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应用hiPSC-CMs细胞模型比较不同药物对硫利达嗪诱发的acLQTS

的逆转作用及机制
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摘要: 药物靶向心脏人类 ether-à-go-go相关基因 (human ether-à-go-go-related gene, hERG) 编码的快速延迟整流

钾通道易诱发获得性长QT综合征 (acquired long QT syndrome, acLQTS), 使患者发生危及生命的心律失常。抗精

神失常药硫利达嗪 (thioridazine, THIO) 在临床应用时产生诱发 acLQTS的心脏毒性, 如何逆转并探索可能的机制即

为本研究的目的。本研究应用人诱导多能干细胞衍生的心肌细胞 (human induced pluripotent stem cell derived 

cardiomyocytes, hiPSC-CMs) 模型, 结合微电极阵列 (multi-electrode array, MEA)、高分辨荧光标测技术评价比较了

丹参酮 IIA (tanshinone IIA, TANIIA)、普萘洛尔 (propranolol, Prop)、白藜芦醇 (resveratrol, Res) 对硫利达嗪引起的动

作电位时程 (action potential duration, APD)、场电位延长的逆转作用 (所有动物实验均按照哈尔滨医科大学动物操

作准则进行并得到哈尔滨医科大学伦理委员会的批准, 伦理号-IRB3020622)。结果显示, 丹参酮能够明显逆转硫利

达嗪延长的APD90、APD50及场电位, 而普萘洛尔和白藜芦醇两药没有逆转硫利达嗪导致APD及场电位的延长作用。

基于以上结果, 本研究进一步探索丹参酮 IIA发挥逆转作用的机制及靶点。Western blot及全细胞膜片钳检测结果

证实, 丹参酮 IIA对硫利达嗪抑制的hERG蛋白具有明显的拯救作用, 其机制是丹参酮 IIA通过减弱硫利达嗪造成的

hERG蛋白与钙连蛋白 (calnexin) 的相互作用, 拯救了硫利达嗪诱发的 hERG通道蛋白折叠转运障碍, 同时 hERG电

流也增加; 此外丹参酮 IIA明显减少了硫利达嗪所激活的钙电流。综上, 丹参酮 IIA可以通过上调hERG蛋白、hERG

电流及下调钙电流, 最终逆转硫利达嗪诱发的 acLQTS, 有望成为临床上治疗 acLQTS的有效药物。
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Abstract: Drug targeting of the human ether- à -go-go-related gene (hERG) -encoded rapid delayed rectifier 

potassium channel induces acquired long QT syndrome (acLQTS), predisposing individuals to life-threatening 

arrhythmias. Previous studies demonstrate that the antipsychotic agent thioridazine (THIO) triggers acLQTS. Our 
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findings aimed to elucidate the underlying mechanisms of the therapeutic effects against drug-induced 

cardiotoxicity. Using human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (hiPSC-CMs) integrated with 

multi-electrode arrays (MEA) and optical mapping technology, we evaluated and compared the efficacy of 

tanshinone IIA (TANIIA), propranolol (Prop) and resveratrol (Res) in reversing THIO-induced prolongation of 

action potential duration (APD) and field potential duration (all animal experiments were conducted in accordance 

with the Animal Care Guidelines of Harbin Medical University and were approved by the Ethics Committee of 

Harbin Medical University, the approval number is IRB3020622). The results showed that TANIIA significantly 

reversed the THIO-induced prolongation of APD90, APD50, and field potential, whereas neither Prop nor Res 

counteracted this effect. Building on these results, we further explored the mechanistic basis and molecular targets 

underlying TANIIA's reversal effects. Western blot and whole-cell patch-clamp demonstrated that TANIIA restored 

hERG protein expression downregulated by THIO and rescued its channel trafficking defects and rescued channel 

trafficking defects. Mechanistically, TANIIA attenuated THIO-induced aberrant interactions between hERG and the 

calnexin, thereby rectifying impaired channel folding and trafficking. Concurrently, TANIIA substantially reduced 

THIO-induced L-type calcium current. In conclusion, TANIIA ameliorates THIO-induced acLQTS by up 

regulating hERG current expression and down regulating L-type calcium current. These findings highlight its 

therapeutic potential of drug-induced acLQTS for clinical.

Key words: thioridazine; tanshinone IIA; propranolol; resveratrol; acquired long QT syndrome; human 

induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocyte

硫利达嗪是吩噻嗪类抗精神失常药物, 用于治疗

精神分裂症和精神病, 目前也用于抗肿瘤的治疗[1], 尽

管硫利达嗪临床前景可观, 但其引起的心脏毒性等不

良反应同样引发关注, 在临床应用时患者出现长 QT

间期综合征及尖端扭转型室性心动过速甚至心脏骤停

致死亡[2,3], 此心脏毒性限制了该药的临床广泛应用。

本课题组前期研究发现, 硫利达嗪可以诱发内质网应

激反应致使 hERG (human ether-à-go-go-related gene) 

通道发生转运障碍, 未达到细胞膜就被降解, 从而导致

hERG膜蛋白表达减少, 电流减少; 另一方面其增加细

胞内钙离子浓度、激活L型钙通道, 是其诱发获得性长

QT综合征 (acquired long QT syndrome, acLQTS) 的主

要原因[4], 寻找有效的药物进行干预将具有重要临床

意义。

丹参酮 IIA 为一种天然抗氧化剂, 可治疗动脉粥

样硬化、清除氧化的自由基。急性心肌梗死的发生常

会伴随缺血性心律失常, 丹参酮 IIA能降低氧化应激, 

提高超氧化物歧化酶的活性, 对抗由缺血再灌注引起

的心肌氧化损伤[5]。本课题组近期研究发现, 丹参酮

IIA 通过干预 MALAT1/calpain-1 信号通路 , 逆转了三

氧化二砷对 hERG蛋白的抑制作用, 从而改善三氧化

二砷所致的心脏毒性[6]。此外, 丹参酮 IIA通过抑制钙

离子通道来抑制血管增生过程[7], 并且具有L型钙通道

阻断作用[8], 为与离子通道功能异常相关的心血管疾

病治疗提供了更多的选择和可能性。

普萘洛尔是临床上常用的无内在拟交感活性的非

选择性 β受体阻滞剂, 通过阻断 β-肾上腺素能受体, 减

少心肌细胞的后除极, 从而有助于稳定心脏的电活动, 

减少心律失常的发生[9]。普萘洛尔可能不仅通过阻滞

β受体缩短QT间期[10], 还可能对钠通道及L型钙通道

有阻断作用[11]。白藜芦醇是一种天然多酚化合物, 其

又称芪三酚, 在抗氧化、抗心血管疾病和抗肿瘤等方面

具有一定的治疗效果。在缺氧条件下, 活性氧 (ROS) 

和Ca2+的稳态发生变化, 白藜芦醇能够减少缺氧诱导

的ROS生成和升高细胞内Ca2+浓度[12]。

药物诱发的 acLQTS与药物抑制心肌细胞膜上的

延迟整流钾通道 Ikr、促进L型钙通道以及影响钠通道

等有关[13], 其中 90%以上是药物抑制 Ikr/hERG通道导

致[14]。hERG基因编码快速激活延迟整流钾通道 Ikr的

α亚基[15], Ikr是复极过程中主要的钾电流, 决定动作电

位时程 (action potential duration, APD)。因此本文主

要以 hERG通道和L型钙通道作为靶点, 评价所选 3种

药物是否可以拯救硫利达嗪诱发的心脏毒性。

材料与方法

药品与试剂 抗体 hERG (货号: sc-377388)、热休

克 蛋 白 70 (heat shock protein 70, Hsp70) ( 货 号 : 

sc-59569)、calnexin (货号: sc-46669) 均购自 Santa Cruz 

Biotechnology公司; 山羊抗兔 IgG (货号: 926-32211)、

山羊抗鼠 IgG (货号 : 926-32210) 均购自美国 Li-CoR 

Biosciences公司; β-actin (货号: 66009-1-lg) 购自武汉

三鹰 shengwu 技术有限公司; 胎牛血清 (FBS) 购自美

国 Gibco 公司 ; DMEM 高糖培养基购自美国 Hyclone

公司; 青霉素−链霉素溶液 (货号: C0222)、细胞裂解液 
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(货号 : P0013)、胰蛋白酶 (C0201)、SDS-PAGE 蛋白上

样缓冲液 (5×) (货号: P0015) 购自碧云天生物技术公

司 ; 细胞级 PBS 缓冲液 (货号 : BL345A)、肝素 (货号 : 

BL1370A) 购自白鲨生物; G418 (货号: G274348) 购自

上海阿拉丁生化科技股份有限公司; 硫利达嗪购自哈

尔滨医大药业; 丹参酮 IIA (货号: Y0001560)、普萘洛

尔 (货号: 00881-25MG)、白藜芦醇 (货号: Y0001194)、

NaCl (货号: S5886)、KCl (货号: P5405)、HEPES (货号: 

H4034)、MgCl2·6H2O (货号 : PHR2486)、CaCl2 (货号 : 

C4901)、葡萄糖 (货号: D9434)、NaOH (货号: 415413)、

Mg-ATP (货号: A9187)、乙二醇双(2-氨基乙基醚)四乙

酸 (货号: 324628)、GTP (货号: 10106399001)、KOH (货

号 : 757551)、Tris-Cl ( 货 号 : T5941)、CsCl ( 货 号 : 

289329)、CsOH (货号 : 516988)、天门冬氨酸 (货号 : 

A6558) 均 购 自 美 国 Sigma 公 司 ; GS967 ( 货 号 : 

HY-12593) 购自美国MCE公司; 人多潜能干细胞复苏

培养基、人心肌细胞纯化培养基、人心肌细胞维持培养

基、人心肌细胞接种培养基购自北京赛贝生物技术有

限公司; RH237 (货号: S1109) 购自美国Thermo Fisher

公司 ; Blebbistatin ( 货号 : S7099) 购自 SelleckChem

公司。

实验动物 SPF级豚鼠 (雄性, 200 ± 20 g) 购于辽

宁长生生物科技有限公司[实验动物合格证号: SCXK 

(辽) 2020-0001], 在室温 23 ± 2 ℃、湿度 55% ± 5%的标

准动物室内饲养。每天给予适量高压灭菌纯净水和普

通维持饲料, 12 h交替光照。本实验涉及的所有动物

实验均按照哈尔滨医科大学动物操作准则进行并得到

哈 尔 滨 医 科 大 学 伦 理 委 员 会 的 批 准 , 伦 理

号-IRB3020622。

细胞 稳定转染 hERG 基因的 HEK293 细胞系 

(hERG-HEK293) 和 HEK293 细胞系获赠于哈尔滨医

科大学药学院王志国教授; 人多潜能干细胞诱导分化

的心肌细胞 (hiPSC-CMs) 购买于北京赛贝生物技术有

限公司。

Western blot检测蛋白表达 加药 24 h后的细胞

置于冰上, 弃培养液, 用Western及 IP细胞裂解液提取

蛋白超声离心后用 NanoDrop 2000c (美国 Thermo 公

司) 分光光度计测定蛋白浓度 , 保证上样质量一致。

100 ℃金属浴 (大龙兴创实验仪器有限公司) 加热

8 min 使蛋白变性后进行 SDS-PAGE 凝胶电泳 (美国

BIO-RAD公司)。恒压 70 V电泳 30 min后, 调整至恒

压 110 V, 直至蛋白条带到达凝胶底部结束电泳。根据

1 min转印 1 kDa时间确定检测蛋白的转膜时间。转

膜后将 NC 放入对应的一抗及稀释液中于 4 ℃摇床 

(江苏金城国盛实验仪器厂) 过夜孵育。第二天, PBST

清洗NC膜, 每次 10 min, 共 3次。清洗后根据一抗种

属避光孵育二抗 1 h, 孵育后 PBST 清洗 NC 膜 , 每次

10 min, 共 3次。最后使用 Odyssey荧光扫描系统 (美

国 LI-COR 公司) 检测 , Image Studio 进行分析得到目

的条带。

蛋白质免疫共沉淀法提取蛋白 加药 24 h后的细

胞置于冰上 , 弃培养液 , 加入裂解液 , 提取蛋白裂解

30 min后离心, 用NanoDrop 2000c分光光度计测定蛋

白的浓度, 使总质量和体积均相等。一抗 4 ℃过夜。

次日加入磁珠, 4 ℃过夜。加入预冷 PBST后, 洗涤磁

珠, 离心弃上清液, 反复操作 3或 4次后加入蛋白上样

缓冲液 , 涡旋混匀。100 ℃金属浴加热 8 min, 制备

样品。

膜片钳记录

试剂配制方法 ① 电极外液 (IhERG, mmol·L) 组

成: NaCl 136, KCl 5.4, HEPES 5, MgCl2·6H2O 1, CaCl2 

1, 葡萄糖 10; 使用NaOH溶液将 pH调节至 7.4。② 电

极内液 (IhERG, mmol·L) 组成: KCl 130, MgCl2·6H₂O 1, 

HEPES 10, Mg-ATP 5, EGTA 5, GTP 0.1; 使用 KOH溶

液将 pH调节至 7.3。③ 电极外液 (ICa,L, mmol·L) 组成: 

Tris-Cl 136, CsCl 5.4, CaCl2 2, MgCl2 1, HEPES 10, 葡

萄糖 5; 使用Tris-OH溶液将 pH调节至 7.4。④ 电极内

液 (ICa,L, mmol·L) 组成 : CsCl 20, CsOH 110, Mg-ATP 

5, MgCl2 1, HEPES 10, EGTA 5, GS967 0.002 1, 天门冬

氨酸110; 使用CsOH溶液将pH调节至7.3。

记录 hERG电流的 hERG细胞处理 将细胞从孵

箱 (美国 Thermo公司) 中取出, 胰酶消化液消化细胞, 

在显微镜下观察细胞几乎全部呈单个悬浮状即可。终

止消化离心重悬细胞。滴入 1至 2滴 hERG细胞悬液

于浴槽hERG外液中, 静置, 即可进行下步操作。

记录 L 型钙电流 (ICa,L) 的原代乳鼠心肌细胞处

理 将细胞爬片从孵箱中取出, 放入浴槽中的电极外

液中, 即可进行下步操作。

室温下, 使用垂直电极拉制仪 (日本 Narishige公

司), 于 70.0和 52.0 ℃下制备玻璃电极, 将拉制好的玻

璃电极充入电极内液后插入固定在膜片钳 (美国Ason 

Instrument公司) 微操探头上, 要求灌注电极内液后阻

值控制在 2～4 MΩ内。在目镜视野下寻找单个、相对

较大、表面光滑的细胞, 下调电极使其电极接触到细胞

膜表面, 给予负压吸引使细胞与电极尖端形成高阻封

接 (阻值 > 1 GΩ), 用脉冲或抽吸的方法打破细胞膜, 

便形成全细胞记录模式, 补偿串连电阻和电容电流后, 

便可在电压钳模式下进行刺激和记录。根据规定的刺

激程序记录电压膜片钳模式下的 hERG电流或L型钙

电流 , 保存记录的电流数据 , 进行后续的数据处理
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分析。

电压敏感染料膜电位光学标测 开启系统阀门, 

灌注台式液排出心脏中多余的血 , 调节阀门以 4～

6 mL·min-1的速度提供动脉压。在体系中的台式液中

加入 blebbistatin使心脏停止跳动, 尽可能抑制心脏运

动伪影。心脏停止跳动后, 关灯避光, RH237染料进行

染色。使用单色发光装置在 710 nm激发染料。将电

极正负极与心尖接触, 使用PowerLab 26T刺激仪释放

心脏起搏信号 (5、6.7、8、10 Hz)。调节显微镜粗准焦

使视野变清晰, Optical mapping成像系统 (日本Brain‐

vision公司) 以每秒2 000帧获取图像。滤波器设为1 kHz。

多电极阵列谱条件 该实验由北京赛贝生物技术

有限公司检测。前一天用心肌细胞铺底工作液对电极

板进行铺底 , 每孔 5 μL, 37 ℃过夜。37 ℃解冻细胞 , 

快速摇晃使细胞融化至仅剩一小块冰晶 (避免冻存管

盖接触水面), 迅速取出并用 75%酒精消毒冻存管外表

面, 转移至无菌操作台中。用 1 mL移液器小心将细胞

悬液转移至一个新的 15 mL离心管, 避免反复剧烈吹

吸。用 1 mL人心肌细胞维持培养基润洗冻存管, 以收

集剩余细胞。然后逐滴加入含有细胞悬液的 15 mL离

心管, 由于滴加的稀释比例较大, 应维持在5 s 1滴 (50 μL) 

的较慢速率, 滴加过程中不断轻摇混匀。滴加的速率

不变, 仍 5 s 1滴, 再依次逐滴加入 4 mL人心肌细胞维

持培养基 , 滴加过程中不断轻摇混匀。200 ×g 离心

5 min吸弃上清液, 加入适量培养液, 进行细胞计数, 并

按照 4×104个/孔对培养液体积进行调整, 调整每毫升

细胞数为8×106个。将心肌细胞接种到电极板, 接种每

孔前, 吸去孔中预先铺好的心肌细胞铺底工作液, 并取

5 μL细胞悬液小心接种到电极板上, 注意接种前将细

胞悬液吹匀。全部接种结束后, 将电极板放入细胞培

养箱, 4～6 h后取出观察, 此时细胞已经开始贴壁, 向

每孔补充心肌细胞培养液 300 μL, 放入细胞培养箱中

培养, 2～3天换液一次。接种细胞 7天后, 用仪器检测

心肌细胞的电信号。分别加入硫利达嗪、硫利达嗪+

普萘洛尔、硫利达嗪+丹参酮 IIA、硫利达嗪+白藜芦醇

几种药, 24 h后观察细胞停止跳动, 换液撤掉药, 细胞

恢复跳动后, 用MEA微电极阵列采集系统 [蔼可芯昂

生物仪器 (上海) 有限公司] 检测心肌细胞电信号, 并

分析数据。

统计学分析 数据以平均数 ± 标准误 (SEM) 表

示。数据分析采用GraphPad Prism5.0。两组数据比较

的统计分析方法 student's t-test; 多组数据比较的统计

分析方法: Turkey's test或单因素方差。当 P < 0.05认

为有统计学意义。

结果

1　逆转药物对硫利达嗪延长的豚鼠动作电位时程的

影响

硫利达嗪抑制 hERG电流、激活L型钙通道, 最终

延长APD。本研究在体水平上探究 3种药物是否对硫

利达嗪延长的APD具有逆转作用。首先将 25只雄性

豚鼠分为对照组、硫利达嗪 (25 mg·kg-1) 组、硫利达嗪 

(25 mg·kg-1) + 丹参酮 IIA (5 mg·kg-1) 组、硫利达嗪 

(25 mg·kg-1) + 普萘洛尔 (10 mg·kg-1) 组、硫利达嗪 

(25 mg·kg-1) + 白藜芦醇 (90 mg·kg-1) 组 , 采用电压敏

感染料膜电位光学标测技术对豚鼠心脏进行实验, 分

别以 5.0、6.7、8.0、10.0 Hz 进行刺激起搏。结果显示 , 

在 200 ms 时硫利达嗪明显延长豚鼠心脏的 APD90和

APD50, 3个药物具有一定的逆转作用, 其中只有丹参

酮 IIA明显缩短APD90和APD50。200 ms时, 对照组豚

鼠心脏的 APD90 和 APD50 分别为 80.00 ± 1.40 ms 和

25.27 ± 3.05 ms, 灌胃 7 日后硫利达嗪组 APD90 和

APD50延长至 110.27 ± 1.94 ms和 60.80 ± 3.72 ms, 丹参

酮 IIA 组 APD90 和 APD50 分别缩短至 87.47 ± 5.13 和

40.48 ± 1.99 ms (图1)。

2　THIO及逆转药物对hiPSC-CMs细胞场电位的影响

综合体外致心律失常评价 (CiPA) 和日本心脏安

全性评估 (JiCSA) 等已经证明 hiPSC-CMs/MEA 可用

于评估候选药物的致逆转性潜能。本研究使用该细胞

模型应用多电极阵列技术比较药物对于 hiPSC-CMs

细胞场电位的影响, 结果发现, 丹参酮 IIA逆转了硫利

达嗪引起的场电位持续时间延长 (P < 0.05); 其他两组

无统计学意义 (图2)。

3　丹参酮 IIA 对硫利达嗪抑制的 hERG 蛋白的拯救

作用

实验证明以上 3种逆转药物中, 丹参酮 IIA可以拯

救硫利达嗪导致的动作电位及场电位的延长, 因此本

文继续探究了丹参酮 IIA 对硫利达嗪引起的 acLQTS

机制。分别用 3 μmol·L-1硫利达嗪、3 μmol·L-1硫利达

嗪 + 10 μmol·L-1 丹参酮 IIA、3 μmol·L-1 硫利达嗪 + 

30 μmol·L-1 丹参酮 IIA 作用于 hERG-HEK293 细胞孵

育 给 药 24 h, 通 过 Western blot 方 法 检 测 成 熟 

(155 kDa) hERG 蛋白的表达情况 (图 3)。结果显示

3 μmol·L-1硫利达嗪作用后使成熟的 155 kDa hERG蛋

白水平显著降低, 当 3 μmol·L-1硫利达嗪 + 10 μmol·L-1

丹参酮 IIA作用后拯救了 hERG蛋白的部分表达, 拯救

率为 44.75% ± 8.90% (P < 0.05)。当 3 μmol·L-1硫利达

嗪 + 30 μmol·L-1丹参酮 IIA 作用后对 hERG 蛋白的表

达无明显拯救作用, 这也说明丹参酮 IIA对 hERG蛋白

的拯救不具备浓度依赖性。
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4　丹参酮 IIA 对硫利达嗪抑制的 hERG 通道电流的

拯救作用

为了进一步验证丹参酮 IIA拯救的 hERG蛋白是

否为具有功能性的通道蛋白, 利用全细胞膜片钳记录

hERG-HEK293 细胞在药物孵育 24 h 后对 hERG 通道

电流的影响, 由于 10 μmol·L-1丹参酮 IIA对 hERG蛋白

Figure 1　Effects of reversal drugs on THIO-prolonged APD in mice heart. A: APD50 and APD90 representative maps; B: Statistical analysis 

of APD50 and APD90 of optical mapping. n = 5, 
-
x ± SEM. *P < 0.05 vs Ctrl; #P < 0.05 vs THIO. THIO: Thioridazine; APD: Action potential 

duration; Prop: Propranolol; TANIIA: Tanshinone IIA; Res: Resveratrol

Figure 2　Effects of THIO and reversal drugs on the field potential of hiPSC-CMs. A−F: Representative field potentials of hiPSC-CMs 

under the following respective drug administration conditions: Ctrl group (A), 3 μmol·L-1 THIO group (B), 3 μmol·L-1 THIO + 10 μmol·L-1 

TANIIA group (C), 3 μmol·L-1 THIO + 10 μmol·L-1 Prop group (D), and 3 μmol·L-1 THIO + 10 μmol·L-1 Res group (E). n = 3, 
-
x ± SEM. 

*P < 0.05 vs Ctrl; #P < 0.05 vs THIO. hiPSC-CMs: Human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes; FPDc: Field potential 

duration correction
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具有较强的拯救作用, 将细胞分为对照组、硫利达嗪 

(3 μmol·L-1) 组、硫利达嗪 + 丹参酮 IIA (10 μmol·L-1) 

组, 孵育 24 h后记录 hERG电流。结果如图 4所示, 在

+40 mV时, 硫利达嗪单孵育 hERG电流密度较对照组

降低, 两药共孵育下的 hERG电流密度较硫利达嗪组

升高。结果说明, 丹参酮 IIA可以拯救硫利达嗪抑制

的 hERG电流, 也证实其拯救的蛋白为功能性的 hERG

通道蛋白。

5　丹参酮 IIA对硫利达嗪诱发的 hERG与伴侣蛋白

之间相互作用的影响

硫利达嗪破坏 hERG与Hsp70的相互作用来干扰

hERG 通道的正确折叠转运过程, 致通道蛋白无序降

解, 同时硫利达嗪上调内质网标志性蛋白ATF6蛋白、

激活下游靶蛋白 calnexin 等 , 最终诱发内质网应激

反应。

为了探究丹参酮 IIA是否通过影响 hERG与伴侣

蛋白 Hsp70、calnexin的相互作用, 拯救硫利达嗪引起

的 hERG蛋白表达, 本研究进行了免疫共沉淀实验验

证 (图5), 将hERG-HEK293细胞分为对照组、硫利达嗪 

(3 μmol·L-1) 组、硫利达嗪 + 丹参酮 IIA (10 μmol·L-1) 

组, 孵育 24 h后提取细胞总蛋白, 分别用 hERG、Hsp70

和 calnexin的一抗沉淀对应的蛋白后, 与对照组相比, 

硫利达嗪组的 hERG与Hsp70相互作用明显降低。但

与硫利达嗪组相比, 丹参酮 IIA没有逆转 hERG-Hsp70

的相互作用, 不具有统计学意义。与对照组相比, 硫利

达嗪组的 hERG与 calnexin相互作用明显增强。与硫

利达嗪组相比, 丹参酮 IIA降低硫利达嗪引起 hERG-

calnexin的相互增强作用 (P < 0.05)。

6　逆转药物对硫利达嗪引起的L型钙电流的影响

硫利达嗪除了可以通过降低 hERG膜蛋白来延长

动作电位, 研究发现硫利达嗪还可以上调氧化性钙调

蛋白激酶活性, 从而激活L型钙通道, 为了进一步探究

拯救药物对硫利达嗪引起的钙电流增大的影响, 采用

全细胞膜片钳技术记录对照组、硫利达嗪 (3 μmol·L-1) 

组、硫利达嗪 + 丹参酮 IIA (10 μmol·L-1) 孵育 24 h后原

代乳鼠心肌细胞的 L型钙电流。结果如图 6所示, 丹

参酮 IIA逆转硫利达嗪致钙电流升高。

讨论

硫利达嗪为抗精神失常类药物, 目前也用于抗肿

瘤的治疗, 但其严重的心脏毒性尤其是引发的 acLQTS

引起人们的关注。LQTS 一种恶性心肌离子通道疾

病, 容易诱发尖端扭转型室性心动过速, 严重时会发生

心源性猝死。因此, 寻找有效的治疗遗传性 LQTS药

物或拯救药物诱发的 acLQTS 的药物, 并探究其机制

成为本课题的主要研究目标。

目前研究表明, 药物诱发的 acLQTS 主要机制是

药物抑制了心肌细胞的 hERG 通道 , 包括瞬时阻断

hERG电流或降低细胞膜上通道蛋白表达水平。同时

由于钙电流参与动作电位 2相平台期, 药物通过激动

心肌细胞钙电流也会延长QT间期。

hiPSC-CMs细胞模型是心脏安全性评价的重要模

型之一, 相比于其他传统的动物及单细胞系模型, 其具

有与人类心肌细胞高度相似的离子通道、模拟人类心

肌细胞的电生理和收缩特性, 为药物毒性研究提供更

为准确的预测, hiPSC-CMs模型已成为当今临床前心

Figure 3　 Rescue effect of TANIIA on THIO-inhibited hERG 

protein. Western blot results (A) and statistics (B) for hERG 

expression (incubation for 24 h). THIO significantly reduced 

155 kDa of the hERG channel. TANIIA rescues hERG protein 

inhibited by THIO. n = 5, 
-
x ± SEM. *P < 0.05 vs Ctrl; #P < 0.05 vs 

THIO

Figure 4　 Rescue effect of TANIIA on THIO-inhibited hERG 

channel currents. A: Protocol and examples on the hERG current 

under Ctrl, THIO-treated and drug-treated conditions; B: I-V curve 

of the hERG current. THIO reduced the hERG current. TANIIA 

rescues THIO-inhibited hERG currents. n =11, 
-
x ± SEM. *P < 0.05 

vs Ctrl; #P < 0.05 vs THIO
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脏安全性评价的公认模型[16]。

普萘洛尔是非选择性 β受体阻断剂, 是治疗LQTS

主要药物之一; 丹参酮 IIA、白藜芦醇都具有良好的抗

氧化作用及心血管系统的保护作用, 两者可能通过显

著的抗氧化能力抑制活性氧的过量产生而逆转作用。

因此, 本研究在 hiPSC-CMs细胞模型上评价以上 3种

具有拯救潜能的药物对硫利达嗪诱发的 acLQTS的治

疗效果。

因 hiPSC-CMs 和豚鼠在体心脏模型能综合模拟

人类心脏的多离子通道电生理活动, 所以其模型广泛

用于评估药物的致心律失常潜力。虽然临床研究表明

普萘洛尔和白藜芦醇可以缩短 QT间期, 但本课题组

前期研究显示, 二者均未能逆转硫利达嗪在上述两种

模型中引起的动作电位延长。值得注意的是, 普萘洛

尔的作用机制涉及逆转硫利达嗪干扰的内质网应激反

应, 通过恢复 hERG与Hsp70及 calnexin的正常相互作

用, 从而修复功能性 hERG膜蛋白表达。但是这一机

制可能不足以对抗硫利达嗪在复杂体系中引发的整体

心脏毒性。然而经本研究证实, 丹参酮 IIA可显著降

低硫利达嗪引起的豚鼠心脏及 hiPSC-CMs 动作电位

延长, 因此本文着重继续研究丹参酮 IIA逆转硫利达

嗪的心脏毒性机制。

前期的研究发现, 丹参酮 IIA能促进 hERG蛋白表

达, 且逆转了三氧化二砷引起的 hERG蛋白的抑制作

用[5], 故本研究应用稳定表达 hERG 通道的 hERG-

HEK293细胞系, 验证丹参酮 IIA能否靶向 hERG通道

发挥逆转硫利达嗪的作用。结果显示, 丹参酮 IIA明

显逆转了硫利达嗪抑制的 hERG蛋白, 但增加丹参酮

IIA浓度却不产生更强的效果, 可能原因是, 当丹参酮

IIA浓度增加时, 对细胞活力会产生影响, 其对蛋白质

的表达也会产生不良影响。

本研究设计实验进一步证实丹参酮 IIA 促进

hERG 蛋白表达的分子机制, 前期研究发现硫利达嗪

引起内质网应激, 进而促进 hERG蛋白的降解[4], 即硫

利达嗪促进了内质网应激标志蛋白 ATF-6 蛋白的表

达, 导致下游的 calnexin蛋白表达增加。Calnexin蛋白

是一种位于内质网的伴侣蛋白, 协助糖蛋白进行正确

折叠和修饰。Calnexin也可以识别并结合折叠不完全

或错误的蛋白, 协助其重新折叠。如仍无法正确折叠, 

calnexin会通过内质网相关降解系统, 逆向转运至细胞

Figure 5　The effect of co-incubation of TANIIA and THIO on the interaction between hERG and chaperones. A, C, E: Representative 

image of Western blot after immunoprecipitation; B: Statistical result of interaction between hERG and Hsp70; D, F: Statistical result of 

interaction between hERG and calnexin. n =3, 
-
x ± SEM. *P < 0.05 vs Ctrl; #P < 0.05 vs THIO

Figure 6　 Effect of drugs on THIO-enhanced ICa,L currents. A: 

Protocol and examples for studying the ICa,L current under the 

conditions of THIO and TANIIA treatment; B: I-V curve of the ICa,L 

current. n = 11, 
-
x ± SEM. *P < 0.05 vs Ctrl; #P < 0.05 vs THIO
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质, 经泛素−蛋白酶体途径进行降解。因此, 本实验观

察了丹参酮 IIA是否通过影响hERG与 calnexin蛋白的

相互作用, 进而逆转硫利达嗪引起的 hERG蛋白表达

减少 , 结果显示丹参酮 IIA 逆转了硫利达嗪引起的

hERG与 calnexin蛋白的相互作用, 减轻 hERG通道蛋

白在内质网中的错误折叠转运障碍, 促使膜蛋白表达

增加。

此外, 丹参酮 IIA 通过减少硫利达嗪所致心肌细

胞内活性氧水平的增高, 使得激活后的氧化型钙调蛋

白激酶与L型钙通道α亚基结合下调, 从而升高L型钙

通道的失活速度, 降低其开放频率, 降低其开放时间, 

逆转硫利达嗪引起的L型钙电流的升高。

丹参酮 IIA已在多项随机对照试验中用于治疗不

稳定心绞痛、心肌梗死、高血压肾病、动脉粥样硬化以

降 低 心 肌 肌 钙 蛋 白 -I (cTn-I)、高 敏 C 反 应 蛋 白 

(hs-CRP) 改善血管弹性、降低血压、减少不良心血管事

件。并且可通过纳米粒、脂质体等剂型提高递送效率, 

改善丹参酮 IIA的低口服生物利用度。

综上, 丹参酮 IIA通过影响 hERG与 calnexin蛋白

相互作用逆转细胞膜上 hERG蛋白的表达, 进而增加

hERG 电流及下调 L 型钙电流, 拯救硫利达嗪诱发的

APD及 QT间期的延长, 该药有望成为临床治疗药物

诱发 acLQTS的有效药物。
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