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·基础研究·

急性胰腺炎大鼠心室肌细胞瞬间外向钾电流的变化

齐书英 杨丽 胡丽叶 李育红 李洁

【摘要】 目的探讨急性胰腺炎大鼠心室肌细胞瞬间外向钾电流的变化。方法 以开腹胆总管注射牛磺胆酸

钠的方法制备大白鼠急性胰腺炎实验模型，24～48h后处死动物分离单个心室肌细胞，采用全细胞膜片钳技术观察

心肌细胞瞬间外向钾电流(I。)的变化，以正常大白鼠心肌细胞的I。为对照。结果急性胰腺炎大鼠心室肌细胞的

瞬间外向钾电流受到抑制，电流密度一电压关系曲线下移，其峰值电流密度由对照组的(52．16士13．12)pA／pF下降为

急性胰腺炎组的(11．83q-4．20)pA／pF，+70mV的I。电流密度较对照组下降了58．15％(P<o．001)，其失活曲线左

移，半数最大失活电位对照组为(-45．2士8．3)mV，急性胰腺炎组为(一55．0±8．6)mV，与对照组比较显著减小(P<

0．001)，失活速度加快；急性胰腺炎组I。恢复速度明显减慢，恢复时程延长(与对照组比较P<O．001)。结论急性

胰腺炎后心室肌细胞的I。受抑制，可能为急性胰腺炎后发生心律失常发生的机制之一。
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[Abstract]Objective To determine the changes of transient outward potassium currents(k)of ventricular myocytes

in rat with acute panereatitis．Methods Rat models with acute pancreatitis were made by injection of sodium taurocholate

into the pancreatic ducL After 24—48 h，The animals were sacrificed and single ventficular myocyte was isolated enzymatical—

ly．ItD was recorded using patch clamp technique in the whole cell configuration．Results k from cardiac myocytes in the

acute panereatitis group Was significantly reduced[(11．83士4．20)pA／pF)compared with the cells from control group

[(52．16士13．12)pA／pF，P<O．0013，the peak curent density decreased by 58．15％．The steady-state inactivation curve

shifted to the hyperpolarizing direction，the half-maximal voltage-dependent inactivation(v1，2)was(一55．0d：8．6)mV in car-

diac cells from pancreatitis group and(一45．2士8．3)mV in the control cells．Iv recovered more slowly in cardiac cells from

pancreatitis group than in normal cells．Conclusion Inhibitation of I∞was found in ventricular myocytes of rats with acute

pancreatitis and it墒ght be important in the development of arrythmias．
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急性胰腺炎可通过胰一心反射引起心脏损害，发

生室性心律失常[1]、心脏功能抑制甚至诱发急性冠

脉综合征，严重者可引起心源性猝死，影响患者的预

后[2]。关于急性胰腺炎后心肌细胞离子通道的研究

国内外尚未见文献报道。本研究以开腹胆总管注射

牛磺胆酸钠的方法制备大白鼠急性胰腺炎实验模

型，24～48h后处死动物分离单个心室肌细胞，采用

全细胞膜片钳技术观察心肌细胞瞬间外向钾通道电

流(I，。)的变化，分析急性胰腺炎后发生心律失常的

离子通道机制。

1材料和方法

1．1 实验动物及急性胰腺炎动物模型的制备

Wistar大白鼠12只(白求恩国际和平医院实验动

物中心提供)，雌雄不拘，体质量150～2509，动物随

机分为两组，即急性胰腺炎组和正常对照组各6只。
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按文献报道的方法以5％牛磺胆酸钠(1．0ml／kg)胆

管内注射制备急性胰腺炎实验模型[3]，以胰腺组织

病理结果判定模型成功。正常对照组不进行任何

干预。

1．2液体配制 无钙台氏液(mmol／L)：NaCl 140，

NaHC03 11．9，KCl 5．40，MgCl2 0．53，HEPES 5，

Nail2PU 0．33，葡萄糖10，用NaOH调节pH值至

7．4。含酶液：无钙台氏液中加入0．4 g／L胶原酶I和

0．79／L的牛血清白蛋白(BsA)。KB液(mmol／L)：

KOH 70，L_谷氨酸50，KCl 40，牛磺酸20，KH2P04

20，HEPES 10，葡萄糖10，EGTA 0．5，用KOH调pH

至7．4。k记录电极内液(mmol／L)：K(21 140、MgCh

0．53、EGTA 10、HEPES 10，用KOH调节pH至7．3。

I。记录电极外液(mmol／L)：无钙台氏液，加入BaCl。

1 mmol／L和CoCl2 2 mmol／L。胶原酶、HEPES、BSA

等由Sigma公司生产，余为国产分析纯。

1．3 单细胞分离 参照文献报道的方法[4]，用酶解

法分离单个心室肌细胞。整个灌流系统温度保持在

35一-．37℃，所有液体均用纯氧饱和。

1．4膜片钳全细胞记录[51 吸几滴细胞悬液加入

细胞池中，并置于倒置显微镜(Olympus 1×70，日

本)工作台上，细胞贴壁后在室温下用台氏液灌流，

流速2 ml／min。选择杆状、表面光滑、纹理清晰的

心肌细胞，利用三维操纵器(Narishige，日本)移动

电极，并轻压在被选细胞表面，稍加负压即可形成

1GQ水平以上的高阻抗封接，再用较大负压吸破细

胞膜，补偿电容电流和电极串联电阻，形成全细胞记

录形式。实验过程由PULSE+PULSEFIT 8．53软

件(德国HEKA公司)控制，脉冲信号经数／模转换

后由放大器输出，电流信号经Ag／AgCl电极引导，

由膜片钳放大器(EPC一9，德国)放大，通过模数转

换采集数据，存放于计算机硬盘，并进行数据分析。

信号经截止频率为lkHz的四介贝塞尔低通滤波

器，采样频率4kHz。实验用玻璃微电极由PP一83

电极拉制仪(Narishige，日本)分两步拉制而成，其

尖端阻抗为2～5MQ。实验在室温(20～25℃)下进

行，细胞破膜后稳定5min开始记录电流。

1I 5 I。记录方法 (1)电流一电压曲线：从维持电压

(holding potential，HP)一40mV，阶跃10mV，脉宽

250ms，给予从一40～+60mV的除极化脉冲，刺激

频率0．5Hz。I。。幅值为其峰值与刺激结束稳态值的

差值。为消除细胞间误差，电流值以电流幅值与膜

电容相比即电流密度(pA／pF)表示，以不同钳制电

压下的I。。电流密度绘成电流密度一电压(I—V)曲线。

(2)稳态失活曲线：采用双脉冲刺激法，HP=

一40mV，条件脉冲一100～+20mV，钳制时间

250ms，阶跃10mV，每次条件脉冲后紧跟一固定的

除极化到+60mV的测试脉冲，持续时间250ms，刺

激频率0．5Hz。将记录的I。。与最大激活时的I。。之

比，与相应的条件脉冲膜电位作图得I。失活曲线，

并通过PULSE+PULSEFIT软件用Boltzmann方

程自动计算出I。半数最大失活电压(V，／z)。(3)失

活后再恢复曲线：采用双脉冲刺激法，条件脉冲HP

=一40mV，除极化到+60mV，持续时间250ms，在

条件脉冲回到HP后不同时间间隔给予测试脉冲除

极化到+60mV，持续时间250ms，测试脉冲与条件

脉冲的间隔开始为30ms，增量为15ms逐级递增至

195ms，刺激频率0．5Hz。以测试脉冲与条件脉冲

的I。。之比与相应的时间间隔作图，得I。。失活后再恢

复过程曲线。

1．6 统计学分析 数据以互-k-_s表示，用SPSS

10．O软件包进行统计学处理，组间比较用t检验，以

P<o．05为差异有统计学意义。以Origin 7．0版软

件对I。失活后恢复曲线进行单指数方程拟合计算

出时间常数。

2 结 果

2．1 对I。。I-V曲线的影响 图1为正常对照组与

急性胰腺炎组心室肌细胞的原始I。。形态曲线。图2

示两组细胞I。的I—V曲线，均呈线性电压依赖性。

急性胰腺炎组与对照组相比，I—V曲线上移，但对I。

的激活电位、电压依赖性及I—V曲线的形态轨迹均

无影响。测试电压+70mV时的I。。电流密度对比显

示：对照组为(52．16±13．12)pA／pF(7z=12)，急

性胰腺炎组为(11．83±4．20)pA／pF(，z=8)，较对

照组下降了58．15％(Pd0．001)。

图1对照组(CON)和急性胰腺炎组(ANP)的典型k图
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电压(皿I、，)

图2两组I。电流密度一电压曲线

2．2 对I。稳态失活曲线的影响 图3示I：。电压依

赖性失活曲线，急性胰腺炎组与对照组相比，失活曲

线明显左移(即向超极化方向移动)，对照组半数失

活电压为(-45．2±8．3)mV(竹=10 cells)，急性胰腺

炎组V1／2为(一55．0±8．6)mV(咒=6 cells)，与对照

组比较显著减小(P<o．001)。
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图3两组I。稳态失活曲线

2．3 对I。失活后恢复曲线的影响 图4示I。。失活

后恢复曲线，在两个脉冲间隔时间为60ms时，对照

组I。。恢复63％，急性胰腺炎组恢复仅29％；当两个

脉冲间隔时间为120ms时，对照组I。。恢复95％，急

性胰腺炎组恢复仅61％；当两个脉冲间隔时间为

I
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图4两组1。失活后再恢复曲线

165ms时，对照组I。恢复100％，急性胰腺炎组恢复

仅83％。说明急性胰腺炎组I。。恢复速度明显减慢，

恢复时程延长，和对照组比较有显著性差别(P<

0．001)。对照组的时间常数为33．41土0．03，胰腺

炎组的时间常数为230．40+22．93。

3讨论

急性胰腺炎是临床急腹症中最凶险的疾病之

一，死亡率高达15％～40％，并发症高达40％～

60％，以心血管机能不全多见，常出现心律失常和心

力衰竭[1,z,6-s]。急性胰腺炎时心室肌细胞本身离子

通道的特性改变尚未见文献报道。

I。是心肌细胞复极过程中的重要离子流，与动

作电位复极早期(1期)有关，影响动作电位的早期

复极，决定动作电位平台期早期的电位，进而影响其

它离子通道的活性，因此钠通道的活性对心肌细胞

的功能有重要的影响[9]。本研究结果表明，急性胰

腺炎时心肌细胞的I。。电流密度明显下降，稳态失活

曲线显著左移，失活后再恢复减慢，说明急性胰腺炎

抑制了心肌细胞的I⋯瞬间外向钾通道活性的以

上变化使心肌细胞复极早期钾离子外流受抑制，心

肌细胞动作电位时程和有效不应期相对延长，从而

易诱发折返性室性心律失常。
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