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要"目的
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观察钩藤碱对离体猪冠状动脉血管的作用!并探讨其作用机制$方法
!

采用血管环张力测定技术及全细胞穿

孔膜片钳技术分别观察钩藤碱对离体猪冠状动脉血管环张力的影响以及对大电导钙激活钾通道"
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#的作用$结果
!

血管环

张力实验显示钩藤碱能够明显舒张%"
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#去极化所致的冠状动脉血管收缩!而
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4通道阻断

剂四乙基胺"
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#不能抑制钩藤碱的舒血管作用!提示
%

4通道几乎不参与钩藤碱对猪冠状动脉血管的舒张$在全细胞穿孔膜

片钳模式下!钩藤碱"
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通道介导的自

发性瞬时外向电流"
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#的幅度和频率也分别下降了"
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钩藤碱可明显舒张

猪冠状动脉血管!而对全细胞
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通道具有明显的抑制作用!
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4通道的激活在钩藤碱的舒血管机制中所起的作用不大$
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钩藤#性甘寒#具有清热平肝)熄风镇痉之功效#是著名平

肝熄风代表方*天麻钩藤饮+的主药之一,现代药理学研究证

明钩藤具有扩张外周血管)降压)抑制心肌肥厚)负性肌力及负

性频率的作用&

,

'

#临床上主要用于治疗高血压)癫痫等心脑血

管和中枢神经系统疾病,中药化学研究证明钩藤碱是中药钩

藤的主要有效活性成分之一&
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#其药理学活性与钩藤近似#具

有显著的抗高血压和神经保护作用&
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,目前采用动物模型研

究表明#钩藤碱抗高血压效应主要与其舒血管活性相关#但钩

藤碱对冠状动脉血管的舒缩作用及其离子通道机制的研究目

前未见报道,
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%是血管舒缩活动调节中的重要靶点,

相对少量
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通道的激活就可造成细胞膜超极化#间接抑制
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型电压依赖性钙通道$
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%活动#从而负反馈调节平滑肌的舒张&
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近年来的进一步研究发现#细胞内肌质网上簇集分布的兰诺定

受体$
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%的协调开放激活
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生的自发性瞬时外向电流$
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%是生理状态下
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通道发挥负反馈调控的

基础&
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有研究发现在内面向外式膜片下#钩藤碱$
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%可

激活平滑肌细胞的
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,而钩藤碱在全细胞模式下

或组织水平能否引起
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开放增加#目前未见报道,本研究

以猪冠状动脉为研究对象#采用血管环张力测定技术及全细胞

穿孔膜片钳技术#探讨钩藤碱对血管张力的调节#以及全细胞

模式下钩藤碱对平滑肌细胞
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的影响,
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离体猪冠状动脉血管环张力实验
!

屠宰场处死猪后#迅

速取出心脏并用生理盐水冲洗淤血#冷冻保存后立即送往实验

室,分离出左冠状动脉前降支$内径约
,

#
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#壁厚约

#*<00

%#放入盛有台氏液的器皿中#仔细剔除血管壁上的脂

肪)纤维组织和外膜#注意尽量减少对组织的损伤,将分离出

的冠状动脉血管剪成长约
#*<H0

的血管环#浸入台式液中
"
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冰箱保存备用,实验时#将血管环固定在通
)<- :

8

和
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#
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的恒温浴槽中#通过张力换能器与多道生理记录仪

输入端相连#将血管环张力传递至
Z1PCI2'R

生物信号采集处

理系统,冠状动脉血管前负荷
,

M

#平衡
!#0?A

并间隔
8#0?A

更换台式液#待基线平稳后开始实验,标本稳定后#加入高浓

度的
%&2

溶液#使肌槽内终浓度为
"#0012
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#引起冠状动脉

环发生最大收缩#稳定
,#

#

,<0?A

,在此基础上观察钩藤碱对

血管张力的影响,实验开始前所有动脉环用
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"

3%&2

多次刺激#当标本对刺激稳定时#即相邻连续两次同样的刺激

所引起的收缩幅度差别小于
,#-

时#且在此基础上
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!
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乙酰胆碱所引起的舒张幅度小于
8#-

#可认为内皮去除,之

后用新鲜的台式液换洗后开始正式实验#观察药物干预的

作用,
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参照文献&

(

'报道的方法,将外膜和纤维)脂肪组织剔除

干净的血管置于预冷台式液中#纵向剖开血管后用细小的棉签

在其内膜面轻轻来回摩擦几下以去除内皮#之后将其斜行剪成

800a<00

的条块,将组织块放入酶液
,

#在
=/`

恒温水

浴箱内振荡消化
,<

#

8#0?A

左右#将组织取出转入酶液
8

中

继续消化
(

#

,#0?A

#之后取出组织置于无钙台式液中用吸管

轻轻吹打#吸取细胞悬液于倒置相差显微镜下进行观察#如能

找到
"

#

<

个细胞"低倍视野#且细胞膜完整光滑#折光性好#即

可中止消化,细胞悬液于
"`

保存备用,
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通道电流的记录
!

实验在室温下$

8#

#

8<`

%进行#

将分离所得的冠状动脉平滑肌细胞置于倒置相差显微镜台的

浴槽中#将灌有电极液的微管电极固定于电极夹持器上#给予

电极内一定正压#用微电极操纵器控制微管电极浸入浴液#发

放振幅
20W

)波宽
"#0;

的矩形脉冲作为参考脉冲#检测电极

尖端阻抗并观察封接形成过程#调节放大器*

WB&:_Z

+旋钮补

偿液接电位为零,操纵微推进器使电极尖端贴附在细胞表面#

在示波器上可见应答电流$参考脉冲振幅%减少#稍加负压

$

,#

#

8#H0Y
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%即可见应答电流下降直至为零#电流噪声随

之减小#表明高阻封接形成$阻抗高达
,#[
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以上%#即形成细

胞贴附式膜片$
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%,调节
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进行快电容

补偿,在此基础上#二性霉素
$

在细胞膜片上逐渐穿孔形成

全细胞构型#补偿串联电阻使其最小化$一般小于
,#_

$

%#同

时调节
&B;21P

进行慢电容补偿#之后即可对细胞实行电压钳

制,用一小的超极化电压方波脉冲测定全细胞膜电容引起的

电流瞬变!保持电位$

F12>?A

MK

1ECAE?'2

#

YZ

%

V!#0W

#阶跃超

极化到
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#方波持续时间
8#0;

#以此计算细胞膜电容
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%,全细胞
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通道电流采用阶跃

方波除极或斜坡除极脉冲引出,阶跃方波脉冲方案!
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V!#0W

#从
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以
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阶跃除极至
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#脉冲时
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,斜坡脉冲方案!
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#斜坡从
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以

#*#8(W

"

;

的速度除极至
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$

&6bB8=##

%放大#

,OYS

低通滤波#经
,8

位
7

"

X

)

X

"

7

转换器

$

X?

M

?>'E',=887

#

7D1A\A;EIQ0CAE

#

T97

%#在 专 用 软 件

Z&37_Z

$

WCI;?1A,#*,

#

7D1A\A;EIQ0CAE

#

T97

%支持下记录

储存于计算机,采样频率为
,#OYS

#采样方式为
&2'0

K

CD

下

的
6

K

?;1>?H;E?0Q2'E?1A

,

>*C

!

统计学处理
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采用
9Z99,,*#

软件进行统计学分析#实

验数据以
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表示#组间比较采用
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检验#
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表示差异

有统计学意义,
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结
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果
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钩藤碱对猪冠状动脉血管张力的影响
!

平衡约
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血管

张力稳定后#在恒温浴槽中加入
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#见图
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#血

管张力即刻显著增加#张力基本稳定后在台式液中直接加入
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钩藤碱#观察到
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诱发的血管张力增加几乎完

全被抑制#
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后血管张力约下降了
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并不能抑制钩藤碱引起的血管舒张$
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行实验中采用
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4通道后#钩藤碱仍能

显著降低血管张力
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4通道在钩藤碱的舒张血管机制中所起的作用不大#见图
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%预收缩引起

的血管张力增加#随后
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4通道阻断剂
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%不能对抗血

管的舒张,
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!柱状图显示未用
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预处理组和
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预处理组钩藤

碱引起的血管舒张无明显差异,
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钩藤碱对血管环张力的影响
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通道的基本特性
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本实验采用二性霉素
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穿孔的

全细胞膜片钳技术记录猪冠状动脉平滑肌细胞
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通道,给

予小的超极化脉冲引出瞬变电流#计算出细胞膜电容为
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$
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%,用阶跃方波及斜坡除极脉冲引出

的外向电流见图
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和
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,电流随着膜电位的增加而增加#具

有一定的外向整流特性#在较高除极电压时电流呈现大噪声样

特征,在观察的
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内#记录的电流未发现*
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同时实验中观察到
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随机性地叠加到全细胞
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宏观电流及其上叠加的
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胞
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图形!当细胞膜的钳制电压在
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%#可观察到
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的幅度和频率均明显增加,

?*@

!

钩藤碱对
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宏观电流及
95:&;

的影响
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实验中观察
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,加药前后电流变化的电流
B

电压关系曲线$
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明显抑制猪冠状动脉平滑肌细胞
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自发性
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宏观电
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95:&;

的活性,
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的幅度和频率具有

明显的电压依赖性$
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图
8

!!

猪冠状动脉平滑肌细胞
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宏观电流及
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的电流
B

电压关系曲线$

\BWHQINC;

%#钩藤碱$

,##

!

012

"

3

%明显抑制不
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到
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!实

验中记录到的钳制电位在
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%明显

抑制
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的幅度和频率,
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钩藤碱明显抑制猪冠状动脉平滑肌细胞
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宏观电流及
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血管平滑肌的舒缩活动受诸多因素的影响#包括神经调

节)体液调节和肌源性调节,在上述调节机制中#离子通道起

着非常重要的作用,电压依赖性钙通道和钾通道在调控血管

舒缩活动中发挥重要的作用,
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84通道的抑制和
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的外向电流#在

调节冠状动脉血流量中起着举足轻重的作用,

血管环张力实验表明#
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不能抑制钩藤

碱的血管舒张效应#提示
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4通道在钩藤碱对猪冠状动脉血管
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%溶液所致的
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84内流量#提示钩藤碱可能为一
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'研究发现钩藤碱可直接抑制大鼠

心室肌细胞的钙通道,
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3BWX&&;

相关(另外#高

浓度的钩藤碱$

&

,##

!

012

"

3

%可抑制咖啡因和环匹阿尼酸

$

H

J

H21

K

?'S1A?H'H?>

#

&Z7

%诱导的血管收缩,以上研究结果提

示钩藤碱的血管舒张效应主要与影响钙转运功能$包括外钙内
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实验中采用全细胞穿孔膜片钳技术#首先#观察了猪冠状

动脉平滑肌细胞
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的电压依赖性#两者均可被
$%

&'

特异性阻断剂
\R5]

阻断#从

而证实
95:&;

是由
$%

&'
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后电流不能完全恢复,而开丽和王中峰&
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'研究发现#在内面向

外式膜片下#钩藤碱可浓度依赖性地激活大鼠肺动脉平滑肌细
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道的动力学特性,在此模式下记录
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单通道电流时#电压

钳制的仅是一小片细胞膜#细胞内环境已发生了很大的改变#

缺少了细胞内一些信号分子及信号通路的调控,而全细胞模
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和电流,$
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%不同记录模式下细胞内游离
&'

84 的浓度不同#
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下#钩藤碱对
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活性的调节过程中是否涉及一些内源性的

信号分子#还需要进一步的证实,
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然而#目前关于钩藤碱的研究还仅仅局限于单体或有效成分#

但中药应用以复方为主#多味中药往往协同作用#且中药复方
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此#纯粹单体的研究并不能很好地说明中药复方的药理作用机

制#应用膜片钳技术研究确切有效的中药复方#从细胞)分子水

平阐述其作用机制#为中药复方研究开辟一条新思路#将极大

地拓展中药开发的前景,

参考文献"

&

,

' 何昱#洪筱坤#王智华
*

钩藤及其有效成分的药理研究进

展&

f

'

*

上海中医药杂志#

8##=

#

=/

$

,,

%!

</B!#*

&

8

' 石京山#余俊先#陈修平#等
*

钩藤总碱)钩藤碱和异钩藤

碱的药理作用&

f

'

*

中国药理学报!英文版#

8##=

#

8"

$

8

%!

)/B,#,*

&

=

'

bF1Qf

#

bF1Q9*7AE?F

JK

CIECA;?NC'A>ACQI1

K

I1ECHE?NC'HB

E?N?E?C;1GIF

J

AHF1

K

F

J

22?AC

!

5FCI12C1GIF

J

AHF1

K

F

J

22?AC?A

ACQI1EI'A;0?;;?1A'A>?1AHF'AAC2'HE?N?E

J

&

f

'

*f6EFA1B

K

F'I0'H12

#

8#,#

#

,=8

$

,

%!

,<B8/*

&

"

'

Y?22_7

#

g'A

M

g

#

622'9L

#

CE'2*3'I

M

CH1A>QHE'AHC

#

&'

84

B'HE?N'EC>%

4

HF'AAC2;

$

$%

&'

%

'A>'IECI?12'I0

J

1B

M

CA?H;?

M

A'2?A

M

&

f

'

*c6$9 3CEE

#

8#,#

#

<("

$

,#

%!

8#==B

8#"8*

&

<

'

&FCA

M

Y

#

3C>CICI df*&'2H?Q0;

K

'IO;

&

f

'

*ZF

J

;LCN

#

8##(

#

((

$

"

%!

,"),B,<"<*

&

!

' 开丽#王中峰
*

钩藤碱对大鼠肺动脉平滑肌细胞钙激活钾

通道的影响&

f

'

*

中国药理学与毒理学杂志#

,)))

#

,=

$

,

%!

==B=!*

&

/

' 刘书宏#曾晓荣#尹雷
*

钩藤碱对人体肠系膜动脉平滑肌

细胞大电导钙激活钾通道的影响&

f

'

*

四川生理科学杂

志#

8##/

#

8)

$

=

%!

)/B))*

&

(

'

&'?c

#

3?Zg

#

g'A

M

g

#

CE'2*&F'I'HECI?;E?H1G;

K

1AE'AC1Q;

EI'A;?CAE1QEP'I>

K

1E';;?Q0HQIICAE;?AN';HQ2'I;011EF

0Q;H2CHC22;1G

K

1IH?ACH1I1A'I

J

'IECI

J

&

f

'

*7HE'ZF

J

;?12

9?A

#

8##/

#

<)

$

,

%!

8/B="*

&

)

'

3C>1QDf

#

dCIACI_6

#

$I'

J

>CAf6

#

CE'2*&'2H?Q0B'HE?N'B

EC>

K

1E';;?Q0HF'AAC2;'A>EFCIC

M

Q2'E?1A1GN';HQ2'IE1AC

&

f

'

*ZF

J

;?121

MJ

#

8##!

#

8,

$

,

%!

!)B/(*

&

,#

'黄燮南#石京山#谢笑龙#等
*

钩藤碱和异钩藤碱对"<

&'

转

运的影响&

f

'

*

中国药理学通报#

,))=

#

)

$

!

%!

"8(B"=#*

&

,,

'

d'A

M

]3

#

bF'A

M

3_

#

YQ'b*$21HO?A

M

CGGCHE1GIF

J

AHF1B

K

F

J

22?AC1AH'2H?Q0HF'AAC2;?A?;12'EC>I'ENCAEI?HQ2'I

0

J

1H

J

EC;

&

f

'

*7HE'ZF'I0'H129?A

#

,))"

#

,<

$

8

%!

,,<B,,(*

&

,8

'

bF'A

M

d$

#

&FCA&]

#

9?09_

#

CE'2*\AN?EI1N';1>?2'E1I

0CHF'A?;0;1GEFC?A>12C'2O'21?>;IF

J

AHF1

K

F

J

22?AC'A>

?;1IF

J

AHF1

K

F

J

22?AC

#

?;12'EC>GI10 EFCF11O1G TAH'I?'

IF

J

AHF1

K

F

J

22'

$

_?

U

QC2

%&

f

'

*̂'QA

J

A9HF0?C>CRCI

M

;7IHF

ZF'I0'H12

#

8##"

#

=!)

$

8

%!

8=8B8=(*

&

,=

'

Y1Q9

#

YC?AC0'AA9Y

#

Y1;F?5*_1>Q2'E?1A1G$%

&'

HF'AAC2

M

'E?A

M

R

J

CA>1

M

CA1Q;;?

M

A'2?A

M

012CHQ2C;

&

f

'

*

ZF

J

;?121

MJ

#

8##)

#

8"

$

,

%!

8!B=<*

$收稿日期!

8#,,B,#B#/

!

修回日期!

8#,,B,8B,8

%

!!<,

重庆医学
8#,8

年
!

月第
",

卷第
,!

期




