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酸枣仁皂苷 Ｂ对大鼠心室肌细胞电压门控钠通道的影响
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　　摘要：酸枣仁皂苷Ｂ（ＪｕｊｕｂｏｓｉｄｅＢ，ＪｕＢ）是安神药酸枣仁的主要成分之一，具有抑制血小板聚集和抗血管再狭窄作用

等多种药理活性。然而，ＪｕＢ的抗心律失常作用及其潜在机制尚不明确。研究通过全细胞膜片钳技术和分子对接研究

探讨了ＪｕＢ对大鼠心室肌细胞钠电流（ｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔ，ＩＮａ）的影响。结果显示，ＪｕＢ导致 ＩＮａ的电流 －电压（ｃｕｒｒｅｎｔ－ｖｏｌｔ

ａｇｅ，Ⅰ－Ⅴ）曲线上移，激活曲线沿电压轴正向即膜电位的去极化趋势移动，稳态失活曲线向超极化方向移动，延长了从

失活到恢复所需的时间，表示ＪｕＢ抑制了Ｎａ＋通道的开放过程，可能在失活期间对钠通道具有较强的结合亲和力。分子

对接研究显示，ＪｕＢ主要结合在ｒＮａｖ１．５和ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ的电压感应域（ｖｏｌｔａｇｅ－ｓｅｎｓｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＶＳＤ）Ⅲ和Ⅳ的跨膜螺

旋结构中。研究首次初步证实ＪｕＢ能够呈浓度依赖性抑制大鼠心室肌细胞ＩＮａ。
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　　心血管疾病是全球主要死因之一［１］。正常的心脏功能与

心肌细胞离子通道的开放和关闭以及调节跨膜离子的电位差

相关［２］。大量的研究已经证实，通过心肌细胞膜离子通道的

电流异常是诱发心律失常的重要因素［３］，与心血管疾病的死

亡率和发病率的增加［４］。心肌细胞膜的跨膜蛋白电压门控钠

离子通道负责心脏的膜去极化和动作电位传导，并在维持正常

心脏节律中发挥重要作用［５－７］。心肌细胞钠通道的功能异常

可能导致各种心脏的病理生理异常［８－１０］，包括心室重塑、心肌

损伤、心律失常和其他心脏疾病［１１］。由钠电压门控通道 α亚
基５（ｓｏｄｉｕｍｖｏｌｔａｇｅ－ｇａｔｅｄｃｈａｎｎｅｌａｌｐｈａｓｕｂｕｎｉｔ５，ＳＣＮ５Ａ）基
因编码的ＮａＶ１．５被认为是心肌细胞膜表达的主要电压门控

钠通道，并传导内向去极化钠电流（ｓｏｄｉｕｍｃｕｒｒｅｎｔ，ＩＮａ）
［１２－１５］。

心肌细胞ＮａＶ１．５的功能异常是触发心肌病和心律失常的主

要因素之一［１２］。

药物疗法是治疗心律失常的主要方法。当前抗心律失常

药物的基本药理效应是通过影响心肌细胞膜的离子通道功能，

改变离子电流并影响细胞的电生理特性，从而抑制心律失常的

发生［１６］。代表Ｉ类抗心律失常药物的Ｎａ＋通道阻滞剂通过降
低心脏组织的兴奋性发挥抗心律失常作用，从而防止异常的自

发动作电位。然而，抗心律失常药物的疗效由于其潜在的严重

不良反应而受到限制［１７－１８］。因此，研发更安全、更有效的抗心

律失常药物仍然是治疗心律失常的重要方向。大量的研究在

传统中药中寻找抗心律失常药物，包括针对ＩＮａ的效应
［１９－２０］。

酸枣仁是鼠李科植物酸枣的干燥成熟种子，广泛用于治疗

心悸、焦虑、失眠和多汗等症状。酸枣仁皂苷 Ｂ（ＪｕｊｕｂｏｓｉｄｅＢ，
ＪｕＢ）是酸枣仁的主要生物活性皂苷成分之一，具有镇静催
眠［２１］，抗热性惊厥［２２］，抗炎［２３］和保肝功能［２４］。ＪｕＢ分子式为
Ｃ５２Ｈ８４Ｏ２１（图１）。一些研究已经证明了 ＪｕＢ在心血管系统方

面的药理作用，包括抗血小板［２５］、抗血管再狭窄［２６］、保护血管

内皮功能和降低血管张力作用［２７］。最近的一项研究表明，ＪｕＢ
通过降低血管内皮生长因子受体２及其下游信号通路的激活，
抑制血管新生和肿瘤生长，具有良好的耐受性和低毒性［２８］。

然而，ＪｕＢ对心律失常的影响仍然是未知的。在这项研究中，
我们通过全细胞膜片钳技术和分子对接分析初步得出 ＪｕＢ是
大鼠心肌细胞电压门控钠通道的潜在抑制剂。

图１　酸枣仁皂苷Ｂ（ＪｕＢ）的化学结构

１　材料
１．１　动物　Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ大鼠，体质量（２００～３００）ｇ，雌雄
不限，由扬州大学比较医学中心提供，动物合格证［ＳＹＸＫ（苏）

２０１７－００４４）］。本实验通过扬州大学实验动物伦理委员会伦
理审查，编号：ＹＸＹＬ－２０２２－１３５。
１．２　药物和试剂　ＪｕＢ（ＣＡＳ号５５４６６－０５－２，纯度≥９８％，
成都埃法生物科技有限公司，批号ＡＢ０６０８）溶解在二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）中，配制成浓度为２５、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的溶液；葡
萄糖、肝素钠、Ｌ－谷氨酸（北京索莱宝科技有限公司，批号分
别为４０５Ａ０９６、３０１Ａ０２８、４０５Ａ０９６）；牛磺酸（Ｔａｕｒｉｎｅ）、氯化铯
（ＣｓＣｌ）、四乙基氯化铵（ＴＥＡ－Ｃｌ）、腺苷 ５′－三磷酸镁盐
（Ｍｇ－ＡＴＰ）、４－羟乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）（美国 Ｓｉｇｍａ－
ａｌｄｒｉｃｈ公司，批号分别为 １０１２８２０１４、１０１３６８０９７、１０１３９４２２３、
１００１５７１８３８、１００１６２１５７７）；河豚毒素（Ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）（Ａｆｆｉｘ
公司，批号ＡＦ０２）；牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ，
美国ＩＣＮ公司，批号：８３９８Ｆ）；乙二醇－双四乙酸（ＥＧＴＡ）（Ｆｌｕ
ｋａ公司，批号１０１２５７８４０）；胶原酶Ⅱ（美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ公司，
批号：４４Ｎ１５３０８Ｂ）。

细胞保存液（Ｋｒｅｂ＇ｓ，ＫＢ液）的配制如下（ｍｍｏｌ／Ｌ）：葡萄糖
１１．０、ＥＧＴＡ１．０、Ｌ－谷氨酸７０．０、牛磺酸１０．０、ＮａＨ２ＰＯ４１０．０、
ＫＣｌ２５．０、ＫＯＨ８９．０和 ＨＥＰＥＳ５．０，使用ＫＯＨ调整溶液至ｐＨ
７．４。无钙台氏液的成分如下（ｍｍｏｌ／Ｌ）：葡萄糖１０．０、ＭｇＣｌ２
１．０、ＮａＨ２ＰＯ４０．３３、ＫＣｌ５．４、ＮａＣｌ１３５和 ＨＥＰＥＳ５．０，使用
ＮａＯＨ调整溶液至ｐＨ７．３。有钙台氏液：向无钙台氏液中加入
ＣａＣｌ２（１．８ｍｍｏｌ／Ｌ）。电极内液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＨＥＰＥＳ１０．０、ＥＧＴＡ
１０．０、ＴＥＡ－Ｃｌ２０．０、ＮａＣｌ５．０、ＣｓＣｌ１３３．０和 ＭｇＡＴＰ５．０，用
ＣｓＯＨ调 ｐＨ至７．３０。ＣｓＯＨ（９９％）用于调整溶液至ｐＨ７．４０。
细胞外液（ｍｍｏｌ／Ｌ）：ＣｄＣｌ２０．１、ＣｓＣｌ５．４、ＣａＣｌ２１．８、葡萄糖
１０．０、ＮａＣｌ１３５．０、ＭｇＣｌ２１．０和 ＨＥＰＥＳ５．０，使用ＮａＯＨ将溶液
调整至ｐＨ７．４０。酶溶液：无钙台氏液中加入１ｇ／ＬＢＳＡ、０．４
ｇ／Ｌ牛磺酸、０．４ｇ／Ｌ胶原酶Ⅱ。
１．３　仪器　ＥＰＣ－１０ＵＳＢ／Ｐａｔｃｈｍａｓｔｅｒ单通道膜片钳放大器
（德国ＨＥＫＡ公司）；ＩＸ７３倒置科研级显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）；ＭＰ－２２５显微操作器系统、Ｐ－９７微电极拉制仪（美国
Ｓｕｔｔｅｒ公司）。
２　方法
２．１　大鼠心室肌细胞的急性分离　ＳＤ大鼠心室肌细胞的急
性分离［２９］操作步骤中，先在大鼠腹腔注射肝素（２０００ＩＵ／ｋｇ），
１０ｍｉｎ后，使用２％的戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射进行麻
醉。随后，立即固定大鼠并切开胸腔，取出心脏并置于４℃的
无钙台氏液中，修剪多余的组织，将心脏固定在 Ｌａｎｇｅｎｄｏｒｆｆ灌
流装置中。通过有钙台氏液灌注心脏３０ｓ，接着，给心脏灌注
无钙台氏液，直到残余的血液被洗掉。大约经过 ２５ｍｉｎ的
１００％氧饱和酶溶液灌流后，心脏变软并膨大。当流出物黏稠
混浊、滴速较快时，终止消化。取出心室组织，解剖，并通过

１００目滤网过滤。所获得的单个心室肌细胞在ＫＢ溶液中洗涤
３次，并在室温下保存１０ｍｉｎ，待细胞沉淀后除去上清液。经
过３０ｍｉｎ的充氧后，静置２ｈ。
２．２　全细胞膜片钳实验　将细胞悬浮液放入含有细胞外液的
培养皿中，静置，待细胞贴壁后，用细胞外液进行灌流以除去残
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存的 ＫＢ液。具有光滑完整边缘、清晰横纹和立体外观且没有
任何自发性收缩和震颤的细胞被认为处于良好状态，适合进行

后续实验。用单通道膜片钳放大器记录 ＩＮａ。
２．３　刺激方案　在单刺激方案中，在电压钳模式下，保持电位
－８０ｍＶ，给予－３０ｍＶ、持续３０ｍｓ时间的方波刺激。在电压
钳模式下，保持电位－８０ｍＶ，给予－７０～５０ｍＶ、阶跃５ｍＶ、持
续时间３０ｍｓ的方波串刺激，０．５Ｈｚ刺激频率。以膜电位为横
坐标，峰电流为纵坐标绘制出 ＩＮａ的电流 －电压（ｃｕｒｒｅｎｔ－ｖｏｌｔ
ａｇｅ，Ⅰ－Ⅴ）关系曲线。

激活电流刺激方案中，在电压钳模式下，钳制电位 －８０
ｍＶ，给予－８０～５０ｍＶ、阶跃５ｍＶ、０．５Ｈｚ频率、持续时间３０
ｍｓ的方波串刺激。

在电压钳模式下，采取双脉冲刺激方案记录ＩＮａ失活曲线，
保持电位－８０ｍＶ，条件脉冲从－１４０～４０ｍＶ，阶跃１０ｍＶ，持
续时间５０ｍｓ去极化心室细胞，然后再给予条件脉冲至 －３０
ｍＶ，持续时间２５ｍｓ。

双脉冲刺激方案用于检测 ＩＮａ失活后的恢复曲线，保持电
位－８０ｍＶ，给予去极化至－３０ｍＶ的刺激，持续３０ｍｓ，回到保
持电位持续５ｍｓ后，再给予一系列条件脉冲至 －３０ｍＶ，持续
２５ｍｓ，脉冲总数为１５，两个脉冲之间的设定间隔时间逐渐增加
１０ｍｓ。
２．４　分子建模和计算方法　在有机小分子生物活性数据
ＰｕｂＣｈｅｍ化合物数据库中查询天然化合物的化学结构（ｈｔ
ｔｐ：／／ｐｕｂｃｈｅｍ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／），ＪｕＢ的化合物编号（ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｉｄｅｎｔｉｔｙｄｏｃｕｍｅｎｔ，ＣＩＤ）为２４７２１０３１，从蛋白数据库（Ｐｒｏ
ｔｅｉｎＤａｔａＢａｎｋ，ＰＤＢ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｒｃｓｂ．ｏｒｇ／ｐｄｂ）获取大鼠
电压门控钠通道 ＮａＶ１．５（ＰＤＢＩＤ：６ＵＺ３）和 ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ
（ＰＤＢＩＤ：７ＦＢＳ）的晶体结构。使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ－Ｖｉｎａ软件进行
分子对接计算。配体和蛋白质的 ｐｄｂｑｔ文件均按照 ＡｕｔｏＤｏｃｋ
方案进行分子对接计算。除了最大能量评估次数和遗传算法

运行次数（ｇｅｎｅｔｉｃａｌｇｏｒｉｔｈｍ，ＧＡ）外，所有对接参数都保持在默
认值。对接网格作为受体的结合位点，网格大小为４０?×４０
?×４０?。网格间距值被调整为０．３７５?。ＰｙＭｏｌ（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｙ
ｍｏｌ．ｏｒｇ）用于可视化，以获得氢键、疏水和静电相互作用［３０］。

使用分子力学广义波恩表面积（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｃｓ／ｇｅｎｅｒａｌ
ｉｚｅｄｂｏｒｎｓｕｒｆａｃｅａｒｅａ，ＭＭ／ＧＢＳＡ）结合自由能计算方法，打分
函数为ＭＭＧＢＳＡΔＧＢｉｎｄ［３１］。
２．５　统计分析　实验数据使用Ｏｒｉｇｉｎ７．０软件（ＭｉｃｒｏｃａｌＳｏｆｔ
ｗａｒｅ）进行分析，使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进行曲线拟合。数
据以均值 珋ｘ±ｓ标准偏差ＳＤ表示。使用 ｔ检验和方差分析（ａ
ｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ）进行均值比较。当Ｐ＜００５时被认
为具有显著统计学意义。

３　结果
３．１　ＪｕＢ对大鼠心室肌细胞Ｎａ＋通道Ⅰ－Ⅴ曲线的影响　在
短时间内诱导产生内向电流，然后在短时间内达到最大电流。

当外部溶液中加入选择性Ｎａ＋通道阻滞剂１０μｍｏｌ／ＬＴＴＸ时，
电流明显受到抑制。在用外部溶液灌洗去除 ＴＴＸ后，电流在

一定程度上恢复，表明在刺激方案中诱发的电流是ＩＮａ。
监测和记录ＪｕＢ和胺碘酮给药前后的ＩＮａ结果，以研究ＪｕＢ

对不同电压条件下Ｎａ＋通道电流的影响。ＪｕＢ在２５、５０和１００

μｍｏｌ／Ｌ浓度下以浓度依赖性的方式抑制了 ＩＮａ。然而，与胺碘
酮相比，２００μｍｏｌ／Ｌ的ＪｕＢ显示出更强的抑制作用。为了防止
过度抑制引起的心律失常，选择了２５、５０和１００μｍｏｌ／ＬＪｕＢ用
于后续实验。如插页ⅩⅨ图２所示，记录了ＪｕＢ和胺碘酮给药后
Ｎａ＋通道的电流及其随电压的变化。电流值以电流密度表示，
即通过细胞膜的电流幅度除以细胞膜的面积，单位为皮安培／
皮法拉（ｐＡ／ｐＦ）。２５、５０和１００μｍｏｌ／ＬＪｕＢ以及２４．２４μｍｏｌ／Ｌ
胺碘酮导致Ｎａ＋通道Ⅰ－Ⅴ曲线向上移动和内向电流的减小，
而不影响曲线形状。在施加电压约为－４０ｍＶ时，每个测试电
压条件下电流密度显著减小。

３．２　ＪｕＢ对ＩＮａ稳态激活曲线的影响　监测和记录胺碘酮和
ＪｕＢ给药前后的ＩＮａ变化（插页ⅩⅩ图３Ａ、Ｂ），并绘制ＩＮａ的激活曲

线（插页ⅩⅩ图３Ｃ），以研究ＪｕＢ对Ｎａ＋通道激活和开放的影响。
不同浓度的ＪｕＢ和胺碘酮都导致稳态激活曲线向右移动，即去
极化方向，并导致通道半数激活电压（ｈａｌｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎｖｏｌｔａｇｅ，
Ｖ１／２－ａｃ）的增加。２５、５０和 １００μｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＪｕＢ分别使
Ｖ１／２－ａｃ值从（－５３．２２±１．３０）ｍＶ（给药前）变为－５０．５０±１．１７
ｍＶ、（－４８．５９±０．８１）ｍＶ、（－４４．８８±１．２９）ｍＶ（ｎ＝６；Ｐ＜
００５）。因此，ＪｕＢ可以提高钠通道激活的阈值。
３．３　ＪｕＢ对ＩＮａ失活曲线的影响　插页ⅩⅩ图４Ａ、Ｂ展示了在添
加不同浓度ＪｕＢ和胺碘酮前后获得的诱导 ＩＮａ失活电流的结
果。电流与最大电流的比值用相对电流 Ｉ／Ｉｍａｘ表示，作为纵
坐标，膜电位为横坐标，通过Ｂｏｌｔｚｍａｎｎ方程进行拟合稳态失活
曲线：

Ｉ／Ｉｍａｘ＝１／｛１＋ｅｘｐ［（Ｖ－Ｖ１／２）／ｋ］｝ （１）
ｋ和Ｖ１／２分别代表失活曲线的斜率因子和通道半数失活

时的条件脉冲电压（ｈａｌｆｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｖｏｌｔａｇｅ，Ｖ１／２）。
不同浓度ＪｕＢ和胺碘酮均导致失活曲线向左移动，即向超

极化方向移动（插页ⅩⅩ图４Ｃ）。ＪｕＢ在２５、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ浓
度下，Ｖ１／２从（－７２．９６±１．０８）ｍＶ减少到（－８１．６３±０．７６）
ｍＶ，（－８６．１４±１．５６）ｍＶ，（－９４．６２±１．２０）ｍＶ（ｎ＝６；Ｐ＜
００５）。因此，ＪｕＢ能够加速Ｎａ＋通道失活。
３．４　ＪｕＢ对ＩＮａ失活后恢复曲线的影响　插页ⅩⅪ图５Ａ、Ｂ展示
了胺碘酮和不同浓度ＪｕＢ添加前后的ＩＮａ恢复电流。插页ⅩⅪ图
５Ｃ展示了ＩＮａ失活后的恢复曲线。通过拟合单相关联方程来
构建ＩＮａ失活后的恢复曲线：

Ｉ／Ｉｍａｘ＝１－ｅｘｐ（－ｔ／τ） （２）

τ和ｔ分别表示失活后再激活的时间常数和两个脉冲之间
的时间间隔。在ＪｕＢ（２５、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ）的作用下，τ值分
别从（１８．１８±１．１３）ｍｓ变为（２０．７２±１．４１）ｍｓ，（２５．８６±
１６５）ｍｓ，（３０．１３±１．７０）ｍｓ（ｎ＝６，Ｐ＜００５）。因此，ＪｕＢ改
变了ＩＮａ失活后恢复的动力学，并延长了ＩＮａ从失活到激活所需
的时间。

３．５　分子对接模拟　使用分子对接方法探讨了ＪｕＢ与大鼠电
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压门 控 钠 通 道 （ｒＮａｖ１．５）和 ｒＮａｖ１．５开 放 态 结 构
（ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ）的相互作用（插页ⅩⅪ图 ６、表 １）。ＪｕＢ与
ｒＮａｖ１．５和ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ的亲和力结合能分别为 －６．５０２ｋｃａｌ／
ｍｏｌ（吉布斯自由能为 －６４．７５ｋｃａｌ／ｍｏｌ）和 －６．７２２ｋｃａｌ／ｍｏｌ
（吉布斯自由能量为 －３０．３８ｋｃａｌ／ｍｏｌ）。其中，ＪｕＢ－ｒＮａｖ１．５
的对接模式存在 ７个氢键，分别结合在 Ｇｌｙ１７１７、Ａｌａ１６８８、
Ｇｌｙ３２０、Ａｒｇ８９６、Ａｓｐ１４２５、Ｓｅｒ１７２０和 Ｇｌｎ１４１６氨基酸残基，而
ＪｕＢ与 ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ在 Ｔｈｒ３２１、Ｇｌｙ２２０、Ａｌａ１６８８、Ｇｌｕ１６８７、
Ｌｙｓ１４０１和Ａｓｐ９０８位点处形成氢键（插页ⅩⅪ图６、表１）。

表１　大鼠电压门控钠通道和开放态结构

与ＪｕＢ、ＭＭ－ＧＢＳＡ分子间结合相互作用

离子通道

蛋白

结合／

（ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

ＭＭ－ＧＢＳＡ

绑定能／

（ｋｃａｌ／ｍｏｌ）

氢键

ｒＮａｖ１．５ －６．５０２ －６４．７５ Ｇｌｙ１７１７Ａｌａ１６８８Ｇｌｙ３２０Ａｒｇ８９６

Ａｓｐ１４２５Ｓｅｒ１７２０Ｇｌｎ１４１６

ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ －６．７２２ －３０．３８ Ｔｈｒ３２１Ｇｌｙ３２０Ａｌａ１６８８Ｇｌｕ１６８７

Ｌｙｓ１４０１Ａｓｐ９０８

４　讨论
心脏钠通道在膜去极化的过程中迅速激活，导致Ｎａ＋向内

跨膜传导，心脏动作电位上升，以调节心脏组织动作电位的均

匀性和传播速率［３２］。心脏离子通道的紊乱属于离子通道病，

可能导致心律失常和心脏结构异常，目前被认为是心血管疾病

的重要危险因素以及致病机制［３３］。在生理条件下，钠通道的

失活和激活机制受到严格控制，钠通道的功能障碍可能对心律

失常的发生和心脏电生理特性产生深远影响［９－１０］。事实上，

电压门控钠通道已经成为许多常用抗心律失常药物的靶点。

心脏钠通道的高分辨率结构解析有助于研究心律失常的发病

机制、离子选择性、电压依赖性激活以及抗心律失常药物在分

子水平上的作用机制研究［１４］。在哺乳动物中，ＮａＶ１．５是用于
启动和传递电信号的主要心脏钠通道亚型。ｒＮａｖ１．５通道的
结构包括α－亚单位的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、ＩＦＭ基序和Ⅳ区域，以及 β１
和 β２亚单位［３４］。ｒＮａｖ１．５的开放态结构是通过引入 ＩＦＭ／
ＱＱＱ突变来实现的，以去除快速失活门［３５］。更具体地说，

ｒＮａｖ１．５和 ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ电压感应域（ｖｏｌｔａｇｅ－ｓｅｎｓｉｎｇｄｏ
ｍａｉｎ，ＶＳＤ）Ⅲ和Ⅳ的跨膜 α螺旋已被确定为影响通道功能的
核心区域［３４－３５］。因此，分析离子通道功能，揭示潜在的生物分

子机制，并识别特定的靶向药物对于未来心脏保护和抗心律失

常药物的研发至关重要。Ⅰ类抗心律失常药物的主要靶标是
Ｎａｖ１．５，其功能是阻断心脏动作电位的形成和传导［３６］。膜片

钳技术经常被用于研究细胞膜的详细电生理特性，尤其是膜电

位随着药物作用的变化。因而，本论文使用原代分离的大鼠心

肌细胞进行离子通道蛋白功能的研究［２０，３７］。ＪｕＢ已被广泛认
为具有多种药理特性，包括心血管方面的功效［２５－２８］。目前，关

于ＪｕＢ对心肌细胞离子通道影响的研究较少，本论文初步验证
了ＪｕＢ对电压门控Ｎａ＋通道的抑制作用，并且利用新鲜分离的
大鼠心肌细胞展示了其潜在的抗心律失常机制。

在这项研究中，我们研究了不同浓度的 ＪｕＢ对 ＳＤ大鼠心
肌细胞的激活、失活和恢复动力学影响。ＪｕＢ对ＩＮａ的影响在不
同的膜电位水平上变化。结果显示：ＪｕＢ能够抑制 ＩＮａ，引起

Ⅰ－Ⅴ曲线上移，但没有影响曲线形状（插页ⅩⅨ图２）；ＪｕＢ对
ＩＮａ激活动力学的抑制作用表明ＪｕＢ阻滞了 Ｎａ＋的流入（插页

ⅩⅩ图３）；在 ＪｕＢ的作用下，失活曲线向左移动（插页ⅩⅩ图４），
而恢复曲线向右移动（插页ⅩⅪ图５）。膜片钳实验结果表明，
ＪｕＢ减缓了Ｎａ＋通道的激活阶段，减少了通道开放程度，加速
了失活阶段，并延长了 Ｎａ＋通道从失活到静息状态的恢复阶
段，导致ＩＮａ在心室复极时的恢复动力学延迟。影响作用于不

应期可以降低Ｎａ＋通道的间隙兴奋性并抑制快速心律失常，这
与Ⅰ类抗心律失常药物中Ｎａ＋通道阻滞剂的特性相似。Ｊｕ对
钠通道的整体抑制作用表明其在未来具有很好地治疗应用前

景。分子对接研究表明，ＪｕＢ与ｒＮａｖ１．５的ＶＳＤⅢ的跨膜螺旋
结构在Ａｓｐ１４２５和Ｇｌｕ１４１６位点处形成２个氢键，另外３个氢
键，即Ｇｌｙ１７１７、Ａｌａ１６８８和 Ｓｅｒ１７２０，结合在 ＶＳＤⅣ区域。ＪｕＢ
与ｒＮａｖ１．５／ＱＱＱ中ＶＳＤⅢ的Ｌｙｓ１４１０和ＶＳＤⅣ的Ａｌａ１６８８和
Ｇｌｕ１６８７位点形成氢键（插页ⅩⅪ图６）。计算模型的结果进一步
验证了ＪｕＢ对大鼠心肌细胞电压门控Ｎａ＋通道的抑制作用。

我们的研究初步表明，ＪｕＢ影响心肌细胞电压门控钠通道
的电流、减缓激活、加速失活，延长从失活到激活的恢复时间，

提示ＪｕＢ可能作为潜在的新型Ⅰ类抗心律失常和心肌保护药
物的治疗前景。然而，理想的抗心律失常药物应该影响多离子

通道电流，并同时调节相应的通道基因和蛋白表达水平，以恢

复离子通道功能的平衡从而使异常的动作电位恢复正常。所

以，后续应全面地探索ＪｕＢ对心脏其他离子通道特异性调节作
用的电生理机制和在体实验数据的研究。
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　　注：每个点代表一个代谢通路，横坐标是富集到不同代谢通路中的 Impact值，纵坐标是-log1 0（P）值，其中的 P值是超几何分布检验的 P
值，P值越小，代表检测到的差异代谢物对该通路影响越显著。Impact值越大，圆点越大，该值可简单理解为贡献度，即该值越大，代表该通路
下检测到的代谢物贡献度越高，对该代谢通路影响越大。颜色与 P值相关，颜色越深，P值越小，颜色越浅，P值越大。

图 1 8　正常组、三七各剂量组与模型组相比差异代谢物通路分析结果

酸枣仁皂苷 B对大鼠心室肌细胞电压门控钠通道的影响

（正文见 55 -59 页）

　　注：A 不同浓度 JuB对 Na +通道Ⅰ-Ⅴ曲线作用的原始电流图；B 24.24 μmol/L 胺碘酮对 Na +通道Ⅰ -Ⅴ曲线作用的原始电流图；
C JuB对Ⅰ-Ⅴ曲线作用的拟合图。n=6，与对照组相比，P<0.05。

图 2　JuB对大鼠心室肌细胞 Na +通道Ⅰ-Ⅴ曲线的作用
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　　注：A 不同浓度 JuB对 INa激活曲线作用的原始电流图；B 24.24 μmol/L胺碘酮对 INa激活曲线作用的原始电流图；C JuB对 INa激活曲线

作用的拟合图。n=6，与对照组相比，P<0.05。
图 3　JuB和胺碘酮对大鼠心肌细胞 INa激活曲线的影响

　　注：A 不同浓度 JuB对 INa失活曲线作用的原始电流图；B 24.24 μmol/L胺碘酮对 INa失活曲线作用的原始电流图；C JuB对 INa失活曲线

作用的拟合图。n=6，与对照组相比，P<0.05。
图 4　JuB和胺碘酮对大鼠心肌细胞 INa失活曲线的影响
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　　注：A 不同浓度 JuB对 INa失活后恢复曲线作用的原始电流图；B 24.24 μmol/L胺碘酮对 INa失活后恢复曲线作用的原始电流图；C JuB

对 INa失活后恢复曲线作用的拟合图。n=6，与对照组相比，P<0.05。

图 5　JuB和胺碘酮对大鼠心肌细胞 INa失活后恢复曲线的影响

注：rNav1 .5（A）和 r Nav1 .5 /QQQ（B）活性域中与 JuB结合的关键靶点已标出，配体和结构域蛋白的残基形成的氢键注释为黄色虚线。
图 6　JuB和大鼠电压门控钠通道（rNav1 .5）和开放态结构（r Nav1 .5 /QQQ）的对接示意图


