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氟灭酸对豚鼠微动脉平滑肌细胞间缝隙连接的抑制作用
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　　摘　要：目的　探讨氟灭酸（ＦＦＡ）对微动脉平滑肌细胞间缝隙连接的影响。方法　采用全细胞膜片钳技术观察ＦＦＡ对微动

脉段上平滑肌细胞膜电容（Ｃｉｎｐｕｔ）、膜电导（Ｇｉｎｐｕｔ）或膜电阻（Ｒｉｎｐｕｔ）的影响。结果　ＦＦＡ可以浓度依赖和可逆的降低微动脉段上平

滑肌细胞的Ｃｉｎｐｕｔ和Ｇｉｎｐｕｔ（或者增加 Ｒｉｎｐｕｔ）。ＦＦＡ抑制肠系膜动脉（ＭＡ）和脑动脉（ＢＡ）平滑肌细胞Ｇｉｎｐｕｔ的ＩＣ５０分别为５６、３３

μｍｏｌ／Ｌ，微动脉间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ＦＦＡ浓度大于或等于３００μｍｏｌ／Ｌ时，ＭＡ和ＢＡ微动脉段上平滑肌细胞

的Ｃｉｎｐｕｔ、Ｇｉｎｐｕｔ或Ｒｉｎｐｕｔ与相应单个平滑肌细胞十分接近。结论　ＦＦＡ可以浓度依赖和可逆的阻断微动脉平滑肌细胞间缝隙连接，

ＦＦＡ的浓度大于或等于３００μｍｏｌ／Ｌ时可以完全阻断微动脉平滑肌细胞间的缝隙连接。ＦＦＡ对 ＭＡ和ＢＡ微动脉细胞间缝隙连

接具有同源性。
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　　氟灭酸（ｆｌｕｆｅｎａｍｉｃａｃｉｄ，ＦＦＡ）是临床常见的非甾体抗炎

药物，研究发现氟灭酸能够阻断Ｃｌ－通道
［１２］、调节非选择性阳

离子通道［３４］，还可以抑制培养的成纤维细胞和神经母细胞瘤

细胞间的缝隙连接通道［５］。本实验主要研究氟灭酸对急性分

离的微动脉细胞间缝隙连接通道的电生理特性影响。许多组

织和器官上都表达有缝隙连接存通道，是细胞间进行电化学信

息通讯的直接途径［６７］。缝隙连接通道由相邻的两个细胞各提

供一个连接子对接而成，每个连接子由６个不同或相同的连接

蛋白（ｃｏｎｎｅｘｉｎ，Ｃｘ）构成，缝隙连接通道的孔径约１．５ｎｍ，允

许相对分子量小于１ＫＤ的分子通过。目前发现超过２０种Ｃｘ

表达在不同的细胞［６，８］。

缝隙连接在维持人体正常生理功能中扮演着重要角色，在

血管舒缩运动中更为突出［９１３］。调节血管舒缩运动的电、化学

信息在平滑肌细胞和内皮细胞之间传递，以及平滑肌细胞的同

步化都需要缝隙连接功能和结构的完整性［９，１４］。为了研究缝

隙连接在生理和病理生理状态下所发挥的作用，特异性缝隙连

接阻断剂是必不可少的。有报道发现在培养的细胞上氟灭酸

能够抑制细胞间的缝隙连接通讯［５］，但在急性分离的血管段标

本上尚未见相关报道。本实验采用微动脉段全细胞膜片钳技

术在急性分离的脑动脉（ｂｒａｉｎ？ａｒｔｅｒｙ，ＢＡ）和肠系膜动脉

（ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃａｒｔｅｒｙ，ＭＡ）上，研究氟灭酸对血管平滑肌细胞间

缝隙连接通道电生理特性的影响，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　实验所用豚鼠（新疆维吾尔自治区疾病控制中心

动物饲养科提供，动物质量符合一级标准）雌雄不限，体质量约

２００～３００ｇ，麻醉状况下放血处死，迅速取出肠系膜和脑，置于

生理盐溶液中，生理盐溶液成分如下：ＮａＣｌ１３８．０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ＫＣｌ５．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２１．６ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ

ＨＥＰＥＳ５．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ６．０ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖７．５ｍｍｏｌ／

Ｌ。生理盐溶液中迅速取出ＢＡ和 ＭＡ。所用药物用生理盐溶

液配制，通过开关控制药物灌流标本，保持灌流速度、温度和其

他成分不变。所用药物有：氟灭酸由Ｓｉｇｍａ公司提供，其余试

剂均为国产分析纯试剂。

１．２　方法

１．２．１　微动脉段标本制备　截取好的微动脉标本置于直径

３５ｍｍ的培养皿中，血管微动脉长约０．４ｍｍ，直径在４０～８０

μｍ之间，两端用细铂金片固定在培养皿底部，在３７℃温箱中

用含有胶原酶Ａ（１．５ｍｇ／ｍＬ）的生理盐溶液处理１５ｍｉｎ，生理
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表１　　微动脉段上和单个平滑肌细胞的膜电生理特性的比较

膜电生理特性
微动脉段标本

ＢＡ（狀＝２０） ＭＡ（狀＝２０）

单个平滑肌细胞

ＢＡ（狀＝２１） ＭＡ（狀＝３３）

Ｒｉｎｐｕｔ（Ｍ） ３８５．００±４４．００ ３００．００±５３．００ ２９１０．００±１９８．００ ２４５９．００±１１５．００

Ｇｉｎｐｕｔ（ｎＳ） ３．２６±０．４０ ５．１６±０．７４ ０．３８±０．０３ ０．４５±０．０３

Ｃｉｎｐｕｔ（ｐＦ） １８５．００±２７．００ ３１２．００±７６．００ ８．９４±０．５６ １３．９±０．５４

　　：犘＜０．０１，与微动脉段标本比较。

盐溶液置换２次去除残存胶原酶Ａ，体显微镊下进一步去除附

在微动脉上的结缔组织。

１．２．２　单个平滑肌细胞制备　将微动脉置于细胞分离液中

２０ｍｉｎ，细胞分离液成分为：ＮａＣｌ１４２．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＫＣｌ５．００

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２ ０．０５ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２ １．００ ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｎａ

ＨＥＰＥＳ４．００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ５．００ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖 ７．５０

ｍｍｏｌ／Ｌ。将微动脉剪成几段放入消化液后，在３７℃温箱中消

化２０～２５ｍｉｎ，消化液成分包括：木瓜蛋白酶０．７５ｍｇ／ｍＬ，胶

原酶Ⅰ１．００ｍｇ／ｍＬ，牛血清清蛋白３．７５ｍｇ／ｍＬ，二硫苏糖醇

０．３０ｍｇ／ｍＬ。１０００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ后弃上清液，加入细胞

分离液制成细胞悬浮液，如此反复替换３次后，将液体移至用

多聚赖氨酸处理过的培养皿内，静置３０ｍｉｎ使细胞贴壁。生

理盐溶液冲洗２０ｍｉｎ后进行全细胞膜片钳实验。

１．２．３　全细胞膜片钳记录　室温条件下（２２～２５℃）标本持

续灌注生理盐溶液（０．２ｍＬ／ｍｉｎ）进行全细胞膜片钳实验。记

录电极阻抗约为５ＭΩ，Ｐ９７拉制仪拉制。电极内液成分是：

Ｋｇｌｕｃｏｎａｔｅ１３０．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣａＣｌ２２．０

ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＨＥＰＥＳ１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＧＴＡ

５．０ｍｍｏｌ／Ｌ，葡萄糖７．５ｍｍｏｌ／Ｌ。通过微操纵器接触到细胞

后给予负压形成ＧΩ封接。补偿电极电容后给予瞬时较强负

压或者电刺激击破细胞膜形成全细胞膜片钳，膜电流用１０

ｋＨｚ（－３ｄＢ）低频滤过
［１５］。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　微动脉平滑肌细胞间的缝隙连接　微动脉段上和单个平

滑肌细胞的细胞膜电生理特性（表１），ＭＡ和ＢＡ微动脉段上

平滑肌细胞Ｃｉｎｐｕｔ大约是消化分离的单个平滑肌细胞的１０倍，

Ｇｉｎｐｕｔ大约是单个平滑肌细胞的２０倍。

图１　　氟灭酸对微动脉平滑肌细胞间缝隙连接的抑制作用

２．２　氟灭酸抑制微动脉平滑肌细胞间的缝隙连接 　应用氟

灭酸前细胞膜电流幅度显著大于应用氟灭酸（３００μｍｏｌ／Ｌ）后

（图１），细胞Ｒｉｎｐｕｔ从０．３２ＧΩ增加到２．１５ＧΩ。表２总结了氟

灭酸对微动脉段平滑肌细胞Ｃｉｎｐｕｔ、Ｒｉｎｐｕｔ和Ｇｉｎｐｕｔ的影响，应用氟

灭酸干预后记录平滑肌细胞的Ｃｉｎｐｕｔ、Ｒｉｎｐｕｔ和Ｇｉｎｐｕｔ与表１中单

个细胞的数值十分接近。此外，应用单指数方程分别对氟灭酸

干预和对照组记录平滑肌细胞膜电容充放电过程进行拟合。

结果发现，氟灭酸干预前拟合效果较差（狉≤０．９０），干预后拟合

效果较好（狉＞０．９８），细胞 Ｃｉｎｐｕｔ的充放电的时间常数也由

１１．００ｍｓ减少至０．３２ｍｓ。

表２　　氟灭酸对微动脉段上平滑肌细胞膜电生理特性的影响

血管种类 膜电生理特性 对照组（狀＝９）
处理组（狀＝９）

氟灭酸（３００μｍｏｌ／Ｌ）

ＢＡ Ｒｉｎｐｕｔ（Ｍ） ３７９．００±４１．００ ３９１０．００±７２８．００

Ｇｉｎｐｕｔ（ｎＳ） ２．９８±０．５６ ０．２９±０．１２

Ｃｉｎｐｕｔ（ｐＦ） １８５．００±２７．００ ７．８０±０．４９

ＭＡ Ｒｉｎｐｕｔ（Ｍ） ２４９．００±３１．００ ３２５６．００±６１６．００

Ｇｉｎｐｕｔ（ｎＳ） ４．７８±０．６８ ０．４１±０．０８

Ｃｉｎｐｕｔ（ｐＦ） ３１２．００±７６．００ １１．３６±０．９８

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

　　应用斜坡电压刺激显示氟灭酸净电流的电流／电压（犐／犞）

曲线呈线性（图２），且微动脉段上记录平滑肌细胞的静息电位

与翻转电位点十分接近，提示氟灭酸主要抑制相邻细胞间缝隙

连接通道。

图２　　氟灭酸净电流的犐／犞 曲线

图３　　氟灭酸浓度依赖的抑制微动脉上平滑肌细胞膜电导

２．３　氟灭酸浓度依赖的抑制微动脉平滑肌细胞间缝隙连接　

氟灭酸可以浓度依赖性的抑制微动脉上平滑肌细胞间缝隙连

接（图３），氟灭酸（１～１０００μｍｏｌ／Ｌ）能够浓度依赖的减少微动

脉段上平滑肌细胞的 Ｇｉｎｐｕｔ。经绘制曲线发现氟灭酸抑制ＢＡ

和 ＭＡ细胞间缝隙连接通道的ＩＣ５０分别为３３和５６μｍｏｌ／Ｌ，

氟灭酸抑制两种微动脉细胞间缝隙连接通道的差异无统计学
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意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

本实验在ＢＡ和 ＭＡ上通过以下３个方面得以证实氟灭

酸可以可逆和浓度依赖的抑制细胞间缝隙连接通讯：（１）氟灭

酸能够增加微动脉段上平滑肌细胞的Ｒｉｎｐｕｔ至单个平滑肌细胞

水平；（２）氟灭酸可以减小微动脉段上平滑肌细胞Ｃｉｎｐｕｔ值和

Ｇｉｎｐｕｔ值接近于单个细胞；（３）氟灭酸后能够降低细胞膜充放电

时间至单个细胞水平，且单指数方程能够较好的拟合［１６１７］。

结果提示，当氟灭酸的浓度
#３００μｍｏｌ／Ｌ时ＢＡ和 ＭＡ微动

脉段上平滑肌细胞间的缝隙连接通道可以被完全抑制。此外，

氟灭酸对ＢＡ和 ＭＡ两种微动脉细胞间缝隙连接通道的抑制

作用无统计学差异，提示相同的连接蛋白表达在上述两种微

动脉。

Ｈａｒｋｓ等
［１８］报道在健康大鼠肾成纤维细胞和过表达Ｃｘ４３

的ＳＫＨｅｐ１细胞上氟灭酸可以阻断细胞间的缝隙连接通讯，

ＩＣ５０是４０μｍｏｌ／Ｌ，当浓度大于或等于２５０μｍｏｌ／Ｌ时氟灭酸

可以完全阻断细胞间的缝隙连接通讯。此结果与本实验的结

果一致。血管微动脉主要表达Ｃｘ３７、Ｃｘ４０、Ｃｘ４３和Ｃｘ４５，其

中平滑肌细胞上主要表达Ｃｘ３７、Ｃｘ４３和Ｃｘ４５，内皮细胞上主

要表达Ｃｘ３７、Ｃｘ４０和Ｃｘ４３
［１３］。本实验结果提示，在 ＭＡ和

ＢＡ微动脉上平滑肌细胞间缝隙连接通道可能是由Ｃｘ４３和其

他几种连接蛋白组成的异聚体。另有文献报道，在 Ｎ２Ａ神经

母细胞瘤上氟灭酸能够非选择性阻断由 Ｃｘ２６、Ｃｘ３２、Ｃｘ４０、

Ｃｘ４３、Ｃｘ４６和Ｃｘ５０分别组成的缝隙连接通道
［１９］。

缝隙连接是相邻细胞间的连接通道排列而组成的一种特

殊膜结构，能够允许某些离子以及相对分子质量小于１×１０３

的分子自由通过，是细胞间进行物质交换和信息通讯的途

径［２０］。缝隙连接与血管紧张度的调节密切相关，通过缝隙连

接电化学信号的直接交流，使血管能够保持电和机械活动的同

步性，对刺激信息作出同步性的反应，保证血管舒缩功能的一

致和稳定。病理情况下，伤害性信息也能够相邻细胞间存在的

缝隙连接通道进入正常细胞，进而使正常细胞出现病理性改

变［９］，如果提前应该缝隙连接阻断剂阻断异常细胞与正常细胞

间的缝隙连接通道，则伤害性信息不会传递至正常细胞。Ｓａｌｔ

ｍａｎ等
［２１］发现在心肌梗死的动物模型上提前应用了缝隙连接

阻断剂庚醇，心肌梗死的面积显著降低。因此，缝隙连接阻断

剂将会是治疗心脑血管疾病非常重要的工具。
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［２０］ＭｅｓｅＧ，Ｒｉｃｈａｒｄ Ｇ，ＷｈｉｔｅＴＷ．Ｇａｐｊｕｎｃｔｉｏｎｓ：ｂａｓｉｃ

ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｎｖｅｓｔＤｅｒｍａｔｏｌ，２００７，１２７

（１１）：２５１６２５２４．

［２１］ＳａｌｔｍａｎＡＥ，ＡｋｓｅｈｉｒｌｉＴＯ，ＶａｌｉｕｎａｓＶ，ｅｔａｌ．Ｇａｐｊｕｎｃ

ｔｉｏｎｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇｐｒｏｔｅｃｔｓｔｈｅｈｅａｒｔａｇａｉｎｓｔｉｓｃｈｅｍｉａ［Ｊ］．Ｊ

ＴｈｏｒａｃｉｃＣａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒＳｕｒｇ，２００２，１２４（２）：３７１３７６．

（收稿日期：２０１３０９２８　修回日期：２０１３１１１６）

４７５ 重庆医学２０１４年２月第４３卷第５期




