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钙调素拮抗剂 E 6对大鼠脑一氧化氮合酶活性和

突触体谷氨酸释放的影响

丁启龙
,

刘国卿
`

(中国药科大学生理学教研室
, ’

药理学教研室
,

南京 2 1 0 0 0 9)

摘 要 目的 探讨钙调 素拮杭剂 E 6的杭脑缺血作用机 制
。

方法 用〔3 H习
一 L 一 G l u ( g l u t a m i e a e id

,

G l u ) 标记 大

鼠脑 突触体
,

测定突触体 的 G lu 释放童和 用一氧化氮合晦 ( in t r ic ox i de
s y nt h as

e ,

N O )S 试 剂盒测定 成年大 鼠脑匀浆

上清中 N o s 活性
。

结果 E 6促进 G l u
释放 (与对照 组比

,

1 0 一 “ m o l
·

L 一
`

组增加 8 1
.

0% )
,

但对 K C I ( 5 0 m m o l
·

L 一
’
) 引

起 的 lG
u
释放 有 抑 制作 用

,
1 0 一 ” m ol

·

L 一
’ E 6 的抑 制 率为 23

.

2%
。

E 6 浓度 依 赖 性 地 抑 制 N O S 活 性
。

钙 调 素

( e a lm o d u l i n ,

e a M ) ( 3 0 件g
·

m l一 ` ) 可 逆转 E 6的抑制作用 ( 1 0一 6 m o l
·

L 一
`
E 6 的抑寺

,

j率 为土3
.

7% )
,

刃书百基
一

精氛酸 ( (刃
-

n i t r o 一 a r g in i n e ,

五
一
N N A ) ( 1 0 拼m o x

·

L 一 `
) 可 加强 E 6的抑 布

.

J作 用 ( 1 0 一
“
m o l

·

L 一
`
的抑制率为 7 6

.

5% )
。

结论 E 6是与 e a M

结 合后发挥抑制 N o S 活性效应的
,
E 6对 lG

u
释放的影响可 能与其对 N o s 活性及其对神经细胞 内 c a “ +

影响有关
。
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脑缺血 以后
,

首先引起兴奋性氨基酸 (如 lG
u )

释放
,

作用于兴奋性氨基酸受体
,

导致细胞 内钙超

载
,

引发兴奋性氨基酸 的兴奋性毒性
,

包括细胞内

C a Z 十

超载
、

氧 自由基产生
、

一氧化氮大量释放等川
。

缺血早期的 N O 可能具有生理性的保护作用
,

但缺

血后期和复灌期间过量的 N o 扩散作用于邻近 的

神经元
,

造成大量神经元死亡
。

N O 还 可能作 为逆

行性神经递质
,

作 用于突触前膜
,

促进多种神经递

质如 价氨 基 丁酸 ( G A B A )
、

谷氨 酸 ( g l u m a ta a c i d
,

G一u )
、

多 巴胺 ( d o p a m i n
e ,

o A )
、

去 甲肾上腺 素和 乙

酞 胆碱 ( A hc ) 的释放
,

调节 N M D A 受体的活性
,

从

而扩大病理信号
〔 ,」。

如果药物能作用于 lG u 释放环

节
,

使得缺血缺氧后
,

神经细胞外 1G
。 浓度不升高

或升高程度降低
,

或通过抑制 ca
, + / ca M 依赖性的

N o s
,

减少或 中断其毒性作用
,

最终可表现出抗脑

缺血作用
。

四氢异唆琳类化合物小璧胺的衍生物

E 6
,

和经典钙调素拮抗剂三氟拉嗦 ( t r i f l u p e r a z i n e ,

T F )P 一样
,

在显示较强钙调素拮抗作用的同时
〔 3 1 ,

还显示抗整体动物脑缺血和培养神经细胞缺血样

损伤的作用比
5 〕 。

为探讨 6E 抗脑缺血作用机制
,

本

研究用大鼠脑突触体和脑匀浆
,

分别观察其对突触

体 lG
u 的释放和对 N O S 活性的影响

。

材料与方法

1
.

1 动物

s D 大 鼠
,

体重 1 80 一 22 0 9
,

由中国药科大学动

物中心提供
。

1
.

2 药品与溶液

E 6 :

本校药化研究室黄文龙教授合成
。

ca M 和

T F P
:

进 口分装
,

生化研究室刘猛六老师惠赠
。

N
一

硝

基
一

精氨酸 ( L
一

N N A )
:

is g m a
公 司产品

。 3
H

一

lG u( 6 ic /

m m ol
,

1 m ic / m l )
:

中科院上海原子核研究所
。

取 10

川 加入到 9 0 抖I K r e b s

液 中备用
。

I习烁 液
:
P P o 4 g

,

P o P o P 0
.

4 9
,

二 甲苯加至 2 0 0 0 m z
。

蔗糖溶液
:

蔗糖

0
.

3 2 m m o z
·

L 一 ’ ,

葡萄糖 1 0 m m o l
·

L 一 ’ ,

用 T r i s 调 p H

至 7
.

4
。

磷酸盐缓冲液 ( p B S )
:
N a C I 8 9

,
K C I O

·

2 9
,

N a ZH P O
;

·

1 2 H
2
O 3

.

4 9 9
,

K H Z
P O

、 0
.

2 9
。

K r e b s -

b i e a r b o n a t e

缓 冲液 ( m m o l
·

L 一 `
)

: N a e l 1 1 5
.

6
,

K e -

4
.

7
,

C a C 12 1
.

3
,

M g C 1
2 1

.

2
,

K H Z P O 4 1
.

2
,

N a Z
S O , 1

.

2
,

N a H e o
3 2 5

,

G 一u e o s e 1 1
.

1
。

用 T r i
s

调 p H 至 7
.

4
。

H e p e s 一 H a n k S 液 ( m m o l
·

L 一 `
)

: N a e l 1 3 7
,

e a e l Z I
.

3
,

M g S O
, 0

.

4
,

M g C 1
2 0

.

5
,

K C I 5
.

0
,

K H Z
P O

。 0
.

4
,

`
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N a : H P O , 0
.

6
,

N a H C O
3 3

.

0
,

G lu e o s e 5
.

6
,

H e P e s 2 0
,

PH 7
.

4
。

N o 测定试剂盒
:

南京建成生物工程公司
。

1
.

3 仪器

7 5 1
一

分光光度计
:

上海分析仪器厂
。

R S
一

20 1 型

高 速 冷 冻 离 心 机
:

日本
,

T
o m y S

e
i k o C o

·

L t d二

B e e km a n

峪 S O0 0 T o 型闪烁仪
。

1
.

4 突角虫体和脑匀 浆制备

按文献方法仁6 `」制备突触体和脑匀浆
。

考马氏

亮兰法测定的突触体蛋 白质浓度为 33
·

5 昭
·

m l 一 ` ,

脑匀浆上清蛋白质含量为 1
·

3 2 9
·

L
一 ’ 。

L S 释放实验比
:

,

叼

每管取 9 0 0 0 1 突触体悬液
,

加入 1 、 1 3 H
一

G lu
,

2 5 C水浴中振荡 1 0 m i n
,

4
`
’

C 1 0 O0 0 r / m i n 离心 3 0

m i n
,

冰冷 P路 洗 2次
,

加入 K r e b s
液重悬

。

加入药物

(对照组加生理盐水 )后 37 C 复温 20 m in
,

军C 中止

反应
,

上玻纤膜
,

用闪烁仪测定 d pm 值
。

观察药物

对 K a 去极化引起 lG u 释放的影响时
,

在复温结束

前 1 m in 内加入终浓度为 5 0 m m o l
·

L
一 `
的 K e l

,

以后

立即中止反应
。

以 K CI 组释放 的 dP m 为 1 00 %
,

给

药组与 K cl 组 dP m 差值占 K CI 组 dP m 的百分数为

释放抑制率
。

1
.

6 N O S 活 性汉
,

!定

用南京建 成生物工 程研究所 一氧化氮合酶

( N o s )测定试剂盒
。

加入药物与上清液后
,

于 37 C

温 育 15 m in
,

再按试 剂 盒说明书要求操 作
。

观 察

c a M 和 L
一

N N A 对 E 6抑制 N o S 活性影响实验中
,

在加药前加入 aC M 或 L
一

N N A
,

加入药物 37 C 温育

15 m in 后再加中止液和显色液
。

测定原理
:
N O S 催

化 L
一

A gr 和分子氧反应生成 N O
,

N O 与亲核性物质

生成有色化合物
。

在 5 30 n m 波长下
,

测定 o D 值
,

代表组织 N o s 活性
。

脑组 织 N o S 活性定义为
:

每

m g 组织蛋白质每 m in 生成 1 n m ol N O 为一个酶活

性单位
。

作用
。

而维拉帕米对 lG
u

释放 无明显影响 (与对照

组比较
,
尸> 0

.

0 5 )
。

见表 l
。

T o b 1
.

E f f e e t o f E 6 o n

[
3 H 〕

一

石
一

e 一u t a m a t e r e l e a s e f r o m s y n a p t o s o m e s

(
J
士

s , ,乙
一 4 )

G r o u p s
C o n e e n t r a t j o n

( m
o l

·

L一 l
)

[
3 H」

一儿 一 G一u r e ze a 、 e

( X 1 03 d p : n
/ m g

·

P r o t e i n
·

1 0 m j n )

R e】e a s e

(写 )

C (〕 n t r o l

E (3 ] 0 一 6

10 一
5

10 一 4

10 一 5

10 一 6

1
.

2 1士 0
.

1 4

1
.

6 5士 0
.

2 7

2
.

19士 0
.

1 3
.

2
.

5 9士 0 3 1
衡

2
.

3 8士 0
.

1 4
.

1
.

3 7士 0
.

1 8

::

劣
V .弓r 二王P a m i l

饭

P < 0
.

05
, e o m P a r e d w i t h e o n t r o l g r o u p

.

2
.

2 E 6对 K C I 引起突触体 G l u 释放的才印布
!

1作用

K C I ( 5 0 m m o l
·

L
一 ’

) 可使 [
3 H工L

一

G l u 的释放增

加
,

促释放率为 3 1%
。

与 K e x 组 比
,

E 6 (一O一 6
一 1 0一 5

m ol
·

L 一 `
) 可轻度抑制 K CI 促突触体 释放仁

3 H工 L
-

G工: ,
,

抑 制 率分别 为 2 0
.

4% 和 2 3
.

2%
。

维 拉 帕 米

( 1 0一 玉̀ m ol
·

L
一 `

) 的抑制率为 2 8
.

8%
。

结果见表 2
。

T : , b 2
.

E f f e e t o f E 6
o n

[
3 H」

一 L
一

G l u t a m a t e r e ] e a s e e v o k e d b y K C I ( 5 0

m m o l
·

L一 三) f r o m s y n a P t o s o m e s (
尔
士

s , n
一 4 )

G r o u P s
C o n e e n t r a t i o n

( m o l
·

L 一 l
)

〔3 H 〕
一

乙
一

G 一u r e re a s e

( 只 10 3 d p m / m g
·

P r o t e j n
·

1 0 m i n )

R e le a s e

(% )

K 月二}

E ( ;+ K C }

T 」习 P + K C I

V 已r a P a l n i l+ K C I

1 0 一
7

1 0 一 6

10 一 5

10 一 5

1 0一 6

8
.

0 9士 0
.

5 1

7
.

0 4士 0 6 6

6
.

4 8士 0
.

5 6
”

6
.

2 1士 0
.

3 1
协

6
.

27士 0
.

2 0
.

5
.

7 6士 0
,

2 4
“

l 2

2 0

2 3

2 2

28

目

P < 0
.

0 5 , e o
m P a r e d w i t h K C I g r o u P ;

2 结 果

2
.

1 E 6对突触体 lG
u 释放的影响

「
3
H } L

一

G lu 标记后测定值为 26
.

12 士 1
.

33 ( x

一O ,
d p m / m g

·
p r o t e in

·

1 om in )
。

2 5 C 温育 1 0 m in 后
,

对

照组释放出 1
.

2 1士 0
.

1 4 ( X l o 3
dp m / m g

·
p r o t e i n

·

1 0

m i n )
。

与对照 组 比
,

高 浓度 E 6 ( 一O
一 5

一
O一 ` m o l

·

L 一 ’
) 的释 放 增 加 ( 分 别 增 加 81 % 和 1 14 %

,
尸 <

0
.

0 5 )
。

说明 E 6对 [
3 H工L

一

lG
u 的释放有一定的促进

2
.

3 E 6对大鼠脑匀浆 N o s 活性的抑制作 用

E 6和 T F P 可剂量依赖性 的抑制脑组织 N O S 活

性
,

10
一

6 m ol
·

L
一 ` E 6即可使 N o S 活性下降近一半

( 4 8
.

7% )
,

相同浓 度 的 T F P 对 N O S 的抑 制 率为

3 2
.

2%
。

见表 3
。

2
.

4 C a M 对 E 6抑制 N o S 活性的 影响

3 0 件g
·

m l 一 ’
e a M

,

可使 N o S 活性增加到 7
.

4 2士

0
.

3凌 u

/ m in
·

m g p r o t e i n
,

上升 4 x
.

9环
。

同时较大强度

地逆转 E 6和 T F P 对 N o S 活性的抑制
。

10
一 心 m of

·

L 一 ` E 6的抑制率仅为 13
.

7 %
。

表 明 E 6可能是通过抑

制 C a M 活性
,

间接 表现 出对 N O S 活性的抑制
。

见

最垦4
。
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T a b 3
.

f E re e tof E 6onN osa e ti vi ty i na r tb a rs s n(牙士
占 , 二

= 4 )

3 讨 论
C o n C e fl t t a t i o fl I n h i b i t io n

G r o u P s

( m
o l

·

L 一 1
) ( % )

e o fl Lr o l

E 6 1 0一 8

1 0一
7

1 0一 6

1 0一
5

1 0一 7

1 0一 6

1 0一 5

(
u

/ m i n
·

m g p r o t e i n )

5
.

2 3士 0
.

3 1

4
.

2 5士 0
.

3 5
任 .

3
.

3 9士 0
.

2 8
“ “ ;:

2
.

6 8士 0
.

3 8
件 葺

4 8
.

2
.

3 7士 0
.

2 7
“ 协

5 4
.

4
.

6 1士 0
.

2 4
件

1 1
.

3
.

6 0士 0
.

3 2
拼 怪

3 1
,

3
.

0 8士 0
.

3 4
, .

4 1
.

任 倾

P < 0
.

0 1 , v s e o n t r o l g r o u P
.

T a b 4
.

E f f e e t o f C a M o n E 6 in h i b i t i n g o f N O S a e t i v i t y i n r a t b r a i n s

(
x
士

吕 , n
一 4 )

( 写 )

C o n t r o l 5
.

2 3士 0
.

3 1

C a M 7
.

4 2士 0
.

34
# #

C a M + E 6 10 一
8 7

.

2 7士 0
.

37 2
.

0

10 一
7 6

.

6 8士 0
.

3 6
势 .

9
.

9

10 一 6 6
.

4 0士 0
.

2 3
居 .

13
.

7

1 0 一 5 5 6 8士 0
.

3 0
书 “

2 3
,

5

C a M + 1
、

F P 1 0 一
7 7

.

1 8士 0
.

2 1 3
.

2

1 0 一 右 6
.

8 0士 0
.

3 2
. 赞 8

.

4

1 0 一 5 6
.

3 4士 0
.

4 4
. ” 1 4

.

5

# # 尸< 0
.

0 1 , v s e o n t r o 一g r o u p ;
书 “

P < 0
.

0 1 , v s C a M g r o u p
·

2
.

S L
一

N N A (刀J 肖基
一

精氛酸 ) 对 E 6抑 制 N o s 活

性的影响

T a b 5
.

E f f e e t o f L
一

N N A o n E 6 j n h i b i t in g N O S a e t i v i t y i n r a t b r a i n s

(
浓
士

s , 儿
一 4 )

C o n e e n t r a t i o n In h i b i t i o fl

G r o u P s

( m o l
·

L 一 l
) (环 )

C o n t r o 】

L N N A

L
一

N N A + E 6

L
一

N N A + T F P

1 0一 8

1 0 一
7

1 0一 6

1 0一 5

1 0一
7

1 0一 6

10 一 5

( u / m sn
·

m g p r o t e i n )

5
.

2 3士 0
.

3 1

3
.

4 0士 0
.

2 2 扛 #

2
.

4 9士 0
.

2 4
“ ,

2
.

0 8士 0
.

1 7
书 甘

1
.

2 3士 0
.

3 1
’ “

0
.

8 9士 0
.

1 8
. 书

2
.

3 9士 0
.

2 1
“ “

1
.

7 9士 0
.

3 7
. “

1
.

5 1士 0
.

3 3
蛋 协

2 6

3 8

6 3

7 3

2 9

4 7

5 5

# # P < 0
.

0 1 , v s e o n t r o l g r o u P ;
畏 .

P < 0
.

0 1
,
v s L 一 N N A g r o u p

.

L
一

N N A 是 N o s 活性抑 制剂
,

1 0 卜m o一 L 一 ` 乙
-

N N A 可使 N O S 活性显著降低 (降低 35
.

0% )
,

同时

可大 大增强 E 6和 T F P 对 N o s 的活性抑制作用
。

10
6 m ol

·

L 一 `

6E 的抑制率上升到 63
.

8%
。

结果表明

6E 与 L
一
N N A 是通过作用于不同的环节

,

表现出对

N o s 活性的抑制作用
。

正常生理状况下
,

lG u 的释放和其它递质释放

过程相似
:

当神经冲动到达神经末梢时
,

神经末梢

去极化
,

开放膜上的 ca
Z+
通道

,

c a “ 十 内流
,

升高细

胞内 c a Z+ 浓度
。

升高的细胞 内 C a Z +
有两个作用

,

一

是减少轴浆的粘滞度
,

二是中和突触前膜内的负电

荷
,

使含有神经递质的囊泡易于向前膜移动而与前

膜融合
〔 ` 0]

。

因此 内 c a ,十

浓度 升高
,

有利于递质释

放
。

低血糖症和缺氧时
,

脑组织主要是 以 ca
Z+

非

依赖性方式释放大量的 lG
u 〔川

。

脑缺血引起 的 lG u

释放分 为两个不同阶段
:

一是在脑缺血和低氧供期

间
,

G lu 通过 lG
u
摄取载体的反相开放而释放

。

这

个 阶段释放的 lG u 可激活 N M D A 受体
,

使细胞 内

aC
Z十 浓度增加

,

触发 N M D A 受体门控 电流 的持续

加强
。

缺血期后
,

aC
, + 依赖性 的 lG

u 释放激活 ca
Z+

通过非 N M D A 受体通道大量内流
,

进而引起神经

元死亡 〔’ “」
。

K CI 引起 的突触体 lG
u 释放在机理上不能完

全等同于脑缺血缺氧期间的 lG
u 释放

。

K cl 引起的

lG u
从豚 鼠脑皮层突触体 ca

Z +
依赖性释放呈双相

:

快速相在 s2 内完成
,

接着 的缓慢相中在 5 2 5
达到半

数最大释放量
。

减少去极化程度
,

抑制 lG u 释放量
,

同时延长 c a , +
依赖性释放到达半数最大释放量的

时间
。

K cl 引起的这种 lG u 双相释放需要外钙内流

和细胞 内 A T P
,

反映了可释放 lG
u
的囊泡位于突触

前膜释放活性 区和分散于细胞 质中的双 重定位
。

K cl 使突触体去极化
,

引起细胞 内钙瞬间升高
,

并

逐渐到达一个平台
。

大部分 lG
u 是在这个平台期释

放的
〔` 3 〕。

维拉 帕米 可抑制 K cl 引起 的大 鼠突触体内

e a Z +
升高仁“ 〕

,

因此它抑制 K C I 引起的 G l u 释放是可

以理解的
。
E 6促进大鼠脑 突触体 lG

u 释放和抑制

K cl 引起的 lG u 释放
,

可能也是 E 6影响神经细胞内

钙的结果
:
E 6可升高神经细胞静息内钙

、

抑制 K cl

引起的神经细胞内钙升高
〔` 5〕 。

ca
,

+/ ca M 依赖的蛋白磷酸化调节着神经末梢

递质的释放
。

自发磷酸化激活的 c a , 十 / c a M 依赖的

蛋白激酶 正 ( e a Z+

/ C a M
一
d e

p
e n d e n t P K

一

l )
,

可增加

大 鼠突触体释放 lG u 和 N E 的速率
,

而此酶活性的

抑制剂则降低释放速率 仁` 6〕
。

N o 引起 lG u 释放的持
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续时 l旬和 C K I相似
。

与 K e l和 A 23 1 s7不同的是 N o

引起的释放不依赖于细胞 内钙
。

N o本身减低细胞

内钙
,

钙通道阻滞剂 dC
Z+
并不影响 N o 引起的 lG u

释放
。

推 测 N O 可 能是作 用于 囊 泡上 aC
Z +
敏 感

池田」。
N o 可使 突触体 c a Z +

非依赖性 lG u 释放增

加
,

在缺氧溶液 中释放量更大
。

N o 与氧竞争细胞

色素氧化酶
,

表现为可逆地抑制此酶的活性
。

N o
、

精胺 / N O 复合物和 K C N 抑制突触体呼吸链与促进

G lu 的 C a Z十 非依赖性释放强度顺序一致
。

说明 N O

升高可导致线粒体功能失调
、

引发 lG
u 释放和神经

元的兴奋性毒性
〔` 8 〕

。

从本实验 结 果可 以看 出
,
E 6和 T F P 都具 有

N o S 活性抑制作用
。

C a M 可部分拮抗 E 6和 T F P 的

抑制作用
,

而 L
一

N N A 可加强 E 6和 T F P 的抑制作

用
。

神经细胞内的
n N o s 和脑微血管中

e N O S 都是

ca
Z+

/ ca M 依赖性酶
,

iN o s 上也有 aC M 的结合部

位
。

用荧光分光光度计法进行的研究表明
,

E 6可以

依赖于 e a Z+ 的方式直接与 C a M 结合 [ 3〕
。

而 N O S 是

aC
Z+

c/
a M 依赖性 的酶

。

因此也不能排除具有较强

钙调素拮抗活性的 E 6抑制某些参与调节 lG 。 释放

的 e a Z +

/ e a M 依赖的酶 (包括 N o S )活性
,

而使 G l u

释放减少的可能性
。
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医药科学技术政策 ( 节选 )

( 2 0 0 2一 2 0 1 0年 )

积极发展生物制药技术
,

推动医药产业结构调整

以基 因技术为代表的现代生物技术的发展
,

导致了以基因工程制药为主的一个新兴生物制药业的产生与发展
,

并且成

为各国制药领域竞争的热点
。

生物制药是国际制药业未来发展的重要方向
。

因此
,

大力发展以基因技术为代表的生物制药技

术是今后一项重要的战略任务
。

针对我国人群的重大疾病
,

研究 开发新型生物药物
、

疫苗和生物治疗方案
;
研究并建立疾病与药物筛选和安 全评价模

型
;
研究哺乳动物细胞大规模培养技术

、

转基因和治疗用单克隆抗体
;

研究开发产品过程优化技术
。

建立和完善规模化
、

高效率的功能基因组研发体系
,

寻找重要遗传疾病致病基因
、

重大多因素多基因疾病的易感基因 以

及具有重要生理功能的基因
,

用于疾病诊断和药物
、

疫苗
、

生物靶点的开发利用
。

研究病原及特殊功能微生物功能基因组
,

寻找微生物致病
、

主要免疫靶点及代谢调节基因
,

用于 疫苗
、

诊断及药物筛选

的开发利用
。

发展 生物信息技术
,

结合功能基因组研究和蛋白质组研究
,

建立国家生物信息获取
、

管理
、

分析和服务体系
;
建立和发展

生物芯片研究开发和服务系统
;

建立高通量药物筛选
、

药物分子设计技术体系
。

重点突破主要抗生素
、

维生素
、

幽体激素和氨基酸生产的基因工程 菌构建与高效表达
,

确定工程菌大规模发酵工艺参

数
,

研究高效分离纯化手段
,

实现商品化生产
。

研究基因工程药物的检测分析和安全评价
,

建立规范的检测分析方法与评价标准
;
研究生物治疗所涉及的伦理学问题

,

确保基因工程药物和生物治疗方案的安全性
。


