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手动膜片钳检测 HMS-01对 HEK293细胞 hERG通道电流的影响

张慧敏，向科发，史小飞，秦　臻，刘　霞 （海军军医大学药学院临床药学教研室, 上海 200433）

［摘要］　目的　 检测新化合物 HMS-01 有无心脏毒性，对其进行临床前安全评价研究，为进入临床试验做准备。方法　用

手动膜片钳检测转染后 hERG 钾通道稳定表达的 HEK293 细胞的电流，西沙必利做阳性药，将 HMS-01 依次稀释成 0.3、1、
3、10、30 μmol/L，依次作用于细胞，记录电流变化，计算抑制率。结果　HMS-01 在实验设计的最高浓度 30 μmol/L 时，对细

胞 hERG 钾通道的抑制率低于 30%，与阳性对照药西沙必利相比，无明显抑制作用。结论　新化合物 HMS-01 对 hERG 通道

无明显抑制作用，不具有心脏毒性。
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The effect of HMS-01 on stably expressed hERG channel currents in HEK293
cells detected with the manualpatch clamp method
ZHANG Huimin, XIANG Kefa, SHI Xiaofei, QIN Zhen, LIU Xia（Department of Clinical Pharmacy, School of Pharmacy, Naval
Medical University, Shanghai 200433, China）

［Abstract］　 Objective　To test the cardiac toxicity of new compound HMS-01 and evaluate the safety profile for clinical
trials. Methods　Manualpatch clamp method was used to measure human Ether-a-go-go-Related Gene (hERG) potassium channel
currents with different concentrations of HMS-01. Cisapride was selected as the positive control drug. HMS-01 was diluted to the
concentration  of  0.3,  1,  3,  10  and  30  μmol/L  and  applied  to  the  cells.  The  changes  in  electrical  currents  were  recorded  and  the
inhibition rate was calculated. Results　At the highest concentration of 30μmol/L, the inhibitory rate of HMS-01 on hERG channel
was  less  than 30%.  There  was  no obvious  inhibitory  effect  compared with  cisapride. Conclusion　Compared with  the  cisapride,
HMS-01 has no obvious inhibitory effect on hERG channel and has no cardiotoxicity.
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HMS-01 是由我们实验室以红霉素为前体改

造而来的抗疲劳新药，笔者在前期工作中发现，红

霉素能明显延长小鼠游泳和跑台的疲劳时间，肌肉

疲劳指数提高，增加糖原含量，增强线粒体功能和

ATP 水平，有望成为治疗肌肉疲劳的潜在药物[1]。

但是红霉素作为大环内酯类抗生素无法应用为抗

疲劳药物，因此，笔者在红霉素的基础上进行改造，

得到了新化合物 HMS-01，在抗疲劳实验研究中效

果显著，得到国家重大新药研发的资金支持，目前

已进入临床前研究阶段。红霉素具有潜在的心脏

毒性，导致 QT 延长综合征 [2]。因此对新化合物

HMS-01 进行心脏毒性评价十分必要。

人类 Ether-a-go-go-Related 基因（hERG）编码

的快速激活钾通道是参与心肌动作电位 3 期复极

形成的重要离子通道[3-4]。药物阻断 hERG 通道会

导致心脏复极延长，心电图表现为 QT 间期延长，

称为长 QT 间期综合征。药物引起的心室延迟复

极在某些情况下可能引发致命性心律失常-尖端扭

转型室性心动过速[5-6]。

据统计，25%～40% 的先导化合物都显示出不

同程度的 hERG 相关毒性，而且很多药物由于可能

导致 QT 间期延长风险而被撤出市场。在临床上，

若某药物诱导发生扭转型室性心动过速后果极其

严重，有必要采用合适的技术方法，检测是否可能

诱发这种严重的心律失常，因此 2005 年国际协调

会 (ICH) 颁布的指导原则“评价人用药品潜在致心

室复极化延迟作用 (QT 间期延长) 的安全药理学

研究（S7B）”建议所有的药物均需要评估其在原代
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心肌细胞或重组细胞中对心肌延迟复极的作用[7-9]，

美国 FDA 等药物监管部门也要求新药申报必须

有 hERG 心脏安全性的评估数据。心脏毒性问题

也越来越引起我国重视，2014 年，我国食品药品监

督管理总局推出《药物 QT 间期延长潜在作用非临

床研究技术指导原则》，明确指出体外实验中可使

用“离体动物或人心肌细胞、培养心肌细胞系或克

隆的人离子通道异种表达体系测定离子流”[10]，目

前，中国食品药品监督总局（NMPA）也要求研究中

的新药 (IND) 申报临床试验前需要有 hERG/IKr 安
全性评价的数据。

因此，在新药临床前试验引入 hERG 安全性检

测，是非常必要的，可以有效控制新药研发的风险

和成本。在体外实验中，常常会选择稳定表达钾离

子通道蛋白的转染有 hERG 基因的哺乳动物细胞

系细胞[9]，哺乳动物细胞的实验结果更接近于人体

生理条件[10]，本次实验中我们选用的是人胚肾细胞

（HEK293 细胞）[11]。实验中使用的阳性对照药西

沙必利有促心律失常的作用，hERG 是西沙必利作

用的分子靶点，基本机制是阻断 hERG 电流，低浓度

时可有效阻断 HEK293 中异源表达的 hERG 通道[12]。

全细胞膜片钳技术是 hERG 安全性评价的金

标准，“膜片”即表示细胞膜，“钳”则是指控制，可

分为电压钳和电流钳，膜片钳技术简单说是一种通

过玻璃微吸管电极控制细胞后监测并记录膜电流，

通过分析膜电流的变化了解离子通道的本质。膜

片钳技术在药物体外安全性评价中已经广泛普及，

在发现药物毒性后及时止损大大缩短药物开发周期。

笔者采用膜片钳技术检测被测化合物（HMS-01）
对 hERG 通道阻断作用的浓度效应关系，从而评价

样品对心脏 hERG 钾通道抑制作用的风险，评价其

引发心室复极毒性的风险。本试验是遵循 GLP 指

导原则进行的非 GLP 实验，研究根据相关文献以

及标准操作程序进行。 

1    材料与仪器
 

1.1    细胞培养

将 hERG 钾通道稳定表达的 HEK293 细胞系

在含有 10% 胎牛血清及 0.8 mg/ml G418 的 DMEM
培养基中，置于 5%CO2，37oC 孵箱培养。除去旧培

养基 PBS 洗一次，加入 1 ml TrypLE™ Express 溶液，

37℃ 孵育 0.5 min。当细胞从皿底脱离，加入 5 ml、
37℃ 预热的完全培养基，将细胞悬液用吸管轻轻

吹打使聚集的细胞分离，转移至无菌的离心管中，1 000
r/min 离心 5 min 收集细胞。扩增或维持培养，将细

胞接种于 6 cm 细胞培养皿，每个细胞培养皿，接种

细胞量为 2.5×105 细胞（最终体积：5 ml）。为维持

细胞的电生理活性，细胞密度不能超过 80%。实验

之前细胞用 TrypLE™ Express 分离，将 3×103 细胞

铺到盖玻片上，在 24 孔板中培养（最终体积：500 μl）
18 h 后，进行实验检测。 

1.2    药品与试剂 

1.2.1    HMS-01 的配制

称量 10mg HMS-01（本实验室自制）溶于二甲

基亚砜（DMSO）配制成母液，用 10 ml 的细胞外液

将母液依次稀释成 0.3、1、3、10、30 μmol/L 浓度

的样品，所有浓度超声 20 min，至所有样品全部溶

解，没有肉眼可见沉淀。 

1.2.2    阳性对照药西沙必利的配制

将 10 mg 西沙必利 [12-13]（购自 Sigma 公司）阳

性对照药用 DMSO 配制成 10 mmol/L 的母液，再用

DMSO 将西沙必利母液依次稀释为 1、10、100 μmol/L
以及 1 mmol/L 4 个浓度，西沙必利最终的工作浓度

为 1、10、100 nmol/L 以及 1 μmol/L，西沙必利全部

溶解，没有肉眼可见的沉淀。 

1.2.3    内外液制备

细胞外液的配方为：140 mmol/L NaCl, 3.5 mmol/L
KCl, 1 mmol/L MgCl2, 2 mmol/L CaCl2, 10 mmol/L
葡萄糖, 10 mmol/L HEPES, 1.25 mmol/L NaH2PO4，

用 NaOH 将 pH 调节为 7.4。细胞内液的配方为：

20 mmol/L KCl,  115 mmol/L K-Aspartic,  1  mmol/L
MgCl2, 5 mmol/L EGTA, 10 mmol/L HEPES, 2 mmol/L
Na2-ATP, 用 KOH 将 pH 调节为 7.2。 

1.3    实验仪器

P97 电极拉制仪、BF150-86-10 毛细玻璃管、

MP285R 微操纵器（美国 Sutter Instruments）；IX71
显微镜（Olympus）；BT100L 蠕动泵（Lead Fluid）；
EPC10 放大器（德国 HEKA）；Patchmaster v2x73.2、
IGOR 6.0.1.0 数据采集和分析软件（德国 HEKA）。 

1.4    数据统计与处理

将每一个药物浓度作用后的电流和空白对照

电流标准化（化合物峰尾电流/空白组峰尾电流），

然后计算每一个药物浓度对应的抑制率（1−化合物

峰尾电流/空白组峰尾电流）。对每一个浓度计算

平均数和标准误，并用以下的方程计算每种化合物

的半抑制浓度：

抑制率 =
1

1+
( IC50

C

)h
用以上方程对剂量依赖效应进行非线性拟合，
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其中，c代表药物浓度，IC50 为半抑制浓度，h 代表

希尔系数。曲线拟合以及 IC50 的计算利用 IGOR
软件完成。 

2    实验方法
 

2.1    准备工作

用微电极拉制仪将毛细玻璃管拉制成记录电

极。在倒置显微镜下操纵微电极操纵仪将记录电

极接触到细胞上，给予负压抽吸，形成 GΩ 封接，封

接电阻 ≥ 1 GΩ。形成 GΩ 封接后进行快速电容补

偿，然后继续给予负压，吸破细胞膜，形成全细胞记

录模式。然后进行慢速电容的补偿并记录膜电容

及串联电阻。不给予漏电补偿。 

2.2    全细胞记录

当形成全细胞封接后，细胞膜电压钳置于

−80 mV，在膜电位为−80 mV 下无明显的漏电流

（漏电流  ≤ 100 pA）。钳制电压由−80 mV 除极

至+30 mV 维持 2.5 s，然后迅速保持在−50 mV 维

持 4 s，可以激发出 hERG 通道的尾电流，起始尾电

流峰值≥400 pA，起始尾电流峰值大于激活电流峰

值，尾电流没有明显的自发性衰减（5 min 内自发性

衰减<5%）。每隔 10s 重复采集数据，观察药物对

hERG 尾电流的作用。以−50 mV 为漏电流检测

值。实验数据由 EPC-10 放大器进行采集并储存

于 PatchMaster 软件中。 

2.3    给药

当全细胞记录的 hERG 电流稳定后开始给药，

每个药物浓度作用至 5 min（或者电流至稳定）后检

测下一个浓度，每一个测试化合物检测多个浓度。

将铺有细胞的盖玻片置于倒置显微镜中的记录浴

槽中，测试化合物以及不含化合物的外液利用重力

灌流的方法从低浓度到高浓度依次流经记录小室

从而作用于细胞，在记录中利用真空泵进行液体交

换。每一个细胞在不含化合物的外液中检测到的

电流作为自己的对照组。独立重复检测多个细

胞。所有电生理实验均在室温下进行。 

3    实验结果
 

3.1    hERG HEK-293 细胞系特征

使用带有 hERG 基因的重组质粒对 HEK-
293 细胞进行转染，细胞表达的重组蛋白有：Homo
sapiens  potassium  voltage-gated  channel,  subfamily
H  (eag-related),  member  2  (KCNH2),  transcript
variant1。表达系统为 constitutive  (pSG5-Kana)。
最终用 G418（0.8 mg/ml）作为标记进行细胞筛选。

筛选出的细胞中，hERG 通道的表达经过免疫标

记，被 hERG 转染的 HEK293 细胞表面被标记上荧

光（图 1A）以及通过蛋白质印记表达实验（图 1B），

均表明 hERG 基因转染进入 HEK293 细胞并表达

了 hERG 通道蛋白。
 
 

A B
hERG
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HEK293 HEK293

α hERG

α actin

150

100

75

50

37

图 1    hERG通道的表达经过免疫标记以及蛋白质印迹结果

注：A.免疫印迹；B.蛋白质印迹
  

3.2    典型的 hERG 电流形态及电流-电压曲线

在形成全细胞状态后，将细胞钳制在−90 mV，

给予指令电位从−60～+60mV，然后电压保持在

−40 mV，记录 I 结果 (图 2)。所记录到的尾电流在

+10 mV 时接近高峰，当膜电位再升高时尾电流饱

和 (图 3)。
 
 

A
200 pA

1 s

B +60 mV

−60 mV
−90 mV −90mV

−40 mV

图 2    被 hERG转染的 HEK293细胞的电流记录

注：A.hERG 电流形态；B.hERG 电压记录
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图 3    被 hERG转染的 HEK293细胞尾电流电流-电压曲线
  

3.3    与西沙必利相比 HMS-01 对 hERG 通道无明

显抑制作用

在几次独立重复实验中检测 HMS-01 与西沙

必利对 hERG 通道抑制作用，并通过拟合计算出样

品对 hERG 电流的半抑制浓度（IC50），笔者采用了

通用标准判断被试化合物对 hERG 的抑制效应[14]，

极强抑制：IC50<0.1 μmol/L；强抑制：0.1 μmol/L ≤
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IC50 ≤ 1 μmol/L；中度抑制：1 μmol/L ≤ IC50 ≤ 10
μmol/L；弱抑制或无抑制：IC50> 10 μmol/L。根据以

上标准，实验结果表明，与阳性对照药西沙必利相

比，化合物 HMS-01 对 hERG 通道具有弱抑制或无

抑制作用（图 4）。
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A

图 4    不同浓度西沙必利与 HMS-01对 hERG

通道的抑制比例

注：A.西沙必利；B.HMS-01
  

4    讨论

有证据表明，药物会以浓度依赖的方式减缓复

极化，当药物 hERG 半抑制浓度超过其在血液中的

浓度峰值的 30 倍左右时，是一个相对安全的范

围[15-17]。本实验研究结果证明，与阳性对照药西沙

必利相比，HMS-01 作为新药对 hERG 通道无明显

抑制作用。尽管大环内酯类抗生素红霉素作为该

化合物前体具有心脏毒性[18-19]，红霉素第一次改造

后变成无抗菌活性的螺缩酮，二次结构改造后才成

为我们的新药 HMS-01,改造后心脏毒性作用消失，

本研究结果对于推动该新药进入临床试验，是一个

十分积极的信号。

目前膜片钳技术的水平大为提升，已经广泛活

跃在各种离子通道相关研究中。尽管膜片钳研究

在预测化合物引起 QT 延长的风险中是灵敏的指

标，但仅凭 hERG 电生理的结果来评价化合物潜在

的延长 QT 间隔的风险是远远不够的。还要通过

安全药理学和毒理学等综合研究。
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