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在细胞外无钙条件下 3,4一二氨基吡啶诱发海马释放去甲肾上腺素 

：苎 兰至、 盟 、 谢培国、徐 艳(中国科学院上海生理研究所，上海20003 J，中国)R 
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ABSTRACT Slices of rat hippocampus，preincubat- 

ed ,~ith rH]norepinepbrine HlNE)，were superfused 
and stimulated bv addition of 3,4--diaminopyridine 

(3．4-DAP)for J0 min to the superfusion medium． 

3,4一DAP-evoked[3HINE release both in the absence 

and presence ofextracellular Ca什．3,4一DAP-evoked 

Ca -independent release of rH]NE was higllly sensi． 
tire t0 sodium channel blocker．tetrodotoxin rrTx， 

100％ inhibition)，suggesting that Na～per se enter~ 

into nerve terminals but not depolarization of Illem- 

brun efollowed byCa channel openingis necessary" 

for 3．4．DA _cyoked Ca +-independent i?elease of 

[JH]NE．Phorbol ester PDB increased by 480％ of 

control and polymyxin B (PMB) decreased 

3．4-DAP-evoked[3H]NE release by 94％ of control 
in the absence of-extracellulat Caz+indicating that the 

alterations of voltage--dependent Ca -currents 1nto 

the~ells are no}involved in the mechanism of the 

modulation of 3，4-DAP_evoked rH]NE release by 

proteinkinaseC． 

KEY W ORDS aminopyridir~es； hippocampus； 

norepinephrine； extracellular space； calcium； pro- 
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提要 在细胞外正常钙浓度下，3,4一二氯基吡啶诱发 

大鼠海马释放去甲肾上腺素包含两个成分．印钙依赫 

和钙不依赖释放．细胞外无钙时，只出现钙不依赖释 

放 钙不依赖释放被i可豚毒素 垒抑制，咐辫醇基酯 
或多牯菌素 B仍能加强或减弱它，说明蛋白擞酶 C 

对 3，4-二氯基吡啶诱发释放去甲肾上腺素的调制机制 
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3，4-二 氨 基 吡 啶 f3,4--diaminopyridine， 

DAP)能有力地加强海马释放去甲肾上腺素(]，， 

该作 用对河 豚毒素 ftetrodotoxin．TTx)敏 

感，突触前去甲肾上腺素能 ，一自身受体，阿 

片受体 亚型以及腺苷酸 A．受体参与该作用 

的调制，而且蛋白激酶 c的激活剂咐噼醇基 

酯(4口一phorbol 12，13--dibutyrate，PDB)或抑 

制剂多粘菌素 B(po!ymyxin B sulfate，PMB) 

能加强或减弱该作用 ，。说明蛋白激酶 C参与 

该作用的调制．本工作的目的是在无钙条件 

下，进一步研究蛋白激酶C激活对『3HINE释 

放的加强作用． 

M ATER1ALS AND Ⅱ H 0nS 

药品和试剂 【 H]去甲肾上腺素(卜『7，8一 

H]norepinephrine， [ H]NE， Amersham)； 

DAP，PDB，TTX，PMB(Sigma)；Soluene 350， 

Insta-gel XF， Hionic--Fluor (Packard)， 

desipramme(Merck)．药物的贮备液用生理溶 

液或重蒸馏水配铷，TTx溶于枸椽酸钠缓液 

pH 4 85， 4 一PDB 溶 于 dimethylsulfoxide 

(DMSO)． 

Sprague-Dawley大鼠， ，体重250± 

25 g，断头，取垒脑，投入 4℃生理溶液 在 

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 

生理溶液淋洗后，加入 2 m1含【 H1NE f1．6 

PBq 。mol-。， 0
． 1 t~mol。L )的生理溶液，37 

℃保温 30 rnin，再用生理溶液淋洗 3次，将 

脑片随机转入容量 1 mI的灌流小室，每室 l 
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片，以 O．7mt·rain-。流速进行表面灌流．生 

理溶液成 分(retool·L- )：NaC1 118，KC1 

4．8， CaCI，1．3， M gSO4 1．2， NaHCO 25， 

KH，PO4 1．2，葡萄糖 11，抗坏血酸 0．57， 

N％EDTA 0．03 用 95％ O 5％ CO 饱和， 

加 NaOH 调 pH 至 7,4．灌 流 液 中另加 

desipramine 1#mol·L- 灌流 45min后，将 

流出液直按收集入闪烁杯内，每 5 min 1{5}， 

加入 闪烁液 Insia-gel XF 4 ml，用液体闪烁 

计数仪测rH]含量．脑片用 Soluene 350 0．25 

ml溶解后，加入 Hionic-'-F1UO[5 ml，然后测 

定[3HI含量． 

在灌流开始后 60 rain，脑片接受刺激(引 

入 3,4-DAP 100#mol·L- 1持续 10rain，以 

诱发PH]NE释放，通常在刺激之前 15 rain加 

人药物，以测试其对诱发释放的影响，每次同 

时进行对照实验． 

被测药物的作用以计算刺激所诱发释放的 

I’H](包括莉激开始后 1O份样品中I’H】含量减 

去基础释放量)占脑片[3HI总含量的百分率来 

评价，所有结果均以 ± 表示，用 t检验测 

定组间差别的显著性[3)． 

RESULTS 

细胞外 Ca2+~ DAP诱发海马释放 NE的 

影响 将 DAP引入灌流液 中，明显加强 

rH]NE释放，10rain后撤去刺激，释放逐渐 

下降并恢复到基础水平．DAP对rH]NE释放 

的诱发作用呈浓度依赖关系，无论在细胞外有 

钙 或 无 钙 条 件 下 ，从 3,4-．13lAP 50-400 

／anol-L-t作用直线上升，尽管在无钙时的作 

用明显低于有钙时(Fig 1)． 

比较细胞外有钙和无钙条件下，DAP诱 

发海马释放『 NE的时程 将 3A-DAP 100 

胂 oI—L- B1人瞄 片周围的灌 流液 中 lO 

rain，在灌流液 含 1．3 mmol-L- Ca 时 

[~HINE释放显著增加，在利激期间释放达最 

大值，刺激停止后，释放逐渐下降，在和激开 

3。4一Diaminopytidine tool· L 

Hg 1． 3 ～D~aminopyrldine～Mduced re~ tse of 

NE from 2 rats hippoc舡np丑I slices st~erfgsedwith 

medj∞1 containing Ca2+0(0)or 1．3(●)mmol‘ 

L一． =4—6slices ／rat，a--~ j． 

始后 50 min内恢复到基础值．但在细胞外无 

钙 时 ， 3．4-DAP 100／~mol·L- 诱 发 的 

rH]NE释放在刺激停止后继续上升，在蒯激 

停止后的筹 1个 5min期间释放达最大值，然 

后逐渐下降，同样在刺激开始后 50 min内恢 

复到基础值(Fig 2)． 

3一  
F 2．3,4一DJaminopyridine-evoked I~HllNE release 

from 2 rats hippocampal slices superfused with ntedim  

with／ wifftoutCa n=4 sBces／rat， ． 

TTx对 DAP诱发PHINE释放的影响 

在细胞外无钙条件下，在刺激前 15 min加入 

TTX 0．3／~mol‘L- ．仍能完全 地阻断 DAP 

． t 、 ● ， ‘ ● ． 
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诱发rH]NE释放(对照组4．0±0．6％，TTx组 

0．1±0．7％ ， P<0．001)． 

蛋白激酶 C的激活剂 PDB对 DAP诱发 

[3HINE释放的加强作用 在细胞外有钙情况 

下，向灌流液 中引入 3,4一DAP 100#tool 

L 10 min刺激脑片释放rHINE．该诱发释 

放量为脑片【 H】总含量的 6．5±O．7％，在细胞 

外无钙情况下诱发释放量为 3．5±O．5％，两者 

之差为~ 13H]总含量的 3．2％．如果在刺激 

前 15 min BI入蛋 白激酶 C激活剂 PDB 1 

／anot-L～， 在 细 胞 外 有 钙 和 无钙 情 况 下 

DAP诱发的rH]NE量显著增加到组织【 HI总 

含 量 的 24．4± 2．0％和 2O．7± 2．0％ 

fP<O．oo1)，两者之差为 3．6％，与不加 PDB 

时相比无显著差别(P>005) 在使用 DAP 

200,umol·L-’诱发『3H]NE释放实验中，亦 

得到同样的结果．若在无钙灌流液中加入 I 

mmol-L EGTA以除去细胞外液中可能存 

在的微量钙离子，实验结果基本不变(Tab 1)． 

蛋白激酶 C的抑制剂，PMB对 DAP诱 

发『 NE释放的抑制作用 在刺激之前 45 

min给予 PMB|00 - -。，3_4_D．umo| L APtOO 

moI．L 诱发的I3HINE释放，在细胞外有 

钙和无钙情况下分别降低到对照组的 42％和 

6％ (P<O．01)(Fig 3) 

一  

三毛 
兰 

F 3．Effect of p0lynIy n B(PMB，a埘 45mia be- 
fore stimulation)On 3,4-DAP~evoked[~lSE release 

from 2 rats hlppocampal sH0es superfused with m枷 _m 

with ／without Ca“． =5 slices／rat， f ± ． 

⋯ P<0．Ol vs coltro1． 

Tab 1． Effects of i~ robol 12，13-dibutyrate(PDB)OO 

DISCUSS10N 

3,4一DAP诱发大鼠海马释放 NE包含两 

个成份：钙依赖和钙不依赖释放．在细胞外 

有钙条件下这两个成份同时存在，在细胞外无 

钙条件下，只出现钙不依赖释放部分．两者 

之差就是细胞外钙离子通过膜上的电压敏感性 

钙离子通道进入膜内而引起的释放，但选一部 

分释放不能单独活动．在钙不依赖释放实验 

中，细胞外 Ca r从细胞内向外渗漏的)被涉及 

的任何可能性均可排除，因为向灌流液中加入 

PHINE nd efrom rat 
hlppocampsl dices in the presence and absence of Ca 一 1．3 mmol L- ． SHces were superf~ 砌 me~um cO 

miningCa“ 1．3， 0 nunol r ’ or 0mmol‘L ’ with EGTA 1mmol‘L一’ and stimalated DAP 100 or 200 

#mol L ． x-~s． n= numberofobserva~ons， ⋯ P<0．001 VS controls． 

0 一 

一 

～一 ～ 一 
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l mmol-L EGTA足以将细胞外 Ca2~浓度 

降 低到 1O_9 mol-L-Il4)，而这时 DAP诱发 

『]H]NE钙不依赖释放没有显著变化． 

以往我们已在兔海马脑片上观察到 DAP 

诱发[3H]NE释放对 Na 通道阻断剂 T：rX高 

度敏感 本实验进一步观察到，在细胞外无 

钙情况下，DAP诱发『]H]NE释放亦被 1vT1X 

完垒阻断，说明DAP诱发『3H]NE钙不依赖 

释放机制并不涉及细胞膜的去极化以及膜上电 

压敏感性 Ca“离子通道的开放，而是进入膜 

内的Na 本身所引起的作用．因为细胞浆钠浓 

度提高，可能通过加强钠钙交换动员细胞内贮 

备钙的释放，最后导致神经递质的释放 在 

释放的时阃过程中观察到，钙不依赖释放的峰 

值明显晚于细胞外有钙对，这也说明在前者的 

释放机制中有着更；为复杂的过程． 

已有文献报道，蛋白激酶 C通过加强内 

向钙电流，从而加强神经递质释放(6X7)．本实 

验观察到，细胞外无钙条件下，用 PDB激活 

蛋白激酶c仍能加强 DAP诱发的『]H]NE释 

放．值捍注意的是，在细胞外有钙和无钙 

时，DAP诱发释放量之差，在有无 PDB存 

在时，几乎相同，逸提示：蛋白激酶 C主要 

加强钙不依赖释放部分．另外，蛋白激酶 C 

的抑制剂PMB对DAP诱发rH]NE释放的抑 

制作用特点亦支持这一结论，因为在细胞外有 

钙时，PMB只产生部分抑制作用，而在细外 

无钙时，PMB完垒抑制了这一诱发释放．因 

此 ，蛋 白激酶 C对 DAP诱发大鼠海马 

rH1NE释放的调制机制显然与神经末稍膜上 

的电压敏感性钙通道的变化无关 
．  
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