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Abstract
AIM: To study the effects of berberine on ion channels in
isolated rat hepatocytes.

METHODS: Tight-seal whole-cell patch-clamp techniques
were performed to investigate the effects of berberine on
the delayed outward potassium currents (IK) and Ca2+ re-
lease-activated Ca2+ current (ICRAC) in enzymatically isolated
rat hepatocytes.

RESULTS: Berberine 1-300 µmoL/L reduced IK in a concen-
tration-dependent manner with EC50 of 39±5 µmoL/L and
nH of 0.82±0.05 (n =8). When the bath solution was changed
to tetraethylammonium (TEA) 8 mmol/L, IK was inhibited.
Berberine 30 µmol/L reduced IK at all membrane potentials
examined, especially at potentials positive to +60 mV (n =8,
P <0.05 or P <0.01 vs control). Berberine 1-300 µmoL/L
also inhibited ICRAC in a concentration-dependent manner.
The fitting parameters were as follows: EC50=47±11 µmoL/L,
nH= 0.71±0.09 (n =8). The peak value of ICRAC in the I-V
relationship was decreased by berberine 30 µmol/L at po-
tential negative to -80 mV (n =8, P <0.05 vs control). But
the reverse potential of ICRAC occurred at voltage=0 mV in
all cells.

CONCLUSION: Berberine has inhibitory effects on potas-
sium and calcium currents in isolated rat hepatocytes, which
may be involved in the hepatoprotective effect.
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摘要
目的: 研究小檗碱对大鼠肝细胞延迟外向钾电流(IK)和钙释

放激活钙电流(ICRAC)的影响.

方法: 用酶消化法分离大鼠肝细胞，应用全细胞膜片钳技

术，研究小檗碱对大鼠肝细胞延迟外向钾电流(IK)和钙释放

激活钙电流(ICRAC)的影响.

结果: 小檗碱1-300 µmoL/L浓度依赖性地抑制IK，其 EC50
值为39±5 µmoL/L，nH为 0.82±0.05，30 µmoL/L小檗碱
在膜电位为+60 ~+140 mV显著降低IK幅值，I-V曲线下移

(n =8，P <0.05 or P <0.01 vs control). 小檗碱1-300 µmoL/L
亦浓度依赖性地抑制ICRAC，EC50值为47±11 µmoL/L，nH
为0.71±0.09. 小檗碱30 µmol/L使各膜电位下ICRAC幅值降
低，对内向电流和外向电流均明显减小，尤其减小膜电位

为-100 ~-80 mV时的ICRAC幅值(n =8，P <0.05 vs control).

结论: 小檗碱对大鼠肝细胞钾电流和钙电流均有抑制作用，

该作用可能与其肝保护作用有关.
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0   引言

小檗碱(berberine，Ber)是从毛茛科黄连属(Coptis chinensis
franch)根状茎中提取的异喹啉类生物碱. Ber可浓度依赖
性地抑制豚鼠心室肌细胞延迟整流钾电流和L-型钙电
流[1-2]. Hwang et al [3]报道Ber可拮抗叔丁基过氧化氢(tert-
butyl hydroperoxide，t -BHP)诱导的大鼠氧化应激性肝
损伤，降低血清转氨酶及碱性磷酸酶，增加肝血流量，
增强肝细胞再生能力，促进肝损伤的修复过程. Ber的
肝脏保护作用是否与其对肝细胞离子通道的作用有关，
目前尚未见相关研究报道. 我们采用全细胞膜片钳技术，
研究Ber对大鼠肝细胞延迟外向钾电流(IK)和钙释放激
活钙电流(ICRAC)的影响，以期从通道水平阐明其肝保
护作用的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  D-Hanks液成分为(mmoL/L): NaCl 137，KCl
5.4，NaH2PO4 0.5，Na2HPO4 4.16，Glucose 5.5，用



NaOH调节pH值至7.3. KB液成分为(mmoL/L): Glutamic
acid 70，KCl 130，taurine 15，K2HPO4 10，MgCl2
0.5，HEPES 10，Glucose 11，EGTA 0.5，用KOH
调节pH值至7.4. 记录 IK的细胞外液为改良Tyrode 液
(mmol/L): NaCl 144，KCl 4.0，CaCl2 1.8，MgCl2 0.53，
Na2HPO4 0.33，HEPES 5，Glucose 5.5，用NaOH调
节pH值至7.4. 电极内液为(mmoL/L): KCl 130，K2ATP
5.0，creatine phosphate 5.0，HEPES 5.0，用KOH调
节pH值至7.4. 记录 ICRAC的细胞外液为(mmoL/L): NaCl
140，KCl 2.8，CaCl2 10，MgCl2 0.5，HEPES 10，
Glucose 11，用 NaOH调节 pH值至 7.4. 电极内液为
(mmoL/L): Potassium glutamate 145，NaCl 8.0，MgCl2 1.0，
MgATP 0.5，EGTA 10，HEPES 10，用CsOH调节pH
值为7.2. Ber为黄色结晶粉末，Mr: 407.85，纯度>95%，
购自宜昌制药厂. Collagenase I，HEPES，K2ATP，creatine
phosphate，Potassium glutamate和MgATP均为Sigma公
司产品. EGTA购自Fluka Biochemika公司.
1.2 方法  采用改良的Seglen法 (Methods Cell Biol 1976;
13: 29-83). 成年Wistar 大鼠(雌雄不限，180±20 g，由
华中科技大学同济医学院实验动物部提供)采用 30 g/L
戊巴比妥钠50 mg/kg ip 麻醉. 肝素抗凝，行门静脉插
管. 首先用无Ca2+，无Mg2+ 的 D-Hanks 液灌流肝脏数
分钟，直至肝脏内残血排尽. 改用含 I型胶原酶0.3 g/L
D-Hanks液，循环灌流10 min，直至肝实质变软，压之
凹陷不易恢复，肝包膜下组织呈“龟背状”裂隙为止.
灌流液均用O2饱和，并保持37 ℃恒温. 完整剥离肝脏
并置于4 ℃的D-Hanks液中撕碎，制成混合肝细胞悬
液. 细胞悬液经200目筛网过滤至离心管中，500 r/min
离心2 min，去上清，重复离心3次以除去非肝实质细
胞. 细胞接种在盖玻片上，并保存在4 ℃ KB液中，供
8 h内使用. 此方法可获得85-95％活细胞. 有活性的肝
细胞胞体在相差显微镜下透亮呈圆形，细胞膜完整无
损且边界清晰. 而无活性的肝细胞肿胀，出现空泡及胞
膜破损. 将盖玻片放入1 mL的灌流槽中，置于倒置显微
镜 (XD-1012B，南京) 载物台上. 用细胞外液冲洗多余
的组织碎片和未覆着在盖玻片上的细胞. 采用全细胞膜
片钳技术，在电压钳模式下记录电流. 实验在室温(20-
22 ℃)下进行. 玻璃毛胚GG-17(南京六合泉水教学实验

仪器厂)经微电极拉制仪(pp-83，Narishige，Japan)分
两步拉制成尖端直径为1-1.5 µm的电极，充灌电极内
液并浸入细胞外液后电阻为2-4 MΩ 电极与膜片钳放大
器(PC-II型，华中科技大学)连接，放大器通过12位A/
D和D/A数据转换器(DA-1型，华中科技大学)由计算机
控制. 刺激产生和信号采集由Pclamp软件(IbbClamp32，
华中科技大学)控制. 电极入水后补偿液接电位，然后再
进行封接，封接电阻达1 GΩ以上，补偿快电容. 破膜
后调节慢电容补偿和串联电阻补偿(50-80%)，以减少
钳位误差和记录信号失真. 当记录电流稳定，即电流幅
度保持稳定时开始加药进行实验.
        统计学处理  实验数据用mean±SD表示，采用t检
验进行统计学处理，P <0.05表示差异有显著性.

2   结果

2.1 Ber 对大鼠肝细胞 IK的影响  保持电位为-50 mV，
以0.1 Hz的频率，施予+140 mV，900 ms的除极化脉冲，
可引出一外向电流，此电流可被TEA 8 mmoL/L阻滞，
即 IK. 将测试脉冲末的电流幅值作为 IK的幅值. Ber 10，
30 µmoL/L 分别使 IK由给药前的2 815±243 pA减小至
2 273±202 pA和1 889±137 pA (抑制率分别为19.3±2.7%
和34.1±6.0%). 1-300 µmoL/L浓度依赖性地抑制IK，经
Hill 方程拟合后，EC50为 39±5 µmoL/L，nH为 0.82±0.
05(图1B). 保持电位为-50 mV，施予+30 ~+140 mV，阶
跃为10 mV，900 ms的除极化脉冲，记录 IK，并以各
电流幅值对相应除极化膜电位作图得IK的 I-V曲线(图
1A，1C). Ber 30 µmoL/L在膜电位为+60 ~+140 mV显著
降低 IK幅值，I-V曲线下移(n =8，P <0.05 or P <0.01
vs control).
2.2 Ber对大鼠肝细胞ICRAC的影响  保持电位0 mV，以
0.2 Hz 的频率，施予-100 mV，200 ms 的脉冲刺激，
可记录到 ICRAC. Ber 10，30 µmoL/L分别使 ICRAC由给药
前的-238±22下降至-195±18 pA和 -162±17 pA(抑制
率分别为18.2±3.5%和32.1±4.0%). Ber 1-300 µmoL/L浓
度依赖性地抑制 ICRAC，EC50 为 47.2±10.9 µmoL/L，nH
为 0.71±0.09(图 2B). 保持电位0 mV，以0.2 Hz的频率，
施予-100 ~+80 mV，持续时间为200 ms，阶跃为20 mV
的脉冲刺激，得到一系列电流，即 ICRAC，分别测量

图1  Ber对大鼠肝细胞 IK的影响. A: Ber 30 µmoL/L前后 IK 的变化. 虚线代表零电流水平. B: Ber 对 IK量效曲线的影响. C: Ber 30 µmoL/L对 IK I-
V 曲线的影响. n =8, mean±SD . aP <0.05，b P<0.01 vs control.
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各膜电位下的 ICRAC，以各脉冲下电流幅值对相应膜电
位作图得 ICRAC I-V曲线(图 2A，C)，其反转电位约为
0 mV. Ber 30 µmoL/L使各膜电位下ICRAC幅值降低，对

ICRAC; 另一种为IP3通过与内质网IP3受体结合，主动地
耗竭Ca2+贮库，迅速激活ICRAC[16-18]. 我们主要通过在电
极内液中加入高浓度EGTA鳌合胞内Ca2+，缓慢激活
ICRAC[19].
       Ca2+ 作为第二信使，在肝细胞的糖原合成与分解、
电解质转运，以及肝细胞的生长增生过程中起着重要
作用. 一旦细胞内外Ca2+ 失衡，细胞将遭受功能性损
伤，甚至死亡[20-23]. 缺血再灌注肝损伤时，肝细胞内
Ca2+ 超载发生早，明显先于肝细胞内其他生物化学改
变，很可能是重要的始动因素之一[24-26]. 肝细胞内Ca2+

超载可激活磷脂酶和蛋白水解酶，促进氧自由基大量生
成，使线粒体内ATP的合成减少，是受损肝细胞死亡的
最后共同通路，也是细胞凋亡的关键因素之一[27-29]. 因
此，阻断肝细胞内Ca2+超载这一重要环节，对于减轻
肝缺血再灌注损伤，保护肝功能，具有重要的临床意义.
        Ber抑制ICRAC的EC50为47.20 µmoL/L，高于其抑制
心肌细胞电压依赖性钙通道的EC50 [30]. Ber对这两种电
流的敏感性不同进一步说明ICRAC不同于电压依赖性的
Ca2+ 通道. Ber 通过抑制肝细胞 IK，减少钾离子外流，
有利于维持肝细胞内外离子环境的稳定，调节肝脏的
代谢. 另外Ber通过抑制肝细胞 ICRAC，阻滞Ca2+ 内流，
防止肝细胞内Ca2+ 超载，从而发挥其肝保护作用.
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内向电流和外向电流均明显减小，尤其减小膜电位
为-100~-80 mV时的 ICRAC 幅值，但不改变 I-V曲线
的形状及反转电位(n =8，P <0.05 vs control).

3   讨论

我们首次观察到Ber对大鼠肝细胞 IK和 ICRAC 均有抑制
作用. 许多非兴奋细胞膜的电学改变与其生理功能直接
相关，如瞬时外向钾电流调节血小板的黏附和聚集. 肝
细胞是一种非兴奋性细胞，其膜电位在调节肝脏代
谢，物质转运以及细胞容积等方面起重要作用，如影
响葡萄糖生成，氨基酸转运和胆盐摄取速度等[4]. 膜电
位主要由细胞内、外K+浓度及细胞膜对K+通透性所决
定. 文献报道，跨膜胆汁酸的转运与K+有关. 细胞内低
K+时，可使胆汁淤积[5-6]. 另外，细胞K+平衡与维持肝
细胞的水化状态和蛋白代谢亦密切相关. 肝脏缺血缺氧
时，肝细胞体积与 K+ 电导增加，导致细胞死亡[7-8].
Nietsch et al [9]研究表明改变K+通道活性所引起的膜电位
改变可能是人肝细胞瘤凋亡的机制之一，抑制K+通道
可延迟肝细胞凋亡和死亡. Neveux et al [10]研究表明钾通
道阻滞剂通过影响大鼠肝细胞的能量代谢而发挥保护
作用.
        Hwang et al [3]报道，Ber(0.5，5 mg/kg，ip)对 t-BHP
诱导的大鼠氧化应激性肝损伤具有保护作用. 我们观察
到，Ber浓度依赖性地抑制IK，其剂量范围与Hwang et al
的报道相似，我们亦发现海葵毒素(anthopleurin-Q，
AP-Q)能选择性地增大大鼠肝细胞 IK，该作用与其抗
CCl4所致肝损伤有关[11]. 而本实验中表明Ber通过选择
性地抑制大鼠肝细胞IK，来拮抗 t-BHP诱导的大鼠氧
化应激性肝损伤. 这种矛盾现象主要是由于CCl4 和 t-
BHP诱导肝损伤的作用机制不同. Ber对 t-BHP诱导的
肝损伤有保护作用，而对CCl4诱导的肝损伤没有保护
作用，这与本课题组的实验结果相一致[12].
        Ca2+内流主要包括3种方式: 依靠浓度梯度的被动扩
散，受体门控性钙通道和电压依赖性钙通道. 大鼠肝细
胞不存在电压依赖性Ca2+通道，但具有钙释放激活的钙
通道，在调节肝细胞膜内外Ca2+交换中起重要作用[13-15].
ICRAC能通过两种耗竭Ca2+库的方式激活. 一种为EGTA
通过鳌合胞内Ca2+，被动地耗竭Ca2+ 贮库，缓慢激活

图2  Ber对大鼠肝细胞ICRAC的影响. A: Ber 30 µmoL/L前后 ICRAC 曲线的变化. 虚线代表零电流水平. B: Ber对 ICRAC量效曲线的影响. C: Ber 30 µmoL/L
对 ICRAC I-V 曲线的影响.  n =8, mean±SD. aP <0.05 vs control.
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