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蛋白激酶 c激活加强高钾诱发去甲肾上腺素释放 
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^BSTR^CT Raising the concentration Of K’ In 

the superfusion medium increased the release of 

pH]norepinephrine HINE) from rabbit 
hlppocampm slices preincubated with【 ]NE． This 

evoked【 I{】NE release was modulated by presynaptic 
- adrenergto, presynapttc OplOld K-- and 

A -adenosine receptors and augmented with jn· 

creasing K’ concentration (2O一120 mmol·L ) 

The enhancement or inhibition of this release by 

activator(phorhol ester)or inhibitor(polymyxio B)0f 

protein kinase C was blocked by tetrodotoxin and re． 

dueed with increasing K’ eoncentration． It was sug- 

gested that the Na十-influx was involved in the protein 

kinase C effe吐On the K十一evoked『 ]NE relcasc． 

KEY W ORDS hippocampus；notepinephrine；pro· 

tcin kinase C；phorbol esters；polymyxin B．potassium 

提要 海马脑片与PHl去甲肾上腺素(PH]NE)保温， 
用K+(20—120 mmol·L。。)诱发海马释放pnINE 诙 
诱发释放随 K 浓度提高而增强，并受突触前受体所 

调制．咐孵醇基酯或多牯菌素 B(polymyxin B)能加强 

或减弱高 K 诱发的 NE释放．这种增强或；虫弱作用 

能被河豚毒索抑制，并随 K 浓度增高而减小 结果 

提示，蛋白激酶 c的作用机制似与神经束梢膜外 Na 

内流有关． 

关键词 海马；去甲肾上腺索：蛋白激酶 c；咐孵醇基 

酯类：多粘菌素 B：钾 

对许多受体来说，二级信使肌醇磷脂系统 

在激 动一反 应偶联通路 中起着重要的舟导作 

用．在此系统中，磷脂酶c水解磷酸脂酰肌 

Received 1989 Sep 18 Accepted 1990 Jul 20 

Project supported by the National Natural Science 

Foundation of China旭 3880329 

醇，生成磷酸肌醇和甘油二脂，前者移动细胞 

内钙，后者激活蛋白激酶 c． 已有报道” 激 

活或抑制蛋 白激酶 c能加强或减 弱不同神经 

递质的释放 ，说明蛋 白激 酶 c在 神经递质释 

放的调制过程中起重要作用．本实验，用高 

K 诱发海马去 甲肾上腺素释放，观察蛋 白激 

酶 c的激活剂或抑制剂对该释放的影响 从 

而探讨蛋白激酶 c的作用机制． 

M ^TERIALS AND M En IODS 

药品和试剂 [3HI去甲肾上腺素(1一[7，8一 

卜nomdrenaline， [3H]NE) (Amersham)； 

咐噼二 丁酯 盐 (4-phorbol 12，l3-dibutyrate， 

PDB)， 多 粘 菌 素 B(polymyxin B sulfate． 

PMB)，河豚毒素(tetrodotoxin，TTX)．可卡 

因 (cocaine Ha1)， elonidine HC1， (一)R— 

phenylisopropyladenosine (R—PIA)， ethyl— 

ketocyclazocine(EKC)(Sigma)；Soluene 350 

(Packard)． 

实验步骤 兔，体重 2．5-4-SD 0．3 k星．断 

头，取出全脑，投入 4℃生理溶液，于 4—8℃ 

下分离海马．用 Mcnwain组织切片机沿矢状 

面和冠状面方向各切 1次，脑片(0．4 mm×0．4 

mm×4 ram)， 用 冷 生 理 溶 液 洗 后 ， 加 入 

【1{】NE 0．1 umol· L～， 4 ml (1l6 

TBq／retoo1)．于 37℃保温 30 min， 然后用 

温生理溶液淋洗 3次，随机分放到灌 流小室 

中，小室容量 为 0．3 ml；每 小室放 1O一20脑 

片 ．脑片被置于两团玻璃棉(相距 10 mm左 

右)之间，以 1 ml·min 的速率在 37℃下进 

行表面灌流 ，灌 流液含有 cocaine 30．umol· 

L～．生理溶 液 的组成 (retool·L )为 ：NaC1 

118， KC1 4．8， CaC1， 1．3， M gSO‘ 1．2， 

NaHCOj 25，KH2pO4 1．2，葡萄糖 11．抗 
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坏血酸 0 57，EDTA二钠盐 0．03 用 95％ o， 

和 5％ CO，通气 达饱 和 ，用 NaOH 调 pH 

至 7．4． 

灌 流 50mira后 ，开始 收集 样品 ，每 5 

min 份，加人闲烁液后，用液体闪烁计 数 

仪测定 H含量．在灌 流期间，脑片接受 2次 

高 K 溶液(2o-一120 mmol·L )，每次2 rain． 

第 1次于灌 流 60min后，第 2次于 120min 

后(s．，s，) 当生理溶液中的K 浓度需要提高 

时，一方面增加溶液中的 KC[浓度，同时降 

低相等分子数的 NaCt，这样溶液中的 c1 浓 

度保持恒定不变，亦使整个溶液的渗透压保持 

正常．灌流结束 ，用 Wrhatman GF／C滤纸 

收集脑片并溶解于 l ml Solucne 350中，再 

加入闪烁液后测 H 含量 ． 

RESU【，TS 

1 高 K 诱发[】14]NE释放的浓度依赖性 

当灌流液中的 K 浓度从正常 6 mmo]·L 提 

高到 20，40，60，8O或 120mmol·L 时，脑 

片释放[JFI]NE立 即增 高，从 Tab 1．可见 S 

值随 K’浓度 升 高而增大 (在 K 60 mm0】． 

L- 以上 s 趋向恒定)，撤去高 K 溶液，释放 

恢复到 基 础水 平，第 2次 刺激诱 发 的释放 

(s2)，在 K’20mmol·L 时与第 1次近似， 

K 浓度在 40 mmo|·L- 以上，s，均低于 

s．，因此 s2／sl比值随K 浓度升高而降低． 

2 海马 NE拒神经束梢突触前受体对高 

发rH】NE释放的调制作用 用 K 3o 

mmol·r 诱发【 H】NE释放，S2／S．比值为 

O．85±O 04．在 s，之前 15rain加人 ，一去 甲 

肾上腺索能 自身受体的激动剂 cloMdine l 

ttm~l-15～，显著地抑制【 H】NE的释放量， 

S2／S．比值下降到 0．56±O 03(P<0．o1)，同 

样在 s2之前 1 5 min加入突触前 A。一腺苷酸受 

体激动剂 (-)R-phenyl-isopropyladenosine 1 

．umol·L 或 阿 片 K一受 体激 动剂 ethyl- 

kI,'tocycIe,zocine l,umol·L 也明显地抑制 

· 16I· 

K 30 rarnol·L一 诱 发【 )H]NE释放 ，S2／S 

比值分另8为0．72±O．02(P<001)和O 74±O．02 

(P<0．O1) 

Tab 1、 Concentration depeudency of high K’ evoked 

rHl E releo~from hlppocampa!slices preloaded with 
(H1NE．TcRlam oveg~ow was evoked by raising the 
l(t concentratiootwotimes(S‘， S for 2mlntothe 

concentrations lnJ1cated ．n the table, Data from 4-10 

separate experJmellts； SD． 

3 激活或抑制蛋白激酶 C对rH】NE释放 

的影响 蛋白激酶 c的激括剂咐噼醇基酯 

PDB(1／~mOI·L )在 s，之前 l5 min加入灌 

流液，显著地加强 K 30mmol·L 诱发的 

rH】NE释放，s2／ S1比值从 0J85±0．04增加 

到 1 20-+0J02(P<0．01)．蛋白激酶 c的抑制 

剂 polyrnyxinB(1O0#tool·L- )在 s2之前 45 

mm加入灌流液，显著地抑制K 30 mmo1· 

L 诱发的[~FI]NE释放 ，st／S 比值 降至 

0．34± 0．04 <0．01)． 如 果 将 PDB 和 

polyrayxin B结合使用，则 PDB的增强作用 

被强烈地抑制，s2／s，比值为 0．A5±0,02，与 

PDB单独使用时相比， P<0X)l(Fig 1) 

4 Na 通道阻断荆 tctrodotoxin f1TX1对 

K 20 mmol·L-。诱发[~FI]NE释放的影响 

因为只在 K’ 20mmol·L 诱发[~I4]NE的 

释放对 TT1x表现为高度敏感性，而高于 K 

40mmol·L- 诱发的pH]NE释放对 TTx不 
敏感．因此，我们采用 K 20mmol·L 诱 

发rH】NE释放，观察TTX(0．3／amol·L )对 

PDB和 polymyxin B作用的影响．Fig l显示 

一 ， ， 
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· 162· 

了 PDB对 K 20mmo]·L_。诱发的[3HINE 

的增强作用 ，从无 TTx对照组的 158％减少 

到 有 rrx (s2之 前 15 rain加 入)对 照组 的 

i14％ <O．01)． 同样，polymyxin B对释 放 

PH E的作用，在无 TTx时抑制 80％，有 

rrx时只抑制 63％ <0．05)(Fig 1)． 

n 
PDgl j丁T l 

n卫 1． Effects ofPDB ¨ d pOlymyIlⅡB I-the pre} 

_∞ DI -b-eN e Or the Ni’-ellaa~ l blacker 

怔订odn协xh on nIt l【+1T0ked 【 INE release IⅡ 

Wpl~eampal III∞ ‘ ^置4．一6 _Ilc姻 from at leaat two 

rabbits； ±8D；” <0．0I " eonttola． 

s 不同 K 琅度诱发rHINE释放时， 

PDB的加强作用和 polymyxin B的抑制作用 

当PDBl pmol·L 于 s2之前 15 rain加入灌 

流液 ，非常 显著 地加 强 K 2o_柏 mmol· 

L_。诱 发 的[~HINE释 放 (P<0．01)，在 K’ 

60—80 mmol·I■‘诱发释放 时，PDB的增强 

作用仍然明显 <0．01)，但当K’浓度高于 80 

mmol·L- 时，这种增强作 用逐步减弱，到 

120mmol·L-‘时 PDB作用完全消失．选择 

性蛋 白激酶 c的抑制剂 polymyxin B ’(100 

,umol·L一，于 s，之前45rain加入灌流液)对 

K 浓度的变化表现出明显的相关．在 K 20 

mmol·L 诱发 ['HINE释 放时 poIymyxin B 

的捧制作用几 乎达 100％，K 30 mmo]·L- 

时，其 抑制作用 已明显 降低 ，K 40-80 

mmol·L- 时继续下降，直至 120mmol·L 

时变为完全无效 

习 ●●● 
i ： 

Fig2。 EffectsorPDI!ItatlpD】，尚y1IⅡB DⅡK -evoked 

H—0 rna-from hippDc·mp．】~l|ces． Coatrol：olden 

column；PDB．I~tebed column；palymyxtn B：∞ Ijd c0I． 

UlmR． = 4．一30 lltces from at le~mt two rabbits； 
‘  >0．05． 土 SD， ¨，<0．05， ⋯ ，(0．01 

controls． 

在本 实验条 件下。无 论是 PDB或是 

polymyxin B，Xq[~ ]NE的基础释放均不产生 

影 响． 

DISCUSSIoN 

本实验观察到不同浓度(20--120 mmol· 

r‘)高 K 溶液诱发海马 NE释放呈浓度依赖 

关系．钠通道阻断剂 TTx能抑制低浓度 K 

溶液(40 mmol·L )诱发的rH】NE释放，蛋 

白激酶 C的澈活剂咐噼醇 基酯或抑 制剂 

polymyxin B能增强或减弱这一诱发释放．并 

证明当用高钾溶液刺激rH】NE释放时，位于 

神经末梢的突触前 f_肾上腺索能 自身受体， 

突触前阿片 K一受体以及 A广腺苷酸受体都对 

高K 诱发r H]NE释放起着调制作用． 

蛋白激酶 C的激活剂PDB对释放的加强 

作用和抑制剂 polymyxin B的抑制作用，以及 

高K 诱发PH】NE释放对TTx的敏感性均随 

K十祠叟度升高而下降 ，，是否意味着钠离子的 

跨膜转移可能参于蛋白激酶C加强rH】NE释 

放的作用机制之中．实验结果提示这一可能 

j 
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性，高 K 诱发PH】NE释放可能包含几种成 

分：首先，高钾引起神经末梢可兴奋膜局部去 

极化，电压敏感性钙离子通道开放，钙离子进 

人膜内，于是胞裂外排发生；其次高钾导致膜 

去极化．使膜电位降低．当膜电位低于阈值 

时，钠通道开放，Na 内流，产生动作电位， 

这能使更多的钙通道开放，进一步提高膜内钙 

浓度，诱 发神经递质释放 ．此外，进入膜内 

的钠离子本身亦可能通过加强线粒体膜两侧的 

Na ／Ca 交换fs)动员细胞内结合钙的释放从 

而对神经递质释放产生影响．当钾浓度低于 

40 mmol·L_‘时，细胞外液中有足够的钠离 

子，神经递质的释放是上述几种成分共同作用 

的结 果， 因而当河 豚毒索阻断钠通道 时， 

rH】NE释放明显下降，表现为 Trx敏感， 

蛋白激酶 c参于其中发挥其调制作用，因此 

PDB和 Polymyxin B能显示它们的加强或抑 

制作用．当钾浓度高于 60mmol·L_。时．膜 

外钠 离子 浓 度相应 下降 。这时被诱发 的 

PH】NE释放对 Trx不敏感．说明内向钠流 

减弱而不足以对神经递质释放产生显著影响， 

但 PDB和 polymyxin B的作用仍清晰可见。 

推测被减弱了的内向钠离子流仍存在，因而蛋 

白激酶 c依然能起作用．直至钾浓度提高 120 

mmol·L～，细胞外液中的钠离子浓度降得很 

低(约 20 mmol·L-。)。不能形成传导性的动 

作电位，亦未能明显提高细胞浆内的钠离子浓 

度。这时所诱发的PH】NE释放仅仅是高钾引 

起膜局部去极化导致细胞外钙离予进入膜内的 

结果，蛋白激酶 C不可能再发挥其作用，表 

现在它的激活剂 PDB和抑制剂 polymyxin B 

对高钾诱发的[Ⅵ]NE释放都没有显示任何作 

用．为证实这一解释， 
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