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三磷酸肌醇对猪冠状动脉平滑肌细胞大电导钙激活钾通道的

作用

蔡  芳， 曾晓荣，杨  艳 *，刘智飞，李妙龄，周  文，裴  杰
泸州医学院心肌电生理学研究室，泸州  646000

摘  要：应用膜片钳单通道电流记录技术，研究三磷酸肌醇( trisphosphate inositol, IP3 ) 对猪冠状动脉平滑肌细胞大电导钙
激活钾通道( large-conductance Ca2+-activated potassium channels, BK channels ) 的作用。结果显示：在内面向外式(inside-out)
膜片下，IP3 (10~50 µmol/L)可以浓度依赖性地增加通道的开放概率，而对电流幅值无明显影响，开放概率的增加是通过
明显缩短平均关闭时间实现的(n=11, P<0.01) ；洗去药物后通道活性可以恢复到对照水平；IP3对通道的激活作用不随时间

而衰减；IP3的降解产物对通道没有明显的激活作用。结果表明：在 inside-out 膜片下，IP3能够激活猪冠状动脉平滑肌细

胞 B K 通道。

关键词：大电导钙激活钾通道；1 , 4 , 5 - 三磷酸肌醇；冠状动脉；平滑肌细胞；膜片钳技术
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Effect of IP3 on BK channels of porcine coronary artery smooth muscle cells

CAI Fang, ZENG Xiao-Rong, YANG Yan*, LIU Zhi-Fei, LI Miao-Ling, ZHOU Wen, PEI Jie
Institute of Myocardial Electrophysiology, Luzhou Medical College, Luzhou 646000, China

Abstract: D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) plays an important role in signal transduction. It releases Ca2＋ from intracellular
sites, which activates the Ca2＋ -dependent channels such as large-conductance Ca2+-activated potassium channels (BK channels). The
present study was therefore designed to determine if the activity of BK channels in porcine coronary artery smooth muscle cells was
increased by IP3. Using the inside-out patch-clamp technique, the activity of single BK channels was recorded in porcine coronary artery
smooth muscle cells. In excised inside-out membrane patches, IP3 (10~50 µmol/L) enhanced the open probability (Po) of BK channels
in a dose-dependent manner in the intracellular side of inside-out patches and its effect was almost completely abolished by washout.
The open-state probability of the BK channels increased from a control level of 0.0402± 0.0152 to 0.1365± 0.0212 (20 µmol/L IP3

) and 0.1865±0.0175 (30 µmol/L IP3). IP3 decreased the mean close time markedly,  but had no effect on the amplitude of BK channels.
The activation of IP3 on BK channels did not decline. The metabolite of IP3 had no obvious effect on BK channels. This study provides
evidence that IP3 activates BK channels in porcine coronary artery smooth muscle cells in a dose-dependence manner.

Key words: large-conductance calcium-activated potassium channels; inositol 1,4,5-trisphosphate; coronary artery; smooth muscle

                     cells;  patch-clamp techniques

大电导钙激活钾通道( large-conductance Ca2+-
activated potassium channels, BK channels )在血管平滑
肌细胞膜上分布广泛

[1,2]
，它在调节血管平滑肌张力

中起着重要作用。BK通道被激活后可使细胞膜超
极化，继而通过抑制L型钙通道,降低胞内钙浓度而

引起平滑肌舒张，呈现一种负反馈调节机制
[3]
。国

内外作者的研究表明大量的舒血管物质包括中药丹参

酮 IIA磺酸钠[4]
、西药硝苯地平

[5]
、激素及血管活性

物质
[6,7]
、第二信使(cGMP、cAMP)[8]

和Mg2+[9]
都是

通过作用于血管平滑肌细胞膜上的BK通道来发挥其
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舒血管效应的，此过程中的信号转导机制日益受到

研究者的重视。目前已知，许多胞外刺激信号都可

作用于细胞膜产生在信号转导过程起重要作用的第

二信使三磷酸肌醇(D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate，
IP3)，IP3介导钙由钙库释放，从而激活诸多钙依赖

过程。国外研究表明在胃肠平滑肌，抑制性神经递

质作用于细胞膜，引起 IP 3依赖机制的胞内钙释

放，可导致KCa通道激活引起超级化
[10-12] 
；在鼠门

静脉平滑肌细胞
[13]
、豚鼠冠状动脉平滑肌细胞

[14]
、

鼠脑动脉平滑肌细胞
[15]IP3可诱发瞬时外向K+

电流，

此电流是由KCa通道开放所介导。此外，IP3还可与

淋巴细胞
[16]
、大脑蒲肯野细胞

[17]
、大鼠心肌细胞

膜
[18]
上的受体直接结合激活一种钙通道。这些研究

都表明IP3与细胞膜上的离子通道之间存在着一定的

内在联系。IP3是否对冠状动脉血管平滑肌上的BK
通道也产生作用，从而调节冠脉血流量是非常有意

义的基础研究。本文应用膜片钳单通道电流记录技

术，研究了 IP3对冠状动脉平滑肌细胞上BK通道的
作用。

1  材料和方法
1.1  主要溶液与试剂　　台式液(mmol/L):NaCl
127、 KCl 5.9、 MgCl2 1.2、CaCl2 2.4、 glucose
12、 Hepes 10， pH7.4 (NaOH)。无钙台式液除不
含CaCl2外，其余成分与台式液一致。记录 IKCa (KCa

电流)电极内液(mmol/L): KCl 100、K-Asp 40、
Hepes 10、CaCl2 1，pH7.2~7.4 (KOH)。记录 IKCa

浴液(mmol/L): KCl 40、K-Asp100、Hepes 10、
EGTA 1、CaCl2 0.55，游离钙浓度为 1× 10–7mol/L，
pH7.4 (KOH)。酶(mg/ml)  ：白蛋白 10、Ⅰ A型
胶原酶 2.0、Ⅱ A型弹力蛋白酶 0.5，用无钙台式
液溶解于小瓶内

[19]
。浴液中游离钙离子浓度通过下

列公式计算：[Ca2+]add =(1+K'([EGTA]+[Ca2+]free)×
[Ca2+]free)/(1+[Ca2+]free× K')公式中[Ca2+]add为加入浴

液 CaCl2浓度，[Ca2+]free为加入的 CaCl2与 EGTA整
合后浴液中游离钙浓度，[EGTA]为 EGTA的浓度，
K'为钙和 EGTA的表面结合常数，K'=107.1(pH=7.2，
22  ℃)。

IP 3 (D-myo - inos i tol  1 ,4 ,5- t r i sphospha te ,
hexasodium salt)、白蛋白、ⅠA型胶原酶、ⅡA
型弹力蛋白酶、Hepes、EGTA、TEA、门冬氨酸
均购自 Sigma公司，余为国产分析纯。
1.2  IP3溶液的配置及给药方法　　IP3用冰冷三蒸

水配置成 2和 20 mmol/L的母液，然后用 100 µl的
EP管分别分装成 50 µl/管的小包装冻存，3 d内使
用。加药时取母液 10~60 µl加入含 2 ml浴液的浴
槽中，使 IP3的终浓度达到需要的水平，药物在 3
min左右可扩散均匀，加药后 3 min开始记录，每
次记录 30 s，文中所用数据均是加药后 3 min记录
的。用不含 IP3的浴液灌流 15~20 min洗去药物，观
察通道恢复情况。

1.3  冠状动脉平滑肌细胞急性酶分离　　参照文
献所报道的方法并进行改良

[19]
。在屠宰场处死猪

(100~150 kg)后，迅速取出心脏并用生理盐水冲洗
淤血，冷冻保存后立即送往实验室。从主动脉窦口

处找到冠状动脉起始部，剪下其左前降支及旋支，

放入盛有台式液的器皿中，剔除血管壁上的脂肪组

织和纤维组织，剪去外膜，再剖开血管去除内膜，

并斜行剪成 2 mm× 5 mm的组织块后将其放入酶
液，在 37℃恒温水浴振荡箱内振荡消化 25 min左
右，取组织块置于盛有无钙台式液的小瓶中，用吸

管缓慢吹打，吸细胞悬液于显微镜下进行观察，待

视野中出现较多细胞时停止消化，将细胞悬液滴于

铺满小盖玻片的培养皿中，静置于 4℃冰箱中保存
备用。待细胞贴壁后，将盖玻片用浴液清洗，洗

去保存液后再移至浴槽内进行试验。

1.4  钙激活钾通道单通道电流记录　　采用 inside-
out膜片钳单通道记录技术，在室温(25℃)下进行记
录，通过倒置相差显微镜(IX71, Olympus, Japan)进
行观察。玻璃微管电极由拉制机(PP-83, Narishige,
Japan)两步拉制而成，热抛光后电极尖端涂以液体
状硅酮树脂，充灌电极液后尖端阻抗为 5~7 MΩ 。
通道电流经膜片钳放大器(CEZ-2300, Nihon Kohden,
Japan)放大，经 12位 A/D、D/A转换器(Digidata-
1322A, Axon Instruments, USA)后，用 pClamp软件
(version 9.0, Axon instrument, USA)的Clampex程序下
的 gap-free方式采样，1 kHz滤波后储存于计算机
中，采样频率为 50 kHz。
1.5  数据处理及统计分析　　实验所得数据采用
pClamp软件进行分析处理，经分析程序Clampfit自
动测量通道开放概率(open probability, Po)，电流幅
度值(amplitude)，平均开放时间(open time)和平均关
闭时间(close time)，然后用 Clampfit统计处理程序
作电流幅度全点直方图(all-points histogram) 和开放
概率直方图，并进行电流幅度全点直方图的

Gaussian拟合。采用 Sigmaplot 9.0作图并进行各种
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曲线拟合，采用 SPSS10.0软件进行统计学分析，两
组间比较采用 t检验，结果以mean± SD表示, P<
0.05为有显著性差异。

2  结果
2.1  通道的基本特性
本实验采用 inside-out膜片方式记录急性酶分离

的猪冠状动脉平滑肌细胞膜上的单通道电活动。在

对称性高钾溶液中通道的电流电压成线性关系，电

导值为(240.53± 7.98) pS，反转电位为(-0.427±
0.337) mV (n=25),表现出明显的电压依赖性和大电
导的特性(图 1)  ；改变电极液和浴液钾离子浓度，
记录电流的 I-V曲线能很好地用Goldman-Hodgkin-
Katz钾离子选择性方程[20]

进行拟合且在计算的理论

值附近反转，表明通道活动呈高度的钾离子选择性

(图 2) ；通道开放概率随浴液钙离子浓度的增加而
增加，呈明显的钙离子浓度依赖性(图 3)  ；胞外
TEA 1 mmol/L可以完全阻断通道活动。这些特性

图   1. 猪冠状动脉平滑肌细胞BK通道的电导和电压依赖性
Fig. 1. Conductance and voltage dependence of BK channels on porcine coronary artery smooth muscle cells. A: Representative single
channel current traces showing voltage dependence of BK channels in an inside-out patch. Po increased along with the increase of membrane
potential. Pipette: 140 mmol/L K+, 1 mmol/L [Ca2+]. Bath: 140 mmol/L K+, 1×10–7mol/L [Ca2+]. B: Current-voltage relationship curve.
Value of the single channel conductance is (240.53±7.98) pS. Line was fitted by line-regression equation with SigmaPlot 9.0 software.

图   2. 猪冠状动脉平滑肌细胞BK通道的钾离子选择性
Fig. 2. K+ selectivity of BK channels. [Ca2+]free = 5×10－7mol/L. Data comes from three cells, and pipette/bath K+ gradients are indicated
above. The calculated K+ equilibrium potentials for K+ gradients ( Ko / Ki ) were 0 mV for 140/140 mmol/L K+, 32.6 mV for 140/40 mmol/L
K+, −82 mV for 6/140 mmol/L K+, respectively . The measure currents in these gradients reverse near theoretical values. Line was fitted
by Goldman-Hodgkin-Katz equation for K+ : I=(Pk*F2Vm/RT) (［K+］i *exp(VF/RT)–［K+］o)/exp(VF/RT)–1) with SigmaPlot
9.0 software, where Pk is the apparent permeability for K+, Vm is the membrane potential, F/RT=38.3 .
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图  4.  IP3对 BK通道的激活作用
Fig. 4.  Effect of IP3 on BK channels in an inside-out patch at +40
mV in symmetric high K+ solution. IP3 (10~50 µmol/L) in the bath
solution enhanced the open probability (Po) of BK channels in a
dose-dependent manner and had no effect on the amplitude of BK
channels.

图  3. 猪冠状动脉平滑肌细胞BK通道的钙离子依赖性
Fig. 3.  Effect  of  [Ca2+]i  on BK channels .    The Po of BK channels
enhanced along with the increase of [Ca2+]i . [K+]o:[ K+]i =140:140
mmol/L. Vm=+40 mV .

与已报道的猪冠脉平滑肌细胞膜上BK通道特性相
似。

2.2  IP3对 BK通道的作用
实验所用 IP3为水溶性六钠盐，不能穿透细胞

膜，故仅采用 inside-out膜片方式进行研究，溶液
为对称性高钾液([K+]O:[K+]i =140:140 mmol/L)，浴液
中游离钙离子浓度为 1× 10–7 mol/L，记录在不同钳
制电位下的电流活动，分析在相同电压下 IP3对BK
通道的作用。

2.2.1  Inside-out膜片上，IP3对 BK通道的作用
　　Ins ide -out 膜片上，向浴液加入不同浓度的
IP3，使其终浓度分别为 5 µmol/L，通道开放概率
没有明显变化，加药前为 0.0316± 0.0095，加药
后为 0.0331± 0.0145 (n=7，P>0.05，Vm=+40 mV)。
膜电位为 +40 mV，向浴液加入不同浓度的 IP3，其

终浓度分别为 10、20、30、40、50 µmol/L时，
通道开放概率逐渐增加，具有浓度依赖性(图 4)，

通道的电流幅值无明显变化。加 IP3 20 µmol/L后
3、5和 15 min记录数据显示，通道开放概率分别
为 0.1408± 0.0190、0.1243± 0.0242、0.1366±
0.0224 (n=4，P>0.05，Vm=+40 mV)，IP3对通道

的激活作用不随时间的延长而衰减。

Inside-out膜片上膜电位 +40 mV时加 IP3前和加

IP3  20、30 µmol/L后记录的电流做通道开放概率直
方图(图 5)显示通道开放概率逐渐增加，做电流幅
度全点直方图，并对电流幅度全点直方图进行

Gaussian拟合(图 6)，可见通道的电流幅度变化不明
显，而关闭时间数减少，开放事件数增加，图 6B、
C可见通道二水平的开放，但事件数很少，无法拟
合。

图   5.  加 IP3前后通道电流开放概率直方图

Fig. 5.  Histogram of Po of  the BK channels. It showed the different concentrations of IP3   increased Po of  the BK channels in an inside-
out patch. The open events enhanced along with the increase of [IP3] .
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对膜电位+40 mV，IP3终浓度为 20、30 µmol/L
时的数据进行统计(表 1)，通道开放概率由未加 IP3

对照组的 0.0402± 0.0152分别增加为 0.1365±
0.0212、0.1865± 0.0175；加入 IP3后，通道的电

流幅度无明显变化；IP3对通道的平均开放时间也无

显著影响；通道平均关闭时间明显缩短，由未加 IP3

对照组的 285.83 ms分别缩短为 89.90 ms、56.97 ms。
说明在此模式下 IP3能增加通道的开放概率，主要是

通过缩短平均关闭时间实现的。IP3的作用是可逆

的，洗脱药物后通道活动可以恢复到对照水平。洗

去 IP 3后，通道活性可以恢复。

2.2.2  Inside-out膜片上，IP3降解产物对 BK通
道的作用　　IP3 (D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate,
hexasodium salt)很容易降解，其水溶液降解更明显。
在配制过程中严格控制实验条件，用冰水配制然后

迅速分装，冰冻保存，仍然发现 IP3配置成水溶液

3 d后药效明显下降。本实验在严格控制配制和保存
条件的基础上，使用 3 d内配制的 IP3水溶液观察 IP3

作用。IP3配制成水溶液一星期后对 BK通道没有作
用，加 IP3 30 µmol/L前后通道的开放概率分别为

图   6. 加 IP3前后通道电流幅度直方图Gaussian拟合
Fig. 6. All-point histogram of current amplitude with the same patch, fitted with Gaussian equation. A: 0 µmol/L IP3 group. B: 20 µmol/L IP3

group. C: 30 µmol/L IP3 group. IP3 had no effect on the amplitude of BK channels, but the open events were enhanced and the close events
decreased in B and C.
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0.0299± 0.0155和 0.0317± 0.0153 (n=9, P>0.05,
Vm=+40 mV),即 IP3的降解产物对BK通道没有作用。
此 9例膜片与 2.2.1中 7例加 5 µmol/L IP3的膜片和

11例加 20、30 µmol/L IP3的膜片以及加 IP3前的通

道开放概率经两独立样本均数比较，结果均为 P>
0.05，认为三组数据之间无统计学差异。

3  讨论
有研究表明在人角质细胞

[21]
、Xenopus肾小管

上皮细胞株
[22]
、大鼠巨噬细胞

[23]
等细胞上 IP3能激活

钙依赖性通道如一种钾离子通道和一种非选择性阳

离子通道，提示胞内钙释放及随后的钙依赖性通道

的激活是一个普遍的转导机制，此过程中卡律蝎毒

素敏感的钾电流(BK电流)是细胞膜超极化的基础。
在胃肠 SMC，抑制性神经递质可通过膜上 P2y受体

(一种G蛋白耦联的嘌呤受体)激活导致经由 PLC和
IP3依赖机制的钙释放产生钙火花，激活KCa通道致

胃肠 SMC舒张[10-12]
。而在血管 SMC，普遍的观点

认为胞外钙内流激活肌浆网上的RyR产生钙火花，
从而激活BK通道介导血管舒张是血管SMC维持血
管张力的一种负反馈机制

[24] 
；仅有少量文献报道在

血管 SMC上 IP3诱发的胞内钙释放可以激活细胞膜

上的大电导钙激活钾通道，如大鼠脑基地动脉
[25]
、

大鼠脑动脉
[15]
、豚鼠冠状动脉

[14]
。另外在质膜上还

存在 IP3敏感的受体或离子通道，例如淋巴细胞
[16]

和培养的大脑蒲肯野细胞中
[17] IP3诱导的钙内流由质

膜上 IP3受体介导；成年大鼠心肌细胞上表达有纤

维母细胞激活的的钙渗透性通道，inside-out膜片钳
实验揭示 IP3可增加这种钙渗透性通道的开放，提

示它可能是此过程的第二信使
[18]
。这些研究结果表

明 IP3与细胞膜上的离子通道有着诸多复杂的联系。

本文研究数据表明inside-out膜片上IP3对猪冠状

动脉平滑肌细胞BK通道有激活作用，具有浓度依
赖性和可逆性，I P 3的代谢产物对此通道没有作

用。本研究中 IP3浓度为 10~50 µmol/L，与文献报

道的inside-out膜片钳实验中IP3激活钙渗透性通道所

采用浓度 10、100 µmol/L基本一致。在经过通透
处理的培养或新鲜分离的猪冠状动脉平滑肌细胞

[26, 27]
，

IP3释放胞内钙的半数最大有效浓度接近1 µmol/L, 本
实验中的 IP3浓度高于此浓度，因此推测 IP3可能不

是通过释放胞内钙产生钙火花从而激活 BK通道，
而可能是直接作用于BK通道内口使其激活；或者
是 IP3直接激活细胞膜上 IP3依赖的钙通道使胞外钙

内流，致局部钙浓度瞬时增加从而间接激活BK通
道(此过程类似钙火花的效应)。关于 IP3对BK通道
激活作用的具体机制还需进一步研究。
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