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血管紧张素 Ⅱ及其受体拮抗剂对豚鼠心肌细胞 

电生理及 L一型钙电流的作用 

徐延敏 黄体钢 陈元禄 

【摘要】 目的 探讨 血管 紧张素 Ⅱ及 其受体拮抗 剂对豚 鼠心肌细胞 动作 电位 间期及 L一型钙 电流 的作 

用 。方法 分离豚鼠乳头肌的单个心室肌细胞 ，采用内充 3 mol／L KC1的玻璃微 电极记 录心肌 动作 电位。采 

用膜片钳全细胞技术 ，钳 制电位一40 mV，保 持时间 200 ms，指令 电位 为 0，并记 录 L一型钙 电流的最大峰电流。 

结果 灌注血管紧张素 Ⅱ可致多种机制的心律失常。灌注 1 min，动作电位振幅、动作电位复极 9O 的间期 

(APD。。)、静息膜电位(RMP)较对照状态显著降低或缩短；灌注 3 min，动作电位复极 3O 和 5O 的间期 

(APD。。和 APD 。)及有效不应期均较对照状态显著缩短。膜片钳研究示血管紧张素 Ⅱ灌注5 min，L一型钙电流 

较对照状态显著增加，氯沙坦灌注 1 min L一型钙电流显著降低，灌注 3 min较 1 min进一步降低，电压一电流 

关 系曲线形状均无显 著变化 。结论 血 管紧张素 Ⅱ降低 动作电位幅度 ，缩短动作 电位时程及有效不应期 ，电 

压依赖性增加 L一型钙电流最大峰电流，具有致心律失常作用，氯沙坦电压依赖性地降低 L一型钙电流。 

【关键词】 膜 片钳 ； L一型钙 电流； 血管紧张素 Ⅱ； 动作 电位 ； 氯 沙坦 

Effect of angiotensin Ⅱ and its receptor antagonist on eIectr0physi010gy and L — type calcium current in 

guinea cardiac myocytes XU Yan-min，HUANG Ti-gang，CHEN Yuan—lu．Department of Cardiology， 

The Second Hospital of Tian1in Medical University，Tian|in 30021 1，China 

[Abstract] Objective To evaluate the effect of angiotensinⅡ (AngⅡ)and its receptor antagonist on 

action potentia1 duration and L—type calcium current density of cardiac myocytes．Methods Single myocyte 

of the ventricle in guinea was isolated． Action potentials were recorded using a conventional glass 

microe1ectrode filled with 3 rno1／L KC1 solution．Membrane patch clamp whole cel1 recording technique was 

used to investigate L—type calcium current maximum in holding potential of一40 mV，length of time 200 ms， 

command potential 0 mV． Results AngⅡ induced arrhythmia of multiple e1ectrophysio1ogic mechanisms． 

Action potential amplitude，90 of action potential duration (APD90)，and resting membrane potential 

(RMP)were significantly decreased or shortened after being purfused Ang Ⅱ for 1 minute compared with 

controls．30 of action potentia1 duration (APD30)，50 of action potentia1 duration (APD50)，effective 

refractory period (ERP)were also shortened significantly after purfused AngⅡ for 3 minutes compared with 

controls．AngⅡ increased the L—type calcium maximum current density after a perfusion of 5 minutes，but 

1osartan perfusion for 1 minute decreased the L —type calcium maximum current density，and it further 

decreased after perfusion for 3 minutes．However，the current—vo1tage relationship curve was unchanged． 

Conclusion Ang Ⅱ could decrease amplitude of monophasic action potentia1，rest membrane potentia1， 

shorten duratio~n of monophasic action potential and effective refractory period，increase maximum current 

density of voltage dependent L —type calcium，and possess the effect of inducing arrhythmia．Losartan 

decreased maximum current density of voltage dependent L—type calcium． 

[Key words] membrane patch clamp； L—type calcium current； angiotensinⅡ； action potential； 

】osrtan 

血管紧张素 Ⅱ(AngⅡ)是 肾素一血管紧张素系 

统 (RAS)中具有生物活性 的主要成分之一 ，参与人 

体多种生理及病理过程 。RAS激活在高血压、充血 

性心力衰竭(心衰)、心肌梗死后左室重塑及缺血／再 

灌注损伤的发生中均起重要作用 。近年来学术界对 
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· 论 著 · 

AngⅡ在上述疾病发生的生化及代谢方面已进行 了 

广泛研究“ ，然而对它发生作用的电生理机制及其 

离子机制的研究尚少。我们采用标准微电极技术及 

膜 片钳全细胞 技术 ，研究 AngⅡ及 其受 体拮抗 剂 

(氯沙坦)对豚鼠心肌细胞的电生理作用 。 

1 材料与方法 

1．1 灌 流液 的成分 ：台 氏液：NaC1 137 mmol／L， 

CaC1，1．8 mmol／L，MgC12 1．0 mmol／L，NaHCO3 

1．0 mmol／L，NaH2PO4 0．05 mmol／L，羟 乙基 哌嗪 

乙磺酸(HEPES)10 mmol／L，葡萄糖 5．5 mmol／L； 

以 NaOH 调 pH 7．4。无钙液 NaC1 137 mmol／L， 
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KC1 5．4 mmol／L，KH2PO 1·2 mmol／L，MgSO4 

1．2 mmol／L，HEPES 为 6．0 mmol／L，葡 萄 糖 

10 mmol／L，pH值 以 NaOH调至 7．4。心肌细胞分 

离 液为无 钙液 加胶 原 酶 0．3 g／L，牛 血清 白蛋 白 

(BSA)0．5 g／L，蛋 白酶 E 0．1 g／L，使用 时配制成 

50 ml上述液体 。低钙液为无钙液加入 180~mol／L 

CaC1 。电极内液成分为 KC1 110 mmol／L，Na ATP 

5．0 mmol／L，MgC1 2 5．8 mmol／L，乙二醇四乙酸酯 

(EGTA)0．5 mmol／L，CaC1 2 0．02 mmol／L，HEPES 

10 mmol／L。将 AngⅡ直接溶于台氏液配成浓度为 

200 ng／L。 

1．2 豚鼠乳头肌的制备及单个心室肌细胞的分离 ： 

豚鼠20只，雌雄不拘，体重 250~300 g。快速剖取心 

脏，浸入冰冷台氏液 ，沿心室游离壁剪开，取右心室 

乳头肌 ，置于灌流槽 内以备记 录动作 电位 (MAP)， 

3～4 ml／min台氏液灌流 ，保持(37．5±0．5) C温度 ， 

向灌 流槽 内通 以体积 分数 为 95 的 o 和 5 的 

CO 。钝器击 打头部致 死，迅速 取出心脏 ，至 冰冷 

(4 C)无钙液 中洗去残留血液 ，将 主动脉用棉线 固 

定 于 Langendorff灌流装置上 ，以无钙液 经主动脉 

逆行非循环灌注7 min，再 以含钙 150 mmol／L、蛋 白 

酶 0．1 g／L、胶原 酶 0．3 g／L、BSA 0．5 g／L无钙液 

灌注 3 min。将心室肌切为小块 ，置上述含酶低钙液 

中，37。C恒温下温孵吹打 5 min，再 以尼龙网过滤心 

肌细胞，复钙至浓度为 1．8 mmol／L，将 分离 的单个 

心肌细胞贮存于上述溶液 中，室温下静置 2 h，供膜 

片钳全细胞记录。 

1．3 实验方法 ：以与程序刺激器相联 的双极电极 ， 

于基础 周长 600 ms，舒 张 期 2倍 阈值 ，脉 冲宽度 

1 ms起搏乳头肌 。稳定 15 min后 ，以内充 3 mol／L 

KC1溶液的标准玻璃微电极记录动作 电位，以含 

AngⅡ的灌 流液灌注 1、3和 5 min后 分别记 录动 

作电 位及 有效不 应期 (ERP)，动作 电位记 录复极 

30 、50 和 90 的间期(APD3。、APD5。和 APD9。)， 

ERP以期外刺激法测定。经放大器后输出显示于示 

波器及输入计算机数据采集系统 。豚 鼠心肌细胞贮 

存 液 1．5 ml加 入倒 置 显 微镜 的细 胞 池 中，贴 壁 

10 min后 以台氏液灌流清 除死细胞及 污物 ，流速为 

2 ml／min。微电极经双步拉制 ，尖端直径<1 m，充 

灌电极内液后电阻为 3～5 MQ，轻轻抽吸于细胞膜 

与电极之间建立高阻抗封接 ，负压打孔 ，形成全细胞 

钳制 ，通过 AD／DA转换器支持 Axon 200 B微 电极 

放大器 ，以电压钳制状态下记录 L一型钙 电流，保持 

电压一40 mV，持续时间 200 ms，阶跃 10 mV，测试 

电位一50 mV～+40 mV，测定 电流一电压关系。保持 

电位一40 mV，持续 时间 200 ms，指令电位为 0，测定 

L一型钙 电流的最大峰电流。以含 AngⅡ及氯沙坦灌 

流液灌注 1、3和 5 min分别记录 L一型钙电流，如果 

高阻抗封接及破膜在 3～10 min内不能形成 ，将摒 

弃该细胞 。 

1．4 统计学方法 ：采用 SPSS 10．0统计分析软件 。 

计量资料 以均数±标准差( ±s)表示，采用配对t检 

验 ；计数资料采用 X 检验，P<0．05为差异有统计 

学意义。 

2 结 果 

2．1 AngⅡ致心律失常的作用 ：100 ng／L AngⅡ灌 

注后 ，40 发生异位 自主节律性心律失常；40 发生 

与起搏后有关的心律失常。心律失常于停止起搏后 

消失 ，恢 复起搏可诱发。提示可能与触发激动有关 ， 

心律失常多为期前收缩或短暂的心动过速。AngⅡ 

灌注 5 min起搏阈值即显著增高 [(2．0±0．6)mV比 

(5．0±0．9)mV，P<0．053，AngⅡ灌注后心律失常 

发生率显著增多，提示 AngⅡ可致心律失常 。 

2．2 AngⅡ对 豚 鼠乳 头肌 的 电生理作用 (表 1)： 

AngⅡ灌注 1 min，动作电位振幅(APA)、APD。。、静 

息膜电位 (RMP)均显著降低或 缩短，灌注3 min时 

APD。。、APD 。及 ERP也均显著缩短。 

表 1 AngⅡ对豚 鼠乳头肌的 电生理作用 ( ±s，，l一20) 

Table 1 Effects of AngⅡ on electr0physi0l0gy 

of myocyte in guinea(x__+s，，l一20) 

注 ：与 对 照 状 态 比 较 ： P< O．05 

2．3 AngⅡ及氯沙坦对豚鼠心肌细胞 L一型钙电流 

的作用 ：以含 AngⅡ(200 ng／L)的台氏液灌注5 min 

后 ，L一型钙 电流的最大峰电流较对 照状态显著增加 

(342．4± 297．6)pA／pF 比 (279．0±240．6)pA／pF， 

增加率达 27．9 ；以氯沙坦 (50 ug／L)灌注 1 min和 

3 min，L一型钙 电流较对 照状 态显著 降低 ，分别 为 

(280．3± 94．3)pA／pF 比 (355．2± 151．4)pA／pF； 

(177．4± 108．2)pA／pF 比 (355．2±151．4)pA／pF， 

抑制率 分别 为 21．1 和 50．1 ，灌注 3 min时较 

1 min进一步降低 ，电压一电流关 系曲线形状均无明 

显变化，最大峰电流仍然出现在+10 mV。 
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3 讨 论 

AngⅡ灌注 可诱发心律失常 ，4O％为异位 自主 

节律性心律失常；40 是与起搏后有关的心律失常。 

停止起搏心律失常消失，恢复起搏可诱发心律失常， 

显示 AngⅡ致心律失常为多种机制，AngⅡ致心律 

失常的作用与其直接 电生理作用有关。本研究结果 

显示，AngⅡ灌注可显著降低 APA，减慢心肌传导 

性 ，缩 短 动 作 电 位 APD APD 。和 APD。。，缩 短 

ERP，有利于形成折返机制 。此外 ，升高 RMP，增加 

兴奋性 ，易于发生 自主节律性心律失常。研究显示 ， 

AngⅡ灌注增加心律失常的发生率及延长其持续时 

间；在体 动物 的研究显示 ，早期心肌缺血时 AngⅡ 

水平增加伴有心室纤颤(室颤)的增加 ，表明 AngⅡ 

可能是缺血／再灌注心律失常的始动因素之一。 。本 

研究结果显示，AngⅡ通过直接的电生理作用，有致 

多种机制的心律失常作用 ，与文献(33报道一致 。 

本研究结果还显示 ，AngⅡ显著增加 L一型钙电 

流 的最大 峰电流，增加率达 27．9 ，AngⅡ能 电压 

依赖性增加 L一型钙 电流，缩短动作电位时程 ，增加 

自发搏动的产生及降低动作电位的阈电流强度，降 

低心肌 ERP，具有促室性心律失常作用H 。膜片钳 

研究显示 ，AngⅡ增加 自发搏动频率的作用是 由于 

其增加 L一型钙电流，并 电压依赖性地影响 L一型钙 

电流稳态激活成分“ ，本文结果与其相似。AngⅡ作 

用于 AT1受体，激活磷脂酶c，触发 1，4，5—3磷酸 

肌醇 (IP3)及甘 油二酯 (DG)的产生 ，促进 细胞 外 

Ca抖内流及肌浆网终池 Ca抖向细胞浆 中释放 ，促进 

Ca抖通道及 Na 通道开放 ，大量 细胞外 Ca抖内流， 

导致细胞内钙超负荷及钠超负荷而间接导致瞬间内 

向电流 (Iti) 。Iti是钙依赖的病理性内向钙电流， 

它导致早期后除极等触发活动的发生 。氯沙坦为 

非肽类 I型AngⅡ受体(AT1)拮抗剂，其直接阻断 

由 AT1受体介导 AngⅡ的功能 。本研究结果显示 ， 

氯沙坦电压依赖性及时间依赖性地降低 L一型钙电 

流，显示氯沙坦可抑制 AngⅡ引起 的细胞内钙超负 

荷 及 瞬 间内 向 电流 ，具有 潜 在抗 心 律失 常作 用 。 
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显示氯沙坦显著降低 L一型钙电流及细胞内钙超负 

荷 ，对心肌细胞 电重构发挥有益作用。 

动作电位平 台期的变化取决于内向电流与外 向 

电流的净结果 ，这与对心肌动作电位氯电流 ，内向整 

流钾 电流有关。 ，AngⅡ及氯沙坦对 动作电位作 

用的离子机制有待于从分子水平进一步研究 。 
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