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磷酸二酯酶9型抑制剂PF-04449613对大鼠心脏正性肌力作用

及其机理
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摘  要：本文旨在研究磷酸二酯酶9型抑制剂PF-04449613对大鼠心脏正性肌力作用及其机理。采用在体双压力-容积环及离体

心脏收缩力技术分析其对成年健康大鼠心脏正性肌力的作用特点；运用大鼠心肌细胞钙释放技术分析其作用机理。双压力-
容积环实验表明：PF-04449613 (5.5 mg/kg)显著增加大鼠搏出功、心输出量、每博输出量、收缩末期压力及射血分数

(P < 0.05)，降低收缩末期容积、舒张末期容积及舒张末期压力(P < 0.05)。PF-04449613对外周动脉血压的作用表现为增加收

缩压、降低舒张压及血管阻力(P < 0.05)。大鼠离体心脏灌流实验表明，PF-04449613浓度依赖性地增加离体大鼠左心室发展

压(P < 0.05)。以Fluo-4 AM为钙离子荧光指示剂的钙释放结果表明，PF-04449613 (5 μmol/L)显著增强肌浆网钙泵(sarcoplasmic 
reticulum Ca2+-ATPase-2a, SERCA2a)介导的钙释放下降相的快成分，显著增加大鼠心肌细胞钙释放幅值(P < 0.05)。PF-
04449613 (5 μmol/L)降低肌浆网钙泄漏率(P < 0.05)。以上结果提示，PF-04449613通过增加SERCA2a活性发挥其对大鼠心脏

正性肌力作用。
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Abstract: This study aimed to explore the positive inotropic effect of phosphodiesterase type 9 (PDE9) inhibitor PF-04449613 in rats 
and its cellular and molecular mechanisms. The heart pressure-volume loop (P-V loop) analysis was used to detect the effects of PF-
04449613 on rat left ventricular pressure-volume relationship, aortic pressures and peripheral vessel resistance in healthy rats. The 
Langendorff perfusion of isolated rat heart was used to explore the effects of PF-04449613 on heart contractility. The cardiomyocyte 
sarcoplasmic reticulum (SR) Ca2+ transients induced by field stimulation and caffeine were used to analyze the mechanism underlying 
the effect of PF-04449613 using Fluo-4 AM as a Ca2+ indicator. The results indicated as follows: (1) PF-04449613 (5.5 mg/kg, ip) 
significantly increased the stroke work, cardiac output, stroke volume, end-systolic pressure and ejection fraction (P < 0.05), and 
decreased the end-systolic volume, end-diastolic volume and end-diastolic pressure (P < 0.05). Meanwhile, the systolic blood pressure 
was increased and diastolic blood pressure and arterial elastance were decreased after PF-04449613 treatment (P < 0.05). (2) PF-04449613 
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(0.001, 0.01, 0.1, 1 μmol/L) significantly increased the left ventricular developed pressure (LVDP) in a concentration-dependent man-
ner in vitro (P < 0.05). (3) PF-04449613 (5 μmol/L) significantly increased the amplitude of SR Ca2+ transients mediated by facilitating 
sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase-2a (SERCA2a) (P < 0.05). (4) PF-04449613 (5 μmol/L) decreased the SR Ca2+ leak rate via ryan-
odine receptor 2 (RyR2) (P < 0.05). In conclusion, PF-04449613 exerted positive inotropic effect both in vivo and in vitro by enhancing 
SERCA2a activity.

Key words: phosphodiesterase type 9; ventricular pressure-volume loop; Ca2+ transient; SERCA2a

磷酸二酯酶 (phosphodiesterase, PDE) 有 11 个家

族 (PDE1~11)，每一个家族有若干个不同基因型及

剪接变体，因此有超过 100 个同工酶类。每一个家

族 PDE 呈现在细胞内特定的部位，并表现出独特

的调节作用，目前已明确 PDE1、2、3、4、5、8、
9 在心肌细胞内有表达。其中，PDE1、2、3 水解

cAMP 及 cGMP，PDE4、8 仅水解 cAMP，PDE5、9
仅水解 cGMP [1, 2]。

在所有的 PDE 中 PDE9 是对 cGMP 亲和力最高

的水解酶 [3]，研究表明 PDE9 抑制剂具有广泛的生

理和药理作用。由于 PDE9 抑制剂能够快速提升细

胞内的 cGMP 浓度，早期被开发用于神经性疾病 [4]，

后有研究表明其还具有提高认知功能 [5]、抗抑郁及

焦虑 [6]、改善学习功能 [7]、抗乳腺癌 [8] 的药理作用。

PDE9 抑制剂目前正进行临床试验，用于老年痴呆

及精神分裂症的治疗 [9]。此外，PDE9 抑制剂增加

细胞内 cGMP 浓度而舒张气管平滑肌，具有治疗气

道高反应性疾病的潜力 [10]。

PDE9 在扩张性心力衰竭 ( 心衰 ) 及射血分数保

留型心衰患者的心肌内表达增加 [11]。在小鼠实验中，

具备完整的 PDE9 基因和缺少 PDE9 基因的转基因

小鼠分别作为对照组和实验组，使用化学方法以及

行主动脉缩窄术来诱导心衰，结果显示，与对照组

相比，缺少 PDE9 基因的小鼠 cGMP 含量更高，可

改善其左心功能、减少心肌纤维化及心肌肥大 [11–13]，

PDE9 抑制剂通过上调 cGMP 延缓心衰的发展 [14]。

有研究表明肥胖、糖尿病及射血分数保留型心衰患

者的冠状动脉微血管具有炎症反应，表现为血管上

皮功能受损，PDE9 抑制剂通过 NO-cGMP-PKG 通

路改善其血管上皮功能 [15]。此外，PDE9 抑制剂还

能通过 NO-cGMP-PKG 通路改善动脉粥样硬化 [16]。

PDE9 抑制剂早期虽然致力于对神经系统疾病

的治疗研究，但其对心血管的作用也较为显著，可

显著改善心衰小鼠的心脏功能，改善冠状动脉上皮

细胞功能，扩张血管，改善动脉粥样硬化等 [14–16]。

然而这些研究并没有系统地对心脏功能进行详细研

究，尤其是对心脏血流动力学缺乏系统研究。已有

的研究大都局限于微观研究，并没有从系统、器官、

细胞水平进行逐层研究。虽然 PDE9 的基本作用机

理是通过 cGMP-PKG 通路发挥其生理和病理效应，

但由于其在细胞内分布空间差异性，很难简单地通

过 cGMP 变化推导其细胞及器官功能改变。本研究

采用正常大鼠研究 PDE9 抑制剂对心脏血流动力学

的影响，并分析其可能的细胞水平的机理。本研究

虽然针对正常大鼠，而不是疾病模型动物，但也将

为 PDE9 抑制剂对心血管疾病动物模型的研究提供

理论基础。

1  材料与方法

1.1  实验药品与试剂　　PDE9 抑制剂 PF-04449613
购于 Tocris Bioscience，货号 5915，纯度大于 99% ；

钙荧光指示剂 Fluo-4 AM 购于东仁化学科技 ( 上海 )
有限公司，货号 F312；其它试剂均购于 Sigma 公司。

1.2  实验仪器　　多导生理记录仪 (PowerLab 8/35，
澳大利亚 AD Instruments 公司 ) ；放大器 (35-2083 
Rev. F Millar)、双压力 - 容积导管 (SPR-901 型 ) ( 美
国 Millar 公司 ) ；Langendorff 离体心脏灌流装置

(M402173，中国西化仪北京科技有限公司 ) ；Olympus 
IX53 倒置显微镜 ( 日本 Olympus 公司 ) ；科研级高

灵敏制冷CCD (ZYLA-5.5-CL3，英国ANDOR公司 )；
超高速波长切换装置 (Lambda DG-4，美国 Sutter) ；
灌流给药系统 (VC3-8，美国 ALA 公司 )。
1.3  实验动物　　7~8周龄的成年健康雄性 Sprague- 
Dawley (SD) 大鼠 (300~350 g) 购于南京中医药大学

实验动物中心，实验动物使用许可证：SCXK( 苏 ) 
2017-0001 ；动物实验伦理批准号：201910A049 ；饲

养室内 12 h 明暗周期，温度 21~26 °C，湿度 40%~ 
70%，自由进食和饮水。

1.4  浓度设计　　经大鼠在体预实验，选择 PF-
04449613 剂量能够引起最大药效的最低剂量 ( 大
约 )，最终选择剂量为 5.5 mg/kg 的 PF-04449613 进

行在体实验。离体心脏收缩力实验 PF-04449613 浓
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度为 0.001、0.01、0.1 和 1 μmol/L。心肌细胞钙释

放实验在室温条件下进行，为了实验功能变化最大

化并分析其机理，PF-04449613 浓度选择为 5 μmol/L。
1.5  在体大鼠压力 - 容积环测定　　按照本实验室

之前方法 [1, 17]，用 20% 乌拉坦 (5 mL/kg) 腹腔注射

麻醉雄性健康 SD 大鼠。将已定标完的 Millar 双压

力导管经右侧位的颈总动脉插入到大鼠的左心室

内，调整导管在心室内的位置，观察多导生理记录

仪记录的波形变化，直到出现类长方形的压力 - 容
积环时，即表明导管位置合适，可停止调整。待压力 -
容积环稳定后，记录大鼠各指标作为空白对照，记

录结束后，将 PF-04449613 溶于 DMSO (0.3 mL) 后
按 5.5 mg/kg 腹腔注射，待药效稳定后记录大鼠加药

后各血流动力学参数。实验结束后，向颈静脉推注

30% 高渗盐水 20~50 μL，并取自身血液进行容积定

标，采用 5 只大鼠重复上述实验 (n = 5)。前期实验

表明 0.3 mL DMSO 腹腔注射对大鼠血流动力学参

数无明显作用 (n = 3)，其代表性压力 -容积环见图 1。
1.6  离体大鼠心脏左心室收缩力测定　　雄性健康

SD 大鼠麻醉方法同在体实验，迅速取心脏置于 0~ 
4 °C 无钙台氏灌流液中，使其停搏。离体大鼠心脏

挂于已充满灌流液的 Langendorff 装置上，在充氧

(95% O2 + 5% CO2)、温度为 (37.5 ± 0.5) °C 条件下，

经主动脉逆行灌流，灌流压为 90 cm H2O (1 cm H2O = 
0.098 kPa)。将充满灌流液并排空气泡的压力换能

器插管，经由左心房插入左心室，连接 RM6240 型

多道生理信号采集处理系统用以记录左心室收缩曲

线。将刺激强度约 5 V 的一对刺激电极加于离体心

脏心房两侧，刺激心脏以 4 Hz 固定频率 ( 即心率

240次 /min) 进行起搏。PF-0444961 溶于 20 mL 含

钙灌流液中配制成相应浓度 (0.001、0.01、0.1 和 1 
μmol/L)，灌流给药。采用 5 只大鼠重复上述实验

(n = 5)。灌流液的组成 (mmol/L)：NaCl 135，KCl 5.4，
NaH2PO4 0.33，HEPES 5，葡萄糖 10，MgCl2 1，CaCl2 1.8，
NaOH 调 pH 至 7.3~7.4。
1.7  大鼠左心室心肌细胞场刺激诱导的钙释放　　

雄性健康 SD 大鼠麻醉方法同在体实验，大鼠离体

心脏置于 Langendorff 装置上灌流，用无钙台氏灌

流液将心脏冲洗干净后，用含 2 mg/mL 胶原酶 II 的
灌流液消化。将消化完后的心脏置于无钙台氏灌流

液中，充分剪碎过滤，静置后用无钙台氏灌流液冲

洗 2 次。依次用钙离子浓度为 0.25 mmol/L、0.5 
mmol/L、1 mmol/L 的台氏液进行梯度复钙。复钙

完的细胞悬液加入钙荧光指示剂 Fluo-4 AM (5 
μmol/L) 于 37 °C 避光孵育 30 min。细胞外液为含

钙 (1.8 mmol/L) 台氏液。使用激光共聚焦显微镜激

发细胞中的荧光探针 Fluo-4 AM 发出荧光，采用空

气冷却 CCD 相机采集并记录荧光信号。激发波长

为 488 nm，吸收波长为 510 nm [1]。由刺激器通过

一对电极将频率为 1 Hz、强度为 15 V 的刺激加于

心肌细胞两侧，刺激细胞收缩并记录钙释放。当钙

释放幅值达到稳定时，记录其曲线作为空白对照，

随后灌流含 PF-04449613 (5 μmol/L) 的灌流液约 5 
min，再次刺激细胞并记录钙释放，当钙释放曲线

稳定后记录其曲线作为 PF-04449613 的效应。

1.8  大鼠左心室心肌细胞咖啡因诱导的钙释放分析

钙泄漏率及 Na+-Ca2+ 交换体 (Na+-Ca2+ exchanger, 
NCX)、质膜 Ca2+ 泵 (plasma membrane Ca2+-ATPase, 
PMCA) 作用　　心肌细胞的分离方法与钙释放实

验相同，用含有 1.8 mmol/L Ca2+ 的台氏液作为细胞

外液灌流，用 1 Hz 场刺激至少 20 次，确保肌浆网

中Ca2+ 含量稳定。结束刺激后，喷射咖啡因 (caffeine, 
20 mmol/L) 于细胞表面，诱导出完全的钙瞬变，此

时的钙瞬变的下降相主要由 NCX 和 PMCA 介导，其

Ca2+ 释放下降相经拟合获得的衰退常数即为 rNCX+PMCA，

该常数反映 NCX 和 PMCA 外排钙于细胞外的功能。

PMCA 外排钙的速率常数 (rPMCA) 测定：用含有

1.8 mmol/L Ca2+ 的台氏液作为细胞外液灌流，用 1 Hz
场刺激至少 20 次，待肌浆网中 Ca2+ 含量稳定后停止

刺激，用含 1 mmol/L 丁卡因 (Tetracaine) 的无 Na+

无 Ca2+ 细胞外液灌流 1 min，此时的 NCX 被无 Na+

无 Ca2+ 溶液阻断，兰尼碱受体 2 (ryanodine receptor 2, 
RyR2) 的 Ca2+ 泄漏被 Tetracaine 阻断，测定此条件

下的荧光含量作为舒张期的钙浓度 F0(0Ca/0Na/ Tetracaine)。

测定 1 min 结束后，细胞再用无 Na+ 无 Ca2+ 无 Tet-
racaine 细胞外液灌流 60 s，此条件下 RyR2 的 Ca2+

泄漏重新出现，测定此条件下的荧光含量作为舒

张期的钙浓度 F0(0Ca/0Na)。RyR2 钙泄漏 = F0(0Ca/0Na)− 
F0(0Ca/0Na/Tetracaine)，钙泄漏率为钙泄漏与肌浆网钙容量

的比值 [1]，此时是对 RyR2 钙泄露的测定。当继续

用无 Na+ 无 Ca2+ 无 Tetracaine 细胞外液灌流，喷射

20 mmol/L的caffeine时，肌浆网钙泵2a (sarcoplasmic 
reticulum Ca2+-ATPase-2a, SERCA2a) 的功能被间接

废除，NCX 外排钙的作用也被消除，此时是对

PMCA 外排钙的速率常数测定，即 rPMCA。

1.9  统计学方法　　实验数据以 mean ± SD 的方式表
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示，在体大鼠和钙释放实验数据分析采用配对 t检验；

咖啡因诱导的钙释放实验和钙泄露实验数据分析采

用组间比较 t 检验；离体大鼠心脏实验数据采用单

因素方差分析，P < 0.05 时认为差异具有统计学意

义。采用 SigmaPlot 12.5 软件进行数据统计并绘图。

2  结果

2.1  PF-04449613对在体大鼠血流动力学的作用

心脏及主动脉双压力 Millar 导管实验结果表明，

PF-04449613 (5.5 mg/kg, ip) 显著影响大鼠左心室功

能，具体表现为增加搏出功 (stroke work, SW)、心

输出量 (cardiac output, CO)、每搏输出量 (stroke volume, 
SV)、左室收缩末期压 (end-systolic pressure, Pes) 及
射血分数 (ejection fraction, EF)，降低左室收缩末期

容积 (end-systolic volume, Ves)、左室舒张末期容积

(end-diastolic volume, Ved) 及左室舒张末期压 (end- 
diastolic pressure, Ped) (P < 0.05, n = 5)。此外，PF-
04449613 对血管血流动力学的作用表现为显著增加

收缩压 (systolic blood pressure, SBP)、降低舒张压

(diastolic blood pressure, DBP)，且降低动脉弹性

(arterial elastance, Ea)( 与外周血管阻力正相关 ) (P < 
0.05, n = 5)。表 1 为 PF-04449613 对正常大鼠心脏

血管血流动力学参数的统计结果，心脏及动脉血流

动力学变化的代表性曲线见图 1 和图 2。
2.2  PF-04449613对大鼠离体心脏收缩力的作用

为了排除神经体液因素的影响，大鼠离体心脏

灌流实验被用于分析 PF-04449613 对心脏的直接作

用。离体心脏实验除采用心脏自发节律 (non-pacing)
外，还采用固定频率刺激法 (pacing) 触发离体心脏

产生恒定频率收缩，排除心率对收缩力的影响。

Pacing 法采用 4 Hz 刺激频率，该频率形成的心率

为 240 次 /min，与 Non-pacing 法的心率相近。结果

表明：PF-04449613 (0.001, 0.01, 0.1, 1 μmol/L) 浓度

依赖性地增加大鼠左心室 non-pacing 及 pacing 法的

左心室发展压 (left ventricular developed pressure, LVDP)
及左心室压力上升最大速率 (+dp/dtmax) (P < 0.05, 
n = 5) ；在 non-pacing 状态下，心率出现浓度依赖

性降低 (P < 0.05, n = 5)( 表 2，图 3)。
2.3  PF-04449613对大鼠左心室心肌细胞钙释放的作用

采用场刺激诱导下的左心室肌细胞钙释放技术

探究 PF-04449613 对在体及离体心脏的正性肌力作

用的细胞水平机理。来自 6 个不同大鼠心脏的 6 个

细胞的实验结果表明：PF-04449613 (5 μmol/L) 增
加大鼠左心室钙释放幅值 ( 从正常对照组的 100.00 ± 
58.81 增加到 PF-04449613 组的 111.61 ± 67.55, P = 
0.00695, n = 6)，并增强其回吸收的速率 ( 图 4A，B)。
钙释放曲线分为快速上升相及下降相，上升相主要

由 RyR2 通道开放引起肌浆网钙释放至胞浆，下降

相主要由 SERCA2a 回吸收钙至肌浆网，以及通过

NCX 及 PMCA 外排至细胞外引起的。其中 SER-
CA2a 的回吸收介导了快速下降相，其回吸收钙的

速率常数为 α，NCX 和 PMCA 外排钙于细胞外介

表1. PF-04449613对正常麻醉大鼠左心室和动脉血流动力学参数的影响

Table 1. Effects of PF-04449613 on left ventricular and aortic hemodynamic parameters of anesthetized normal rats
Kinetic parameters	 Control	 PF-04449613 (5.5 mg/kg, ip)
SW (mmHg·μL) 4 728.8 ± 409.6 5 303.4 ± 408.4*

CO (μL/min) 20 457.5 ± 3 996.0 24 753.8 ± 6 097.9*

SV (μL) 62.6 ± 5.8 67.6 ± 6.9*

Ves (μL) 74.8 ± 7.5 59.6 ± 13.5*

Ved (μL) 137.3 ± 12.5 127.3 ± 18.9*

Pes (mmHg) 75.9 ± 7.2 78.9 ± 7.6*

Ped (mmHg) 6.4 ± 2.0 5.8 ± 2.2*

HR (beats/min)	 325.0 ± 40.3	 363.5 ± 68.1
EF (%) 45.6 ± 1.7 53.6 ± 4.4*

SBP (mmHg) 107.4 ± 6.4 110.8 ± 4.6*

DBP (mmHg) 56.6 ± 5.2 48.4 ± 4.8*

Ea (mmHg/μL) 1.23 ± 0.2 1.18 ± 0.2*

Data were expressed as mean ± SD, n = 5. Paired t-test was used. *P < 0.05 vs respective control. SW: stroke work; CO: cardiac out-
put; SV: stroke volume; Ves: end-systolic volume; Ved: end-diastolic volume; Pes: end-systolic pressure; Ped: end-diastolic pressure; 
HR: heart rate; EF: ejection fraction; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure; Ea: arterial elastance.
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图   1. PF-04449613 (5.5 mg/kg, ip)对在体正常大鼠左心室压力-容积环及主动脉压影响的代表性曲线

Fig. 1. Representative simultaneously recorded curves of rat left ventricular pressure, volume and aortic blood pressure (A), and the 
derived left ventricular pressure-volume relationship (B) before and after administration of PF-04449613 (5.5 mg/kg, ip). Intraperitoneal 
injection of 0.3 mL DMSO had no significant effect on hemodynamic parameters in rats (C).

图   2. PF-04449613 (5.5 mg/kg, ip)对正常大鼠左心室压力与动脉压影响的代表性曲线

Fig. 2. The simultaneously recorded curves of rat left ventricular pressures (A) and aortic blood pressures (B) before and after admin-
istration of PF-04449613 (5.5 mg/kg, ip).

导了缓慢下降相，其外排钙的速率常数为 β。PF-
04449613 (5 μmol/L) 显著增强 SERCA2a 介导的快

成分，其速率常数 α 值显著增加 ( 从正常对照组的

3.85 ± 1.00 增加到 PF-04449613 组的 4.18 ± 1.15，
P = 0.0132，n = 6，图 4G) ；PF-04449613 降低 NCX
和 PMCA 介导的慢成分，其速率常数 β 值显著降

低 ( 从正常对照组的 0.20 ± 0.07 下降到 PF-04449613
组的 0.18 ± 0.06，P = 0.0278，n = 6，图 4H)。钙释

放代表性曲线及其下降相拟合曲线见图 4。
2.4  PF-04449613对大鼠左心室心肌细胞NCX、

PMCA及肌浆网钙泄漏率的作用

本实验在场刺激诱导钙释放的基础上，结合高

浓度咖啡因诱导肌浆网 RyR2 完全开放，使肌浆网

与胞浆之间的钙浓度梯度消失，从而间接废除肌浆

网 SERCA2a 的功能，实现胞浆钙浓度下降由 NCX
及 PMCA 外排细胞外所介导，从而实现分析 NCX
及 PMCA 单独或联合外排钙的速率，以及分析舒

张期钙泄漏占肌浆网钙容量 ( 与肌浆网及胞浆之

间钙浓度梯度正相关 ) 的比值 ( 钙泄漏率 )。实验结

果表明，PF-04449613 (5 μmol/L) 未显著性改变 NCX
及 PMCA 联合活性速率常数 (rNCX+PMCA)( 从对照组

的 0.207 ± 0.07 到 PF-04449613 组的 0.215 ± 0.14，n = 
10，P = 0.89，图 5)。同样，PF-04449613 (5 μmol/L)
未显著改变 PMCA 外排钙的速率常数 (rPMCA)( 从对
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照组的 0.030 ± 0.019 到 PF-04449613 组的 0.032 ± 
0.011，n = 12，P = 0.815，图 6D)。然而，PF-04449613 
(5 μmol/L) 显著降低舒张期 Ca2 + 泄漏率 [ 从对照组

的 (7.1 ± 0.03)% 降 低 至 PF-04449613 组 的 (4.5 ± 
0.02)%，n = 12，P = 0.0198，图 6C]。

3  讨论

本研究从整体、离体心脏及细胞水平阐明了

PDE9 抑制剂 PF-04449613 对正常大鼠血流动力学

作用及其细胞的作用机理，虽然没有研究其心脏病

理模型条件下的作用，但为病理模型研究提供了理

论基础，同时也间接提供了 PDE9 对血流动力学的

作用。PDE9 是所有水解 cGMP 的 PDE 中对 cGMP
亲和力最高的酶 [3]，虽然早期研究大多关注其对神

经系统的研究与开发 [9]，近年来其对心血管的作用

越来越受到关注 [11–13]。单纯的正性肌力药物很难满

足于心衰的治疗，心衰的功能障碍主要在心脏，而

治疗主要以减轻心脏负担为目的。2016 欧洲心脏病

学会发布的更新版充血性心衰药物治疗指南 [18] 指

出，洋地黄 ( 正性肌力药物 ) 仅仅发挥辅助作用。

表2. PF-04449613对正常大鼠离体心脏左心室收缩力及心率的作用

Table 2. Effects of PF-04449613 on left ventricular contractility and heart rate in isolated rat hearts in the non-pacing and pacing modes
  Non-pacing			   Pacing (4 Hz)		
 LVDP (mmHg)	 HR (beats/min) +dp/dtmax (mmHg/s)	 LVDP (mmHg) HR (beats/min) +dp/dtmax (mmHg/s)
Control 11.1 ± 0.9	 231.6 ± 10.3	    889.9 ± 224.4 18.3 ± 2.7	 240.0	 1 266.2 ± 82.8
0.001 μmol/L 	 11.9 ± 0.9	 217.8 ± 9.1*	 1 203.0 ± 261.4*	 21.5 ± 3.2*	 240.0	 1 384.0 ± 66.0*

PF04449613
0.01 μmol/L 	 13.7 ± 0.8*# 203.2 ± 9.2*#	 1 251.5 ± 273.9*	 22.7 ± 3.5*#	 240.0	 1 399.3 ± 72.1*#

PF04449613
0.1 μmol/L 	 20.5 ± 2.1*#△	 195.8 ± 9.6*#△	 1 698.4 ± 293.7#△	 24.2 ± 3.2*#△	 240.0	 1 441.2 ± 79.7*#△

PF04449613
1 μmol/L 	 22.1 ± 1.9*#△▲	 192.4 ± 9.5*#△▲	 1 728.1 ± 289.0*#△	 25.2 ± 3.0*#△▲	 240.0	 1 671.5 ± 81.7*#△▲

PF04449613
Data were expressed as mean ± SD, n = 5. One-way ANOVA was used. *P < 0.05 vs control; #P < 0.05 vs 0.001 μmol/L group; △P < 0.05 
vs 0.01 μmol/L group; ▲P < 0.05 vs 0.1 μmol/L group. LVDP: left ventricular developed pressure; HR: heart rate; +dp/dtmax: peak rate 
of rise of left ventricular pressure. 

图   3. PF-04449613对大鼠离体心脏左心室发展压的影响

Fig. 3. Representative left ventricular developed pressure curves from the isolated rat hearts in non-pacing (A) and pacing (B) modes 
before and after perfusion of PF-04449613 (0.001, 0.01, 0.1, 1 μmol/L).
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图   4. PF-04449613 (5 μmol/L)对大鼠左心室肌细胞场刺激诱导的钙释放作用代表性曲线及其下降相拟合曲线

Fig. 4. Representative curves of field stimulation induced Ca2+ transients and the representative curve fittings by two exponential equa-
tion. A: The continuously recorded Ca2+ transients curves before (Control) and after perfusion of PF-04449613 (5 μmol/L). B: The 
Ca2+ transients curves before (Control) and after perfusion of PF-04449613 (5 μmol/L). C and D: The decaying phase curves of Ca2+ 
transients by deleting the fast rise phase curves before and after perfusion of PF-04449613 (5 μmol/L). E and F: The decaying phase 
curves are presented as the relationships between timings of s in X axis and the log10 fluorescence intensities in Y axis. The decaying 
phase is expressed as an equation of y = A*e−αt + B*e−βt. The equation of fast component is described as y = A*e−αt and slow one as 
y = B*e−βt. G is the fast component rate constant (α) mediated by SERCA2a and H is the slow component rate constant (β) mediated 
by combined NCX and PMCA. The representative two exponential fittings before and after perfusion of PF-04449613 (5 μmol/L), 
respectively, are also presented in (E) and (F). Data were expressed as mean ± SD, n = 6. The statistical analysis was performed by 
paired t-test. *P < 0.05 vs control.
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图   5. PF-04449613 (5 μmol/L)对NCX及PMCA联合活性速率常数(rNCX+PMCA)作用的代表性曲线及其统计结果

Fig. 5. Effect of PF-04449613 on decaying rate constant of Ca2+ extrusion by NCX plus PMCA (rNCX+PMCA). A and B: The represen-
tative curves of Ca2+ transients induced by caffeine (20 mmol/L) in control and PF-04449613 (5 μmol/L) treated rat left ventricular  
myocytes. C: Statistical result of rNCX+PMCA. NT: normal Tyrode’s solution. Mean ± SD, n = 10 for both control and PF-04449613 (5 
μmol/L) groups .The t-test was used for statistical analysis.

图   6. PF-04449613 (5 μmol/L)对PMCA外排钙的速率常数(rPMCA)及钙泄漏率作用的代表性曲线及统计分析

Fig. 6. Effect of PF-04449613 on decaying phase rate constant of Ca2+ extrusion by PMCA alone (rPMCA) and Ca2+ leak rate. A and B: 
Representative curves of Ca2+ transients induced by caffeine (20 mmol/L) and Ca2+ leak rate in absence (A) and presence (B) of  PF-
04449613 (5 μmol/L) in the conditions of Na+ and Ca2+ free extracellular solution with or without Tetracaine following steady field 
stimulation induced Ca2+ transient in normal Tyrode’s solution (NT). Tetracaine, a RyR2 blocker, was used to block the Ca2+ leak from 
RyR2. The histograms show the statistical results of Ca2+ leak rates of real leak value to Ca2+ content (C) and rPMCA (D). Mean ± SD, 
n = 12 for both control and PF-04449613 (5 μmol/L) treated group. The t-test was used for statistical analysis. *P < 0.05 vs control.
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而新的抗心衰药物 Ivabradine 在发挥正性肌力的同

时还能降低外周阻力降低心率，越来越受到临床的

关注 [19]。

本研究的双压力 - 容积导管实验表明 PDE9 抑

制剂 PF-04449613 对大鼠心脏具有正性肌力作用，

同时增加收缩压，降低舒张压及血管外周阻力。有

研究报道，PF-04449613 使细胞内 cGMP 水平升高，

激活环鸟苷酸依赖的蛋白激酶 (PKG) 从而使肌浆网

SERCA2a 摄取钙离子增加；PKG 还可以磷酸化三

磷酸肌醇受体 (IP3 受体 )，导致肌浆网和内质网钙

释放减少 [20] ；PKG 可以激活钙离子依赖的大电导

钾离子通道 (BK)，从而打开该通道，使细胞膜超极

化，并关闭许多其他通道，包括 L 型钙通道 [21]。这

些途径都降低了细胞内游离的钙离子浓度而使血管

平滑肌舒张，最终导致血管外周阻力的降低。本研

究离体心脏实验同样表明 PF-04449613 具有正性肌

力作用，表明 PF-04449613 的这种作用是不依赖于

神经体液。然而，PF-04449613 对心率的作用，在

体与离体表现相反的作用，PF-04449613 对心脏的

直接作用 ( 离体心脏实验 ) 是减慢心率；而在体实

验条件下，PF-04449613 显著增加心率。在体实验

条件下，PF-04449613 增加心率可能是降低血管外

周阻力导致的交感神经活性增强，但这需要进一步

实验确认。

基于正性肌力作用与胞浆钙释放有着密切关

联，本研究采用钙释放实验探讨 PF-04449613 正性

肌力的作用机理。钙释放直接影响心肌的收缩与舒

张，受到多种因子和酶的调控。钙从肌浆网中释放

到胞浆，必须具备两个条件，一是肌浆网钙浓度高

于胞浆，二是钙释放的通道 RyR2 通道突然开放。

随后舒张期钙被肌浆网 SERCA2a 逆浓度耗能回吸

收到肌浆网，还有少量钙经过细胞膜上 NCX 及

PMCA 外排出细胞。此外，在舒张期 RyR2 存在一

定程度的钙泄漏，而钙泄漏直接影响心肌舒张期的

舒张程度 [22, 23]。RyR2 及 SERCA2a 功能受多种酶的

调控，其中包括蛋白激酶 A (protein kinase A, PKA)[24]

及钙 / 钙调蛋白依赖性蛋白激酶 II (Ca2+/calmodulin- 
dependent protein kinase II, CaMKII) [25]。PDE9 抑制

剂增加细胞内不同时空内 cGMP 浓度，实现对 PKA
及 CaMKII 的调控，从而调节钙释放。本研究场刺

激诱导的钙释放实验中，PF-04449613 增加肌浆网

的钙释放幅值，该作用或是 RyR2 通道开放程度增

加，或是肌浆网 SERCA2a 活性增加而导致肌浆网内

钙浓度梯度增加。而钙泄漏实验表明 PF-04449613
并没有影响 RyR2 活性，因此判断 SERCA2a 活性

增加是正性肌力作用的主要作用靶点。钙释放的下

降相主要由 SERCA2a 介导，采用药物代谢动力学

的药物浓度 - 时间分析的方法，对下降相曲线进行

分析，结果表明钙释放的下降相具有两个成分，一

是由 SERCA2a 介导的快速下降成分，另一个为

NCX 及 PMCA 介导的缓慢下降成分。PF-04449613
能增加快速下降相快成分的速率，降低下降相慢成

分的速率 (NCX 及 PMCA 介导 )。此外，咖啡因诱

导的钙释放实验表明，PF-04449613 并未显著影响

NCX 及 PMCA 的活性。这两个结果表面上是不一

致，但实际上并不相互矛盾。在场刺激钙释放实验

中，由于并没有采用咖啡因，SERCA2a 的功能未

被废除，钙释放的回吸收相由 SERCA2a、NCX 及

PMCA 参与。由于 SERCA2a 的活性被 PF-04449613
增强，钙主要通过 SERCA2a 回吸收至肌浆网，而

钙通过 NCX 及 PMCA 外排至细胞外的作用减弱。

在咖啡因诱导的钙释放中，SERCA2a 的功能被废除，

PF-04449613 对 NCX 及 PMCA 的直接作用无显著性

改变，这也反映了整体生理功能实验的优势。在咖

啡因诱导的钙释放实验中，PF-04449613 显著降低

舒张期钙泄漏率。此作用很好地解释了在体实验中

舒张期心室压力下降的现象。

本研究仅从正常大鼠的生理功能阐明 PDE9 抑

制剂 PF-04449613 对心脏正性肌力作用机理，但仍

需要在心衰模型动物和分子生物学方面进一步确认

PF-04449613 增加 SERCA2a 活性的具体靶点，包

括受磷蛋白磷酸化等。尽管如此，本研究首次阐明

PDE9 抑制剂可改变心脏血管血流动力学参数，显

著影响大鼠左心室功能。

综上所述，PDE9 抑制剂 PF-04449613 通过增

加 SERCA2a 活性发挥其对大鼠心脏正性肌力作用，

降低外周血管阻力从而导致舒张压降低。
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