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氯苄律定对豚鼠心肌细胞钾通道的抑制作用
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摘　要　氯苄律定是四氢小檗碱的衍生物 ,具有抗心律失常作用 ,常规电生理发现其延长 APD50及减少心

肌钾的丢失 ,本文研究它对心肌钾通道的影响。采用膜片钳全细胞记录的方法 ,研究氯苄律定对豚鼠心肌钾离子

通道的作用。氯苄律定在 3μmol / L, 10μmol /L和 30μmol / L抑制延迟整流钾电流分别为 15. 7%± 2. 4% , 36%

± 3% , 59%± 6% ,同样浓度下对内向整流钾通道无明显抑制作用。 氯苄律定抗心律失常作用与抑制延迟整流

钾通道有关。
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　　氯苄律定是新合成的四氢小檗碱衍生物 ,有抗

多种模型心律失常作用 ,延长豚鼠心肌的 APD50及

家兔在位心肌单相动作电位 APD50
[1 ]。由于 APD50

主要反映钾外向电流的时间过程 ,所以氯苄律定可

能阻滞了钾外向电流。氯苄律定可阻滞缺血再灌心

肌细胞外钾离子的聚集 [2 ]。为进一步揭示该药的作

用机制 ,加快其开发利用。 我们采用膜片钳技术研

究其对豚鼠心肌细胞钾通道作用。

1　材料与方法

1. 1　动物

豚鼠 , , 200～ 250 g ,由北京大学动物房和

北京医科大学动物房提供。

1. 2　药物与试剂

氯苄律定由本校药物化学教研室提供。硫霉胰

蛋白酶 ( Pronase E)及牛血清白蛋白 ( BSA) , Sigma

产品 ,其余试剂为市售分析纯。

溶液 1 (无钙盐溶液 mmol /L ): NaCl 116,

KCl 5. 4, NaH2 PO4 1. 4, NaHCO3 1. 5, MgSO4

1. 2,葡萄糖 15, pH= 7. 35。

溶液 2(酶液 mmol /L ): NaCl 116, KCl 5. 4,

NaH2 PO4 1. 4, NaHCO3 1. 5, MgSO4 1. 2, CaCl2

0. 15,葡萄糖 15,加硫霉胰蛋白酶 0. 1 mg /ml , pH

= 7. 35。

溶液 3 (细胞贮存液 mmol /L ): NaCl 116,

KCl 5. 4, Na H2 PO4 1. 4, NaHCO3 1. 5, Mg SO4

1. 2, CaCl2 1. 8,葡萄糖 15,加 BSA 0. 5 mg /ml, pH

= 7. 35。

营养灌流液 ( mmol /L ): KCl 5. 4, NaH2 PO4

1. 4, NaHCO3 1. 5, MgSO4 1. 2, CaCl2 1. 8,葡萄

糖 15, pH= 7. 4。

电极液 ( mmol /L ): KCl 150, M gCl2 5, ED-

TA 10, HEPES 5, pH= 7. 2。

1. 3　仪器

倒置显微镜 ( Olympus IM T-2, Japan) ,微电

极拉制器 ( Narishige PP-93, Japan) ,玻璃微电极

(中国科学院上海生理所出品 ) ,微操纵控制器

( Narishige MD-302 Medical Sy stem Co rp Green

V ale NY, USA) ,膜片钳放大器 ( Pa tch clamp

EPC-7, List , German) , A /D, D /A转换板 ( Lab-

master Model TL-1, Axon Inst ruments, Inc. .

CA. U SA) ,计算机 ( Casada, USA) ,程序软件

( Pclamp 5. 51, Axon inst ruments. Inc. )。

1. 4　单个豚鼠心室肌细胞的分离

取豚鼠 ,击头致昏后经颈动脉放血 ,迅速开胸

取心 ,置 0℃的溶液 1中。心脏经去除周围结缔组

织后连于 Langendo rff灌流装置。经主动脉逆行灌

流 ,灌流液中持续通入 95% O2+ 5% CO2 ,保温

37℃。 灌流心脏 6～ 7 min后 ,换用溶液 2灌流 3

min左右 ,直到流出液变得粘稠、拉丝 ,心脏变得柔
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软松驰为止。取下心脏 ,剪除心房 ,将心室肌剪为小

块 ,再置上述含酶溶液中 37℃条件下温孵、搅拌 ,

约 5 min后倾出上层液体。用溶液 3稀释 5倍 ,此

为第一份细胞贮存液。 而温孵液中的沉淀部分 ,可

再用溶液 2温孵搅拌 10 min,吸取上清液 ,再用溶

液 3稀释 5倍 ,此为第二份细胞贮存液 ,两份贮存

液中一般都有 20%～ 50%左右的杆状细胞 ,可做

以下的电生理研究。

1. 5　电生理记录

吸取上述贮存液中的细胞悬液 ,滴入细胞浴槽

的底面盖玻片上 ,于倒置显微镜下观察。等细胞贴

壁后 ,用营养液持续灌流 ,流速为 1. 5～ 2. 0 ml /

min,保持浴槽中浴液体积 2 m l,记录用微电极分

两步拉制成尖端直径约 1μm左右的微管电极。尖

端无需抛光 [3 ]。 电极液游离 Ca
2+ 浓度近似 10～ 8

mol /L,经 0. 3～ 0. 45 mm的微孔滤膜后充灌电

极 ,细胞浴槽通过含 AgCl导线的琼脂盐桥接地。

电极经微操纵器控制于适当位置。等电极进入溶液

后 ,补偿由液 -金属 (电级液与连接放大器的电极内

导线 )和液 -液间形成的接点电位 ( junctiona l po-

tential )。 在电极附加一小的负向电压 ( - 2 mV ) ,

由所得的电流反应根据欧姆定律 R= V /I计算电

极阻抗及封接电阻 (本实验所用之电极阻抗为 2～

5 MΨ)。 待电极尖端接触细胞表面后 ,经一负压吸

引 ,使形成千兆欧封接 (即 giga-seal ) ,继续加大负

压直到吸破膜片 ,使电极内液与细胞内液相通 ,而

与胞外近似绝缘 ,即形成“全细胞” ( w hole cell )状

态。由未补偿的电容瞬量衰减估测串联电阻 ,大约

相当于电极阻抗的 1. 5～ 2倍。 根据需要对串联电

阻进行补偿至 80%以上 ,因此即使测定的电流达

10 nA,由未补偿的串联电阻所产生的电压误差也不

会超过 8mV ,因此对测定值无需再作校正。调节电容

补偿旋钮使电容瞬量在 3 ms内完全衰减至基线水

平 ,这样使其对所测电流的影响尽可能的小。

电流电压信号用 EPC-7型膜片钳放大器放

大 ,经 A /D, D /A转换板与一台 CASADA计算机

相连电压钳制 ,信号采集与贮存 ,刺激信号的发放

及结果分析等功能均借助计算机通过 Pclamp

5. 51程序完成 ,采样速度从 20～ 100 kHz,电流电

压信号在 10 kHz滤波 ,经数字化处理后贮存于

Maxell磁盘中。

测定细胞动作电位用电流钳制状态 ( current-

clamp)。 施以 2倍阀强度刺激 ,频率 0. 5 Hz,测定

膜离子电流时间用电压钳制状态 (v ol tag e-clamp) ,

这时内向钠通道和 T型钙通道已基本失活。 在研

究延迟整流钾通道电流 ( delayed rectifier K cur-

rent Ik )时 ,为消除 ICa对结果的影响 ,于溶液中加入

了 100μmo l /L的 CdCl2。由于两种钾通道在激活

及失活动力学上的明显差异 ,无需再用选择性阻滞

剂 (事实上也无特别有效的选择性阻滞剂 )将对方

抑制以利观察 [ 4]。

1. 6　数据分析

测定 Ik: 钳制电压 - 40 mV,去极化到+ 50

mV,保持时间由 550 ms,每 875 ms连续去极化 5

次到 4040 ms,这时去极化过程中可见到一逐渐增

加的电流 ,此代表 Ik ,复极化过程完成后可见到一

外向尾电流 ,它代表 Iktail。

测定 Iktail-platean:钳制电压 - 40 mV ,每步 10 mV

直到+ 40 mV ,时间为 4500 ms,此可见一电流代

表 Iktail-platean。

测定 Ik1: 钳制电压 - 40 mV,在 - 100 mV到

+ 30 mV之间 ,每隔 10 mV连续去极化 14次 ,脉

冲保持时间为 250 mV,脉冲结尾处的膜电流值代

表 Ik。

测定动作电位:给以 0至+ 600 pA, 23 ms的

电流脉冲 ,可记录到细胞的动作电位。

所有操作均在室温 ( 17～ 20℃ )下进行 ,结果以

x-± s表示 ,经配对 t检验进行统计 ,* P < 0. 05,* *

P < 0. 01,* * *
P < 0. 001。

2　结　果

2. 1　氯苄律定对单细胞动作电位的影响

豚鼠心室肌细胞在给氯苄律定 0. 15μmol /L

后 ,细胞动作电位平台期逐渐受抑 ,动作电位时程

( APD)缩短 ,而 AP幅度 ( APA)无明显改变 ,此为

动作电位自然衰减 ,当用 0. 45μmol /L灌流时 ,动

作电位平台延长 ,动作电位时程延长。这与我室以

前做的一系列常规微电极实验相吻合
[1 ]
。

2. 2　氯苄律定对延迟整流钾电流的影响

在营养灌流液中加入 CdCl2 100μmol /L, 5

min后完全阻断内向钙电流由保持电压 - 40 mV

去极化至+ 50 mV ,可见到一随时间变化的延迟外

向钾电流 ( Ik )和一外向尾电流 ( Iktail ) ,其具有电压

和时间依赖性。氯苄律定对 Iktail在 3, 10, 30μmol /
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L抑制率分别为 15. 7%± 2. 4% * , 36%± 3% * * ,

59%± 6% * * * (n= 6) ,洗脱 5～ 15 min未见明显

改变。 3μmol /L下 ,氯苄律定对 Ik具明显抑制反

应 ,抑制率 30% , n= 6, P < 0. 01。氯苄律定抑制时

间依赖的 Ik及 Iktail。对 Ik tail具明显的浓度依赖作用。

氯苄律定对 Iktail-platean的影响 ,在电压负值时 ,

抑制不明显 ,尾电流数值也较小 ,从 - 10 mV～ +

40 mV抑制明显 ,尾电流数值较大 ,说明 Ik tail是一

电压依赖性电流 ,氯苄律定对其具有抑制作用。 以

上有 4个细胞作为空白对照 , Ik、 Ik tail及 Ik tail-platean在相

等的时间间隔内未见减少 ,因而 Ik、 Iktail及 Iktail-platean的

电流幅度减少 ,直接是由于氯苄律定作用所引起的 ,

而不是因为 run-down自发地改变的。

洗脱 5, 10及 15 min均未见明显改变。

2. 3　氯苄律定对 Ik 1的影响

细胞膜保持电位为 - 40 mV,在 - 100 mV至

+ 30 mV之间 ,每隔 10 mV连续去极化 14次 ,脉

冲保持时间为 250 ms,脉冲结尾处的膜电流值代

表内向整流钾电流 ,此电流随电压的变化即电流电

压曲线 ( I-V曲线 )表现为 N型。氯苄律定 3μmo l /

L, 10μmol /L各给药 5 min和 10 min,对该电流

影响无统计学显著意义 (n= 6)。

3　讨　论

本实验结果显示氯苄律定抑制 Iktail以及 Ik ,说

明在常规电生理研究中氯苄律定延长 APD50作用

是由于 Ik被抑制所致 ,澄清了以往的疑问。

Ik为一种去极化激活的时间依赖性电流 ,其激

活与其失活过程均较慢 ,在短时间内难以达到稳

定 ,故在测定时去极化时间应保持足够长 (本实验

用 4 s)。在去极化过程中可见一逐渐增加的电流 ,

此代表 Ik的激活 ,显然此期易受到其它去极化电

流的影响 ,而在复极化过程完成后常立即出现一外

向尾电流 ,它代表 Ik的缓慢失活过程 ,由于尾电流

不易受到其它电流成分的影响
[4～ 6 ]

,且随去极时程

的延长该电流与 Ik的激活程度成比例增加
[5 ]。

Ik在很多情况下 ,它不仅仅代表 Ik ,而是多种

K
+
外流成分的综合表现。 受到诸如 Na电流及

Na
+
-Ca

2+
交换电流等影响

[6 ]
。故现在将 Iktail代表纯

净的延迟整流钾电流。 UK-68, 798, E-4031及

MS-551均可特异性地阻断这一电流 ,这三种药都

正在开发为抗心律失常新药。本实验我们以尾电流

为观测指标。在 3μmo l /L时对 Ik有明显抑制作

用 ,对 Iktail电平 (即 Iktail-platean ) [ 7]的影响 ,随电压升

高 ,尾电流值也逐渐增大。 氯苄律定对其抑制程度

也逐渐增大。 由于 Ik受抑 ,复极化时间变长 ,从而

延长 APD及 ERP,使病变心肌动作电位和传导方

面不均一性减少 ,发挥抗心律失常作用。 本实验得

出在 3～ 30μmol /L剂量依赖性地抑制 Ik tail ,说明

也具Ⅲ类药作用特征 ,根据我室以往电生理研究显

示氯苄律定明显抑制 Vmax
[1 ]。与同济医科大学作出

的 1～ 100μmol /L剂量抑制钠电流一致 ,说明其亦

具 Ia类抗心律失常药特征。

实验中 ,发现对 Ik及 Ik tail的抑制洗脱 5, 10及

15 min后 ,电流值无明显改变。可能是氯苄律定吸

附较持久所致。 我室以往研究发现氯苄律定虽 t 1 /2

只有 1～ 2 h,但其抑制心律失常作用却较 lidocaine

显示更持久效应。一天给药一次即可 ,而 lidocain

却必须连续静注以维持一定的血药浓度 ,该结论与

我们得出的不易洗脱 ,即对心肌细胞具长久吸附作

用一致。
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Effect of Chlorobenzyltetrahydroberberine on Potassium
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Abstract　 In the routine elect rophysiolog y, w e found that chlorobenzy ltetrahydroberberine pro longed

the APD50 and depleted the po tassium collection outside the cell. For the purpo se of detecting chlo roben-

zyltetrahydroberberine principle of action, w e examined the ef fects of chlo robenzy ltetrahydroberberine

on bo th whole-cell inw ard recti fier potassium current ( Ik1 ) and delayed outw ard po tassium cur rent ( Ik ) in

isolated guinea pig v entricular myocy tes using patch-clamp techniques. Chlo robenzy ltetrahydroberberine

w as found to reduce the delay ed outw ard current in guinea pig v entricular myocytes w hen cel ls w ere de-

polarized by holding potential f rom - 40 mV to+ 50 mV. Af ter blocking Ca
2+

inwa rd current w ith Cd-

Cl2 100μmol /L. Ik current can be reco rded. Chlorobenzyltetrahydroberberine 3μmol /L inhibi ted the Ik

30%± 4% ( P < 0. 05) , chlorobenzyltetrahydroberberine 3μmol /L inhibited the Ikail apparent ly 15. 7%±

24% (P < 0. 05) , 10μmol /L 36%± 3% (P < 0. 01) , and 30μmol /L 59%± 6% ( P < 0. 001) , w hereas the

inw ard recti fier cur rent ( Ik1 ) , was no t changed by chlorobenzyl tet rahydroberberine f rom 3, 10, 30μmol /

L. Chlorobenzyltetrahydroberberine had no effect on the I-V relationship o f the inw ard recti fier po tassi-

um cur rent. These results suggest that the APD50 pro longation induced by chlo roben-

zyltetrahydroberberine was likely due to the Ik blocking effects. Chlorobenzyltet rahydroberberine w as

therefo re a selectiv e K
+

channel blo cking agent wi th show ing classⅢ antia rrhy thmic properties.

Key words　 Chlorobenzyltet rahydroberberine; Cardiac myocy te; Po tassium channels; Antia rrhythmic

agent
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