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·基础研究·

MN9202对心肌细胞的收缩和舒张功能的影响

朱肖星梅其炳 刘莉 张峰张海锋胡玉珍裴兆辉郭海涛 陈定章

【摘要】 目的研究MN9202对心肌细胞收缩舒张功能的影响。方法 采用IonOptix单细胞动缘检测系统

(IonOptix Co．USA)，测定心肌细胞收缩幅度和收缩／舒张速度等，这些指标均由计算机自动实时采集并记录。结果

MN9202降低心肌收缩幅度(ph)、心肌细胞收缩幅度／单个心肌细胞的长度百分比(peak height／baseline×100％，

phibl％)、最大收缩速率(+dL／dt)和最大舒张速率(一dL／dt)，ph在对照组、MN9202(3×10r6moYL)组和拉西地平(1aci—

dipine，3 X 10．6moYL)组分别为(0．13-4-0．04)／an、(0．08±0．05)wn和(0．07±0．04)／an，ph／bl％分别为(8．6-I-2．8)％、

(5．8±4．3)％和(5．6±3．3)％，+dL／dt分别为(1．6±0．5)删s、(1．1±0．7)t耐s和(1．0 4-0．6)tfm／s，．dL／dt分别为

(1．2±0．4),m／s、(0．8±0．3)肛m／s和(0．7±0．3)t￡m／s。异丙肾上腺素(1矿mol／L，isopmterenol，Iso)增加ph、ph／b1％、+

dL／dt和．dL／dt均有统计学意义，上述指标分别增加45％、47％、54％、78％。3×10-7m01]L的MN9202和拉西地平降

低Iso引起ph、ph／b1％、+dL／dt和．dL／dt的升高，其中MN9202使+dL／dt和一dL／dt的降低较对照组有显著差异

(P<o．05)，拉西地平使ph／b1％、+dL／dt和．dL／dt的降低较对照组有统计学意义。结论MN9202使心肌细胞收缩

和舒张功能均降低；Iso所致心肌细胞收缩和舒张功能的增强，3×10．7mol／L MN9202和拉西地平有抑制Is0的作用。

【关键词】拉西地平；钙通道阻断药；心肌细胞

Effects of MN9202 on contraction and relaxation functions
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【Abslraet】Objec6ve To investigate the effect of M蚴on contraction and relaxation functions of cardiac myocytes．

Methods 711le contraction amplitude was measured with video edge tracker method．711le following indexes including contraction

amplitude(ph)，contraction amplitude／single cardiac myocyte length pement(ph／b1％)，maximal velocity of contraction(+dL／

dt)and maximal velocity of relaxation(一dL／dt)were recorded by the computer． Results MN9202 and lacidipine decreased

electrically—induced contraction and ph，ptdbl％。+dL／dt and．dL／dt．MN9202 and lacidipine at dose of 3×10．6 mol／L aaenuat．

ed these indexes significantly．Compared with the control group，MN9202(3×10．6moYL)decreased ph from(0．13 4-0．04)tun

to(0．08 4-0．05)tun，pldbl％from(8．6％4-2．8％)to(5．8％4-4．3％)，+dL／dt from(1．6 4-0．5)￡州s to(1．1 4-

0．7)t』m／s，一dL／dt from(1．24-0．4)t．(m／s to(0．8±0．3)tnn／s．1acidiipine at dose of 3×l(r6 mol／L decreased ph from(0．13-I-

0．04)t。m to(0．074-0．04)tⅡn，ph／bl％from(8．6％4-2．8％)to(5．6％±3．3％)，+dL／dt from(1．6 4-0．5)t￡m／s to(1．0±

0．6)删s，一dL／dt from(1．2±O．4)肿／s to(0．7±O．3)um／s．Isopmterenol(Iso)at 1C mol／L augmented electrically-induced

contraction and ph，pldbl％，+dL／dt and—dLldt．These indexes increased by 45％，47％，54％，78％respectively．田1e effect

of Iso(10"s moYL)was reduced by脚202 and lacidipine at dose of 3×10-7 mol／L． Conclusion MN9202 and LDH aaenuat．

ed contraction and relaxation functions of cells，while lso increased contraction and relaxation functions of ceHs．7nle effects of Iso

(10-5 mol／L)were inhibited by MN9202 and lacidipiBe at dose of 3×104 mol／L．
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高血压是一种常见病，危害大；随着医药技术的

发展，大规模临床试验已证明长效钙通道拮抗剂和

血管紧张素转化酶抑制剂等可有效保护靶器官，经

过积极合理的抗高血压治疗，可延长高血压患者的

寿命，因为钙离子在兴奋一收缩耦联中起重要作用，

参与心肌收缩的钙部分是来自经L型钙通道的内

流，更主要是来自内流的钙触发肌浆网(钙池)内释

放的钙uj。应用钙通道拮抗剂是治疗高血压病的常

用药之一。高血压合并高血脂、高血黏的患者较为

常见。为此，我们必须研发新的钙通道拮抗剂，

MN9202[2，6一二甲基4(3一硝基苯基)一1，4一二氢一3，

5一吡啶二羧酸．3一甲酯．5一正戊酯]是第四军医大学药

理教研室合成的一个新型二氢吡啶类钙拮抗剂，它

的苯环上有硝基，已证明它具有非内皮依赖性舒血

管作用心]、降低血脂[3]、减轻缺血／再灌注损伤[4]、抗

心肌肥厚和抗脂质过氧化b o等作用。二氢吡啶类钙

拮抗剂对血管作用强№J，对心脏作用弱，由于降压引

起反射兴奋交感神经而增强心肌收缩力，其对心脏

的负性变力作用被减压反射的作用所掩盖。为排除

对心脏的反射性变力作用，我们在细胞水平上，采用

单细胞收缩技术观察了MN9202和拉西地平(1aci．

dipine)对单个心室肌细胞收缩、舒张的影响，评定

MN9202对心脏收缩、舒张功能的作用。同时用异丙

肾上腺素(isoprenaline，Iso)兴奋13一肾上腺素受体，观

察其对心肌细胞收缩、舒张功能的影响，再用

MN9202和拉西地平研究其对Iso的效应，以分析其

对Iso的效应和MN9202、拉西地平的部分作用机制。

1材料和方法

1．1材料成年sD大鼠，由本校实验动物中心提

供，体重220～260 g，雌雄不拘，正常饮食。胶原酶

Ⅱ(美国Worthington Biochemical公司)。Iso(Sigma公

司)，MN9202和拉西地平均为第四军医大学药理学

教研室合成，通过核磁共振氢谱确证其结构，高效液

相色谱分析纯度>98％匕J，用乙醇、二甲基亚砜、聚

乙二醇和水溶液溶解(1．5：1：2．5：5／V：V：V：V)。实

验前用Tyrode液稀释为工作液。Tyrode液成分

(mmol／L)NaCl 143，KCl 5．4，MgCl2 0．5，Nail2P04

0．3，CaCl2 1．8，HEPES 5．0，葡萄糖5．0，充纯氧，用

HCI和NaOH调pH至7．4。Ionopti】【单细胞检测系

统由美国IonOptix公司生产。微量双道程控灌流泵

由美国World Precision Instnmaents公司生产。

1．2方法

1．2．1大鼠心肌细胞分离按参考文献[7]的方法

用断头法处死大鼠，迅速开胸取出心脏并固定于【an．

gendorff灌流系统。经含02无钙台氏液经主动脉灌

流(370C)。心脏停跳后，换以含0．3 g／L胶原酶Ⅱ(299

U／mg)和0．8 g／L牛血清白蛋白(BsA)的无钙台氏液

灌流约20 min。待心脏变松软、灌流液流出速度明显

加快后，再以无钙台氏液灌流冲洗残留酶液约5 min。

去除心房及主动脉，并将心室组织置于含20 g／L BSA

的含氧KB液中，将心室组织剪碎，以粗头吸管轻轻

反复吹打并经200目筛网过滤细胞悬液，室温静置10

min沉降分离的心室肌细胞，弃上清液并换人新鲜KB

液+20 g／L BSA，静置40 min后换以无钙台氏液并逐

步复钙至终浓度为1．8 mmol／L，得到分离的钙耐受

(calcium tolerant)心室肌细胞，保存在含1．8 mmol／L

CaCl2的台氏液中。此法分离，常规可得到60％～

80％呈杆状的成活心肌细胞。

1．2．2 单细胞收缩检测 心室肌细胞收缩采用

Hintz等协1的方法，用IonOptix单细胞动缘检测系统

检测心肌细胞收缩。将心肌细胞置于倒置显微镜

(Olympus)载物台上的细胞灌流小室内，以含02台

氏液灌流(1 ml／min，25℃)，给予0．5 Hz，5 IllS波宽的

电场刺激，场刺激由灌流小室底部两侧镶嵌的铂电

极产生，细胞收缩影像通过40×物镜传输到IonOp．

ti】【的MyoCam照相系统并呈现在监视器上。心肌细

胞收缩幅度和收缩／舒张速度等指标由计算机自动

实时采集并记录，选取形态、功能良好的心室肌细胞

进行实验观察。心室肌细胞选取标准：(1)细胞呈长

杆状，长约为宽的5～7倍；(2)细胞边缘折光性好，

横纹清晰，细胞膜上无空泡；(3)无自发收缩，能随电

刺激而稳定地收缩；(4)给药前细胞收缩幅度恒定至

少在5min以上。

1．2．3统计学处理实验数据以平均值±标准差

(牙±S)表示，同一个指标用药前后比较用配对t检

验，多组间比较用单因素方差分析(ANOVA)，多重

比较用口检验，率的比较用卡方检验，用Origin统计

软件进行统计学检验，以P<0．05为差异显著界

限；P<0．01为非常显著差异。

2结果

2．1加蚴和拉西地平对心肌细胞收缩、舒张功
能的影响台氏液灌流心肌细胞约5 min，待细胞收
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缩幅度稳定后换以MN9202和拉西地平，MN9202和拉

西地平使电刺激引起的心肌收缩幅度(peak height，

ph)、心肌收缩幅度／单个心肌细胞的长度百分比(peak

height baseline×100％，ph／b1％)、最大收缩速率(+

dL／dt)、最大舒张速率(．dL／dt)减小(图1～4)。其中

3 X 1矿mol／L的MN9202使上述指标分别降低51％、

47％、44％和40％。3×106mol／L的拉西地平使上述

指标分别降低61％、51％、49％和48％。

图1 pn对MN9202和拉西地平的浓度依赖关系

与对照组比较，“P<0．05，+尸<0．01，n=10

图2 ph／b1％对MN9202和拉西地平的浓度依赖作用

与对照组比较，’P<O．05，4 P<0．01，／Z=10

2．2 MN9202和拉西地平对Iso引起心肌细胞收缩、

舒张功能的影响对照组采用台氏液灌流心肌细胞

约5 min，待细胞收缩稳定后换以含1×108mol／L Iso

的台氏液灌流。加药组采用台氏液灌流心肌细胞约

5 min，待细胞收缩稳定后换以含10{mol／L[so和

MN9202或拉西地平的台氏液灌流。Iso在使电刺激

引起的ph、ph／b1％、+dL／dt和一dL／dt增加，均有统

计学意义(P<0．05)，上述4个指标分别增加45％、

47％、54％和78％。3 X 107mol／L的MN9202和拉西

地平有抑制Iso的效应，MN9202使Iso升高的ph、

ph／b1％、+dL／dt和一dL／dt分别降低12％、20％、

46％和42％。其中+dL／dt和一dL／dt的降低有统计

学意义(P<0．05，表1)。而拉西地平使Iso升高的

ph、ph／b1％、+dL／dt和．dL／dt分别降低14％、31％、

56％和46％。其中ph／b1％、十dL／dt和一dL／dt的降

低有统计学意义(P<0．05，表1)

图3 +dLIdt对MN92舵和拉西地平的浓度依赖作用

与对照组比较‘P<0．05，。P<0．01，玎=10

图4．dLIdt对MN92吆和拉西地平的浓度依赖作用

与对照组比较，”P<0．05，。P<0．01，n=10

3讨论

MN9202是新型二氢吡啶类钙拮抗剂，笔者应用

单细胞动缘检测系统检测心肌细胞的收缩和舒张功

能。实验表明MN9202(3×1Cr6mol／L)使ph、ph／b1％、

+dL／dt和一dLIdt均降低，在细胞水平证明MN9202

有负性变力作用。ph指心肌细胞最大收缩幅度，因

为细胞大小有差异，收缩幅度也不同，为排除细胞大
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注：与Iso比较，’P<0．05；与对照组比较，。P<0．05

小造成收缩力的差异，作者采取ph／b1％，这样可更

好反映细胞的收缩能力。使用Is0后ph、ph／b1％、

+dL／dt和．dL／dt均增加，+dL／dt的增加表示细胞

增加同样收缩幅度所需的时间缩短，说明心肌收缩

功能增强；一dL／dt增加，细胞舒张同样幅度所需的

时间缩短，表明舒张功能增强旧J。Iso是_13．肾上腺素

受体激动剂，与用药前比较+dL／dt、一dL／dt均显著

增加，Iso可明显提高心肌内钙释放量，也促进反向

Na+／c孑+交换，均使肌浆网内的钙容量增加，引起心

肌收缩力的增强u¨12J。另外，Iso通过兴奋型G蛋

白激活腺苷酸环化酶，使胞内cAMP增多，进而激活

蛋白激酶A(PKA)，PKA可磷酸化多种与兴奋．收缩

耦联有关的蛋白质，如L广型钙通道、肌浆网(sarco．

plasmic reticulum，SR)、受磷蛋白(phospholamban)、雷

诺停受体(Ryanodine receptor，RyR)、肌钙蛋白I(tro—

ponin 1)和肌球蛋白轻链(MLC)等。L型钙通道的a

和J3亚单位的磷酸化增加钙通道的开放概率，RyR

磷酸化增加RyR的开放，增加细胞内钙浓度和钙瞬

变的幅度№J，SR内钙容量增加可提高RyRs触发钙

信号的敏感性【13|，少量经【广型钙通道内流的钙可使

sR释放钙增加(钙诱导钙释放)，收缩时肌浆网内钙

容量增加引起心肌收缩力增强。沈建新等u0’111证明

Iso引起心肌细胞内钙释放和SR内钙容量明显增

加，去磷酸化的受磷蛋白对钙泵有抑制作用，限制钙

泵从胞浆中摄取钙¨21，PKA又使肌钙蛋白c磷酸

化，使其对ca2+的敏感性下降，受磷蛋白磷酸化解

除对SR钙泵的抑制，即提高钙泵摄钙的速率，使胞

浆内钙浓度降低，加速钙瞬变降支的速率和心肌的

舒张【6J。因此，Iso既增强心肌细胞的收缩又促进心

肌细胞的舒张，MN9202和拉西地平都是二氢毗啶类

钙拮抗剂，通过阻断L广型钙通道，减少细胞内的钙

含量，钙拮抗剂所致负性变力作用可减少心肌细胞

的耗氧量，对缺血心肌有保护作用。在钙超载的情

况下，可对抗Iso和强心苷等增加心肌细胞内钙浓

度。作者的实验证实Iso引起Ph、Ph／b1％、+dL／dt

和一dL／dt的增强可被MN9202和拉西地平所减弱，

也就是说MN9202和拉西地平可拮抗异丙肾上腺素

对心肌细胞收缩和舒张功能的影响。

MN9202除有降压活性外，本实验证明它对心肌

细胞收缩力有直接的作用，其减弱作用可排除窦弓

反射的影响，结合以往的研究，它还有改善血液流变

学特性和降低血脂等作用，因此，对高血压并发高血

脂、高血黏度患者有一定的应用前景。
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