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康普瑞丁磷酸二钠对豚鼠心室肌细胞动作电位和 hERG 通道电流的影响 
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摘  要：目的  研究康普瑞汀磷酸二钠（CA4P）对豚鼠心室肌细胞动作电位间期（APD）和人类 ether-a-go-go 相关基因（hERG）

编码的 K
＋
离子通道的影响，探讨 CA4P 对心脏毒性作用的体外细胞学机制。方法  使用全细胞膜片钳技术记录 CA4P 10、

100 μmol/L 作用下豚鼠心肌细胞的动作电位，并记录 CA4P 3、10、30、100、300 μmol/L 下对HEK293 细胞 hERG 通道尾电流

的抑制率及 CA4P 30 μmol/L 在 10、20、30、40、50 mV 时对 hERG 电流的抑制率。结果  CA4P 10、100 μmol/L 显著延长动作电

位复极 50%时程（ADP50）和动作电位复极 90%时程（ADP90）。CA4P 可浓度相关性和电压相关性抑制 hERG 尾电流幅度，

半数抑制浓度（IC50）为 54.9 μmol/L，安全边缘范围为 30.5～2.8。结论  CA4P 可延长动作电位间期及抑制 hERG 通道电流。 
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Abstract: Objective  To investigate the effects of combretastatin A4 phosphate (CA4P) on action potential duration (APD) and 

human-ether-a-go-go-related gene (hERG) K
＋
 channel of ventricle muscle cell in cavy, and to explore in vitro celluar mechanism of 

CA4P in cardiotoxicity effects. Methods  APD of ventricle muscle cell in cavy under the action of CA4P 10 and 100 μmol/L were 

recorded by the whole cell patch clamp technique. The inhibition ratio of hERG channel tail current under the action of CA4P 3, 10, 

30, 100, and 300 μmol/L and the inhibition ratio of hERG channel tail current under the action of CA4P 30 μmol/L in 10, 20, 30, 40, and 

50 mV were recorded. Results  CA4P 10 and 100 μmol/L significantly prolonged the action potential duration at 50% of repolarization 

(ADP50) and the action potential duration at 90% of repolarization (ADP90). CA4P induced a concentration- and voltage-dependent 

inhibition of the current amplitude in the hERG tail current. The half-maximal inhibitory concentration (IC50) was 54.9 μmol/L. The 

safety margin ratio was 30.5 — 2.8. Conclusion  CA4P can prolong APD and inhibit hERG channel current.  
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作为考布他汀 A4 类的化合物，康普瑞丁磷酸

二钠（CA4P）是肿瘤血管阻断剂的代表药物之一[1]，

它是一种微管蛋白破坏剂，通过直接抑制微管蛋白

的聚合而发挥其抗肿瘤血管的作用，破坏有丝分裂

并触发 G2/M 期的细胞周期阻滞，随着肿瘤血管内

皮细胞的丢失，肿瘤血管迅速萎缩和崩塌导致肿瘤

中心血流减少进而使肿瘤组织缺血性坏死，阻断肿

瘤血管网的这种机制具有高度选择性且仅针对未成

熟内皮细胞和肿瘤新生血管[2]。CA4P 正在进行 II

期和 III 期临床试验以评估其安全性和有效性，在临

床试验中发现其具有多项心脏毒性作用，其中最常

见的就是 QTc 间期延长[3-5]。QTc 间期延长通常是药

物引起的获得性心律失常，特别是非抗心律失常药

物[6]，如不能迅速纠正可能引起心室颤动，甚至尖

端扭转型室性心动过速（Tdp）而发生猝死，因此，

临床及非临床方法的QTc间期延长评估是非常重要

的。QTc 间期延长的主要机制是阻断延迟整流钾电

流（Ikr），它由 hERG 基因编码[7-8]，hERG 通道被

阻滞导致外向钾离子电流减少使复极化时间延长。

目前，CA4P 引起 QTc 间期延长的体外细胞学机制

尚不清楚。本研究的目的是利用豚鼠心室肌细胞动

作电位和 hERG-HEK293 细胞，使用全细胞膜片钳

方法评估 CA4P 诱导 QTc 间期延长发生的机制。 

1  材料 

1.1  药物 

CA4P 由北京中科质检生物技术有限公司提

供，产品批号 K-025-1503327，规格 5 mg，质量分

数＞98%；特非那定由大连美仑生物技术有限公司

提供，产品批号 S0425A，规格 50 mg。 

1.2  试剂 

无 Ca
2＋台式液（mmol/L）：NaCl 140，KCl 5.4，

NaH2PO4 0.33，MgCl2 1，Glucose 10，Hepes 10（用

NaOH 调节至 pH 7.4）；台式液（mmol/L）：CaCl2 2，

NaCl 140，KCl 5.4，NaH2PO4 40.33，MgCl2 1，

Glucose 10，Hepes 10（用 NaOH 调节至 pH 7.4）

Kraft-Bruhe 溶液（mmol/L）：KOH 70，KCl 40，

KH2PO4 20，Glutamic acid 50，MgCl2 3，Taurine 20，

EGTA 0.5，Hepes 10，Glucose 10（用 KOH 调节至

pH 7.4）；记录动作电位电极内液（mmol/L）：KCl 

140，Na2ATP 4，MgCl2 1，EGTA 5，HEPES 10，

Glucose 10（用 KOH 调节至 pH 7.2)；记录 HERG 电

流电极内液（mmol/L）：KCl 130，MgCl2 1，MgATP 5，

EGTA 5，HEPES 10，Glucose 10（用 KOH 调整至 pH 

7.2），以上试剂全部由 Sigma-Aldrich 中国公司购入。 

1.3  仪器 

膜片钳放大器（HEKA EPC-10，德国）；微操

纵器（SD MX7600，USA）；PULL-100 拉拔器（Sutter 

Instruments）；倒置显微镜（DMIRB TL，LEICA）。 

1.4  动物 

成年健康豚鼠体质量 250～300 g，合格证号

SCXK（京）2011-0004，由北京斯克贝实验动物科

技有限公司提供。 

1.5  细胞 

HEK293 细胞由中国中医科学院西苑医院中药

药理重点实验室提供。 

2  方法 

2.1  心室肌细胞的急性分离 

豚鼠腹腔注射 20%乌拉坦（10 mL/kg）进行麻

醉，在 4 ℃环境下将心脏快速取出，置 0 ℃无 Ca
2＋

台式液的冰水混合液中切除结缔组织、血液残余物

和脂肪等多余组织，在 Langendorff 装置上迅速进行

逆行主动脉灌注，随后，灌注无Ca
2＋台式液 3～5 min

后改为低 Ca
2＋台式液（30 μmol/L Ca

2＋）和酶溶液

（0.3 g/LⅠ型胶原酶、0.1 g/L链霉蛋白酶E和 0.8 g/L

牛血清白蛋白），该过程持续 1 min 后转为酶溶液灌

注5 min。心室肌被剪成小块，然后通过尼龙网（200 μm）

在 Kraft-Bruhe 溶液中滤过，最后，细胞在室温中孵

育 2 h后储存在 4 ℃冰箱中待用。试验在室温 22 ℃

下进行，流入心脏的液体温度为 37 ℃，各液体始

终通以 99.5%医用氧气，超纯水电导率低于 1 μs/cm。 

2.2  hERG-HEK293 细胞培养 

将稳定表达 hERG 通道的 HEK293 细胞复苏后

接种在玻璃片上置于培养皿中，用含 10%胎牛血清

DMEM 培养基培养 48 h。用绿色荧光蛋白（GFP）

标记 hERG 通道蛋白，在荧光显微镜下可见绿色荧

光，并且诱导出的电流可被特非那定（1 μmol/L）

所阻断，表明 hERG 通道蛋白稳定表达成功。 

2.3  记录心室肌细胞动作电位 

使用传统的全细胞膜片钳技术记录细胞膜电

流，将心室肌细胞悬液滴入倒置显微镜实验台上的

1 mL 浴槽内静置 5 min，细胞充分贴壁后，以流速

为 2 mL/min 的台式液灌注 5 min，选择边缘整齐、

条纹清晰的杆状细胞进行实验。使用 PULL-100 拉

拔器拉微电极，电极尖端为 1～2 μm，电极内液的

入液电阻为 2～5 MΩ。操作微操使玻璃微电极接触

细胞膜负压形成高阻封接，破膜成功形成全细胞方
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案，使用膜片钳放大器在电流钳模式下记录单个细

胞动作电位，由 400～900 pA 阈上刺激激发动作电

位，频率为 1 Hz，持续时间 10～35 ms，使用 Pulse

软件进行数据采集和分析。给予 CA4P 1 μmol/L 后

记录动作电位未见变化，给予 CA4P 10、100 μmol/L

后记录动作电位，可见动作电位时程明显延长，经

洗脱后部分恢复。将 CA4P 与灌流台式液（对照）

指标进行比较，计算动作电位复极 50%时程（APD50）

延长率和动作电位复极 90%时程（ADP90）延长率。 

ADP50 延长率＝ADP50CA4P－ADP50 台/ADP50 台 

ADP90 延长率＝ADP90CA4P－ADP90 台/ADP90 台 

2.4  记录 hERG 通道电流 

将 hERG-HEK293 细胞培养玻璃片置于细胞槽

内，用台式液进行灌流，实验选择三角形，折光性

好的细胞进行。形成全细胞封接后，封接电阻为 2～

4 MΩ，细胞膜钳制电位保持在−80 mV，随后电流

被 2 s 的去极化脉冲引出到＋20 mV，跟随 2 s 复极

化脉冲到−40 mV 形成 hERG 电流，并可被 1 μmol/L

特异性 hERG 通道阻断剂特非那定所抑制。给予

CA4P（3、10、30、100、300 μmol/L）后 hERG 通

道尾电流振幅呈浓度相关性下降趋势，洗脱后部分

恢复。将尾电流峰值作为观察指标，将给药后该指标

与灌流台式液指标进行比较，计算尾电流的抑制率。 

尾电流抑制率＝I 台-ICA4P/ICA4P 

2.5  统计学方法 

统计学处理采用 SPSS 19.0软件和Origin 6.0软

件，所有数据以x±s 表示，显著性检验采用 Wilcoxon

检验。 

3  结果 

3.1  CA4P 对心室肌细胞动作电位的影响 

CA4P 10、100 μmol/L 的 ADP50的延长率分别

为 15.77%、42.01%，ADP90的延长率分别为 10.15%、

31.36%，差异具有统计学意义（P＜0.05），表明

CA4P 可延长动作电位时程并具有浓度相关性。静

息膜电位（RMP）、动作电位幅度（APA）、0 期最

大上升幅度（Vmax）无明显变化，见表 1。 

3.2  CA4P 对 hERG 电流传导阻滞的浓度相关性 

CA4P 3、10、30、100、300 μmol/L 下尾电流抑制

率分别为（9.8±4.8）%、（19.2±5.0）%、（44.3±2.5）%、

（77.2±2.9）%、100%。浓度相关性曲线符合 Hill

方程：Idrug/Icontrol＝1/[1＋（IC50/D）n
]，其中 IC50 为

CA4P 的半数最大抑制浓度，D 为 CA4P 药物浓度， 

表 1  CA4P 对心室肌细胞动作电位间期的影响 

Table 1  Effects of CA4P on action potential duration of ventricle muscle cell 

分组 剂量/(μmo∙L−1) RMP/mV APA/mV Umax/(V∙s−1) ADP50/ms ADP90/ms 

对照 — −81.5±3.9 162.6±7.4 75.9±1.6 388.7±61.3 461.1±45.9 

CA4P  10 −85.1±4.7 166.4±7.1 77.8±0.8  454.6±64.7**  515.6±52.4** 

 100 −86.0±7.6 161.3±7.8 77.3±1.4  546.9±112.0* 596.4±94.6* 

与对照组比较：*
P＜0.05 

**
P＜0.01 

*
P < 0.05 

**
P < 0.01 vs control group 

n为Hill方程系数。由图1可知 IC50值为54.9 μmol/L，

n＝0.9±0.1，根据 hERG 安全边缘计算 IC50/Cmax，

安全边缘范围为 30.5～2.8
[13]，提示 CA4P 对 hERG

通道尾电流的抑制作用有明显的浓度相关性。CA4P 

300 μmol/L 阻断 hERG 电流的时间相关性呈逐渐下

降趋势，8 min 后 hERG 通道尾电流可全部被抑制，

并于洗脱后恢复。 

3.3  CA4P 对 hERG 电流传导阻滞的电压相关性 

以正常的 hERG 通道尾电流为对照条件，给予

CA4P 30 μmol/L 后尾电流表现出明显抑制作用，较

10 μmol/L 抑制效果显著。对于电流–电压（I-U）关

系曲线分析，CA4P 在较高电压下显著抑制尾电流，

CA4P 30 μmol/L 在 10、20、30、40、50 mV 时对 hERG 

 

图 1  CA4P 对 hERG 电流传导阻滞的浓度相关性 

Fig. 1  Concentration correlation of CA4P on hERG current 

conduction block 
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电流的抑制率分别为（9.9±8.5）%、（23.7±9.1）%、

（27.3±7.5）%、（32.3±9.4）%、（31.8±10.5）%，

提示CA4P对hERG通道尾电流的抑制作用有明显的

电压相关性。见图 2。 

 

图 2  CA4P 对 hERG 电流传导阻滞的电压相关性 

Fig. 2  Voltage correlation of CA4P on hERG current 

conduction block 

4  讨论 

CA4P 作为抗肿瘤血管靶向药物在多项临床试

验中显示具有心脏毒性作用，一项 I 期临床试验表

明，33%患者 QTc 间期延长＞450 ms，最长间期为

480 ms，且大多数患者为 1～2 级不良事件[9]。另一

项 I 期临床试验显示，44%患者在 CA4P 60 mg/m
2

后 10 min发现CTCAE 1级QTc间期延长，其中 43%

患者都有一个单次 QTc 间期延长约 559 ms。除此之

外，研究还发现心动过速、心肌缺血、急性 ST 段

改变、T 波改变以及其他心脏毒性副作用[10]。严重

的心律失常会导致 Tdp 的发生，而患者是否存在

Tdp 风险是很难预测的，在药物使用前了解 Tdp 的

风险收益比也很重要，安全边缘是用于评估药物所

致 Tdp 潜在风险的指标[11]。本实验得到的 IC50 结果

为 54.9 μmol/L，由临床试验得到 CA4P 的 Cmax在人

体最低治疗剂量（10 mg/m
2）和最大耐受剂量（65 

mg/m
2）分别为（1.8±0.63）、（19.5±4.77）μmol/L

[12]，

根据 hERG 安全边缘计算 IC50/Cmax，其结果＜30 为

阳性结果，提示药物易导致 Tdp 的发生。经计算此

时 CA4P 的安全边缘范围为 30.5～2.8，即表明当药

物使用剂量达到人体最低治疗剂量以上时则具有较

高的药物 hERG 易感性，也就是说，治疗剂量的

CA4P 具有导致 Tdp 发展的风险。本研究从动作电

位和离子通道角度探讨 CA4P 致 QTc 间期延长方面

的不同作用机制和作用特点，结果发现低浓度和高

浓度 CA4P 均可延长豚鼠心室肌细胞的 APD，这可

能是该药引起 QTc 间期延长的原因。心脏快速延迟

整流钾电流（IKr）是心肌细胞动作电位 3 期复极的

主要电流，对此通道的抑制是延长 APD 的主要机

制，天然表达的 IKr 电流幅值易受其他通道电流干

扰很难成功记录，而 hERG 基因编码 IKr 的 α 亚基

通过转染可稳定表达于 HEK293 细胞，由此建立的

外源性表达系统可有效记录 IKr 电流，体外 IKr/hERG

通道检测目前已成为心血管安全性药物试验的重要

部分。本研究通过采用 hERG-HEK293 细胞观察从

低至高 5 个不同浓度 CA4P 对 HERG 通道电流均表

现为抑制作用，并呈浓度相关性和电压相关性，此

结果与对豚鼠心室肌细胞 APD 的作用一致，表明

CA4P 对 APD 的作用主要是通过抑制 IKr 产生，也

因此说明 CA4P 具有诱发 QT 间期延长的风险，这

一结果与多项临床试验观察结果相同，即 CA4P 可

延长心电图 QTc 间期。 

众所周知，QTc 延长程度与 Tdp 风险没有正相

关性，特非那定延长 QTc 间期 5～10 ms 即可引起

Tdp，直接导致其退出市场[14]。在临床研究中如患

者合并其他心血管问题，如心绞痛、心肌梗死、心

律失常等复杂相关疾病时，一般会作为排除标准，

因此，尽管 CA4P 在临床试验中尚无关于 Tdp 病例

的发生，但由于QTc间期延长和对Tdp的潜在风险，

特别是对于老年患者、复杂疾病患者，仍然需要密

切的心电图监测，尤其使用高剂量时还应注意于其

他药物间的相互作用[15]。 

综上所述，药物阻断 hERG 心肌钾通道已被列

为评价心脏安全性的重要指标，本研究作为首次针

对 CA4P 药物的体外细胞学电生理机制研究证明

CA4P 可延长 APD，抑制 hERG 通道电流。 
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