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3,4一二氨基吡啶和 4一氨基吡啶诱发神经递质释放 
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ABsT ACT W e used 3,4--diaminopyridine (3-4一 

DA P】and 4---mminopyrldine(4—AP)as stimall for 

evoking【 H]norcpinephrine(【 H】NE)release in rabbit 
~ppocampal slice s to investigate the mechanism 

underlyins the aminopyridines evoked【m]NE relces~ 
and the effect of pm tcin kinB C activator phorbol 

ester PDB． 3，4-DAP and 4-AP evoked【mINE re． 

kase were concentra tion dependent and enha nced bv 

phorboI ester PDB． 4-AP(300,umol·L_。)evoked 

[3H]NE：~leasc and enhancement of this evoked re． 

1ease by PDB were antagonized by protein kinase C 

inhibitor Pol~nyxin B and almost abolishcd bv 

tctrodotoxin N--ethylmaleimide inhibited the 

facilitatory eff~m of PDB on 3．4一DAP evoked[~qNE 

release implicating that G-protein is invo lvcd in the 

modulation of evoked 【 H]NE rclea暑e．3， DAP 

evoked also dopamine release in caadates nec Iea$． 

and acetY1choline relca$~in hippocampus suggesting 

that the mechan ism by which 3．4-DAP evoked trans- 

miners re|ease is sim ilar to tha t of elec trical 

stim ulation． 

KEY W ORDS aminopyridines； hlppocampus； 

norepinephrine； protein kinase C： phorbolesters 

提要 3,4一二氨基吡啶和 4一氨基吡睫能诱发海马释放 

去甲肾上腺素。蛋 白激酶 C的激活耕咐噼醇基酯 

(phorbol ester PDB)或抑制荆多粘菌素 B能加强或抑 

制这一诱发释放，可卡因减弱 PDB对这一诱发释放 

的 增 强 作 用 ，河 豚 毒 素 别 完 全 抵 消 它 ． 

N-ethylmaleimlde减 弱 PDB的增强作用．3,4一二 

氨基吡睫亦能诱发海马释放 乙酰胆碱．诱发尾棱释放 
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酶c：咐孵醇酸类 

氨基吡啶是 x 通道阻断剂．通过阻断突 

触前 x 通道，延长动作电位．使神经递质释 

放增加，从而加强突触传递，因此对中枢神经 

系统起兴奋作用 )．氨基吡啶类也能加强神经 

递 质 的 自然 释 放 ，4一氨 基 吡 啶(4--amino— 

pyridine，4--AP)及其几种衍生物能分别加强 

突触小体的 GABA、多巴胺以及乙酰胆碱等 

的 自然释放口)．但是有关 氨基 吡啶加强脑 片 

NE 自然释放 的研究不多．我们首次报道 了用 

3,4一二 氨 基 吡 啶 (3’4一diamino—pyridinc． 

3,4一DAP)作为刺激物诱发海马释放NE[]，．本 

实验进一步观察了 3,4-DAP和 4_AP诱 发海 

马 NE释 放 以及 咐哜髀 基 酯 (phorbol ester． 

PDB)激活蛋白激酶 c加强这一诱发释放的某 

些特征． 

M ATE IALS AND M ETH0DS 

药品和试剂 PH】去甲肾上腺索((一)[，以 

2，5，6-JH卜norepinephrine， [jH]NE，Amcr— 

sham)；可卡 因 cocaine HCI， 3，4_二 氨基 吡 

碇 (3，4-diamino—pyridine， 3，4-DAP)．4一氨 

基吡啶(4一aminopyridinc．4_AP)，咐噼 醇基 

酯 (4F—phorbol 12，13--'dibutyrate，PDB)，河 

豚 毒 素(tetrodotoxin， T11x)， 多 粘 菌 素 B 

(polymyxin B su!fate)(Sigma)；Ⅳ一乙基顺 丁 

酰 二 酰 亚 氨 N-ethylmaleimide， NEM， 

Merck)； Solucnc 350．Lumagel(Packard)． 

兔，早 兼用．体重 2．5±SD O．3 k譬，断 

头，取全脑，投人 4℃生理溶液，于 6-8℃下 

分离海马，用 Mcllwain组织 切片机，沿板状 

器方向制备厚 0．4 mm的脑片．用生理溶液淋 
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洗 后 ， 加 入 2 ml含 【 H]NE (1．6 TBq· 

mmol_。，0．1／~mol·L )的生理溶液，37℃保 

温 30min，再用生理溶液淋洗 3次，将脑片 

随机 转入容量 lml的灌 流小室，每室 l片． 

重约 5 mg，以 l ml·min 流速进行表面灌 

流．生理溶 液 成分 (mmol·L )：NaC1 I1 8， 

KC1 4．8， CaC12 1．3， M gSO4 1．2， 

NaHCO3 25，KH2PO．1．2，葡萄糖 Il，抗 

坏血酸 0．57，EDTA 二钠盐 0．03．用 95％ 

o2+5％ CO2饱和．加 NaOH调 pH 至 7．4． 

灌 流前 ， 另加 可卡 因(30／~mol·L )．灌 流 

45min后，将流出液直接收集入闲烁杯内．每 

5rain l份 ，加入闪烁液 lumagel 7 m1．用液 

闪仪测 H 含量．脑片用 ~oluene 350 0．5 m1溶 

解后，加入闲烁液 l0 m1，然后测定 含量． 

在灌流开始后 60和 120rain，脑片接受 2 

次刺 激 sl和 s2(引 入 3,4-DAP 200／~mol· 

L-’)．每次 2 rain，以诱 发[3HINE释放．通常 

在第 2次刺激之前 15min加入药物，以测试 

其对诱发释放的影响．每次同时进行对照实验． 

药物的作用通常 以计算 2次刺激所诱发的 

[3HINE S2／Sl比率来评 价，所有结果均以 f 

±SD表示，用 ，检验测定组闯差别的显著性． 

RESUI S 

3,4一DAP诱发【 ]NE释放 ，以及咐瞬醇 

基酯fPDB)对这一诱发释放的加强作用 当引 

进一定 浓度的 3，4-DAP到灌 流液 中 2 min， 

海 马 脑 片 [3HINE 释 放 增 加 (s．)．撤 去 

3,4一DAP时，释放迅速回复到基础水平 当 

第 2次再引入 3,4一DAP溶液时，诱发释放量 

(S2)略大于第 1次．s2／s1比值为 1．22±0．05． 

如在第 2次引入 3,4-DAP之前 15rain，加 

PDB l mo1·L～，则第 2次诱发释放(s2)被 

显著 增 强 ．Tab 1显示 不 同浓 度 3。4-DAP 

(30—400 pmol·L )诱发rHINE释放．以及 

PDB的增 强 作用 ．可 以看 到．3,4-DAP从 

30-．300／／mo]·L 诱发rHINE释放(S1)呈浓 
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度依赖式增高，在 3，4-DAP 300-400 pmol· 

L 时释放达到稳定 在有蛋 白激酶 c激活剂 

PDB的情况下．3,4一DAP诱发【 H]NE释放 

(s2)仍随 3,4一DAP的浓度而增高，而 s2／s1 

比值总是近乎 4．0，与 3,4-DAP的浓度无关． 

4-AP亦能诱发海马脑片释放PHINE，在 

相同浓度下 4-AP的作用较 3，4-DAP弱，在 

有或者没有 PDB存在时，4_-AP诱发[ HJNE 

都表现为浓度依赖性，而 S2／S．比值约为 

2．5，说明 PDB的增强作用在 4-AP诱发释放 

明显地小于在 3,4一DAP诱发释放(Tab 1)． 

Tab 1． 3,4一Dlamlaepyrldla~ and 4-amlnopyrldlne- 

evoked PHINE release from~ppoc-topoi slices 1n the 
absence and p *nce Of phorbol ester PDB． ± SD 

3，4-diaminopyridine 

30 4 0 30土003 

lo0 6 l_87±0 38 

200 20 3．75±0 40 

300 6 6．40土0．18 

400 6 6．70土0_36 

4—qIⅡinopyridine 

l00 4 0 6l±0．08 

200 6 0 79土0．13 

300 6 2 05土0．17 

400 4 3 17土002 

l 41土0 02 4 34 

6 7l土0 l2 3 70 

12 39土0 74 4．04 

24．39±0 35 3．82 

26．72±0 83 3_85 

1．60土0．04 2．65 

2．02土 0 l7 2．53 

3 93土 0 29 l 9l 

7 7l土 0 22 2 43 

TTX和 polymyxin B对 4-AP诱发释放 

以及 PDB加强诱发释放的影响 在 4一AP诱 

发PH]NE释放中，同样亦可观察到TTx和 

蛋 白激酶 c的抑制剂 polymyxin B的抑制作 

用．从 Figl可以看到．4,--AP 300 n 01·L 诱 

发rHINE释放 S2／Sl比值为 1．00~0．06．在 s2 

之前 15min加入 PDB l／~mol·L一，S，的诱 

发释放增强，S：／S1比值升高到 1．51±0．12．若 

与 PDB同 时加 入 1 x 0．3,umol·L_。，则 

PDB的增强作用被完全抵消．S2／Sl比值降低 

到 一0．02±0．01， 若在 s，之 前 45rain加 入 
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polymyxin B 100 ／~mol·L一，4-AP诱发释放 

亦几乎被完全抑制，这时S2／SI比值为0．004 e 0．006 

±0．们．若 PDB与 polymyxin B结合使用． 昙 

则PDB的增强作用亦被抵消．s2l／Sl比值为 童0∞2 
0．11±o．04． ； 

1 } I 
} ?’r= 7 ⋯ ’̈ l J 

Fig1．Ef t ofphorbol esterPDB(1#tool·L )Inthe 

sJb~mlee or premmce of protein kinese C lnhibltor 

polymyxln B{PMB)(IO0 j ol·L )or Na channel 

blockeF tetrodotoxin 【0．3 m0l·I『 )OII 4-AP Ooo 

m0l·L。。)一evoked ['nINE release In hlppocalpol 

dlce~．H= 4--6 oboervaflou  0啦 titlettSttwo septrttte 

experimeuts； ． ±SD： ¨P<0,05， ⋯ P(0．0l 

eontro 

无 x 条件下 3，4-DAP诱发[~IINE释放 

以及 PDB对诱发释放的增强作用 在s2之前 

40rain撤去 K ，3,4-DAP 200#tool·L- 仍 

能诱发[aH]NE释放，但 S2／S．比值从正常 

l；22±O．05降低到 0．59±0．04．若在无 K 情况 

下． 在 s，之前 15 rain加入 PDB 1#tool· 

L～，3，4-DAP诱发 [ 1NE仍被显 著地 加 

强．但 S2／S】比值从正常 4．05±0．25降低到 

1．58±0．13 

儿茶酚胺置摄取抑制剂对 3,4-DAP诱发 

('HlNE释放以墨PDB加强作用的影响 为了 

检查 3，4一DAP诱 [3H]NE释放中重摄取机 

制的作用，我们测定了可卡因和 oxaprotiline 

对 PDB加强3，4-DAP诱发rH】NE释放的影 

响．Fig 3显示了这些实验结果．当可卡因(30 

／~aol·L )从 {彗流 浪 中撤 去 时 (对 照组 )， 

3,4一DAP(2oo#tool·L )引起的[3FIINE释放 

0 010 

0006 

0 002 

55 6O 90 l20 I40 

Time o1"supcrfusioB(rain) 

F Efleet of K’-free medium Oil the enhancement by 

PDB of tritium overflow evoked by 3．4_DAP from 

hippo~ mpal slices． Upper euiwe【A)： K waB omit· 

tedft0m themedium 柏 rain bet'ore s’． Lower【B'l 

K’ 勰 omlitedfrom themedlu皿 柏 mln beforeS and 

PDB tl m0l·L 1 I摹addedtotke~uperfuslonme· 

dJum 15mlm before S Si／Sl vzluesIre gIm  above 
the ciJry~1． m咖 be啊 of expedmeuts in perentheees． 

一op《0．Ol vJ control8． 

sI值从 3．38±0．06％升高到 5．08±0．19％ (组 

织 H 总含量为 100％)．P<0．O1．而且 PDB 

(1#tool·L一，S2之 前 1 5 rain加 入 )对 

3,4-DAP诱发释放的加强作用从对照的 349 

±25％ (有可卡因)升高到对照的 612±62％ 

(无可卡因)．，<0．01．当在整个灌流过程中 

用 oxaprotiline1~*raol·L 代替可卡因时，sI 

为组织 H总含量的 7．36~0．38％．高于对照组 

或 可 卡 因组 ，而 PDB增 加 3 DAP诱 发 

[3HINE释放到对照组的 546~51％．明显大干 

可卡因组，但与对照组无明显差别 

在用 NEM 预处理 的脑 片上 PDB对 

3,4-DAP诱发[~IINE释放的影响 为了研究 

三磷酸乌苷结合蛋白(G—蛋白)是否参于 PDB 

对 3,4-DAP诱发释放加强作用的机静j．海马 

脑片在摄取[~H]NE之前先与 NEM 30#tool· 

L 保温 3Orain．观察到用 NEM 预处理脑片 

后 3,4一DAP 200 t~mol·L 诱发[aH]NE释 

 ̈  ̈  ̈ 雌 0 

一一∞＼ *̂一z． }0ll_}0， 0 
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龟  

一  

豫  

放 ．其对 照组 S2／SI比值 1．20±0．05(无 

PDB)，3．75±0．21(有 PDB)．在这里 PDB增 

加 3,4-DAP诱 发释 放 到对 照 的 325％．在 

NEM 预处 理 组 s2／s】比值 1．15±0．08(无 

PDB)和 2．15±0 07(有 PDB)．在这里 PDB仅 

增 强 诱 发 释 放 到 对 照 的 186％．这 说 明 

N-ethylmal~imide抑制了PDB加强诱发释放 

的作用． 

玎g 3． Efleet of cocaine aad oxmprottlI眦 OI the 

mhucememt hy P肿 of wltlum overflow evoked by 

3 一DAP from blppo~tmpmI‘Hoe‘ T columns IIII 

the n仨_rt should be I嘶  rtttd●B follows： the pre lims 

h tlIe figure Oow emd of the co]umn)Indicates the 

m OUlt of u4tI-m release at S．，the teJ~t of the∞L 

岫 Ⅱ repreaents the dlffere~ e S厂 S．， both IIt％ of 5 

experlmeltfl1． ⋯ P<0．01 eoulrola． 

3，4-DAP对事先摄取【 卜多巴胺的尾核 

脑片以及摄取【 卜胆碱或【3}I卜SHT的海马脑 

片的作用 3,4-DAP除能诱发 NE释放外， 

是否还能诱发其它神经递质的释放 我们观察 

到 3，4-DAP 200．amol·L 能 在事 先 摄 取 

[3I-I]DA 的尾核脑片上诱发[aH]DA释放．由S 

引 起 的 H 为 组 织 H 总 含 量 的 3．61± 

0 34％．PDB(0．1 pmol·L )显著地增加以及 

Apomorphin~ (1 pmol·L )显 著 地 减 少 

3,4一DAP诱 发[3HIDA释放．但 在事先摄 取 

rH】胆碱的海马脑片上仅能 f起 外溢， 

PDB不能加强它(结果未显示)，而 3．4一DAP 

200~tmol·L 却 完 全 不 能 从 事 先 摄 取 

· 31 - 

[3H]5HT的脑片显著地诱发 H外溢，PDB亦 

未显示任何作用． 

DISCUSS10N 

我们首先报道了 3,4-DAP诱 发海马 NE 

释放，可能通过阻断早钾离子通道(I y ．_ ， 

从 而 引 发 动 作 电位 而 实 现 的 ．低 浓 度 

3，4-DAP和PDB同时应用时，电刺激仍能进 
一 步诱发[ 】NE释放 )，但当 3,4-DAP高于 

200,~mol-L 时，它与 PDB产 生明显 的协 

同作用，使【 H】NE释放达到相当高度，以致于 

电刺激不再能引起任何额外的释放，说明此时 

3，4-DAP 200 pmol·L 完全代替了电刺激的 

作 用 ．此 外 对 迟 K 通 道 的 阻 断 作 用 ． 

3,4-DAP比4-AP强 50倍 ’，而诱发rHlNE 

释放作用，前者约为后者的2倍．值得注意的 

是 ，不 论 哦 一 种 浓度 的 3,4一DAP(30—400 

,~mol·L )诱发【 H】NE释放，PDB 1,~mol· 

L～总是 把 这一 诱 发释 放 增强 3倍 ，而对 

4一AP(1O0—4OO,~mol-L )’PDB只使诱 发 

释放增加 1．5倍fr8b 1)．这是否与它们 的分子 

结构有关，前者在第 3,4位上各有一个氨基， 

显然这样增加了结台氢的能力． 

3,4一DAP和 4-AP诱发【 H]NE释放对 

rr)(高度敏感说明内向钠离子流是诱发释放 

必不可少的先决条件，而钙0】、钾离子(Fig 2) 

都只是影响诱发释放的高度．从儿茶酚胺重摄 

取抑制剂可卡因和 oxaprotilin~的比较中(Fig 

3)亦进一步支持内向钠离子流的重要作用 ． 

因为可卡因不但是NE重摄取抑制物，在临床 

上它被用作局部麻醉药是由于它具有促进钠离 

子通道失活而阻断内向钠离子流的特性．因此 

当{簟流液 中古有 可卡 因时 ，3，4-DAP诱 发 

rHlNE释放最降低．PDB的加强作用亦显著 

地被减弱 

3,4-DAP诱发海马释放 NE在许多方面 

与电刺激的作用相似，如：蛋白激酶 C的激 

活剂和抑制剂能加强和抑制它，对 TTX的敏 
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感性和对 Ca2+的依赖性，G一蛋白以及突触前 
一

， 艨苷酸 A广和阿片 K一受体参预调制释 

放过程 m，而且 3。4-DAP亦能诱发尾核释放 

多巴胺，诱发海马释放乙酰胆碱 ，但不能诱 

发海马释放 卜HT ，说明它们的作用机制不 

完全相 同． 
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ABSTRACT Thc ~xtracellular (DA) and 3,4一 

dihydroxyphcnylacetic acid(DoPAC)in rat striatum 

were ruessur。d by in vivo voltammetry to elucidate 

the effec ts of 3 *．~trahydroprotobcrbetines on DA 

neurotransmission ／--tetra时 dropalmatinc(f- THP。 

2mg·kg )o1"I-stcpholidine( PD，0．5mg·kg- ) 
iv increased the striat丑I DA rcleasc by 225％ and 

233％ ． respec tively； and ／-SPD increased the 

DoPAC levcl by 70％ ．M oreovex．the enantiomer 

HP (2 mg·kg- )increased the DA relcase by 

97％。and a large dose of d-THP (20 mg·kg- ) 

dramatically increased the cxtracellular DA by 1456％ 

while it slightly clcvatcd the DOPAC level by 123％ ． 

These results support the previous ideas that 卜 SPD 

and f HP can block DA rec印 tars and 1’}|P can  

dcD1ctc neuronal DA 
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