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前言

人类 ether-a-go-go相关基因（HERG，Human ether-a-go-go
related gene)通道在很多细胞和组织都有分布，并编码一种延迟

性整流钾通道[1，2]，除了在细胞增殖、分化、凋亡和激素分泌等生

理及病理过程中起重要作用[3-5]，还可以诱导肿瘤细胞凋亡[6]。其

诱导细胞凋亡引起的容量改变与细胞的容量下降过程相似。近

来发现，细胞代谢时会伴有细胞容量的改变，在细胞分化、生

长、迁移、坏死、凋亡等过程中均有细胞容量改变的发生[7]。病理

状态下，各种致病因素经常导致机体内环境紊乱使细胞内外渗

透压改变[8]。因而深入理解细胞容量调节机制不仅具有重要的

生理意义，而且对揭示疾病的发病机制进而提出有效的药物治

疗方法具有重要的意义。我们在试验中发现，转染了 HERG通

道的 HEK293细胞在低渗状态下通过细胞容量调节其体积比
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摘要 目的：研究 HERG钾通道在细胞容量调节中的作用，并探讨其作用机制。方法：全部试验应用稳定转染 HERG-HEK293细胞

和 HEK293细胞。应用全细胞膜片钳技术记录 HERG钾电流。结果：①当 HERG-HEK293细胞处于低渗状态，指令电压为 0 mV

时，Istep增加 60%（n=12，P<0.05）；如指令电压为 +30 mV，Itail增加 72.1%（n=11，P<0.01)，增大的 HERG电流可被特异性 HERG

钾电流阻断剂 Cisapride（100nM）抑制，Istep被抑制 97.2%(n=6，P<0.01)，Itail被抑制 174.1%(n=6，P<0.01)。②在低渗状态，指令电

压为 0 mV 时，容量调节性氯通道阻断剂尼氟灭酸（NFA，10 nmol/L）使 Istep 抑制 46.2%（n=12，P<0.01)，Itail抑制 48.5%（n=11，
P<0.01）；给以容量调节性氯通道阻断剂 DIDS 100 滋mol/L时，Istep抑制 45.9%（n=12, P<0.01)，Itail抑制 51.1%（n=11，P<0.01）。结
论：HERG通道部分参与调节性细胞容量下降过程。其参与的细胞容量调节与容量调节性氯通道的激活相伴随。
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The Contribution and Mechanism of the HERG Potassium Channels on the
Regulation of Cell Volume*

To investigate the effect of HERG (Human ether-a-go-go related gene) potassium channels on the

regulatory volume decrease and to reveal the possible mechanism. The stable HERG-transfected HEK293 cell line and HERG

non-transfected HEK293 cell line were used for all the experiments, HERG potassium current was recorded in whole-cell patch-clamp

techniques. ① When the HERG-HEK293 cells are exposed to the hypotonic solution and the test potential is 0mV, the Istep

increased 60%(n=12, P<0.05); the Itail increased 72.1% (n=11, P<0.01); the increase currents can be inhibited by the specific blocker
Cisapride (100nmol/L), Istep can be inhibited by 97.2% (n=6, P<0.01) and the Itail can be inhibited by 174.1% (n=6, P<0.01). ②

Exposure to the hypotonic solution and in the presence of the volume regulated chloride channel blockers Niflumic Acid (10 nmol/L), the

Istep can be inhibited by 46.2% (n=12, P<0.01) and the Itail can be inhibited by 48.5% (n=11, P<0.01); In the presence of DIDS (100

滋mol/L), the Istep can be inhibited by 45.9% (n=12, P<0.01) and Itail can be inhibited by 51.1%(n=11, P<0.01). HERG
potassium channels are partly involved in the process of the regulatory volume decrease, and the involvement followed the activation of

the volume regulated chloride channel.
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原来处于等渗条件时小很多，所以我们设想 HERG通道参与

了细胞容量调节的过程。目前，国内外这方面相关报道较少，如

果能发现其参与容量调节的机制，将会有很重要的理论及临床

指导意义。

1 材料与方法

1.1 材料与溶液
1.1.1 细胞系 HEK293 (Human Embryonic Kidney 293)细胞

系购于哈尔滨医科大学肿瘤研究所。HERG稳定转染 HEK293

细胞系由加拿大蒙特利尔心脏研究所赠送。

1.1.2 主要试剂和药品 HEPES、EGTA、Mg-ATP、G418、二甲

基亚砜（DMSO）、D-mannitol、Tris-base、西沙必利(Cisapride)、
DIDS、尼氟灭酸(Niflumic Acid)（Sigma 公司）；BSA（上海生物

公司）；胰蛋白酶（GIBCO公司）；胎牛血清（杭州四季青公司）；
RPMI-1640液体培养基（Hyclone公司）。
1.1.3 主要液体配置 正常台式液：（Tyrode's solution，mmol/L）
NaCl 136，KCl 5.4, MgCl2·6H2O 1, HEPES 5, NaH2PO4 0.33, Ca-
Cl2 1, glucose 10；低渗台式液：（Hypo-Tyrode's solution，
mmol/L）NaCl 90，其他成分与正常台式液相同，应用 NaOH调
pH为 7.3-7.4；电极液：（pipette solution, mmol/L）KCl 130, MgCl

2.6H2O 1, EGTA 5, MgATP 5, HEPES 10, GTP 0.1应用 KOH调
pH为 7.2，分装至 1.5 mL离心管中备用；等渗外液 NaCl 70，
KCl 5，HEPES 10，CaCl2 1，D-Mannitol 140；低渗外液 NaCl 70，
KCl 5, HEPES 10, CaCl2 1，应用 Tris-base调 pH为 7.4，用甘露

醇将渗透压调整为 300 mosm/L作为等渗细胞外液，将渗透压

调整为 163 mosm/L作为低渗细胞外液。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养 当细胞融合至 70%即处于对数生长期时，开

始传代培养，传代时移去培养基，加入 0.25%胰蛋白酶 1 mL消

化 2-4 min至细胞分散，吹打。将细胞移入离心管离心（1000
rpm，5 min），培养液重新悬浮混匀细胞，接种于含 10%胎牛血
清和 5%G418的 DMEM培养基的培养瓶中，置于 37℃含 5%

CO2的培养箱中培养。培养的 HEK细胞为单层生长，传代率为
1:3到 1:4，每 2-3 d传代一次。

1.2.2 单细胞制备 取生长状态良好处于对数生长期的细胞，

采取一般传代方法消化细胞，消化约 2-4 min，移至离心管离
心，后保存于装有 KB液的试管中，吹打使之分散成为单个细

胞，置于 4 ℃冰箱稳定 1 h待用。全部细胞 6 h内用完。
1.2.3 全细胞膜片钳记录 将细胞滴入浴槽中，用恒流泵以细

胞外液冲洗细胞至细胞表面清洁，调整恒流泵至每分钟流量约

10倍浴槽体积。应用微电极拉制仪制备电极，使电极尖端电阻

约 3-4 MΩ。冲灌电极内液。当获得封接电阻大于 1GΩ 时，轻

轻吸破细胞记录全细胞膜电流。整个实验过程由计算机软件

pCLAMP 8.2控制数 -模转换器完成刺激信号的产生、反馈信

号的采集以及数据分析。串联电阻控制在 5MΩ 以下，补偿至
少 90%，并且实验过程中保证串联电阻的稳定。信号输入经过
1kHz的滤波，数据存于计算机硬盘以便分析。全部实验在室温

下进行。

1.3 数据的统计学分析
数据进行统计分析并作图，实验数据以 mean± SE表示，

用组间 t检验进行统计差异性检验，P<0.05认为有显著差异。

2 结果

2.1 不同渗透压细胞外液，指令电压从 -60 mv到 +40 mv时记
录到的 HERG电流

形成全细胞构型后，在电压钳模式下记录电流。刺激设计

程序为：保持电压为 -80 mV，指令电压范围从 -60 mV到 +40

mV，步阶 10 mV，间隔时间为 2500 ms，电压复极到 -50 mV，持

续2500 ms，以记录尾电流。每隔 3-10 min确定 HERG电流最
小程度 rundown，分别记录细胞处于等渗和低渗细胞外液时的

电流情况。细胞处于低渗外液(NaCl 90，KCl 5.4，MgCl2觶6H2O 1，
HEPES 5，NaH2PO4 0.33，CaCl2 1，glucose 10 mmol/L) 时 HERG

电流比处于等渗外液时(NaCl 136 mmol/L，其他成分与低渗外

液相同)电流明显增加，HERG稳态电流在膜电位去极化到 -10

mV-0 mV电压时达到最大值，尾电流在 +20 mV-+40 mV时完

全激活，达到最大。低渗时 HERG电流明显增加，增加的电流

可分别被氯通道阻断剂 DIDS，NFA和 HERG通道阻断剂 Cis-

apride所抑制。
2.2 等渗，低渗细胞外液和低渗时阻断剂对 HERG电流的密度
-电压曲线的影响

低渗状态刺激电压为 0 mV时使 HERG电流从等渗状态

的 44.23± 5.12 pA/pF(n=13)增大到 70.65± 9.37 pA/pF（n=13），
+20 mV 时尾电流从 50.27 ± 4.1 pA/pF 增大到 75.49 ± 7.1

pA/pF（n=13）。该增大的电流可被 Cisapride(100nmol/L)所抑制，

在相同电压下使稳态电流减少为 29.1± 5.7 pA/pF（n=13），尾电

流为 27.7± 7.6 pA/pF（n=13），说明增大的电流包括部分 HERG

电流。而预先用氯通道阻断剂 DIDS (100 滋mol/L) 和 NFA(10
nmol/L) 处理，低渗状态时稳态电流在 0 mV时分别为 32.9±
1.7 pA/pF（n=13）和 30.9± 3.3 pA/pF（n=13），在 +20 mV时尾电

流为 37.2± 2.1 pA/pF（n=13）和 39.1± 3.3 pA/pF（n=13）。在等渗

状态时，氯通道阻断剂对 HERG电流无改变(数据未给出)。氯

通道阻断剂明显抑制低渗时 HERG电流的增大，由于氯通道被

阻断，细胞内氯离子外流减少，膜电位朝着去极化方向变化程

度减弱，不足以达到使 HERG通道激活的阈电位，因此 HERG

电流增加减弱。说明低渗状态下 HERG通道的激活是与氯通
道的开放相藕联的。

2.3 HERG通道在等渗和低渗状态时的激活曲线

图 3为 HERG电流的激活曲线，等渗时，Vh＝ -22.97 mV，
k=9.31；低渗时 Vh＝ -24.99 mV，k=9.92。(n=6，P>0.05)激活过程

未见显著改变。说明低渗细胞外液使 HERG电流增加不是通
过改变其电导的特性来实现的。

3 讨论

在心肌细胞中 IK由快反应延迟整流性钾电流 IKr和慢反
应延迟整流行钾电流 IKs两部分组成[9,10]，IKr通道参与心肌细

胞动作电位的形成，是 3期复极过程的主要离子承担者[11]。IK

与细胞容量的关系，很多研究表明低渗时 IKs电流明显增大，

但是具体机制不明，可能与 PKC相关受体有关，而对于低渗时
IKr的变化并无定论，有的研究表明低渗时 IKr增大，有的研究

减小，有的则无变化[12,13]。心肌细胞上 IKr电流很小，不容易记

6254· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.32 NOV.2014

图 1 不同渗透压细胞外液，指令电压从 -60 mv到 +40 mv时记录到的 HERG电流

Fig.1 Typical HERG current recorded from different osmotic pressure when the holding potential step from -60 mv to +40 mv

刺激设计程序为：保持电压为 -80 mV，指令电压范围从 -60 mV到 +40 mV，步阶 10 mV，间隔时间为 2500 ms，电压复极到 -50 mV,持续 2500 ms,

以记录尾电流。A.等渗，B.低渗，C.低渗 +NFA，D.低渗 +cisapride

Holding potential is -80 mv, 2500 ms depolarising potential from -60 mv to +40 mv applied in 10mv increment, tail current is recorded with a step -50mv

for 2500 ms. A. isotonic solution B. hypotonic solution C. in the presence of NFA during the hypotonic shocks D. in the presence of hypotonic solution

plus cisapride.

图 2 第 2天 HA涂层(a)和 Si-HA涂层(b)扫描电镜下成骨细胞

Fig.2 Effect of different osmotic pressure and blockers on HERG current stably expressed in HEK293cells

A.HERG通道阻断剂 cisapride (100 nmol/L)对 HERG通道的电流密度 -电压曲线的影响(vs. Hypo, P<0.05, n=13)。B.氯通道阻断剂 DIDS（100

滋mol/L）和 NFA(10 nmol/L)对低渗时 HERG电流的电流密度 -电压曲线的影响(vs. Hypo P<0.05, n=13)。

A.The effect of HERG channel blocker cisapride (100 nmol/L) on the current density-voltage curve of HERG current expose to the hypotonic solution (vs.

Hypo P<0.05, n=13). B.The effect of chloride channel blockers DIDS(100 滋mol/L) and NFA (10 nmol/L) on the current density- voltage curve of HERG

current expose to the hypotonic solution (vs. Hypo P<0.05, n=13).
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录，很容易受到其他电流的干扰。本研究首次采用转染细胞观

察低渗时 HERG通道在细胞容量调节过程中的作用，观察结

果支持上述结论低渗时 HERG电流增大。由于 HEK293细胞

只表达少量背景电流和内源性的氯电流，因此可以很好地排除

其他通道电流的干扰，记录到完整的 IKr电流，便于研究观察。

但是转染细胞所表达的 HERG通道的量要远远高于正常心肌

细胞所表达的量，处于一种过表达状态，低渗使细胞体积增大，

激活容量调节性氯通道，使细胞膜去极化，低渗时 HERG电流

增大可能与其通道的过表达状态有关。

细胞体积发生变化时可以激活容量调节性氯通道。低渗时

细胞体积增大，激活氯通道，氯离子外流形成内向性正电流，使

膜电位去极化达到钾通道开放的阈电位，从而激活钾通道，

KCl外流，其中 Na+/Cl-转运体，Na+/K+/2Cl-共同转运体也同时

参与细胞容量调节过程使细胞恢复原来的体积，这是细胞容量

调节调节的基本机制[14]。

细胞的增殖和凋亡在维持机体正常功能有着同样重要的

作用[15,16]，它们之间微妙的平衡关系协调着细胞内环境的稳定，

组织、器官的形态和构造。紊乱的增殖或者凋亡过程都会产生

不计其数的病理结果。过度凋亡或者细胞增殖过程受损会导致

退行性疾病的发生[17,18]，例如心衰，动脉粥样硬化，高血压或者

海默尔茨综合症的发生。然而，过度增殖或者凋亡过程受损坏

则会导致肿瘤的发生和癌症的形成[19,20]。钾通道在调节细胞的

生长和死亡过程中都起着很重要的作用，而且在肿瘤的发生、

发展和治疗中有着不可忽视的地位，因此钾通道以成为治疗肿

瘤的新方向。

由于容量调节过程和 HERG钾通道均与细胞的凋亡息息

相关，但是就目前的研究结果看来，仍然没有足够的证据能证

明在临床可以应用与此相关的技术来治疗癌症，但这仍不失为

一种潜在的治疗手段，至少对于癌症患者来说，这种治疗还是

有其优势存在的。正常组织细胞只表达低水平的 HERG通道，

而在癌细胞或组织中则有异常、过量表达，这些增加钾通道可

以作为细胞转化的重要标志，作为早期诊断癌症的生物学指标，

这些钾通道的出现即预示着癌症的发生。本实验的研究结果则

揭示了 HERG通道激活可能的新机制，为今后癌症的治疗提供

了可能的新手段。

本研究初步得出：HERG钾通道参与细胞容量调节过程和

HERG通道参与 RVD过程与氯通道激活相关联。
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型中选择性抑制MMP或针对性沉默基因与 LV壁变薄和扩张
相关 [17]。本研究显示与假手术组相比，MI 5 周后 MMP-2 和
MMP-9水平显著升高，结果与之前研究慢性重塑期间 MMP-2
和MMP-9活性升高相符[18]。

梗死后抑制炎症反应和基质金属蛋白酶活性可能会延缓

愈合。本研究中 MI后一周注射 ghrelin，与心室扩张加大不相
关，瘢痕厚度增加，梗死边界区域重塑。MMP活性在梗死后重
塑过程中起关键作用，控制 MMP活性成为治疗心肌重塑的一
个重要靶点，ghrelin可能成为一种治疗心力衰竭的新型制剂。

总之，急性心肌梗死后 CHF大鼠注射 ghrelin可抑制心室
重塑，改善心肌功能，而 ghrelin的心肌保护作用可能与其抗炎
作用有关。
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