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基于膜片钳技术的丹红注射液对人诱导多能干细胞衍生心肌细胞电生理的

影响研究
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摘 要：目的  通过全细胞膜片钳实验，从心肌电生理层面探索丹红注射液（DHI）治疗乌头碱诱导心律失常的可能机制。

方法  基于人诱导多能干细胞衍生心肌细胞（hiPSC-CMs）膜片钳技术，即时给药并观察乌头碱不同浓度（3、9、27 µmol·L−1）

对钠通道、hERG钾通道的抑制效果，进行造模条件的筛选；设置对照组、模型组（乌头碱1 µmol·L−1长时间造模）、DHI（3、9、

27 µL·mL−1）组，乌头碱与DHI同时加药，记录动作电位幅度（APA）、放电频率、动作电位幅度下降 50%时的时程（APD50）和动

作电位幅度下降 90%时的时程（APD90），并以对照组为标准，计算相对值；设置对照组、模型组、DHI（3 µL·mL−1）组，乌头碱与

DHI同时加药，观察 3～5 min，记录钠离子、hERG钾离子、钙离子电流密度。结果  给予即时药物处理，3、9、27 µmol·L−1的乌头

碱对钠电流的抑制率分别为 17.94%、31.07%、60.67%，对 hERG通道的抑制率分别为 5.02%、10.59%、28.59%；在短期内给乌头

碱对 hERG通道的抑制效果较为有限，而实际实验中，长时间的高浓度乌头碱孵育使钠电流被完全抑制，导致离子通道

功能受损，因此选择乌头碱 1 µmol·L−1长时间给药制备模型。与对照组比较，模型组 hiPSC-CMs相对APA、相对APD50和相

对APD90显著下降（P＜0.01、0.001），相对放电频率显著升高（P＜0.001）；钠电流在一定时间内减小，抑制率为 30.18%；hERG

钾电流明显减小，抑制率为 72.33%；钙电流明显增大，电流增大 191.35%。与模型组比较，DHI 3、9、27 µL·mL−1组相对放电频

率显著降低（P＜0.05、0.001）、相对APD90显著升高（P＜0.05、0.01），3 µL·mL−1组相对APD50显著升高（P＜0.001）；DHI组钠电

流、hERG钾电流的减小及钙电流的增大均有一定缓解。结论  DHI可能可以通过影响钠、钾、钙通道来缓解乌头碱导致的心

律失常现象。
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Effect of Danhong Injection on electrophysiology of human-induced pluripotent 

stem cell-derived cardiomyocytes using patch clamp technique
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Abstract: Objective To explore the possible mechanism of Danhong Injection (DHI) in the treatment of aconitine-induced 

arrhythmia from the perspective of cellular electrophysiology through whole-cell patch-clamp experiments. Method Based on the 

patch-clamp technique of human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes (hiPSC-CMs), the inhibition effects of 

aconitine at different concentrations (3, 9, 27 μmol·L−1) on sodium channel and hERG potassium channel were observed, and the 

modeling conditions were screened. The control group, model group (1 μmol·L−1 aconitine for a long time) and DHI (3, 9, 27 μL·mL−1) 

groups were set up, and aconitine and DHI were added at the same time. The action potential amplitude (APA), discharge frequency, 

time-domain of 50% action potential decrease (APD50) and time-domain of 90% action potential decrease (APD90) were recorded, 

and the relative values were calculated using the control group as the standard. The control group, model group and DHI (3 μL·mL−1) 

group were set up, and aconitine and DHI were added at the same time, observed for 3—5 min, and the current densities of sodium 

ion, hERG potassium ion, and calcium ion were recorded. Results The inhibition rates of aconitine at 3, 9, and 27 μmol·L−1 on 
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sodium current were 17.94%, 31.07%, and 60.67%, respectively, and the inhibition rates of hERG channel were 5.02%, 10.59%, and 

28.59%, respectively. The inhibition effect of aconitine on hERG channel in a short period of time was limited, while in the actual 

experiment, the long-term incubation of high concentration of aconitine completely inhibited the sodium current, resulting in the 

damage of ion channel function, so the model was prepared by 1 μmol·L−1 aconitine for a long time. Compared with the control 

group, the relative APA, relative APD50, and relative APD90 of hiPSC-CMs in the model group were significantly decreased (P < 

0.01, 0.001), and the relative discharge frequency was significantly increased (P < 0.001). The sodium current decreased within a 

certain time, with an inhibition rate of about 30.18%. The hERG potassium current decreased significantly, with an inhibition rate of 

about 72.33%. The calcium current increased significantly, with an increase of about 191.35%. Compared with model group, the 

relative discharge frequency of DHI 3, 9, and 27 μL·mL−1 groups was significantly decreased (P < 0.05, 0.001), and the relative 

APD90 was significantly increased (P < 0.05, 0.01), and the relative APD50 of 3 μL·mL−1 group was significantly increased (P < 

0.001). The decrease of sodium current, the decrease of hERG potassium current, and the increase of calcium current in the DHI 

group were alleviated to some extent. Conclusion DHI may alleviate aconitine-induced arrhythmias by influencing sodium, 

potassium, and calcium channels.

Key words: Danhong Injection; aconitine; whole cell patch clamp; ion channel; human-induced pluripotent stem cell; 

cardiomyocytes

膜片钳技术主要源自电压钳技术的发展，具有

广泛的应用和相对成熟的技术水平。该技术主要

通过采用电压钳或电流钳技术，利用单个电极记录

几乎所有细胞类型的离子通道、细胞膜电位或电

流。膜片钳技术以其低噪声、高灵敏度以及优秀的

时间和空间分辨率等特点而著称，使其能够达到当

今电子测量的最高水平［1］。目前，膜片钳技术被视

为研究离子通道活性的金标准方法，对于评估由通

道功能障碍引起的心律失常至关重要［2］，这一技术

被认为是研究心律失常相关机制不可或缺的手段。

通过全细胞膜片钳技术探索心肌细胞的电生理活

动，观察其相应的离子通道变化，可以更加精准全

面地研究心肌细胞的活性以及与之相关受体功能

的变化情况，从而更好地帮助研究者们明晰药物可

能的药理作用机制，为心脏相关疾病的诊断和治疗

提供一定的理论依据［3］。

目前，人类多能干细胞可以结合现有的基因编

辑技术进行靶向基因组修饰，用于各种疾病的建

模、药物筛选以及安全性评价等［4］。人诱导多能干

细胞属于人类多能干细胞的一种，能够通过体

细胞重新编程获得。人类诱导多能干细胞衍生

的心肌细胞（hiPSC-CMs）可以作为心脏病和药

物筛选的体外模型［ 5］，已被用于揭示药物作用

的机制［ 6］。

乌头碱毒性剧烈，能够诱导心律失常［7］（如早后

除极），影响心肌细胞 K+、Na+通道［8］。丹红注射

液（DHI）的组分主要包括君药丹参、臣药红花。研

究表明，丹参和红花具有活血、抗炎、抗凝和通络的

功效［9-10］，丹参被发现对心肌梗死等心血管疾病具

有抗氧化和心肌细胞保护的作用［11-12］。研究表明丹

参可通过抑制钠离子通道抑制室性心律失常发

生［13］，同时能够增大冠脉血流量，减轻炎症反应［14］。

此外，丹参所含的丹参酮、原儿茶醛、原儿茶酸等关

键成分，有助于促进血液循环，对保护心肌免受缺

血损伤、优化心脏功能和节律、扩张外周血管以及

改善微循环等方面具有积极作用［15］。红花作为臣

药，一方面可以使血液中的纤维蛋白原生成减少，

防止血管堵塞，另一方面则可以提升心肌和血浆中

超氧化物歧化酶的活性，抑制氧自由基合成［16］，减

少心肌氧耗，提升氧气的利用率，从而使得心肌细

胞供氧平衡状态恢复正常［14］。目前，对DHI的研究

主要集中于脑缺血、心肌梗死、冠心病等心脑血管

疾病的防治上，而对心律失常的治疗多为中西医联

合治疗，即 DHI 合并化学药（如胺碘酮、普萘洛尔

等）的联合治疗［17-18］，自身很少单独用药，且研究主

要为临床病例，同时，对DHI的报道虽多，但其潜在

机制尚不清楚。本研究采用全细胞膜片钳技术观

察 DHI 对经乌头碱即时给药造模后的钠电流、

hERG 钾电流、钙电流变化及造模前后 hiPSC-CMs

自发动作电位的影响，探讨DHI在离子通道水平上

可能的作用机制。

1　材料

1.1　药物、细胞及主要试剂

DHI（批号 21051002）由山东丹红制药有限公司

生产；NovoCellTM 心肌细胞试剂盒（2M）（hiPSC-

CMs）、专用铺板液、复苏液以及培养基均来自南京

艾尔普再生医学科技有限公司；乌头碱（货号

DW0006），购自成都德思特公司。
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1.2　主要仪器

膜片钳设备装置组成：EPC10 放大器（德国

HEKA 公 司 ）；MP285 微 操 纵 器（ 美 国 Sutter 

Instruments 公 司）；5116176 电 极 拉 制 仪（德 国

Scientific 公司）；O-546 显微镜（OST 公司）；BF150-

86-10毛细玻璃管（美国Sutter Instruments公司）。

2　方法

2.1　HiPSC-CMs的复苏与培养

（1）准备阶段：hiPSC-CMs 专用复苏液在室温

下平衡，将 hiPSC-CMs专用铺板液从−20 ℃冰箱中

取出，并将其放置于 4 ℃冰箱中；（2）铺板：从 4 ℃冰

箱中取出 hiPSC-CMs 专用铺板液，将其放在冰盒

中，然后将冰盒放入生物安全柜中。接着，分别从

铺板液中吸取适量滴加到 6孔板和 24孔板中，采用

十字法轻轻摇晃，使液体均匀覆盖。随后，将板放

入CO2培养箱，铺板约 30 min。30 min后，吸去铺板

液，铺板过程完成；（3）复苏：hiPSC-CMs 经 300×g

离心 5 min，吸取上清液，再次加入 1 mL心肌细胞复

苏液，轻柔地吹打以使细胞团均匀地沉淀散开；（4）

接种：将复苏后的细胞以所需的适当密度接种到已

准备好的 6孔板和 24孔板中，然后将其放入CO2培

养箱；（5）在细胞接种后的 24～48 h，使用显微镜观

察人源心肌细胞的贴壁状态。随后，按时更换心肌

细胞培养基，以维持细胞的生长状态。

细胞复苏 2周后进行电生理实验，药物处理细

胞3～6 h后进行电生理检测。

2.2　全细胞膜片钳记录

首先，需要准备玻璃微电极，使用有芯玻璃毛

细管，制作合适开口的钳制电极。经过内液填充

后，微电极的电阻应在 2～5 MΩ之间。将预先准备

好的微电极连接到膜片钳仪器的探头上，以完成相

关准备工作。其中各离子测定的工作条件如下：

钠电流刺激程序：钳制电压为−90 mV，给予

−120～85 mV、阶跃 5 mV、持续时间 50 ms的方波串

刺激，最后恢复到−90 mV；HERG 钾电流刺激程

序：钳制电压为 −80 mV，去极化到 30 mV，时程

4 000 ms，再复极化至 −50 mV，时程 4 000 ms，

最后恢复至 −80 mV；钙电流刺激程序：钳制电

压为−60 mV，去极化到50 mV，时程300 ms，最后恢

复至−60 mV。自发动作电位参数：细胞钳制在

−80 mV，转换成电流钳模式 I＝0进行记录。

2.3　离子电流和动作电位检测

在完成全细胞封接后，切换到电流钳模式，并

记录至少 3 min的数据，然后进行给药。为减少钳

位误差，本研究中所有膜片钳电流记录均在室温条

件下进行。

2.3.1　乌头碱造模条件筛选　即时给药并观察乌

头碱不同浓度（3、9、27 µmol·L−1）对钠通道、hERG

钾通道的抑制效果。

2.3.2　DHI 对 hiPSC-CMs 动作电位的影响　设置

对照组、模型组（乌头碱 1 µmol·L−1）、DHI（3、9、

27 µL·mL−1）［7］组，乌头碱与 DHI 同时加药，记录动

作电位幅度（APA）、放电频率、动作电位幅度下降

50%时的时程（APD50）和动作电位幅度下降 90%时

的时程（APD90），并以对照组为标准，计算相对值。

2.3.3　DHI对钠离子、hERG钾离子、钙离子通道的

影响　设置对照组、模型组（乌头碱 1 µmol·L−1长时

间造模）、DHI（3 µL·mL−1）［7］组，乌头碱与 DHI同时

加药，观察 3～5 min，记录钠离子、hERG钾离子、钙

离子电流密度。

2.4　数据分析

从 PatchMaster 软件中提取原始数据，并利用

Graphpad Prism 9.0软件和 SPSS 20.0软件完成数据

分析和统计。结果以 x
—
±s表示，进行单因素方差分

析（One-way ANOVA）。如果未能满足组间全部正

态性的要求，或者虽然通过了正态性检验但未通过

方差齐性检验，将采用非参数检验方法。

3　结果

3.1　乌头碱造模条件筛选

给予即时药物处理，3、9、27 µmol·L−1的乌头碱

对钠电流的抑制率分别为 17.94%、31.07%、60.67%。

然而，在实际实验中观察到，经长时间孵育给药乌

头碱后，钠通道电流被完全抑制，在乌头碱浓度逐

渐增高的情况下，电流抑制率逐渐上升（图 1）。推

测可能是由于即时给药的乌头碱随着浓度增加，导

致钠电流峰值电流下降，并通过抑制作用延迟心肌

细胞的动作电位，最终引发心肌细胞收缩出现障

碍。有报道称乌头碱不仅可以减少钠离子电流，而

且在超极化条件下激活电压依赖的钠离子通道，引

起钠离子阀电流的出现［19］。

3、9、27 µmol·L−1乌头碱对 hERG通道的抑制率

分别为 5.02%、10.59% 和 28.59%，即时给药 ，对

hERG通道的抑制效果相对较为有限（图2）。

钠电流的抑制率随着即时给药浓度的增加

逐渐增高，在长时间的高浓度乌头碱孵育给药

条件下，电流被完全抑制，导致离子通道功能

受损。相较于钠离子通道，短期给药对 hERG

通道的敏感性较低，毒性作用相对较轻。结合文献
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报道［20］，设置1 µmol·L−1乌头碱进行长时间造模。

3.2　DHI对hiPSC-CMs动作电位的影响

膜片钳电信号实验显示（图 3），与对照组比较，

模型组 hiPSC-CMs 相对 APA、相对 APD50 和相对

APD90显著下降（P＜0.01、0.001），相对放电频率显

著升高（P＜0.001），通过动作电位异常变化推测可

能与钠离子和钾离子通道阻断以及钙电流增大有

关；与模型组比较，DHI 3、9、27 µL·mL−1组相对放电

频率显著降低（P＜0.05、0.001）、相对 APD90显著升

高（P＜0.05、0.01），3 µL·mL−1组相对 APD50显著升

高（P＜0.001）。

3.3　DHI对钠离子通道、hERG 钾离子通道、钙离

子通道的影响

膜片钳电信号实验显示（图 4），与对照组比较，

乌头碱孵育给药造模后使钠离子通道电流密度在

一定时间内减小，抑制率为 30.18%。加入 DHI后，

乌头碱所致的钠电流抑制作用得到一定的缓解。

hERG抑制与尖端扭转型心律失常（TdP）的发

生存在正相关关系，然而这种关系并非绝对的因果

关系［21］。与对照组比较，乌头碱孵育给药造模后会

影响 hERG 钾离子通道，使得细胞内 hERG 钾电流

明显减小，抑制率为 72.33%；而 DHI可以缓解这一

现象。

乌头碱孵育给药造模后会增加钙电流，使得细

胞内钙电流明显增大，电流增大 191.35%，而DHI可

以适当缓解这一现象。

4　讨论

心肌细胞电生理研究对于理解心脏的电活动

机制、心律失常的发生机制以及药物对心脏的影响

具有重要意义。一般认为，乌头碱诱发的心脏毒性

与钠通道息息相关［22］。乌头碱能够诱导心肌细胞

的钠通道开放，通过生电性的 Na+-Ca2+交换体增加

Na+内流，促使细胞膜去极化，使细胞内Ca2+增加，进

而引起细胞内钙超载从而诱发心律失常的发生，但

浓度增高反而抑制 Na+，推测可能与乌头碱的双重

作用有关，剂量问题会影响心肌细胞的能量代

谢［23］。有研究报道，乌头碱具有促进钠电流的作

用，这会导致动作电位时程延长，从而增加了快速

性心律失常发生的风险［24］；此外，有研究报道，乌头

碱会增强心脏钠通道（SCN5A）基因表达，进而间接

导致钠离子内流的增加，最终导致严重心律失常的

发生［25］。

本实验表明，乌头碱对 hiPSC-CMs的电生理活

动呈现浓度和时间相关性，DHI对乌头碱所导致的

心肌细胞电流异常现象具有一定的缓解作用。不

同浓度的 DHI 显著缓解了乌头碱引起的 APD90改

变，表明其主要影响的是 hiPSC-CMs的复极过程，

DHI能缓解乌头碱引起的 APD90 减少，推测可能

与 DHI 影响钾离子通道有关。在乌头碱低浓

A-乌头碱的hERG电流阻断作用； B-乌头碱阻滞hERG时间进程。

A-hERG current block byaconitine； B-time course of aconitine block of hERG.

图2　乌头碱即时给药对hERG通道的影响

Fig. 2　Effect of immediate administration of aconitine on hERG channel

图1　乌头碱即时给药对hiPSC-CMs的钠离子通道的影响

Fig. 1　Effect of immediate administration of aconitine on 

sodium ion channels of hiPSC-CMs
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度（1 μmol·L−1）长时间造模时，其缩短 hiPSC-CMs 

APD的同时放电频率增加，表明APD随着心率增加

而缩短［26］。另外，乌头碱还能提高钙电流，这也可

能导致心律失常的发生，而DHI能够改善乌头碱引

发的钙电流异常。

本研究首先基于 hiPSC-CMs 探索 DHI 对人源

心肌细胞电生理的影响，避免了特定种属的问题，

材料更接近人类本身，也能更准确地反映人类物种

对DHI等药物的反应。其次，hiPSC-CMs表现出相

对稳定的电生理和收缩特性，这使其成为进行药物

毒性试验以及研究心脏疾病相关问题的理想选择。

最后，DHI的安全性较高［27］，膜片钳结合人源心肌

细胞，能更精准地反映药物实验效果。

但需要注意的是，本研究结果仅仅是基于实验

室层面细胞学的基础研究，中药复方成分复杂，DHI

的具体电生理作用还需要进一步通过动物实验、临

床研究进行探索验证。其次，人类心脏上离子通道

与单个细胞相比更具有复杂性，不同类型的离子通

道对心肌功能的影响多是协同作用，所以DHI对其

电生理的机制影响也不能简单的看某一个离子通道的

研究。最后，由于人群中个体会有体质不同，所以实际发

病时受影响人群之间的证候也可能存在一些差异，即存

与对照组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001；与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001
##P < 0.01  ###P < 0.001 vs control group； *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs model group

图3　DHI对hiPSC-CMs动作电位的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 3　Effects of hiPSC-CMs on action potential (x
—

±s, n=3)

图4　DHI对钠、hERG钾、钙通道的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 4　Effect of DHI on sodium channel, hERG potassium channel, and calcium channel (x
—

±s, n=3)
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在个体差异性。
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