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摘要 目的：从电生理角度探讨葛根素抗心律失常的可能机制。方法：采用膜片钳技术记录大鼠心室肌细胞动作电位(AP)、转染的
人胚胎肾细胞缓慢延迟整流钾电流(IKs)，观察加药前、后葛根素对 AP和 IKs的影响。结果：0.01、0.1、1 mmol/L葛根素可浓度依赖性
地延长动作电位时程，分别使 APD50从(71.8± 11.8) ms延长至(86.9± 10.7) ms、(100.5± 14.1) ms和(123.6± 25.4) ms；使 APD90从

(164.6± 21.4) ms延长至(188.3± 11.5) ms、(221.6± 25.7) ms和(278.7± 38.2) ms (n=6,均 P<0.05)，而对 RMP、APA和 APD20无显著

影响。此外，0.01、0.1、1 mmol/L葛根素对 IKs抑制率分别为(17.8± 2.5)%、(40.4± 1.9)%和(60.9± 3.2)% (n=6,均 P<0.05)。结论：葛根
素可能通过抑制 IKs来延长动作电位时程，发挥抗心律失常作用。
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Effects of Puerarin on Action Potential of Ventricular Myocytes of Rats*

To investigate the antiarrhythmic effect of puerarin and the possible mechanism by electrophysiological
method. The action potential (AP) and the slow delayed rectifier potassium current (IKs) were respectively observed in rat
ventricular myocytes and transfected human embryonic kidney 293T cells before and after administration of puerarin by patch clamp
technique. 0.01, 0.1, 1 mmol/L of puerarin remarkably prolonged action potential duration (APD) in a concentration dependent
manner. Puerarin (0.01, 0.1, 1 mmol/L) augmented APD50 from (71.8± 11.8) ms to (86.9 ± 10.7) ms, (100.5± 14.1) ms and (123.6±
25.4) ms, as well as APD90, from (164.6± 21.4) ms to (188.3± 11.5) ms, (221.6± 25.7) ms and (278.7± 38.2) ms respectively (n=6, all
P<0.05), while it had no significant effect on RMP, APA and APD20. Additionally, puerarin (0.01, 0.1, 1 mmol/L) inhibited IKs by 17.8±
2.5%, 40.4± 1.9% and 60.9± 3.2%, respectively (n=6, all P<0.05). Puerarin apparently extends APD via inhibitting IKs,
which could underline its electrophysiological basis of anti-arrhythmic mechanisms.
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前言

葛根素(puerarin)是从干燥葛根中提取的单体成分，分子式
为 8-茁-D-葡萄吡喃糖 -4'，7-二羟基异黄酮，其药理作用与黄酮
相似[1]。现临床应用葛根素注射液治疗心律失常、心绞痛、心肌

梗死等心血管疾病[2，3]。研究发现葛根素能明显对抗乌头碱和氯

化钡引起的大鼠心律失常，其作用机制可能基于对内向整流钾

通道电流(IK1)明显的抑制效应[4]。但是，在心肌细胞中，构成心肌

细胞动作电位复极的主要钾通道电流尚有 Kv1.5(IKur)、Kv7.1
(IKs)和 Kv11.1(IKr)等[5, 6]，其中，在应激状态下，IKs作为复极储备

的作用引起较多的关注[7]。然而，迄今未见葛根素对缓慢延迟整

流钾电流 (Slow Delayed Rectifier Potassium Current, IKs)影响的

相关报道。本研究探讨葛根素对大鼠心室肌细胞动作电位

(Action Potential, AP)及转染的人胚胎肾细胞(Human Embryon-
ic Kidney 293T Cells, HEK) IKs电流的影响，旨在进一步阐明葛

根素可能的抗心律失常机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物和细胞系
选取健康雄性 SD大鼠，7周龄，200~250 g，SPF级。(北京

维通利华实验动物技术有限公司提供)。HEK 293细胞系来自
北京大学分子医学研究所分子药理研究室冻存。

1.2 主要试剂
注射用葛根素 (北京赛升药业股份有限公司，纯度 98.4
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2.2 葛根素对 IKs和缓慢延迟整流钾尾电流(IKs tail)的浓度依
赖性抑制作用

在 IKs外液中记录电流稳定后，用累积加药法依次灌流

0.01、0.1、1 mmol/L葛根素 IKs外液 10 min（n=6）。结果显示：
0.01、0.1、1 mmol/L葛根素对 IKs抑制率分别为 (17.8± 2.5 %)、

(40.4± 1.9 %)和 (60.9± 3.2 %) (均 P<0.05)，对 IKs tail的抑制率
分别为 (14.3± 1.8 %)、(45.2± 2.8 %) 和 (63.2± 2.7 %) (均
P<0.05), IC50分别为 55.63 滋mmol/L和 58.31 滋mmol/L(图 2、3),
表明葛根素浓度依赖性的抑制 IKs和 IKs tail。

图 1 不同浓度葛根素对大鼠心室肌细胞动作电位时程的影响

（a,对照；b,葛根素 10 滋mol/L；c, 100 滋mol/L；d, 1 mmol/L）

Fig. 1 Effects of different concentrations of puerarin on action potential of

rat ventricular myocytes

（a, control; b, puerarin 10 滋mmol/L; c, 100 滋mol/L; d, 1 mmol/L）

%)。胶原酶Ⅱ，BSA，Taurine，HEPES，EGTA，K2-ATP，Mg-ATP
均购自美国 Sigma 公司；lipo 2000 试剂盒购自美国 Invitrogen
公司；质粒 pcDNA3.1-KCNQ1和 pcDNA3.1-KCNE1惠赠于北
京大学分子医学研究所分子药理研究室顾雨春教授。

1.3 溶液配置
（1）台式液组成 (mmol/L)：NaCl 137，KCl 5.4，MgCl2 1.2，

CaCl2 1.8，NaH2PO4 1.2，D-glucose 10，HEPES 20，Taurine 10，
NaOH调 pH=7.35；台式液用混合气体(95% O2 + 5% CO2)饱和
15 min；无钙台式液中不含 CaCl2；在台式液中加入相应浓度葛

根素配制葛根素台式液。（2）KB液组成(mmol/L)：L-谷氨酸钾
50，KCl 25，MgCl2 3，KH2PO4 10，EGTA 0.5，D-glucose 10，HEP-
ES 10，KOH调 pH = 7.35。（3）IKs外液组成(mmol/L)：NaCl 120，
KCl 5，MgCl2 1，CaCl2 1.5，D-glucose 10，HEPES 10，NaOH 调
pH=7.40；在外液中加入相应浓度葛根素配制葛根素 IKs外液。

（4）IKs内液组成(mmol/L)：KCl 140，MgCl2 2，EGTA 0.1，HEPES
10，K2-ATP 4，KOH调 pH=7.38。
1.4 方法
1.4.1 单个大鼠心室肌细胞的分离 将 SD 大鼠击昏开胸，取
下心脏置于氧饱和 4 ℃冰水混合台式液中。在恒温 36.5 ℃、恒
流 5 ml/min下，将心脏连于 Langendroff灌流装置，先经主动脉
逆向灌流高钙(1 mmol/L)台式液排空心脏血液，再以无钙台式
液灌流，后改用低钙(50 滋mol/L)、含胶原酶Ⅱ (0.75 g/L)的台式
液灌流；酶解充分后，剪下心室置于 36.5 ℃酶液中剪碎、吹打，
孵育 3 min；离心(300 r/min) 1 min，去上清，加入低钙台式液静
置重悬 10 min。分离的心肌细胞在高钾 KB液、4 ℃环境中保
存，稳定 1 h后进行实验。
1.4.2 心室肌细胞动作电位记录 使用膜片钳放大器 (Ax-
opatch 200B)信号放大，经数模转换器(Digidata 1440A)转换，软
件(pclamp 10)采集数据。室温下将心肌细胞悬液滴加到细胞池
内。选取横纹清晰、静止不动的杆状细胞，电极入水电阻为 2~5
MΩ。在电流钳模式下，给予细胞持续时间 2 ms、幅度 3 pA的
电流引出动作电位，稳定后记录。

1.4.3 IKs通道转染和细胞铺片 使用 lipo 2000转染 KCNQ1、
KCNE1通道质粒于 HEK 293细胞中；培养 24~48 h，将转染后
的 HEK 293细胞胰酶消化后，滴加 2~3滴细胞悬液于 12× 12
mm玻片上，细胞贴壁 1 h。
1.4.4 IKs通道电流记录 将上述玻片固定在细胞池内；在电压

钳模式下，保持电位 -80 mV，施予 2 s，-80 mV~+40 mV的系列
去极化脉冲(阶跃 10 mV)，每次脉冲后施予 600 ms，-30 mV 记
录尾电流。

1.5 统计学处理
采用 SPSS 13.0进行数据处理，计量资料采用(x± s)表示，

加药前后采用配对样本 t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 不同浓度葛根素对大鼠心室肌细胞动作电位的影响
在台式液中记录 AP 稳定后，用累积加药法依次灌流

0.01、0.1、1 mmol/L葛根素台式液 10 min（n=6）。结果显示：
0.01、0.1、1 mmol/L葛根素可延长动作电位时程 (Action Poten-
tial Duration，APD)，分别使 APD50 从(71.8± 11.8) ms延长至
(86.9± 10.7 ms，P<0.05)、(100.5± 14.1 ms，P<0.01)和 (123.6±
25.4 ms，P<0.01)；使 APD90 从 (164.6 ± 21.4) ms 延长至
(188.3± 11.5 ms，P<0.05)、(221.6± 25.7 ms，P<0.01)和(278.7±
38.2 ms，P<0.01)，而对 APD20、静息膜电位(Rest Membrane Po-
tential, RMP)和动作电位幅度(Action Potential Amplitude, APA)
无显著影响(P>0.05)(图 1，表 1)。

表 1 不同浓度葛根素对大鼠心室肌细胞动作电位的影响

Table 1 Effects of different concentrations of puerarin on action potential of rat ventricular myocytes

Group RP/mV APA/mV Vmax V/s APD50 /ms APD90 /ms

Control -80.1± 2.7 112.5± 6.3 226.9± 12.4 71.8± 11.8 164.6± 21.4

Puerarin ( mmol/L)

0.01
0.1
1

-78.5± 4.2
-83.3± 7.6
-84.7± 5.1

109.8± 8.5
114.2± 4.9
115.9± 6.2

217.5± 10.7
242.1± 13.8
236.1± 15.9

86.9± 10.7*
100.5± 14.1#

123.6± 25.4#

188.3± 11.5*
221.6± 25.7#

278.7± 38.2#

注:*与对照组相比 P<0.05, #与对照组相比 P<0.01
Note: *P<0.05, # P<0.01 vs the control group, respectively

3636· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.19 JUL.2014

图 3 不同浓度葛根素对 IKs和 IKs tail的影响

Fig. 3 Effects of different concentrations of puerarin on IKs and IKs tail

注:*与对照组相比 P<0.05

Note:* P<0.05 vs the control group

图 2 不同浓度葛根素对 IKs和 IKs tail的影响:A:对照组；B:葛根素 10 滋mol/L；C:100 滋mol/L；D:1 mmol/L

Fig. 2 Effects of different concentrations of puerarin on IKs and IKs tail:A: control; B: puerarin 10 滋mmol/L; C:100 滋mol/L; D:1 mmol/L

3 讨论

钾通道电流构成心肌细胞动作电位复极的主要电流，IKs是

其中最重要的组成成分之一[8,9]。研究发现 IKs的幅度随着动作

电位复极的进行呈现动态的变化；IKs通道蛋白由 KCNQ1 和
KCNE1两种成分组成，KCNE1是 minK辅蛋白，其对 IKs通道

特性有着决定性的作用[10]。由于大鼠心肌细胞 IKs存在多种电

流成分干扰，而 HEK293细胞几乎不表达内源性的离子通道
[11]。因此，本实验以 HEK293细胞转染的 IKs为研究载体[12]。IKs
通道特性表现为，在去极化和复极化过程中都需要数秒才达到

稳态；因此，本实验给予 2 s以上去极化时间以引出稳态 IKs。

本研究发现 0.01、0.1、1 mmol/L 葛根素均可使 APD50和

APD90显著延长，但对动作电位 0期去极化无显著作用，而 0
期去极化的主要参与通道是钠通道，表明葛根素可能对钠通道

没有明显的作用。10 滋mol/L 可分别使 HEK-IKs从 (13.91±
1.37) pA/pF 减小至 (11.54± 1.81 pA/pF)，使 HEK-IKs tail 从
(6.14± 0.64) pA/pF减小至(5.16± 0.97 pA/pF) (n=6，均 P<0.05)；
尽管此浓度下葛根素对 APD20无明显抑制作用，但是仍可对
动作电位 3期、4期时程发挥显著的延长效应，而 IKs和 IK1正是

3期、4期中主要的通道电流。本研究发现随着葛根素的浓度增
加，其对动作电位时程的延长作用，对 IKs和 IKs tail的抑制作用
亦明显增强，表现出显著的浓度依赖性。基于上述研究结果，我

们推测葛根素可能通过同时抑制 IK1和 IKs使 APD延长，进而

影响心律失常的进展。Zhang等研究发现苄普地尔可浓度依赖
性的抑制豚鼠心室肌细胞 IKs、IK1和 IKr，由此推测葛根素与苄普

地尔抗心律失常作用存在相似性，葛根素能否抑制 IKr值得研

究[13]。

编码 IKs通道基因 KCNQ1发生遗传性基因突变, 如 KC-
NQ1-S140G[14-16]，会引起该通道功能上调，表现为通道电流增

强，导致严重心律失常的发生[17]。此外，另一种 IKs通道基因突变

(KCNQ1-V141M) 会导致短 QT 综合征 2 (Short QT Syndrome
-2)的发生,表现为短 QT间期、阵发性房颤和 /或室性心动过速
及心源性猝死；原因是 IKs功能增强可同时缩短心房肌和心室

肌的动作电位。然而，目前作用于 IKs的抗心律失常药物比较少

见。Taniguchi等报道了普罗布考可能抑制 IKs使 QT延长，QT
的过度延长亦会导致恶心心律失常的发生；这间接表明抑制 IKs

对某种类型心律失常可能会起到抗心律失常的作用[18]，在其它

情况下也可以成为致心律失常的原因。因此，基于本研究葛根

素对 IKs的抑制作用，其对基因突变引起功能上调的 IKs通道能

否发挥抑制作用值得进一步探讨。另一方面，在交感神经兴奋

时，茁肾上腺素受体被激活，会通过 PKA的磷酸化导致 IKs电流

的增大，对动作电位的复极非常重要[19, 20]。那么，葛根素是否通

过阻断 茁受体 -cAMP-PKA信号通路抑制 IKs从而发挥抗心律

失常作用有待进一步验证。

综上所述，本研究发现葛根素可浓度依赖性的延长

APD50和 APD90，而对 APD20、RMP和 APA无显著影响。葛
根素延长 APD的主要机制可能是通过浓度依赖性的同时抑制
IK1和 IKs，进而延长有效不应期，发挥抗心律失常作用。因此，针

对葛根素抑制 IKs通道的激活动力学、失活动力学和作用于 茁
受体信号通路的机制，以及葛根素能否纠正 IKs通道基因突变

导致的心律失常的深入研究，将有助于揭示其电生理学机制和

开发此类抗心律失常新药。
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