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摘要    众多研究表明, 各种心肌病理状态及心律失常的发生都与细胞内钙离子([Ca2+]i)调控失

衡及钙超载有着十分密切的关系. 为了进一步揭示细胞内急性钙超载对心室肌细胞电生理特性的

影响, 通过调节[Ca2+]i(对照组为 65~100 nmol/L, 胞内高钙组为 1 μmol/L)模拟胞内钙超载状态, 应

用全细胞膜片钳技术记录细胞跨膜动作电位及各种离子电流变化, 探讨胞内高钙引发心肌细胞电

活动紊乱机制. 结果表明, 胞内高钙显著缩短动作电位时程(APD), 减小动作电位幅值(APA)和最

大除极速率(vmax), 降低静息膜电位(RMP), 并可引发迟发后除极(DADs)和触发激动; 胞内高钙呈

时间依赖性地增大晚钠电流(INaL)及快速延迟整流钾电流(IKr), 减小 L 型钙电流和内向整流钾电流

(IK1), 但对缓慢延迟整流钾电流(IKs)无明显影响. 本研究表明, 胞内高钙可调节上述诸离子流活动

导致细胞跨膜电位异常进而引发心室肌细胞电紊乱, 为钙超载所致室性心律失常的机制提供了理

论依据.  
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无机钙离子是生物体内最广泛而又最重要的信

使物质之一, 参与细胞一系列生命活动的信息传递

与调节, 在各种生理活动中起着十分重要的作用[1]. 

目前大量研究表明, 细胞内钙离子([Ca2+]i)调控失衡

所致细胞内高浓度钙离子(简称胞内高钙), 即钙超载

与许多心肌病理状态下发生的心律失常有着十分密切

的关系, 如心肌缺血/再灌注损伤[2]、心力衰竭[3]、咖

啡因[4]与洋地黄中毒[5]、高钙血症[6]以及致心律失常

性药物的使用[7~9]. 此外, 氧自由基的增加也可导致

细胞内钙超载及室性心律失常的发生[10,11].  

正常心肌细胞胞浆钙浓度在静息状态下大约为

1×10−7 mol/L, 而在去极后的 1~5 ms 可快速上升为

1×10−5 mol/L. 有文献报道, 在动物和人的心肌细胞

中, 细胞内钙超载与房性和室性心律失常的发生和

维持密切相关, 其中包括致死性的室性心动过速和

心室颤动[7,11,12]. 钙离子介导心律失常的主要机制可

能与其改变细胞膜离子流从而缩短动作电位时程

(APD)及有效不应期(ERP), 进而易于形成折返活动

等有关[10,13].  

目前, 通过建立各种病理模型来研究钙超载对各

种膜电流的影响已有报道, 如提高细胞外钙浓度[6]、增

加细胞内钠浓度[14]、建立心力衰竭[15]或心肌缺血/再

灌注模型[2]以及使用咖啡因[4]或洋地黄[5]等药物诱导

等. 另外, 还有一部分集中于依赖钙离子作为第二信

使的细胞信号转导机制 , 如 CaMKⅡ [15,16], Ras[17], 

PKC[18,19]等, 对各种通道电流影响的研究取得了实质
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性的进展. 但这些模拟钙超载状态建立的病理模型

在提高[Ca2+]i 时, 都伴随一系列细胞生理生化反应的

发生, 而这些因素很可能干扰了钙超载对研究对象

的其他作用效应, 导致所得的一些结论趋于矛盾. 通

过上述研究很难确定这些跨膜电位及各种离子流的

变化是由胞内高钙的直接作用还是细胞内的生理生

化反应所致. 事实上, 目前用直接升高细胞内[Ca2+]i

建立钙超载模型的研究还很少.  

单纯的[Ca2+]i 升高可能调节心肌细胞膜离子流, 

并与心律失常的产生有密切的关系. 因此, 应用全细

胞膜片钳技术并通过调节电极内液中钙离子的浓度来

改变[Ca2+]i, 从而建立细胞内急性钙超载模型, 研究

胞内高钙对各种膜电流与动作电位的影响, 及其对心

律失常的评价. 选择 1 μmol/L 的钙离子浓度为胞内高

钙标准, 该浓度为心肌细胞静息状态下的 10 倍[20].  

1  材料与方法 

1.1  心肌细胞的分离 

成年健康豚鼠(Cavia porcellus), 体重 250~300 g, 

由武汉科技大学实验动物中心提供. 先腹腔注射肝

素 2000 U, 20 min 后用 20%氨基甲酸乙酯水溶液

(1000 mg/kg)腹腔麻醉. 待麻醉成功后, 迅速打开胸

腔, 取出心脏, 置于 37℃无钙台式液中修剪后行主

动脉逆行插管, 固定于 Langendorff 灌流装置上, 先

用无钙台式液灌流冲洗残血, 然后改用含胶原酶Ⅰ

型 0.2 mg/mL、小牛血清白蛋白(BSA)0.5 mg/mL 的无

钙台式液消化 30 min, 接着用KB液灌流 5 min后取下

心脏, 剪下心室肌, 在 KB 液里剪碎过滤, 剪取的单个

细胞在 4℃静置 1 h后使用. 分离过程中, 灌流温度保

持在 36~37 , ℃ 灌流液用 O2 饱和. 台式液(mmol/L): 

NaCl 135, KCl 5.4, MgCl2 1, CaCl2 1.8, NaHPO4 0.33, 
HEPES 10, 葡萄糖 10, 用 NaOH 调 pH 至 7.4; 无钙

台式液为台式液不加CaCl2; KB液(mmol/L): KOH 70, 

KCl 40, MgCl2 3, KH2PO4 20, EGTA 0.5, L-谷氨酸 50, 

牛磺酸 20, HEPES 10, 葡萄糖 10, 用 KOH 调 pH 至

7.4. 实验操作符合湖北省实验动物管理条例.  

1.2  全细胞膜片钳记录方法 

采用全细胞膜片钳记录方法, 在电流钳模式下

记录跨膜电位; 在电压钳模式下记录膜电流. 膜片钳

放大器(EPC-10 USB , HEKA Electronic, German)与计

算机连接. 刺激信号及电压输入信号的采集均由软

件(Master+FitMaster)控制. 取 100 μL 细胞悬液加到

灌流槽内, 静置 5 min 使细胞紧密贴壁, 在倒置显微

镜下选择边缘整齐、表面无颗粒、横纹清楚、无收缩

的细胞进行实验. 记录时封接电阻达到吉欧姆以上, 

并将串联电阻补偿至 80%而不产生振荡. 漏电流及

电容电流采用 P/4 方案减除. 信号频率为 10 kHz, 经

四阶贝塞尔低通滤波器滤波至 1 kHz, 并储存在电脑

硬盘中供分析使用. 所有实验均在室温(22~24 )℃ 下

进行.  

1.3  对照组与胞内高钙组的建立 

利用全细胞膜片钳技术, 使电极内液与细胞内液

相连通致离子平衡, 可以通过调节电极内液钙离子浓

度达到快速钳制细胞内钙水平. 正常对照组, 电极内

液加入 0.65~1 mmol/L CaCl2及 10~11 mmol/L EGTA, 

经下述公式计算[Ca2+]i 为 65~100 nmol/L. 公式为

[Ca2+]p=(1+k([EGTA]p+[Ca2+]i)×[Ca2+]i)/(1+[Ca2+]i×k),  
[Ca2+]p 和 [EGTA]p 为加入电极内液中的钙离子和

EGTA浓度, k为钙离子和EGTA的结合常数. 急性胞

内高钙组则在电极内液中加入 1 μmol/L 钙离子, 而

不加入 EGTA[21].  

1.4  跨膜动作电位及各离子流的记录 

测定动作电位 (AP)的电极内液 (mmol/L): KCl 

120, CaCl2 1, MgCl2 5, Na2ATP 5, EGTA 11, HEPES 
10, 葡萄糖 10, 用 KOH 调 pH 至 7.3, 细胞外液为台

式液. 在电流钳模式下, 给予 5 ms, 1 Hz, 1.5 倍阈强

度的去极化电流, 诱导单个心室肌细胞的动作电位.  

记录晚钠电流(INaL)的电极内液(mmol/L): CsCl2 

120, CaCl2 1, MgCl2 5, Na2ATP 5, TEACl 10, EGTA 
11, HEPES 10, 用 CsOH 调 pH 至 7.3, 细胞外液

(mmol/L): NaCl 135, CaCl2 1, MgCl2 2, CdCl2 0.05, 
HEPES 10, 葡萄糖 10, 用 NaOH 调 pH 至 7.4. 在电

压钳模式下将细胞钳制在−120 mV, 一步去极化到

−30 mV, 持续时间为 2.5 s, INa-P 的测量取测试脉冲

200~2500 ms 之间的平均值. 

记录 L 型钙电流(ICaL)的电极内液(mmol/L): CsCl2 

80, CsOH 60, 天门冬氨酸 40, CaCl2 0.65, HEPES 5, 

EGTA 10, MgATP 5, 磷酸肌酸二钠 5, 用 CsOH 调 pH

至7.2. 细胞外液用台式液并加50 μmol/L TTX阻断 INa; 

细胞保持电位为−40 mV, 施予 200 ms、阶跃 10 mV, 

−40 mV ~ +60 mV的系列去极化脉冲, 频率0.2 Hz, 取
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10 mV 时 ICaL的电流值用于统计分析.  

记录钾电流的电极内液(mmol/L): KOH 60, KCl 

80, 天门冬氨酸 40, CaCl2 0.65, HEPES 5, EGTA 10, 

MgATP 5, 磷酸肌酸二钠 5, 用 KOH 调 pH 至 7.2, 记

录内向整流钾电流(IK 1)的细胞外液为台式液加 3 

μmol/L 尼索地平阻断 ICa, 记录延迟整流钾电流(IK)

的细胞外液为无钠无钾的 NMG 溶液(mmol/L): N-甲

基-D-葡萄糖胺 149, MgCl2 5, CaCl2 0.9, HEPES 5, 用

HCl调 pH至 7.4, 并加 3 μmol/L尼索地平阻断 ICa. 加

入 10 μmol/L E-4031 阻断 IKr 可记录 IKs, 而加入 30 

μmol/L 色原烷醇 293B 阻断 IKs 可记录 IKr. 记录 IK1

的刺激程序为保持电位−40 mV, 施以 300 ms, 阶跃

10 mV, −100 ~ −10 mV 的方波脉冲刺激, 得到一系列

稳态电流, 在超极化时内向电流, 电流幅值较大, 去

极化时该电流转变为外向电流, 呈现很强的内向整

流特性, 并为 BaCl2 选择性阻滞, 该电流即为 IK1. 记

录 IK1时, 选择接近静息电位下测试脉冲为−80 mV的

电流密度作为数据. 而记录 IK 的程序为保持电位为

−50 mV, 采用从−40 ~ +40 mV, 阶跃 10 mV, 持续 

1.5 s 的去极化脉冲记录 IK-step, 脉冲再复极至−40 mV

时, 记录 IK-tail, 该电流在 10 μmol/L E-4031 和 30 

μmol/L 色原烷醇 293B 共同作用下可被完全阻断. 

1.5  药品与试剂 

胶原酶Ⅰ购于 GIBCO 公司, BSA 购于 Roche 公

司, CsCl2, HEPES 购于 Amresco 公司, TEACl, Na2ATP, 

MgATP, EGTA 购于 Sigma 公司, TTX 购于河北水产

研究所, 其他试剂均为 Sigma 公司产品. 

1.6  数据分析 

所有数据用 FitMaster(v2x32, HEKA), SPSS13.0

进行统计分析 , 使用 Origin(V7.0, OriginLab, MA, 

USA)作图. 为了消除细胞间误差, 使用电流密度, 即

电流幅值除以细胞膜电容做为统计指标. 数据结果

用 x ±SD 表示, 统计分析用 t 检验(t-test)和单因素方

差分析(one-way ANOVA), 以 P<0.05 为统计学有显

著性差异. 

2  结果 

2.1  胞内高钙对心肌跨膜电位的影响 

稳定记录心肌细胞跨膜电位 10 min, 对照组

(n=15)AP 相关参数为: RMP (−80±2.5) mV, APA (120± 

8) mV, vmax (213±22) V/s, APD90 (317±27) ms, APD50 
(270±23) ms, APD30 (202±19) ms, 随记录时间无明显

变化 . 而胞内高钙组 (n=11)中 , 从吸破细胞膜后    

1 min 时记录的结果显示, RMP, APA 及 vmax 分别为

(−78±1.5) mV, (116±9) mV 和(201±18) V/s , RMP 减

小 2.5%(P<0.05). APD90, APD50, APD30等也显著变化, 

分别缩短 26%, 21%和 9%. 到破膜后 5 min 时, 各参

数均有显著性变化, RMP 降低 18%, APA 减小 18%, 

vmax 减小 17%, APD90, APD50 和 APD30 分别缩短 68%, 

72%和 77%. 各参数在记录大约 5 min 左右后, 再无

明显变化. 各组跨膜电位相关参数见表 1. 此外, 在

同时给予刺激间隔为 100 ms, 刺激个数分别为 3, 5或

10 个去极电流后, 胞内高钙组可记录到延迟后除极

(DADs)(n=5)和触发激动(n=3)(图 1).  

2.2  胞内高钙对诸离子流作用的时程分析 

对照组中, INaL, ICaL, IK1, IKr及 IKs的电流密度分别

为(−0.58±0.05)(n=7), (−10.85±1.33)(n=7), (−14.36±0.62) 

(n=6), (0.48±0.03)(n=5)及(1.26±0.09) pA/pF(n=5), 各

参数随时间无明显变化(图 2, P>0.05). 而胞内高钙组

中, 在破膜后 5 min内, INaL, ICaL, IK1, IKr的电流密度随

时间出现显著变化, 在 1~8 min, ICaL 和 IK1 逐渐减小, 

而 INaL与 IKr持续增大, IKs则无明显改变(图 2, P<0.05~ 

0.01).  

2.3  胞内高钙对诸离子流的影响 

胞内高钙使 INaL 的幅值从(−0.60±0.06) pA/pF 增

加到(−1.04±0.08) pA/pF(图 3, n=7, P<0.01), 而使用 2 

µmol/L TTX 可抑制该电流的增大, 使 INaL 减小到

(−0.14±0.02) pA/pF. 而胞内高钙却使 ICaL 的幅值从 

表 1  急性胞内高钙对豚鼠心室肌细胞跨膜电位各参数的

影响 a) 

对照组(n=15) 胞内高钙组(n=11) 参数时间 
(min) 1 5 

 
1 5 

RMP(mV) −80±2.5 −80±1.6 −78±1.5* −67±3.5**# 

APA(mV) 120±8 117±11 116±9 98±5**# 

vmax(V/s) 213±22 206±27 201±18 176±15**# 

APD90(ms) 317±27 305±33 235±22** 101±15**# 

APD50(ms) 270±23 266±28 212±21** 73±14**# 

APD30(ms) 202±19 193±26 183±21* 46±10**# 

a) 与对照组相比, *: P<0.05; **: P<0.01; 与胞内高钙组 1 min

时相比, #: P<0.01 
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(−10.85±1.33) pA/pF 减小到(−3.04±0.29) pA/pF(图 4, 

n=7, P<0.01), 并使 IK1 也从(−13.76±0.58) pA/pF 减小

到(−9.70±0.18) pA/pF(图 5, n=8, P<0.01). 同时, 胞内

高钙将 IK 从 (1.24±0.09) pA/pF 增加到 (2.03±0.22) 

pA/pF(图 6, n=10, P<0.01), 其中 IKr-step与 IKr-tail分别从

(0.31±0.02)和(0.52±0.03) pA/pF 增加到(0.70±0.04)及

(1.19±0.11) pA/pF(图 6, n=7, P<0.01), 而 IKs 却基本保

持不变, １ min 时 IKs-step与 IKs-tail为(2.72±0.19)与(1.22± 

0.09) pA/pF, 5 min 时仍为(2.61±0.21)和(1.25±0.08) 

pA/pF(图 6, n=7, P>0.05).  

 

 

图 1  动作电位(AP)、迟发后除极(DAD)及触发激动(TA)的记录图形 
(A) 对照组, 胞内高钙组 1 和 5 min 时 AP 图形; (B)~(D) 胞内高钙组记录到的 DADs 及 TA, 箭头为施加的刺激 

 

图 2  胞内高钙对晚钠电流(A)、L 型钙电流(B)、内向整流钾电流(C)、快速延迟整流钾电流(D)及缓慢延迟整流钾电流(E) 
作用的时程分析 

与对照组相比, *: P<0.05; **: P<0.01; 与胞内高钙组 1 min 时相比较, #: P<0.05; ##: P<0.01 
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图 3  对照组(A)与胞内高钙组(B)的 INaL 图形 

3  讨论 

上述研究发现, 胞内高钙可减小 RMP, APA 及

vmax, 并缩短 APD, 调控诸离子通道, 包括增大 INaL

及 IKr, 减小 ICaL 和 IK1 及促使心肌产生迟发后除极及

触发激动. 因此, 细胞内钙稳态失衡, 即胞内高钙可

调节细胞膜离子电流密度进而引起细胞电活动紊乱.  

瞬时钠电流(INaT)是心室肌细胞的主要除极电流, 

是产生动作电位 0 期的重要成分. 最近有研究表明, 

增加细胞内钙离子浓度可导致 INaT 减小, 主要是由于

减小了钠通道的电导所致[3]. 而本实验表明, 胞内高

钙可减小 APA 与 vmax, 与上述研究结论一致. 此外, 

Maltsev 等人[21]报道, 增加电极内液的钙离子浓度为

1 µmol/L, 在正常及心力衰竭的心肌细胞中胞内高钙

使钠电流的失活曲线右移, 可引起 INaL 的增大. 本实

验中, 胞内高钙(1 µmol/L)增大 INaL, 与他们的结果相

一致.  

Richard 等人[22]发现, 肌浆网中的钙离子释放引 

 
 

 

图 4  记录 ICaL 图形(A)及电流-电压关系曲线(B) 
与对照组相比, *: P<0.05; **: P<0.01; 与胞内高钙组 1 min 时相比较, #: P<0.05; ##: P<0.01 
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起的胞内高钙可引起钙离子介导的钙通道失活, 进

而减小钙电流. 该结果与本实验室所发现的在增加

细胞内钙离子浓度 1 min 内, ICaL 就显著减小的结果

相符合. 同时, 胞内高钙却使 IKr 增大, 这两种电流

的改变加速了心室肌细胞复极从而导致动作电位时

程缩短, 而胞内高钙减小 IK1则导致静息膜电位减小. 

本研究显示, 这些离子流的变化引起了其心肌细胞

动作电位及静息电位的异常. 此外, 文献报道, 发生 

 

 

图 5  记录 IK1图形(A)及电流-电压关系曲线(B) 
与对照组相比, **: P<0.01; 与胞内高钙组 1 min 时相比较, ##: P<0.01 

 

图 6  记录 IK (A), IKr(B)及 IKs(C)图形及电流电压曲线 
与胞内高钙组 1 min 时相比较, #: P<0.05; ##: P<0.01 
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钙超载等病理状态的心肌细胞可出现电活动异常 , 

如在心衰的心室肌细胞中, ICaL 和 IK1 的幅值显著减

小[23~25], 而增加胞内钙离子可呈浓度依赖性的增大

IK
[26,27]. 临床上 , 洋地黄类中毒 [28]或钙通道突变致

其功能缺失所引起继发性短 QT 综合征[29]均与胞内

高钙密切相关.  

作为重要的第二信使, 细胞内钙离子可通过参

与细胞内信号转导机制从而调节多种膜通道的基因

表达及蛋白合成[30]. 提高细胞内钙离子可激活钙/钙

调蛋白依赖的蛋白激酶Ⅱ(CaMKⅡ)以及蛋白激酶

C(PKC)系统, 进而调节多种离子通道, 如钠通道, 钙

通道及钾通道等[16,18,31,32]. 如钙离子激活 CaMKⅡ与

PKC 可引起 SCN5A 基因表达增加以及 INaL 增大. 因

此, 胞内高钙增大 INaL 是通过细胞内信号转导机制作

用的. 然而, 胞内高钙增大 INaL应导致 APD 的延长[33], 

但由于 IKr增大以及 ICaL减小抵消了 INaL的作用, 从而

使 APD 显著缩短.  

心室肌细胞上离子流的上调或下调可引起电生

理特性的异常, 从而导致严重的电活动紊乱及心律

失常的发生. 心肌静息电位下降影响了钠通道的活

性, 使得 0 期除极速度和幅度减小, 引起心室肌传导

减慢, 严重时可形成兴奋的折返, 诱发心律失常. 此

外, 复极时外向电流 IKr 的增大及内向电流 ICaL 的显

著减小导致异常的快速复极, 即 APD 异常缩短, 产 

生类似于短 QT 综合征的继发性 QT 间期缩短, 引起

动作电位不应期的异常缩短及心肌细胞复极离散度

增加, 也易诱发心室内折返, 导致心律失常的发生. 

胞内钙超载诱发各种瞬时内向电流的增大[34], 即生

电的钠钙交换电流(INCX)[35]、钙激活氯电流[36]等, 这

些电流可引起频繁的迟发后除极和触发激动, 进而

引起心室内异位激动, 干扰正常的动作电位传导, 诱

发心律失常.  

细胞内钙超载或胞内高钙存在于机体多种病理

状态中[2~10]. 胞内高钙增大 INaL 进而增加细胞内钠离

子浓度, 而后通过激活反向钠/钙交换体, 进一步增

加细胞内钙离子浓度, 从而使该过程形成一个恶性

循环[37,38]. 这在室性心律失常, 心源性猝死的发生中

可能起着十分重要的作用 . Ⅲ类抗心律失常药或

ranolazine(一种 INaL抑制剂)对抗钙超载所致心律失常

有显著效果, 提示抑制 INaL 在阻断该作用通路中具有

重要的意义[33,39].  

4  结论 

急性胞内高钙可增大 INaL 与 IKr, 减小 ICaL 和 IK1, 

同时减小 APD, APA, vmax 及 RMP, 并诱发心律失常. 

这些结果揭示了临床上及实验研究中钙超载引发室

性心律失常的相关机制.  
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