
基础研究

Na
+

/ Ca
2+
交换对狗心室肌细胞复极的影响

巩燕
1
王焱

1
Bela Szabo

2

摘要 探讨生理状态下 Na+ / Ca2+交换 ( NCX )双向模式的离子转换对复极的影响, 以及在转换失调时是否为潜在

的触发心律失常的机制。应用全细胞膜片钳技术研究单个心室肌细胞在不同频率刺激下动作电位时程 ( APD )的

变化、药物干预改变 NCX活性的条件下 APD的变化以及与细胞舒张的关系。结果: 固定频率 ( 1. 0 H z)刺激 APD

的变化范围和频率改变 ( 0. 6~ 1. 0H z)时 APD的变化范围均在一个相对固定的膜电位 ( 10~ 40 mV )范围内。用 10

mm o l/L EGTA缓冲细胞内游离钙后, APD的变异系数明显减小。而废除基质网功能及应用钙通道阻滞剂 nifedip

ine并不改变 APD的变异程度。因刺激频率减慢造成复极和细胞松弛的不匹配, 从而导致后收缩的出现以及 APD

的延长。在强化 NCX逆向活性的条件下穹隆膜电位显著降低,而 APD显著延长。结论:在动作电位的复极过程中

NCX的逆向模式和顺向模式应该与机械收缩和松弛有完美的匹配。生理状态下的心脏一旦这种匹配失调, NCX会

向错误的方向运载钙, 从而造成基质网内钙超载, 诱发心律失常。
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跨壁心室肌复极离散 ( TDR)是致心律失常性

单向阻滞和折返的重要机制
[ 1~ 3]

, 而同一心肌细胞

的动作电位时程 ( APD )的变异很可能为心律失常

的另一机制
[ 4]
。细胞膜上的钠 钙转运蛋白 ( Na

+
/

Ca
2+
exchange, NCX)可能是影响 APD变异的重要因

素之一。目前,国外研究病理状态下的 NCX电生理

特性的改变较多
[ 5]
。研究者的共识是 NCX的顺向

模式是在细胞松弛时将钙离子转运出细胞外, 而生

理状态下的 NCX逆向转运模式在复极中的意义还

不甚明确。NCX的离子转运模式失调是否为引发

心律失常的另一重要机制的研究, 在国内外是一个

前沿课题。本课题研究的目的在于探讨生理状态下

NCX双向模式的离子转运对复极的影响, 以及在模

式转换失调时是否成为潜在的触发心律失常的机

制。

1 材料与方法

本研究是在美国 Oklahoma大学医学科学中心心律失常

研究所细胞电生理研究室完成。
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1. 1 单个心室肌细胞的分离 25条雄性成年杂种家犬, 由

美国 Ok lahom a大学基础动物实验室提供。体重 20 3 kg。

pen tobarb ital静脉麻醉 ( 30 m g /kg ), 静脉注射肝素 ( 100 u /

kg)及心得安 ( 0. 5 m g /kg)后迅速取出心脏,立即置于 10 ,

8 mmo l/L KC l的氧饱和生理液中。立即插管于冠状动脉左

前降支 ( LAD )并用 Langendorff灌注系统顺序灌流: 37 生

理液和无钙生理液各 10 m in, 37 含胶原酶 ( co llagenase, 1

m g /m ,l II型, W orthington B iochem ica l Co, N J)的低钙 ( 60

mo l/L )生理液 30 m in, 37 生理液 5 m in。约在灌注 3 m in

co llagenase后心脏表面呈现蜂蜜样 ( H oney like ) 液, 为组织

开始被消化的标志。将 LAD灌注的局部组织切碎成悬浮

液, 并以 200 m直径孔的尼龙网过滤, 生理液反复冲洗 (约

5次 )后存放在 37 含青霉素的特殊生理液 ( MEM H anks,

G ibco# 41600 73)中待用, 存放液中含有 (mmo l/L ): NaHCO3

24、taurine 10、ribose 5、allopurino l 0. 1、Penic illin ( 100 000 u /L ),

pH值 7. 36, 用 5% CO2平衡。

1. 2 全细胞膜片钳技术 将一滴细胞悬浮液滴入温控

37 , 容积为 0. 5 m l的水循环域槽内, 置于倒置的显微镜

( N ikon TMS F, Japan)工作台上, 待细胞沉底附壁后, 以 3

m l/m in的速度灌注生理液。工作台与一摄影机 ( P anasonic

GP CD60)及视频监视器 ( Panason ic TR 124MA)相连。选择

柱状, 细胞质清晰,表面无颗粒,纹理明显的细胞进行试验。

直径 1. 0 mm钳片专用的硼硅酸盐微电极 (W o rld P recision

Instrum ents, Inc, PG 52150 4)用程序化电极拉制器 ( Su tter

Instrum ents Co. M odel P 87 )制作。自身阻抗在 1. 5 ~ 3.

5M ,接入阻抗为 13 3 。轻压在细胞表面,稍加负压即可

形成 1G 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 Pclam p 9. 0软件 ( Axon Instrum ents, CA )控制脉

冲信号, 经数 /模转换后由放大器输出。电流信号经 Ag /

AgC l电极引导, 由膜片钳放大器 ( Axon Instrum ents, Inc.

Foster C ity CA )记录并分析。

1. 3 观察指标

1. 3. 1 动作电位 ( AP ) 钳电流的模式下记录 AP。直立的

方形脉冲阈刺激, 脉宽 3 m s,用以引发 APs。用 PCM 2 A /D

VCR转换器 ( M ed ica l System s Co rp. G reenva le, NY ) 数字化

AP信号, 可即时分析,并储存在录影带以便离线分析。

1. 3. 2 细胞收缩和舒张 摄影机安装在显微镜 ( N ikon

TW S F, N ikon, Inc. M e lv ille, N J) 侧端。用光感双端探测器

( E lectron ics, UT, USA )同步记录细胞的短缩, 录影带储存以

便离线分析。AP和细胞收缩舒张用可储存示波器 ( T ektronix

Inc. Beave rton, O regon, USA )和视频监视器观察。

1. 3. 3 变异系数 ( CV ) 不同频率下 APD, 求出标准差 SD,

以 SD /平均 APD计算出变异系数 CV。

1. 3. 4 药物干预后的 APD、CV 在不同药物 EGTA、n ifed ip

ine、ry anod ine、thapsigarg in的干预条件下, APD的变化并计算

变异系数 CV。

1. 4 溶液与试剂 标准生理液成分 (mmo l/L ) : NaCl 140. 0、

KC l 4. 0、CaC l2 1. 8; M gC l2 1. 0、Na2H PO4 1. 0、4 ( 2 hydroxy

ethy1) 1 p iperazine ethane su lfon ic ac id ( HEPES) 15. 0、G lu

cose 11. 0。含 L i+生理液成分 ( mm ol/L ): N aC l 100. 0、L i+

40. 0、KC l 4. 0、C aC l
2
1. 8、M gCl

2
1. 0、Na

2
H PO

4
1. 0、HEPES

15. 0、G luco se 11. 0。以上 BS均用 NaOH调节 pH值至 7. 36,

温度 37 , 100% 氧饱和。无钙液: 用 MEM Joklik 标准液

( G ibco# 223000 016)。标准电极内液 ( mm o l/L ): KC l 130. 0、

NaC l 10. 0、ATP1. 5、HEPES 5. 0。 pH 用 KOH 调节至 7. 36,

37 。以上试剂均为 S igm a产品。

Ryanodine( RyR )、Thapsigarg in、N ifedipine均为试验当时

配制 ( n ifed ip ine避光, 5 条件下 )。

1. 5 统计学处理 在试验各种药物的干预效果时, 因为不

同细胞的电容量有绝对差异,所以我们将有统计学意义的标

准定为,同样的效果可在同一细胞重复至少 3次, 并可在至

少 5个不同细胞复制。

统计软件为 Jande l科学 Sigm astat 5. 1。F检验、配对 T

检验和非配对性 T检验 one way ANOVA用以分析正态分布

数据, m ann w hitney rank sum 检验用以分析非正态分布数

据。结果用 x s表示,以 P < 0. 05为差异有显著性。

2 结果

2. 1 心室肌细胞 APD的逐跳变异以及刺激频率改

变时的频率适应 在频率为 1. 0 Hz刺激的稳定阶

段连续记录 60个 AP,并叠加。如图 1所示, AP的

尖峰、切记和穹隆都有非常好的重叠,晚期复极过程

呈平行排列。变化最明显的范围在 10到 - 40 mV

之间,持续时间 120 m s, 经检验, APD为正态分布,

平均为 285 7 ms。在来自 20条狗 50个心室肌细

胞重复上述刺激,测得 APD变异系数 CV为 2. 4

0. 8。分析 APD变异与细胞大小间的相关性 CV /

Cm ( n = 18, 5个心脏 ) , 平均细胞电容量 Cm = 95

23pF,与 CV = 1. 8% 0. 7% 间无明显相关 ( r=

0. 25)。

图 1 同一心室肌细胞 1. 0H z刺激时 60个连续记录 动作电

位的叠加。最长,最短和平均动作电位

给心室肌细胞 ( n = 20, 3个心脏 ) 从 0. 6H z突
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然转为 1. 0H z的刺激, 图 2显示其中一个细胞的

连续 41个 AP的叠加。提示频率转换后平均 13 2

次 AP后 APD的变异趋于随机, 呈正态分布。说明

心室肌细胞在频率改变的条件下,需要 13次左右的

心动周期的适应才趋于稳定。还观察到这种频率适

应所引起的 APD的变化范围也在一个相对固定的

复极中期膜电位 10~ - 40mV范围内 (箭头所示 )。

图 2 同一心室肌细胞在刺激频率改变 ( 0. 6 ~ 1. 0 H z)后连续

记录 40个 AP的叠加

10 mmo l/L EGTA电极液 (细胞内液 )螯和细胞

内钙离子后, APD的变异明显由 2. 3 0. 8减少到

1. 3 0. 3 ( n = 19, P < 0. 01)。但用 5 mo l/L nife

dip ine阻断 ICa, L以及 3 mol /L thapsigarg in和 10

mo l/L ryanod ine废除基质网功能却对 APD的变异

性均不产生显著影响 ( n= 11, 2. 4 0. 4和 n = 10,

2. 6 0. 5, P > 0. 05)。

2. 2 刺激频率突然减慢导致 AP复极和细胞松弛

间的不匹配 给细胞施加从快频率到慢频率 ( 1. 0

H z到 0. 6 H z)转化刺激, APD从 278 8 ms增至

320 9 ms ( n= 16, 220 APs, P < 0. 05)。其中 5个

细胞显示频率减慢后, 机械舒张较 AP复极提前结

束,并伴随后收缩 ( after contract ion, A Con )。图 3

为其中之一。

2. 3 降低细胞膜外钠离子浓度对狗心室肌细胞 AP

及收缩的影响 等量等价 L i
+
替换细胞外液 40

mmo l /L N a
+
,促使 NCX以逆向模式工作, 即摄钙排

钠过程。但并不影响其他电压依赖性离子通道的

特性。穹隆的高度明显减少 , 从 4. 8 0. 3mV到

- 10. 6 1. 2 mV, P < 0. 05, 而 APD显著性增加,从

330 13 ms到 368 14 ms, P < 0. 05( n = 5)。收缩

幅度明显增强 25% ( 2. 2 0. 1到 3. 7 0. 5相对单

位, P < 0. 05) 图 4左所记录的是低 [N a
+
] o液施加

过程中,收缩活动及动作电位的逐跳变化。并记录

到早期后除极 ( EAD)的产生。图 4右是图 4左中选

择的 5个 AP及相应收缩活动的叠加。

图 3 刺激频率突然减慢 ( 1. 0 ~ 0. 6H z)导致复极拖后于舒张

的完成并诱发后收缩

3 讨论

3. 1 单个细胞 AP复极时间呈现逐跳变异性,变异

在相对固定的膜电位范围 10 mmol /L EGTA螯和

游离钙使 APD的变异明显减小,提示细胞内游离钙

与之密切相关。当然, 细胞内游离钙可以同时受至

少 3种主要因素的调控: L型钙通道电流 ( ICa, L )
[ 6]
、

钠钙交换电流 ( INCX )
[ 7]
和基质网 Ca

2+
的释放和摄

取
[ 8, 9]
。本研究结果显示, 联合应用 10 mo l/L ryan

odine和 3 mo l/L thapsigarg in阻断基质网后并未影

响 APD的变异。而应用二氢吡啶敏感型 ( DHPs)钙

通道阻滞剂 n ifed ip ine ( 5 mo l/L )有效阻断 ICa, L后,

也未影响 APD的变异。AP的平台期可呈现平缓、

穹隆,下斜或以上情况的组合。主要特点是膜电位

变化不大。这是因为此期中内向电流和外向电流保

持平衡。内向离子流主要是 ICa, L, 外向离子流主要

是超快外向钾电流 ( Ikur )、快外向钾电流 ( Ik r )、慢外

向钾电流 ( Iks )。因 Iku r的门控非常快,其形状被 AP

掩盖。 Ik s比 Ikr激活慢, Ikr随复极而逐渐加强, 它们

共同维持着 AP平台期离子流的平衡,轻度改变某

一离子流都会明显改变 AP平台期时间。 Ik r在 0 ~

+ 40 mV的范围内激活,膜电位低于 - 40 mV时, 复

极加速,膜电位从平台期迅速降低为舒张期水平, Ikr

对晚期加速复极起主要作用。Massim iliano等
[ 4]
报

道用 L 691、121阻断 Ik r可以明显增大 APD变异系

数。 Iks、内向整合钾电流 ( Ik1 )的激活更落后于 Ik r,

当复极进行到更负的膜电位水平时, Ik r钝化, 低于 -

30mV时, Ik1加速复极。AP在膜电位相对较正的

ICa, L和瞬间外向钾电流 ( Ito)激活范围叠加效果很

好, 而在 - 40 mV以下 Ik r、Iks和 Ik1的激活范围平行

化程度也很高。故认为以上离子在生理状态下对

APD变异所起的作用不是很大。而且同一细胞固

定频率刺激时的离子含量不会呈瞬间变化。所以

最可能对0~ + 40mV这个膜电位范围内造成影响的
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图 4 降低细胞外 N a+浓度 ( 40mm ol /L L i+代替等量 Na+ )对 AP和收缩的影响 箭头示后收缩和 EAD。AP穹隆水平降低而 APD延

长。* 所示为 - 15~ - 30mV。A低钠液干预前对照, B干预开始起效时的收缩, C EAD发生前最大幅度的收缩, D EAD发生后的

收缩, E新的稳定状态下的收缩

是 NCX。

3. 2 当复极与细胞松弛过程不相匹配时, NCX将

以错误模式工作 NCX在细胞膜的两端分别带有 3

个 N a
+
和 1个 Ca

2+
,转运过程中 3个 N a

+
置换 1个

Ca
2+
。所以 N a

+
端总有一个净电荷产生。方向与

N a
+
的运动方向一致

[ 10]
。电化学驱动力作用于

NCX, 使之可沿两个方向转运。向细胞外排出 Ca
2+

吸收 Na
+
的过程被称为正向转运, 反之则为逆向转

运。静息期离子浓度相对稳定,电驱动力为唯一驱

动力。膜电位为静息水平 ( - 84 mV )时, N a
+
内流,

NCX对除级起一定作用。当膜电位水平相对较正

时, NCX将 Na
+
排出细胞外, NCX逆向转运, Ca

2+
转

运至细胞内。膜电位在平台期水平时, 接近 0 mV

左右, 没有作用于 N a
+
的电驱动力。使 Ca

2+
有充分

的时间作用于收缩系统。当 AP时间较正常延长

时,加强 NCX逆向转运活性。 Ca
2+
在肌浆网内积

累,可导致肌浆网 内 Ca
2+
超载从而导致心律失常。

EAD和延迟后除级 ( DAD )的重要性在于它的

致心律失常作用。笔者认为 INCX在 EAD和 DAD的

产生中起重要作用。在相对较慢的频率刺激下 ( 0.

6H z) ,复极结束时间拖后于舒张结束时间, 在此条

件下, 细胞内低 [ Ca
2+
] i在相对正的膜电位水平激

活 NCX的逆向模式。也就是说游离 Ca
2+
在复极结

束前就已经被全部吸收回基质网, 此时的电驱动力

有利于 NCX的逆向模式 , 因此 Ca
2+
将朝着 错误方

向 转运, 造成细胞基质网内 Ca
2 +
超载, 从而诱发

EAD或 DAD的产生。Antze lev itch
[ 11]
的研究指出,

心室肌透壁性电异质性以及不同细胞频率依赖性

APD的适应程度不同是致心律失常的重要因素。

这个论点已得到公认。但笔者并不完全同意其中

APD的绝对延长是导致心律失常的必要条件的论

点,在功能正常的心室肌并没有观察到超过 400 ms

的 M细胞,故认为只要 AP 2相复极与细胞舒张不

相匹配时, NCX就有潜在的致心律失常作用。这种

情况下, APD并不一定延长。

3. 3 NCX逆向模式的活性增强导致细胞内 Ca
2+
超

载是致心律失常性 EAD和 DAD产生的基础 结果

表明,强化 NCX的逆向模式活性可加强 Ca
2 +
对基

质网的装载作用, 这是致心律失常的潜在机制。本

试验用降低 [N a
+
] o的方法加强 NCX的逆向转运活

性。低 [N a
+
] o 液抵达的过程中, 收缩幅度逐跳增

加直至达到新的稳定状态。说明 NCX的逆向模式

可以装载 Ca
2+
。NCX逆向模式装载的 Ca

2 +
多于其

顺向模式卸载的 Ca
2+
, 因而基质网内 Ca

2+
得以蓄

积。NCX逆向模式在低 [ Na
+
] o液逐渐抵达的过程

中逐渐增强的效应可以从相应 AP穹隆的膜电位水

平逐渐降低得以证明。同时 NCX的逆向活性的增

强还加强外向 INCX的强度因而减低 AP穹隆的高度。

当膜电位复极至相对较负的水平, NCX因电压驱动

力转为顺向模式工作, 因此造成复极的延迟, 因而

371Na+ / C a2+交换对狗心室肌细胞复极的影响



APD延长。复极速度的减慢与 2期 NCX以逆向模

式工作产生过渡极化电流的假设相一致。

用等量 L i
+
置换 Na

+
减低 [N a

+
] o 不影响任何

其他离子流的特性, 仅增强 NCX的逆向转运活性。

故认为凡可增强此活性的试验手段均可产生本试验

的效果。在相对较正的膜电位范围内, 增多的 Ca
2+

装载基质网,致使基质网 Ca
2+
超载而致心律失常。

同时增强的 INCX又强化去极化过程, 从而减低穹隆

高度。当 NCX在相对较负的膜电位水平转为排

Ca
2+
的顺向模式时, 需要相应更多的 Na

+
,实际上增

强的 INCX强化了去极化过程而使 APD延长。

因为穹隆被由装载 Ca
2+
形成的超极化电流抵

消,同时相应的 APD逐渐延长。在叠加的 AP图形

上穹隆的逐渐降低和 APD的逐渐延长形成的交叉

在 - 15~ - 30mV的膜电位范围内。提示在这个膜

电位范围, NCX由逆向模式转为顺向模式。在膜电

位水平下降至一定水平时,基质网内蓄积的 Ca
2 +
由

顺向 NCX转运出细胞外时需要相应数量的 N a
+
内

流。结果导致除极度的强化, APD延长。另一方

面,基质网内 Ca
2+
的蓄积达饱和时, 产生自发性基

质网 Ca
2+
的释放, 是 EAD、DAD产生的重要机制。

心脏结构和功能正常者可在夜间心率减慢时和

在交感神经兴奋的条件下发作心律失常。电解质紊

乱如低钠血症以及应用任何延长 APD的药物可能

诱发心律失常。笔者所阐述的电 机械匹配失调机

制可能是以上心律失常的重要机制。抑制 NCX的

逆向转运有望成为抗心律失常的作用靶点。
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