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!基础研究!

交泰丸及其组分含药血清对豚鼠

心室肌细胞钠通道的影响

邢作英$王永霞$朱明军$宋欢欢$高$原$陈$鹏$郑$佳$陈$彦$李$彬$安宜沛

摘要$目的$探讨交泰丸及不同组分含药血清对单个豚鼠心室肌细胞
6C

Q通道的影响" 方法$制备

含药血清#急性分离豚鼠心室肌细胞#细胞复钙后随机分为空白组$黄连组%黄连
#"" /

煎液&$肉桂组%肉桂

#" /

煎液&$黄连加肉桂组%黄连
#"" /

单煎液
Q

等体积肉桂
#" /

单煎液&和交泰丸组%黄连
#"" / Q

肉桂

#" /

合煎&#各组分别加入各含药血清#实验分为
#"R

和
#9R

两个浓度组#加药完成后细胞放于
&=

%#

9R

'N

!

的孵育箱中孵育
!8 I

后进行膜片钳实验#记录
6C

Q通道电流及其激活和失活曲线" 结果$与空白组比

较#

#9R

浓度黄连组$肉桂组$黄连加肉桂组$交泰丸组均不同程度抑制
6C

Q电流%

: S"

!

"9

&#其中黄连加肉

桂组差异最显著'

#"R

浓度药物组差异无统计学意义%

: T"

!

"9

&" 与空白组比较#

#9R

浓度交泰丸组
6C

Q

通道激活和失活时间常数延长%

: S"

!

"9

&" 结论$交泰丸及各组分含药血清对钠离子电流有不同程度的抑

制作用#与
!

类抗心律失常药物的作用机制相同#这可能是交泰丸抗心律失常的电生理机制"

关键词$交泰丸' 血清药理学' 膜片钳' 钠离子通道' 动力学参数
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$$心律失常在临床上十分常见!预测'预防和治疗心

律失常已经成为现代医学面临的挑战之一( 早在数千

年前!中医学就对心悸有了较深认识( )韩氏医通*

+

#

,

首先记载-黄连..生用为君!佐官桂少许!煎百沸!

入蜜!空心服!能使心肾交于顷刻(/至清代王士雄)四

科简效方*

+

!

,

!始出交泰丸方名!标明黄连肉桂之比为

#"

'

#

(功能清心除烦!引火归元!交通心肾!对心肾不

交之心悸疗效显著(

交泰丸药理研究显示!交泰丸能显著降低家兔血

压'增加离体心脏冠脉血流量!对大鼠心电图
;

#

*

段抬

高有抑制作用&且对慢性心肾综合征有明显的改善作

用+

&

!

8

,

( 交泰丸浸膏粉溶液可以使豚鼠心室肌细胞静息

电位$

X@01DV/ Y31@V1DC4

!

>:

%下移!使动作电位振幅

$

CH1D3V Y31@V1DC4 CBY4D1.W@

!

-:-

%上升!缩短动作电

位
9"R

进程$

CH1D3V Y31@V1DC4 W.XC1D3V C1 9"R X@Y3

#

4CXDJC1D3V

!

-:M

9"

%和
-:M

$"

!延长
-:M

9" e$"

!这些影响

可能是交泰丸在临床中有抗心律失常作用的电生理学

机制+

9

,

( 心脏正常电活动是各种离子通道相互协调作

用的结果!一种通道活动异常则会引起心律失常的发

生!纠正或改变离子通道电流就可以纠正心律失常( 钠

离子通道$

03WD.B HICVV@40

!

)6C

%的活动是心肌细胞

动作电位的基础!

)6C

的开放为后续钙离子通道及钾通

道的开放提供电位条件!在心肌细胞正常电活动中起重

要作用( 目前关于交泰丸对心肌细胞钠离子通道的影

响尚未见报道!本实验利用血清药理学及膜片钳实验技

术!从离子通道水平探讨交泰丸对豚鼠钠离子电流及其

动力学参数的影响!探讨其抗心律失常的作用机制(

材料与方法

#

$动物$成年豚鼠!雌雄兼用!体重
!9"

(

&9" /

!

#"

(

#!

周!清洁级!合格证号#

;'[c

$京%

!"##

"

"""8

!由北京金牧阳实验动物养殖有限责任公司提供(

大鼠!雄性!体重
!9"

(

&9" /

!

%

(

#!

周!

;:<

级!合格

证号#

;'[c

$京%

!"#"

"

"""#

!由北京维通利华实验动

物技术有限公司提供!经河南中医药大学第一附属医院

实验动物伦理委员会审核 $

635]<]M+!"#&""%
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$主要试剂及仪器$细胞分离及细胞储存液#

`.UU@X -

$

BB34O_

%#氯化钠$

6C'4

!批号#

#""$$=%"&

%

##%

!氯化钾$

c'4

!批号#

#"""$9$8""

%

8

!

%

!磷酸氢二钾

$

c

!

?:N

8

%

8$

!

7

!硫酸镁$

,/;N

8

!批号#

#""#&%79$#

%

8"

!葡萄糖$

/4.H30@

!批号#

#"""%$%$98

%

#

!

#

!羟乙基哌

嗪乙磺酸 $

?A:A;

!批号#

#""#9&#7$8

%

!9

!

# B34O_

6CN? !9

%下调
Y?

值至
=

!

& e =

!

8

(

`.UU@X `

$

BB34O_

%#

-

缓冲液加氯化钙$

'C'4

!

!批号#

#""&9

"

"8

"

%

%!浓度调至
#

!

9 BB34O_

(

c`

液$

BB34O_

%#

cN?

%"

!

c'4 &"

!左旋谷氨酸 $

_

#

/4.1CBDH CHDW

!批号#

#"""$%9#&%

%

9"

!氯化镁$

,/'4

!

!批号#

#"""%&%%&#

%

#

!

?A:A; #"

!

Z4.H30@ #"

!

c?

!

:N

8

!"

!牛磺酸$

1C.XDV@

!

批号#

#""#7=9%79

%

!"

!乙二醇双$

!

"氨基乙基醚%四乙

酸$

AZ*-

!批号#

#"""$7"#9%

%

"

!

9

!

# B34O_ cN? !9

%

下调
Y?

值至
=

!

& e=

!

8

( 细胞培养液及
)6C

细胞外液'

电极内液#心肌细胞培养液$

BB34O_

%#

,@WDC #$$

#肉碱

$

HCXVD1DV@

%

9

!

*C.XDV@ 9

!肌酸$

HX@C1DV@

%

9

!抗生素

$

CV1DbD31DH

%

O

抗真菌药$

CV1DBFH31DH

%

"

!

9R

(

)6C

细胞

外液$

BB34O_

%#

6C'4 #8"

!

c'4 &

!

9

!

'C'4

!

!

!

,/'4

!

#

!

?A:A; #"

!

Z4.H30@ #"

!

6C?

!

:N

8

#

!

!9

!

6CN? !9

%

下调
Y?

值至
=

!

8

( 加
#O# """

浓度的
'W'4

!

!去除钙

离子电流(

)6C

电极内液$

BB34O_

%#

'0'4 9"

!

6C'4

#"

!

?A:A; #"

!

'0< #"

!

AZ*- !"

!

'0N? !9

%下
Y?

值调至
=

!

!

( 以上试剂由美国
;D/BC

公司提供(

主要仪器#倒置显微镜#日本
N4FBY.0 )[=#

&膜

片钳放大器#德国!

?Ac- A:'

"

#"

&三维操纵仪#美

国!

;.11@X

公司&软件#德国!

?Ac- :C1HI,C01@X

&

)/3X

&

ZXCYI:CW :XD0B 9

&玻璃微电极及其他手术'细

胞培养器械(

&

$血清制备和分组$按照)韩氏医通*

+

#

,交泰丸

原方比例黄连'肉桂 $

#"

'

#

%配伍!取黄连
#"" /

'肉桂

#" /

合并煎煮为交泰丸组( 另取黄连
#"" /

'肉桂
#" /

分别煎煮制备黄连组和肉桂组!黄连煎液和肉桂煎液以

#

'

#

比例混合为黄连加肉桂组!各药量分别为成人的

9

倍剂量( 各组
!

次煎煮的滤液浓缩至
#"" B_

!以

# B_O#"" /

$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( 前期高效液相色谱法$

ID/I

Y@XU3XBCVH@ 4DK.DW HIX3BC13/XCYIF

!

?:_'

%分析表

明!给药后
# I

的血清样品中!各药物的血中移行成分

最多+

7

,

( 因此选定末次给药后
# I

为最佳采血时间(

连续给药
&

天!末次给药
# I

后戊巴比妥钠
8" B/Od/

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'黄连'肉桂'黄连加肉桂和交泰丸含药血

清!在制备的心肌细胞液中分别加入
#"R

和
#9R

浓度

相应血清放于
&=

%!

9R'N

!

的孵育箱中孵育
!8 I

后!

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
!9

%条件下进行!记录空

白组'黄连组'肉桂组'黄连加肉桂组和交泰丸组各组

豚鼠心室肌细胞的钠离子电流以及激活和失活曲线(

8

!

#

$豚鼠心室肌细胞分离$参照参考文献

+

=

"

$

,!

_CV/@VW3XUU

灌流器恒温预热!出口温度调为

&=

%!恒流泵控制灌流速度为
&

(

8 B_OBDV

( 酒精
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"!"'$$"

9" B_

!去离子水
8"" B_

!

`.UU@X - 9" B_

!

`.UU@X `

#"" B_

!其中
9" B_

盛放于
#" HB

小皿中置于
8

%冰

箱中备用(

c`

液
#9" B_

!酶液
9" B_

均通以
#""R

氧气持续饱和
&" BDV

以上(

`.UU@X `

$约
!" B_

%封口

单向灌流冲管!腹腔注射
!R

戊巴比妥钠$

&" B/Od/

%

# B_

与肝素$

# """ ^OB_

%

# B_

麻醉豚鼠!迅速游离

并取出心脏!放入盛有
8

%

`.UU@X `

的
#" HB

小皿

中!游离主动脉逆行插管连于灌流装置上!行
_CV/@V

#

W3XUU

灌流( 先用
`.UU@X `

逆向灌流心脏
#

(

& BDV

去

除冠脉内血液并使心脏停跳( 干净后改为
`.UU@X -

灌

流
#

(

& BDV

!后改为酶液灌流!灌流器内进液约
#" B_

后酶液循环灌流消化心脏( 待心脏变得松软!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
&" B_

!以备细胞复钙使用(

8

!

!

$细胞复钙$细胞分离成功后用相应
'C'4

!

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+

#"

,

#

&" B_

细胞液!第一次
9 B_ c`

液
Q

&

!

9 "_ # B34O_'C'4

!

充分混匀后缓慢加入细胞液中&

每隔
9 BDV

以同样方法分别加入
8

!

9

'

#"

'

!!

'

!7 "_

# B34O_ 'C'4

!

于
9 B_ c`

液中!混匀后加入细胞液

中!使细胞液的终浓度为
#

!

! BB34O_

( 复钙完成后在

细胞培养板中用心肌细胞培养液铺板!置于
&=

%!

9R

'N

!

的孵育箱中孵育
!8 I

后进行膜片钳实验(

8

!

&

$全细胞膜片钳记录$参照参考文献+

$

!

##

,!

实验在室温$

!"

(

!9

%%下进行!加入钙通道细胞外液!

同时配合使用钙通道电极内液( 小皿固定于倒置显微

镜载物台上!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(

设定到电压钳模式描记各细胞组
)6C

电流的变化( 膜

片钳放大器系统通过
-OM

和
MO-

数据转换器与计算机

进行连接!

:C1HI,C01@X

软件控制相关的刺激信号以及

电流'电压信号的采集!玻璃微电极入液电阻为
8

(

9 ,#

(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!吸引封接破膜( 破膜成功后

对全细胞膜电容进行补偿( 补偿完成后给予相应的电

信号刺激$图
#

%!进行信号采集!记录细胞钠离子电流(

信号经四阶贝塞尔的低通滤波器!截止频率为
# d?J

!

采样频率为
#" d?J

( 通道电流转化为电流密度得到

)6C

的
!e$

曲线图!将
!e$

曲线的数据转化成电导后经

`341JBCVV

方程拟合获得
)6C

稳态激活曲线&用标化

的峰值电流对
2H3VWD1D3V

作图!用
`341JBCVV

方程拟

合!得到
)6C

稳态失活曲线(

$$注#

-

为
! e$

曲线刺激方案&

`

为稳态激活曲线刺激方

案&

'

为稳态失活曲线刺激方案&

M

为失活后恢复曲线刺激方案

图
#

$记录
)6C

刺激方案

7

$统计学方法$实验数据采用
;:;; #=

!

"

统计

软件进行分析!数值以
G

)

0

表示!给药后各组间进行

比较采用方差分析!

: S"

!

"9

为差异有统计学意义(

结$$果

#

$各组
6C

Q电流密度比较$表
#

%$与空白组比

较!

#"R

浓度的各药物组对电流抑制不显著!差异无统

计学意义$

: T"

!

"9

%&

#9R

浓度的各药物组不同程度抑

制电流$

: S"

!

"9

%( 两个浓度药物组间比较差异均无

统计学意义$

: T"

!

"9

%( 与空白组比较!差异最显著的

是
#9R

浓度的黄连加肉桂组(

表
#

$各组豚鼠心室肌细胞
6C

Q电流密度比较

$

Y-OY<

!

G

)

0

%

组别
V #"R

浓度组
#9R

浓度组

空白
%

"

=8

*

&&

)

$

*

#"

"

7#

*

!#

)

7

*

#9

黄连
%

"

9!

*

$9

)

8

*

#9 "

!$

*

&=

)

9

*

%&

!

肉桂
%

"

=!

*

$=

)

8

*

#$ "

!$

*

$8

)

&

*

!"

!

黄连加肉桂
%

"

=%

*

"=

)

7

*

8= "

!7

*

#&

)

&

*

=&

!

交泰丸
%

"

7!

*

!9

)

9

*

!9 "

&8

*

="

)

#

*

=7

!

$$注#与空白组比较!

!

: S"

!

"9

!

$各组
)6C

激活和失活时间常数比较$表
!

!图

!

%$与空白组比较!

#9R

浓度交泰丸组激活时间常数

和失活时间常数增大$

: S"

!

"9

%&其余各组及各药物

组间比较!差异无统计学意义$

: T"

!

"9

%(
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表
!

$各组豚鼠心室肌细胞
6C

Q激活时间常数和

失活时间常数比较$$

B0

!

G

)

0

%

组别 浓度$

R

% 激活时间常数 失活时间常数

空白
#" "

*

&#

)

"

*

"9 #

*

=$

)

"

*

&#

#9 "

*

8"

)

"

*

"9 !

*

=9

)

"

*

!%

黄连
#" "

*

97

)

"

*

## !

*

&=

)

"

*

88

#9 "

*

9!

)

"

*

"$ &

*

$7

)

"

*

&&

肉桂
#" "

*

8$

)

"

*

"7 #

*

$$

)

"

*

!7

#9 "

*

9%

)

"

*

#" &

*

=%

)

"

*

8%

黄连加肉桂
#" "

*

9!

)

"

*

"$ #

*

98

)

"

*

#=

#9 "

*

=#

)

"

*

#! &

*

7%

)

"

*

9&

交泰丸
#" "

*

7#

)

"

*

"$ #

*

$9

)

"

*

!%

#9

"

*

==

)

"

*

"%

!

8

*

79

)

"

*

8$

!

$$注#与空白组比较!

!

: S"

!

"9

注#

-

为
#"R

浓度组&

`

为
#9R

浓度组

图
!

$各组
)6C

稳态激活曲线变化

讨$$论

交泰丸方由黄连和肉桂两药组成!药理研究显示!

黄连药材中含有生物碱'木脂素'香豆素'黄酮'萜类'甾

体'有机酸'挥发油'多糖等多种化学成分!表现出降血

糖'抗菌'抗炎'抗肿瘤'调血脂'抗心律失常等广泛的药

理活性+

#!

,

&其中盐酸小檗碱对心血管系统'血液系统有

显著作用+

#&

,

( 肉桂对心血管系统具有保护作用!中医

学上有-助心阳/一说!其指标性成分桂皮醛能够扩张外

周血管'改善血管末梢血液循环!同时能改善心肌供血!

有一定的抗休克作用+

#8

,

&另有研究显示!肉桂酸预处理

后能够保护心肌功能!减少大鼠的心肌缺血再灌注损

伤+

#9

,

&单体香豆素也可提高离体心脏的冠脉血流量!预

防静脉或动脉血栓形成+

#7

,

&肉桂亦可能通过影响心肌

能量代谢改善糖尿病大鼠的心肌损伤+

#=

,

( 交泰丸对心

肌的保护作用!可能是其抗心律失常的基础(

注#

-

为
#"R

浓度组&

`

为
#9R

浓度组

图
&

$各组
)6C

失活曲线变化

临床上主要应用于失眠'神经官能症'头痛'鼻衄'

口疮等( 目前在临床主要应用于病机为心火亢盛!心

肾不交之心悸( 早期的临床观察发现交泰丸对室性早

搏及多种原因引起的快速性心律失常有效+

#%

,

( 该实

验研究交泰丸对心肌细胞膜电位的影响!实验中排除

了药物本身离子成份的影响!精确反应药物非离子因

素的药理作用!从离子通道电流层面探讨其抗心律失

常的药理机制( 恢复离子通道电流之间的平衡+

#$

,

!能

防治心律失常的发生并提高远期疗效( 因此能多靶点

干预'改善离子通道紊乱并恢复其正常生理功能的药

物可能是抗心律失常研究的方向+

!"

,

(

)6C

作为
!

类

抗心律失常药物作用的靶点!能够产生强大的内向电

流!导致细胞膜去极化!使电压依赖性
'C

! Q通道和

c

Q通道开放!保障心脏兴奋的快速传播( 若
)6C

失活

不正常!则动作电位时程会明显延长(

本研究前期利用
?:_'

建立灵敏度高'稳定性及

准确性良好的方法对交泰丸水提液成分类别进行研

究( 用液相色谱 "质谱联用$

4DK.DW HIX3BC13/XCYI

BC00 0Y@H1X3B@1@X

!

_'

#

,;

%明确黄连水提液'肉桂

水提液'交泰丸水提液中主要药物组分及变化( 用
_'

#

,;

明确所采集的血清中主要成分!与相应的各组药物

的体外指纹图谱对照比较分析!指认归属来源于各药味

的成分峰!确认原形成分及代谢产物!追踪中药及配伍

组方的药效成分( 后利用膜片钳技术观察各药物组分

对心室肌细胞
)6C

的影响( 前期研究建立了黄连'肉

桂'交泰丸方的指纹图谱!对比得出
#"

批肉桂共有峰
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"!")$$"

8

个!黄连共有峰
#"

个!交泰丸方共有峰
#!

个+

7

,

(

本实验结果显示#交泰丸各组分药物均不同程度

地抑制
)6C

电流!与空白组比较
#9R

浓度药物组变化

差异显著$

: S"

!

"9

%&在不同钳制电压下均使
)6C

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&各组药

物均不同程度地抑制钠电流( 与空白组比较
#9R

浓

度交 泰 丸 组 激 活 和 失 活 时 间 常 数 差 异 显 著

$

: S"

!

"9

%(

!

类抗心律失常药物为膜抑制剂+

!#

,

!主

要降低心肌细胞对
6C

Q的通透性!使
"

相除极上升程

度及幅度减低!从而减慢传导!同时延长快反应纤维有

效不应期$

@UU@H1Da@ X@UXCH13XF Y@XD3W

!

A>:

%!降低

8

相除极坡度从而减低自律性( 交泰丸抑制
6C

Q内

流!改变膜反应性!消除折返!抑制
6C

Q内流减弱膜反

应性!使单向传导阻滞发展成双向阻滞!消除折返激

动&其作用与
!

类抗心律失常药物作用机制相同!可广

泛用于阵发性心动过速'扑动或颤动以及临床上表现

为快'慢不等的各种心律失常( 这可能是交泰丸在临

床及实验中具有抗心律失常作用的电生理机制( 但是

交泰丸对
)6C

蛋白分子影响和对整体动物心律失常的

影响仍未知!是课题进一步研究的方向(
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