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“９７３”专题———基于病证结合的气血相关理论研究

延胡索叔胺碱和季胺碱对豚鼠心室肌细胞动作电位

和 ＨＥＲＧ通道电流的影响

孟红旭　姚明江　任钧国　刘建勋
（中国中医科学院西苑医院基础医学研究所，中药药理北京市重点实验室，北京，１０００９１）

摘要　目的：观察延胡索叔胺碱和季胺碱对动作电位和ＨＥＲＧ通道的影响，探讨２种生物碱抗心律失常的作用机制。方
法：采用全细胞膜片钳技术记录急性分离的豚鼠心室肌细胞动作电位和培养的稳定转染ＨＥＲＧ通道蛋白的ＨＥＫ２９３细胞
的ＨＥＲＧ通道电流。结果：叔胺碱（３０，１００ｍｇ／Ｌ）可延长 ＡＰＤ９０（９０％复极化时程）；１ｍｇ／Ｌ和 ３ｍｇ／Ｌ季胺碱可缩短
ＡＰＤ９０，加深静息电位；３０ｍｇ／Ｌ和１００ｍｇ／Ｌ季胺碱可延长ＡＰＤ９０；叔胺碱（３～３００ｍｇ／Ｌ）可浓度依赖性抑制ＨＥＲＧ尾电流
幅度，ＩＣ５０为５５μｍｏｌ／Ｌ；１ｍｇ／Ｌ和３ｍｇ／Ｌ季胺碱可明显升高ＨＥＲＧ尾电流电流幅度，而３０ｍｇ／Ｌ和１００ｍｇ／Ｌ季胺碱可明
显降低尾电流幅度。结论：延胡索叔胺碱可浓度依赖性延长动作电位时程和抑制ＨＥＲＧ通道电流，而季胺碱高浓度与叔
胺碱作用相同，低浓度则能够缩短动作电位时程和兴奋ＨＥＲＧ通道电流，呈现双相性。
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　　延胡索又名元胡、玄胡索等，为罂粟科紫堇属植
物延胡索（ＣｏｒｙｄａｌｉｓｙａｎｈｕｓｕｏＷＴＷａｎｇ）的干燥块
茎，具有活血、行气、镇痛等功用，用于胸胁、脘腹疼

痛、经闭痛经、产后瘀阻等，现在临床主要集中用于

心律失常、冠心病心绞痛、气滞血瘀诸痛［１４］。目前

认为延胡索主要活性部位分是延胡索碱，主要分为

叔胺碱和季胺碱。研究报道叔胺碱和季胺碱房性早

搏、交界性早搏具有较好的治疗作用，并发现叔胺碱

与奎尼丁对心电图的影响颇为相似，而季胺碱能够

产生与乙胺碘呋酮相似的作用，这表明这２种生物
碱在抗心律失常方面具有不同的作用特点，虽然后

续的研究发现延胡索碱的一些单体化合物对心肌细
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胞的动作电位和钾通道产生一些效应，但是延胡索

碱的抗心律失常机制仍不清楚［５６］，本研究通过观察

叔胺碱和季胺碱对豚鼠心肌细胞动作电位和 ＨＥＲＧ
通道的影响从对离子通道角度探讨叔胺碱和季胺碱

的作用机制和作用特点。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康成年豚鼠（３００ｇ），由北京斯克
贝实验动物科技有限公司提供（合格证号：ＳＣＸＫ
（京）２０１１０００４）。
１１２　药物　季胺碱（中国科学院大连化物所馈
赠，批号：２０１４０８２１，总碱含量 ＞９０％）和叔胺碱（中
国科学院大连化物所馈赠，批号：２０１４０８２１总碱含
量＞６０％）和特非那定（大连美仑生物技术有限公
司，批号：Ｓ０４２５Ａ）。
１１３　试剂与仪器　无钙台式液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：
ＮａＣｌ１４０，ＫＣｌ５４，ＮａＨ２ＰＯ４０３３，ＭｇＣｌ２１，Ｇｌｕｃｏｓｅ
１０，Ｈｅｐｅｓ１０（用 ＮａＯＨ调节至 ＰＨ７４）；ＫＢ液
（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＯＨ７０，ＫＣｌ４０，ＫＨ２ＰＯ４２０，Ｇｌｕｔａｍｉｃ
ａｃｉｄ５０，ＭｇＣｌ２３，Ｔａｕｒｉｎｅ２０，ＥＧＴＡ０５，Ｈｅｐｅｓ１０，
Ｇｌｕｃｏｓｅ１０（用ＫＯＨ调节至 ＰＨ７４）；测定动作电位
电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ１４０，Ｎａ２ＡＴＰ４，ＭｇＣｌ２１，
ＥＧＴＡ５，ＨＥＰＥＳ１０，Ｇｌｕｃｏｓｅ１０（用 ＫＯＨ调节至 ｐＨ
７２）；测定 ＨＥＲＧ电流电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＫＣｌ
１３０，ＭｇＣｌ２１，ＭｇＡＴＰ５，ＥＧＴＡ５，ＨＥＰＥＳ１０，ｇｌｕｃｏｓｅ
１０（用 ＫＯＨ调节至 ｐＨ７２），除指定药品外全部从
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ中国公司购入。（ＰＵＬＬ１００美国）和
膜片钳放大器（ＨＥＫＡＥＰＣ１０德国）。
１１４　豚鼠单个心室肌细胞的分离　豚鼠用２０％
乌拉坦 １０ｍＬ／ｋｇ腹腔注射麻醉，迅速开腹取下心
脏，在０℃无钙台式液的冰水混合液中去除脂肪以
及多余组织，经主动脉逆行插管将心脏置于 Ｌａｎｇｅｎ
ｄｏｒｆｆ灌流装置。用无钙台式液灌流心脏３～５ｍｉｎ，
再用含酶（胶原酶Ⅰ０３ｇ／Ｌ＋蛋白酶 Ｅ０１ｇ／Ｌ＋
牛血清白蛋白０８ｇ／Ｌ）无钙台式液灌流１ｍｉｎ后，
改成酶液环灌流４ｍｉｎ。剪下心室肌，在 ＫＢ液中剪
碎并轻轻吹打，用２００目筛网过滤，贮存于４℃冰箱
中待用。整个过程保持流入心脏的液体温度为

３７℃，同时保证离体心脏的暴露环境温度在２２℃
以上，各液体始终通以９９５％医用氧气。
１２　方法
１２１　ＨＥＲＧＨＥＫ２９３细胞的培养　将转染并稳定
表达人源心肌 ＨＥＲＧ离子通道的 ＨＥＫ２９３细胞（河
北医科大学药理室提供）复苏后接种于玻璃片上置

于培养皿中，采用含１０％胎牛血清ＤＭＥＭ培养基培
养４８ｈ。ＨＥＲＧ通道蛋白由 ＧＦＰ荧光蛋白标记，在
蓝色荧光激发下，发出绿色荧光，诱导出的电流能够

被特非那定（１μｍｏｌ／Ｌ）阻断，证明为稳定表达
ＨＥＲＧ离子通道。见图３。
１２２　全细胞膜片钳记录　取一滴心室肌细胞悬
液，置于倒置显微镜实验平台上的１ｍＬ浴槽内，静
置５ｍｉｎ使细胞充分贴附于浴槽底部，然后用台式
液进行灌流，流速为２ｍＬ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ后选择边缘整
齐、横纹清晰、表面光洁、静止的杆状心室肌细胞进

行实验。将ＨＥＫ２９３细胞培养玻璃片直接置于细胞
槽内，然后用台式液（ＣａＣｌ２２０ｍｍｏｌ／Ｌ）进行灌流，
选择三角形，折光性好的细胞进行实验。操作微操

使玻璃微电极接触细胞膜负压形成高阻抗封接（兆

欧封接），吸破细胞膜形成全细胞记录状态。在

ＰＵＬＳＥ软件控制下，数字脉冲经Ｄ／Ａ转换成模拟电
压或电流信号，再经膜片钳放大器放大，通过 Ａｇ
ＡｇＣｌ电极导入细胞，产生的电流或电压信号经膜片
钳放大器输出，再经 Ａ／Ｄ转换，由计算机采集整理
数据。实验在２２℃室温下进行。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３０和 ＯＲＩＧＩＮ６０
对数据进行统计学处理，以均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）数
表示，采用配对样本的ｔ检验，以 Ｐ＜００５为差异有
统计学意义。

２　结果
２１　季胺碱和叔胺碱对豚鼠心室肌细胞动作电位
的影响　膜片钳放大器在电流钳模式下记录单个心
室肌细胞动作电位，给予细胞刺激电流（强度４００～
９００ｐＡ，持续１０～３５ｍｓ）引发动作电位。给予叔胺
碱（３、１０ｍｇ／Ｌ）后，动作电位未见明显变化（ｎ＝３）
（图１Ａ），给予叔胺碱（３０、１００ｍｇ／Ｌ）可见动作电位
时程明显延长，洗脱后部分恢复，静息电位和动作电

位幅度未见明显变化（图１Ｂ）。测定 ＡＤＰ９０（复极至
９０％动作电位时程），将叔胺碱与灌流台式液（对
照）指标进行比较，计算 ＡＤＰ９０延长率（ＡＤＰ９０叔 －
ＡＤＰ９０台／ＡＤＰ９０台），叔胺碱（３０、１００ｍｇ／Ｌ）ＡＤＰ９０的延
长率分别为（１０８±９２）％（ｎ＝５）、（３５３±
２２３）％（ｎ＝５），差异有统计学意义（Ｐ＜００５），表
明叔胺碱延长动作电位时程具有浓度依赖性。给予

季胺碱（１、３ｍｇ／Ｌ）后，动作电位时程出现缩短，静
息电位变深，动作电位幅度未见明显变化（ｎ＝４）
（图２Ｃ）；静息电位由（－６８２±１０５）ｍＶ变为（－
７１１±１１１）ｍＶ（ｎ＝４，Ｐ＜００５）和（８１５±１３８）
ｍＶ（ｎ＝４，Ｐ＞００５）。给予１０ｍｇ／Ｌ季胺碱（ｎ＝２）
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后对动作电位时程未见明显改变，给予季胺碱（３０、
１００ｍｇ／Ｌ）可见动作电位时程明显延长，洗脱后部分
恢复，静息电位和动作电位振幅未见明显变化（图

２Ｂ），测定ＡＤＰ９０，将季胺碱与灌流台式液（对照）指
标进行比较，计算缩短率 （ＡＤＰ９０台 －ＡＤＰ９０季／
ＡＤＰ９０台），３０ｍｇ／Ｌ和１００ｍｇ／Ｌ季胺碱缩减率分别
为（５４±２５）％（ｎ＝４），（７６±６２）％（ｎ＝４），差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

图１　季胺碱和叔胺碱对豚鼠心室肌细胞动作电位的影响
　　注：Ａ．叔胺碱（３、１０ｍｇ／Ｌ）；Ｂ．叔胺碱（３０、１００ｍｇ／Ｌ）；Ｃ．季胺

碱（１、３ｍｇ／Ｌ）；Ｄ．季胺碱（３０、１００ｍｇ／Ｌ）

２２　季胺碱和叔胺碱对 ＨＥＲＧ电流的影响　转染
ＨＥＲＧ通道的ＨＥＫ２９３细胞，ＨＥＲＧ通道蛋白由ＧＦＰ
荧光蛋白标记，在蓝色荧光激发下，发出绿色荧光，

给予单刺激电压诱导出 ＨＥＲＧ电流，可被特非那定
（１μｍｏｌ／Ｌ）所阻断。见图 ２。给予叔胺碱（３～
３００ｍｇ／Ｌ），ＨＥＲＧ通道尾电流随浓度增加变化逐渐
减弱，洗脱后部分恢复。一例不同浓度的叔胺碱对

同一个细胞ＨＥＲＧ通道电流的作用。见图３。将尾
电流峰值作为观察指标，将给药后该指标与灌流台

式液（对照）指标进行比较，计算抑制率（Ｉ台 －Ｉ药／
Ｉ台），其中叔胺碱（３、１０、３０、１００、３００ｍｇ／Ｌ）抑制率
分别为：（６４±５３）％（ｎ＝４）、（１５１±８７）％（ｎ＝
４）、（３１６±１０２）％（ｎ＝７）、（８０２±１０３）％（ｎ＝
６）、１００％（ｎ＝２），采用 ｌｏｇｉｓｔｉｃ公式 ｙ＝Ａ２＋（Ａ１－
Ａ２）／［１＋（ｘ／ｘ０）ｐ］，Ａ１、Ａ２分别为最小和最大抑制
率，ｘ０为 ＩＣ５０，ｐ为斜率）进行拟合，绘制量效曲线
（图３），计算出叔胺碱的ＩＣ５０为（５５±７２）ｍｇ／Ｌ。给
予叔胺碱（１、３ｍｇ／Ｌ）灌流，ＨＥＲＧ通道尾电流出现
增强，洗脱后恢复，图４显示１例叔胺碱（１、３ｍｇ／Ｌ）
对同一个细胞ＨＥＲＧ通道电流的作用。将尾电流峰

值作为观察指标，计算增强率（Ｉ药 －Ｉ台／Ｉ台），其中
１ｍｇ／Ｌ和 ３ｍｇ／Ｌ季胺碱增强率分别为：（２８２±
６９）％（ｎ＝４）、（４０６±１１３）％（ｎ＝４）。给予叔胺
碱（３０、１００、３００ｍｇ／Ｌ）灌流，ＨＥＲＧ通道尾电流出现
抑制，洗脱后恢复，图 ４显示一例叔胺碱（１０、３０、
１００ｍｇ／Ｌ）对同一个细胞 ＨＥＲＧ通道电流的作用。
３０、１００、３００ｍｇ／Ｌ季胺碱抑制率分别为：（３９４±
６７）％（ｎ＝４）、（８４７±０７）％（ｎ＝２）、１００％（ｎ＝
２）。１０ｍｇ／Ｌ季胺碱呈现出对ＨＥＲＧ通道电流的双
向作用，２个细胞表现为增强效应，２个细胞表现为
抑制效应。

图２　稳定转染ＨＥＲＧ通道的ＨＥＫ２９３细胞
和特非那定的抑制作用

图３　叔胺碱对ＨＥＲＧ通道电流的作用

图４　季胺碱对ＨＥＲＧ通道电流的作用

３　讨论
现代药物化学和药理学实验表明，延胡索中的

主要活性成分为叔胺和季铵型两类生物碱，其中叔

胺碱含量约为 ０６５％，季铵碱含量约为 ０３％［７］。

这２类成分在结构、溶解性和药理作用上也有着很
大的不同：以延胡索甲素，乙素，丙素，丁素等为代表

的叔胺型生物碱几乎不溶于水，往往具有良好的镇

痛镇静作用，是延胡索用于传统止痛治疗的主要活

性成分，而延胡索在抗心肌缺血、减少心肌氧耗等方

面的显著作用，主要是缘于而水溶性较好的季铵碱，

其主要包括小檗碱型的黄连碱、小檗碱、脱氢紫堇

碱、非洲防己胺等［８１０］。早在上世纪八十年代马胜
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兴、陈可冀等发现延胡索碱具有治疗快速性心律失

常的作用，而且叔胺碱和季铵碱对心电图产生不同

影响：叔胺碱能够引起心电图Ｐ、ＱＲＳ波增宽和ＰＲ、
ＱＴ间期延长，与奎尼丁对心电图的影响颇为相似，
而季胺碱具有与乙胺碘呋酮相似的延长 ＱＴ间期、
使Ｔ波变形、心率减慢和扩张血管及降低血压等作
用，在抗乌头碱诱发大鼠心律失常治疗作用的实验

中，延胡索总碱中水不溶性（相当于叔胺碱）部分作

用更为显著，表明叔胺碱和季胺碱在快速性心律失

常方面具有不同的作用机制和作用特点，随后的研

究发现延胡索碱的一些主要单体化合物可以抑制钾

离子通道和钙离子通道，延长动作电位时程和有效

不应期，降低自律性等作用［５］。本研究从动作电位

和离子通道角度探讨叔胺碱和季胺碱的抗心律失常

方面不同的作用机制和作用特点，结果发现高浓度

的叔胺碱和季胺碱均可以延长豚鼠心室肌细胞的动

作电位时程（ＡＰＤ），这可能是２种生物碱皆可延长
心电图ＱＴ间期的原因，但是在低浓度２种生物碱
的作用相反，叔胺碱对 ＡＰＤ无明显影响，而季胺碱
可明显缩短 ＡＰＤ，季胺碱的效应双相性可能是其治
疗快速型心律失常方面弱于叔胺碱的原因。

目前认为心肌细胞动作电位形成与维持是心肌

细胞的特异性或非特异性离子通道在动作电位各期

呈现不同开闭的结果，心脏快速延迟整流钾电流

（ＩＫｒ）是心肌细胞动作电位３期复极的主要电流，对
ＩＫｒ通道的抑制是其延长动作电位时程的机制之一，
但是天然表达的 ＩＫｒ电流幅值较小，易受其他通道
电流的干扰。ＨＥＲＧ基因编码 ＩＫｒ的 α亚单位，通
过利用转染并稳定表达ＨＥＲＧ通道的人胚肾细胞株
（ＨＥＫ２９３）建立的外源性表达系统可以有效解决这
些问题［１１１３］。本研究采用这种稳定转染的细胞观察

了叔胺碱和季胺碱对 ＨＥＲＧ通道的影响，结果显示
高浓度的叔胺碱和季胺碱均可以抑制ＨＥＲＧ通道电
流，低浓度的叔胺碱可轻度抑制ＨＥＲＧ通道电流，而
低浓度的季胺碱与之相反，兴奋ＨＥＲＧ通道电流，也
呈现明显的双相性。叔胺碱和季胺碱对ＨＥＲＧ通道
的影响与对心肌细胞动作电位的作用相一致，表明

这２种生物碱对动作电位的作用主要是通过抑制
ＩＫｒ产生的，也进一步说明延胡索碱的抗快速心律失
常的靶点之一可能是ＩＫｒ的α亚单位。一些文献报
道了延胡索碱的一些单体化合物也对心肌细胞的Ｌ
型钙通道具有抑制效应［１４］，说明延胡索碱的抗快速

心律失常也许是多种特异性或者非特异离子通道共

同作用的结果，后续的研究将进一步观察其他类型

离子通道的作用。另一方面，阻断 ＩＫｒ电流可导致
心电图ＱＴ间期延长、Ｔ波和 Ｕ波异常等，易发生室
性心律失常，尤其是尖端扭转型室性心动过速

（ＴｄＰ），可致猝死，体外 ＩＫｒ／ＨＥＲＧ通道检测目前已
成为心血管安全性药理试验的重要部分，近年中药

注射剂频发不良反应事件，中药注射剂对 ＱＴ间期
的影响缺乏风险评估［１５］。由于通过口服等方式摄

入体内的延胡索碱含量较低，所以心脏毒性并不明

显，若制成延胡索碱注射剂时，叔胺碱的对ＨＥＲＧ电
流抑制的ＩＣ５０已经达到５５ｍｇ／Ｌ，有必要对其心脏毒
性进行进一步研究。

总之，本研究发现了心脏快速延迟整流钾电流

是延胡索碱的抗心律失常机制主要靶点之一，并且

延胡索碱的２种生物碱叔胺碱和季胺碱对这种离子
通道的作用存在差异。
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