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■背景资料
大黄素(emodin)是
大黄的主要有效
成分之一, 有免疫
调节、抗炎、抗
肿瘤等作用, 他可
促进胃肠动力, 但
其对胃动力调节
的机制尚不明确.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of emodin on 
spontaneous contraction of gastric antral smooth 
muscle in guinea pigs and to explore the pos-
sible mechanisms involved.

METHODS: The spontaneous contraction of 
gastric antral circular muscle of guinea pigs 
was recorded by a 4-channel physiograph. 
The whole cell patch-clamp technique was in-
troduced to record L-type calcium currents in 
gastric myocytes isolated with collagenase. The 
effect of emodin on spontaneous contraction of 
gastric antral circular smooth muscle was ob-
served.

RESULTS: Emodin potentiated spontaneous 
contraction of gastric antral circular smooth 
muscle in a dose-dependent manner. At concen-
trations of 5, 10, 15, 20, 25 and 50 μmol/L, emo-
din increased the amplitude of spontaneous con-
traction to 108.2% ± 6.2%, 150.6% ± 8.3%, 198.2% 
± 7.6%, 200.2% ± 8.6%, 160% ± 6.8%, and 81.2% 
± 6.2% of control levels, respectively. Nifedipine 
(10 μmol/L) blocked emodin-induced increase 
in the amplitude of spontaneous contraction. 
At concentrations of 10 and 20 μmol/L, emo-
din increased IBa in gastric myocytes of guinea 
pigs. IBa peak current tended to be stable 200 s 
after perfusing 10 μmol/L emodin or 170 s after 
perfusing 20 μmol/L emodin. The peak current 
amplitude increased to 137.88% ± 5.79% and 
158.69% ± 6.11% of control levels, respectively.

CONCLUSION: Emodin potentiates spontane-
ous contraction of gastric antral smooth muscle in 
guinea pigs, at least partly due to augmented entry 
of calcium into cell via L-type calcium channel. 

Key Words: Emodin; L -type calcium currents; Spon-
taneous contraction; Gastric myocytes
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摘要

目的: 观察大黄素(emodin)对豚鼠胃窦环形肌
自发性收缩活动的影响及相关机制. 

方法: 用四道生理记录仪记录豚鼠胃窦环形
肌自发性收缩活动; 用膜片钳记录豚鼠胃窦
环形肌细胞上L 型钙电流, 观察L 型钙电流在
大黄素增强豚鼠胃窦环形肌自发性收缩活动
中的作用. 

结果: 大黄素在一定的浓度范围内增强豚鼠
胃窦环形肌自发性收缩活动并呈剂量依赖性, 
给予5、10、15、20、25、50 μmol/L的大黄
素后豚鼠胃窦环形肌自发性收缩的幅度分别
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■研发前沿
有研究证实大黄
素可促进豚鼠结
肠带平滑肌细胞
收缩活动, 除与抑
制钾离子通道电
流相关外, 可能还
与增加细胞内钙
离子浓度有关.

为对照组的108.2%±6.2%、150.6%±8.3%、

198.2%±7.6%、200.2%±8.6%、160.0%±

6.8%、81.2%±6.2%. 预先加入10 μmol/L的
硝苯地平, 完全阻断大黄素增强豚鼠胃窦环形
肌自发性收缩活动. 10 μmol/L和20 μmol/L的
大黄素明显增强豚鼠胃窦环形肌细胞上钡电
流(I Ba), 用10 μmol/L的大黄素灌流开始后200 s
左右时I Ba电流峰值变化趋于稳定, 20 μmol/L
的大黄素灌流开始后170 s左右时I Ba电流峰值
变化趋于稳定. 加药后I Ba电流峰值分别增加
到对照组电流最大值的137.88%±5.79%和
158.69%±6.11%. 

结论: 大黄素增强豚鼠胃窦环形肌自发性收
缩, 细胞外钙通过L 型钙通道内流入细胞内引
起平滑肌收缩是大黄素促进豚鼠胃窦环形肌
自发性收缩的作用机制之一. 

关键词: 大黄素;   L型钙电流; 自发性收缩; 胃窦环形肌
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0  引言

大黄素(emodin)是大黄的主要有效成分之一, 有
免疫调节[1]、抗炎[2]、抗肿瘤[3]等作用. 研究表

明, 大黄素能加强离体豚鼠结肠平滑肌细胞电

活动和收缩活动, 且与剂量相关呈双向调节, 通
过调节细胞内能量代谢水平和降低膜对K+的通

透性发挥作用, 表明大黄素的作用机制与抑制

膜KATP通道的活性相关[4]. Yang等[5]研究表明蒽

醌复合物通过结肠黏膜上氯通道调节液体分泌

增强肠动力. Xu等[6]报道大黄素通过Gi/Go通路

激活钙激活的氯电流使平滑肌收缩促进肠动力. 
李世英等[7]研究大黄素对大鼠近端结肠KV的影

响, 结果显示大黄素可浓度依赖性地抑制延迟

整流型钾通道及抑制快速激活型钾电流, 认为

此种作用可能是其增强结肠平滑肌细胞电兴奋

性收缩活动的机制之一. Oliver等[8]也得出类似

的研究结果. Zhang等[9]对大黄素影响便秘小鼠

小肠运动作用的研究显示, 大黄素灌胃可以明

显增强小鼠小肠炭末推进运动; 高糖K-H液配制

的大黄素0.29/kg、0.49/kg、0.89/kg和1.69/kg均
可明显降低小鼠离体小肠PD(电解质穿过小肠

上皮使小肠黏膜侧和浆膜侧产生的电位差简称

PD), 而无糖K-H液配制的大黄素则无此作用, 说
明大黄素促进小肠蠕动的作用与其抑制Na-K-

ATP酶的活性有关, 通过降低小肠上皮细胞对葡

萄糖、氨基酸和Na+等的主动转运, 增高肠内压

力从而刺激肠壁使其反射性增强推进蠕动幅度. 
有研究证实大黄素可促进豚鼠结肠带平滑

肌细胞收缩活动, 除与抑制钾离子通道电流相关

外, 可能还与增加细胞内钙离子浓度有关[10]. Liu
等[11]报道大黄素可明显增加L型钙通道电流, 促
进由Ka诱导的内钙增多. 运用Ca2+荧光染色实验

证实, Ca2+是细胞间连接和信号传递的重要成分, 
大黄素可明显增加胞质Ca2+的平均荧光强度值, 
即升高胞质Ca2+水平[12,13]. 靳珠华和吕金胜等[14,15]

研究表明大黄素对离体豚鼠肠管具有双向调节

作用: 当浓度<29 μmol/L时收缩幅度随剂量增加

而增加; >29.6 μmol/L时大黄素收缩幅度逐渐减

弱直至停止, 提出这可能与大黄素在小剂量时有

促进细胞内钙释放和外钙内流, 大剂量时络合钙

离子有关. 大黄素可直接增强低钙克氏液中处于

收缩抑制状态下的大鼠离体胃平滑肌条的电兴

奋性, 缩短膜电位的波动周期, 导致平滑肌收缩

频率加快, 表明大黄素对大鼠离体胃平滑肌条的

收缩性也具有促进作用且受到细胞外Ca2+浓度

变化的调节, 并在一定浓度范围(50 μmol/L)内具

剂量依赖性, Ca2+参与下肌球蛋白轻链激酶(myo-
sin light chain kinase, MLcK)催化肌球蛋白轻链

的钙依赖性磷酸化是平滑肌调节的主要机制, 其
通过分解ATP与肌动蛋白相互作用而产生收缩. 

目前尚无关于大黄素促进胃动力与L型钙电

流之间关系的报道, 本研究拟观察大黄素对豚鼠

胃窦环形肌自发性收缩活动的影响, 并在组织水

平和细胞水平探讨L型钙通道在其中的调节作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 EWG/B豚鼠, 雌雄不拘, 质量300 g±
50 g, 由大连医科大学动物中心提供; 用乌拉坦

(50 mg/kg)麻醉. 台氏液的成分(mmol/L): NaCl 
147, KCl 4, NaH2PO4 0.42, Na2HPO4 1.81, MgCl2 
1.05, glucose 5.5, 以NaOH调pH值至7.35; 生理

盐水(PSS)的成分(mmol/L): NaCl 134.8, KCl 4.5, 
HEPES 10, CaCl2 2, MgCl2 1, glucose 10, 以Tris
调pH值至7.40; 无钙PSS的成分(mmol/L): NaCl 
134.8, KCl 4.5, glucose 5, HEPES 10, MgCl2•
6H2O 1, glucose 10, 以Tris调pH值至7.40; 改进

Kraft-Bruhe液(K-B液)的成分(mmol/L): egtazic 
acid(EGTA) 0.5, HEPES 10, MgCl2•6H2O 3, 
KCl 50, glucose 10, L-Glutamate 50, Taurine 20, 
KH2PO4 20, 以KOH调pH值至7.40; PSS(含Ba2+)
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■应用要点
本研究首次在豚
鼠胃平滑肌细胞
上阐明L 型钙电流
在大黄素促进胃
动力中的作用, 为
大黄素的合理应
用提供依据.

的成分(mmol/L): NaCl 134.8, KCl 4.5, HEPES 
10, BaCl2 10, MgCl2•6H2O 1, glucose 10, 以
Tris调pH值至7.40; 电极内液的成分(mmol/L): 
CsCl 110, Tetraethylammonium(TEA) 20, egtazic 
acid(EGTA)10, HEPES 5, Na2ATP 3, MgCl2•6H2O 
3.5, 以Tris调pH值至7.30. 配制完成后, 用1 mL的
分装瓶分装, 存放于0 ℃冷冻箱中, 实验前解冻使

用. 纯度≥90%的大黄素, 用DMSO配成10 mmol/L
的母液, -20 ℃保存, 现用现配. 以上所用药品均

来自Sigma公司. 配制的所有溶液均用微孔滤膜

(0.22 μm)进行过滤后使用.
1.2 方法 
1.2.1 肌条制作: 麻醉后大鼠沿中线剖腹取胃, 置
氧饱和台氏液中, 去掉黏膜层, 剪取环行肌条约

2.0 mm×15.0 mm, 置于容积2 mL的小槽内, 槽
盖上有一玻璃小钩, 肌条的一端固定在玻璃小钩

上, 另一端连于张力换能器上(TD-112S, 日本), 
换能器与四道生理记录仪连接, 记录肌条的收

缩活动. 小槽始终用氧饱和台氏液灌流, 通过恒

温装置使槽内温度保持37.0 ℃±0.5 ℃. 
1.2.2 细胞制备及其电生理记录: 用乌拉坦(50 mg/
kg)麻醉大鼠后, 迅速剪取胃窦部放入氧饱和的

无钙的PSS缓冲液中漂洗, 然后分离环行肌并

将其分割成几个肌条(1 mm×4 mm). 将肌条放

入4 ℃的K-B液中保存约15 min, 之后将其放入

装有36 ℃消化液的试管中进行孵育. 消化液是

由0.1%的Ⅱ型胶原酶、0.1%的二硫苏醇糖、

0.15%的胰蛋白抑制剂和0.2%的牛血清白蛋白

溶于4 mL无钙PSS缓冲液组成. 孵育结束, 将消

化好的肌条移至4 ℃的K-B液中保存, 在实验前

用管口圆滑的滴管轻轻吹打肌条即可得到分离

的单细胞. 取1滴细胞悬浮液(0.1 mL)平铺于倒

置显微镜(Ⅸ-70 Olympus, Japan)镜台上的灌流

槽底部, 待10-15 min细胞沉降至槽底后, 用等

渗溶液进行灌流(2-3 mL/min). 然后用电阻为

2-5 MΩ的玻璃电极进行5-10 GΩ的千兆封. L型

钙电流通过Axopatc h1-D型膜片钳放大器记录. 
统计学处理 所有统计数据用mean±SD来表

示, 肌肉收缩幅度用SPSS统计, 电流幅值在Clamp 
Fit10中统计. 实验结果采用同体对照的t检验和组

间比较的t检验, 具有显著性差异的标准为P<0.05. 

2  结果

2.1 大黄素对豚鼠胃窦环形肌自发性收缩活动的

影响 大黄素在5-20 μmol/L浓度范围内增强豚鼠

胃窦环形肌自发性收缩活动的幅度, 到20 μmol/L
基本到达平台期, >20 μmol/L时抑制豚鼠胃窦环

形肌自发性收缩活动(表1). 
2.2 钙通道在大黄素影响豚鼠胃窦环形肌自发性收

缩活动中的作用 为观察L型钙离子通道是否参与

大黄素收缩豚鼠胃平滑肌运动中发挥作用, 用二

氢吡啶类药物硝苯地平预处理后再观察大黄素收

缩胃窦平滑肌作用, 结果发现10 μmol/L的硝苯地

平几乎完全阻断离体豚鼠胃窦环形肌收缩(图1). 
2.3 大黄素对豚鼠胃窦环形肌细胞L 型钙通道电

流的影响

2.3.1 钙电流的引导: 在传统全细胞模式下, 细胞

外持续灌流含有2 mmol/L Ca2+的PSS, 将膜电位

钳制在+80 mV, 以0 s的时间间隔给予10 mV的去

极化阶跃刺激, 使细胞膜电位从-40 mV去极化到

+60 mV. 持续时间为400 ms时, 可记录到I Ca. I Ca在

膜电位去极化至-40 mV时开始出现, 峰值在0 mV
时出现, 平均为-124.02 pA±56.34 pA. 翻转电位

膜电位去极化至约+45 mV时出现. 用10 mmol/L
的Ba2+代替细胞外灌流液中2 mmol/L的Ca2+, 施加

相同的阶跃刺激, 即可引导出内向性I Ba, 与I Ca相比

幅度明显增加, I Ba在细胞膜电位去极化至-40 mV
时开始出现, 当膜去极化至0 mV时, I Ba峰值平均

为-587.91 pA±95.55 pA, 翻转电位在去极化阶跃

刺激约50 mV时出现. I Ba的失活较I Ca慢, 在400 ms
的刺激时间内并没有完全失活. L型钙通道特异

性阻断剂硝苯地平(5 μmol/L)可以明显抑制IBa, 并且

I/V曲线形状及分布无明显改变, 因此用IBa代替ICa.
2.3.2 大黄素对I Ba峰值的影响: 在全细胞膜片钳

记录模式下, 持续用含Ba2+的细胞外液灌流细胞, 
将细胞膜电位钳制在-80 mV, 给予时程为400 ms, 
从-80 mV直接阶跃到0 mV的单一去极化脉冲刺

40 mg

10 μmol/L 大黄素
10 μmol/L 硝苯地平  

1 cm

图  1  10 μmol/L的硝苯地平对大黄素促进豚鼠胃平滑肌收
缩的影响. 

表  1  不同浓度的大黄素对豚鼠胃窦环形肌自发性收缩
幅度的影响 (n  = 6)

     大黄素(μmol/L) 自发性收缩幅度(%, vs  对照组)

5            108.2±6.2

10            150.6±8.3

15            198.2±7.6

20            200.2±8.6

25            160.0±6.8

50              81.2±6.2
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■同行评价
本研究对于大黄
素与豚鼠胃窦环
形肌自发性收缩
活动影响的研究
具有较好的参考
价值.

激, 且每隔10 s重复一次. 实验中记录到多条单

一的I Ba电流, 待电流稳定后在细胞外液中加入

不同浓度的大黄素, 观察I Ba电流峰值受药物的

影响. 以加药前的电流作为对照, 实验结果显示, 
10 μmol/L和20 μmol/L的大黄素均激活I Ba, 表现

为I Ba电流峰值明显增大(图2A, C; 图3), 而且这种

激活作用呈现时间依赖性(图2B, D). 10 μmol/L
的大黄素灌流开始后200 s左右时I Ba电流峰值变

化趋于稳定, 20 μmol/L的大黄素灌流开始后170 s
左右时I Ba电流峰值变化趋于稳定. 加药后I Ba电流

峰值分别增加到对照组电流最大值的137.88%
±5.79%和158.69%±6.11%. 当药物作用稳定后, 
用含Ba2+的细胞外液洗脱药物, I Ba电流峰值在短

时间里就可以开始恢复, 但是最终并不能完全恢

复到加药前对照组的电流值峰值水平, 10 μmol/L
的大黄素洗脱后I B a电流峰值恢复到对照组的

111.75%±5.79%, 20 μmol/L的大黄素洗脱后I Ba

电流峰值恢复到对照组的121.47%±5.55%. 
2.3.3 大黄素对豚鼠胃窦平滑肌细胞I Ba的电流-
电压曲线的影响: 离子通道电流-电压(I-V)曲线是

反映离子通道动力学性质的重要参数, 可以反映

通道的激活过程、阈电位、反转电位、整流特性

等. 为了检测大黄素对豚鼠平滑肌细胞I Ba影响的

电压依赖性, 依据实验结果绘制了不同药物浓度

对IBa的I-V关系曲线, 以分析给药前后, 各个细胞的

电流幅值的变化情况. 结果显示, 不同浓度大黄素

对I Ba的影响具有电压依赖性. 在细胞外液中加入

10 μmol/L大黄素后, 在膜电位+10 mV-+30 mV的电

压范围内均可以明显激活I Ba电流(图4); 而对于20 
μmol/L大黄素, 在细胞外液中加入药物后, 在膜电

位-20 mV-+40 mV的电压范围内均可以明显激活IBa

电流(图4). 同时, 10 μmol/L大黄素和20 μmol/L大黄

素对IBa通道的激活阈值都没有显著影响(表2). 

3  讨论

本研究运用多道生理记录仪及膜片钳技术, 研
究大黄素对豚鼠胃窦环形肌自发性收缩活动的

影响并观察L型钙通道在其中的作用. 结果显示: 
大黄素在5-50 μmol/L范围内对豚鼠胃窦环形肌

有双向调节作用, 5-20 μmol/L范围内对增强平

滑肌收缩并呈剂量依赖性, 到20 μmol/L基本到

平台期, 25 μmol/L和50 μmol/L大黄素均抑制平

滑肌收缩, 10 μmol/L的硝苯地平几乎完全阻断离

体豚鼠胃窦环形肌收缩. 10 μmol/L和20 μmol/L
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图  3  不同浓度大黄素对豚鼠胃窦平滑肌细胞I Ba电流峰值
的作用. n  = 10, bP<0.01. 
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图  2  不同浓度大黄素对豚鼠胃窦平滑肌细胞I Ba电流影响的时间依赖关系. A, C: 不同浓度大黄素对I Ba影响的原始记录; B, 

D: 不同浓度大黄素对I Ba影响的时间依赖关系统计. 
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的大黄素均激活I Ba表现为I Ba, 电流峰值明显增

大, 而且这种激活作用呈现时间依赖性. 
本实验中大黄素对豚鼠胃窦环形肌自发性

收缩活动有双向调节作用, 在一定浓度范围内促

进平滑肌收缩, 超过一定浓度反而抑制其收缩. 这
可能与大黄素在小剂量时有促进细胞内钙释放

和外钙内流, 大剂量时络合钙离子有关[16]. 文献报

道大黄素对大鼠胃平滑肌[17]及豚鼠远端结肠自发

活动[15]具有双向调节作用, 其效应呈剂量依赖的

趋势, Ca2+是调节平滑肌收缩的主要调节因子, 通
过实验发现大黄素对离体远端平滑肌条收缩作

用可能与Ca2+通道电流有关. 大黄素通过抑制Na+, 
K+-ATP酶, 降低小肠上皮细胞主动转运, 刺激肠

壁使其反射性推进蠕动幅度增强[18]. 也有研究表

明[19,20]大黄素可直接增强标本的电兴奋性, 缩短

膜电位的波动周期, 导致平滑肌收缩频率加快. 
本研究通过组织水平和细胞水平的研究证

实了细胞外的钙离子通过L型钙电通道进入细

胞内参与大黄素收缩豚鼠胃窦环形肌的过程, 
至于细胞内的钙库是否参与此过程是我们以后

进一步要研究的内容. 
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表  2  不同浓度浓度大黄素对豚鼠胃窦平滑肌细胞I Ba电
流峰值的作用

     大黄素

(μmol/L)
电流变化

  加药后电

  流比值(%)

 稳定

时间(s)

    洗脱后电

    流比值(%)

10 逐渐增大 137.88±5.79   200 111.75±5.79

20 逐渐增大 158.69±6.11   170 121.47±5.55
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图  4  不同浓度大黄素对豚鼠胃窦平滑肌细胞I Ba的影响. 
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