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对培养心肌细胞钙通道阻滞作用的单通道分析

王中峰 江 岩
’

钟国赣
`

陈 龙
`

肖家思 (第三军医大学基础部生理学教研室 ) 6 3。。 3 8

提 要 用细胞吸 附 ( C e l卜a t t a e h e d )的膜片钳 ( P
a t e

h
。 l a

m p )方法
,

在培养 2 4一 4 s h 的 W i s t a r
大鼠乳鼠

心室肌细胞上
,

研究 R g
,

对心肌细胞钙通道的影响
。

由一 70 m V 的保持电位
。

跃至一 10 m V 诱发 T 型钙通道

的活动
,

由一 50 m v 阶跃至 + 10 m V 诱发 L 型钙通道的活动
,

在一 60 m v 的保持电压下
,

记录 B 型钙通道的

活动
。

向浸浴液中分别加入 R g
, ,

钙通道阻断剂 v er a
aP m i]

,

钙通道激动剂 aB y K 8 6 4 4 ,

使其终浓度分别为 50

雌 /ml
,

3 7
.

5 雌 /ml 和 5 拜m ol /L
。

记录加药前后三型钙通道的电活动
。

结果发现
:

R g
,

可使三型钙通道的平均

开放时间缩短
,

平均关闭时间延长
,

对三型钙通道的 aB
, 一
流幅值无 明显影 响

,

其作用与 V e r
叩

a
m il 相似

,

与

aB y K 8 6 4 4 相 反
。

实验首次证明 R g
,

对心肌细胞钙通道有阻滞作用
,

其机制在于使钙通道的平均开放时间缩

短
,

平均关闭时间延长
,

开放概率减小
。
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中图法分类号 R 97 2
.

3

心肌细胞的离子通道 比较复杂
,

过去 由于受研究

方法的限制
,

加之钙离子流 比其它离子流要小得多
,

因

而 认识的较少
。

膜片钳 ( P a t c h c al m p )实验方法的建

立 ` ’ ,

使人们对心肌钙通道的认识也越来越多
。

到 目前

为 止
,

已在 心肌上记录 出 T
,

L 和 B 三型钙通道
t卜

5
一 。

已知三七皂贰 R b
: ,

R g
,

和人参皂贰 R b
; ,

R g ,

的结构

完全相同
,

且有相似 的性质
。

有实验证 明 L6 :

三七皂贰

R b
,

有钙通道阻断作用
,

而 R g
,

则无关
。

但在培养的心

肌细胞上证实 人参 三醇皂贰 (P T )S 有钙通道 阻断作

用 L’
,

’ 二。

本文在培养 的心肌细胞上
,

应用细胞吸附的膜

片钳技术
,

以三型钙通道的单通道 电活动为指标
,

研究

人参皂贰 R g ,

对钙通道的影响
,

以进一步分析 P T S 的

钙通道阻断作用是否与其代表性单体 R g ,

有关
。

1 材料与方法

1
.

1 仅器设备

二氧化 碳孵箱 (Q U E U E
,

香港 ) ;
超净工作台 (苏州净化设

备厂 夕 ;
示 波 器 ( V C

一
1 0

,

K O H D E N
,

JA P A N ) ;
磁 带记 录 仪

( S O N Y
,

JA P A N ) ;
膜片钳放大器 ( D A G A N 8 8 0 0

.

U S A )
。

1
.

2 药品 试剂

人参皂贰单体 R g
,

(经高效液相 色谱和薄层 扫描法 测定
.

其纯度为 95 %
,

白求恩医科大学有机化学教研室 )
。

B A Y K 8 6 4 4 ( C
a l b i

o e h e
m CO

,

U S A ) ; V e r a p a
m

一l ( G
e r ) ;

S y l g a r d (OD w e o r [l in g
,

M l 4 8 6 4 0
,

U S A )
。

1
.

3 溶液配制 ( m m o l / L )

浸浴液
:

天门冬酸钾 1 4 0
,
E G T A 1 0

,

H E P E s l o
.

p H 7
.

4
。

电极充灌液
:
B a

C 1
2

1 1 0
,

H E p E S l o
.

p H 7
.

4
。

1
.

4 心肌细 胞培养

取生后 2 ~ 4 d的W ist
a r

大 鼠乳 鼠心 尖部组织
,

用 含有

白求恩 医科大学生理 中心实验室

0
.

1%胰 蛋 白酶
、

。
.

1% 牛血清蛋 白的无钙
、

无镁 H an k
` S

液消

化
,

反 复 3 次
.

每 次 消化后
,

静置 3 m in
,

将后 两 次 的 上清液

2 00 O r p m 离心 10 m , n
。

将分离的单个心肌细胞用含有 20 %小

牛血清的 D M EM 培养液进行稀释
,

在 3 7
一

C
、

通 5% C O
Z

+ 95 %

空 气的二 氧化碳 孵箱 中进行培养
,

Z h 后 做贴 壁分离
,

于培养

24 一 4 8 卜期间进行实验记录
。

1
.

5 玻璃微 电机的制 备

用一 次拉制法将 G G
一

17 硬质玻璃微电极毛 坯 (中国科学

院上海脑研究所 ) 拉制成微电极
。

微电极尖端直径 l 一 1
.

5 拜m
,

充灌后电极电阻 2一 4 m几
。

用疏水性绝缘材料硅酮树酚 (S y l
-

ga dr )徐 于微电极尖端
.

然后进行热抛光
。

用直径 。
.

2 产m 的微

孔滤膜滤过 电极充灌液后
.

充灌微电极
。

1
.

6 单通道记 录

如 图 1 所 示
,

将膜片钳放大器采集的信号经示波器垂直放

大后输至磁带记录仪
,

连续存储信号
.

以备进一步处理
。

同时
,

经 A / D 卡并联至微型计算机
,

同步进行采样
。

微机发出的触发

脉冲经 D / A 卡控制膜片钳放大器发放阶跃命令
。

膜片钳放大

器和 示波器的低通滤波器截止频率均设 置 1 K H
z

。

取培养 2 4一 4 8 h 的心肌 细胞
,

向培养皿中加入经滤过 (滤

膜孔径 。
.

20 产m )的浸浴液 1
.

s nlr
。

选择贴壁 良好
、

呈短杆状
、

表面光滑清洁的心肌 细胞
,

将微 电极尖端压 向心肌细胞 表面
,

用注 射器抽吸
,

形成 约 。
.

昭一 1
.

96 k P a
的负压

,

在几秒钟内即

可形成 G 日 ( l o
g
n )的紧密封接

,

选 用封接电阻大于 10 G n 的膜

片进行实验
.

实验 在室温 ( 18 一 2 3
一

C )下进行
。

每型通道每种药

物记录 6 个膜片
。

1
.

7 数据 的采集处理 及统计分析

在甸次记录中
.

连续采集 刊 条 原始曲线
.

删除原始曲线中

阶跃命令的电容 伪迹
,

并修平 荃线
。

计算出加药前 后三型 钙通

i互的 B a Z一

流幅值
、

平均开放时间
、

平均关闭时间
、

以及通道的开

放概率
。

实验数据 用均值士标准差 ( 厉 土 万 ) 表示
,

用配对的 l 检

验进行统计学 处理
。
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图 1 仪器的线路连接框图 F ig 1 L i n k o f e x P e r im
e n t a l a PP a r a t u s

实验结果

三型钙通道的单通道 电活动记 录

由膜片钳放大器给细胞加 一 70 m
v
的保持电位

,

把心肌细

胞的跨膜电位钳制在膜内 比膜外低 70 m v 的水平
,

然后
,

由微

机以每秒 0
.

8 次的频率发出持续 25 6 m 、
的+ 60 m v 的阶跃命

令
,

使膜电位跃变到 一 10 m V
,

即可记录到 T 型钙通道的单通

道电活动
,
T 型钙通道的开放主要 出现在阶跃命令的早期

,

表

明该通道失活 比较快
。

由一 50 m v 阶跃至 + 10 m V
,

可记录到 L

型钙通道的单通道电活动
,

L 型钙通道开放时
,

其 C
a ’ 一
流幅值

较大
,

表明 L 型钙通道的单通道电导 比 T 型大
。

由于 B 型钙通

道是自发性发放
,

因此
,

不加阶跃命令
,

只给细胞膜加 一 60 m v

的保持电位
,

即可记录出 B 型钙通道的单通道电活动
。

2
.

2 R g
,

对 三 型钙通道电活 动的影响

记录出三型钙通道的单 通道电活动后
.

向浸 浴液中加 入

R g , ,

使其终浓度为 50 陀 / m l
,

5 m in 后
,

再次记录同一膜片的三

型钙通道的单通道电活动
。

实验结果表明
:

加药后
,
T

、

L 和 B 三

型钙通道的平均开放时间均明显缩短
,

平均关闭时间明显延

长
,

通道的开放概率明显减小
,

通道的 C
a , 十
流幅值无明显变化

(图 2一 4
,

表 1 ~ 3 )
。

2
.

3 V e r a p a m i l 和 B a y K 8 6 4 4 对三型钙通道的影响

记录到三型钙通道的单通道电活动后
,

向浸浴液中分别加

入钙通道抑制剂 V er a
aP m il 和钙通道激动剂 B a y K 8 6 4 4

.

使其

终浓度分别为 5 7
.

5 科g / m l 和 5 产m o l /L
,
5 m i n 后

,

再次记录同

一膜片的三型钙通道的单通道电活动
。

实验结果表明
:

加入 V er aP
a m il 后

,
T

、

L 和 B 三型钙通道

的平均开放时间明显缩短
,

平均关闭时间明显延长
,

通道的开

放概率 明显减小
,

而 B a y K 8 6 4 4 的作用刚好相反
,

通道开放的

B。 2一

流幅使无 明显变化
.

( 图 2一 4
.

表 l ~ 3 )
。

一
1 0m V

一
7 0m V

一
1 0m V

一
7 0m V

口
ZP A

b

图 2

F ig Z

R g
、

对 T 型钙通道的影响

3 0m s

a :

加 药前
,

b
:

加药后
; 保 持电 位

:
一 70 m V

,

阶坎 命令
:

一 70 m V ~ 一 10 m V

T h e e f f e e t o f R g
z o n T

一
t y P e e a l e i u m e h a n n e l

·

一 7 0 m V
,

S t e P e o
m m

a n
d

:

一 7 0 m V ~ 一 1 0 m V

a :

b
e
f
o r e a dm i n i s t r a t i o n ,

b
: a

f t e r a d m in i s t r a t io n ;
H

o ld i n g p o t e n t ia l
:
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+ 10 mV

一
50 V m

一 l 〔) n 1V

只
产) V m

纳

一
~ 卜产

一一
产一睐尸砂的 ,

护阳卜知尸` 八

一~

~ 饰阳叭粉~ 叫俩研一
脚 “

]
2
队

3 0m s

图 3

F i g 3

R g
,

对 L 型钙通道的影响
a :

加药前
,

b
:

加 药后
;
保持 电位

:
一 50 m V

,

阶肤命令
:
一 50 m V一 + 10

T h e e f f e e t o f R g
l o n L

一
t y P e e a l e iu m c h a n n e l

一 5 0 mV
,

S t e P e o m m a n d
:

一 5 0 m V ~ + 1 0 m V

a :

b
e
f
o r e a

d m in 一s t r a t io n ,

b
: a

f t
e r a

d m i !飞 i s t r a t io n ;

m V

H
o
l d i

n g p o e t n t ia l
:

咐甲一气产啼

一
Z P A

3 0 m
s

图 4

F 19 4

R g
,

对 B 型钙通道的影响
a :

加 药前
,

b
:

加药后
; 保持 电位

:

60 m V

T h e e f f e e t o f R g
, o n B

一
t y P e e a le i u m

e h a n n e l

一 6 0 m V

a :

b
o fo r e a

d rn 一 n s t r a t io zl
.

b
: a f t e r a d m i n i s t r a t io n ; H o l d i n g p o r e n t ia l

:

表 I L 型钙通道的平均开放时间
、

关闭时间
、

B a Z十
流幅值和开放概率

T a b 2 o p e n t i m
e , c xo s e t im

e C a Z一 e u r r e n t a m p li t u d e a n d o p e n 一 s t o t e p r o b a b i一i ty o f L
一
ty p e e a lc i u m

e h a n n e l

o p e n r inr
e

( m
s
) C lo

s e t 一nr e ( m
s
)

C
`火2一 c u r r e n t

蔽l
m p l l t u ( l e ( p A )

o p e n
一 s t d t e

p r o b a l) x l一r y

C o n t r o l

R g l

C o n t r o l

V e r a P a nr
z
l

C o n t r o l

B
a y K 8 6 4 4

3
.

3 5士 0
.

3 4

2
.

1 8士 0
.

2 8 狱 减 洲

4
.

1 5士 0
.

3 0

2
.

4 2士 0
.

2 5 炭 减 洲

3
.

3 4士 0
.

2 1

4
.

5 2士 0
.

3 9 炭 丫 袄

12 2
.

6 8士 2 5
.

7 3

16 ( )
.

3 9 士 2 3
.

9 8狱

12 4
.

8 8 士 3 5
.

1 9

19 ( )
.

4 5士 1 9
.

3 1炭 谈

15 2
.

9 ( J士 2 9
.

9 9

1 1 ( )
.

7 2 士 9
.

3 ()狱 洲 洲

2
.

0 ( )士 ( 1
.

6 5

1
.

8 7士 ( )
.

只1

1
.

53 士 0
.

4 9

1
.

6 2士 ( )
.

19

1
.

6 2士 ( )
.

5 9

1
.

55 士 0
.

7 1

()
.

( ) 2 9 士 〔)
.

() () 6

0
.

0 14 士 0
.

( ) 0 4 炭 丫 岁

0
.

0 3 5士 0
.

0 1 3

0
.

( ) 13士 0
.

0 0 2 洲 丫

0
,

0 2 1士 ()
.

0 0 4

0
.

( ) 4 () 士 〔)
.

00 5洲 翅 洲

厉 士 、 ;
狱 P < 0

.

0 5
,

灭灭 P < 0
.

0 1
,

洲狱汉 P < 0
.

o o l v 、 C o n r r o l
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表 Z T 型钙通道的平均开放时间
、

关闭时间
、

B a ’ 一
流幅值和开放概率

T a b 2 O P e n t i m e , e lo s e t i m
e C a , 一 e u r r e n t a m p li t u d e a n d o p e n 一 s t a t e p r o b a b i li a t y o f T

一
t y p e e a l e i u m

e h a n n e l

O P e n
T im

e
( m

s ) C l o s e T z
m

e
( m

s )

C a

卜
e u r r e n t

a
rn P I飞t u d e

( P A )

O p e n 一 s r a t e

p r o
b

a
b

l l z t y

C o n t r o l 2
.

20 士 0
.

19 7 1
.

2 9 士 2 2
.

8 3 0
.

7 4 士 0
.

0 9 0
.

0 2 8士 0
.

0 0 7

1
.

5 6士 0
.

1 2洲 袄 减 1 3 9
.

1 9士 3 5
.

0 3汉 狱 7 0士 0
.

0 5 0
.

0 1 4 士 0
.

0 0 2洲 炭

C o n r r o l 2
.

0 7士 0
.

1 0 6 5
.

0 2士 9
.

8 7 0
.

7 6土 0
.

0 4 0
.

0 32士 0
.

0 0 6

V e r a P a
m i l 1

.

5 1士 0
.

2 7狱 灰 1 8 8
.

8 9士 2 1
.

0 3丫 炭 减 0
.

6 6士 0
.

1 3 0
.

0 () 8士 0
.

0 0 2 谈 斌

C o n t r o l 8 9士 0
.

1 5 1 1 6
.

1 9士 14
.

3 4 0
.

6 5 士 0
.

(巧 0
.

0 1 6士 ( )
.

0 0 3

B
a y K 8 6 4 4 2

.

3 2士 0
.

0 3减 谈 炭 4 9
.

9 6士 1 1
.

6 5 炎 试 丫 0
.

6 6士 0
.

() 5 0
.

( ) 4 6士 0
.

0 09 兴 燕 戮

于 士 : ;
淡 P < 0

.

0 5
,

灭减 P < 0
.

0 1
,

汉狱狱 P < 0
.

0 0 1 、 ,5 C o n t r o l

表 3 B 型钙通道的平均开放时间
、

关闭时间
、

C a ’ 一
流幅值和开放概率

T a b 3 O P e n t i m
e , e l o s e t i m

e C a , 一 e u r r e n t a
m P l i t u d e a n d o P e n 一 s t s t e P r o b a b i li t y o f B

一 t y P e e a le i u m
e h a n n e l

(
、 2一 、 . l r r , n 了 O o e n 一 s t a t e

O P e n
( nr

s
) C】o s e t im e ( nr

s
)

a m p l
l t u d

e
( p A ) p r o b

a
b
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3 讨论

心肌的钙通道在心肌兴奋及收缩活动中具有重要

的作 用
。

应用膜 片钳技术
,

在心肌细胞上 已经发现有

T
、

L 和 B 三型钙通道
。

T 型钙通道的开放时间较短
.

单通道电导较小
,

其活动形式为簇状开放
,

且大多集中

在阶跃命令的早期
,

T 型钙通道 的激活电压较 负
,

在膜

电位为一 5 0 m V 时几乎完全失活
; L 型通迸的开放时

间较长
,

单通道 电导较大
,

其开放也呈短簇状
,

在整个

阶跃命令中均可开放
,

其激活电压要比 T 型正 40 n 飞v

左右
; B 型钙通道为 自发性发放通道

,

具有明显的电压

依赖性
。

人参皂贰单体 R g l

是三醇组皂贰的一个代表性单

体
,

与三七皂贰单体 R g
,

的结构完全相同
,

且有相似的

作用
。

离体心脏灌流观察到
,

100 雌 / m l 的 P T S 可使

心肌收缩性能立即减弱
,

洗脱后
.

各项指标迅速恢 复
,

C a ,一

或 肾上腺素均 可使 其作 用逆转
,

P T S 的作用 与

2
.

6 6 科g / m l 的
n im o d i p i n e 作用相 当

.

认 为 P T S 有钙

通道阻滞作用
「8二养的心肌细胞上

,

以动作 电位与 自发

性搏动为指标
,

观察到 P T S 可使心肌细胞动作电位呈

现钙通道阻滞样变化
.

即动作电位各参数呈剂量依赖

性减小
,

其作用与钙通道阻断剂 M n Z一

相似
,

洗脱
、

肾

上腺素
、

C a Z一

均可使其作用逆转
L, 。

应用细胞吸附的膜

片钳实验也观察到 P T s 有明显的钙通道阻滞作用
t ,

一 。

既然 R g ,

是 P T S 的代表性单体
,

那么 P T S 的钙通

道 阻断作 用是否与 R g ,

有关呢 ? 本实验结果表 明
,

50

雌 / m l 的 R g ,

可 明显缩短三型钙通道的开放时间
,

延

长其关 闭时间
,

减小其开放概率
,

而对 C a Z一

流幅值无

影响
,

说明 R g l

不影响钙通道的电导状态
。

此结果与熊

志刚等
`6

用三七皂贰 R g
,

的结 果不 同
,

他们应用单蔗

糖间隙电压钳法测量膜 电流
,

结果发现三七皂贰 R b
,

有钙通道阻滞作用
,

R g ,

不影响钙通道 电流
,

而是影响

了细胞内钙的释放
。

由于 人参皂贰 R g ,

和三七皂试 R g
,

的结构完全相同
.

对钙通道应有相同的作用
,

但应用不

同的研究手段所得的结果不同
.

我们认为
:

应用膜片钳

技术研究离子通道的结果是可信的
,

而且
,

在我们其它

的实验 中也观察到人参皂贰 R g
,

对培养心肌细胞动作

电位有抑制作用 (待整理 )
.

说 明对钙通道确实有阻滞

作用
。

为了进一步分析 R g
,

的作用机制
,

我们对 比观察
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T钙通道抑制剂 V e ra p a m i l和钙通 道激动剂 Ba y K

8 64 4对三型钙通道的作用
。

结果发现
,

V e r
aP

a m il 可使

三型钙通道的开放时间明显缩短
,

关闭时间明显延长
,

通道的开放概率明显减小
; 而 aB y K 8 6 4 4的作用刚好

相反
。

R g
,

的作用与 V e r a p a m i l 相似
,

与 B a y K 5 6 4 4相

反
,

确切证明了人参皂贰单体 R g
,

的钙通道阻滞作用
,

其机制在于使钙通道的平均开放时间缩短
,

平均关闭

时间延长
,

通道的开放概率减小
。

由此认为
,

P T S 的钙

通道阻断作用与 R g ,

组分密切相关
。

但 R g
,

如何作用于

细胞膜
,

通过何种细胞内机制影响钙通道还不清楚
,

有

待于进一步地研究
。
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