作用(

据报道"

*0KRK0C<_@ )T

等)

=

*发现
'K

及
'K

类生

物碱能够在由乌头碱诱导的心律失常模型中显示出很

高的抗心律失常活性"并通过取代某个官能团来筛选出

新的具有抗心律失常活性的
'K

衍生物)

#&

*

( 乌头碱诱

导的心律失常模型是通过促进
6@

内流和去极化过程"

使复极不均匀"形成折返而发生心律失常)

#=

"

#:

*

( 推断

出
'K

的抗心律作用可能是通过抑制
6@

通道阻断折返

机制( 又因为引起了细胞内
6@

g浓度的升高"激活了

6@

g

I'@

! g交换电流"造成钙超载从而引发迟后除

极)

#9

*

( 进一步推断
'K

有可能通过阻滞
)

6@

"抑制迟后

除极的
"

相除极过程"提高动作电位的阈值"从而降低

了心肌组织的异常自律性( 这可能是
'K

在乌头碱诱

导的心律失常模型中表现出很高的抗心律失常活性的

原因之一(
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中国传统中药苦豆子和苦参均有广泛的心血管作

用"常用于治疗心律失常( 它们的主要成分为苦参碱型

生物碱和
'K

型生物碱)

#8

*

( 其中苦参碱型生物碱的研

究比较广泛"而
'K

型则少有报道( 临床数据显示"苦

参复津汤等以苦参为主的医药复方用于治疗快速型心

律失常均具有良好的效果)

#%

*

( 研究发现苦参碱有非特

异性,奎尼丁-样作用)

#$

*

&能拮抗乌头碱引起的室性心

律失常&浓度依赖性地抑制
)

6@

"表现为双向调节作用(

在苦参碱的作用机制已经基本明确的情况下"

'K

在其

中起到了什么作用值得探讨(

'K

注射液临床用于治疗

室性心动过速"结合实验结果推测其可能是通过抑制钠

通道"阻断其折返机制"从而在复方治疗快速型心律失

常中起到积极作用( 鉴于苦参碱具有双向调节机制"反

映出尽管同样作用于钠通道"但是具体作用于钠通道的

哪些调控蛋白是不同的)

!"

*

"所以猜测在一定浓度下"

'K

可以起到协同作用"增加中药复方的治疗效果(

本实验结果发现
'K

可以浓度依赖性地抑制
)

6@

"

加快通道失活"延长通道恢复时间( 有研究发现心律

失常发生的机制非常复杂"与许多离子通道有关"且最

佳靶点学说阐述了理想中的抗心律失常药物除了对这

些离子通道靶点都有作用之外"还需要对诱发心律失

常的最佳靶点作用最强"比如"

)

6@

'

)

W#

'

)

WN

'

)

W0

'

)

'@

等)

!#

*

( 为了更全面的阐述其作用机制"将在接下来的

实验中进一步探究
'K

对其他重要离子通道的影响(

利益冲突!作者声明无利益冲突(
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