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[摘　 要] 　 目的　 观察高盐饮食后大鼠血压水平及主动脉血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)大电导钙激活钾通道(ＢＫＣａ)
电流的变化ꎮ 方法　 ３ 周龄雄性 Ｗｉｓｔｅｒ 大鼠随机分为 ２ 组:对照组和模型组ꎬ每组 ２４ 只大鼠ꎻ对照组予以正常(含

０.５％ＮａＣｌ)饮食ꎬ模型组予以高盐(含 ４％ＮａＣｌ)饮食ꎮ 采用尾动脉测压法测量大鼠血压ꎬ全细胞膜片钳技术记录大

鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电流ꎮ 结果　 模型组从第 ８ 周开始血压明显升高ꎬ随着高盐饮食时间延长ꎬ血压逐渐增

加ꎻ在第 １０、１２、１４、１６ 周时血压较对照组均显著升高(Ｐ<０.０１)ꎮ 模型组大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电流和电流密

度随高盐饮食时间延长而显著增大ꎻ在第 ８、１２、１６ 周时ꎬＢＫＣａ 峰电流密度较对照组明显升高ꎬ差异有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 高盐饮食可导致大鼠血压升高ꎻ大鼠 ＢＫＣａ 电流密度随着高盐饮食所致血压的升高而逐渐
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　 　 高盐饮食是引起高血压的最重要因素之一[１]ꎮ
大量的流行病学和临床研究证实ꎬ钠盐摄入量高的

人群中ꎬ平均血压水平比较高ꎬ高血压患病率也比

较高ꎮ 有报道称ꎬ盐敏感性高血压患者占我国高血

压人群的 ５０％~６０％ꎮ 因此深入研究高盐饮食与高

血压的关系具有重要意义ꎮ
大电导钙激活钾通道(ｌａｒｇｅ￣ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｃａｌｃｉｕｍ￣

ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬＢＫＣａ)广泛分布于主动

脉血管平滑肌细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ
ＶＳＭＣ)上ꎬ对血管舒张功能起重要调节作用ꎮ 在生理

条件下ꎬＢＫＣａ 通道持续激活并作为超极化因素以减

少电压依赖的钙离子通道的活性和钙离子内流ꎬ以此

对抗血管收缩作用ꎬＢＫＣａ 通道被阻断即可引起平滑

肌收缩[２]ꎮ 本研究选取 ＶＳＭＣ 作为研究对象ꎬ探讨高

盐饮食对动脉 ＶＳＭＣ 及其 ＢＫＣａ 通道电流的影响ꎬ进
而对高盐饮食引起血压升高的具体机制及其靶器官

的变化进行深入的探讨ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 大鼠模型建立与分组

３ 周龄雄性 Ｗｉｓｔｅｒ 大鼠 ４８ 只ꎬ体质量 ５０~７０ ｇꎬ
由江西中医学院动物中心提供( ＪＺＤＷ ２０１５￣０１２３)ꎮ
随机分为 ２ 组:模型组和对照组ꎬ模型组予以高盐

(含 ４％ＮａＣｌ)饮食ꎬ对照组予以正常(含 ０.５％ＮａＣｌ)
饮食ꎻ用尾动脉测压仪测鼠尾动脉压ꎬ分别于 ４、８、
１２、１６ 周测量大鼠血压ꎬ每次测血压时间均固定于

８:００ 至 １４:００ꎬ每只大鼠在安静状态下测量血压 ５
次ꎬ取其平均值ꎮ 模型组 １２ 周后血压为 １４２. ０ ±
４.０ ｍｍＨｇ(１ ｍｍＨｇ ＝ ０.１３３ ｋＰａ)ꎬ比对照组血压增

加 ３０ ｍｍＨｇ 以上ꎬ表明高盐饮食诱导高血压模型已

成功建立ꎮ
１.２　 实验器材及试剂

动物恒温系统、无创血压测量分析系统(上海

奥尔科特生物科技有限公司)ꎬ膜片钳放大器(Ａｘｏ￣
ｐａｔｃｈ ２００Ｂ 型) 及 ＤｉｇｉＤａｔａ １２００Ｂ 型数 / 模 (或模 /
数)转换器(Ａｘｏｎ 公司ꎬ美国)ꎬ荧光倒置显微镜、０３￣
Ｄ 玻璃微电极拉制仪(武汉东山新技术应用研究

所)ꎮ 透明质酸酶、胶原酶、二硫苏糖醇、木瓜蛋白

酶、牛血清白蛋白(Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ美国)ꎬ乙二醇二乙

醚二胺四乙酸、Ｎ￣２￣羟乙基哌嗪￣Ｎ￣２￣乙烷磺酸(北
京化学试剂公司)ꎻ余试剂均为国产分析纯ꎮ
１.３　 血压测量方法

大鼠尾动脉无创性血压测量:将大鼠尾动脉测

压仪开启ꎬ预热约 ２０ ｍｉｎꎬ进行压力信号定标ꎮ 根据

大鼠体质量将其装入固定盒内固定ꎬ之后放入动物

固定架ꎬ大鼠尾部通过加压套插入至接近尾根部ꎬ
此时鼠尾已穿过脉搏传感器插入尾部加热器中的

加热管内ꎬ使鼠尾刚好处于脉搏传感器的“脉搏信

号传感片”上方ꎬ并调节脉搏传感器使传感片紧贴

鼠尾下方的尾动脉ꎬ待大鼠脉搏稳定后进行血压

测量ꎮ
１.４　 大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 分离

水合氯醛(每 １００ ｇ 体重 ０.３ ~ ０.４５ ｍｇ)麻醉大

鼠ꎬ剖开胸腔ꎬ取出胸主动脉ꎬ游离出血管中膜ꎬ剪
成长 ２~４ ｍｍ、宽 ２ ｍｍ 的条块ꎬ分别放入酶液Ⅰ(木
瓜蛋白酶 １.７５ ｇ / Ｌꎬ二硫苏糖醇 １.７５ ｇ / Ｌꎬ白蛋白

２.５ ｇ / Ｌ)和酶液Ⅱ(胶原酶Ⅰ２.５ ｇ / Ｌꎬ透明质酸酶

２.５ ｇ / Ｌꎬ白蛋白 ２. ５ ｇ / Ｌ) (均为 Ｓｉｇｍａ 公司产品)
中ꎬ用急性酶分离法获得单个主动脉平滑肌细胞ꎮ
１.５　 膜片钳全细胞 ＢＫＣａ 电流记录方法

记录用玻璃微电极ꎬ采用两步垂直玻璃微电极

拉制仪拉制ꎬ内充电极液(单位 ｍｍｏｌ / Ｌ):ＫＣｌ ４０ꎬ天
门冬氨酸钾(Ｋ２Ａｓｐ)１００ꎬＭｇＣｌ２ １ꎬ２￣氨基乙基四乙

酸(ＥＧＴＡ) ０.１ꎬＮａ２ＡＴＰ ４ꎬ羟乙基哌嗪乙磺酸 １０ꎻ
ＮａＯＨ 调 ｐＨ 值至 ７.４ꎮ 将分离出的 ＶＳＭＣ 保存于溶

液Ⅱ中ꎬ细胞悬液加于灌流槽中ꎬ待细胞贴壁后ꎬ电
极外液以 １~２ ｍＬ / ｍｉｎ 灌流 １５~２０ ｍｉｎꎻ灌流液的成

分(单位 ｍｍｏｌ / Ｌ):ＮａＣｌ １３４ꎬＫＣｌ ６ꎬＭｇＣｌ２ １ꎬＣａＣｌ２
２ꎬ羟乙基哌嗪乙磺酸 １０ꎬ葡萄糖 １０ꎮ 电极经拉制抛

光后ꎬ电极尖端阻抗 ４ ~ ７ ＭΩꎬ封接电阻>１ ＧΩꎬ负
压破膜ꎬ使细胞内液与电极内液完全相通ꎮ 建立全

细胞记录后ꎬ运行 Ｐｃｌａｍｐ ９.０ 软件(Ａｘｏｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ
公司ꎬ美国)的膜测试功能记录细胞膜电容(Ｃｍ)
(电压钳模式ꎬ滤波 ５ ｋＨｚꎬ保持电位－６０ ｍＶꎬ除极化

至－６５ ｍＶ)ꎮ 保存膜测试结果ꎬ随后以放大器(Ａｘｏ￣
ｐａｔｃｈ ２００Ｂ 型ꎬＡｘｏｎ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ 公司ꎬ美国)的慢电

容补偿和串联电阻补偿(５０％ ~ ８０％)ꎬ减少瞬时充

放电电流和钳位误差ꎬ信号采集频率 ５ ｋＨｚꎬ低通滤

波频率 ２ ｋＨｚꎬ保持钳制电位为－６０ ｍＶꎬ给细胞施加

去极化方波刺激ꎬ频率 ０.２ Ｈｚꎬ持续时间为 ４００ ｍｓꎬ
从－５０ ｍＶ 去极化至＋７０ ｍＶꎬ以激发外向钾电流ꎬ观
察到电流基本稳定后ꎬ记录电流ꎮ 电流记录在室温

条件(２５℃)下进行ꎮ
１.６　 统计学方法

采用 Ｐｃｌａｍｐ ９.０ 软件对单个全细胞记录进行数

据和图形转换ꎮ 电流密度(ｐＡ / ｐＦ)＝ 电流强度 / 电
容ꎻ计量数据以 ｘ±ｓ 表示ꎮ 用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计软件做

统计分析ꎮ 采用重复资料测量的方差分析方法来

分析 ＢＫＣａ 电流随刺激电压不同的变化趋势ꎬ多组
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间比较采用单因素方差分析ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有

统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 高盐饮食对大鼠血压的影响

本实验复制了经典成熟的盐敏感高血压大鼠

模型ꎬ实验结果表明ꎬ模型组第 １０ ~ １６ 周血压较对

照组明显增高(Ｐ<０.０１ꎻ表 １、图 １)ꎮ

表 １ 高盐饮食对大鼠血压的影响(ｍｍＨｇꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｓａｌｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ
(ｍｍＨｇꎬｎ＝ ６)

时间 对照组 模型组 Ｐ 值

０ 周 １０６±５ １０７±５ >０.０５
２ 周 １０７±４ １０６±３ >０.０５
４ 周 １０８±３ １０７±４ >０.０５
６ 周 １０７±４ １１０±４ >０.０５
８ 周 １１０±５ １２０±６ <０.０５
１０ 周 １０８±３ １３１±４ <０.０１
１２ 周 １０９±４ １４２±６ <０.０１
１４ 周 １１０±５ １４３±６ <０.０１
１６ 周 １０８±６ １４４±７ <０.０１

周数从脱离哺乳期开始计算ꎮ

图 １. 高盐饮食对大鼠血压的影响(ｎ ＝ ６) 　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ
为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｓａｌｔ ｄｉｅｔ ｏｎ ｂｌｏｏｄ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｉｎ ｒａｔｓ
(ｎ＝６)

２.２ 　 高盐饮食对大鼠平滑肌细胞 ＢＫＣａ 电流的

影响

电压钳模式下ꎬ保持电位(ｈｏｌｄｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬＨＰ)
－９０ ｍＶꎬ施予 ４００ ｍｓꎬ阶跃＋１０ ｍＶꎬ－５０ ｍＶ~＋７０ ｍＶ
的系列刺激ꎬ刺激频率 ０.５ Ｈｚꎬ可得到各激活电位下

的电流图(图 ２)ꎮ 记录各组大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜

ＢＫＣａ 电流ꎬ模型组大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电流

随着高盐饮食持续时间的增加而逐渐增大ꎬ对照组大

鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电流无明显变化ꎮ

图 ２. 高盐饮食时间与大鼠 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电流的关系(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｉｇｈ￣ｓａｌｔ ｄｉｅｔ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＢＫＣａ ｃｕｒｒｅｎｔ ｏｆ ＶＳＭＣ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎ ｒａｔｓ(ｎ＝ ６)

２.３　 ＢＫＣａ 电流密度￣电压曲线

电压钳模式下ꎬＨＰ －９０ ｍＶꎬ施予 ４００ ｍｓꎬ阶跃

＋１０ ｍＶꎬ－５０ ｍＶ~ ＋７０ ｍＶ 的系列刺激ꎬ得到各激活

电位下的电流图ꎬ以各激活电位下电流密度对相应

电位作图ꎬ得到电流密度￣电压曲线图(图 ３)ꎮ
模型组大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电流密度在

不同高盐饮食时间点ꎬ不同电压的电流变化趋势不

同(Ｐ<０.０１)ꎮ 随着时间的延长ꎬ在第 ８、１２、１６ 周

时ꎬ与对照组相比ꎬ模型组大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜

ＢＫＣａ 电流密度均增大(Ｐ<０.０１ꎻ表 ２)ꎮ
２.４ 　 高盐饮食持续时间对大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜

ＢＫＣａ 电流的影响

模型组大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电流随高盐饮

食时间的延长而增大ꎬ第 ８、１２、１６ 周时 ＢＫＣａ 电流密度

分别为 １４３.５７±１４.１７、２０４.９８±１８.２６、２１１.４２±７.９５ ｐＡ/ ｐＦꎬ
与第 ０ 周比较ꎬ第 ８、１２、１６ 周电流密度分别增加７９.９３％
±６.８７％、１５６.８９％±１５.１６％、１６４.９７％±１８.２３％ꎻ与对照组

比较ꎬ模型组电流密度显著增加(Ｐ<０.０１ꎻ图 ４)ꎮ

９０２１ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１７ 年第 ２５ 卷第 １２ 期



图 ３. 大鼠主动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ 电流密度￣电压曲线(ｎ＝ ６)　 　 左图为不同时间高盐饮食大鼠主动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ 电流密度￣
电压曲线ꎻ右图为模型组与对照组峰电流密度比较ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＢＫＣａ ｃｕｒｒｅｎｔ ｄｅｎｓｉｔｙ￣ｖｏｌｔａｇｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒａｔ ａｏｒｔｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ６)

表 ２. 大鼠主动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ 峰电流密度(ｐＡ / ｐＦꎬｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｅａｋ ｃｕｒｒｅｎｔ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＢＫＣａ ｉｎ ｒａｔ ａｏｒｔｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ(ｐＡ / ｐＦꎬｎ＝ ６)

分　 组 ０ 周 ４ 周 ８ 周 １２ 周 １６ 周

对照组 ８３.０１±４.３ ８３.６９±４.３８ ９０.７９±４.３２ ９５.８４±４.１６ ９８.９２±４.１９
模型组 ７９.７９±４.８ ８３.８９±４.８０ １４３.５７±１４.１７ａ ２０４.９８±１８.２６ｂ ２１１.４２±７.９５ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

图 ４. 高盐饮食持续时间对大鼠主动脉 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 电

流的影响(ｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ￣ｓａｌｔ ｄｉｅｔ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｏｎ ＢＫＣａ ｃｕｒｒｅｎｔ
ｉｎ ｒａｔ ａｏｒｔｉｃ ＶＳＭＣ ｍｅｍｂｒａｎｅ(ｎ＝ ６)

３　 讨　 论

高血压是全球人类最常见的慢性病ꎮ 我国居

民高血压患病率持续增长ꎬ估计现患高血压达 ３ 亿

人ꎬ已成为威胁我国居民健康的重大疾病ꎬ控制高

血压是防治心血管疾病的关键[３]ꎮ 有报道显示ꎬ１ /
３ 的血压正常者和 １ / ２ 的高血压患者是盐敏感

者[４]ꎮ 本实验建立高盐饮食所致高血压模型ꎬ哺乳

期后予以喂养高盐饲料ꎬ观察到从第 ８ 周开始ꎬ模型

组大鼠较对照组血压升高(Ｐ<０.０５)ꎬ并且血压随着

高盐饮食持续时间的延长而持续升高ꎻ此与曾昭华

等[５]报道类似ꎮ
高盐饮食引起高血压的机理十分复杂ꎬ其中有

关高盐饮食如何通过作用于大血管壁平滑肌细胞

离子通道而导致血管收缩功能异常引起血压升高

的机理尚不清楚ꎮ 众所周知ꎬＶＳＭＣ 在调节血管舒

缩状态中起到决定性的作用ꎬ进而影响血压的高

低ꎮ 有研究认为ꎬ高盐饮食可导致细胞内 Ｎａ＋ 浓度

增加ꎬ接着激活 Ｎａ＋ ￣Ｃａ２＋交换体ꎬ使细胞内 Ｃａ２＋浓度

增加ꎬ从而导致血管平滑肌的收缩ꎬ最终引起高血

压[６]ꎮ Ｚｈｏｕ 等[７]证实ꎬ细胞内 Ｃａ２＋浓度升高可同时

激活 ＶＳＭＣ 膜 ＢＫＣａ 通道ꎻ当细胞内 Ｃａ２＋ 浓度升高

时导致 ＢＫＣａ 通道开放ꎬ形成自发性一过性 Ｋ＋ 外

流ꎬ引起细胞超极化ꎬ使血管扩张ꎬ从而使肌张力尽

量维持在一定水平[８]ꎮ
ＢＫＣａ 通道广泛存在于各种平滑肌细胞中ꎬ其

作用为调节膜电压和钙离子内流ꎬ它由膜去极化和

细胞内钙离子所激活ꎬ在限制去极化和抵抗血管收

缩的负反馈机制中起着重要作用ꎮ 当细胞内钙离

子浓度升高时ꎬＢＫＣａ 通道激活ꎬ钾离子外流ꎬ产生

超极化ꎬ抑制钙离子通道开放ꎬ使钙离子内流减少ꎬ
从而使血管扩张[９]ꎮ 使用 ＢＫＣａ 通道特异性阻滞剂

Ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ 阻滞 ＢＫＣａ 电流后ꎬ动脉明显收缩ꎬ内径

缩小ꎬ因此ꎬＢＫＣａ 通道对动脉血管张力也具有重要

的调节作用[１０]ꎮ 我们前期的研究[１１￣１２]表明ꎬ在寒冷

的大鼠ꎬＢＫＣａ 通道的活性下降ꎬ导致血压升高ꎮ

０１２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



在生理条件下ꎬＢＫＣａ 持续激活并作为超极化

因素以减少电压依赖的钙离子通道的活性和钙离

子内流ꎬ以此对抗血管收缩作用ꎬＢＫＣａ 被阻断即可

引起平滑肌收缩[２]ꎮ 在我们的实验中观察到模型

组大鼠 ＶＳＭＣ ＢＫＣａ 通道的电流及电流密度从第 ８
周时开始增大ꎬ而且随着时间延长而逐渐增加ꎻ血
压持续上升提示在持续高盐饮食过程中ꎬＶＳＭＣ 内

Ｃａ２＋浓度随血压的增加而呈现上升趋势ꎮ 另外ꎬ模
型组高盐饮食后第 １２、１６ 周电流、电流密度比对照

组也有明显增加ꎬ提示高盐饮食一定时间后血压也

会升高ꎻ同样 ＶＳＭＣ 内 Ｃａ２＋浓度随血压的增加而呈

现上升趋势ꎮ 当细胞内 Ｃａ２＋浓度升高时导致 ＢＫＣａ
通道开放ꎬ形成自发性一过性 Ｋ＋外流ꎬ引起细胞超

极化ꎬ使血管扩张ꎬ从而使肌张力尽量维持在一定

水平[１３]ꎮ 在盐敏感性高血压模型形成过程中ꎬ
ＢＫＣａ 通道做为一种反馈性调节因素随血压升高而

大量开放ꎮ 目前包括脑动脉(１００ μｍ 内径)在内ꎬ
对不同类别的血管在高血压背景下均有研究ꎬ研究

结果均显示了高血压时血管平滑肌 ＢＫＣａ 电流增

加[１４]ꎮ 同时ꎬ大多数研究认为 ＢＫＣａ 功能的增强是

一种对抗血压进行性升高的保护机制ꎮ
本实验参照文献[５ꎬ１５]方法建立了高盐饮食诱导

高血压大鼠模型ꎬ研究结果表明ꎬ高盐饮食大鼠会

出现细胞内钙超载ꎬ从而导致机体血压的升高ꎬ
ＢＫＣａ 通道电流作为一种调节血管舒张因素ꎬ在大

鼠高盐饮食的过程中起到反馈性的保护调节作用ꎬ
利用增强 ＢＫＣａ 通道的反馈性调节来控制血管平滑

肌细胞内 Ｃａ２＋ 浓度上升ꎬ进而控制机体血压升高ꎮ
总之ꎬＢＫＣａ 在高血压状态下发挥着重要作用ꎬ而其

本身也受各种因素的影响和调节ꎬＢＫＣａ 在高血压

状态下的具体变化及反馈调节机制有待进一步研

究ꎮ 相信随着对 ＢＫＣａ 更加深入的探究ꎬ有望为心

血管疾病的治疗提供新的方向和依据ꎮ
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