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粉防己碱对大鼠嗜中性白细胞胞浆游离钙的影响1 

洪巨伦、同汉 良、卞如涞 (浙江医科太学药理教研室，杭州 310006，中国) 

Effects of tetrandrine on cytoplasmic free calcium in rat neutrophiL~ 

HONG Ju-Lun， ZHOU I-Ian-Liang ， BIAN Ru-Lian 

<D印artmmt D『p／uIrmacology，Z~]tang Medical Uni~rsity，Hangzhou 310006，China) 

^B娜 tACT Neutrophils(NP)cytoplasmic 

free Ca concentrations ([Ca“ ]j)under 

several conditions were measured with quin 

2 in rats．The process of Ioading Qnin 2一 

AM  into the eells followed by its hydro— 

lysis WaS assured by monitoring the  shift 

Of tlUOl"escent emission spectrum of Quin 

2—AM to 也at of Ouin 2． The rating 

ECa ]‘ of NP in Ca。 --containing and 

Ca“一free solutions were 186± 45 and 46± 

16 nmol／L，respectively．indicating extracel· 
lalar caleiunl concentration ([Ca“]D)Dlays 

an important role on [Ca ]j． Among 

agents tested．prnstnglandin Ez(PGE：)100 

nmol／L did not ehsnge [Ca“]I si8nifi· 

cantly．Caleimyein 25~raol／L，leukotriene 

且(IITBI)80 nmol／L and p1atclet activating 
facto~(pAF)10 nmol／L increased[Ca“1i 
of NP in Ca2 --containi n8 solution from 

185±54， 175±36 and 188±54 to 814± 

87。577±229 end 540±174 nmol／L，re_ 

spectively．But，compound 48／80 3．2ng／n~， 
LTB4 300 nmol／L，PAF 10 nmol／L and 

pAF 5 nmol／L plus urB‘1 50 nmoI／L did 
not ehang e sisnificantly[Ca ]1 of NP in 

Ca0 —血ee solution， indieatin8 that these 

agonists ca n not release intraceIIularly stored 

Ca。 or no stored Ca0 in NP is avail— 

able． The rises of [Ca ]I produced by 

calcimycin，PAF and LT were markedly 
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inhibited by tetrandrine (Tet) 65~mol／L． 
The se rcsults,as a who le， show that Tet 

inhibits the rises of[Ca ]j of NPinduced 

5y calcimycin，PAF and LTB4 via dccTe．~ - 

ing Ca “ influx．The  Ca ’ antagonism tn 

this case may be re[ated to its anti-allersie 

actions． 

KEY W ORDS tetrandrine： neutrophiIs； 

calcium ehsnncl blockcr。：A-23187(ealcimy- 

ein)：platelet 9ctivating factoF~leukotrienss B； 

prostaslandins E：aminoquinolinss 

摄塞 用 Quin 2法涮得大鼠嗜 中性白细胞静息胞浆 

游离钙([Ca“ 为 136±45 nmol／L，此[Ca“]-明显依 

赖于细胞外钙．PAF， LTB4和 A-23137能促进ca“ 

内流而使ECa”]l升高，而 PGEl对ECa= ]j无影响．粉 

防已碱对静息 [Ca¨]-无影响，但能对抗 PAF，LTB, 

和 A_皇3187所致的[Ca ”]l的升高。因此是一作用广泛 

的钙拮抗剂，这很可能是粉防己碱抗过敏作用的机理． 

关■蠲 粉防己碱}嘻中性白细胞f 钙通道阻滞剂f 

A-23187(-~ )I血小板激活因子，白细胞三烯 B} 

前列腺寨 E}氨基喹啉 

嗜中 性白 细胞(ncutrophils，NP)在 机体 

的正常防御机理和许多炎症、过敏性疾病中均 

可激活，表现出趋化、吞噬、溶酶体酶释放、 

超氧阴离子产生和磷脂衍生物类过敏介质的释 

放 ． 胞浆游离 钙浓度 [Ca “]一是介导 NP上述 

功能的重要偶联因子．粉 防 已碱(tetrandrtne， 

Tet)是从防己科植物粉防己根中提取的有效成 

份，是过敏介质的拮抗剂和阻释剂0’，但作用 
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机理 尚 不 完 全 明 确．本文引用 Quin 2(2～ 

[(2-his—Ecarboxymethy1]一amino-5一methyl— 

pheoxy)methyl：]一6-methoxy一8一his FcarbOxy— 

methy1]aminoquinoline)法 ’测定了大鼠 NP 

的[Ca“]t及其在不同情况 下的 变化，观察了 

Tel对[Ca Jj的影响，分析了 Tet的作用机理 

M ATERIALS AND M ETHODS 

Tet系杭卅I第一制药厂产品， Quin 2-AM 

{2一[(2-bisEcarboxymethy1]_amino_5—蛐 thy1一 

phenoxy)-methy1]-6-methoxy一8一bis[carboxy— 

methy1] ,aminoquinolinetetrakis一[acethoxy— 

methy1]ester}， 血小 板 激 活 因子 (platelet 

activating factor． PAF)、化台物 48／80、前 

列 腺 素 E 2(prostaglandin E 2， PGE 2)购 自 

Sigma公司，白细胞三烯 B‘(1eukotriene BI， 

LTB‘)系 加 拿 大 Merck Frost实验室提供， 

卡 西 霉 素 (calcimycin， A一231 87) 购 自 

Calbiochem Beohring公司， 角叉 菜胶 系辽 

宁省药物研究所提供，荧光分光光麈计系日立 

M PF-4． 

太 It NP的 分 离 ’ 取 Sprague-Dawley 

大鼠，体重 180~SD 15 g，乙醚麻醉后向右胸 

腔注入 1 角叉菜胶 0．2m1．4 h后 杀 死，向 

左、右胸腔备注入磷酸缓冲液约 5 ml，收集胸 

腔炎症渗出液，400×g离心 7min，去上清， 

加入少量蒸馏水破坏污染的红细胞，30 S后加 

入足量 的 Hanks液， 离 心 去 上 清， 以 适量 

Hanks液混匀 NP，Wright染色，NP>95 ． 

Quln 2-AM 导入 NP 取上 述NP悬液 

适量，加 Quin 2-AM 液 30 I~mol／L(以 DMSO 

溶解 )，对照 组 加 等 量 DMSO．37℃水浴 l h 

后，根据需要以含ca“的 Hanks液或含 EGTA 

0．3mmol／L但不含 ca” 的 Hanks液洗 NP两 

次，并稀释至 2×10 NP／m1．台盼蓝染色，NP 

活性>95 ． 

荧光强度的测定厦[Ca“]t的计算‘ ” 取 

上述有 Quin 2负荷的 NP悬 液 0．2ml置于吸 

收池(3723恒温)，需要时加入一定浓度的 'let， 

静置 5 rain后测定荧 光强 度． 激 发 波 民336 

nnl，激发狭缝 2 nnl，发射波长 492 nm，发射 

狭缝 l 5nm， 当NP悬 浮 于 含 ca“ 的 Hanks 

液中时，首先测定 NP静息时和受 到不同刺激 

物攻击后的荧光强度并记为 L，然后加洋地黄 

皂甙 50 g／ml以破坏细胞膜，使 Quin 2被细 

胞外高浓度的 ca“ 所 饱 和， 此荧 光 强 度为 

L⋯ ，最后加 IvlnC1 2 0．5mmol／L，熄灭 口uin 

2的荧光，此时的荧 光 强 度 为 L ．[Ca”]· 

的计算 公 式 为l [Ca “丁|=Kd(卜一0．16II。o／ 

(jt。t一，)． 其中I =l15nmol／L，为 Quin2 

与 ca 之间的解离常 数，J=L—L I ，1,0．= 

L⋯ 一L ．当NP悬浮于无 Ca ¨的 Ha nks液 

中时，首先测定NP在静息时和加入不同刺激 

物后的荧光强度并记为F，然后加 洋地黄皂甙 

50~g／ml破坏细胞膜，此 时 因 ca卫 被 EGTA 

络台，故铡 得 的 荧光 强 度 为 F I ，最 后 加 

CaCI2 1 8mmol／L，使 EGTA被过 量 的 ca“ 

所饱和，并有足量的Ca 与 Quin 2结台，此 

时测得的荧光强度为F⋯ ．[Ca ’]一的计算公 

式为{ [Ca “】I= (F—F I )／(F⋯ 一F)，其 

中 的意义 与 上 述相 同． 上 述 L，L⋯ ， 

L ，F，F⋯ ，F I 均根据有 Ouin 2负荷的 

NP悬液受到激发光连续 照射后荧光 读数的逐 

渐减小(光漂 白作 用， photobleachin8)作 相应 

校正，并扣除所加试剂产生的荧光读数． 

RESULTS 

Qllin 2-AM被导入翔奠并 板承 解的鉴定 

Quin 2-AM 加入到 NP悬液 后立 即 扫描发射 

光谱，蜂值位于 430nm． 37℃ 孵 育 1 h后以 

Hanks液洗 NP两次，此时的发射光谱 峰值位 

于 492 nm，与文献报道 '一致，说明Quin 2一 

AM 已进入 NP并被 细胞 内酯 酶水 解为 Quin 

2，可在此基础上进行[c 的测定(F 1)． 

正常大■静囊 NP的[Ca“]l厦 Tet和细奠 

外旁[Ca“]。对[Ca“]t的黔响 正常大鼠静息 

NP在含 Ca ¨的 Ha nks液中的~Ca ¨]I为l86± 
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Fig 1． Fluorescent emission spectra of no ui~ophil 

suspe~ n (A)just niter the addltion ot Quill 2- 

AhI end (B) after 1 h incubetion at 37℃ ． Slits 

wBre 15 an d 2 nm for E  and E ， respectively． 

E WaVelength WaS驺 6 nm ( =5)． 

45 nmol／L．加Tot 65 I~mol／L，5 min对ECa“]‘ 

没有 影 响．在 含 有 EGTA 0．3mmol／L的无 

Ca“ Hanks液中，正常大鼠静息的 ECa ]I明 

显降低(Tab 1)． 

PGE2， A-23187， LTB。和 PAF对 在 含 

c 的 Hanks液中 NP的[-Ca“]l的影响及Tat 

的对 抗 作 用 由Tab 2可 见， 在 含 ca“ 的 

I~nks液中，PGE：100 nmol／L对 NP的iCe“]j 

没 有 影 响． A-23187 25 p．mo1／L， LTB‘ 

60nmol／L和 PAF 10 nmol／L可使 [-Ca“]‘明 

Tab 1． Cytoplasmic free calcium concentration 

([C●“]J)Of resting no utrophffs from normal rB恬 

IIDd the effects of tetran drino (Tet)and extraeel— 

lular calcium cono entxation([Ca“]口)on ECe ]J． 

i±SD． ’P>0．05， ¨P<0．05， ⋯ P< 0．01 w 

contro1． 
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Tab 2． Effects of prostaglandin Ei(PGE2)， 

cslcim ycin (A一23187)， leuko~iene B‘(LT )an d 

platelet activating factor (PAF)on ECa“]】of 

no utrophflsin Henks solution containing Ca an d 

antagonistic actions of T叭 against A一231B7。I B‘ 

end PAF．’P>0．05， ¨P<0．05， ⋯ P< 0．01 

before the addition of the agon ． tp> 0．05， 

ttp< 0．05， tttp< 0．01 s control (without )． 

Drug Tot [已“31(nmol／L) 

(nmoI／L) ([an~I／L) 。 Before After 

PGE2 (10O) 

A一23187 

(25~moI／L) 

LT (60) 

PAF (10) 

0 

0 

32 

65 

0 

65 

0 

65 

5 206± 18 

7 185± 54 

3 139± 15 

4 186± 12 

11 175±36 

7 2l9± 28 

l3 188±54 

10 169± 60 

207土 14。 

814± 67⋯  

685± 96tt 

238± 27ttt 

577± 229m  

249土 23ttt 

54O± l74⋯  

187± 51ttt 

显升高． 应 用Tet 32~mol／L或 65 moI／L， 

5min后 再 以 相 同 浓 度 的 A'231 87攻 击， 

[Ca“]·的上升幅度降低．同样，应 用 Tet 65 

~tmol／L能 对抗 LTB‘60 nmoI／L和 PAF 10 

nmol／L升高 NP[-Ca“]I的作用(Fig 2)． 

化台物 4s／so，LTB‘和 PAF对在 无 cl“ 

的Hanks液中的 NP[-Ca “]i的 影 响 化台物 

4s／s0 3．2~．g／ml，LTB‘300 nmol／L，PAF 10 

nmol／L及 PAF 5nmol／L加 LTB‘150 nmol／ 

L对无 ca“ 的Hanks液中 NP的 [-Ca “]I没有 

影响(Tab 3)． 

Tab 5． EffeCts of compound 48／80。leulmtelene 

(LTB．)and platelet activating factor (PAF)on 

[Ca“]J of neuB'ophtls CeS~-free Hank s solution． 

’P> 0．05 before the addition ol the agonl~t． 

Drug(nmol／L) “ [ ’]I(nmo1／L) 
’ Before After 

DISCUSsION 

本文测得在无．Ca 溶液 中 NP的 [-Ca ]I 

．。t．： --。-l ．I1．'I|■ 
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I 
LTB4 

C 

e 

、 I 
PAF 

— g43 

— 850 

一 嬲 3 

-一 171 
一

129 

— 768 

— 235 
一 l87 
— 13B 

-- 4 3l 

- - 一 195 
-- 138 

nmo]／L 

F1窖 2． Antagonistic actions of Tet OI1 increasel 

of eytoplamic free calcium ecncen~afion([C●{ ]1) 

induced by (A) calcimycln 25 ~mol／L． (B) 

leukotrlene B4(LTB。)60 nmoi／L and (C)platelet 

activating factor(PAF)10 nmol／L．The uumbm'$ 
on the right indicate ECa ’] 1evels． (-)without 

Tet，(b)Tet=52~tmoi／L，(c)Tet=65~mol／L． 

明显低于在含ca“ 溶液中 NP的ECa“]I，说明 

ECa“]。在维持 [ca“]一中有重要作用，这很可 

能是因为在无 ca 的 溶 液 中 NP膜上的 Na 

一 ca“双向交换 变成单向交换而使 Eca ]一 

降低． 

NP脱颗粒程度与[ca ]I呈明显的函数关 

系，能导致脱颗粒的 ECa。’]t阈值为 200—300 

nmol／L"，．本文证实 LTB‘，PAF和 A一23187 

作甩于 NP后，Lca“]j远远超过上述阕值。因 

此可以作为NP激活的指 标． 设想体内的 NP 

受到过敏和炎症时体 内多种 细胞产 生的 PAF 

和 LTB．的作用后即可被激活而表 现出各种活 

性．PGE：也是一种重要 的过 敏和炎症介质， 

能增强自细胞的趋化 性 ，，但 本文 首 次报道 

PGE2对 NP的[Ca ]l没有 影 响，推溅 PGEj 

对自细胞的作用 是通过 其它途 径实现的．NP 

是否有足量的细胞内储存钙尚不明确 ’．本文 

发现在无[ca“]J溶液中， PAF，LTB4和化合 

物 48／80不能使Eca“]I升高， 可能是 这些刺 

激物不能使大鼠 NP释放储存钙，或是大鼠 NP 

并无细胞内储存钙可释放． 

本文首次发现 Tet对 NP的静息[ca“]-没 

有影响，但能对抗 PAF， LTB．和 A-23187所 

致的[ca“]-的升高． 因 为 PAF，LI"B．和 ^一 

23187所致的[ca“]I升高依赖于[ca“] 说明 

Tot是通过抑制 ca“内流而 抑 制[ 。 ]-升高 

的钙掊抗剂，这很可能是它抗过敏作用“’的机 

理．NP的激活与炎症 关系 密切， Tet能抑制 

NP的激活提示它可能有抗 炎作 带，但尚需整 

体和器官水平实验的证实． 
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Effect of fluorocarbon blood substitute 

on neutrophil phagocytic．function 

XIAO Nan， LU Xi-Chang， CHEN Hui--Sun， YANo Zhi-Huan， TIAN Kun-Lun · 

(Research Institttte 0，Surgery，The Third M~itary Medical Co~ege，Chongqing 630042，China) 

AB RACT Neutrophi1s were incublted st 37℃ 

for 2 h with fluorocarbon blood substitute or its 

main components in vitro．Neutrophil phagocyto- 

sis was determined by the method f chemiinm i． 

nescuo ce (CL)and the co ncentration of intrace1- 

lular cA an d cG were as sessed． The re． 

suits showed that the was in hibited while the 

level of cAM P was elevated． The 盘ltexatlon of 

^ seemed to be correlated with the irthibi． 

titm  of ． Only did the emulsifier Poloxamer 

B-68 (F 6B) Of fIuo m car bon b】cod substitute 

have the same effects．It is suggested that fluo ro- 

carbon blood subs廿tute earl inhibit neutrophLl 

phagocytic function and the emulsifier F一68 may 

be responsible for it． The mechanism may he 

ag~ociIted with 恤 e elevation of intrace]inIar 

cAM P co ucentration． 

KEY W ORDS fluorocarbons} neutrophils； 

luminescence 

FIuorocarbo n blo0d substitute (FCBS) 

is capable of earrying and deliv~ing sub- 

stantial amounts of oxygen．It can perform 

the role of red blood oells in transporting 

oxygen throughout the body and has been 

applled increasingly in clinical usage(”． 

However． FCBS had some adverse effects 

Received 1988 Jul 14 Accepted lOB9 M ay 5 

oll neutrophil phagocytosis，che motaxis and 

even metabolism ‘“． The  present study 

was undertaken to investigate whether this 

effect was due to FCBS itself or its corn- 

po nents． 

M ATERIALS AND M ETH0DS 

F1uorocarbons were obtained from 

Shanghai Institute of Organic Chemistry． 

Chinese Acade my of Sciencefl，and emulsi． 

fled with 蹦 oxalt~r F一68 (F．68) in our 

laboratory．The emulsion contained(g／L)； 
perfluorodeealin (FDC) l 4，perfluorotripro- 

pylamine (FTPA) 6，F-68 45，81ycerol lO， 

glucose 1．5， hydroxyethyl starch 30， 

NaC1 3．0， KC1 0．27， CaCIz 0．22， M SCtt 

O．15， NaHCOs 0．5， with pH 7．4=7．6． 

The average dialuete~ of the  emulsion par- 

ticles was less tha n 0．1⋯n． 

Neutrophi ls Were separated from he pa - 

rinized blood of healthy donors using a 

modified  method of gradient oentrifugation(” 

Ncutrophil suspensions were washed and 

then SUspended  in Hank s solution at 

a concentration of 2 x l 00 neutrophils／ml 

prior to incuba~on．Over 90％ of neutro— 

phils was Yielded by n~ctnscope scre~uln$ 
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