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摘要    本研究利用 fura-2-AM 荧光成像和膜片钳技术, 发现内皮素-1(Endothelin-1, 
ET-1)可显著提高大鼠分离心肌细胞内钙离子水平([Ca2+]i), 激活心肌细胞钙通道. ETA受

体阻滞剂 BQ123 能够消除 ET-1 提高[Ca2+]i的效应, 而 ETB 受体阻滞剂 BQ788 对该效应

无影响. 用 ryanodine受体阻断剂 ryanodine(10 μmol/L)预处理, 可以使ET-1诱导的[Ca2+]i

的增加抑制 46.7%. 蛋白激酶 A(PKA)的抑制剂、蛋白激酶 C(PKC)的抑制剂和血管紧张

素Ⅱ一型受体(AT1 receptor)的抑制剂都能够抑制 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加. 本研究发

现 ET-1 能够提高全细胞 L-型钙通道电流的幅度, 增加 L-型钙通道单通道的开放概率. 
并且 BQ123 完全阻止了 ET-1 诱导的 L-型钙通道开放概率增加的效应. 本研究证明了

ET-1 通过一系列机制调节钙超载, 包括 L-型钙通道的激活, 钙致钙释放(CICR), ETA 受

体, PKC, PKA 和血管紧张素Ⅱ一型受体也参与到了这个途径中. 
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内皮素-1 (Endothelin-1,ET-1)是一种有效的持续

性的缩血管多肽, 由血管内皮细胞分泌, 调节循环、

神经、呼吸和泌尿系统. 它也是一种生长因子、一种

激素调节多肽和一种神经多肽[1,2]. ET-1 也可在心脏

中表达并被内皮、血管平滑肌和心肌细胞释放, 特别

是在各种心血管疾病中, 包括充血性心衰、心肌肥厚

和缺血性心脏病[3~6]. 血浆 ET-1 水平对保持正常的心

血管功能十分重要, 它的调节失常导致高血压、心律

不齐和心衰[7]. 另外 ET-1 是自发高血压大鼠平滑肌

细胞的有丝分裂原[8], 高血压大鼠氧化皮质酮乙酸诱

导的心肌组织纤维化至少部分由ET-1介导[9,10]. 因此

研究者们致力于寻求确定涉及 ET-1 的病理生理回路.  

尽管该领域的研究有重大进展, ET-1 导致的心

血管疾病发病的分子细胞机制仍不完全清楚. 最近

的研究结果表明该机制可能与钙超载有关. Kuhlmann
等人[11]报道 ET-1(10 nmol/L)可导致人内皮细胞内钙

离子浓度显著增加 ([Ca2+]i). Mohacsi 等人 [12]报道

ET-1 的致心律失常作用可能与胞内钙释放、IP3 的产

生、和由 Na+/H+交换器的激发导致的酸中毒有关.  
在心肌细胞中, L-型钙电流是主要的去极化电流, 

参与动作电位平台期和内质网钙释放的调节[13]. 这
一通道被许多第二信使调节, 这就解释了为什么它

能调节许多激素和神经介质, 包括 ET-1. 然而 ET-1
对 ICaL的效应仍不清楚. 例如, 一些关于 ET-1 的研究
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发现 ICaL 增加[14~16], 而其他则发现 ICaL 降低[17,18]或无

变化[19]. 这些有争议的数据可能是由实验条件的差

异导致的, 包括不同的物种、组织和制备. 另外测量

ICaL 的方法可能是保持 ET-1 生理应答的最重要因素. 
许多早期研究使用破膜式膜片钳, 相反细胞吸附式

单通道记录允许描述 ICaL 而不改变胞内组分. 所以, 
检测 ET-1 对完整心肌细胞 ICaL 的作用和其潜在机制

非常重要. 然而, ET-1 介导的[Ca2+]i 增加的详细机制

和通路还没有被完全揭示. 本研究应用 fura-2-AM 荧

光成像技术和膜片钳技术, 聚焦于揭示 ET-1 造成的

钙超载的信号转导机制, 试图阐明 ET-1 对心肌细胞

内 Ca2+水平和 Ca2+通道电流的影响, 并检测 PKA, 
PKC 和 AT1 受体是否参与到 ET-1 诱导[Ca2+]i 增加的

信号通路中.  

1  材料和方法 

1.1  动物 

实验所用成年雌性或雄性大鼠购于吉林大学动

物实验中心, 于温度自动控制的房间中喂养.  

1.2  大鼠心室肌细胞分离 

向体重 200~300 g的大鼠腹腔内注射戊巴比妥钠

(20 mg/kg)麻醉, 快速将心脏取出, 于 4℃台式液中冷

却. 然后利用 Langendorff 灌流装置于 41℃下从主动

脉逆灌心脏. 首先用含钙台式液(1.8 mmol/L CaCl2)
灌流 2 min 以洗净残余的血液, 接着用无钙台式液灌

流 5 min. 最后用含 15 mg/100 mL 胶原酶的无钙台式

液灌流 50 min. 灌流之后剪下心室, 在 KB 液中剪成

1 mm3的小块, 37℃水浴 10 min. 分离下来的细胞 4℃
下储存于 KB 液中备用.  

1.3  细胞内钙离子浓度的测定([Ca2+]i) 

为测定 ET-1 对心肌细胞钙浓度的影响 , 用
fura-2/AM 荧光测定法测定[Ca2+]i. 将盖玻片粘贴于

细胞浴槽上, 加入分离的心室肌细胞, 悬浮于含 1.25 
mol/L fura-2/AM 和 pluronic F-127 (0.025% W/V) 的
台式液中, 37℃下负载 30min. 将细胞浴槽放置于连

接有氙灯和 CCD 摄像头(CoolSNAP DG-4, Photoma-
trics, USA)的荧光倒置显微镜(Nikon TE2000S, 日本)
下, 待测. 采用 Lambda DG4 超高速激发光波长切换

器, 使激发光在 340 和 380 nm 快速转换, 得到 510 

nm 下的荧光强度, 通过 340/380 的比值计算[Ca2+]i. 
为增加实验的可信度 , 用 Fura-2 Calcium Imaging 
Calibration Kit (Invitrogen)绘制了[Ca2+]i 标准校正曲

线(图 1). 使用 MetaMorph/Fluor software (Molecular 
Devices Co., 美国)进行分析和记录.  

 

 
 

图 1  [Ca2+]i 标准校正曲线. 
用 Fura-2 Calcium Imaging Calibration Kit(Invitrogen)绘制了[Ca2+]i

标准校正曲线, 使用 MetaMorph/Fluor software(Molecular Devices 
Co., 美国)进行分析和记录 

1.4  全细胞 L-型钙通道电流记录 

用 Axon-patch 200B 放大器(Axon Instruments 
Inc., USA)记录全细胞钙电流. 数据通过 PClamp软件

(Axon Instruments Inc, USA)在 2 kHz 下获得. 用二阶

拉制器拉制电极, 电极尖端电阻为 2~4 MΩ. 获得串

联电阻和电容补偿. 250 ms 去极化脉冲从钳制电压

−50 mV 阶跃至−50~+60 mV, 增量为 10 mV, 引发钙

内流. −40 mV(30 ms)前脉冲用于使电压依赖性 Na+通

道失活.  

1.5  L-型单通道钙电流记录 

L-型单通道钙通道的活性用细胞吸附式膜片钳

技术测定. 三阶拉制器(Zeitz, Augsburg, Germany)拉
制玻璃微电极, 抛光, 电极尖端电阻为 2~5 MΩ. 细
胞浸于浴液中, 用电极内液充灌电极. 封接形成前电

极内液和细胞浴液之间的电极电压调到 0. 电极和细

胞间的千兆封接形成后, 钳制电压从−60 mV 阶跃至

10 mV 诱发 L-型钙通道的激活, 时间间隔 256 ms, 频
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率 0.5 Hz. 单通道钙电流用 L/MPC 膜片钳放大器记

录(List, Darmstadt, 德国). 用 pClamp 6.0 软件(Axon 
Instruments)分析单一电流, 结果以开放概率(NPo)的
形式表达. NPo 是通道开放时间和总时间的比值. 单
一电流的平均幅度是通过 Gauss 曲线拟合每次实验

的电流相继密度得到的.  
记录出电流后, 为观察钙通道电流的变化, 应用

药物于细胞, 包括钙离子通道的抑制剂 verapamil、激
动剂 Bay K 8644, ET-1 等. 随后, 用细胞浴液冲洗细

胞 2~3 次(流速, 2~3 mL/min).  

1.6  溶液 

台式液成分：100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L KCl, 
1.2 mmol/L NaH2PO4, 5 mmol/L MgSO4, 20 mmol/L 
glucose, 10 mmol/L taurine 和 10 mmol/L MOPS(pH 
7.2). 细胞储存液成分：70 mmol/L KOH, 50 mmol/L 
L-glutamic acid, 40 mmol/L KCl, 20 mmol/L taurine, 
20 mmol/L KH2PO4, 3 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L 
glucose, 10 mmol/L HEPES 和 0.5 mmol/L EGTA(pH 
7.4). 用于记录全细胞钙电流的细胞浴液成分：2 
mmol/L CaCl2, 135 mmol/L TEA-Cl, 5 mmol/L 4-AP, 1 
mmol/L MgCl2, 10 mmol/L glucose 和 10 mmol/L 
HEPES(pH 7.4). 用于记录全细胞钙电流的电极内液

成分：85 mmol/L L-aspartic acid, 85 mmol/L CsOH, 20 
mmol/L TEA-Cl, 10 mmol/L HEPES, 1 mmol/L EGTA, 
2 mmol/L MgCl2, 4 mmol/L MgATP, 0.1 mmol/L 
Na2GTP 和 5 mmol/L Na2creatine phosphate(pH 7.4). 
用于记录 L-型钙通道单通道电流的细胞浴液成分：

140 mmol/L potassium aspartate, 10 mmol/L EGTA 和

10 mmol/L HEPES(pH 7.4). 用于记录 L-型钙通道单

通道电流的电极内液成分：110 mmol/L BaCl2 和 10 
mmol/L HEPES(pH 7.4).   

Fura-2/AM, F-127, ET-1, BQ-123, BQ-788, chel-
erythrine, H-89 dihydrochloride hydrate, teimisartan, 
nifedipine, ryanodine 等购买于 Sigma 公司. verapamil
和 Bay K 8644 购买于 Calbiochem Co., 美国.  

1.7  统计学  

所有数据用平均值±SE形式表示. 两组间的差异

显著性通过 t-test 或 ANOVA 接着用 Newman-Keuls 
test 评估. P<0.05 被认为具有差异显著性.  

2  结果 

2.1  ET-1 通过 ETA受体升高[Ca2+]i 

为观察 ET-1 对[Ca2+]i 的作用并确定哪种受体参

与该效应 , 测定了[Ca2+]i. 用 ET-1(20, 40, 60, 100 
nmol/L)处理心肌细胞, 与正常组相比, [Ca2+]i 剂量依

赖性地增加(图 2(A)). 在不同的浓度 ET-1 作用下, 
[Ca2+]i 分别增加 5.33%, 8.51%, 12.29%和 16.32%. 
ET-1(0.1 μmol/L)处理分离的心肌细胞, 造成了[Ca2+]i

的显著增加. BQ123(1 μmol/L) 加入细胞浴槽后, 这
个效应被显著抑制(图 2(B)). 分离下来的心肌细胞分

别用下列方式处理：vehicle control, ET-1(0.1 μmol/L), 
ET-1(0.1 μmol/L)+BQ123(1 μmol/L), 或 ET-1(0.1 
μmol/L)+BQ788(1 μmol/L) 孵育 30 min. ET-1(0.1 
μmol/L)处理组导致[Ca2+]i 增加了 19.23%. 该效应被

ETA 内皮素受体阻断剂 BQ123(1 μmol/L)阻滞了

73.48%. 然而 ETB 内皮素受体阻断剂 BQ788(1 
μmol/L)对 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加没有影响(图 
2(C)).  

2.2  钙致钙释放参与了ET-1诱导的[Ca2+]i的增加 

为检测 ET-1 对钙致钙释放(CICR)的影响, 用高

浓度的 ryanodine(10 μmol/L, ryanodine 受体阻断剂)
处理心肌细胞 30 min. 然后加入 ET-1(0.1 nmol/L), 
ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加被 ryanodine(10 μmol/L)消
除了 46.7%(图 3). 

2.3  PKC, PKA 和 AT1 受体参与了 ET-1 诱导的
[Ca2+]i的增加  

为进一步研究 PKA, PKC 和 AT1 受体是否参与

了 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加, 分离的大鼠心肌细胞

用 ET-1(0.1 μmol/L)+chelerythrine(5 μmol/L, PKC 抑

制剂), ET-1(0.1 μmol/L)+H-89 dihydrochloride hy-
drate(5 μmol/L, PKA 抑制剂) 和 ET-1(0.1 μmol/L)+  
teimisartan (5 μmol/L, AT1 受体抑制剂)处理 30 min. 
chelerythrine, H-89 dihydrochloride hydrate 和 teimi- 
sartan 使 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加分别降低 36.61%, 
35.40%和 42.68%(图 4). 

2.4  ET-1 对全细胞 L-型 Ca2+通道电流的影响 

大量实验表明 ET-1 对心肌具有正性变力和变时
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作用. 为检测外源 ET-1 对全细胞 L-型 Ca2+通道电流 
(ICaL)的修饰作用, 进行了大鼠心肌细胞全细胞膜片

钳实验. 细胞浸于含 5 nmol/L, 10 nmol/L, 15 nmol/L
和 50 nmol/L ET-1 的溶液中. 为保证所记录的电流是

L-型 Ca2+电流, 膜电压(Vm)被钳制在 L-型 Ca2+通道的

激活电压内. 即 250 ms 去极化脉冲从钳制电压−50 
mV 阶跃至−50~+60 mV, 增量为 10 mV, 引发钙内流. 
此外, 用 L-型钙通道阻断剂(verapamil)和激动剂(Bay 
K 8644)对所记录电流进行鉴定(图 5). 在此基础上

记录 L-型 Ca2+通道电流. 
不同浓度的 ET-1 使峰电流从(−251.0±32.85) pA

分别升高至(−261.3±38.21) pA(4.10%, n=10, P<0.01), 
(−272.5±42.56) pA(8.57%, P<0.01), (−382.8±44.21) 
pA(52.51%, n=10, P<0.01), 和(−423.6±48.56) pA 
(68.76%, n=10, P<0.01). 然而, 对动作电位和反转电

位没有影响. 200 ms 去极化脉冲从钳制电压−50 mV
阶跃至−50~+60 mV, 增量为 10 mV, 引发钙内流. 然
后, 用不含 ET-1 的细胞浴液冲洗掉 ET-1. 5min 后, 峰 

 

 
 

图 2  ET-1 对大鼠心肌细胞[Ca2+]i 的影响. 
(A) 用 ET-1(20, 40, 60, 100 nmol/L)处理心肌细胞, 与正常组相比, [Ca2+]i 剂量依赖性地增加; (B) ET-1 诱导的一个代表性细胞[Ca2+]i 的升

高, 用 fura-2/Am荧光成像的方法测定细胞内钙浓度, ET-1(0.1 µmol/L)显著升高[Ca2+]i, ETA受体抑制剂 BQ123(1 µmol/L)完全阻滞了该效

应. 细胞外液含 Ca2+(1.8 mmol/L); (C) ET-1 对[Ca2+]i 的影响, 分离下来的心肌细胞分别用下列方式处理, 对照, ET-1(0.1 μmol/L), ET-1(0.1 
μmol/L)+BQ123(1 μmol/L), 或 ET-1(0.1 μmol/L)+ BQ788(1 μmol/L)孵育 30 min,每个处理组中至少测定 3 个实验的 21~23 个细胞. 数据以

平均值±SE 的形式表示, * 示与对照组相比差异显著(P<0.05) 
 

 
 

图 3  ryanodine 对 ET-1 诱导[Ca2+]i 增加的影响 
(A) 一个代表性的细胞用 ryanodine 处理后, ET-1 诱导[Ca2+]i 的增加, 用高浓度的 ryanodine(10 μmol/L, ryanodine 受体阻断剂)处理心肌细

胞 30 min, 用 Fura-2/Am 荧光成像的方法测定细胞内钙浓度. ET-1(0.1 μmol/L)显著升高[Ca2+]I, ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加被 ryanodine(10 
μmol/L)消除了 46.7%. (B) ET-1 和 ryanodine + ET-1 处理后[Ca2+]i 的柱形图, 选择 ET-1 加入后[Ca2+]i 变化的平台期的值作柱形图, 每个处 

理组中至少测定 3 个实验的 21~23 个细胞. 数据以平均值±SE 的形式表示, * 示与对照组相比差异显著(P<0.05) 
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电流达到(−301.4±35.41) pA, 没有完全恢复至正常水

平. 图 6 表示加 ET-1 后代表性的细胞全细胞 ICaL 的

变化. 结果表明, ET-1 使全细胞 L-型钙电流显著增加, 
并呈现剂量依赖性. 

2.5  ET-1 对 L-型钙通道单通道电流的影响  
为检测 ET-1 对 L-型钙通道单通道的影响, 用细

胞吸附式膜片钳单通道记录技术在不破坏细胞内环

境的情况下检测了 ET-1 对成年大鼠心肌细胞 ICaL 的  
 

 
 

图 4  PKC 抑制剂(PKCi, Chelerythrine), PKA 抑制剂(PKAi, H-89 dihydrochloride hydrate)和 AT1 受体抑制剂(AT1i, 
Teimisartan)减弱 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的升高 

(A) 在有代表性的细胞中, PKCi(5 μmol/L)显著抑制 ET-1(0.1 μmol/L)诱导的[Ca2+]i 的升高; (B)在有代表性的细胞中, PKAi(5 μmol/L)显著

抑制 ET-1(0.1 μmol/L)诱导的[Ca2+]i 的升高; (C)在有代表性的细胞中, AT1i(5 μmol/L)显著抑制 ET-1(0.1 μmol/L)诱导的[Ca2+]i 的升高; (D)
用 ET-1(0.1 μmol/L), ET-1(0.1 μmol/L)+ PKCi(5 μmol/L), ET-1(0.1 μmol/L)+ PKAi(5 μmol/L)或 ET-1(0.1 μmol/L)+ AT1i(5 μmol/L)处理细胞

后, [Ca2+]i 的柱形图. ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加分别被 PKCi, PKAi 和 AT1i 抑制了 36.61%, 35.40%和 42.68%. 每个处理组中至少测定 3 个

实验的 21~23 个细胞. 数据以平均值±SE 的形式表示, * 示与对照组相比差异显著(P<0.05). # ET-1+PKCi, ET-1+PKAi 和 ET-1+AT1i 与
ET-1 相比差异显著 (P<0.05) 

 

 
 

图 5  L-型钙通道电流的鉴定 
250 ms 电压脉冲从钳制电压−50 mV 阶跃至−50~+60 mV, 增量为 10 mV. (A) 用 verapamil 79 μmol/L 处理时 ICaL 电流-电压关系; (B) Bay K 

8644 5 μmol/L 处理时 ICaL 电流-电压关系; (C) 图(A)和(B)描述了电流的柱形图. ** 示与对照相比差异显著(P<0.01) 



 
 
 

 
中国科学 C 辑: 生命科学   2009 年 第 39 卷 第 4 期 

 

 

357 

作用. ET-1(10 nmol/L)引起了钙通道开放概率的显著

增加(NPo, 图 7(B)). ET-1(10 nmol/L)使开放时间从 
(2.95±0.33) ms 延长至(4.74±0.42) ms(n=11, P< 0.05), 
而关闭时间从(88.40±14.73) ms 缩短至(35.31±12.41) 
ms(n=11, P<0.05). 然而, ET-1(10 nmol/L)不显著改变

单一电流的幅度, 如图 7(A)所示(加入 ET-1 前后, 电
流幅度分别为(1.42±0.02)和(1.40±0.18) pA). 在另一

个实验中 Bay K 8644(100 nmol/L)显著增加. ICaL 的

NPo, 不改变单一电流的幅度, 与 ET-1 对心肌细胞钙

通道的作用十分相似 (图  7(C)和(D)). 另外 , 加入

nifedipine(0.3 μmol/L, L-型Ca2+通道阻断剂)后ET-1(10 
nmol/L)对 ICaL的 NPo 不产生任何影响(图 7(E)和(F)) 

ETA 和 ETB 受体在心肌细胞中都有表达. 本研究

用二者各自的阻断剂研究了内皮素受体参与 ET-1 对

L-型钙电流的效应的情况. 如图 8 所示, ETA 阻断剂

BQ123(1 μmol/L)完全阻滞了ET-1诱导的NPo的增加. 
相反, 在同样的处理下, ETB 阻断剂 BQ788(1 μmol/L) 
没有改变 ET-1 对钙电流的作用. 在这些实验中, 单
独应用 BQ123 或 BQ788 不能显著改变钙通道的基本

活性. 
 

 
 

图 6  ET-1 对全细胞 L-型钙电流的影响 
ET-1 剂量依赖性地增加钙电流. (A) 不同浓度 ET-1(5 nmol/L, 10 nmol/L, 15 nmol/L, 50 nmol/L 和 0 nmol/L)作用下代表性的细胞全细胞的

ICaL. 数据以平均值 ±SE 的形式表示(n=10), ** 示 P<0.01; (B) 电流-电压关系曲线 

 

 
 

图 7  ET-1 心肌细胞 ICaL 的影响 
(A) 加入 ET-1(10 nmol/L)前后一个代表性的细胞中记录的 ICaL 的轨迹, 短线表示基线(ICaL 关闭状态), 细胞膜从钳制电压−60 mV 去极化

至 10 mV, 256 ms; (B) 加入 ET-1(10 nmol/L)前后 ICaL 的开放概率(n=11)的柱形图, * P<0.01; (C) 正常状态和加入 Bay K 8644(Bay K, 100 
nmol/L)后一个代表性的细胞中记录的 ICaL的轨迹, 短线表示 ICaL 关闭状态; (D) 加入 Bay K(100 nmol/L)前后 ICaL的开放概率(n=12)的柱形

图, * P<0.05; (E) 加入 ET-1(10 nmol/L)+nifedipine(0.3 μmol/L)前后一个代表性的细胞中记录的 ICaL 的轨迹. 短线表示 ICaL 关闭状态;  
(F) 加入 ET-1(10 nmol/L)+nifedipine(0.3 μmol/L)前后 ICaL 的开放概率(n=12)的柱形图 
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图 8  ETA 和 ETB 受体在 ET-1 诱导的心肌细胞 ICaL 

增加的效应. 
柱形图示 ETA 受体阻断剂 BQ123(1 μmol/L)和 ETB 受体阻断剂

BQ788(1 μmol/L)对 ET-1 诱导的 ICaL 的作用. 按下列方式处理细

胞：对照, ET-1 (10 nmol/L), BQ123 或 BQ788, 和 BQ123+ET-1 或

BQ788+ET-1. 数据以平均值±SE 的形式表示(n=7, 8), * 示与各组 
的对照相比 P<0.05 

3  讨论 
本研究为 ET-1 通过 L-型钙通道的激活(即 ET-1

增加 L-型钙通道单通道 NPo, 全细胞 L-型钙通道电

流和钙致钙释放)诱导[Ca2+]i 增加的假说提供了证据. 
实验结果首次描述了 ETA 受体, PKC, PKA 和 AT1 受

体都参与了 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加.  
一系列的证据证明, ET-l 能够诱导[Ca2+]i 升高的

假说, 并且提出诱导[Ca2+]i 升高的通路和相关因子. 
Ko 等人[20]的研究表明, 刚分离的兔的肺动脉平滑肌

细胞中, ET-l 诱导细胞内钙离子浓度瞬时增加, 随后

返回初始的[Ca2+]i. 作者揭示了[Ca2+]i 的增加归因于

ryanodine 和 1, 4, 5-三磷酸肌醇-敏感的细胞内钙库的

钙离子释放. Minowa 等人[21]用 Wister 大鼠分离的动

脉平滑肌细胞研究 ET-1 对[Ca2+]i 的作用, 发现 ET-1
能够引起一个 Ca2+浓度的峰和一个继后的平台期 , 
并且 NO 供体 SNP(10 mmol/L)可以消除这一效应,  
NO 通过 cGMP 信号通路抑制 ET-1 的作用. Zima等 
人 [22]报道 ET-1 增加了完整的猫动脉细胞基础的

[Ca2+]i, 增加动作电位, 引发钙瞬变, 改变钙瞬变幅

度, 并且以钙火花和致心律失常性Ca2+波的形式异化

自发的肌质网(SR)钙释放. 本实验为这些报道进一步

提供了证据, 一般来说, ET-1 诱导的[Ca2+]i 增加包括

两个时相: 一个瞬时增加相跟随一个持续增加相. 人
们一般认为瞬时相是由专门的受体介导的, 并且和

肌质网钙释放有关; 而持续相依赖于钙通道的激活.  
尽管大量研究集中于ET-1诱导的细胞内钙超载, 

但是学者们没有达成共识 . 为证明我们的假说 , 用
Fura-2/AM 荧光成像直接观察 ET- l 对心肌细胞

[Ca2+]i 的影响. 发现 ET-1 诱导了[Ca2+]i 的增加, 该效

应被 ETA 内皮素受体阻断剂 BQ123(1 μmol/L)减弱了

73.48%. 然而 ETB 受体阻断剂 BQ788(1 μmol/L)对
ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加没有影响. 所以, ETA 可能

对 ET-1 的强心刺激效应更重要, 而 ETB 不参与 ET-1
诱导的[Ca2+]i 增加.  

大量研究考察了 PKC 和 PKA 在 ET-1 对心肌细

胞作用途径中可能的作用, 用 Fura-2/AM 荧光成像, 
Xu等人[23]发现在原代培养的乳鼠心肌细胞中, 蛋白

激酶 C 非特异性抑制剂(staurosporine, 100 nmol/L)和
选择性抑制剂 (NPC15437, 20 mmol/L)显著加强了

ET-1 对[Ca2+]i 的作用. 然而, Chu 等人[24]报道 ET-1 的

正性肌力效应(PIE)肌丝对钙离子敏感性的增加和钙

瞬变小幅度的增加有关, 需要 PKA 和 PKC 的激活. 
所以, PKA 和 PKC 在 ET-1 诱导的[Ca2+]i 增加中的作

用仍然不确定. 本研究应用 PKC 抑制剂(chelerythrine)
和 PKA 抑制剂(H-89 dihydrochloride hydrate)检测了

它们对 ET-1 诱导的[Ca2+]i 增加的作用, 发现 ET-1 诱

导的[Ca2+]i 的增加分别被 chelerythrine 和 H-89 减弱

了 36.61%和 35.40%. 这表明 PKA 和 PKC 参与了

ET-1 诱导的[Ca2+]i 增加的途径中.  
ET 和 AngⅡ系统有相互作用. 一些报道表明, 

AngⅡ介导的 AT1 受体激活诱导了 ET-1 的合成和释

放, 继而激活 ETA 受体[25,26]. 的确, 慢性的 ETA 受体

的阻滞可以部分阻止大鼠 AngⅡ介导的心肌肥厚[27]. 

本研究表明, ET-1 诱导的[Ca2+]i增加被 AT1 受体抑制

剂 teimisartan减弱了42.68%, 为研究两个系统的相互

作用提供了新的证据.  
实验数据表明, PKC, PKA 和 AT1 受体可能参与

ET-1 诱导的[Ca2+]i 增加的效应. 然而, 3 种抑制剂都

不能完全抑制该效应, 这表明该效应也可能涉及其

他的通路.  
对于 ET-1 诱导的[Ca2+]i 持续相增加的机制仍然
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不确定. 一般认为与膜离子通道有关, 但离子通道的

种类仍需要阐明[28,29].  
实验关键的问题是解决 L-型 Ca2+通道是否参与

ET-1 诱导的细胞内钙离子浓度的增加. 这个领域存

在矛盾的观点. 心肌细胞膜主要有两种钙通道——L
和 T 型[30~33], 这两种钙通道有不同的电生理和药理

学特征[34,35]. T-型钙通道一般只存在于胚胎和乳鼠心

室肌细胞, 后天发育过程中逐渐消失[36]. 成年体内T-
型钙通道特异性地存在于浦肯野细胞、心房肌细胞、

窦房结细胞和静脉窦细胞, 但不存在于大鼠、兔、和

各种其他动物的心室肌细胞. 而且, 低电导率的 T-型
Ca2+通道工作细胞基本没有作用. Toshiaki 等人[37]报

道了 T-型 Ca2+通道在心肌组织中可能引起细胞分裂

和增长, 通过诱导 Ca2+内流, 并且在 ET-1 引起的心

衰中重新出现. 相反 L-型 Ca2+通道广泛分布于心肌

中, 参与心肌动作电位的形成和兴奋收缩偶联[31~35], 
其单通道电阻较大. 比较两种钙离子通道发现 L-型
钙离子通道更有可能是参与 ET-1 诱导细胞内钙浓度

升高的通道. Furukawa 等人[29]的研究发现 ET-1(10 
nmol/L)可能通过 PKC诱导大鼠心室肌细胞 T-型钙电

流的增加, 但对 L-型钙电流没有影响. 所以, 他们认

为 T-型 Ca2+通道参与 ET-l 诱导的[Ca2+]i 的增加, 而
L-型 Ca2+通道不参与. 另外 Tohse 等人[19]重复了该实

验, 应用全细胞膜片钳技术观察 ET-1 对 L-型 Ca2+通

道电流的影响. 他们发现 ET-l(250 nmol/L)可能减少

豚鼠分裂心肌细胞 L-型钙电流幅度, 这一效应被 1 
µmol/L的 ryanodine消除. Habuchi等人[38]报道ET-1(3 
nmol/L)对 L-型 Ca2+通道电流没有影响. 相反, Lu[39]

利用全细胞膜片钳技术发现 ET-1(1~50 nmol/L)可能

增加豚鼠心室肌细胞 L-型 Ca2+通道电流幅度. 许多

报道主张 ET-1 导致 L-型 Ca2+通道电流的变化. Ban-
yasz 等人[40]报道未处理的犬心室肌细胞中, +5 mV 下, 
ET-1 显著降低 ICaL 峰电流 32.3±4.8%(P<0.05). 正常

人心室肌细胞中, Magyar 等人[41]发现 ET-1 显著降低

ICaL, +5 mV 下从 10.2±0.6 降至 6.8±0.8 pA/pF(66.7% 

对照, P<0.05, n=5), 并且峰电流的降低伴随着失活时

间的延长. Boixel C等人心房肌细胞, ET-1(10 nmol/L)
使 ICaL 幅度的增加 99±7% 或降低 33±2%. 这个效应

主要发生于低电流密度的 ICaL (2.3±0.2 pA/pF), 而高

电流密度的 ICaL (5.8±0.3 pA/pF)被 ET-1 抑制[42].  
本研究检测了 ET-1 对 L-型 Ca2+通道, 包括全细

胞和单通道的影响. 结果表明, ET-1 剂量依赖性地显

著增加全细胞钙电流, 也增加单通道的 NPo, 延长开

放时间、缩短关闭时间. 然而, 这些观察不能排除其

他非选择性离子的影响.  
这些实验结果的矛盾可能是由不同物种、不同

ET-1 浓度及不同的实验记录方法导致的. 当应用破

膜的膜片钳技术时, 允许信号分子从胞内透析, 而本

研究的细胞吸附式膜片钳允许电流进入, 而不破坏

细胞. 如先前应用穿孔膜片钳的研究(轻微破裂)表明, 
ET-1导致了 ICaL 25%的增加[14], 但用破膜膜片钳时没

有任何效应[19]. 并且, Lauerde 等人[16]报道只有在电

极液中含有 GTP 时, ET-1 才能引起 ICaL 的增加, 否则

ET-1 造成 ICaL 的降低. 另一方面, 最近许多研究提示

ET受体具有多个亚型, ETA和 ETB存在于心肌细胞中. 
ETA受体更丰富(90%), 并且被认为在ET-1对 ICaL的效

应中更重要. ETB 受体可能对 ET-1 对 ICaL 的效应没有

影响, 也不参与 ET-1 的抑制效应[43]. ETA和 ETB在心

肌细胞中的比例可能在各物种中不同, 这可能是导致

在观察 ET-1 对 ICaL的效应时结果不一致的另一原因.  
本研究提出了参与 ET-1 诱导的心肌细胞钙超负

载过程的一系列事件. ET-1 诱导的钙超负载依赖于

L-型钙通道的激活和肌质网的钙释放. 结果表明, L-
型钙通道单通道 NPo 和全细胞 L-型钙通道电流幅度

的增加对 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的升高至关重要. Ry-
anodine 使 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的增加减弱了 46.7%, 
表明 CICR 也参与了 ET-1 的作用. ET-1 通过刺激心

肌细胞细胞吸附膜片上的 ETA 受体, 激活 ICaL. PKC, 
PKA 和 AT1 受体也介导了 ET-1 诱导的[Ca2+]i 的   
增加. 
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