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尼卡地平和氯丙嗪对培养的主动脉平滑肌细胞增殖和细胞内钙调素的作用 
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硝̂ TR ĈT Efleets of Ca计 and caleinm antago- 

nists nieardipine fNic】and chlorpromazine(CPz)on 

the prolifcration．DNA synthesis and ．mtraecllular 

calmodulin (CaM)kvels in cultured rabbit aortic 

maooth muscle ecll曩讹 地 investigitted．Maximal re- 

单OILS~ of cell to C-计 stimulation oce url~d _m th e 

norlttaI田edium with CaCI’ 1．4 mm Ol／L．whereas 

CaCl’0．02—0．6m田ol／L，Nic(2．5—40．0舯 o1／L) 

sad CPZ (5．0 — 20．0脚 ol／L)inhibited the cell 

憎 D1ifcr~tion in a concem ration-dependent manner： 

additive effects of Nic and CPZ were observed 

Tbc糟 was a transient sur薛 of in ellular suluble 

CaM level at 9hinlateG． phase ofth ece llcycle st 

befo糟 the itialion of DNA synthesis．Not only the 

initiation of DNA synthesis but also the Ca M  surge 

讹rc prevented adding N c or CPZ (20 — 40 

m ol／L)to media． 

Tbc∞ ~sults suggest that an appropriate 

e~traecllular Ca conce ntration was required for 

aortic sm ooth muscle cells to grow nolmaa]ly．S．m0c 

calcium antagonists influenced the intracellular Ca2~ 

10001 by blo~kadc of ca]cium ehmmel and they inhib- 

jted the CaM fun吐ion directly by anticalmodu1．n ac- 

tivity W |mdirectly through altered intrace llular Ca 

metabo]it~tll intrace llutar Ca2~ and CaM  levels 121ay 

bc ．山voled in the effects of Nie and CPZ on the 

~oliferation  and DNA synthesis． 
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提要 体外培养的主动脉平滑肌细胞的增殖明显依赖 

于细胞外藏中的游离 c 浓度 Nic和 CPZ都剂量 

依赣性地抑制细胞增殖．在周期同步化细胞培养中， 
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Nic和CPZ不仅抑崩了DNA的合成．而且也明显降 

低 了细胞 G-期中钙调索含量的升高 提示 Nic和 

CPZ对细胞内 Ca 和钙谰索的调节，导致对细胞增 

殖和DNA合成的抑崩． 

关键词 尼卡地平；氧丙嗪；培养的细胞；细胞周期； 

氯化钙；钙调素：主动脉 

Ca2+和钙调索(calmodulin，CaM)直接调 

控细胞的增殖” ．动脉平滑肌细胞增殖是引起 

动脉粥样硬化病变的一个关键因素 ，．近年来 

人们己经在不同的动脉粥样硬化动物模型上证 

实钙拮抗剂具有防治作用 ．本文旨在用体外 

培养的动脉平滑肌细胞，研究钙拮抗剂尼卡地 

平 (nicardipine， Nic)和 氯 丙 嗪 (chlorpro— 

mazine，cPz)对细胞增殖的抑制作用．以及 

探讨它们对细胞周期不同时相中CaM 含量的 

影响． 

M ATERlALS AND M 阿 10DS 

兔主动脉乎滑肌细胞培养 

1 原代培养 新西兰兔， 6，体重 1．5 

±SD 0Akg，于无菌条件下取胸主动脉段，按 

组织块接种法 h将中层平滑肌组织小块移人 

培养瓶。加入 Eagle s MEM 培养液(古 20％ 

小 牛 血 清 ， 10 mmol／L Hepes， pH 

7．O一7．2)，密闭于 37℃下静置培养．每周换液 

两次，待细胞融合成致密单层时进行传代． 

2 传代培养 融合细胞采用 0．125％胰 

蛋白酶和 0．02％EDTA混合消化液(pH 7．5)处 

理分散后，换人古 10％小牛血清的新鲜培养 

液．调整细胞密度(5×10 cells／dish)~将细 

胞悬液分装入培养瓶．传代后鲥施约经 7-10 d 

可达融合单层，即可再次传代． 

细 胞增 殖 的测定 采用 比色 法 进行 ． 
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细胞接种于 24孔细胞培养板．细胞固定后经 

O．I％结晶紫染色细胞 30 rain．脱色后每孔各 

加人 0．2％ Triton X-IO0 2 ml，使细胞内结合 

染料重新溶人溶液，于 721型分光光度计(590 

nm)上比色．测定其吸收率． 

细胞周期恳步化 采用低血清乏营养 

法御．培养细胞在 0．4％血清的培养液中孵育 

72 h，大部分细胞被阻抑于细胞周期的 G。 

期，此时更换 10-20％血清的培养液．细胞即 

可受刺激从 G。期释出，同步进人细胞增殖周 

期的 G．期． 

同步化细胞的[~rrae参入与测定 同步 

化细胞在接受不同处理后的不同周期时相加人 

[3H]TdR(74 kBq／m1)，孵育 2 h后用适量 

0．9％NaCI清 洗 ， 细 胞 经酸 消 化后 加人 

0．6％PPO-甲苯汨烁液．均相液闲标本用双道 

液体闲烁计数器(FJ-353GI型)测定． 

培养主动脉平滑肌细胞内可溶性 CaM 的 

摄取与测定 收集培养细胞．在冰冷的匀浆缓 

冲 液 (畲 Tris-HC1 50 mmol／L， EGTA I 

m~ol／L， 2-mercaptoethanol 1 mmol／L． 

NaC1 0．15 mol／L， pH 7．5)作超声破膜处 

理 ．匀浆 液经 加热(95℃， 3 min)和离心(10 

000 g， 30 min)后取上清液测 CaM 含量． 

采用酶联免疫测试法0J测定 CaM 的含量．并 

制备 CaM 标准曲线．试剂配制及操作步骤均 

按药盒说明书进行． 

Nic为中国药科大学合成．CPZ为 Sigma 

公司产品．【 H】胸腺嘧啶核苷(rHm R)由中国 

科学院原子能研究所提供．CaM 酶联免疫测 

试药盒为徐州医学院生化研究室惠赠． 

ⅡESUI 

培养的主动脉平滑肌细胞的形态、生长性 

状和对细胞外 ca2+浓度的依赖性 培养的单 

层细胞呈长梭状，胞浆丰富．境界清楚，核卵 

圆或圆形，细胞与细胞问多呈平行生长，束状 

排列，密集和稀疏处相互交错呈。峰谷状 ．显 
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示平滑肌细胞的典型生长特征．从细胞生长 曲 

线看，在传代接种后细胞逐日成倍增殖。 8 d 

后可形成致密单层(F【窖1)． 

n|1．E盯钿【．f mlcu~p[m (N岫 OI鼻MrI-of·or吐t 
_口OO m●●d tells nI ‘． 土SD ． 

正常细胞生长液中的游离 Ca2+i~度为 1．4 

mmol／L时细胞增殖能力达到最高．随着胞 

外 Ca2+~ 度 降低 (舍 10％ 小 牛 血 清 的 

Ca~+-Frcc Eagle培养液 用适量 EGTA调节 

Ca2+~度)．细胞增殖明显受抑．当 Ca 浓度 

为 20#tool／L时可造成细胞的脱落死亡 ．而 

ca 浓度增至 5 mmol／L，细胞生长也明显 

受抑frab 1)． 

T．h 1．Isfluences or each 0Ⅱthe譬肿  of IOl~~ 

柚 oo mmmle 髓m．nI．' 土 SD． >O．帖。 

”~P<O．01 " -¨m●I CaClI concentration 1．4 

mmol／L． 

each(mtool／L) Absorbanc~(A ) 

O．O2 

O．2 

O．6 

l 4 

2 0 

5．0 

0．022土0．00r  ̈

0．14I土0．帅  ¨ 

O．15I土0．o0 ¨ 

0．201土O．O0B 

O．2D3土0．0O6‘ 

0．I37土0．OO6．̈  

钙搐抗剂对细胞增殖的抑制作用 

1 Nic的作用 对照组细胞培养 8d。其 

增殖近 6倍．在加人 Nic后 2，5．8 d．细胞 

的增殖呈剂量依赖方式(2．5-40．O#mol／L)均 

一 

6 ●^ ■ ● 

《 8c_七 2 f 
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的增殖呈剂量依赖方式(2．5-40．0~moI／L)均 

受到 Nic的明显抑制(Fig 1)．在细胞处于对数 

生长期 的 d 5． 20tanol／LNic的抑制率为 

59±5％ ． 

2 cPz的作用 将 CPZ加入培养液后 

d 3测定其对细胞增殖的抑制率．结果表明 

CPZ也以剂量依耪方式(5-2ot,tool／L】明显抑 

制细胞增殖．5， lO和 20amol／LCPZ的抑 

制率分别为 12±3％， 35±2％和 67±3％． 

当CPZ浓度达到 柏 加Ⅱ01／L时可造成细胞 

的脱落死亡． 

3 Nic和 CPZ的相加作用 细胞贴壁后 

将不同浓度的 Nic和 CPZ(0． 5， 10， 20 

#tool／L)按不同的浓度组合．共同加入正常 

细胞生长液中孵育 3 d后，可观察到两药对各 

组细胞增殖的抑制有显著的相加作用(Tab 2)． 

Ttb hh■Ⅲ啊 C％ )ofthe growth of·artIc~ ooth 

l ie汕 byNk --d cUorp啊粗 虹 l-e．n=4。 ±SD． 

’ ‘O．帖 ． ⋯ P<0．01 v Nle group without 

ddorpromu lne； ’ <O．o5． P<0．O1 " 

ddorpromszlne Iroup wltlmmt Nk． 

N c Chlor0romazine(umol／L】 

(amol／L) 0 5 10 20 

Nk对同步化动脉平滑肌细胞 DNA合成 

的抑制作用 在细胞同步进入增殖周期的 24 

h内．对照组 细胞 在第 12 h后E'H]TdR参入 

量开始急尉升高，提示细胞在第 12 h开始合 

成 DNA，从 Gl期转入 S期．而在 Nic(20 

j~mol／U处理组．[3HITdR参入量明显降低， 

曲线低平，表明 Nic可明显抑制动脉平滑肌细 

胞的DNA合成，使细胞周期从 G 期进入 S 

期的进程受阻(Fig 2)． 

钙拮抗剂对 同步化动脉平滑肌细胞内 

CaM 含量的影响 随着动脉平滑肌细胞同步 

地进入细胞增殖周期，细胞内可溶性CaM 含 

／
O 

／ ／ 

夕 
，／ 

—

一  ⋯  ”  

Fll 2’ t ofNlc20 umo!／L{● olI_ orpor-吐蚰 

of["HITdR miter relume from Go p-_ In the 

s~ lurounoua cells n-3， ± SD． > O．帖 ， 

’-尸<0．喊  ̈ <0．O1．坩 controlfo 

量也随之增加，在第 9 h时(G 晚期)呈一短暂 

的高峰(约比 G 早期增加一倍)，随后细胞内 

CaM 含量又降至稍低的水平(Fig 3)．当细胞 

与 Nic或 CPZ(20， 柏 9tool／L)孵育后 ，两 

药均可使细胞 G。期的 CaM 含量显著降低 

(Fig4)． 

n2 3．Cmlmodulh~oitcnt C0)lid DNA·，蚰mll|f● 

In _ IcIIⅢ ¨ tortk smooth mi le ceih dertns G1 

phaseofcell cycle． 

DISCUSSION 

本实验证明．血管平滑肌细胞的生长和增 

殖明显依赖于细胞外游离ca 浓度．随着细胞 

一￡ 一一 i d0 d × ．_0一 

富可 -0一＼ ，I) !i 0  
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瓣c．i 懒 ；” ． 12h 
nl 4．Effects ofNlc-■ CPZ o-~almodalia~o4Reat 

h 叼．Id删啊o_ an rtk smoetb muscle cells d_■ l Gl 

—叫峙 (6， aad 12 I】． -3， ‘P>O．O'S。 <0．O'S． 

” <0．01． 

外 ca 农度的降低，细胞的增殖受到不同程 

度的抑制．而钙拈抗剂 Nic和 CPZ也对细胞 

的增殖产生剂量依赖性抑制，并且在一定剂量 

范围内两药合用产生明显的相加或协同作用． 

提示两药可能在细胞的不同部位产生了对 Ca 

依赖性细胞过程糠毂 重抑制．许多研究证实 

CaM 参与多种细胞的增殖过程 ．本文的 

动脉平滑肌细胞同步化增殖周期的实验显示在 

细胞从 吼 期释放进入增殖周期后的 G。晚 

期，胞内可溶性 CaM 古量有一个显著的升高 

峰．提示在细胞的 G，晚期 CaM 吉量的增 

加，连同此期胞 Caz+浓度的突发性升高，可 

使 Ca2+-CaM 复台物达到一定的浓度．进而 

启动一系列受 ca 与CaM 调控的细胞内生理 

生化厦应，并促使细胞进入 DNA合成期(F 

3) Nic和 CPZ显著地抑制细胞 DNA合成， 

使细胞从 G．期向 s期的转化进程受阻．钙拈 

抗剂的这种作用与它们对 G．期中CaM 的影 

响可能有一定的内在联系．本实验观察到Nic 

和 CPZ均明显降低细胞 G．期的 CaM 古量， 

使CaM 在 G．晚期的升高峰消失．CaM拈抗 

荆对 CaM 的影响已为许多实验所证实．钙通 

道阻断剂与 CaM 的关系也正在为许多学者耀 

^探讨．Nic竞争性抑{II CaM 敏感的和 CaM 
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不敏感的 cAMP磷酸二醣酶‘ Nic可使犬动 

脉条 cAMP水平明显增加，并证实它竟争性 

抑制 cAMP磷酸二醣酶 ”．而磷酸二醣酶和 

腺苷酸环化酶等均受到 CaM 调控．在整体实 

验中有报道硝苯啶(ailed(pine)在降低 SHR大 

鼠血压的同时．使血浆及主动脉组织中 Ca M 

古量明显降低“2’． 

实验结果提示钙拈抗剂 Nic和 CPZ通过 

阻断钙通道影响胞内 Ca2+~平，或通过直接 

和 ／或间接地影响胞 内CaM 水平 进而导致 

对动脉平滑肌细胞增殖和DNA合成的抑制作 

用． 
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Latin square W twin crossover design for mouse blood glucose assay 

to estimate insulin potency 

LIN Zhi-Gong，ZHOU Hai-Jun (National Institute for the Control ofPharmaceutical 

and Biological Products，Betting 700050，China) 

^■gr量^CT Aecording to parellel line anllysiL a 

Latin square de|i辨 WItS used for estimating insulin 

potency in moum4~blood u~ose assay． Four to six 

8roupsof4 x 4 Latin squ■feBWCre u3ed to estimItte 

∞ ％．100％ and 120％ standard preparationsand the 

recovery rate~were 95-106 ％ ． M eanwhile．in c0m． 

imprison with twin crman ver de dan,l3 batches ofvari． 

ant preparations including some beyond expiry dates 

weA'o checked by t itin squarc dc0i趴． Thc results 

showed that the potencies about th e&nine in two 

dg~gns． The averagefidu~inllimit rateswere stiU 
k明 than 25％ but 40％ or ofaniH1|l numberswcrc 

_ ． Therefo re，Latin．square design is_ precise 

and ac~ trate assay fo r the e吐imation ofinsulin． 

KEY W ORDS reseItrch d~tgn； biological assay； 

blond glucose；insulin 

Although twin CTOSSOVeT design is better 

than(2，2)，2 doses of standard and 2 doses of 

preparation，or(3，3)assay，” it must cut 

back interact e盯ect in statistical analysis． 

Latin sq1Late desi can get more information 

from fewer animals in order to compare the 

drug effect． The experimen tal design pos- 

sesses more e盯ect in statistical analysis． 

Each subject can be used four times． T 

mouse blood glUCOse is estimated by a sensitive 

Received 1989 M ity 2 

glucose oxidase method，a small amount of 

blood  sample ca n be taken to replica te the 

treatment and if the investigator prepared  to 

get his results，aLatin squareis asatisfactory 

design This paper reports on the results of 

a Latin square design in estim ation of insulin 

bioactivity in comparison with twin crossover 

design． 

M ^TERIALS AND M  rHoDS 

Iasulin 1)National biological standards． 

batch 780307，27 IU ／mg were prepared  by 

our Institute； 21 Internationa1 biological 

standard ba tch 83／515，26 IU／mg，were 

provided by W HO International Laboratory 

for Biological Standards；3)preparations of 
insulin were provided  by Shanghai 

Biochemical Pharmaceutical Factory． 

M ice M iceofsa mesexweighing 22± 28 

wereused and16．2O or 24micein eachtest． 

Betore the assay all the mice should bc dc． 

privcdoffood andfedwithwater only． 

Determination of gIu~o6e Content of glu- 

cose of 0．06 ml blood taken from the orbital 

venous sinus was measured by glucose oxidase 

reagen t method ． 

D蠕鼍 M ice w钟  llottcd at random in- 

to 4-6 blocks． Each block was carried Oli 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

