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摘要：目的 探讨醋柳黄酮对大鼠心室肌细胞膜瞬间外向钾 

电流(， )的影响。方法 用急性酶解法获得单个大鼠心室 

肌细胞，标准的全细胞膜片钳技术记录瞬问外向钾电流。结 

果 ① 醋柳黄酮呈浓度和电压依赖性抑制， 。，在 +50 mV 

时，0．06、0．1和0．14 g·L 醋柳黄酮分别阻断， 。峰电流 

(18．34±0．99)％ 、(25．32±1．43)％ 和(38．88±1．96)％。 

②0．14 g·L 醋柳黄酮使 ， 。失活曲线明显左移，但对激活 

和复活曲线无影响。结论 醋柳黄酮呈浓度和电压依赖性 

抑制心肌细胞 ， 这可能是其抗心律失常作用的重要机制 

之一。 
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醋柳黄酮 (total flavones of Hippophae Rham— 

noides L，TFH)系从野生植物沙棘(别名醋柳)果实 

中提取的天然黄酮类药物，主要有效成分是槲皮素 

(quercetin，Que)和异鼠李素(isorhamnetin，Iso)等 

黄酮类化合物⋯。它具多种药理作用，临床应用广 

泛，在心血管疾病方面主要用于治疗缺血性心脏病 

和高血压等 ]。但迄今为止对 TFH抗心肌缺血作 

用和抗心律失常作用的机制了解不多，尤其是其对 

心肌细胞电生理影响的研究非常少。本研究拟采用 

全细胞膜片钳技术，观察 TFH对大鼠心室肌细胞瞬 

间外向钾通道电流(transient outward potassium cur- 

rent，I 。)的作用，旨在探讨其抗心律失常作用的部分 

机制。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 动物 取体重200～250 g的SD大鼠， 6 
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1．1．2 药物 醋柳黄酮为黄褐色粉末，用 DMSO溶 

解。 

1．1．3 试剂 Ⅱ型胶原酶(Collagenase II)、牛血 

清白蛋白(BSA)、乙二醇 一双四乙酸 (EGTA)、氯化 

钡(BaC1 )、氯化镉 (CdC1 )、N-2羧基哌嗪一N-2一乙 

磺酸 (HEPES)、三磷酸腺苷钠盐(Na 一ATP)、牛磺 

酸(Taurine)及谷氨酸钾(K—glutamate)均为美国Sig— 

ma公司产品，其余的试剂均为国产分析纯。 

1．1．4 实验溶液 无钙台氏液 (mmol·L )： 

NaC1 136 ，KC1 5．4 ，CaC12 1．0，NaH2PO40．33，Glu— 

cose 10．0，HEPES 10．0，用 NaOH调 pH至7．4。高 

钾保存液(mmol·L )：KC1 40，KH2PO4 20，K—glu— 

tamate 50 ，taurine 20 ，Glucose 10 ，EGTA 0．5 ， 

HEPES 10．0，MgC12·6H2O 3．0，用 KOH调 pH至 

7．35。记录 ，I。的细胞外液(mmol·L )：NaC1 136， 

KC1 5．4，MgC12·6H2O 1．0，NaH2PO4 0．33，HEPES 

10．0，Glucose 10．0，CaC12 ·2H2O 2．0，CdC12 0．3， 

BaC1 0．5，用 NaOH调pH至7．35。电极内液(mmol 

· L )：KC1 140 ，MgC12·6 H2O 1．0，HEPES 

10．0，EGTA 5．0，Na 一ATP 5．0，用 KOH调 pH至 

7．2。 

1．1．5 电极制备 电极拉制前，采用超声波法对玻 

璃毛胚进行清洁。先用无水乙醇浸泡玻璃毛胚，经 

超声波洗涤处理15 min，再用蒸馏水彻底冲洗干净， 

最后置于 200~C烤箱内烤干备用。于室温分两步垂 

直式拉制电极毛胚。 

1．1．6 实验仪器 倒置显微镜 (OLYMPUS IX 70 

型，日本)，电极拉制仪(Narishige PP830型，日本)， 

膜片钳放大器(Axopatch 200B)及附件均为美国Ax— 

on公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 单个大鼠心室肌细胞的制备_4 大鼠击 

昏、颈动脉放血后，迅速开胸取出心脏，在 4℃无钙 

台氏液中洗净血液，去除脂肪及心包膜后，游离主动 

脉根部，插入主动脉套管，固定在 Langendorff灌流 

装置上，用无钙台氏液经主动脉逆行灌流，整个灌流 

过程温度控制在36℃ ～37℃，通以 100％ O ，灌流 

压约 70 cm H，O。10 min后转换成用含胶原酶 Ⅱ 

(0．5 g·L )和牛血清白蛋白(1 g·L )的无钙 
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台氏液灌流，约 30 min后将心室肌剪下，放入高钾 

保存液中吹打使细胞分散脱落，并于4℃保存，6 h 

后进行实验。 

1．2．2 膜片钳全细胞记录 室温下将细胞悬液加 

入平放于倒置显微镜上的细胞池中，待细胞贴壁后 ， 

用， 。细胞外液以1．5 ml·min 速度灌流，选取纹理 

清晰、杆状和大小适中的细胞，进行全细胞膜片钳实 

验。玻璃电极灌电极液后电阻为2—4 Mn，置于推 

进器上 ，利用三维操纵器(Narishige)移动电极，并轻 

压在细胞表面，稍加负压使电极与细胞表面形成高 

阻封接后破膜，给予电容和串联电阻补偿，形成全细 

胞记录。电流信号经Ag／AgC1电极引导，由膜片钳 

AXON 200B放大器放大通过 AD／DA转换板，并存 

储于计算机硬盘中。实验过程由pCLAMP 7．0软件 

程序刺激发放和信号采集。 

1．2．3 统计分析 采用 pCLAMP 7．0软件对单个 

全细胞记录进行数据和图形转换，Prism 3．0软件对 

数据进行曲线拟合及绘制离子通道电流密度 一电 

压、激活、失活和恢复曲线，电流密度(pA／pF)=电 

流强度／电容。实验数据用SPSS 10．0统计软件做 

统计分析，所有数据以 ±s表示，药物作用前后差 

异采用自身配对 t检验。 

2 结果 

2．1 醋柳黄酮对 J 的影响 在形成全细胞状态 

后，将细胞钳制在 一50 mV，给予指令电位从 一40一 

+50 mV，步阶电压为 10 mV，波宽为 300 ms，频率 

为0．2 Hz的刺激，记录， 然后，用灌流法给药，分 

别以含 0．06、0．1和0．14 g·L 醋柳黄酮的细胞外 

液灌流细胞3 min。所用药物浓度参考早期的文献 

报道 J。在+50 mV时，醋柳黄酮分别阻断 ，。 峰电 

流(18．34±0．99)％、(25．32±1．43)％和(38．88± 

1．96)％(n=6，0．06 g·L～，P>0．05，其余浓度 P 

<0．05)。 

以峰电流(pA／pF)对膜电位作图，即得 I—V曲 

线。在 +50 mV时，0．06 g·L 醋柳黄酮使峰电流 

从(18．99±3．8)pA／pF减少到(15．51±3．83)pA／ 

pF，药物洗脱后恢复到 (16．75±2．87)；0．1 g·L 

醋柳黄酮使峰电流从 (17．05±2．75)pA／pF减少 

到(12．73土2．54)pA／pF，冲洗后恢复为(13．71± 

3．05)pA／pF(Fig 1)；0．14 g·L 醋柳黄酮使峰电 

流从 (1 1．91±2．81)pA／pF减少到 (7．28±3．05) 

pA／pF，冲洗后无明显恢复。 

2．2 醋柳黄酮对 J协激活和失活动力学的影响 为 

观察， 的激活动力学特征，将 ，一u曲线的结果转 

换成膜电导，对条件刺激电压作图，然后采用Bohz- 
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Fig 1 Effects ofTFH On the I-V relationship 

Of Jt0 in ventricular myocytes of rats 

A．Representative voltage—dependent，t。recorded with voltage proto— 

col shown in the inset in a ventricular myocyte(a)under control condi— 

tions，(b)in the presence of 0．10 g·L TFH(5 min exposure)，and 

(C)recovered by drug washout for 5 min；B．I-V relationship of It。under 

controlcon~fiom ，inthe resence 0fTFH at 0．10 g·L～ ．and drugwashout 

mann方程 g／g =1／{+EXP(V。 2一V)／k}进行拟 

合，式中得到， 。激活曲线，然后求得 V (半数失活 

电压)和s(斜率因子)。0．14 g·L 醋柳黄酮对，I。 

激活曲线无明显影响。(P>0．05，n=6)。(对照 

组 V 为：(23．66±3．37)mV，S为：(13．03土0．55) 

mV；醋柳黄酮组 V 为：(19．00±4．21)mV，S为： 

(12．66±1．02)mV，见 Fig 2。 

用双脉冲刺激法观察 ， 失活动力学：细胞钳制 

在 一80 mV，先给指令电位从 一100一+30 mV，步阶 

电压为10 mV，波宽为1 000 ms的条件刺激，然后再 

给予一个固定到 +50 mV的测试刺激。用 I／I 与 

条件刺激电压作图，并对所得数据用 Bohzmann方 

程进行拟合，得到，。 失活曲线，然后求得 V0．5(半 

数失活电压)和s(斜率因子)0．14 g·L 醋柳黄酮 

使 ，。 失活曲线明显左移。(P<0．05，n=6)。对照 

组 V0
． 5为：(一33．62±1．41)mV，S为：(一2．99± 

0．33)mV；醋柳黄酮组 V 为：(一39．83±0．53) 

mV，S为：(一2．85±0．31)mV，见 Fig 2。 
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Fig 2 E觚 b ofTFH on Ito kinetics 

A．Representative current traces and protocol used to evaluate voltage 

dependence of，t。inactivation；B．Mean data for voltage dependence of， 

inactivation and activation in the absence(O )and presence(●)0f 

0．14 g·L一 TFH．The mean ofdata shown are fitted by Boltzman n dis． 

tribution fimcti0“ 

2．3 醋柳黄酮对 失活后再激活曲线的影响 用 

双脉冲刺激法观察失活后再激活的恢复过程：细胞 

钳制在 一80 mV，给两个相同的测试刺激(P。和 P ) 

去极至 +50 mV，P。和 P2的间隔时间从 2 ms开始 

以 10 ms的步长递增，以 P 峰电流与 P。峰电的比 

值对应P。～P 的时间间隔作图，并对所得数据用单 

指数方程进行拟合，得到钾电流复活曲线，然后求得 

时间常数(T)。0．14 g·L 醋柳黄酮使 ，l。复活曲 

线轻度下移，但无统计学意义。对照组 T为(30．76 

±2．05)ms，醋柳黄酮组 T为(32．36±2．43)ms，凡 

= 6，P>0．05。见 Fig 3。 

3 讨论 

本实验结果表明醋柳黄酮呈浓度和电压依赖性 

抑制， 随着浓度增加阻断作用增强，且使失活曲 

线明显左移，但对 ，l。激活和复活曲线无明显影响。 

醋柳黄酮作为天然植物提取的化合物，其药理 

作用较广，在心血管疾病方面具有抗心律失常、抗心 

绞痛、增强心功能、对急性心肌缺血具有保护作用 

等 J。近年的研究还表明，TFH能降低 TC、TG、 

LDL—C及升高HDL—C 』，对高血压靶器官损害具有 

逆转和保护作用 ，通过对电压依赖性钙通道和受 

0 25 50 75 l00 l25 

PI-P2 interval／ms 

Fig 3 E觚 b of TFH on Ito recovery curve 

A：Representative current traces an d protocol used to evaluate the re— 

covery of，t。from inactivation；B：Mean data for time course of recovery of 

，t。from inactivation in the absence(O)and presence of 0．14 g·L 

TFH(●)．Data 8re best-fittomonoexponentialfunction 

体操纵型钙通道双重抑制降低血管平滑肌细胞内游 

离钙水平 。 

心肌的动作电位形成是由多种离子通道共同参 

与的结果，决定动作电位平台期的时程通道电流，主 

要有 ，l。、， ， 。和，c ，其中钾离子通道是目前发现的 

亚型最多，作用最复杂的一类离子通道。钾通道电 

流是参与心肌细胞动作电位复极的主要电流，包括 

， 超快速激活钾电流(， )、快激活电压依赖钾电 

流(， )、慢激活电压依赖钾电流(，k )和内向整流钾 

电流(1k．)等。影响这些电流，会明显改变复极过 

程。如减少外向电流，使复极延迟，动作电位时程 

(APD)延长。其中复极 1期主要由， 。产生。本实 

验利用膜片钳技术，直接观察到醋柳黄酮对心肌细 

胞离子通道 ， 。有明显的抑制作用；还可使 ， 。失活曲 

线明显左移，提示其能加快钾通道的失活。这样可 

能使心肌细胞复极化减慢，动作电位时程延长，从而 

达到抗心律失常作用，这也许是其抗心律失常的作 

用机制之一。 

实验中没有观察醋柳黄酮直接对大鼠心肌细胞 

动作电位时程的影响，是因为大鼠的动作电位平台 

期很短，很难记录到很明显的药物作用效应。豚鼠 

的动作电位平台期很长，比较容易研究药物对动作 

电位时程的作用，但是，豚鼠心肌细胞没有明显的 

， 。存在，很难全面反映醋柳黄酮对人心肌细胞的作 
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用。只有直接研究醋柳黄酮对人心肌细胞动作电位 

的作用，才能准确反映其作用机制。进一步研究拟 

采用人心房肌细胞，全面观察醋柳黄酮对人肌细胞 

动作电位时程以及 ， 、， 和 ， 等电流的影响，以便 

全面阐明其抗心律失常的作用机制，为临床治疗心 

血管疾病提供实验依据。 

总之，本研究结果提示醋柳黄酮的抗心律失常 

作用机制，与阻断 ，。。有关。 
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Effect 0f TFH on transient outward potassium currents in 

isolated ventricular myocytes of rats 

KUANG Su-juan，DENG Chun-yu，QIAN Wei-min，SHAN Zhi-xin， 

WU Shu-lin，YANG min，YU Xi-yong，LIN Shu-guang 

(Research Center ofMedical Sciences，Guangdong Provincial People s Hospital； 

Guangdong Provincial Cardiovascular， ￡ e．Guangzhou 510080，China) 

Abstract：Aim The effects of total flavones of Hippo- 

phae Rhamnoides L(TFH)on transient outward po- 

tassium current(，t。)in isolated ventricular myocytes 

of rats were determined to explore the mechanism of its 

antiarrhythmic efficacy at the ionic channel leve1． 

M ethods Single ventricular myocytes of rats were iso- 

lated by enzymatic dissociation．The whole-cell patch- 

clamp recording technique was used to record the 

change of， 。influenced by TFH．Results TFH de- 

creased，t。in a dose-dependent and voltage-dependent 

manner in ventricular myocytes of rats． The peak of 

current-voltage curve was significantly decreased， 

0．06，0．10，0．14 g·L TFH decreased(18．34± 

0．99)％，(25．32±1．43)％ and(38．88±1．96)％， 

respectively．The steady-state inactivation curve of，t。 

was shifted to more negative potentials，the voltage at 

half-inactivation changing from(一33．62±1．41)mV 

in control to(一39．83±0．53)mV in the presence of 

TFH．The activation and recovery curves of，t。were not 

obviously altered． Conclusion TFH concentration- 

and voltage-dependently decreased ，t。in ventricular 

myocytes．Therefore，the effect of inhibitory ，t。of TFH 

plays a vital role in its antiarrhythmic efficacy． 

Key words：TFH；whole-cell patch clamp technique； 

ventricular myocytes；transient outward potassium cur‘ 

rent(It。) 
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