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● 基础研究

地黄低聚糖对骨骼肌成肌细胞瞬时外向钾电流的影响

尹明 王士雯 高磊 李泱 王新华 刘鹏

【摘要】 目的从细胞瞬时外向钾电流(k)角度，探讨地黄低聚糖(RGos)对骨骼肌成肌细胞(SMs)电生理特

性的影响。方法分离成年大鼠心肌细胞和SMs，运用膜片钳技术研究心肌细胞和SMs以及0．6259·L-1 RGOs干

预后，SMs与心肌细胞k的差异。结果两种细胞k均从一40raV时开始激活，RGOs对大鼠SMs k有增加作

用，从--30mV到30mV，经过0．6259·L1 RGOs预处理的SMs组k密度[(7．3士0．7)to(65．3士2．3)pA／pF(n=

5)3显著高于心肌组((O．9士0．1)tO(28．8士0．9)pA／pF(疗一5))和SMs组((4．5士0．5)tO(23．7土2．o)pA／pF(雄

=5)3的电流密度。结论RGOs能显著提高SMs的k密度，影响移植的SMs的电生理特性。这为今后在提高干

细胞移植有效性同时，增加其安全性提供了一个新的思路。
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[Abstract]Objective To investigate the effects of Rehmannia glutinosa oligosaccharides(RGOs)on electro—

physiological characteristics of skeletal myoblasts in the light of their outward potassium current(I∞)．Methods

Skeletal myoblasts(SMs)and cardiomyocytes were isolated using a modified enzymatic dissociation method from SD

rats．Whole cell patch clamp technique was used tO record J10 of cardiomyocytes and SMs，and study the difference in

k between SMs and cardiomyocytes after intervention with 0．6259·L～RGOs．Results Jto of both cardiomyoeytes

and SMs was activated from一40mV．k density from一30mV to 30mV in the SMs of RGOs treated group was(7．3士

0．7)pA／pF to(65．3士2．3)pA／pF(n=5)，respectively，which were significantly greater than cardiomyocyte group

(O．9士0．1)pA／pF to(28．810．9)pA／pF(竹=5)and SMs group(4．5士0．5)pA／pF to(23．7±2．O)pA／pF(竹=5)．

Conclusion RGOs could elevate I∞current density of SMs and affect the electrophysiological characteristics in trans—

planted SMs．It could provide a new strategy for promoting the safety of SMs transplantation．

[Key words] Rehmannia glutinosa oligosaccharides，skeletal myoblast；myocyte，cardiac；patch clamp tech—

nique

自Marelli等[11首次进行实验性自体骨骼肌成肌

细胞(skeletal myoblasts，SMs)移植治疗心肌梗死后

10余年来，自体SMs移植逐步从实验室走向临床应

用。其优势在于可直接产生具有收缩功能的肌细胞，

从而修复受损心脏泵功能；但也存在其劣势，无论是

动物实验还是临床疗效观察，均发现SMs移植后，室

●

性心律失常的发生率增加[2]。地黄是中药方剂中被

广泛使用的一味药物。地黄低聚糖(Rehmannia gluti-

nosa oligosaccharides，RGOs)是地黄中的主要有效成

分之一。本研究在离体水平，从细胞瞬时外向钾电流

(outward potassium current，k)角度，观察RGOs对

踯瓜电生理特性的影响，为中医药用于细胞移植修复
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心肌提供治疗新思路。

1材料与方法

1．1 主要实验材料成年SD大鼠，雌雄不拘，质

量100～1509，解放军总医院实验动物中心提供。

RGOs。提纯物由兰州军区兰州总医院张汝学副主任

药师馈赠。样品经高效液相色谱检测水苏糖含量为

65．15％[3]。干细胞培养专用胎牛血清(fetal calf

serum，FBS，美国Gibco公司)。DMEM／F12培养液

(美国Gibco公司)，胰蛋白酶(1：250，美国Gibco

公司)，膜片钳放大器(美国Axonptch 700B)，数据

采集与分析软件(美国Clampex8．1，Clamfit8．1)；

玻璃毛坯(原中国科学院上海生理学研究所，

GG217)。

1．2 SMs细胞准备 SD大鼠经戊巴比妥钠(30

mg·kg‘1)腹腔麻醉作气管插管后，接人工呼吸机，

静脉注射肝素钠500 U·kg～，开胸分离主动脉并插

管，迅速剪下心脏，在37℃恒温和通氧条件下行

Langendorff灌流。用含I型胶原酶0．339·L1，蛋

白酶E 0．259·L1和牛血清白蛋白0．259·L‘1的无

Ca2十Tyrode液灌流15min以消化心肌，在含0．2

mmol·ljl Ca2+的Tyrode液中温孵，取上清液即得

单个心室肌细胞．将其存放于含0．259·L。牛血清

白蛋白和ZOO U·L1氨苄青霉素的Tyrode液中，

室温保存10 h内使用。取上述细胞液加于1ml灌

流槽中，待细胞贴壁后，选择边缘整齐，横纹清晰的

细胞，在25℃下进行实验。

取3代SMs消化，以l×105／：fL接种于35mm

培养皿中，加入培养基(15％FBS+DMEM／F12)进

行培养，并加入RG0s溶液，使其终浓度为

0．625 g·L1，对照组加入等量生理盐水，培养24h。

每组3个样品。膜片钳检测前吸除培养液，用PBS

洗3遍，然后用Tyrode液洗3遍，加入电极外液孵

育2h。

按照下列步骤分别进行心肌细胞、SMs、SMs+

0．625 g·L。RGOs的，。。检测。

1．3采用全细胞膜片钳记录方法，在电压钳制下记

录电流膜片钳放大器与计算机连接；玻璃毛坯经微

电极拉制仪拉制成电阻为2．5～3．512的电极，调节三

维操纵器(Narishige，M02203)进行封接，使封接电

阻达1G12以上，吸破细胞膜形成全细胞记录模式。

1．4记录k 电容测定时施以0．4 V·S1的斜坡

刺激，测电流并按方程C。=I／(dV·dt。)计算，其

中C。为膜电容，J为电流值，dV·dt。即电压斜率。

调节慢电容补偿和串联电阻补偿(50％～80％)以

减少瞬时充放电电流和钳位误差。为消除细胞间误

差，电流值以电流密度(pA·pFl)表示。信号经

截止频率为l kHz的四阶贝塞尔低通滤波器，采样

率为5 kHZ。采样后数据存贮在计算机内，供测量

及分析用。I。。记录刺激参数：保持电位一80mV，施

予一40mV，3ms的预刺激失活钠通道，紧接着给予

一40～+50mV，62．5ms的脉冲，记录，。。每个样

品至少做5个细胞。以平均值为该样品的数据。

1．5 以各脉冲下电流密度幅值对相应膜电位作图

得电流一电压(I—V)曲线。

2结果

2．1 大鼠心肌细胞与SMs的Jto密度及J。Ⅳ曲线

的比较两种细胞J。。均从一40mV时开始激活，在

低于lOmV时，SMs的J。。显著大于心肌细胞，而在

>10mV时，心肌细胞，。。密度反而大于同一刺激电

位下SMs的J。。(表l，图1)。

上警牛 量。

一 量。
图1大鼠心肌细胞(a)、sMs(b)和RG瞻处理后的SMs(e)I-比较

表l RGOs对SMs不同除极化水平k密度的影响(pA／pF)

注：与心肌细胞相比，。P<0．01；与SMs相比，9P<0．01
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2．2 RGOs对大鼠SMs的I。及L—V曲线的影响

RGOs对大鼠SMs J。。有增加作用，从一30mV

30mV，RGOs预处理的SMs J。。密度均显著增加

(P<0．01；图2)。
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图2 RGOs对大鼠SMs in—V曲线的影响

3讨论

SMs移植引起恶性心律失常的发生机制尚不

清楚，目前认为SMs与心肌细胞问离子通道电流的

差异所导致的电生理特性异常是其中的重要原因之

一。，。。是心肌细胞动作电位复极重要的决定因

素[4]，研究证实，L异常是心律失常发生的重要原

因。心力衰竭、心肌肥厚、心肌梗死后J。。密度和

mRNA水平均有不同程度降低，钾电流下降导致动

作电位时程延长，心脏复极过程中电不稳定性增加，

容易出现早后除极和室性心律失常[5]。本研究通过

体外实验对成年大鼠心肌细胞和SMs的J。。进行比

较，观察SMs在离子通道特性上与成熟心肌细胞的

差异，进一步寻找SMs移植后心律失常的发生机

制。同时探讨RGOs对体外培养SMs的，。。的影

响，为从离子通道水平改善SMs移植后心脏电稳定

性，降低恶性心律失常发生提供理论基础。

作者研究发现，大鼠SMs也表达，。但电流本

身的电压依赖性特征与大鼠成熟心肌细胞有显著差

异，这可能是SMs移植增加室性心律失常发生的一

个重要原因。I，。大小是心肌细胞动作电位复极的

重要影响因素，f。。下降可导致动作电位时程延长，

心脏复极过程中电不稳定性增加，容易出现早期后

除极和室性心律失常。研究证实，心力衰竭、心肌肥

厚、心肌梗死后J。。密度和mRNA水平均有不同程

度降低口1，这可能是上述病理条件下容易发生室性

心律失常的一个重要机制。另一方面，移植的SMs

与心肌细胞之间J。。差异必将导致两种细胞复极时

间长短的差异增加，复极度离散增加，也有可能增加

室性心律失常的发生。Ott等『61在对培养大鼠SMs

离子通道研究中发现，J。。在大多数被研究的SMs中

确实存在，而且刺激电位在一40mV左右时最大电

流数值趋向于零。这与本研究结果相似。

本研究还发现，RGOs能显著提高SMs的I。。密

度，影响移植的SMs的电生理特性。目前干细胞抑

制治疗心力衰竭或心肌梗死面l临的一个重要问题就

是干细胞移植后恶性心律失常发生率增高。Ott

等[6]发现，在SMs移植入心肌组织中后2周内J。。有

显著下降，推测与移植部位心肌组织微环境有关，因

为这些接受SMs的心肌组织往往是心肌缺血或梗

死的心肌组织，心肌本身呈冬眠状态，代谢水平低

下，影响到被移植的SMs的正常生理功能，因此，k

在一段时间内下降明显。当局部心肌组织代谢水平

逐渐恢复后，J。。也开始逐渐增加。虽然Ott等并未

指出这种移植的SMs的J。。在短时问内显著下降对

心脏电生理特性和发生恶性心律失常的影响，但根

据J。。自身的作用，有作者推测当J。。下降时，必将影

响到细胞复极时间长短，导致动作电位时程延长，复

极离散度可能增加，促进室性心律失常的发生[7]。

本研究发现，RGOs能增加J。。密度，进而有可

能缩短动作电位时程，降低室性心律失常的发生率，

这为今后在提高干细胞移植有效性同时，增加其安

全性提供了一个新思路。
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