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人参二醇组与三醇组皂甙对大鼠心室肌细胞钙通道阻滞作用的 
单通道分析 

．  
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Single channel analysis on calcium channel blockade 

action of panaxadlol and panaaatriol saponins 011 cuI— 
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ABSTRACT W istar rat ventricular myocytes 

were isolated． Panaxadio1 saponins 1 5 0 0 ug 

’mr · panaxatriol saponins 300 btg·ml一 ． 

verapamil 37+5 vg·m1 ，or BAY k 8644 5 

vmo卜 I．- were added into the bath solution 

separately． The single channel activities of 

I ， T． and B type calcium channels were 

recorded hefore and after the administration， 

using voltage patch—clamp technique in eel1一 

attached configuration． The calcium channel 

blockade effect of these 2 groups of ginseno— 

sides was authenticated verified． The mecha— 

nism existed in the decrease in both the open 

time and the open — state probability of the 

calcium ehanneI_ 
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擒要 分离 w ar大 鼠乳 鼠的心室肌 细胞． 

向培养基中分别加入人参二醇组皂甙1 500 Fg 

·ml-。，人参三醇组皂甙300 vg·ml一，维拉帕 

米37．5 gg·ml 或 BAY k 8644 5 m0卜L一． 

用斑片钳的连细胞电压钳法 ，记录加药前后 1 ， 
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T，B三型钙通道的单通道活动． 确证 r造两 

组 人参皂甙的钙通道阻滞作用． 其作用机 制 

在于使钙通道的开放时间缩短与开放慨率 减 

少 ． 

量蓝：培养的细胞；一,L-$L；毽 
BAY k 8644；电生理学 

钱永佑教授等首先在培养的大鼠乳鼠心肌 

细 胞上记录出 L (1ong lasting and large in uni 

tary conductance)型单钙 通道 活动 ．Nilius 

等在分离的啄鼠心肌 细胞上记录 出 T (tran 

sient)型单钙通道活动 ．Rosenberg等在掺入 

到人工脂质双层的牛心肌细胞膜小泡上 ．发现 

了一种 自发性 发放 的 B (backgroud)型钙通 

道 、．本实验在培养的 Wistar大鼠乳鼠心肌细 

胞上， 这三型钙通道的单通道活动为指标，分 

折 人参二 醇组 皂甙 (panaxadi0lsap0njn ，PDS) 

和 人 参 三 醇 组 皂 甙 (panaxatriol sap(1nins． 

PTS)对钙通道的阻滞作用及其机制． 

M ATERIALS AND M ETHODS  

药品 凡参皂甙 由本校有机化学教研室 自吉林 凡 

参 (Pana~ginsengC A Meyer)茎和 叶中提取． 高 教 

液相色谱和薄层扫描测 定结果 ：PDS纯度为92 ，舍 

皂甙单体 Rh ，Rb ．Rb ，Rc，Rd． WI'S纯度为90 ， 

舍 Rg L，Rg?，Rf—Rfl1，Re-Rhl DuIbecco’㈨ ’dified 

Eagle medium (DM EM  t 1．ife Technologies lnc． 

USA) BAY k 8644(CaIbiochem ．USA)． 

心肌细胞的分离与培养 取 Wistar大鼠乳鼠心 

尖，用 舍有 (1_l 胰蛋白酶 、O．1 牛血清 白蛋白的无 

钙、镁 Hanks’漓 丹 离 心 肌 细 咆． 置 于 舍有 80 

DMEM 与20 小牛血清的培养基内 在5 CO + 95 

空气的孵箱中培养．2 h后做 贴壁分离， 于培 养21 

2 口 
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18 h期间进行实验记录． 

钙单通道活动记录 用斑 片钳的连细胞 电压钳 

法，记录 I ，T，B三型钙通道的 R 流． 浸浴渣 ：天 

门冬酸钾I∞ ．EGTA 10．HEPES 10 mmo[·L ．1】H 

7 I． 电假 充灌漓 ：Bacl 2儿 0，HEPES 1 0 mmo[ 

·I，。。 ． 斑 片钳放大器(1)~gan 8800 USA)与示波器 

(VC 10 Kohden，Japan)的低通滤波器截止j}面率设置I 

kHz． 微电掇与细胞膜之间的封接 电阻大干10 Gfz． 

徽据采集处理与统计 在每次记录中，连续采样 

5O条原始 曲线． 删除原始 曲线中阶跃 命令的电容 j为 

迹 t井修平基线后 ，用 Gauss曲线拟台采样 电流序 

列密度直方图的方法(Fig 1)，逐条 自采样曲线测出流 

过 I．与 B型钙通道的 流幅值后 ，算出应用每种药 

物前 ．后的均值 T型钙通道的 Bä 流幅值按标准电 

流刻度，自修整过的采样曲线上，用目测法直接读数． 

用指数 曲线拟 台开 放或关闭时 间分布 直方 图的方 法 

(Fig 2)-统计出50次采样中，三型钙通道的平均 开放 

与关闭时间． 将59条采样 曲线中，通道开放 总时间除 

息采样时间得出开放慨辜． 
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F I-An example of fitting the current sequen!dens]一 

ty histograms with Gauss~llrye to get the am plitude of 

Ba ’ current (J- )． Horizontal line： of ，B
． (djs 

tance between 2 Gauss curYe peaks)． 

RESULTs 

向培养基中分别加入PDs 1500,ug·mr 

PTS 300 Pg·mr ， 维拉 帕米37．5 g·ml 

Fig 2- An exam ple of exponentially fitting the close 

tim e distribution histogram s to get the m ean of open 

time． 

或 BAY k 8644 5,umol·I 记录 加药前 后 I ． 

T．B三型钙通道的单通道活动． 由一60 mV 

保持电压阶跃至+l0 mV，诱发 I 型钙通道活 

动． 由一70 mV阶跃 至一10 mV．诱发 T型 

钙通道活动． 在一60 mV保持电压下．记录 H 

型钙通道的 自发性单通道 活动． 在每一种药 

物的作 用下，记录5个心肌细胞膜片上的三型 

单钙通道 活动． PDS，PTs分 别使 I 型钙通 

道的开放概率下降44 、75 ；开放时间缩短 

30 、44 ；关闭时间延长33 、53 ． PI)S， 

PTS分别使 T型钙通道的开放概率下降35 、 

74 ；开放时间缩短1 5 、38 ；关闭时间延 

长23 、55 ． PDS，PTS分别使 B型钙通道 

的开放 概率 下降61 、85 ；开放时 间缩 短 

29 、45 ；关闭时间延长46 、7 J ． PI)S， 

兰口0嚣 Io矗 。暑 ，乙 
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PTS对流过三型钙通道 Ba 离子流幅值均无 

明显影响． 这些作用与维拉帕米相似 、与 BAY 

k 8644相反 Tab 1分别为四种药物应用前后， 

三型钙通道的开放时间、关闭时间、Ba 流幅值 

与开放概率． Fig 3为修整过的三型钙通道 活 

动的原始记录 曲线 ． 

本实验用连细胞斑片钳技术，在培养的大 

鼠心肌细胞上，直接记录出人参组甙 PDS和 

PTS对钙湎道的阻滞作用．PTS 300／ag·mt_。 

和 PDS 1 500 g·mt 的作用相近 ．说 明 PTS 

比PDS的钙通道阻滞作用更强． 

维 拉 帕 米 和 PDS．PTS 的 作 用 相 似 、与 

BAY k 8644相反，进一步证明这两组人参 甙 

都有钙通道阻滞作用． 

对三型钙通道的开放时闻、关闭时间、开放 

概率 ．以及流过钙通道的钡流幅值的分析结果 

表明 PDS．PTS对钙通道的阻滞怍用机制在于 

使钙通道 的开放 时间缩 短与开放 概率减 少． 

本实验结果与以心肌细胞动作电位与 自发性搏 

动为指标的观察结果 一致． 

Tab I Open time·close time，Ba current am plitude (，h)and open—state probabil~y (P )of L ，T。B type  

calcium channels (聋± ) 。P> 0 05， P< O 05。 P< O．0I vJ$control；PDS 1500 嶝 ·m l一 ；PTS 300 一m r 。；Ver 

37 5 ·ml f BAY — BAY k 8644 5~Jmol·L 
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Fig 3 Single channel current recordings af L ．T．and 

B type calcium channels． 
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ABSTRACT In the rat hot plate test．vocaliza． 

tion induced by electric stimulation．tail flick 

test，and the mouse acetic acid writhing test． 

3，1 5 diacetylbenz0ylac0nine (DABA ) iP ex 

hibited a dose—dependent analgesic activity． 

Intrathecally (ith)administered DABA (527． 

1186 g·kg )had no analgesic action． M i 

croinjection of DABA 35— 75／*g·kg 。or 20 

gg into the cerebral ventricle(icy)or the peri 

aqueductal gray (PA(；)exerted a remarkable 

analgesic activity，which was abolished after 

bilateral lesions of lOCUS coeruleus(LC)． M i 

croinjection of DABA (20,ug)into I，C fafled to 

produce apparent analgesic action ． These 
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