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瑞芬太尼对正常和高血压大鼠基底动脉平滑肌
细胞的不同作用

钱燕飞 田伟伟 王立杰 韩媛媛 王胜 赵磊 马克涛 司军强

  【摘要】 目的 评价瑞芬太尼对正常和高血压大鼠基底动脉平滑肌细胞上大电导钙激活钾通

道(BKCa)和电压门控钾通道(Kv)激活电流的影响。方法 自发性高血压大鼠(spontaneouslyhy-

pertensiverats,SHR)和同源正常血压(wistar-kyoto,WKY)大鼠,采用酶消化法急性分离基底动脉

平滑肌细胞,每种大鼠选择6个基底动脉平滑肌细胞,采用全细胞膜片钳技术记录外向电流幅度。

加入瑞芬太尼3×10-7mol/L,分别记录所设置的方波刺激(step刺激)方案中所有刺激电压下给药

前(基础水平)和给药后电流幅度,并计算净电流=给药后电流幅度-基础值;采用浓度累积法给药,

分别记录+60mV刺激电压下给药前(基础值)和给予10-10、10-9、10-8、10-7、10-6、10-5 mol/L瑞

芬太尼后电流幅度,计算电流增加率和瑞芬太尼增加基底动脉平滑肌细胞电流幅度的半数有效浓

度(EC50);另取每种大鼠6个基底动脉平滑肌细胞,加入瑞芬太尼3×10-7mol/L后分别给予BKCa
阻滞剂四乙胺(tetraethylammonium,TEA)和Kv阻滞剂4-氨基吡啶(4-aminopyridine,4-AP),再分

别加入其相应的瑞芬太尼混合液,记录每一次给药后的电流幅度。结果 两种大鼠基底动脉平滑

肌细胞给瑞芬太尼后在0、+20、+40和+60mV刺激电压下产生的净电流依次明显增大(P<
0.05);10-10、10-9、10-8、10-7mol/L瑞芬太尼作用下,两种大鼠基底动脉平滑肌细胞外向电流增加

率依次明显升高(P<0.05);与 WKY大鼠比较,瑞芬太尼增加SHR基底动脉平滑肌细胞电流幅度

的(EC50)明显升高(P<0.05);与基础值比较,两种大鼠基底动脉平滑肌细胞瑞芬太尼给药后电流

幅度明显升高,TEA给药后或4-AP给药后电流幅度明显降低(P<0.05);与TEA给药后或4-AP
给药后比较,TEA+瑞芬太尼给药后或4-AP+瑞芬太尼给药后两种大鼠基底动脉平滑肌细胞电流

幅度明显升高(P<0.05)。结论 瑞芬太尼呈电压依赖性和浓度依赖性激活两种大鼠基底动脉平

滑肌细胞BKCa和Kv电流,瑞芬太尼对SHR基底动脉平滑肌细胞上BKCa和Kv激活电流的作用较

WKY大鼠弱。
【关键词】  高血压;瑞芬太尼;基底动脉;钙激活钾通道;电压门控钾通道

Differenteffectsofremifentanilonbasilararterysmoothmusclecellsofnormotensiveandhypertensive
rats QIANYanfei,TIAN Weiwei,WANGLijie,HANYuanyuan,WANGSheng,ZHAOLei,

MAKetao,SIJunqiang.DepartmentofAnesthesiology,TheFirstHospitalofJiaxing,Jiaxing
314000,China
Correspondingauthor:SIJunqiang,Email:sijunqiang@shzu.edu.cn

  DOI:10.12089/jca.2018.03.016
基金项目:国家重点基础研究发展计划项目(973计划项目)(2012CB26600);国家自然科学基金(31260247);

兵团博士 基 金 项 目(2010JC16);兵 团 医 药 科 技 攻 关 计 划(2012BA021);新 疆 自 治 区 研 究 生 教 育 创 新 计 划
(XJGRI2015057)

作者单位:314000 浙江省嘉兴市第一医院麻醉科(钱燕飞);石河子大学医学院(钱燕飞、田伟伟、王立杰、韩
媛媛、赵磊、马克涛、司军强);石河子大学第一附属医院麻醉科(王胜)

通信作者:司军强,Email:sijunqiang@shzu.edu.cn

【Abstract】 Objective Toevaluatetheeffectsofremifentanil(RMF)onlargeconductancecal-
cium-activatedpotassium channel(BKCa)andvoltage-gatedpotassium channel (KV)activition
currentsinbasilararterialsmoothmusclecells(BASMCs)ofnormotensiveandhypertensiverats.
Methods Spontaneouslyhypertensiverats (SHR)andhomologousnormotensive wistar-kyoto
(WKY)rats,wereusedinthisstudy.BASMCswereobtainedfreshlybythemethodofenzymolysis.
Sixbasilararterysmoothmusclecellsofeachratwerechosenandanalyzed.Outwardcurrentampli-
tudewasrecordedbythewhole-cellpatchclamptechnique.Theoutwardcurrentamplitudeunderall
stimulationvoltageinsetofstepstimulationprotocolbefore(basallevel)andafteradministrationof
RMF(3×10-7mol/L)wererecordedrespectivelyandnetcurrentwascalculated(netcurrent=cur-

·772·临床麻醉学杂志2018年3月第34卷第3期 JClinAnesthesiol,March2018,Vol.34,No.3



rentamplitudeafteradministration-basicvalue).Withadministrationbyconcentrationscumulative
method,thecurrentamplitudeunder+60mVstimulationvoltagewasseparatelyrecordedbefore
(basicvalue)andafterapplicationofdifferentconcentrationsofRMF(10-10,10-9,10-8,10-7,
10-6,10-5 mol/L),thencalculatedcurrentincreasingrateandthehalfeffectiveconcentration
(EC50)ofRMFincreasingcurrentamplitudeinBASMCs.Anothersixbasilararterysmoothmuscle
cellsofeachratwerechosenandgivenRMF(3×10-7 mol/L),andseparatelytreatedwithBKCa
channelblocker(tetraethylammonium,TEA)andKvchannelblocker(4-aminopyridine,4-AP),and
thenadministratedthecorrespondingRMFmixture.Thecurrentamplitudewasrecordedaftereach
dose.Results At0,+20,+40and+60mV,thenetcurrentgeneratedbyRMFonbothBASMCs
ofratswassuccessivelyandsignificantlyincreased (P<0.05).Theincrementrateofoutward
currentsinBASMCsgeneratedby10-10,10-9,10-8,10-7RMFsuccessivelyandsignificantlywent
upward(P<0.05).ComparedtoWKYrats,thehalf-effectiveconcentration(EC50)ofRMFincreas-
ingthecurrentamplitudeinBASMCsofSHRsignificantlyrose(P<0.05).Comparedwiththebase-
line,thecurrentamplitudeinBASMCsofthetwokindratswassignificantlyincreasedafteradminis-
trationofRMF,anddecreasedafteradministrationofTEAor4-AP(P<0.05);Comparedtoad-
ministrationofTEAor4-AP,thecurrentamplitudeinBASMCsofthetwokindratswassignificantlyin-
creasedafteradministrationofTEA+RMFor4-AP+RMF (P<0.05).Conclusion BKcaandKv
currentsinbothBASMCsofSHRandWKYratswereactivatedbyRMFinavoltage-dependentand
dose-dependentmanner,andtheeffectofRMFonBKCaandKVactivitioncurrentsinBASMCsof
SHRwasweakerthanWKYrats.

【Keywords】  Hypertension;Remifentanil;Basilarartery;Calcium-activatedpotassiumchan-
nels;Voltage-gatedpotassiumchannels

  瑞芬太尼是颅脑外科手术中常用的麻醉药,
在产生确切镇痛效果的同时,还能舒张脑动脉[1],
降低脑血管阻力,从而减少术野出血,有利于显

微外科手术操作。Leone等[2]研究显示,严重颅

脑损伤患者应用瑞芬太尼后,脑血流速度没有变

化,但颅内压发生增加,可能与瑞芬太尼的扩血

管作用有关,但瑞芬太尼扩张脑血管的作用机制

尚不清楚。此外,动脉血压持续升高也是引起颅

内压增高的颅外因素之一,而前期研究显示,瑞

芬太尼对自发性高血压大鼠(SHR)基底动脉的舒

张作用不如同源正常血压(wistar-kyoto,WKY)大
鼠敏感,这可以防止高血压患者较正常血压患者

颅内压进一步升高[1]。但瑞芬太尼扩张SHR基

底动脉的作用机制也尚未清晰。大电导钙激活钾

通道(BKCa)和电压门控性钾通道(KV)是血管平滑

肌细胞膜上两种重要的K+通道,当此两种通道开

放时,细胞内K+外流增加,细胞发生超极化,进

而限制L型-钙通道开放,减少Ca2+内流,导致血

管舒张[3]。本研究拟从电生理角度评价瑞芬太尼

对正常和高血压大鼠基底动脉平滑肌细胞上BKCa
和Kv激活电流的影响。

材料与方法

实验动 物 与 材 料 SHR和 WKY 大鼠各50
只,雌雄不限,体重180~250g(合格证号:SCXK
(京)2012-0001)。腹 腔 注 射 10% 水 合 氯 醛 0.3

ml/100g麻醉下断头处死,迅速取出脑,置于低钙

细胞 外 液:NaCl142 mmol/L、KCl5 mmol/L、

CaCl20.05mmol/L、MgCl21mmol/L、NaHEPES
4 mmol/L、HEPES5 mmol/L 和 葡 萄 糖 7.5
mmol/L中,维持渗透压320mOsm/L。分离基底

动脉及其分支,置于消化酶:木瓜蛋白酶1mg/

ml、胶原酶0.5mg/ml、牛血清白蛋白1mg/ml和

DTT1mg/ml中,在37℃水浴箱中消化10min,
消化完成后1000r/min,离心6min,离心半径10
cm,去 上 清 液,加 入 高 钙 细 胞 外 液:NaCl138
mmol/L、KCl5 mmol/L、CaCl2 1.6 mmol/L、

MgCl21.2mmol/L、NaHEPES5mmol/L、HEPES
6mmol/L 和 葡 萄 糖 7.5 mmol/L,渗 透 压 320
mOsm/kg·H2O中终止消化,吹打得到单个基底

动脉平滑肌细胞,移至培养皿中,静置10min使细

胞贴壁,选择折光性好、表面光滑的平滑肌细胞进

行实验。
实验方法 采用全细胞膜片钳技术记录细胞

电流。实验室温度22~25℃,使用700B放大器,
记录电极尖端直径约为1μm,电极阻抗约为5
MΩ。电极内液成分:葡萄糖酸钾 130mmol/L、

NaCl10mmol/L、CaCl22.0mmol/L、MgCl21.2
mmol/L、HEPES10mmol/L、EGTA5mmol/L和

葡萄糖7.5mmol/L,pH值用KOH调至7.25,渗

透压290mOsm/L。通过微操纵器接触到细胞后给

予负压形成GΩ封接,补偿电极电容后给予方波阶
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跃电压刺激(step刺激),击破细胞膜形成全细胞膜

片钳,刺激电压为-80~+60mV,阶跃电压为20
mV,钳制电压为-40mV,刺激间隔1min,膜电

流用5或10kHz(3dB)低频滤过,生物电信号通

过PC 计算机记录,采样频 率 为10kHz。采 用

pClamp10.2软件分析电流幅度,待电流稳定后进

行记录。

表1 两种大鼠基底动脉平滑肌细胞不同刺激电压时瑞芬太尼给药前后电流幅度和净电流的变化(pA,x±s,n=6)

刺激电压

(mV)

WKY大鼠 SHR

基础值 给药后 净电流 基础值 给药后 净电流

-80 -112.3±14.0 -116.3±13.7 -4.0±3.6 -100.2±25.4 -114.9±33.2 -14.6±9.0

-60 -81.2±12.3 -87.3±9.9 -6.1±5.7 -69.7±18.0 -85.3±22.5 -15.7±8.5

-40 -53.8±9.0 -56.5±7.8 -2.6±8.2 -42.2±11.5 -59.6±14.7 -17.4±5.2

-20 -26.8±5.5 -27.1±4.1 -0.2±4.8 -23.1±5.5 -28.9±7.0 -5.8±2.7

0 3.5±3.4 15.7±10.0 12.2±10.4 3.1±1.8 -1.8±1.1 -4.9±1.8

20 35.4±7.2 131.6±36.4a 96.2±30.6b 32.1±8.2 44.7±13.4 12.5±7.4bc

40 108.1±19.6 318.6±82.7a 210.5±63.8bd 87.4±25.1 147.4±40.2a 60.0±17.3bcd

60 266.0±56.2 620.2±146.1a 354.2±96.8bde 251.7±68.2 387.5±84.8a 135.8±20.0bcde

  注:与基础值比较,aP<0.05;与0mV电压比较,bP<0.05;与 WKY大鼠比较,cP<0.05;与20mV电压比较,dP<
0.05;与40mV电压比较,eP<0.05。

检测指标 每种大鼠选择6个基底动脉平滑肌

细胞,每间隔1min给予step刺激,直至电流稳定

后记录给药前电流幅度(基础值),再加入3×10-7

mol/L瑞芬太尼[4~8](批号:6141211),刺激方案同

上,稳定后记录电流为给药后电流幅度,并计算净

电流,净电流=给药后电流幅度-基础值。
每种大鼠选择6个基底动脉平滑肌细胞,每间

隔1min给予step刺激,直至电流稳定后记录给药

前电流幅度(基础值),再采用浓度累积法加入瑞芬

太尼,浓度依次为10-10、10-9、10-8、10-7、10-6和

10-5mol/L,待电流稳定后再给下一个浓度,记录

稳定后各浓度时电流幅度,给药的间隔时间3min,
所得 数 据 进 行 标 准 化,计 算 刺 激 电 压 为 +60
mV[9,10]时电流幅度增加率,电流幅度增加率=(给
药后电流幅度-基础值)÷基础值。计算瑞芬太尼

增加基底动脉平滑肌细胞电流幅度的半数有效浓

度(EC50)。
每种大鼠选择取6个基底动脉平滑肌细胞,每

间隔1min给予step刺激,直至电流稳定后记录给

药前电流幅度(基础值),加入3×10-7mol/L瑞芬

太尼,然后分别加入1mmol/LBKCa阻滞剂四乙胺

(tetraethylammonium,TEA)[11]和KV 阻滞剂4-氨
基吡啶(4-aminopyridine,4-AP)[12]两种通道阻滞

剂,再分别加入通道阻滞剂与瑞芬太尼的混合液,
给药时间3min,均为电流稳定后再给下一种药物,
分别记录刺激电压为+60mV时瑞芬太尼给药后、
给予通道阻滞剂后和通道阻滞剂+瑞芬太尼给药

后的电流幅度。
统计分析 采用SPSS17.0软件进行统计分

析。正态分布的计量资料以均数±标准差(x±s)
表示,同一种鼠间给药前后比较采用配对t检验,
两种大鼠间比较采用成组t检验。P<0.05为差异

有统计学意义。

结  果

与基础值比较,在刺激电压+20、+40和+60
mV时,WKY大鼠给药后电流幅度明显升高(P<
0.05),在刺激电压+40和+60mV时,SHR给药

后电流幅度明显升高(P<0.05)。与前一个电压比

较,刺激电压+20、+40和+60mV时,两种大鼠

基底动脉平滑肌细胞给药后净电流明显增大(P<
0.05);与 WKY大鼠比较,在刺激电压+20、+40
和+60mV时,SHR基底动脉平滑肌细胞给药后

净电流明显减小(P<0.05)(表1)。
在+60mV刺激电压下,与前一浓度比较,两

种大鼠在瑞芬太尼浓度10-9、10-8、10-7mol/L时

电流增加率明显升高(P<0.05);与 WKY大鼠比

较,SHR在瑞芬太尼浓度10-9、10-8和10-7mol/L
时电流增加率明显降低(P<0.05)(表2)。
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表2 两种大鼠基底动脉平滑肌细胞不同浓度瑞芬太尼时

电流增加率的变化(x±s,n=6)

瑞芬太尼浓度

(mol/L)
WKY大鼠 SHR

10-10 0.200±0.079 0.030±0.014

10-9 0.651±0.135a 0.138±0.022ab

10-8 0.976±0.161ac 0.339±0.073abc

10-7 1.383±0.175acd 0.573±0.122abcd

10-6 1.491±0.191 0.897±0.219

10-5 1.521±0.194 0.998±0.241

  注:与10-10mol/L浓度比较,aP<0.05;与 WKY大鼠

比较,bP<0.05;与10-9 mol/L 浓 度 比 较,cP<0.05;与

10-8mol/L浓度比较,dP<0.05

表3 两种大鼠基底动脉平滑肌细胞瑞芬太尼和TEA给药前后不同时点电流幅度的变化(pA,x±s)

组别 例数 基础值 瑞芬太尼给药后 TEA给药后 TEA+瑞芬太尼给药后

WKY大鼠 6 285.9±52.3 613.0±135.4a 115.2±16.2a 159.3±16.1b

SHR 6 256.9±67.6 388.1±82.4a 83.2±20.7a 142.4±28.2b

  注:与基础值比较,aP<0.05;与TEA给药后比较,bP<0.05

表4 两种大鼠基底动脉平滑肌细胞瑞芬太尼和4-AP给药前后不同时点电流幅度的变化(pA,x±s)

组别 例数 基础值 瑞芬太尼给药后 4-AP给药后 4-AP+瑞芬太尼给药后

WKY大鼠 6 213.5±23.2 361.9±28.8a 105.1±17.7a 174.7±12.3ab

SHR 6 820.4±182.6 1415.0±298.8a 275.0±42.9a 434.2±99.4ab

  注:与基础值比较,aP<0.05;与4-AP给药后比较,bP<0.05

经拟合量效曲线,得出瑞芬太尼增加 WKY大

鼠和SHR基底动脉平滑肌细胞电流幅度的EC50分
别为(2.9±1.4)×10-9和(9.6±5.1)×10-8 mol/

L,瑞芬太尼增加 WKY大鼠基底动脉平滑肌细胞

电流幅度的EC50明显低于瑞芬太尼增加SHR基底

动脉平滑肌细胞电流幅度的EC50(P<0.05)。
与基础值比较,瑞芬太尼给药后两种大鼠基底

动脉平滑肌细胞电流幅度明显升高,TEA给药后

电流幅度明显降低(P<0.05);与 TEA给药后比

较,TEA+瑞芬太尼给药后两种大鼠基底动脉平滑

肌细胞电流幅度明显升高(P<0.05)(表3)。
与基础值比较,瑞芬太尼给药后两种大鼠基底

动脉平滑肌细胞电流幅度明显升高,4-AP给药后

电流幅度明显降低(P<0.05);与4-AP给药后比

较,4-AP+瑞芬太尼给药后两种大鼠基底动脉平滑

肌细胞电流幅度明显升高(P<0.05)(表4)。

讨  论

本实验结果显示,刺激电压0、+20、+40和+
60mV时,两种大鼠给药后产生的净电流依次明显

增加,显示瑞芬太尼呈电压依赖性增加两种大鼠基

底动脉平滑肌细胞外向电流,故随着刺激电压的增

高,给药后电流幅度升高更明显,且+60mV的电

流更稳定。因此,便于观察和分析,后续的实验均

是在+60mV刺激电压下进行比较[9,10]。在10-9、

10-8、10-7mol/L浓度的瑞芬太尼时,两种大鼠基

底动脉平滑肌细胞电流增加率依次明显升高,显示

瑞芬太尼呈浓度依赖性地增加两种大鼠基底动脉

平滑肌细胞外向电流;刺激电压+20、+40和+60
mV时,SHR基底动脉平滑肌细胞给药后净电流

较 WKY大鼠明显减少,且10-9、10-8和10-7mol/

L浓 度 的 瑞 芬 太 尼 时 SHR 的 电 流 增 加 率 也 较

WKY大鼠明显降低,瑞芬太尼增加 WKY大鼠基

底动脉平滑肌细胞电流幅度的EC50明显低于瑞芬

太尼增加SHR基底动脉平滑肌细胞电流幅度的

EC50,这些结果均显示瑞芬太尼增加SHR基底动

脉平滑肌细胞外向电流的作用较 WKY大鼠弱。至

于更高浓度的瑞芬太尼则无浓度依赖性,原因可能

是药物作用具有封顶效应或是高浓度的药物对细

胞的损害更大,细胞反应不敏感。
此外,与基础值比较,瑞芬太尼给药后两种大

鼠基底动脉平滑肌细胞电流幅度明显升高,TEA
给药后或4-AP给药后电流幅度明显降低;与TEA
给药后或4-AP给药后比较,TEA+瑞芬太尼给药

后或4-AP+瑞芬太尼给药后两种大鼠基底动脉平

滑肌细胞电流幅度明显升高,提示瑞芬太尼增加两

种大鼠基底动脉平滑肌细胞外向电流的作用可被
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四乙胺或4-氨基吡啶部分阻滞,显示该外向电流是

由BKCa和KV 共同介导。
存在于血管平滑肌细胞膜上的BKCa和 KV 是

导致血管舒张的两种重要K+ 通道,前期研究已证

实两种大鼠基底动脉平滑肌细胞上存在 BKCa和

Kv,因此推断瑞芬太尼是通过激活SHR和 WKY
大鼠基底动脉平滑肌细胞BKCa和Kv来舒张基底动

脉,进而升高颅内压[10,13]。而林鹏焘等[14]应用全

细胞膜片钳技术发现瑞芬太尼通过浓度依赖性激

活人肠系膜小动脉平滑肌细胞BKCa而扩张血管,
本实验结果与其一致。

《中国居民营养与慢性病状况报告(2015)》显
示,2012年我国成年人及老年人高血压患病率为

25.2%,而并存高血压的患者尤其是高龄患者在麻

醉手术过程中,血压波动剧烈[15,16]。最易被高血压

疾病受累的血管是脑血管,其中基底动脉相对于其

它脑动脉来说,对血压的变化更为敏感[17],而本实

验对象SHR是从发生高血压疾病的 WKY大鼠相

互交配繁衍的后代,在成年后即可自发高血压疾

病,前 期 研 究 也 已 证 实 SHR 的 血 压 明 显 高 于

WKY大鼠[18]。此外,Yang等[9]研究发现,高血

压患者肠系膜动脉平滑肌细胞BKCa全细胞电流密

度、自发瞬时外向电流(STOCs)和Ca2+敏感性均明

显减小,这也许是瑞芬太尼增加SHR基底动脉平

滑肌细胞BKCa电流的作用较 WKY大鼠弱的原因。
因此,瑞芬太尼对SHR基底动脉平滑肌细胞上

BKCa和Kv激活电流的作用较 WKY大鼠弱的这种

作用可使高血压患者对瑞芬太尼的舒张作用减弱,
进而防止颅内压进一步升高,同时在临床上指导瑞

芬太尼要谨慎用于正常血压和高血压(特别是颅内

高压)患者的神经外科手术。
综上所述,瑞芬太尼呈电压依赖性和浓度依赖

性激活两种大鼠基底动脉平滑肌细胞BKCa和Kv电

流,且瑞芬太尼对SHR基底动脉平滑肌细胞上

BKCa和Kv激活电流的作用较 WKY大鼠弱。
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