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基于实时细胞分析系统的速效救心丸抗心律失常作用研究
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摘 要：目的 利用实时细胞分析（RTCA）Cardio系统，通过体外细胞实验及整体动物实验评价速效救心丸抗心律失常作

用。方法 培养原代大鼠乳鼠心肌细胞，接种于E-Plate Cardio 96，分析 3 600/孔、20 000/孔以及 90 000/孔接种浓度心肌细胞

的细胞指数（CI）和搏动图形；MTT法检测速效救心丸（10、20、40、80、160 µg/mL）对原代心肌细胞活力的影响；考察

速效救心丸（160 µg/mL）对乌头碱（8 µmol/L）诱发心律失常的心肌细胞搏动频率、搏动幅度的影响；舌下 iv

乌头碱 50 µg/kg制备大鼠心律失常模型，利用八导生理记录仪观察速效救心丸（54、270 mg/kg）对Ⅱ导联心电图的影响。

结果 20 000/孔为最佳接种浓度，CI值在观察时间内成对数生长，细胞形成同步搏动，波形正常且持续时间长；在 10～160

µg/mL浓度范围内，速效救心丸对心肌细胞活力均没有明显影响。RTCA Cardio系统检测结果显示，与模型组比较，速效救

心丸能显著降低心肌细胞搏动速率（P＜0.01）、显著增加心肌细胞的搏动幅度（P＜0.01）。动物实验发现，速效救心丸能

有效对抗乌头碱诱导的心律失常、改善乌头碱对实验动物RR间期的抑制作用和对心率的促进作用、降低乌头碱诱导的室

颤发生率（P＜0.01、0.001）。结论 RTCA Cardio系统能实现对心肌细胞的实时监测，可以检测心肌细胞的搏动情况；速效

救心丸能有效对抗乌头碱诱导的心律失常。
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Abstract: Objective To evaluate the anti-arrhythmia effect of Suxiao Jiuxin Pill in vitro cell experimental and whole animal

experiment by using the real-time cell analysis (RTCA) Cardio system, which provided experimental basis for the clinical

application of Suxiao Jiuxin Pill. Methods The primary rat cardiac myocytes were cultured and inoculated in e-plate cardio 96. The cell

index (CI) and pulsation pattern of cardiac myocytes at 3 600 / well, 20 000 / well and 90 000 / well were analyzed. The effects of Suxiao

Jiuxin Pill (10, 20, 40, 80, 160 μg/mL) on the viability of primary cardiac myocytes were detected by MTT method. The effects of Suxiao

Jiuxin Pill (160 μg/mL) on aconitine (8 μmol/L) were investigated. The effects of tachycardia frequency and amplitude of cardiac

myocytes on arrhythmia; the rat model of arrhythmia was made by sublingual aconitine 50 μg/kg, and the effects of Suxiao Jiuxin Pill

(54, 270 mg/kg) on lead II ECG were observed by eight channel physiological recorder. Results In the concentration range of 10-

160 μg/mL, Suxiao Jiuxin Pill had no significant effect on the viability of cardiomyocytes. The results of RTCA cardio system

showed that compared with the model group, Suxiao Jiuxin Pill could significantly reduce the beating rate of cardiomyocytes (P <

0.01), and significantly increase the beating range of cardiomyocytes (P < 0.01). Animal experiments showed that Suxiao Jiuxin

Pillcan effectively resist aconitine induced arrhythmia, improve the inhibition of aconitine on RR interval and the promotion of heart
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rate, and reduce the incidence of ventricular fibrillation induced by aconitine (P < 0.01, 0.001). Conclusion RTCA cardio system can

realize real-time monitoring of myocardial cells, Suxiao Jiuxin Pill can effectively treat arrhythmiawas induced by Aco.

Key words: RTCA Cardio; Suxiao Jiuxin Pill; aconitine; arrhythmia; cardiac myocytes

心律失常是心脏衰竭和心肌缺血常见的并发

症，尤以快速型心律失常最为严重，会严重影响患

者的生活质量和活动能力，甚至会引起猝死，因此

抗心律失常药物的研发很重要。传统抗心律失常

评价手段多存在技术要求高、检测过程繁复且工作

量大等不足，亟待建立一种新型、准确的体外心律

失常检测手段。实时细胞分析（Real-time cell

analysis，RTCA）Cardio系统能实现对心肌细胞的实

时监测，可以检测心肌细胞的搏动情况［1-2］，实现对

心肌细胞生理特性无损伤、实时、快速的监测。

速效救心丸具有抗心肌缺血作用，临床上常用

于治疗冠心病、心绞痛，对各种心律失常也有很好

的临床治疗作用［3-6］，但关于其抗心律失常作用相关

的基础研究较为薄弱。本研究分别通过体外细胞

实验及整体动物实验考察速效救心丸对乌头碱诱

导的心肌细胞心律失常的影响，为速效救心丸的临

床应用提供实验依据，同时也为抗心律失常药物的

研发提供方法学参考。

1 材料

1.1 实验动物

雄性 SD 大鼠，体质量（200±20）g，由北京华阜

康实验动物中心提供，实验动物生产许可证号为

SCXK（京）2014-0004，饲养于天津中医药大学实验

动物中心；1～2天 SD大鼠乳鼠来自中国人民解放

军军事医学科学院卫生学环境医学研究所实验动物中

心，实验动物生产许可证号SCXK（军）2014-003。

1.2 药物及主要试剂

速效救心丸（由天津中新药业第六中药厂提供，批号

612286）；乌头碱（成都曼思特生物科技有限公司，生产批

号 MUST-13012802）；胎牛血清（Gibco 公司，批号

1227693）；DMEM 高糖培养基（Hyclone 公司，批号

NYL1023）；胰蛋白酶（Gibco公司，批号1371058）；二型

胶原酶（Gibco公司，批号1102392）；DMSO（北京索莱宝

科技有限公司，批号8023271）。

1.3 实验仪器

八导生理记录仪（MP-100，美国 BIOPAC）；电

动 呼 吸 机（DHX-500，成 都 仪 器 厂 ）；酶 标

仪（Multiskan Ascent，Thermo Labsystems，美国）；

5% CO2 恒 温 培 养 箱（ 美 国 Thermo Scientific

Cytoperm 公司）；倒置相差显微镜（XD-101 98010，

德国）；生物洁净工作台（JB-CJ-2FC型，苏州佳宝净

化工程设备有限公司）；实时无标记心肌细胞分析

系统（RTCA Cardio，美国罗氏公司）；Flexstation 3多

功能酶标仪工作站（Molecular Devices）；96 孔电极

板（E-Plate Cardio 96，美国罗氏公司产品）；AE200

型电子分析天平（梅特勒-托利多仪器（上海）有限公

司）；YXJ-Ⅱ型高速离心机（常州金城教学仪器厂）；BCD-

256KF B型－20℃冰箱（青岛海尔股份有限公司）。

2 方法

2.1 大鼠乳鼠心肌细胞原代培养

取新生 1～2 d的大鼠乳鼠，无菌操作取出心脏

心尖部，在预冷的DMEM去除心房和血管等组织并

漂洗 3次，将心尖转移到D-Hanks中，用眼科剪剪成

约 1 mm3的小块，加入消化酶溶液（含 0.07% Trypsin

和 0.05% Collagenase Type II），37 ℃消化 10 min，至

心肌组织块松软，过 200目细胞筛。收集细胞悬液，

800 r/min离心 5 min，用含有 10% FBS的DMEM培

养基重悬细胞，将细胞悬液收集到培养瓶中进行差

速贴壁 2次，每次 60 min，以去除成纤维细胞等杂细

胞，将差速贴壁后的心肌细胞悬液接种于 0.1%明胶

溶液包被的E-Plate Cardio 96板中培养。

2.2 基于 RTCA Cardio 系统 E-Plate Cardio 96 筛

选合适的细胞接种密度

RTCA Cardio系统可用来实时监测细胞的增殖

和搏动情况，并可以检测到不同密度接种的原代心

肌细胞有不同的生长曲线，同时对应不同的细胞指

数（Cell index，CI值）。RTCA Cardio系统监测得到

的细胞搏动图形与细胞接种密度、细胞状态有关，

若接种密度偏小，CI值过小，则不能形成细胞搏动

同步化，检测不到细胞的搏动图形；若接种密度过

大，CI值以先缓慢增长随后很快下降的趋势，搏动

起跳时间推迟，搏动图形呈倒峰，且搏动持续时间

不够长；只有接种密度适当，才能形成搏动稳定、波

峰正常、持续时间足够长的搏动图形。实验过程中

将 RTCA检测工作台放在 CO2细胞培养箱中，调整

心肌细胞细胞密度分别为 3 600/孔、20 000/孔以及

90 000/孔，实时记录 72 h，脱机分析不同浓度心肌细

胞的CI值和搏动图形，选择合适的接种密度。

2.3 MTT法检测药物对原代心肌细胞活力的影响

原代大鼠乳鼠心肌细胞接种于普通 96孔板，每
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孔 2.0×104个细胞，每天换液，待细胞贴壁 48 h后，弃

去培养基，换液，24 h后加药，对照组加入 100 µL完

全培养液，加药组分别加入 100 µL不同浓度速效救

心丸（10、20、40、80、160 µg/mL），每组6个复孔，24 h

后，每孔加入 0.5% MTT液 100 µL，孵育 4 h后吸弃

液体，加入 DMSO 溶液 100 μL，置于酶标仪上采用

490 nm波长测定各孔的吸光度（A）值，观察速效救

心丸对原代心肌细胞活力的影响。

2.4 基于RTCA Cardio系统评价速效救心丸抗心

律失常作用

原代心肌细胞提取分离步骤同“2.1”项，计数，

按 2.0×104/孔的细胞数接种。培养 24 h 后，加入不

同药物，分别为对照组、模型（加入 8 µmol/L 乌头

碱）组以及速效救心丸（加入 160 µg/mL速效救心丸

和8 µmol/L 乌头碱）组，每组6 个复孔，继续监测。

监测结束后，脱机使用 RTCA Cardio 系统自带数据

分析模块，分析细胞搏动情况、搏动速率及搏动幅度，体

外观察速效救心丸对乌头碱诱导心律失常的作用。

2.5 速效救心丸对乌头碱诱发大鼠心律失常的影响

随机选取24只雄性SD大鼠，体质量（200±20）g，随

机分为 3组，每组 8只，即模型（生理盐水）组、速效

救心丸低、高剂量（54、270 mg/kg）组，各组每天按

15 mL/kg ig给药，连续 3 d；末次给药 1 h后，20%乌

拉坦0.06 mL/kg麻醉，仰位固定，针形电极插入四肢

皮下，连续记录标准肢体Ⅱ导联心电图（ECG）。待

ECG 稳定 5 min 后，快速（10 s 内）舌下 iv 乌头碱

50 µg/kg，记录 1 h ECG，统计各组室颤率、心率及

RR 间期，观察速效救心丸对乌头碱诱发心律失常

的影响。

2.6 统计学分析

数据均用 x̄ ± s表示，采用 SPSS 17.0 统计软件

进行单因素方法分析（One-way ANOVA），先执行方

差齐性检验和方差分析，若方差齐，组间两两比较

用 LSD 法 ，若方差不齐 ，组间两两比较采用

Dunnett’s T3，各组室颤率进行 χ2检验。

3 结果

3.1 RTCA Cardio 系统 E-Plate Cardio 96 细胞接

种密度的筛选

RTCA Cardio 实时监测细胞增殖情况 72 h 后，

如图 1所示，可观察到不同密度的细胞有不同的生

长曲线，并且有不同的CI值和搏动状态。当接种密

度为 3 600/孔时，CI值在观察时间内未发生明显变

化，未形成细胞搏动同步化；当接种密度为90 000/孔时，

CI值在 24 h内持续增长，24 h后开始降低，且细胞

搏动起跳时间推迟，搏动图形呈倒峰，且搏动持续

时间不够长；而当接种密度为 20 000/孔时，CI值在

观察时间内成对数生长，细胞形成同步搏动，波形

正常且持续时间长。后续实验确定以 20 000/孔为

最佳接种浓度。

3.2 MTT 法检测药物对原代心肌细胞活力的

影响

将酶标仪测得的 A值进行数据分析，如表 1所

示，速效救心丸作用于原代心肌细胞 24 h后，不同

浓度速效救心丸A值较对照组降低，但均没有显著

性差异，提示该浓度范围内，速效救心丸对心肌细

胞活力均没有明显影响。
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A-不同密度原代心肌细胞的CI值曲线；B-不同密度原代心肌细胞的搏动图形

A-CI value curve of different density primary cardiac myocytes；B-Pulsation patterns of different density primary cardiac myocytes

图1 RTCA Cardio系统筛选合适的细胞接种密度

Fig. 1 Screening suitable cell inoculation density by RTCA Cardio system

表 1 不同浓度速效救心丸对心肌细胞活力的影响（（x̄±s，，n=6））

Table 1 Effect of different concentrations of Suxiao Jiuxin

Pill on viability of cardiac myocytes（（x̄±s，，n=6））

组别

对照

速效救心丸

浓度/（µg·mL−1）

—

10

20

40

80

160

A值

0.76±0.08

0.65±0.10

0.56±0.05

0.55±0.08

0.54±0.08

0.56±0.08
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3.3 基于RTCA Cardio系统体外评价速效救心丸

抗心律失常作用

RTCA Cardio系统监测结果如图 2所示，与对照

组比较，模型组心肌细胞搏动速率、搏动幅度显著

增加（P＜0.01）；与模型组比较，速效救心丸能显著

降低心肌细胞搏动速率（P＜0.01）、显著增加心肌细

胞的搏动幅度（P＜0.01），改善心肌细胞搏动异常。

结果提示，速效救心丸能有效对抗乌头碱对心肌细

胞搏动频率的增强作用，减轻乌头碱对心肌细胞收

缩舒张幅度的抑制作用，提示速效救心丸对乌头碱

诱导的心律失常有改善作用。

3.4 速效救心丸对乌头碱诱发在体动物心律失常

的影响

各组实验动物在造模前 ECG均为正常窦性心

律，舌下 iv乌头碱 1 min后，仅模型组发生明显的室

性心律失常，速效救心丸 54、270 mg/kg组均未发生

心律失常。注射乌头碱后 5 min各组相继出现不同

类型心律失常，尤其以模型组出现较严重的非持续

性室性心动过速，速效救心丸 54 mg/kg组出现心室

齐射，270 mg/kg组出现室性二联律。待注射乌头碱

后 8 min时，模型组大多出现持续性室速，有的甚至

发生室颤；速效救心丸 54 mg/kg组出现非持续性心

动过速，270 mg/kg组出现室性二导联伴窦性心律。

结果见图3。

在注射乌头碱之前，各组RR间期和心率无明显差

异。注射乌头碱5、25 min后，与注射前一段时间比较，模

型组RR间期显著缩短，心率显著增加（P＜0.01）；与模

型组比较，速效救心丸 54 mg/kg能显著改善注射乌

头碱 5、25 min对大鼠RR间期的抑制作用和对心率

的促进作用（P＜0.01、0.001），270 mg/kg 能够显著

改善注射乌头碱25 min对大鼠RR间期的抑制作用和对

心率的促进作用（P＜0.01、0.001）。结果见表2、3。

表2 速效救心丸对乌头碱诱发心律失常RR间期的影响（（x̄±s，，n=8））

Table 2 Effect of Suxiao Jiuxin Pill on RR interval induced by aconitine（（x̄±s，，n=8））

组别

模型

速效救心丸

剂量/（mg∙kg−1）

—

54

270

RR间期/s

0 min

0.17±0.01

0.17±0.01

0.17±0.005

5 min

0.15±0.01**

0.17±0.007##

0.16±0.005

10 min

0.16±0.014

0.16±0.01

0.18±0.006##

15 min

0.16±0.021

0.19±0.016

0.15±0.008

20 min

0.16±0.008

0.18±0.01###

0.14±0.003###

25 min

0.12±0.004***

0.16±0.01###

0.16±0.012###

与模型组前一时间段比较：**P＜0.01 ***P＜0.001；与模型组同时间比较：##P＜0.01 ###P＜0.001
**P＜0.01 ***P＜0.001 vs the previous period of model group；##P＜0.01 ###P＜0.001 vs same period of model group
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图2 基于RTCA Cardio系统分析速效救心丸对乌头碱诱发心律失常的影响（（x̄±s，，n=6））

Fig. 2 Analysis of effect of Suxiao Jiuxin Pill on Aco induced arrhythmia based on RTCA Cardio system（（x̄±s，，n=6））

表3 速效救心丸对乌头碱诱发心律失常心率的影响（（x̄±s，，n=8））

Table 3 Effect of Suxiao Jiuxin Pill on heart rate induced by aconitine（（x̄±s，，n=8））

组别

模型

速效救心丸

剂量/（mg∙kg−1）

—

54

270

心率/（次∙min−1）

0 min

366±10

371±9

376±11

5 min

410±18***

365±7###

415±15

10 min

368±14***

354±8

357±8

15 min

314±17***

325±14

371±9###

20 min

351±13***

313±15###

376±9###

25 min

403±16***

362±14###

367±8###

与模型组前一时间段比较：**P＜0.01 ***P＜0.001；与模型组同时间比较：##P＜0.01 ###P＜0.001
**P＜0.01 ***P＜0.001 vs the previous period of model group；##P＜0.01 ###P＜0.001 vs same period of model group

··30



Drug Evaluation Research 第43卷第1期 2020年1月

iv乌头碱 25 min后，模型组室颤率 62.5%，速效

救心丸 54 mg/kg组室颤率 37.5%，270 mg/kg组未发

生室颤。结果提示，速效救心丸可以降低乌头碱诱

导的严重室速导致的室颤发生率。结果见表4。

4 讨论

心律失常是指心脏搏动的频率、节律、起源部

位、传导速度等异常，是临床上心肌缺血和心力衰

竭常见的并发症，常可引发猝死［7］，因此有效的控制

心律失常是治疗心血管系统疾病的重要手段。基

于心律失常发生的复杂性［8-10］，抗心律失常药物的研

发也存在一定的技术难度。

现在研究者多利用体外培养心肌细胞诱导心

律失常作为动物模型的替代，但其传统的监测手段

却利弊均分，如膜片钳技术可以被用来研究离子通

道动力学和瞬时电流［11-13］，可以得到高质量的结果，

但膜片钳技术是劳动密集型技术，要求技术高，操

作难度较大。本实验利用可以瞬时或者长时间监

测并记录心肌细胞的搏动变化状态的RTCA Cardio

系统，来反映药物对心肌细胞搏动的影响，弥补了

传统检测手段的不足。

本实验首先体外评价了速效救心丸对乌头碱

诱导心律失常的影响，结果发现，速效救心丸能有

效对抗乌头碱诱导的心律失常。在此基础之上，利

用八导生理记录仪，在整体动物水平验证速效救心

丸对乌头碱诱导心律失常的作用，结果显示，速效

救心丸可以改善乌头碱诱发的心律失常，与 RTCA

Cardio系统体外检测结果相一致。乌头碱可以通过

心肌细胞 Na+通道的激活，减少心肌细胞 Na+内流，

减慢起搏点自律，增加心肌不应期等导致心律失

常［14］的发生，实验分别利用离体心肌细胞与整体动

物实验证实了速效救心丸可以抑制乌头碱所致的

心律失常，其具体机制有待进一步深入研究。本研

究以乌头碱为工具药，评价速效救心丸抗心律失常

作用，不仅可为速效救心丸的临床应用提供一定实

验依据，而且还可为抗心律失常药物的研发提供方

法学参考。
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图3 速效救心丸对乌头碱诱发心律失常的影响。

Fig. 3 Effect of SX on arrhythmia induced by Aconitine

表4 速效救心丸对乌头碱诱发室颤的发生率的影响（n = 8）

Table 4 Effect of SX on incidence of ventricular

fibrillation induced by Aco（n = 8）

组别

模型

速效救心丸

剂量/（mg∙kg−1）

—

54

270

室颤动物数

5

3

0

室颤发生率/%

62.5

37.5

0**

与模型组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs model group
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