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摘要  目的 研究胞外不同 ≤ 浓度对豚鼠心室肌细胞钠2钙交换电流 2≤ ¬ ∏ 2≤ 的影

响和阿米洛利 对该电流的作用 ∀方法 建立缺血再灌时胞内 超载的细胞模型 用膜片钳全细胞技术

记录 2≤ 的电流2电压关系曲线 ∀结果 阿米洛利 ≅ 和 # 在 ∂ 时 对 2≤ 的抑制率

分别是 1 1 和 1 在 ∂ 时抑制率分别是 1 1 和 1 ∀结论 胞内 超载确可引

起 2≤ 交换系统激活 阿米洛利对豚鼠心室肌细胞 2≤ 有抑制作用 且对 2≤ 外向成分的抑制作用大于对内

向成分的抑制作用 ∀
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  2≤ 交换系统作为调节细胞钙转运的重

要机制之一已经受到广泛的重视 ∀胞内 ≤ 作为

重要的第二信使存在于许多细胞中 而这些细胞上

都有大量的 2≤ 交换体 尤以哺乳动物心肌细

胞中含量最多 平均约有 个交换体 Λ 转

换率达 次# ≈ ∀心肌细胞通过 2≤ 交

换可以排出由于 ≤ 通道开放进入细胞的大量

≤ 调节胞内 ≤ 浓度 ≈ ≤ 通过 2

≤ 交换反向转运进入细胞的少量的 ≤ 可以触

发肌浆网释放大量 ≤ 即钙诱导的钙释放

≤ ≤ 产生兴奋2收缩藕联≈ 以 Β ≤ 进行

交换的 2≤ 交换体可以产生 2≤ 交换电

流 2≤ 2≤ 与心肌细胞动作电位的形成和心律

失常的产生有关≈ ∀

在心肌缺血再灌注损伤中 2≤ 有至关重要的

作用 ∀有关心肌缺血再灌损伤的发生机制有很多假

说 但都离不开胞内 ≤ 超载这一重要环节 而在

缺血再灌时 外向的 2≤ 与胞内 ≤ 超载的关系

密不可分 ∀长期以来 由于缺乏有效的能直接记录

到类似缺血再灌时明显增大的外向 2≤ 的方法 临

床上至今还没有一种能有效地作用于外向 2≤ 的

药物 ∀本实验 通过增加电极内液中 浓度 建

立缺血再灌时胞内 超载的细胞模型 研究胞内
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超载引起的 2≤ 的改变 ∀同时 我们还观察了

胞外不同 ≤ 浓度和 2 交换抑制剂 阿

米洛利 对豚鼠心室肌细胞 2≤ 的作用 ∀

材 料 与 方 法

  细胞制备  ⎯ 豚鼠 体重 ∗ 击昏 !颈

动脉放血后 迅速开胸 取出心脏 在 ε 无钙液中

去除脂肪及心包膜 进行 灌流 ∀用无钙

液经主动脉逆行灌流 再用含链霉蛋白酶 ∞

∞ 1 # 牛血清白蛋白

≥ ≥ 1 # ≈≤ 为 1 #

的无钙液灌流 ∀整个灌流过程中压力维

持在约 水柱 ε 恒温 持续通 和

≤ 混合气 ∀将心室肌剪碎 用酶液 ε 温孵

搅拌 ∗ 倒出上清液 用无钙液稀释 倍 其

中含 ≥ 1 # ≈≤ 为 1 #

室温下静置 备用 ∀

药品与溶液  阿米洛利 !氯化镍

≤ !氯化铯 ≤ ≤ !氢氧化铯 ≤ !维拉帕

米 √ !氯化钡 ≤ !氯化钙 ≤ ≤ !哇巴

因 ∏ !牛磺酸 ∏ 均为美国 ≥ 公司

产品 其余试剂均为国产分析纯 ∀无钙液成分

# ≤ ≤ ° 1

≥ ≤ ∏ ∏

1 台氏液成分 # ≤ ≤

1 ∏ ≤ ≤ 1 用 ≤ 调至
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1 记录电流的电极内液 # ≤

∞ × ≤ ≤ ≤

×∞ ×° 用 ≤ 调至

1 ∀为了减少其它电流成分的干扰 实验时细胞外

液中加入 ∏ Λ # 阻断 2 泵

≤ # 和 ≤ ≤ # 阻断钾通道

√ Λ # 阻断 2型钙通道 ∀电极内液

中 # 的 ×∞ 可以阻断钾通道 高浓度的

∞ × 和 ≤ ≤ 根据 ƒ ƒ 公式计算得

游离 ≤ 浓度为 # ≈ ∀

全细胞记录  选取横纹清晰 !膜良好的细胞进

行实验 ∀细胞池体积约 平放在连有微操纵器

2 ≤ 1 的倒置显微镜

∏ ×2 上 取几滴细胞悬液加入细

胞池中 静置 使细胞充分贴壁后 用台氏液灌

流 速度约为 ∗ # ∀电极用玻璃毛细管

中国科学院上海脑研究所 经微电极拉制仪 ° 2

≤ 1 分两步拉制 充灌电极液后电

阻为 ∗ 8 ∀全细胞记录过程中 刺激脉冲的产

生和信号采集均由 ≤ ° 1 1 软件 ¬

∏ ≥ 完成 离子电流通过膜片钳放大

器 ∞°≤2 放大 经 ⁄ ⁄ 转换板

¬ × 2 ≥ 输入 2°≤ 机硬盘中 ∀记录

2≤ 时 细胞钳制在 ∂ 给予从 ∂ 复极

化至 ∂ !速度为 ∂ # 持续 的斜坡

脉冲 ∀所有实验均在 ∗ ε 下进行 ∀

数据分析与统计  电流的测量分析用

≤ ° 1 1 和 ≤ ° 1 1 软件 所有数据

均为平均数 ? ≥¬ 配对和非配对 τ检验 Π 1 认

为差异有显著性 ∀

结 果

1  钠2钙交换电流的记录

细胞钳制在 ∂ 先去极化至 ∂ 再

给以持续 速度为 ∂ # 的斜坡刺激 复极化

至 ∂ 频率为 1 ∀在该刺激条件下 用

正常台氏液灌流时 记录到一个由外向到内向的电

流 由于其它时间依赖性的电流都被阻断 因此记录

到的电流几乎呈线性 该电流可被 #

阻断 ∀如图 所示 用 前后记录到的电流

相减 即 2≤ 交换电流 2≤
≈ ∀由于

和 ≤ 的交换比是 Β 因此 以 的转运方

向作为 2≤ 的方向 ∀ 2≤ 的反转电位在 ∂

左右 当膜电位大于反转电位 该电流为外向 即胞

内 与胞外 ≤ 之间进行交换 结果造成胞内

≤ 浓度增加 当膜电位小于反转电位时 该电流

为内向 即胞外 与胞内 ≤ 之间交换 使胞内

≤ 排出 细胞内 ≤ 浓度降低 ∀

ƒ  2≤ ¬ ∏ ∏ √ ∏ ≤∏

∏ ∂ ∂ ∂

∂ # ∏ ≤∏ #
≤∏ # 2 2≤ ¬ ∏

2  胞外钙对 Να+2Χα2 +交换电流的作用

分别用 种不同 ≤ 浓度的台氏液灌流细胞

观察胞外 ≤ 对 2≤ 的影响 ∀胞外 ≤ 浓度

≈≤ 从 1 # 增加到 1 和 1

# 时 2≤ 的外向和内向成分都明显增加

图 ∀在 ∂ 和 ∂ 时 2≤ 分别从
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1 # 时的 1 ? 1 # ƒ 1

? 1 # ƒ 到 1 # 时的 1 ? 1

# ƒ Π 1 ν 1 ? 1 #

ƒ Π 1 ν 和 1 # 时的 1

? 1 # ƒ Π 1 ν 1 ?

1 # ƒ Π 1 ν ∀

ƒ  2≤ ¬ ∏ √ ∏ ¬ ≤ ≤ ⁄

≈≤ 1 1 1 # √ 2⁄ 2⁄ ≤2⁄ 2≤ ¬ ∏

≈≤

3  阿米洛利对 Να+ 2Χα2 +交换电流的抑制作用

当电极内液中 的浓度为 # 时

形成全细胞记录后电极内液与细胞内液发生离子交

换 电极内液中的 进入细胞内 使胞内形成高

状态 ∀胞内 增加 可激活 2≤ 交换体

的反向转运方式 使 2≤ 的外向成分显著增加 于

左右达到最大 持续较长时间 ∀ ∂ 时 外

向 2≤ 由刚破膜时的 1 ? 1 # ƒ 增大

到 1 ? 1 # ƒ Π 1 ν

∂ 时 内向 2≤ 由 1 ? 1 增大到

1 ? 1 Π 1 ν ∀此时在灌流液

中分别加入阿米洛利 ≅ 和 #

2≤ 逐渐减小 结果见表 ∀在 ∂ 时

阿米洛利对 2≤ 的抑制率分别是 1 1 和

1 ∂ 时分别是 1 1 和

1 ∀

Ταβ 1  Τηε ινηιβιτορψ εφφεχτσ οφ αµιλοριδε ον ΙΝα2Χα
µεασυρεδ ατ + 50 µ ς ανδ − 80 µ ς ιν γυινεα πιγ
ϖεντριχυλαρ µψοχψτεσ. Αλλ δατα αρε µεανσ? ΣΕ( ν = 4

∗ 11)

#

2≤ ¬ ∏ # ƒ

∂ ∂

≤    ? ?

? ?

≅ ? 3 ?

? 3 3 ?

  3 Π 1 3 3 Π 1

讨 论

本实验用来测量 2≤ 交换电流方法的优

越性在于 电极内液用高浓度的 ≤ 缓冲剂 ∞ ×

来防止胞内游离 ≤ 浓度的增加 使之维持在

# 的水平 ∀通过使用各种特异性通道阻断

剂 排除其它膜电流对 2≤ 的干扰 使记录到的

2≤ 的电流2电压关系曲线呈线性≈ ∀

实验中 通过改变≈≤ 和≈ 证明胞外

≈≤ 和胞内≈ 的增加都可使 2≤ 增大 胞外

无 ≤ 或胞内无 条件下 均记录不到 2≤ 与

文献报道≈ 一致 ∀

在正常状态下 2≤ 以内向为主 是胞内 ≤

排出 维持≈≤ 的重要机制之一 ∀心肌缺血时

胞内 增加 通过 2 交换使胞内 增加

而此时由于能量供应不足 2 泵活性降低 胞

内 不能充分泵到胞外 发生胞内 超载 高

浓度的 激活细胞膜上的 2≤ 交换体 此

时若发生再灌注 能量恢复 便从胞内向胞外转

移 与此同时通过 2≤ 交换机制 ≤ 便从胞

外向胞内转移发生 ≤ 超载 从而引起一系列病理

生理损伤 甚至细胞死亡 ∀

本实验电极内液用高浓度 通过离子扩散

使胞内形成高 状态 模拟缺血2再灌时的胞内

超载 ∀胞内 增加可激活 2≤ 交换体

的反向转运机制 使胞内 与胞外 ≤ 发生交

换 2≤ 的外向成分显著增加 同时胞内 ≤ 浓度
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也相应增加 导致胞内 ≤ 超载 ∀由此可以推测

2≤ 交换体的反向转运可能是心肌缺血再灌

注损伤中形成 ≤ 超载的机制之一 ∀阿米洛利是

较强的 2 交换抑制剂 已有研究显示 阿米洛

利对 2≤ 有抑制作用
≈ ∀在本实验条件下发现它

对 2≤ 的外向成分有明显的抑制作用 即抑制胞内

与胞外 ≤ 之间的交换 防止胞内 ≤ 超载

起到心肌保护的作用 ∀实验中已形成胞内高

状态 2≤ 的外向成分显著增加 此时阿米洛利对

2≤ 的抑制可能是它的直接作用 而不是通过抑制

2 交换 减轻胞内 超载 间接抑制 2

≤ 交换体的反向转运 ∀但是 阿米洛利可以通过

对 2≤ 的直接和间接作用 促进心肌缺血后功能的

恢复 ∀由于缺少特异性的 2≤ 交换和 2

交换抑制剂 二者之间的关系有待进一步实验证

明 ∀

我们在实验中 通过增加电极内液中 的浓

度 使胞内形成高 状态 而显著增加外向 2≤

的方法 为寻找能特异地作用于外向 2≤ 防止心

肌缺血再灌时的 ≤ 超载 开发具有心肌保护作用

的新型药物 提供了一种新的方法和手段 ∀
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