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【 摘   要】目的  研 究 丹 参 酮 Ⅱ 对 乳 鼠 窦 房 结 细 胞 快 激 活 延 迟 整 流 钾 电 流（ IKr）的 作 用 。方法   选 择 新 生 24h

内 Wistar大 鼠 乳 鼠 ， 分 离 、 培 养 乳 鼠 窦 房 结 细 胞 ， 运 用 全 细 胞 膜 片 钳 技 术 记 录 IKr， 采 用 细 胞 外 灌 流 的 方 法 应

用 丹 参 酮 Ⅱ ， 观 察 其 对 IKr电 流 的 影 响 。 结果   30µmol/L丹 参 酮 Ⅱ 可 以 使 乳 鼠 窦 房 结 细 胞 搏 动 频 率 显 著 加 快 ，

从 （ 157.2±10.3） 次 /min增 加 至 （ 268.1±12.6） 次 /min。 30µmol/L丹 参 酮 Ⅱ 使 IKr的 尾 电 流 （ IKr,t ai l） 电 流 密 度

从 （ 54.6±4.7） pA/pF增 加 至 （ 86.3±8.3） pA/pF（ P＜ 0.01）。 在 1～100µmol/L范 围 内 ， 此 作 用 呈 浓 度 依 赖 性

特 征 ， 半 数 有 效 浓 度 （ EC50） 为 （ 29.3±1.02） µmol/L， Hill系 数 为 1.05。 门 控 机 制 研 究 发 现 ， 该 效 应 与 药物

增 加 乳 鼠 窦 房 结 细 胞 IKr的 激 活 和 失 活 后 恢 复 有 关 ， 而 与 通 道 失 活 关 系 不 大 。 结论   丹 参 酮 Ⅱ 可 以 增 加 乳 鼠 窦

房 结 细 胞 IKr的 电 流 密 度 ， 从 而 缩 短 复 极 时 间 ， 增 加 搏 动 频 率 。  
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Effects of sodium tanshinone ⅡA sulfonate on IKr currents in sinoatrial node 
cells from neonatal rats 
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【 Abstract】  Objective  To investigate the effects of sodium tanshinoneⅡ A sulfonate (STS) on rapidly activating 

component of delayed rectifier K current (IKr) in sinoatrial node cells (SNCs) from neonatal rats. Methods  The SNCs were 

isolated and cultured from the sinus node tissues derived from neonatal rats (＜24 hours old) by enzymatic dispersion with 

differential attachment as well as 5’-bromodeoxyufidine (5-BrdU). IKr currents in the STS treated cells were measured by 

whole-cell configuration with patch-clamp technique. Results  The frequency of SNCs beat was significantly increased by 

30µmol/L STS, from (157.2±10.3) to (268.1±12.6) times/min. This dose of STS induced the current densities of IKr,tail 

increased from (54.6±4.7) to (86.3±8.3) pA/pF (n＝ 10, P＜ 0.01). IKr,tail was excited by 1 to 100µmol/L STS in a 

dose-dependent fashion, with a half maximal effective concentration (EC50) of (29.3±1.02)µmol/L and Hill coefficient of 

1.05. Investigation of gating mechanism showed that the effect was associated with the increase of STS concentration 

enhancing the steady-state activation and the recovery of inactivation of IKr,tail currents in SNCs, but hade little effect on the 

steady-state inactivation of IKr. Conclusion  STS improves the densities of IKr, and then shortens repolarization duration 

and enhances pulse frequency of SNCs. 
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心脏的正常起搏点位于窦房结 [1]，窦房结起搏

细胞的自发性搏动调控心脏的正常生理活动，细胞

膜上各种离子通道的复杂活动构成窦房结电生理机

制的基础 [2−4]。病态窦房结综合征 [5,6]以≥65岁老年

人多见，发病率约为0.17%。窦房结细胞（sinoatrial 

node cells，SNC）为节律性活动细胞，其动作电位

（action potential，AP）幅度小，无动作电位平台，

静息电位绝对值低，4期不稳定，存在缓慢地自动

除极[7,8]。研究表明，快激活延迟整流钾电流（IKr）

对于该类细胞的复极起着重要作用，直接关系到细

胞的搏动频率，从而对心率和节律产生主要的作用。 

丹参酮Ⅱ（sodium tanshinoneⅡA sulfonate，

STS）是从丹参根中提取并分离出的二萜醌类化合

物，是丹参中的主要有效成分，具有抗心肌缺氧、

抗心律失常功效[9−11]。但目前尚未知STS是否对SNC 

IKr电流存在作用。故本研究应用STS对IKr电流的作

用，观察药物对其效应及可能的通道门控机制，以

期为其降低病态窦房结综合征的发生机制提供实验

依据。 

1  材料与方法 

1.1  试剂 

DMEM细胞培养基（Thermo公司），胰蛋白酶

1∶250、胰蛋白酶−EDTA消化液（Sigma公司），羟

乙基哌嗪乙磺酸（HEPES）、二甲基亚砜（Amresco

公 司 ）， 胎 牛 血 清 （ fatal bovine serum， FBS ）、

Opti-MEM无血清细胞培养基（Invitrogen公司）。 

1.2  溶液配制 

记 录 AP的 电 极 内 液 （ mmol/L）： K-Aspartate 

120，KCl 20，MgCl2 5，Na2ATP 5，HEPES 10，

KOH调pH值至7.2。记录AP的细胞外液（mmol/L）：

NaCl 137，CaCl2 1.8，KCl 4，MgCl2 1，HEPES 10，

葡萄糖10，pH值用NaOH调至7.4；记录IKr电流电极

内液成分（mmol/L）：KCl 130，MgCl2 1，MgATP 5，

EGTA 5，HEPES 10，pH值用KOH调至7.2。记录IKr

电流细胞外液（mmol/L）：NaCl 110，KCl 30，CaCl2 

1.8，MgCl2 1，HEPES 10，葡萄糖5，NaOH调pH

值至7.4。并加入阻断剂4-AP 50µmol/L阻断超快激

活钾电流（IKur），阻断剂CdCl2 100µmol/L阻断L型

钙电流（ICa,L），阻断剂BaCl2 100µmol/L阻断钠电

流（INa）。0.08%胰蛋白酶配制（g/L）：胰蛋白酶0.8，

NaCl 8，NaHCO3 0.353，葡萄糖0.991，KCl 0.298，

HEPES 2，无菌条件下，用0.22µm滤膜过滤除菌，

4℃冰箱保存。 

1.3  乳鼠窦房结细胞的分离与培养 

将出生24h内的Wistar大鼠10只，消毒后仰卧位

固定，开胸暴露心脏。解剖显微镜下分离心包膜，于

界嵴中部静脉窦侧、前腔静脉根部取2mm×2mm×2mm

的组织块于DMEM中，吹打5次，于PBS液中剪成

0.3mm×0.3mm×0.3mm小块，吸弃上清。加0.08%胰

蛋白酶8ml，37℃水浴中震荡5min，吹打1min，沉淀

后吸弃上清。加0.025%Ⅱ型胶原酶8ml，37℃水浴中

震荡10min，吹打1min，沉淀后吸取上清于含20ml的

15%FBS的DMEM 50ml的离心管中，重复消化3次，

每次7min。940r/min离心7min。弃上清加培养液，

将单细胞悬液接种于60mm的培养皿中，台盼蓝检测

活细胞率达95%以上。37℃、5%CO2培养箱中孵育

90min，差速贴壁以除去成纤维细胞，后加5−溴脱氧

尿嘧啶核苷（5-BrdU）使其终浓度为0.1mmol/L并继

续培养。倒置显微镜下观察细胞形态，在膜片钳放

大器的全细胞模式下，以电流钳方式记录SNC自

发AP。 

1.4  药物灌流方法 

将分离出的乳鼠SNC分为两组：对照组和STS

组，对照组细胞未进行干预，STS组细胞应用STS 

30µmol/L灌流。STS购于索莱宝试剂公司，纯品是

无色的，相对分子质量为162。将STS用二甲基亚砜

溶解，并制备成储备液，临用时采用细胞外液稀释

成结果部分所示终浓度。采用局部灌流装置于细胞

外恒流灌流方式给药，为确保药物效应的一致性，

待平衡5min后方可记录电流。同时，将空白溶解STS

所需体积的二甲基亚砜溶液加入细胞外液，未发现

对电流有影响。 

1.5  全细胞膜片钳的电流记录 

在倒置显微镜下，选择边缘清楚、表面光滑、

梭形细胞。将Axon-700B膜片钳放大器同计算机连

接。刺激信号及电压输入信号的采集应用Digidata 

1440A数模转换器，均由软件（pCLAMP10.2）控制。

GG-17玻璃毛坯经pp-83微电极拉制仪拉制成入液电

阻为2.0～5.5MΩ的电极。电极入液后进行液接电位

补偿校正，使其至＜（±2）mV，调节三维操纵器

使电极尖端移向细胞表面进行封接，使电阻达1GΩ

以上形成高阻封接，进行快电容补偿以消除仪器引

入的电容误差。采用脉冲式方式负压吸破细胞膜形

成全细胞记录模式。测定电容时，施以0.4V/s的斜

坡刺激，测电流并按方程Cm＝Ⅰ/（dV/dt）计算（Cm

为膜电容，Ⅰ为电流值，dV/dt即电压斜率）。 



中华老年多器官疾病杂志  2016年4月28日 第15卷 第4期  Chin J Mult Organ Dis Elderly, Vol.15, No.4, Apr 28, 2016 ·291· 

采用全细胞膜片钳记录方法，在电流钳模式

下，不给任何刺激，记录自发性AP；在电压钳制下

记录IKr电流。为消除细胞间的误差，Ⅰ值以电流密

度（pA/pF）表示。信号经截止频率为1kHz的四阶

贝塞尔低通滤波器滤波，采样率为5kHz。串联电阻

补偿90%～95%以消除电压偏差；应用仪器自动进

行慢电容补偿约为85%～90%，细胞实验在室温下

（22℃～24℃）进行。 

1.4  统计学处理 

采用SPSS15.0软件对数据进行统计学分析。所

有 数 据 以 均 数 ± 标 准 差 表 示 ， 数 据 处 理 采 用

pCLAMP 9.2处理，两组间数据比较采用独立样本的

t检验，多组间数据比较用ANOVA方差分析，组间

两两比较用SNK-q检验。以P＜0.05为差异有统计学

意义。 

2 结  果 

2.1 STS对乳鼠窦房结细胞起搏频率的作用 

选取梭形细胞，在电流钳模式下，不给任何电信

号刺激，记录细胞自发性AP。图1所示，在无任何电

流刺激下，可记录到自发性AP。与对照组比较，应用

10µmol/L STS后，自动除极加快。细胞的搏动频率增

加，从对照组的（157.2±10.3）次/min增加至STS组

的（268.1±12.6）次/min（P＜0.01）。 
 

 
图1  STS对乳鼠窦房结细胞起搏频率的作用 

Figure 1  Effects of STS on the frequency of SNCs beat 
STS: sodium tanshinoneⅡA sulfonate. A: the spontaneous action 
potentials of SNCs; B: comparison of beating frequency in control 

group and STS group. Compared with control group, **P＜0.01 

2.2 STS对乳鼠窦房结细胞IKr电流的作用及浓度

依赖性 

保持电位−40mV，施予+20mV，2 000ms的去极化

脉冲，记录IKr的时间依赖性电流（IKr,step），脉冲复极至

−40mV时，时间为2 000ms，记录IKr的尾电流（IKr,tail）。

STS可以使窦房结细胞IKr,tail电流密度显著增加，在去极

化 为 +60mV时 ， 对 照 组 细 胞 的 IKr,tail 电 流 密 度 为

（54.6±4.7）pA/pF，而应用30µmol/L STS后，IKr,tail电流

密度增加至（86.3±8.3）pA/pF（P＜0.01；图2A）。 

将终浓度为1，3，10，30，100µmol/L的STS加

入细胞外液，给予细胞与2.2相同的去极化电流刺激，

观察药物对IKr电流的影响，发现其作用呈浓度依赖性

特征，半数有效浓度（EC50）为（29.3±1.02）µmol/L，

Hill系数为1.05（图2B）。 

2.3 STS对乳鼠窦房结细胞IKr作用的电压依赖性 

保 持 电 位−40mV， 施 予−50mV～+60mV，

2  000ms的去极化脉冲，记录IKr,step电流，脉冲复极至

−40mV时，时间为2 000ms，记录IKr,tail。分别测量各

组SNC在各电压时对应的IKr电流值，计算电流密度，

并绘制Ⅰ-Ⅴ曲线图。结果表明，该电流随着刺激脉

冲向去极化移动，IKr,step电流呈现出明显的内向整流

特征，IKr,tail电流在+10mV以上呈现出的稳态现象。

应用30µmol/L STS后使IKr,tail电流密度增加，尤其是

在−10mV以上增加更加显著（图3）。 

2.4 STS对乳鼠窦房结细胞IKr稳态激活和失活曲

线的影响 

保持电位−80mV，施予−60mV～+40mV，2 000ms

的去极化脉冲，阶跃为10mV，脉冲复极至−40mV时，

时间为2 000ms，记录IKr,tail。将尾电流标准化，以

各电压下的刺激脉冲为横轴，以标准化尾电流为

纵 轴 作 图 （图4A）。并用Boltzmann方程（ I/Imax＝

1/{1+exp[（V1/2−Vm）/k]}）进行曲线拟合求出半激活

电压（V1/2,act）和激活曲线k值。30µmol/L STS灌流使

V1/2,act由（−9.7±1.7）mV左移至（−17.8±3.4）mV

（P＜0.01）；k值由（12.5±0.4）mV变为（10.9±0.2）mV。 

保持电位−80mV，施予+40mV，500ms的预刺

激，紧接着给予−120mV～+20mV，阶跃10mV，50ms

的快速脉冲，紧接着在每一条件脉冲后紧跟一固定

去极化至+40mV，2 000ms的测试脉冲，记录IKr,tail。

标准化各电流幅值，以相对电流对各膜电位作图得

稳态失活曲线（图4B）。用Boltzmann方程（I/Imax＝

1/{1+exp[（Vm-V1/2）/k]}）进行曲线拟合求出半失

活电压（V1/2,inact）。30µmol/L STS灌流后，V1/2,inact由 
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图2  STS对乳鼠窦房结细胞IKr电流的作用 

Figure 2  The effects of STS on IKr currents of SNCs 
STS: sodium tanshinoneⅡA sulfonate. A: the concentration dependency of STS on SNCs; B: the effects of STS on tail currents of IKr; C: comparison 

of tail current densities in control group and STS group. Compared with control group,*P＜0.05 

 

 
图3  STS对乳鼠窦房结细胞IKr作用的电压依赖性 
Figure 3  The voltage dependency of STS on SNCs 

STS: sodium tanshinoneⅡA sulfonate. A: the voltage dependency of STS 
on step currents of IKr in two groups. B: the voltage dependency of STS on 

tail currents of IKr in two groups 

 
（−54.1±2.9）mV移至（−57.8±4.3m）V，k值由

（21.0±2.3）mV变为（22.5±3.6）mV。  

2.5  STS对乳鼠窦房结细胞IKr失活后恢复时间常

数的影响 

 保持电位−80mV，施予+40mV，2 000ms的预刺

激，紧接着给予一个−120mV～−40mV，阶跃10mV，

4 000ms的系列测试脉冲，记录IKr,tail。按单项指数式

{I（t）＝A0[1-exp（1-t/τ）]}求算各电压下的失活后

恢复时间常数（τ），以复活时间常数相对各膜电位

作图得复活时间常数电压依赖性曲线（图5）。在各

测试电压下，30µmol/L STS显著加速IKr失活后恢复

（P＜0.05）。 

 
图4  STS对乳鼠窦房结细胞IKr稳态激活和失活曲线的影响 

Figure 4  Effects of STS on the steady-state curves of activation 
and inactivation of IKr current 

STS: sodium tanshinoneⅡA sulfonate. A: effects of STS on the 
steady-state curves of activation of IKr current; B: effects of STS on the 

steady-state curves of inactivation of IKr current 

 

3  讨  论 

本实验首先发现，中药单体STS对于SNC均有

明显地增加细胞自律性的作用。我们知道，在窦房

结疾病特别是窦性心律延缓或病态窦房结综合征

时，SNC的自动节律性明显降低 [12]，心脏起搏异常，

以致产生一系列心律失常，甚至导致血流动力学障

碍 [1,5,6]。而我们发现STS具有良好的加快SNC搏动

的效应。丹参及其提取物已广泛用于治疗各种心血

管疾病，Shan等 [13]研究表明STS降低大鼠心肌梗死 
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图5  STS对乳鼠窦房结细胞IKr失活后恢复的影响 

Figure 5  Effects of STS on the recovery after inactivation curves 
of IKr current 

STS: sodium tanshinoneⅡA sulfonate 

 
后心律失常发生率，减少室速和室颤的发生和持续

时间，显著降低心肌梗死大鼠的死亡率。Sun等 [14]

研 究 表 明 HEK293 细 胞 中 STS能 直 接 激 活 人 IKr 通

道。我们之前研究表明，STS可以增加自发性高血

压 大 鼠 肠 系 膜 动 脉 大 电 导 钙 激 活 钾 通 道 （ large 

conductance calcium-activated potassium channel，

BKCa）电流的幅度和密度，且其激活作用呈电压

依赖及浓度依赖性特征。鉴于此，本实验结果提示

该药物对病态窦房结综合征等心律失常可能具有

很好的应用前景。 

本实验还发现，STS增加细胞自律性的原因主

要与其缩短单细胞AP时程有关，而后者与药物明显

升高IKr,tail电流密度关系密切。我们知道，IKr,tail电流

作为窦房结起搏细胞的主要复极电流，参与AP快速

相的形成。该通道的激活可以使AP时程缩短，自动

除极加快，细胞的搏动频率增加。病理状态下，诸

多原因导致IKr,tail电流减少，引起AP时程明显延长，

细胞起搏频率降低。我们的研究结果显示，STS通

过增加IKr,tail电流密度，显著缩短AP时程，进而加速

了窦房结细胞的搏动频率。 

通道门控机制研究结果显示，STS增加电流的

效应主要与其使通道稳态激活曲线负移，加速通道

激活有关。与对照组相比，STS组的稳态激活曲线

向超极化方向移动，使半激活电压更接近静息电位，

通道更易被激活。另外，也与药物在加快通道失活

后恢复有密切关系。STS组SNC IKr,tail失活后恢复动

力学加速，恢复时间常数缩短。提示在应用STS后，

IKr通道将从失活状态迅速恢复。由于上述两种机制，

导致STS显著增加IKr,tail电流。 

众所周知，离子通道多分布于细胞膜上，之

前需经过合成、迁移和定位过程 [15,16]。而药物是

否经过影响上述过程，还需进一步研究证明。尽

管如此，本实验提供了STS通过增加 IKr,tail电流，

进而增加SNC自律性效应的结果。这对于降低病

态窦房结综合征等心律失常的新药研发提供了部

分实验依据。  
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