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非去极化停搏液对缺血再灌注心肌细胞

Ｌ－型钙通道的影响
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［摘要］：目的　探讨非去极化停搏液（ｎｏｎ－ｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＮＤＰ）对缺血再灌注心肌细胞 Ｌ－型钙通道（ＩＣａ－Ｌ）的影
响。方法　实验分为对照（Ｃｏｎ）组、缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组和非去极化停搏液（ＮＤＰ）组。选择培养１８～４８ｈ的 ＳＤ乳鼠心肌细
胞用于实验。Ｃｏｎ组细胞不经过缺血再灌注处理；Ｉ／Ｒ组细胞经模拟缺血缺氧３ｈ、再灌注１ｈ处理；ＮＤＰ组在模拟 Ｉ／Ｒ过程
中，加ＮＤＰ液于细胞培养基中进行干预。用全细胞膜片钳技术检测ＩＣａ－Ｌ的电流强度和门控特性。结果　与对照组相比，Ｉ／Ｒ
组ＩＣａ－Ｌ的峰值电流密度明显降低［（－９．０±３．８）ｐＡ／ｐＦｖｓ（－１５．１±８．８）ｐＡ／ｐＦ，Ｐ＜０．０５］，电流－电压曲线（Ｉ－Ｖ曲线）
上移，翻转电位绝对值减小，稳态激活曲线和失活曲线左移，恢复曲线右移。与Ｉ／Ｒ组相比，ＮＤＰ组ＩＣａ－Ｌ的峰值电流密度升高
［（－１１．４±６．７）ｐＡ／ｐＦｖｓ（－９．０±３．８）ｐＡ／ｐＦ，Ｐ＜０．０５］，Ｉ－Ｖ曲线下移，翻转电位绝对值增大，稳态激活曲线和失活曲线
右移，恢复曲线左移。结论　 ＮＤＰ液可减轻心肌细胞Ｉ／Ｒ损伤对 ＩＣａ－Ｌ通道的抑制作用和门控特性的改变，有利于保护心肌
收缩和舒张功能、减少心律失常的发生。
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损伤可引起心肌细胞离子和能量失衡，这主要与心

肌细胞膜上的离子通道和离子交换体的异常活动相

关［１］。Ｌ－型钙离子通道（ＩＣａ－Ｌ）是影响心肌细胞动
作电位时程和心肌Ｉ／Ｒ损伤中细胞内钙超载的中心
环节［２－３］。前期研究显示，非去极化停搏液（ｎｏｎ－
ｄｅｐｏｌａｒｉｚｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＮＤＰ）对于Ｉ／Ｒ损伤离体大鼠心
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脏具有保护作用［４－５］。本研究旨在研究 ＮＤＰ液对
Ｉ／Ｒ心肌细胞ＩＣａ－Ｌ的影响，探讨ＮＤＰ液对Ｉ／Ｒ心肌
产生保护效果的电生理机制。

１　材料与方法

１．１　试剂与溶液　
１．１．１　试剂　胰蛋白酶（ｓｉｇｍａ公司）、ＩＩ型胶原酶
（ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ公司）、Ｄ－ＰＢＳ液（碧云天公司）；高糖
ＤＭＥＭ、低糖ＤＭＥＭ、双抗（青霉素和链霉素）以及胎
牛血清（ＦＢＳ）（Ｇｉｂｃｏ公司）。
１．１．２　溶液　非去极化停搏液（ＮＤＰ）；ＩＣａ－Ｌ电流检
测细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：氯化胆碱（Ｃｈｏｌｉｎｅ－Ｃｌ）
１３７、ＭｇＣｌ２１、ＣａＣｌ２２、ＨＥＰＥＳ５、葡萄糖１０、ＣｓＣｌ４．６、
ＴＥＡ－ＣｌｏＨ２Ｏ１０、４－ＡＰ５，ＣｓＯＨ调 ｐＨ值至 ７．３；
ＩＣａ－Ｌ电流检测细胞内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＣｓＣｌ１２０、ＭｇＣｌ２
１、ＨＥＰＥＳ１０、ＥＧＴＡ１０、ＭｇＡＴＰ５、ＴＥＡ－ＣｌｏＨ２Ｏ１０，
ＣｓＯＨ调ｐＨ至７．３。所有电极内液用 ０．２２μｍ微
孔滤膜过滤。

１．２　主要实验器材　Ａｘｏｐａｔｃｈ７００Ｂ膜片钳放大
器、Ｄｉａｄａｔａ１３２２Ａ／Ｄ和Ｄ／Ａ数据转换器（美国Ａｘ
ｏｎ公司）；ＭＰ－２２５微操作器（美国 Ｓｕｔｔｅｒ公司）、
ＭＦ－８３０水平微电极拉制器（日本 ＮＡＲＩＳＨＩＧＥ公
司），ＩＸ７１倒置荧光显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ公司）；
软件：ｐＣｌａｍｐｅｘ１０．０（美国Ａｘｏｎ公司）、Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０．０
（美国Ａｘｏｎ公司），ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５（美国ＭｉｃｒｏｃａｌＳｏｆｔ
ｗａｒｅ公司 ）；超净工作台、恒温培养箱、离心机（ＳＩＧ
ＭＡ），培养皿及一次性耗材（普京公司）；缺氧产气
包和缺氧指示条（法国 ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘｓａ公司）；缺氧密
封盒。

１．３　乳鼠心肌细胞原代培养　选择出生后１～３ｄ
的Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，雌雄不限，断颈处死乳鼠后
迅速剪取心脏置于 Ｄ－ＰＢＳ液中反复清洗，剪去心
包、心房，将心脏剪碎至约１ｍｍ３的小块，加入０．０３％
胰蛋白酶溶液及０．０６％ ＩＩ型胶原酶的混合液，３７℃
水浴消化得到细胞悬液，以１０００ｒｐｍ离心８ｍｉｎ后
弃上清，加入含胎牛血清的培养基，再制成细胞悬液

后转入培养皿中，应用差速贴壁法６０ｍｉｎ去除内皮
细胞及成纤维细胞后，吸取细胞悬液，重新离心后弃

上清，加入含胎牛血清的培养基，将上清液细胞以每

板２．０×１０４的细胞密度均匀接种至３．５ｃｍ培养皿
中，于３７℃含５％ ＣＯ２的培养箱中培养备用。
１．４　乳鼠心肌细胞缺血再灌注模型的建立　选择
培养１８～４８ｈ的细胞用于实验。弃去原培养基，Ｄ
－ＰＢＳ液清洗１～２次后，加入模拟缺血的培养基
（含低糖的 ＤＭＥＭ、双抗，不含 ＦＢＳ）。将培养皿放

入缺氧盒中，放入缺氧包，迅速密封，置于培养箱中

３．５ｈ模拟缺氧（用缺氧指示条检测，缺氧包密封
０．５ｈ后才能致１００％缺氧）。３．５ｈ后，弃去低糖无
ＦＢＳ培养基，以正常的培养基替换，再放入培养箱中
培养１ｈ，模拟再灌注。
１．５　各组处理　对照组（Ｃｏｎ）：细胞不经过 Ｉ／Ｒ处
理；缺血再灌注（Ｉ／Ｒ）组：细胞经 Ｉ／Ｒ处理的过程中
不加入其他干预；ＮＤＰ组：在模拟 Ｉ／Ｒ处理的过程
中，以１∶４的比例将 ＮＤＰ液加入细胞培养基中进
行干预。细胞处理后，进行膜片钳实验前，用细胞外

液反复轻柔冲洗４～５次，去除残余的细胞培养基和
ＮＤＰ液后方可用于膜片钳电流记录。
１．６　乳鼠心肌细胞 ＩＣａ－Ｌ电流的记录　使用厚壁玻
璃微电极，由Ｐ－９７水平微电极拉制器拉制，内充记录
ＩＣａ－Ｌ电流的细胞内液，入液电阻在１～３ＭΩ之间。电
极入液后补偿液接电位，进行高阻封接，稳定１ｍｉｎ后
补偿电极电容，负压吸引破膜形成全细胞记录模式。

稳定１ｍｉｎ后，进行膜电容补偿，补偿串联电阻至７５％。
操作时间控制在（１０±５）ｍｉｎ。
１．６．１　ＩＣａ－Ｌ电流电压曲线（Ｉ－Ｖ曲线）　刺激方
案：Ｖｈ为－７０ｍＶ，Ｖｔ从－６０ｍＶ开始，以１０ｍＶ阶
跃刺激至 ＋６０ｍＶ，时程２５０ｍｓ，刺激频率１Ｈｚ，采
样频率５ｋＨｚ。在 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５程序中，以测试电
压为＋１０ｍＶ引出的电流对测试时间作电流图；以
不同测试电压下峰值电流密度（电流／膜电容，ｐＡ／
ｐＦ）对相应电压做Ｉ－Ｖ曲线。
１．６．２　ＩＣａ－Ｌ稳态激活曲线　刺激方案同 １．６．１。
在ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５程序中，以不同条件脉冲下的通道
相对电导（Ｇ／Ｇｍａｘ）对相应电压做散点图，用 Ｂｏｌｔｚ
ｍａｎ方程拟合，得到半激活电压（Ｖ１／２ａｃ）和激活曲线
斜率（ｋａｃ）。
１．６．３　ＩＣａ－Ｌ稳态失活曲线　刺激方案：Ｖｈ－７０
ｍＶ，条件脉冲从 －６０ｍＶ开始，阶跃１０ｍＶ去极化
至＋４０ｍＶ，持续时间１０００ｍｓ，然后紧跟给一个去
极化至 ＋１０ｍＶ，持续时间为 ２５０ｍｓ的测试电压。
在ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５程序中，以不同条件脉冲下的通道
相对电流（Ｉ／Ｉｍａｘ）对相应电压做散点图，用 Ｂｏｌｔｚ
ｍａｎ方程拟合，得到半失活电压（Ｖ１／２ｉｎａ）和失活曲线
斜率（ｋｉｎａ）。
１．６．４　ＩＣａ－Ｌ失活后恢复曲线　刺激方案：采用双脉
冲刺激法，Ｖｈ为－７０ｍＶ，给予 ＋２０ｍＶ、２５０ｍｓ的
两个同样刺激（Ｐ１和Ｐ２），两刺激间隔保持 Ｖｈ－７０
ｍＶ，间隔时程△ｔ依次增大，分别为 １，３，５，８，１２，
２０，４０，６０，１００，１６０，３００，５００，１０００ｍｓ，分别记录和
Ｐ２对应的峰电流。在 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ８．５程序中，以 Ｉ／
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Ｉｍａｘ对△ｔ作出稳态失活后恢复曲线散点图，用单
指数方程进行拟合，得到时间常数τ值。
１．７　数据处理及统计学分析　所有数据均使用
ＳＡＳ软件（ＳＡＳＩｎｓｔｉｔｕｔｅＩｎｃ．，Ｃａｒｙ，ＮＣ，ＵＳＡ）进行
分析，实验数据以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
单因素方差分析和 Ｄｕｎｎｅｔｔ＇ｓｔ检验对数据进行统
计，各组间两两比较采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ－Ｎｅｗｍａｎ－Ｋｅｕｌｓ
检验。以Ｐ≤０．０５为差异有显著性。

２　结　果

２．１　正常ＳＤ乳鼠心肌细胞Ｌ－型钙电流的特性　
使用ＩＣａ－Ｌ的细胞内外液和Ｉ－Ｖ关系刺激方案在正
常ＳＤ乳鼠心肌细胞上能记录到快速激活、缓慢失
活的内向电流。该电流从 －３０ｍＶ开始激活，峰值
电位在０～１０ｍＶ，翻转电位 ＋６０ｍＶ；在５ｍｓ左右
达到高峰，２５０ｍｓ基本完全失活。其激活和失活过
程均呈电压和时间依赖性。电流能被０．３ｍｍｏｌ／Ｌ
的氯化镉完全阻断，表明为ＩＣａ－Ｌ。记录的电流在１５
ｍｉｎ内无衰减。
２．２　乳鼠心肌细胞ＩＣａ－Ｌ峰值电流的变化　ＩＣａ－ＬＩ－
Ｖ关系刺激方案中，测试电压为＋１０ｍＶ所引出的峰
值电流与细胞膜电容的比值为 ＩＣａ－Ｌ峰值电流密度。
Ｉ／Ｒ组和ＮＤＰ组的峰值电流较对照组显著降低；ＮＤＰ
组峰值电流高于Ｉ／Ｒ组。见表１、图１Ａ。
２．３　乳鼠心肌细胞 ＩＣａ－ＬＩ－Ｖ曲线的变化　Ｉ／Ｒ组
和ＮＤＰ组的Ｉ－Ｖ曲线较对照组上移，ＮＤＰ组较Ｉ／Ｒ
组下移。对照组、Ｉ／Ｒ组和ＮＤＰ组的翻转电位分别为
（＋６０±１１）ｍＶ、（＋３８±９）ｍＶ和（＋４６±１２）ｍＶ。
（见图１Ｂ）。

表１　各组心肌细胞ＩＣａ－Ｌ特性（珋ｘ±ｓ）

项目 Ｃｏｎ组 Ｉ／Ｒ组 ＮＤＰ组

（ｎ＝８） （ｎ＝１０） （ｎ＝１２）

峰值电流密度

ＩＣａ－Ｌ（ｐＡ／ｐＦ） －１５．１±８．８ －９．０±３．８ －１１．４±６．７＃

稳态激活

Ｖ１／２ａｃ（ｍＶ） －２．７±０．９ －７．０±３．８ －６．８±４

Ｋａｃ（ｍＶ） ９．８±２．６ ９．２±２．２ ８．５±３．０

稳态失活

Ｖ１／２ｉｎａ（ｍＶ） －１６．７±４．２ －２１．０±３．２ －１９．２±６．３

Ｋｉｎａ（ｍＶ） ５．６±１．１ ５．２±０．８ ６．０±２．９

失活后恢复

τ（ｍｓ） ７１．４±２１．８ １００．０±１３．７ ７６．８±２８．５

　注：与Ｃｏｎ组比较Ｐ＜０．０５，与Ｉ／Ｒ组比较＃Ｐ＜０．０５。

　图１（Ａ）　

　图１（Ｂ）　
图１　各组心肌细胞电流峰值和Ｉ－Ｖ曲线的变化

２．４　乳鼠心肌细胞ＩＣａ－Ｌ稳态激活曲线的变化　与
对照组相比Ｉ／Ｒ和ＮＤＰ组的稳态激活曲线左移，Ｉ／
Ｒ组较ＮＤＰ组左移。各组半激活电压（Ｖ１／２ａｃ）和激
活斜率因子（Ｋａｃ）间无统计学差异。见表１、图２。

　图２　各组心肌细胞稳态激活曲线的变化

２．５　乳鼠心肌细胞ＩＣａ－Ｌ稳态失活曲线的变化　与
对照组相比Ｉ／Ｒ和ＮＤＰ组的稳态失活曲线左移，Ｉ／
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Ｒ组较ＮＤＰ组左移。Ｉ／Ｒ组失活电压（Ｖ１／２ｉｎａ）显著
高于对照组和 ＮＤＰ组（Ｐ＜０．０５）；各组失活斜率
因子（Ｋｉｎａ）无统计学差异。见表１、图３。

　图３　各组心肌细胞稳态失活曲线的变化

２．６　乳鼠心肌细胞ＩＣａ－Ｌ失活后恢复曲线的变化　
与对照组相比，Ｉ／Ｒ组和 ＮＤＰ组恢复曲线右移，Ｉ／Ｒ
组右移更加明显。各组恢复时间常数（τ）无统计学
差异。见表１、图４。

　图４　各组心肌细胞失活后恢复曲线的变化

３　讨　论

ＩＣａ－Ｌ是心肌细胞膜上 Ｃａ
２＋内流的主要通道，是

维持心肌细胞动作电位平台期的主要离子流。Ｃａ２＋

通过ＩＣａ－Ｌ进入细胞后，可触发细胞内质网钙储备的
释放，引起心肌兴奋－收缩耦联的发生，对心肌收缩
力［６－７］、胞内钙超载和心肌细胞凋亡有重要影响［８］。

Ｉ／Ｒ期间，心肌细胞膜上ＩＣａ－Ｌ通道特性的改变，直接
影响到Ｉ／Ｒ后心脏收缩和舒张功能的恢复以及心律
失常的发生。

本实验结果表明，心肌细胞 Ｉ／Ｒ后 ＩＣａ－Ｌ的峰值
电流密度比正常细胞明显降低，Ｉ－Ｖ曲线上移，翻

转电位减小，稳态激活曲线和失活曲线左移，恢复曲

线右移，提示Ｉ／Ｒ后心肌细胞膜上 ＩＣａ－Ｌ电流强度降
低，激活和失活变快，恢复减慢；在细胞培养基中加

入ＮＤＰ液对细胞进行保护，Ｉ／Ｒ后心肌细胞ＩＣａ－Ｌ的
峰值电流密度较 Ｉ／Ｒ组增大，Ｉ－Ｖ曲线下移，翻转
电位增大，稳态激活曲线和失活曲线右移，恢复曲线

左移，提示在Ｉ／Ｒ期间加入ＮＤＰ液对细胞进行保护
后，ＩＣａ－Ｌ的电流强度增大，失活变慢，恢复加快。

Ｉ／Ｒ损伤会引起心肌外 Ｃａ２＋通过钠 －钙交换、
受损的 ＩＣａ－Ｌ等途径进入细胞，造成细胞内“钙超
载”，在Ｃａ２＋浓度相同的细胞外液中，Ｉ／Ｒ后的心肌
细胞内外 Ｃａ２＋浓度梯度比正常细胞小，ＩＣａ－Ｌ激活
后，细胞内外 Ｃａ２＋平衡加快，因而 ＩＣａ－Ｌ的翻转电位
减小。Ｉ／Ｒ期间心肌细胞离子和能量平衡被破坏，
细胞内外离子浓度梯度降低，胞膜处于去极化状态，

ＩＣａ－Ｌ大多处于失活态，ＩＣａ－Ｌ的磷酸化过程受到抑制，
因此，Ｉ／Ｒ后心肌细胞的峰值电流密度降低，Ｉ－Ｖ
曲线明显上移。就心脏整体而言，心肌细胞膜上

ＩＣａ－Ｌ的这种改变会造成心肌细胞动作电位时程缩
短，复极过程加快，易导致心脏各部位心肌复极不一

致，从而诱发折返性心律失常［９］。

ＮＤＰ液是一种非去极化心脏停搏液，它含有可
以将心肌细胞的膜电位控制在静息水平或超极化状

态的腺苷、利多卡因和尼可地尔，减少了Ｉ／Ｒ期间心
肌细胞内外的损伤性离子流动及能量损耗。翻转电

位增大表明在Ｉ／Ｒ期间心肌细胞内钙超载的程度较
Ｉ／Ｒ组减轻，同时由于心肌细胞膜电位的去极化程
度降低，ＩＣａ－Ｌ大多处于关闭态（非失活态），因此，
ＩＣａ－Ｌ的峰值电流密度高于 Ｉ／Ｒ组，Ｉ－Ｖ曲线下移。
这种ＩＣａ－Ｌ活性的维持保证了心肌细胞兴奋 －收缩
耦联的产生，对心脏收缩功能的恢复有重要意义。

此外，心肌动作电位时程的延长，复极过程减慢，可

防止心肌复极不一致，降低心律失常的发生。

心肌细胞Ｉ／Ｒ后ＩＣａ－Ｌ的激活和失活变快，其中
半失活电压降低的幅度较对照组和 ＮＤＰ组有统计
学意义，这会造成失活曲线与激活曲线间的“钙窗

流”区域增大［１０］，钙稳态破坏。此时，ＩＣａ－Ｌ既已经激
活，又没有完全失活，心肌细胞内肌浆网对钙调节的

作用障碍，增大的“钙窗流”会导致心肌细胞内钙超

载加重。这容易诱发早期后除极和晚期后除极，形

成触发活动，导致室性心律失常的发生［１１］。ＮＤＰ组
ＩＣａ－Ｌ的激活和失活较 Ｉ／Ｒ组减慢，而半失活电压显
著升高，由“钙窗流”引起的细胞内钙超载程度减

轻，有利于钙稳态的维持。

正常的 ＩＣａ－Ｌ峰值电流密度和门控特性对于心
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脏兴奋性、心肌收缩力以及心肌细胞正常生理功能

的进行具有重要作用。本研究结果表明，Ｉ／Ｒ心肌
细胞ＩＣａ－Ｌ的峰值电流密度降低，门控特性改变，这
不利于Ｉ／Ｒ后心脏功能的恢复，易导致心律失常的
发生。ＮＤＰ液中含有可以抵抗 Ｉ／Ｒ损伤的有效成
分，主要包括：ＡＴＰ敏感性钾离子通道（ＫＡＴＰ）开放剂
腺苷和尼可地尔、快钠通道阻滞剂利多卡因，它们可

在Ｉ／Ｒ期间维持心肌细胞膜电位的稳定，减轻心肌
细胞膜损伤性离子流动和能量的损耗；组氨酸系统

具有强大的缓冲能力，可有效防止细胞内酸中毒；谷

胱甘肽可抵抗心肌细胞氧自由基的损伤。ＮＤＰ液
中这些成分的优势可帮助减轻Ｉ／Ｒ损伤后心肌细胞
ＩＣａ－Ｌ电流强度和门控特性的改变，有利于心脏收缩
和舒张功能的恢复和减少心律失常的发生。
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