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Abstract
AIM: To investigate the changes of store-
operated calcium channel currents (ISOC) after 
hepatic ischemia and reperfusion (I/R) injury 
in isolated Kupffer cells of rats, and the effects 
of Ca2+ channel blockers, SK&F96365, on ISOC of 
Kupffer cells.

METHODS: The SD rat model of hepatic I/R 

injury was established. Liver Kupffer cells were 
isolated from the rats by in situ perfusion via 
the portal vein with Ca2+/Mg2+-free Krebs buf-
fer followed by collagenase digestion. Then 
Percoll Isopyknic gradient centrifugation was 
performed. Kupffer cells were purified after 
selective adhesion. The changes of ISOC after I/R 
injury and the effect of SK&F96365 on ISOC of 
Kupffer cells were investigated by whole-cell 
patch-clamp technique�.

RESULTS: ISOC was significantly increased from 
-78.7 ± 25.2 pA to -159.3 ± 27.3 pA (P < 0.01, n 
= 15) after I/R injury. SK&F96365 (5, 10, 20, 40, 
50 µmol/L) induced a concentration-dependent 
inhibition of ISOC with the rate 43.9% ± 18.1%, 
59.2% ± 24.0%, 66.3% ± 23.0%, 73.8% ± 17.8%, 
80.9% ± 12.6%, respectively, and the IC50 value 
was 6.53 µmol/L (n = 8).

CONCLUSION: I/R injury can enhance the 
ISOC of Kupffer cells, which leads to the activa-
tion of the cells, further resulting in the injury 
of hepatocytes. Calcium channel blocker, 
SK&F96365, can protect livers from I/R injury 
by inhibiting the activation of Kupffer cells�.

Key Words: Kupffer cell; Hepatic ischemia reper-
fusion injure; Store-operated calcium channel cur-
rents; Calcium channel blocker
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摘要
目的: 研究缺血再灌注损伤对大鼠肝Kupffer
细胞钙池操纵的钙通道电流(ISOC)的影响, 并
筛选有效的钙通道阻滞剂进行拮抗. 

方法: 建立SD大鼠肝缺血再灌注模型, 利用
低浓度胶原酶循环灌注、差速离心、选择性
贴壁的方法急性分离肝Kupffer细胞, 应用全
细胞膜片钳记录技术, 研究肝缺血再灌注损伤

■背景资料
研究发现Kupffer
细胞可能是肝缺
血再灌注损伤的
重要介导细胞, 有
关机制不详. 钙池
操纵的钙通道几
乎存在所有非兴
奋细胞和部分兴
奋细胞上, 尚未见
Kupffer细胞SOC
研究的报道.
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对大鼠肝Kupffer细胞ISOC的影响及钙通道阻
滞剂SK&F96365的拮抗作用. 

结果: 大鼠Kupffer细胞的I SOC为: 假手术组
-78.7±25.2 pA, 缺血再灌注组-159.3±27.3 
pA, 两组有显著统计学差异(n  = 15, P <0.01). 
5-50 µmol/L的SK&F96365对Kupffer细胞ISOC

的抑制呈浓度依赖性增强, I S O C由-152.7±
42.5 pA依次降至-81.4±24.2 pA, -56.1±26.4 
pA, -45.2±21.6 pA, -34.8±17.1 pA, -25.6±
13.4 pA, SK&F96365对Kupffer细胞ISOC的抑制
率逐渐增加, 分别为43.9%±18.1%, 59.2%±

24.0%, 66.3%±23.0%, 73.8%±17.8%, 80.9%
±12.6%, 其IC50值为6.53 µmol/L.

结 论 :  缺 血 再 灌 注 损 伤 可 以 促 进 S D 大 鼠
Kupffer细胞上SOC的进一步开放, 导致ISOC的
增大, Kupffer细胞活化, 进一步加重缺血再灌
注损伤. SK&F96365对Kupffer细胞ISOC的抑制
呈浓度依赖性增强, 对肝细胞损伤具有保护
作用.

关键词: Kupffer细胞; 肝缺血再灌注损伤; 钙池操纵

的钙通道电流; 钙通道阻滞剂
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0  引言

肝缺血再灌注损伤(hepatic ischemia reperfusion 
injury, HIRI)是肝移植、复杂肝切除等肝胆外科

手术中经常遇到的病理生理过程. 许多学者研

究发现, Kupffer细胞可能是HIRI的重要介导细

胞, Kupffer细胞活化并释放氧自由基、细胞因

子、前列腺素、一氧化氮等生物活性介质而导

致HIRI[1]. 新近研究发现, 抑制Kupffer细胞可以

减轻HIRI[2], 从而从反面证明Kupffer细胞的活化

在HIRI过程中具有重要作用. 钙池操纵的钙通道

(store-operated Ca2+ channels, SOC)几乎存在于所

有非兴奋细胞和部分兴奋细胞上[3-6], 迄今尚未

见Kupffer细胞SOC研究的报道. SK&F96365已
在其他细胞上被发现是SOC通道的抑制剂. 本研

究探讨HIRI对大鼠Kupffer细胞钙池操纵的钙通

道电流(ISOC)的影响及SK&F96365的拮抗作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大白鼠, 体质量200-300 g, 中国

科学院上海实验动物中心提供 ;  胶原酶Ⅳ型

(collangenase Ⅳ), N-2-羟乙基哌嗪-N-2-乙磺酸

(HEPES), 乙二醇-双(2-氨基乙基)四乙酸(EGTA), 
Trypan blue(台盼蓝), CsCl, CsOH, 美国Sigma公司

产品; DMEM(美国Gibco公司);  SK&F96365(德国

默克公司); Thapsigargin (Alexis公司); 小牛血清

(上海华美生物工程公司); 电子蠕动泵(保定兰格

恒流泵有限公司); 硬质玻璃电极(Would Precision, 
USA); MP-285三维微操纵器(Sutter Instrument Co, 
USA); Axopatch 200B膜片钳放大器及pCLAMP 
9.0软件包(AXON Instrument, USA); 防震台及静

电屏蔽罩(IOI Technology Corporation Limited), 
Model P-97微电极拉制仪(Sutter Instrument Co, 
USA). 无Ca2+, Mg2+的K-H原位灌注液(mmol/L): 
KCl 5, KH2PO4 1, NaCl 115, HEPES 25, EGTA 0.5, 
用NaOH调pH至7.2-7.4. 磷酸缓冲盐溶液(PBS, 
g/L): KCl 0.20, KH2PO4 0.20, NaCl 8.00, Na2HPO4

•12H2O 2.08. 标准电极外液(mmol/L): NaCl 145, 
KCl 2.8, CaCl2 10.0, CsCl 1.0, MgCl2 2.0, Glucose 
10.0, HEPES 10.0, 用NaOH调pH至7.4. 电极内

液(mmol/L): CsCl 120.0, MgCl2 1.0, EGTA 10.0, 
HEPES 10.0, Thasigargin 2 µmol/L, 用CsOH调pH
至7.3.
1.2 方法 大鼠HIRI模型: 参考Colletti et al [7]的方

法, 加以修改如下: 大鼠用10 g/L戊巴比妥钠(5 
mL/kg) ip麻醉, 同时予以肝素(1 U/g) ip抗凝. 15 
min后, 大鼠固定于操作台上, 脱毛及消毒后取腹

部正中切口, 打开腹腔后, 用无损伤血管夹夹闭

肝脏门静脉和肝动脉在中叶和左叶的分支, 造成

部分肝脏缺血. 20 min后移去无创动脉夹, 再灌

注40 min后建立成缺血再灌注模型. 假手术组不

阻断大鼠肝脏门静脉和肝动脉在中叶和左叶的

分支, 其余手术步骤同上. Kupffer细胞分离采用

低浓度胶原酶循环灌注法: 游离门静脉, 结扎远

端, 剪开血管, 置入直径4 mm的硅胶管, 深度不

超过第一肝门, 立即用预热37℃的无Ca2+, Mg2+的

K-H原位灌注液灌注, 用电子蠕动泵控制流速为

20-30 mL/min. 剪开胸腔, 夹闭下腔静脉. 快速灌

注1-2 min, 待肝脏由于灌注液的充盈而膨胀, 出
现均匀性颜色苍白后, 再剪开肝下腔静脉, 放出

积血积液, 同时置入直径6-8 mm的硅胶管, 供引

流用. 总计快速灌注冲洗5 min, 以流出液变清和

肝表面呈黄白色为准. 然后换无Ca2+, Mg2+的K-H
原位灌注液为含0.2 g/L胶原酶Ⅳ的K-H灌注消

化液(37℃预热)循环灌注, 速度5-10 mL/min, 持
续10 min至肝变软、塌陷、弹性消失后停止. 小
心剪取肝脏中叶及左叶, 置入50 mL 预热37℃

■研发前沿
肝缺血再灌注损
伤对Kupffer细胞
SOC的影响以及
SOC与Kupffer细
胞激活的关系是
人们关注的热点.
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的含0.1 g/L胶原酶Ⅳ的孵育液中, 剔除肝包膜

和结缔组织, 使细胞散落. 孵育时间20 min, 其
间水浴振荡200 r/min. 孵育液用200目的不锈钢

筛网滤过, 得到肝组织细胞悬液. 差速离心及培

养: 将细胞悬液离心(700 g , 7 min), 弃上清. 向
沉淀中加入PBS液20-30 mL, 充分吹打, 再离心

(50 g , 4 min), 留上清离心(700 g , 5 min), 弃上清, 
留沉淀. 向沉淀中加入DMEM, 充分吹打后滴入

3.5 mm培养皿中, 置入37℃培养箱中培养. 培养

1-2 h后取出, PBS冲洗, 取一培养皿用于细胞记

数和鉴定, 对照组与缺血再灌注组分离得到的

Kupffer细胞产量、纯度及活性无差异. 细胞产

量(2.5-3.5)×106/g, 细胞纯度大于90%, 以4 g/L台
盼蓝染色, 细胞活性大于85%. 其他加入2.0 mL
标准电极外液, 置于倒置显微镜载物台上, 镜下

选择细胞膜完整平滑、圆形、透亮、具立体感

的细胞用于Kupffer细胞ISOC记录. 采用全细胞膜

片钳技术, 在电压钳模式下记录Kupffer细胞ISOC. 
硬质玻璃电极经微电极拉制仪分两步拉制成尖

端直径为1-2 μm的电极, 充满电极内液后阻抗为

4-8 MΩ, 当电极尖端与细胞膜之间形成高阻封

接(>1 GΩ)后, 负压或电击破膜, 使电极内液与

细胞内液相通, 调节膜片钳放大器的电容－慢控

制(C-slow)和电导-串联控制(G-series)抵消瞬时

电流, 并记录调节值. 电流信号经放大器放大后

通过接口Labmaster TL-1与一台奔腾4计算机相

连, 取3 kHz滤波, 采样频率为5 kHz, 设定钳制电

位(holding potential, HP)为0 mV, 实验电位(test 
potential, TP)为-120-+80 mV, 阶跃为20 mV, 持
续时间200 ms. 信号采集与贮存, 结果分析等均

借助计算机用pCLAMP 9.0软件完成. 

统计学处理 采用SAS 6.12软件, 实验数据

用均数±标准差(mean±SD)表示, 两组间均数

比较采用t检验, 各浓度实验组与对照组之间均

数比较采用配对t检验. P <0.05表示差异有显著

性, P <0.01表示差异有高度显著性.

2  结果

2.1 大鼠HIRI对Kupffer细胞ISOC的影响 膜电位钳

制于-100 mV时, 缺血再灌注组ISOC明显大于假手

术组ISOC. 假手术组ISOC为-78.7±25.2 pA, 缺血再

灌注组ISOC为-159.3±27.3 pA, 两者有显著统计学

差异(P<0.01, n  = 15, 图1). 但ISOCⅠ-Ⅴ曲线线性

关系和反转电位并不改变(图2). 分别测量各膜电

位下的ISOC, 以各脉冲下电流幅值对相应膜电位

作图得到ISOC的Ⅰ-Ⅴ曲线, 其反转电位约为0 mV.
2.2 SK&F96365对HIRI Kupffer细胞ISOC的影响 
5-50 µmol/L的SK&F96365对Kupffer细胞ISOC的

抑制呈浓度依赖性增强(表1, 图3). 根据寇式修

正法计算的半数有效计量IC50为6.53 µmol/L.

3  讨论

HIRI的防治是肝脏外科一项重要课题. 我们观
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图  1  膜电位钳制于-100 mV时, Kupffer细胞ISOC. A: 假手术
组; B: 缺血再灌注组.
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图  2  膜电位钳制于-100  mV时, 缺血再灌注组、假手术组
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■应用要点
从离子通道角度, 
Kupffer细胞活化
以及减轻HIRI为
药物的研发提供
了实验和理论依
据.
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察到, 缺血再灌注损伤能增加Kupffe r细胞的

ISOC, 引起Kupffer细胞内钙离子浓度的增加. 可
见, SOC的开放及ISOC的增大是导致HIRI时形成

钙超载的重要原因之一. Ca2+作为第二信使, 在
Kupffer细胞吞噬病原微生物、清除机体内毒素, 
分泌多种细胞因子调节免疫和炎症反应等过程

中起着重要作用[8]. HIRI过程中, Kupffer细胞由

于细胞内Ca2+浓度升高活化, 激活磷脂酶和蛋

白水解酶, 促进多种细胞因子和大量氧自由基

(reactive oxygen species, ROS)生成, 并且ROS引
起一系列的肝细胞的病理生理事件, 如调亡、

坏死和炎症[9-11], 由此我们推测, ROS可能在SOC
激活过程中起着重要的作用. 我们的前期实验

研究发现, 活性ROS可以明显增强HL-7702人
肝细胞的ISOC. Broad et al [12]发现, 磷脂酶C和多

磷酸肌醇是SOC激活所必须的. 新近的资料发

现, 在完好无损的细胞中, 具有活性的受体调节

的磷脂酶C激活瞬时受体电位通道C3(transient 
receptor potential channel, TRPC3)是通过甘油二

酯产物的作用来完成的, 而与蛋白G, 蛋白激酶

或三磷酸肌醇无关[13], 目前认为该离子通道的本

质是瞬时受体电位通道蛋白家族[14]. 本实验结果

表明, 大鼠HIRI后可以激活Kupffer细胞, 进而产

生大量的氧自由基, 与Kupffer细胞膜上的受体

结合引起膜磷脂酶C的激活, 然后激活细胞膜上

的SOC通道, 导致Kupffer细胞内钙离子超载. 应
用Kupffer细胞活化抑制剂可以明显减轻肝缺血

再灌注损伤.
我们发现, SK&F96365对缺血再灌注损伤

的Kupffer细胞ISOC具有抑制作用, 且呈浓度依

赖性增强. SK&F96365是一种咪唑分离物, 最
先被描述为RACCs的抑制剂: 发现可以抑制人

中性粒细胞、血小板、内皮细胞等非兴奋细

胞中激动剂诱发的钙内流, IC50为10 µmol/L[15]. 
后来被证实可以抑制很多类型细胞, 如HL-60
细胞[16]、鼠胸腺淋巴细胞[17]、甲状腺FRTL-5
细胞 [18]、血管平滑肌细胞 [19]的S O C, I C50为
1-4 µmol/L. SK&F96365同样可以抑制GH3垂
体细胞和兔耳动脉平滑肌细胞的电压依赖性

钙离子通道(voltage-dependent Ca2+ channels, 
VDCCs)[15]. 所以, 应用SK&F96365作为SOC的
抑制剂, 被严格限制于不具有VDCCs的非兴奋

细胞中. Kupffer细胞被证实存在VDCCs, 但我

们的前期研究发现, 用EGTA+TG的方法引导的

钙离子内流并不能被VDCCs抑制剂维拉帕米

所抑制. 所以, 该方法并未激活Kupffer细胞的

VDCCs, 有关SK&F96365的效应可以看作是对

SOC作用的结果. 本实验中由EGTA和TG诱发

的钙电流可以被5-50 µmol/L的SK&F96365所抑

制, 且抑制率随SK&F96365浓度的提高而增加, 
SK&F96365抑制SOC的具体机制仍不明确, 目前

认为, SK&F96365是直接作用于SOC, 是SOC通
道阻滞剂, 虽然这种分类仍然是假定性的, 但从

SK&F96365可以抑制VDCCs和SOC这2种完全

不同的信号路径的通道来看, 这种假定正确的可

能性很大.
总之 ,  缺血再灌注损伤可以促进S D大鼠

Kupffer细胞上SOC的进一步开放, 导致ISOC的

增大. 说明SOC参与缺血再灌注损伤, 造成进

入Kupffer细胞的钙离子增加, 引起钙超载, 活
化K u p f f e r细胞促进多种细胞因子和氧自由

基大量生成, 进一步加重缺血再灌注损伤. 而
SK&F96365对Kupffer细胞起到保护作用, 并抑

制Kupffer细胞的活化, 减少缺血再灌注肝组织

损伤, 为保护HIRI的药物开发提供了实验依据和

理论依据. 
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■同行��评价
本文应用膜片钳
技术研究了大鼠
肝缺血再灌注对
K u p f f e r 细 胞 膜
SOC电流的影响
以及SK&F96365
对其的抑制作用, 
讨论了Kupffer细
胞SOC在HIRI作
用 ,  为 寻 找 减 轻
HIRI的药物提供
了实验基础. 实验
方法先进, 结论令
人信服, 具有科学
性和创新性.


