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  [摘要] 目的 探讨慢性间歇性低压低氧(chronicintermittenthypobarichypoxia,CIHH)对发育大鼠L型钙

电流(L-typecalciumcurrent,ICaL)的影响。方法 新生雄性SD大鼠随机被分为:28dCIHH 干预组(CIHH28)、

42dCIHH干预组(CIHH42)、28d对照实验组(CON28)和42d对照实验组(CON42)。其中CIHH干预组分别

在模拟3000m海拔高度低压低氧的条件下(PB=525mmHg,PO2=108.8mmHg,5h/d)(1mmHg=0.133kPa)

干预28d和42d。采用全细胞膜片钳技术记录心室肌细胞中的ICaL。结果 CON和CIHH组心肌细胞ICaL的峰值

电流和电流-电压(I-V)关系曲线差异无统计学意义(P>0.05)。在模拟缺血-复灌(ischemia-reperfusion,I/R)过
程中,ICaL峰值降低,I-V曲线向上偏移(P<0.05),但CIHH 组心肌细胞中ICaL的变化明显小于CON心肌细胞

(P<0.05)。CIHH组的ICaL稳态激活曲线和稳态失活曲线在I/R前后均无显著性变化(P>0.05)。在I/R过程

中,CON28和CON42组的ICaL稳态失活曲线向左偏移(P<0.05),而CIHH28和CIHH42组心肌细胞没有变化

(P>0.05)。结论 CIHH可减轻缺血再灌注损伤对发育大鼠心室肌细胞ICaL的影响。
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[Abstract] Objective Toinvestigatetheeffectsofchronicintermittenthypobarichypoxia
(CIHH)onL-typecalciumcurrent(ICaL)indevelopingrats.Methods NewbornmaleSDrats
wererandomly dividedinto28-day CIHH intervention group (CIHH28),42-day CIHH
interventiongroup (CIHH42),28-daycontrolgroup (CON28)and42-daycontrolgroup
(CON42).TheCIHHinterventiongroupunderwentexposuretohypobarichypoxiaatanaltitude
of3000metersforadurationof28daysand42daysrespectively,witheachsessionlasting5h
perday.Theseconditionswerecharacterizedbyapartialoxygenpressure(PO2)of108.8mmHg
(1mmHg=0.133kPa)andabarometricpressure(PB)of525mmHg.Thewhole-cellpatch
clamptechniquewasemployedtorecordtheICaLinventricularmyocytes.Results Nosignificant
differenceswasobservedinthepeakcurrentorthecurrent-voltage(I-V)relationshipcurveofICaL
incardiomyocytesbetweentheCONgroupandCIHH group (P>0.05).However,during
simulatedischemia/reperfusion(I/R),thepeakICaLwasobservedtobedecreased,accompanied
byan upwardshiftintheI-V relationshipcurve(P<0.05).ButthechangeofICaL in
cardiomyocyteswassignificantlysmallerinCIHHgroupthaninCONgroup(P<0.05).The
steady-stateactivationandinactivationcurvesofICaLintheCIHHgroupshowednosignificant
changesbeforeandafterI/R(P>0.05).However,duringtheprocessofI/R,thesteady-state
inactivationcurveforICaLunderwentashifttowardstheleftinbothCON28andCON42groups
(P<0.05),whereasnosuchshiftwasobservedincardiomyocytesofCIHH28andCIHH42
groups(P>0.05).Conclusion CIHHcanattenuatetheeffectofI/RinjuryonICaLinventricular
myocytesofdevelopingrat.

[Key words] chronic intermittent hypobaric hypoxia; L-type calcium current;

cardiomyocytes

  短暂心肌缺血再灌注(ischemia-reperfusion,

I/R)可保护心脏免受随后的缺血性损伤[1-2]。慢性

间歇 性 低 压 低 氧(chronicintermittenthypobaric
hypoxia,CIHH)可模拟高海拔缺氧适应,对心脏

I/R损伤具有保护作用[3-6]。研究显示,CIHH对心

脏的 保 护 作 用 较 缺 血 预 处 理 更 持 久[7-9]。L 型

Ca2+电流(L-typeCa2+current,ICaL)在维持动作电

位时程、触发心肌收缩过程中起着重要作用[10-11]。

CIHH能通过维持ICaL水平提升成年大鼠心肌对缺

血的耐受性[12-14]。据报道,某些对成年大鼠心脏

I/R具有保护作用的策略或药物对发育心脏I/R的

治疗无效[15],提示心脏对缺血/再灌注损伤的某些

保护策略的反应具有年龄依赖性[16]。研究CIHH
对发育大鼠心脏的保护作用及ICaL在其中的机制对

临床的实际应用具有重要指导意义。本研究利用全

细胞膜片钳技术,通过观察CIHH 对发育大鼠ICaL
的影响,探究CIHH对发育大鼠I/R的保护机制。

1 材 料 与 方 法

1.1 一般材料 将SD大鼠随机分为4组:28d对

照组(CON28)、28dCIHH 组(CIHH28)、42d对

照组(CON42)和42dCIHH组(CIHH42)。CIHH

组将大鼠放入低压氧舱,模拟3000m 海拔(PB=
525 mmHg,PO2 = 108.8 mmHg,5 h/d)
(1mmHg=0.133kPa)进行CIHH处理,分别持续

28d、42d。对照组除CIHH处理外,与CIHH大鼠

饲养在相同的环境中,动物可自由饮水、进食。
动物实验按照《实验动物护理和使用指南》操

作,所有技术和实验操作流程由河北医科大学实验

动物福利伦理委员会审查和批准。

1.2 方法

1.2.1 心室肌细胞的分离 通过酶解法从大鼠的

心脏中分离出单个心室肌细胞[17]。采用戊巴比妥

钠(50mg/kg)混合肝素(300U/kg)于大鼠腹腔注

射进行麻醉。通过Langendorff灌流装置经主动脉

对心脏逆行灌流氧饱和无Ca2+的台式液,灌流持续

5min,速度为4mL/min。然后,无Ca2+ 的台式液

中 加 入 CaCl2 (50 μmol/L)和 胶 原 酶 Ⅱ
(300mg/L),在37℃下心脏灌流12min。最后,取
下左心室,在K-H液中剪成小块。通过尼龙网过滤

后收集单个肌细胞,并在KB液(室温下)中保存至

少1h,然后进行电生理实验。

1.2.2 实验试剂制备 用于膜片钳记录的正常台

式液包含(以mmol/L为单位):KCl5.4;NaCl135;
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MgCl21.0;CaCl21.8;NaH2PO40.33;Glucose5;和

HEPES10(持续充氧,用 NaOH 调节pH 至7.4)。

KB液 (以 mol/L 为 单 位):KOH 80;KCl40;

NaH2PO425;MgSO43;glutamicacid50;taurine
20;EGTA1;HEPES10以及 Glucose10(持续充

氧,用 NaOH 调 节 pH 至7.4)。模 拟 缺 血 溶 液

(mmol/L):KCl5.4,NaCl137.8,CaCl21.8,

NaH2PO40.9,MgCl21.0,NaHCO33.8,Sodium
lactate20(充 95%N2 和 5%CO2 气 体,pH 经

NaOH 调 整 至6.8)。ICaL 记 录 的 细 胞 外 液 包 含

(mmol/L):TEACl140,MgCl2 2.0,CaCl2 1.5,

glucose 10,HEPES 10 以 及 和 河 豚 毒 素

(tetrodotoxin,TTX)10 mmol/L(充 氧,pH 用

TEAOH调整至7.3~7.4)。用于ICaL记录的电极内

液包含(mmol/L):Mg-ATP3,CsCl140,HEPES
10和EGTA10(pH经CsOH调整至7.2)。胶原酶

Ⅱ购 自 美 国 Gibco(GrandIsland,NY,USA),

TEACl、Mg-ATP、K2-ATP、Na2-肌酐磷酸盐和硝苯

地平购自Sigma-AldrichCo(StLouis,MO,USA)。

1.2.3 ICaL记录 对分离的心室肌细胞进行全细胞

记录。将 心 肌 细 胞 放 置 在 倒 置 显 微 镜 (IX71,

Olympus)的记录室(0.4mL)中。细胞贴壁后,在室

温下 以2~3 mL/min的 速 度 用 细 胞 外 液 灌 流

10min。用 Axopatch 放 大 器 (200 B,Axon
Instruments,Inc.,FosterCity,CA,USA)记录膜电

流。玻璃微电极采用微电极拉制仪(P-97,Sutter
InstrumentCo.,Novato,CA,USA)拉制,充灌电极

内液后电阻为2~5MΩ。实验中选用具有明显横

纹的杆状心肌细胞。
在形成高阻封接后,轻轻吸膜,破膜后对膜电容

和串联电阻进行补偿。为了记录L型Ca2+电流,将

细胞外液改为无 Na+ 溶 液,其 中 Na+ 被 等 摩 尔

TEACl取代。此外,Na+电流在保持电位-50mV
下失活,并被TTX(10mmol/L)阻断。用Cs+取代

K+ 来 抑 制 K+ 电 流。使 用 pCLAMP10.0软 件

(AxonInstruments)对ICaL的变化进行记录。
将心肌细胞转移到倒置显微镜(IX71,奥林巴

斯)记录小槽中,使心肌细胞贴壁10min在正常外

液和模拟缺血液中分别记录背景电流后,于模拟缺

血溶液灌注5min,之后采用ICaL记录的细胞外液再

灌注10min模拟缺血再灌注,并记录 L-型 Ca2+

电流。

1.3 统计学方法 应用 OriginPro2021统计学软

件分析 数 据。计 量 资 料 采 用 单 因 素 方 差 分 析、

SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 CIHH对L型Ca2+ 电流和电流-电压(I-V)
关系的影响 将心肌细胞由-40mV保持电位去

极化至0mV,持续300ms,诱导L型Ca2+ 电流。
应用 选 择 性 L 型 Ca2+ 通 道 拮 抗 剂 硝 苯 地 平

(0.5mol/L),可完全阻断这种内向电流。记录过程

中通过在电极内液中添加 Mg-ATP(3mmol/L)和

EGTA(10mmol/L)减少L型Ca2+电流的衰减。
正常外液灌注下CON和CIHH心肌细胞ICaL

峰值幅度差异无统计学意义(P>0.05)。CON心

肌细胞模拟缺血液灌注5min后ICaL峰值幅度降低,
用正常细胞外液再灌注10min后仍呈抑制状态

(P<0.05)。而CIHH28和CIHH42组心肌细胞

在模拟缺血液和正常体外液再灌注时ICaL的峰值幅

度变化均差异无统计学意义(P>0.05),见图1、
表1。

图1 CIHH对大鼠心室肌细胞L型钙电流峰值的影响

Figure1 EffectofCIHHonpeakL-typeCa2+ currentinratventricularmyocytes

·2211· 河 北 医 科 大 学 学 报  第45卷 第10期



表1 CIHH对大鼠心室肌细胞L型钙电流峰值的影响

Table1 EffectofCIHHonpeakL-typeCa2+ currentinratventricularmyocytes
(n=6,x-±s)

组别
半激活电压(mV)

CON28 CON42 CIHH28 CIHH42
缺血前 -7.43±0.63 -8.49±1.36 -8.42±0.83 -9.04±0.51
缺血期 -3.85±0.74* -7.86±0.79 -6.89±0.63* -7.51±0.53
复灌期 -3.44±0.33* -6.70±0.55 -6.50±0.57* -6.85±0.74
F 值 6.184 3.281 10.650 2.091
P 值 0.011 0.065 0.001 0.158

*P 值<0.05与缺血前比较(SNK-q检验)

  通过应用一系列从-40mV 到+60mV 的

10mV增量的阶梯去极化脉冲,确定了L型钙电流

的I-V关系。根据不同保持电位下的电流,绘制了

I-V曲线。L型Ca2+ 电流在保持电位为-30mV
时被激活,峰值幅度出现在保持电位为0mV时。
灌注正常细胞外液,各组心肌细胞的ICaLI-V曲线

差异无统计学意义。在模拟缺血和再灌注过程中,

CON28和CON42心肌细胞的I-V曲线向上移动

(P<0.05)。然而,在模拟缺血和再灌注过程中,

CIHH28和CIHH42心肌细胞中ICaL的I-V曲线变

化差异无统计学意义(P>0.05),见图2。

2.2 CIHH 对ICaL活化和失活的影响 为了研究

CIHH对ICaL通道激活和失活的电压依赖性的影

响,本研究做了模拟缺血溶液灌注前后的稳态激活

和失活曲线。激活曲线由电流-电压关系得出。活

化曲线根据玻尔兹曼方程进行拟合:G/Gmax=
1/{1+ EXP [(Vm-V1/2)/κ]}。Vm 为膜电压,

V1/2为半最大值激活时的电压,κ为Vm=V1/2时的

斜率因子。

L型钙通道的稳态失活采用双重方案进行测

量。膜电 位 首 先 从 -60 mV 到 +30 mV 持 续

1000ms,然后到0mV持续300ms(测试脉冲),最
后返回-80mV的保持电位。通过将每个预脉冲

(G/Gmax)后测量的ICaL归一化,并根据预脉冲电压

绘制稳态失活曲线。这些曲线也用玻尔兹曼方程拟

合,推导出稳态失活参数 V1/2和κ。各组心肌细胞

在模拟缺血前后ICaL的稳态激活曲线均无变化(P>
0.05)。在模拟缺血前后,所有心肌细胞中ICaL的半

激活电位(V1/2)和斜率参数(κ)差异无统计学意义

(P>0.05),见图3、表2。
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图2 各组大鼠缺血前、模拟缺血及再灌注时心室肌细胞ICaLI-V曲线的变化

A.各组大鼠在缺血前、模拟缺血和再灌注过程中心室肌细胞的代表性L型钙电流曲线图;B.各组大鼠缺血前、模拟缺血再灌

注时心室肌细胞ICaLI-V曲线的变化

*P 值<0.05与缺血前比较(SNK-q检验)

Figure2 ChangesinICaLI-Vcurveofventricularmyocytesineachgroupbeforeischemiaandduringsimulatedischemiaand
reperfusion

表2 CIHH对大鼠心室肌细胞L型钙通道激活动力学的影响

Table2 EffectofCIHHonactivationkineticsofL-typecalciumchannelinratventricularmyocytes
(n=6,x-±s)

组别
半激活电压(mV)

CON28 CON42 CIHH28 CIHH42
缺血前 -15.02±1.04 -15.16±1.20 -15.89±1.14 -19.08±1.43
缺血期 -18.53±1.88 -18.00±1.25 -14.60±1.37 -17.56±1.31
复灌期 -15.55±1.20 -16.81±1.35 -13.46±1.55 -16.98±1.52
F 值 2.071 3.216 3.255 1.294
P 值 0.161 0.069 0.067 0.303

组别
斜率

CON28 CON42 CIHH28 CIHH42
缺血前 3.49±0.13 4.04±0.14 4.01±0.10 5.26±0.38
缺血期 5.48±0.58 5.10±0.21 4.72±0.30 5.14±0.26
复灌期 5.19±0.64 5.21±0.29 4.88±0.45 5.22±0.44
F 值 3.547 1.681 2.932 1.202
P 值 0.055 0.220 0.084 0.328
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图3 各组大鼠缺血前、模拟缺血及再灌注时心室肌细胞ICaL活化和失活曲线的变化

A.各组大鼠在缺血前、模拟缺血和再灌注过程中L型电流的刺激程序和原始图;B.各组大鼠缺血前、模拟缺血再灌注时ICaL的
稳态激活曲线

Figure3 ChangesinactivationandinactivationcurveofICaLfromratventricularmyocytesineachgroupbeforeischemiaand
duringsimulatedischemiaandreperfusion

  模拟缺血前CON和CIHH肌细胞间ICaL稳态

失活曲线差异无统计学意义(P>0.05,图3)。在模

拟缺血再灌注过程中,CON28和CON42心肌细胞

中ICaL的稳态失活曲线向左或负电位移动,模拟缺

血后半失活电位(V1/2)增加,而斜率参数(κ)不变

(表3)。然 而,在 模 拟 缺 血 和 再 灌 注 过 程 中,

CIHH28和CIHH42心肌细胞中ICaL、V1/2)和κ的

稳态失活曲线无明显变化(P>0.05),见图3、表3。
表3 CIHH对大鼠心室肌细胞L型钙通道失活动力学的影响

Table3 EffectofCIHHoninactivationkineticsofL-typecalciumchannelinratventricularmyocytes
(n=6,x-±s)

组别
半激活电压(mV)

CON28 CON42 CIHH28 CIHH42
缺血前 -20.28±0.86 -20.43±1.44 -23.24±1.45 -18.57±1.79
缺血期 -32.47±2.93* -33.01±4.49* -25.84±0.87 -20.36±2.12#

复灌期 -30.23±3.41* -33.11±2.69* -27.55±1.55 -21.11±2.67#

F 值 7.230 8.044 1.178 3.367
P 值 0.006 0.004 0.335 0.062

组别
斜率

CON28 CON42 CIHH28 CIHH42
缺血前 6.50±1.00 7.26±1.09 6.87±1.71 6.08±0.33
缺血期 6.24±0.52 6.95±0.71 6.33±1.47 6.38±1.06
复灌期 7.47±0.90 6.33±0.45 8.56±1.22 8.76±1.06
F 值 2.428 1.115 1.454 3.272
P 值 0.122 0.354 0.265 0.066

*P 值<0.05与缺血前比较 #P 值<0.05与CON组比较(SNK-q检验)
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2.3 CIHH对ICaL失活后复活的影响 采用双脉冲

方案研究ICaL失活后的复活,两个相同的脉冲(保持

电位从-80~+10mV,持续1000ms),间隔为

0~3000ms,每10ms增加1次。每6s重复双脉

冲刺激。建立归一化的稳态电流作为两个测试脉冲

之间的函数的曲线,并拟合为一个单指数函数。活

化曲线根据玻尔兹曼方程进行拟合:I/Imax=1/

(1+EXP-[(V1/2-V)/k])。Vm 为膜电压,V1/2
为半最大值激活时的电压,κ为Vm=V1/2时的斜率

因子。

CON和CIHH心肌细胞在正常外液和模拟缺

血-再灌注时ICaL失活恢复曲线差异无统计学意义

(P>0.05),见图4、表4。

图4 各组大鼠缺血前、模拟缺血及再灌注时心室肌细胞ICaL的失活恢复曲线

A.ICaL失活后的代表性恢复曲线;B.CON和CIHH28d和42d时ICaL失活后恢复的变化(n=6)

Figure4 RecoveryofICaLfrominactivationinratventricularmyocytesineachgroupbeforeischemiaandduringsimulated
ischemiaandreperfusion
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表4 间歇低氧对大鼠心室肌细胞失活后型钙通道恢复动力学的影响

Table4 EffectsofintermittenthypoxiaonrecoverykineticsofL-typecalciumchannelfrominactivation
inratventricularmyocytes

(n=6,x-±s)

组别
时间常数

CON28 CON42 CIHH28 CIHH42
缺血前 113.08±21.17 107.46±14.59 105.85±18.09 97.80±21.15
缺血期 158.29±23.05 139.26±10.86 135.12±29.69 150.05±25.30
复灌期 121.14±18.68 142.51±6.18 163.80±46.52 151.95±27.12
F 值 2.759 3.290 2.952 3.522
P 值 0.095 0.065 0.083 0.056

3 讨  论

本研究结果表明,CIHH在正常情况下不改变

L型钙通道活性,但有效地阻止了发育大鼠心室肌

细胞模拟缺血再灌注时ICaL的加速失活。
据报道,在模拟缺血时,心房和心室肌细胞的

ICaL减少。此外,长期左冠状动脉闭塞导致ICaL明显

降低,这可能是心肌梗死后大鼠心脏细胞电紊乱和

心律失常发生的原因之一[18]。此外,长期左冠状动

脉闭塞导致ICaL显著降低,可能导致心肌梗死后大

鼠心脏细胞电行为紊乱和心律失常的发生[19]。ICaL
的降低,可能与其他离子电流的相应变化相结合,导
致动作电位的缩短,从而造成缺血和非缺血区域之

间的复极离散,是折返性心律失常[7]的机制。此外,
心肌细胞L型钙通道活性的降低不可避免地减少

了Ca2+从肌浆网的释放,导致心肌收缩减弱。与上

述报道一致,本研究表明,在模拟缺血再灌注过程

中,发育中的大鼠心室肌细胞ICaL降低。此外,缺血

再灌注使ICaL失活向左侧偏移,提示ICaL电压依赖性

稳态失活加速。上述结果表明缺血再灌注抑制

ICaL,增加心律失常的发生。
对于缺血缺氧引起Ca2+通道抑制的机制,目前

普遍认为急性心肌缺血诱导的细胞内酸化至少是其

导致的心功能障碍和损伤[20]的部分原因,而细胞内

pH (pHi)的快速正常化可能是导致再灌注损伤[21]

的原因,从而抑制ICaL通道,可能是通过中和细胞外

表面电荷[9]实现的。有报道证实,CIHH 可通过

PKC激活[22]来维持I/R期间大鼠心肌细胞内pHi,
并改善氧供需平衡[12,23-25]。因此,CIHH有助于心

脏对缺血事件和细胞内酸化建立更强的防御能力,
这可能是CIHH在缺血再灌注过程中保护ICaL的机

制。CIHH 对 成 年 心 脏ICaL 也 具 有 类 似 保 护 作

用[26],但是CIHH 模拟的海拔高度和持续时间不

同,表明与成年大鼠相比,发育大鼠心脏对低压低氧

的耐受力较低。
综上所述,CIHH可减轻缺血再灌注损伤对发

育大鼠心室肌细胞ICaL的影响。
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