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严重烫伤延长大鼠心室肌细胞动作电位时程的机制
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南方医科大学病理生理学教研室，广东省休克微循环重点实验室，广州 510515

摘  要：严重烫伤引起心肌细胞动作电位时程(action potential duration, APD)延长，通过加重烫伤心肌细胞钙紊乱和诱发室

性心律失常，促进烫伤心功能障碍的发生，但 APD 延长的机制尚不清楚。通过制作约 40% 体表面积(total body surface area,
TBSA) III 度烫伤大鼠模型，在伤后 12 h 大鼠心功能明显减弱时分离其心肌细胞，采用膜片钳技术观察心肌细胞 APD 以及

动作电位复极化相关的重要离子通道电流，包括瞬间外向钾电流(transient outward K+ current, Ito)，L- 型钙电流(L-type Ca2+

current, ICa-L)和内向整流钾电流(inward rectifier K+ current, IK1
)。结果显示，烫伤后 12 h 单个心肌细胞 APD 明显延长，APD50

和 APD90 在烫伤组分别为(46.02±3.78) ms、(123.24±12.48) ms (n=19)，明显长于对照组的(23.28±4.85) ms、(72.12±3.57) ms
(n=17)(P<0.01)。烫伤引起 Ito 电流密度降低，+60 mV 下烫伤组的电流密度(20.39±1.98) pA/pF (n=25)明显低于对照组的

(34.15±3.78) pA/pF (n=20, P<0.01); 烫伤组在 −120 至 −80 mV 电压刺激下所产生的 IK1
电流密度显著低于对照组；而两组之间

ICa-L 电流密度、电压依赖性的激活和失活无显著性差异。结果提示，烫伤引起心肌细胞 APD 延长的机制与瞬间外向钾通

道和内向整流钾通道功能下调有关。
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Underlying mechanism for prolongation of action potential duration in
ventricular cardiomyocytes of rats suffered from thermal injury
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Abstract: Severe thermal injury causes prolongation of action potential duration (APD) in cardiomyocytes, which results in cardiac
dysfunction by inducing disturbance of calcium dyshomeostasis in cardiac myocytes. However, the underlying mechanism for APD
prolongation remains unclear. In the present study, we examined the major action potential repolarization-related ion channel currents
in rat ventricular cardiomyocytes, including transient outward potassium current (Ito), inward rectifier potassium current (IK1

) and L-
type Ca2+ current (ICa-L) to investigate the alterations of these currents, which might account for the pathogenesis of APD prolongation
induced by thermal injury. Twelve hours after approximately 40% of the total body surface area, full-thickness (third-degree) cuta-
neous thermal injury was produced in rats, ventricular cardiomyocytes were isolated from the hearts with systolic and diastolic
dysfunction. APD was found to be markedly prolonged, while APD50 and APD90 in ventricular cardiomyocytes from rats with thermal
injury were (46.02±3.78) ms and (123.24±12.48) ms (n=19), respectively, significantly longer than (23.28±4.85) ms and (72.12±3.57)
ms (n=17, P<0.01) in ventricular cardiomyocytes from sham rats. Thermal injury remarkably suppressed Ito density in ventricular
cardiomyocytes. Ito density at +60 mV was decreased from (34.15±3.78) pA/pF (n=20) in sham group to (20.39±1.98) pA/pF (n=25,
P<0.01) in thermal injury group, and the decrease extended from −30 to +60 mV. Similarly, current densities of IK1 from −120 to −80
mV in thermal injury group were also significantly lower than that in sham group. In contrast, we failed to detect any alterations in
ICa-L density, and voltage-dependence of activation and inactivation in thermal injury group, compared with that in sham group. Taken
together, our data suggest that thermal injury results in function downregulation of transient outward potassium channels and inward



             生理学报 Acta Physiologica Sinica, June 25, 2007, 59 (3): 375-381376

rectifier potassium channels, which contributes, at least in part, to APD prolongation and subsequent cardiac dysfunction.

Key words: thermal injury; action potential; transient outward potassium current; inward rectifier potassium current; L-type
calcium channel

心功能障碍是严重烧伤病人常常面临的危及生

命的并发症，但其发生机制至今尚未阐明
[1,2]

。严

重烧伤引起的一个重要病理改变是心肌细胞动作电

位时程(action potential duration, APD)延长，心电图

表现为QT间期离散(QT dispersion)[3]
。APD 延长一

方面可能通过增加Ca2+
内流，加重烧伤心肌细胞的

钙超载
[4]
，促进烧伤心功能障碍；另外，APD 延

长可能诱发室性心律失常，损害心脏功能
[5-7]

。因

此，临床发现QT 间期离散的程度与烧伤病人病情

的严重程度呈正相关
[3]
。

对烫伤时心肌细胞APD延长的发生机制目前研

究不多，且主要采用烫伤淋巴液和烫伤血清作为刺

激物，实验模型未能直接、准确地反映受神经体液

以及心脏本身结构功能影响的伤后心功能障碍的动

态变化过程。例如，Yatani 等用烫伤肠系膜淋巴液

刺激正常大鼠心肌细胞，发现 APD 延长，并伴随

有瞬间外向钾电流(transient outward K+ current, Ito)减
小，但对 L- 型钙电流(L-type Ca2+ current, ICa-L)和
内向整流钾电流(inward rectifier K+ current, IK1

)无影

响，因此认为 I t o 功能下调是 APD 延长的重要原

因
[8]
。但在同一研究中，烫伤淋巴液引起单个心肌

细胞收缩功能增强，与在体心功能减弱的结果相

反
[ 8]
。另外，对于烫伤时离子通道功能，尤其是

ICa-L 的功能变化文献报道也有矛盾
[8,21]

。

本工作直接分离严重烫伤大鼠的心肌细胞，检

测单个心肌细胞APD的变化，并观察对大鼠心肌细

胞动作电位(action potential, AP)复极化贡献最大的几

种离子通道电流 Ito、ICa-L 和 IK1
的变化，探讨烫伤引

起心电活动异常和心功能障碍的机制。

1  材料与方法

1.1  试剂      Tetrodotoxin (TTX)、HEPES、protease
XIV、EGTA、K2ATP、MgATP、TEA-Cl、CdCl2、

aspartic acid、CsOH、CsCl 购于 Sigma 公司，col-
lagenase II购于Worthington公司，其余为国产分析

纯。

1.2  烫伤模型的复制和左心功能检测      Sprague-
Dawley (SD)大鼠 37 只，180~230 g，雌雄不拘。

随机分成对照组和烫伤组。实验前大鼠禁食 12 h，

乌拉坦麻醉(85 mg/100 g)，在无菌条件下行右颈总

动脉插管( P E - 5 0 ) 至左心室，采用生理记录仪

(RM6240，成都仪器厂)监测左心室最大收缩压(left
ventricular systolic pressure, LVSP)、左心室舒张末

压(left ventricular end-diastolic pressure, LVEDP)、
左心室压力最大上升 / 下降速率(±dp/dtmax)。烫伤模

型的复制采用 Zhao等建立的方法
[1]
，将大鼠髂前上

棘以下部位浸于 92 °C 水中 18 s，造成约 40% 全身

体表面积 (total body surface area, TBSA) III度烫伤模

型，迅速擦干烫伤部位，腹腔补充林格氏液(4 mL/
kg×1% TBSA)，伤后立即补充一半的量，8 h 后补

充剩余的量。对照组用 37 °C 水浴代替 92 °C 水浴，

除不补充液体外，其余处理相同。

1.3  心肌细胞分离      采用已往报道的心肌细胞分离

方法
[10]
。开胸后迅速取出心脏置于 4 °C、5% CO2

和 95% O2 混合气饱和的无钙台氏液(mmol/L: NaCl
137, KCl 5.4, NaH2PO4 1.2, MgCl2 1.2, glucose 10,
HEPES 20, taurine 10, pH 7.4)中，挤出残血，用

Langendorff灌流装置经主动脉逆行灌流心脏。无钙

台氏液灌流大约2 min后换成含collagenase II 0.5 mg/
mL、protease XIV 0.05 mg/mL、牛血清白蛋白 1.5
mg/mL 的无钙台氏液，循环灌流直到整个心脏变

软，取左心室剪碎，在不含蛋白酶的消化液里继续

消化至细胞分离出来。细胞复钙后保存在含 1
mmol/L Ca2+

的台氏液中备用。

1.4  单个心肌细胞收缩性测量      细胞收缩性测量

采用Wang等所报告的方法
[11,12]

。分离的心肌细胞与

钙荧光指示剂fluo-4 AM (终浓度5 µmol/L) (Molecular
Probes, Inc.)共同孵育 10 min 后洗去染料。加载荧

光染料的细胞便于边界的观察，并可同步观察钙瞬

变。将细胞滴在 Pertri 皿自然沉降，将皿置于Zeiss
LSM-510 倒置共聚焦显微镜的载物台上，用含 1
mmol/L Ca2+

的台式液(mmol/L: NaCl 137, KCl 5.4,
CaCl2 1.0, NaH2PO4 1.2, MgCl2 1.2, glucose 10, HEPES
20, pH 7.4)灌流细胞。采用YC-2 型电子刺激器(成
都仪器厂)，给予细胞 1 Hz、10 V 的场刺激，40
倍油镜下，观察到细胞随刺激节律收缩。采用线扫

描方式采集图像信号，扫描线穿过细胞长轴纵向正

中切面( 避开细胞核，可以最好地反映细胞的长
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度)，激发波长 488 nm，收集大于 505 nm 波长的

发射光(fluo-4 AM 的发射波长为 515 nm)。分辨率

为径向 0.4 μm，轴向 0.4 μm。采样速率(即时间分

辨率)为每条线 3.07 ms，同一条线重复扫描 1 000
次，可以清晰地显示细胞在该扫描线的两端边界

(它们之间的距离即为细胞长度)随扫描时间的变化。

用 IDL (interactive data language, Research Systems,
Inc.)自编程序跟踪边界(以与背景的荧光差来确定边

界)的变化测量细胞长度，以刺激引起长度缩短的

最大值(Δlmax=lpre-contraction -  lmaximal contraction)与收缩前

lpre-contraction 的比值计算出单个心肌细胞收缩性。

1.5  电生理实验      应用德国HEKA公司膜片钳放大

器 EPC 10.0，采用全细胞记录方法记录电流以及

AP。细胞灌流液采用含 1 mmol/L Ca2+
的台式液，

AP 和钾电流记录的电极液为(mmol/L)：KOH 120、
aspartic acid 120、KCl 20、K2ATP 10、EGTA 10、
HEPES 10、MgCl2 1，KOH 调整 pH 至 7.4。记录

钾电流时灌流液中加入0.3 mmol/L CdCl2和20 μmol/L
TTX 分别阻断钙电流和钠电流

[13]
。ICa-L 记录的电极

液为(mmol/L)：CsCl 120、CaCl2 1.0、MgCl2 1.0、
MgATP 4.0、EGTA 4.0、HEPES 10、TEA-Cl 20、
TTX 0.02，CsOH 调 pH 至 7.4[14]

。电极充灌电极液

入水后阻抗为 2~5 MΩ。在室温下(22~25 °C) 采集

通道电流储存于电脑作脱机分析。

1.6  统计学分析      数据分析采用 IDL自编程序和

SigmaPlot、Excel 等软件分析处理。数据用means±
SEM 表示，采用 t 检验比较组间差异，以 P<0.05
作为显著差异指标。

2  结果

2.1 严重烫伤减弱心脏功能和单个心肌细胞收缩

性

表 1 显示烫伤 12 h后，反映左心室收缩功能的

指标LVSP和+dp/dtmax在烫伤组的绝对值明显低于对

照组；而反映左心室舒张功能的指标 −dp/dtmax 的绝

对值则明显低于对照组(P<0.01) 。结果提示，烫伤

12 h大鼠心脏收缩和舒张功能均明显下降。分离此

时的心肌细胞，用场刺激引起单个细胞收缩，与静

息时细胞长度相比，对照组心肌细胞长度缩短的绝

对值为(13.58±0.56) μm，收缩百分比为(11.83±0.49)%
(n=70 cells from 4 rats)；烫伤组心肌细胞长度缩短

的绝对值为(6.32±0.29) μm，收缩百分比为(5.45±
0.25)% (n=77 cells from 4 rats)，后者明显低于前者

(P<0.01)。
2.2  严重烫伤延长心肌细胞 APD　

图 1A 为对照组和烫伤组代表性的AP 曲线。烫

伤组 APD 明显延长。对照组 APD50 (复极 50%)和
APD90 (复极 90%)分别为(23.28±4.85) ms 和(72.12±
3.57) ms (n=17 cells from 5 rats)，烫伤组APD50 和

APD90 较对照组明显延长，分别为(46.02±3.78) ms
和(123.24±12.48) ms (n=19 cells from 5 rats)。两组

表1.  烫伤大鼠和对照大鼠在体心脏功能和单个心肌细胞收缩

性的比较

Table 1.  Comparison of cardiac function in vivo and cardiac
contractility in single ventricular cardiomyocytes between sham
and thermally injured rats

                                                    Sham              Thermal injury

LVSP (mmHg)  134.0±13.37  69.70±8.91**

LVEDP (mmHg)    0.95±1.02    0.81±1.91
+dp/dtmax (mmHg/s)  4 209±938  1 238±340**

−dp/dtmax (mmHg/s)  3 767±715  1 036±173**

Contraction (%)  11.83±0.49    5.45±0.25**

LVSP, left ventricular systolic pressure; LVEDP, left ventricular
end-diastolic pressure. **P<0.01 vs sham.

图  1.  烫伤延长大鼠心肌细胞动作电位时程

Fig.1.  Thermal injury prolonged action potential duration (APD)
in rat ventricular cardiomyocytes. A: Representative action po-
tential traces recorded in ventricular cardiomyocytes from sham
and thermally traumatized rats. B: Statistics of 50% of repolariza-
tion of APD (APD50) and 90% of repolarization of APD (APD90).
**P<0.01 vs sham.
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APD50 和 APD90 相比均有显著性差异(P<0.01)(图
1B)。而静息膜电位(resting membrane potential,
RMP)和 AP 超射值(overshoot, OS)没有明显改变，

对照组 RPM 和 OS 分别为(–70 .81 ±1 .80)  mV、

(43.26±3.12) mV，烫伤组分别为(–73.14±0.85)
mV、(43.32±3.37) mV。

2.3  严重烫伤下调心肌细胞 Ito　

细胞钳制在 −80 mV，给予细胞 250 ms、从

−50 mV开始以 10 mV递增到 +60 mV 的电压刺激，

记录各电压下 Ito 电流幅度(pA)，将电流幅度除以细

胞电容(pF)得出电流密度(pA/pF)。图 2A 显示对照

组和烫伤组典型的 Ito，图 2B为 Ito 电流 -电压(I-V)曲
线。结果表明，烫伤组 Ito 电流密度在 −30~+60 mV
的电压范围内均明显低于对照组(P<0.05, P<0.01)。
+60 mV时对照组和烫伤组Ito电流密度分别为(34.15±
3.78) pA/pF (n=20 cells from 5 rats)、(20.39±1.98)
pA/pF (n=25 cells from 5 rats)，后者明显低于前者

(P<0.01)。
2.4  严重烫伤不改变心肌细胞 ICa-L

细胞钳制在 −40 mV (失活钠通道)，给予 300
ms、从 −30 mV开始以 10 mV递增至 +60 mV的电

压刺激，记录不同电压下的内向电流。该电流能完

全被 300 μmol/L 的CdCl2 阻断，证明其为钙电流。

以电压为横坐标，各电压下测得的钙电流峰值为纵

坐标，绘制 ICa-L 的 I-V 曲线。在 −40~+60 mV 电压

范围内，I-V 曲线呈倒钟型，+10 mV 时通道电流

达到最大值，对照组和烫伤组 I-V 曲线基本重叠(图

3 B )，提示两组间无电压依赖性的激活和失活差

异。对照组和烫伤组在 +10 mV 时电流密度分别为

(7.98±0.73) pA/pF (n=39 cells from 6 rats)和(7.73±
0.62) pA/pF (n=48 cells from 6 rats)，两组相比无显

著性差异。

图  2.   烫伤下调大鼠心室肌细胞 Ito 电流密度

Fig.2.  Thermal injury decreased Ito density in rat ventricular
cardiomyocytes.  A: Representative Ito current traces in ventricular
cardiomyocytes from sham and thermal-traumatized rats.  B:
Voltage-dependence of Ito density in sham and thermal injury
groups. *P<0.05, **P<0.01 vs sham.

图  3.  烫伤对大鼠心室肌细胞 L- 型钙通道电流影响

Fig.3.  Effects of thermal injury on ICa-L in rat ventricular cardiomyocytes. A: Representative ICa-L current traces in ventricular
cardiomyocytes from sham and thermally traumatized rats. B: Current-voltage (I-V) relationships for ICa-L in sham and thermal injury
groups.
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2.5  严重烫伤对心肌细胞 IK1
的影响

细胞钳制于 −80 mV，给予细胞 500 ms、从 0
mV 至 −120 mV，以 10 mV 递减的电压刺激，测

定每一电压刺激下稳定状态电流，该电流为 IK1
。从

IK1
的 I-V 曲线(图 4)可见，其反转电位大约为 −80

mV，在负于反转电位时呈现内向电流，且与电位

呈线性关系；正于反转电位时呈外向电流，表现整

流特性，这是典型的 IK1
电流特性。烫伤不改变 IK1

的反转电位和整流特性，但在 −120 mV至 −90 mV
电压范围，烫伤组 IK1

 (n=11 cells from 3 rats)电流密

度较对照组(n=9 cells from 3 rats)低，有显著性差异

(P<0.01)。

3  讨论　

以往对烧伤延长心肌细胞APD的认识是建立在

烧伤血清或烧伤淋巴液对正常细胞AP和相关离子通

道作用的基础上。但由于烧伤是一个复杂的病理过

程，体液因子改变只是其中一部分，其作用不能完

全反映在体心肌细胞的变化。此外，这种体外的瞬

时刺激不能体现长时间病理刺激对细胞基因和蛋白

表达等的影响。并且，长期处于烧伤病理刺激的心

肌细胞对体液中有害因子的反应与正常细胞可能并

不完全一致。多种原因造成目前烧伤研究中出现一

些矛盾结果。例如，对烧伤心肌细胞钙转运蛋白表

达的定量分析发现，钠 -钙交换蛋白(sodium-calcium
exchanger, NCX)表达量降低，提示其功能下降

[15]
，

但烫伤肠系膜淋巴液的瞬时作用并不引起NCX的功

能改变
[8]
。最近在分离的烧伤心肌细胞发现收缩期

钙瞬态和收缩性降低
[16]
，但烫伤肠系膜淋巴液却引

起正常心肌细胞钙瞬态和收缩性增强
[8]
。因此，直

接对烫伤大鼠心肌细胞AP和相关离子通道的研究，

有利于加深对烫伤所致心电特性改变的理解。

本研究发现，严重烫伤(40% TBSA，III度) 12 h
后大鼠心功能明显降低，虽然随后心功能会进一步

下降，但由于部分动物在伤后 12~24 h死亡，所以

我们选取伤后 12 h这一时间点。取出心脏分离心肌

细胞，我们发现没有神经体液调节的单个心肌细胞

的收缩性也明显下降。此时心肌细胞 AP 发生了明

显的改变，表现为APD 延长(烫伤组APD50、APD90

均显著高于对照组)，而RMP 和 OS 没有改变，与

烫伤淋巴液作用相似。提示参与AP 形成的离子通

道发生了功能和 / 或结构的异常。

在大鼠AP的形成中，由于缺乏延迟整流钾电流

(delayed rectifier current, IK)，Ito 是主要的复极化钾

电流，对 APD 贡献最大。以往我们通过外源转染

表达 Ito 的HEK293细胞发现，烧伤血清刺激能引起

该通道电流密度降低
[17]
；Yatani 等[8]

用烫伤大鼠肠

系膜淋巴液刺激大鼠心肌细胞，得到同样的结果。

本实验直接在烫伤大鼠心肌细胞检测到 Ito电流密度

明显降低，证明 Ito确实在APD延长机制中起重要作

用。同时，分离的烫伤心肌细胞对 I to 改变的这种

“记忆”效应提示瞬间外向钾通道蛋白表达水平或

结构可能发生了改变。已知瞬间外向钾通道由α亚

基(在大鼠心外膜主要为Kv4.2)和β亚基(主要为钾通

道相关蛋白KChIP)组成，虽然β亚基本身不具有通

道功能，但能增加 α 亚基电流密度，改变其门控

动力学
[18,19]

，目前已逐渐认识到 β亚基在疾病心脏

瞬间外向钾通道功能下调中起重要作用。例如，在

发生心肌梗死的狗心肌细胞发现瞬间外向钾通道功

能下调，引起这种效应的分子基础是KChIP表达减

少
[20]
。此外，对α亚基的磷酸化和自由基的氧化修

饰作用均能改变瞬间外向钾通道的功能
[21]
，而烫伤

时机体磷酸 化水平和自由基的生成明 显增

强
[22,23]

。组成瞬间外向钾通道的 α、β 亚基的表达

水平和被修饰状况在其功能下调机制中的可能作用

是我们进一步的研究目标。

虽然大鼠心肌细胞 AP 没有明显的平台期，但

ICa-L 形成的内向电流对APD 也有一定的贡献，ICa-L

增大将延长 APD，反之则缩短 APD。目前对烧伤

时 ICa-L 变化的报道很不一致。例如，沈洪兴等报道

烧伤血清可使钙离子通道的开放活动增强
[24]

；而

图  4.  烫伤组和对照组 IK1 电流 -电压(I-V)曲线比较

Fig.4.  Comparison of current-voltage (I-V) relationships for IK1

between sham and thermal injury groups. **P<0.01 vs sham.
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Yatani等[8]
报道烫伤肠系膜淋巴液对 ICa-L无影响。我

们对烫伤 12 h 后大鼠的心肌细胞进行研究发现，

ICa-L无论是电流密度还是电压依赖性的激活和失活都

没有明显改变，这与Horton 等报道的 L- 型钙通道

蛋白表达水平在烧伤后4~24 h与正常水平无明显差

异的结果一致
[15]
。本实验结果提示，ICa-L 在烫伤心

肌细胞 APD 延长中不起作用。虽然 ICa-L 未发生改

变，但是由于APD 延长，AP 刺激引起Ca2+
通过L-

型钙通道内流的量增加。在正常心肌细胞钙内流增

加引起收缩期钙瞬态增加，增强心肌收缩力，这也

是烧伤肠系膜淋巴液引起钙瞬态和心肌收缩力增高

的原因
[8]
。但在烧伤心肌细胞，钙超载是心肌细胞

收缩功能障碍的一个重要机制，细胞内钙离子增高

造成心肌细胞损伤，减弱心肌收缩功能
[25]

。因此，

烫伤引起的APD延长可能通过使钙内流增加进一步

加重细胞内钙紊乱，从而促进心功能障碍的发生。

IK1
在保持心肌细胞 RMP 中起重要作用，它同

时是AP复极化末期的重要钾电流。Kir2.1是内向整

流钾通道的主要α亚基，编码Kir2.1的基因KCNJ2
突变引起心肌细胞AP复极化末期延长，导致长QT
综合症

[26]
。本实验发现，I K1

在不同电压下所产生

的内向电流和外向电流均减小，但以 −120~−90 mV
之间产生的内向电流减小更为明显，较对照组有显

著差异，提示内向整流钾通道功能下调在烫伤心肌

APD 延长中起重要作用。Yatani 等[8]
用烫伤肠系膜

淋巴液刺激正常心肌细胞并不引起 IK1
改变，说明烫

伤体液因子瞬时的效应并不能完全反映烫伤心肌细

胞的改变。

综上所述，严重烫伤引起大鼠心室肌细胞瞬间

外向钾通道和内向整流钾通道的功能下调，它们是

导致 APD 延长的重要原因。结果提示，靶向提高

瞬间外向钾通道和内向整流钾通道的功能对于恢复

烫伤所致的APD延长和改善烫伤心脏功能具有潜在

的临床意义。
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