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细胞外钙对咐瞬醇基酯加强海马去甲肾上腺素释放的影响 

黄华玉、戴村平 (中国科学院上海生理研究所，上海 200031，中国) 

Eff t of ex订acellular calcium on enhaacement 

of norepinephrine release jn hippOCa~tpUS by 

phorbol ester 

that the facilitation of Ca“一influ~was not involved in 

themechanism ofaction ofprotein kinaseC． 

HUANG Hua-Yu,DAI Shu- ins(ShanghaiInstitute K EY 
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^BSTRACT Rabbit hippocampal slices wcre 

preloaded with 【 H]norepinephrine(【 H]NE)and 

superfused with medium Tetrodotoxin(TTX)inhib- 

ited【 lNE rcI∞se evoked by high K+，but did not af 

fcct on that evoked by Ca计呻 ulse． Tl1c facilitatory 

effect of phorbo1 ester(PDB1 on high K+-evoked 

【mlNE release was elevated with increasing 
extra cellular Ca计 concentration． In the case of 

Ca +-pulse-evoked【m]NE release，the enhancement 
by PD B was decreased with increasin皇 Ca2+ concen． 

*
．ration in the extrace llolat"space． It was suggested 
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提要 用同位素方法研究海马脑片【’H】去甲肾上腺素 

(PHINE)释放，蛋白激酶 C激活对高钾诱发[M]NE 

释放的加强作用随细胞外钙离子浓度升高而增加，而 

对钙脉冲诱发【 H]NE释放的加强作用却随细胞外钙 

离子浓度升高而降低．结果提示：蛋白激酶 C并不直接 

作用于钙离子通道． 

关键词 海马；去甲肾上腺素；蛋白激酶 c；咐嘛醇酯 

类；钙；河啄毒索 

钙离子在神经递质释放过程中起着重要作 

用，当神经受刺激时，由于电压敏感的钙离子 

通道开放，钙离子进入神经末梢膜内，或由于 

细胞内钙储备释放，使胞浆游离钙浓度升高， 

从而扳动胞裂外排过程．本实验采用改变细胞 
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外液中的钙离子浓度，用高钾或钙脉冲诱发 

E3H]NE释放‘”，比较细胞外不同钙离子浓度 

在 用 咐孵醇 基 酯 激 活 蛋 白激 酶 C， 加强 

E~H]NE释放过程中的影响． 

M ^TERlAI AND M ETH0DS 

药 品 和 试 剂 [ H】去 甲 肾 上 腺 素 

(卜[7，8，一 H】norepinephrine， [ H]NE． 

Amer am 咐 瞬 二 丁 脂 盐 (4fl-phorbol 

12，l3-dibutyrate， PDBI与河豚毒素(tetro- 

dotoxin． TTX rSigma)； Soluene-350 

(Packard)． 

兔，体重 2．5±SD 0．3 kg，早6兼用。断 

蔓 取出全脑，投入 4℃生理溶液，于 4_-8℃ 

分离海马，用 船cIlwain组织切片机沿矢状面 

和冠状面方向各切一次，脑片(0．4×0．4×4 

ram)用冷生理 溶液洗 后 ，加入[ HINE 0．1 

~rnol／L 4m1(I．6TBq／mmo1)．于 37℃保温 

30 min，随后用温生理溶液淋洗 3次。随机分 

置于容 量为 300／zl的灌 流小 室中 。每 室放 

10-20片 )．脑片被置于两团玻璃棉之间(相距 

约 10 ram)． 在 37℃ 下 进 行 表 面 灌 流 1 

ml／min，灌流液含 cocaine 30#tool／L．生 

理溶 液 的 组成 (mmo|／L)：NaC¨ 18。 Kc1 

4．8。 CaCI2 1．3， M gSO‘ 1．2， NaHCO ] 

25。 KH2PO‘ 1．2． 葡 萄糖 11，抗 坏血 酸 

0．57， EDTA钠盐 0．03．通 95％O，+5％CO， 

达饱和．用 NaOH 调 pH 至 7．4。在用 Ca +- 

脉冲诱发【 H】NE释放 的那 些实验 ，溶液含无 

Ca ／K 30mmol／L． 

灌流 50rain后，开始收集流出液，每 5 

min收集 一份 样 品，加 闪烁液后测定 含 

量，在灌流期间脑片接受 2次刺激(含 K 30 

mmo|／L的生理溶液或含不同 ca 浪度的生 

理溶液)以诱发[ 】NE释放。每次 2 min．第 1 

次于灌流 60rain后，第 2次 l20min后(s．。 

s2)．当生理溶液中的 ca 或 K 需要提高或降 

低时 。一 方 面增 加 或减少 溶 液 中 CaC12或 
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KCI的浓度同时也降低或提高相等分子数的 

NaC1。这样使溶液中的 cr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 后，用 Whatman CF／C滤纸 

收集脑片。将 脑片溶解在 I ml Soluene-350 

中．加闪烁液。用液体闪烁计数仪测 口，． 

资料计算和统计 诱发释放 s ，s：为刺 

激开始后 20 rain内被诱发的 H释放占组织 

中 H总量 的％．药物作用以 S2／Sl比值来表 

示。结果为 ±SD。用 f检验计算组间差别 

的显著性． 

RESULTS 

细胞外 不同钙 离子 浓度对 高钾诱 发 

【 E释放的影响 分别用 Ca”0．325-2．6 

mmol／L的灌流液灌流脑片．60 min后 。用 

K 30 mmol／L诱发[ H】NE释放(s。)，从 Tab 

1可见，sl值不随细胞外 Ca 浓度增加而变 

化。甚至在 ca 的最低 0．325 mmo|／L与最 

高浓度 2．6 mmol／L之间亦不存在 明显的差 

别，s1分别为 5．78±0．53％和 5．04±0．77％． 

在 相 反 的 实 验 条 件 下 ， 肌 灌 流 液 含 无 

Ca”／K 30 mmol／L，此时神经末梢可兴 

奋膜处于去极化状态，但只要细胞外液 中缺乏 

Ca ，胞裂外排过程就不可能发生．此时。若 

给以短时间f2 min)一定浓度的 ca 脉冲． 

[ 】NE释放立 即发生，Tab 1显示了这种 ca 

脉冲诱发释放，可以看到，PHJNE释放随 ca 

脉冲浓度的提高而增强。直至最高 Ca 浓度 

2．6 mmol／L时。释放趋于水平． 

钠离子通道抑制剂 TTX对高 K 或 Ca2+ 

脉冲 诱发释放 的影 响 灌 流液 含 Ca 1．3 

mmol／L。用 K 30 mmol／L诱 发[ H】NE 

释 放 ， 于 S，之 前 l5 rain加 入 rx 0．3 

／ano]／L，对[ HJNE诱发释放有明显的抑制作 

用．S ／Sl比值从对照组 0．89±0．02降低到 

TTx组的 0．70±0．02 <0．05)．在相反实验 

条 件 下 ， 即 灌 流 液 含 无 Ca ／K 30 
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T．h L Efleet of ex订扯e1]ulnr Cnz+ og I 【l 

nore#nepbrlue [~HINE)|e】e-se evoked by K (30 

mmol／L1 end C ’一palso． Hlppocnmpel elkes 

preloeded with I ]NE，_ mperfusod with Ca” end 

stimulated K’ 30 mmol／L。Or snperfnsed  wltit 

C ’-free med ham conteI．I．1 K 30 mmol／L end 

stlmnhated by C Stimulation with K or Cnz (for 

2-I．e●c-1WU  perfonBed  after 6OmIn of smperCuslon 

(S．vldue】． ±SD；Number ofexpeflmenm(aloes)in 
pnrm theseL 

Evoked overflow of at S． 

Ca2． (％ oftissue- ) 

(retool／L) K’ 30mmo]／L Ca 呻 ulse 

mmol／L， 用 Ca 1．3 mmo]／L诱 发 释放 ． 

(不产生显著的抑制性影响．对照组 0．78 

±0．04．TTx组 0．70±0．02(P>0．05)． 

蛋白激酶 c的激活剂 PDB对高 x 或 c 

脉 冲诱发(~IINE释放的加强作用 从 Fig 1A 

可见，灌流液中 ca 浓度不论是 0．325，0．65． 

Rg 1．Effen of extraesllular Ce什 off eihaneement of 

evoked I INE releaso by p-orbol ester(PDB)． Slices 
were superfused _Itb med ium ~ontaInhag C● end 

stimulated with K 30 mmoI／L (A)，or superfusod 

th Ca计-free medium containing K 30 mmol／L 

and stimulated with Ca --pulso (B)．PUB ẅ added 15 

rain before S， onwards (hatched column)． 盘̂4-10 

SIIces from at leest two rabblm． ± SD ’P>0．D5． 

一P<0 S． ⋯ P< D̂01 co ntrols． 

1．3或是 2．6mmo]／L，于 S，之前 15min加 

入 PDB 1#tool／L均 能显 著 地加 强 x 30 

mmo]／L诱发的[3H]NE释放，该加强作用随 

灌流液中 Ca 浓度升高而增强，甚至在最高 

ca 浓度(2．6 retool／L)时，该增强作用仍未 

出现平坦趋势．从 Fig 1B可见，灌流浪含无 

Ca2+／K 30retool／L．神经末梢可兴奋膜从 

灌流开始 即处于去极 化状态．於 s，之前 15 

min加入 PDB 1#tool／L．对 Ca 0．325- 

1．3 mmo]／L诱发的释放有显著的增强作用， 

但是该增强作用随Ca 浓度的提高而减弱．用 

Ca 2．6 mmo]／L诱发rH】NE释放时 ， 

PDB不显示显著的增强作用． 

比较细胞外 c 浓度对 PDB加强高钾和 

c 脉冲诱发[3HINE释放的影响 Fig 2 A表 

示灌流液中含 Ca 0．325-2．6 mmo]／L，用 

x’ 30 mmol／L诱发释放 ，在 Ca 0．325 

mmo]／L 时 ， PDB 加 强 释 放 到 相 应 对 

照的 130％．随着细胞外 Ca 浓度的升高． 

曲线 向上逐渐升高．到 Ca2+ 2．6 mmo]／L 

Fig 2．Comparison of the enhancement by phorlbol ester 

(PDB)of【 INE release evoked by K 30 mmol／L 

(A)or by Ce：+-puke(B n：4-10 observations from at 

lense two separate experiments； ± SD 

∞ ”  ̈ ∞ 

一口=l  一 ＼H*一 =． 0 }； 0 t』0}_ 
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时，为相应对照的 16O％．Fig 2 B表示，灌 

流液 中含 K 30 mmol／L，用不 同 ca 浓度 

诱发[ H]NE释放 ，可看 到其变 化方 向正相 

反，在 Ca 0．325mmo|／L时 ， PDB加强 

释放到相应对照的 158％，随着细胞外 Ca 浓 

度 的增高， 曲线逐步 降低 ，在 Cav-2．6 

mmo|／L时 ． [JHINE释 放 为 相应 对 照 的 

l12％ ． 

m SCUSSIoN 

在不同细胞和组织上，PDB加强 或减弱 

ca 内流均有报道 然而，PDB激活蛋 白 

激酶 c，加强海马[JH]NE释放是否通过加强 

ca 内流而实现，尚不能肯定【1，．本实验观察 

到，当向无钙高钾溶液中加人 ca 时，Ca 

进人神经末梢膜内，导致胞裂外排过程．PDB 

对此释放的加强作用 可以解释为 PDB加强了 

ca 内流，或 PDB和 Ca2+在增加 NE释放过 

程中产生协同作用． 

但是，由K 30 mmo[／L诱发的[ H】NE 

释放不随细胞外 Ca 浓度的提高而变化，而 

PDB对这一释放模型的加强作用却明显地随 

细胞外 ca 浓度的提高而增强．由此相反，由 

ca 脉冲诱发的[JHINE释放随细胞外 ca 浓 

度的提高而增加，可是 PDB对这一释放模型 

的加强作用却随 细胞外 Ca 浓度的提高而减 

弱．实验结果并不支持：蛋 白激酶 c激活后加 

强rH】NE释放是通过直接易化内向ca 流的 

结果． 

在上述这两种释放模型 中，钠离子通道抑 

制剂 TTx对高钾诱发释放有显著的抑制作 

用，而对钙脉冲诱发释放的掷制作用无统计意 

义，说明：前者在高钾引起神经末梢膜去极化 

时．由於膜电位降低到阈值以下，引起钠离子 

通道开放，内向钠流突然增加而产生动作电 

位．从而增加内向钙离子流而诱发[’H]NE释 

放．因此．即使在ca2 最低浓度下PHlNE释 
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放已达高限，提高细胞外 Ca2~浓度，释放不 

再增加，而后者对 TTlx不敏感，说明在诱发 

释放机制中投有足以引起动作电位的内向钠离 

子流参与，所诱发的rHINE释放只是由K 3O 

mmo|／L引起的神经末梢膜局部去极化所 引 

起的内向钙离子流所决定，因此释放量随细胞 

外 ca 浓度的提高而增加．此外，在我们以前 

的工作中亦观察到，PDB对 NE释放的增强 

作 用与内向钠离子流有一定 的相关 ．当然 ． 

我们亦 注意到，TTx对上述这两种诱发释放 

模型的影响有差别，但并不非常大，因此，是 

否这就是造成 PDB对上述这两种诱发释放产 

生不同增强作用的主要原因，我们正在研究． 

^ 
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