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细胞外无钙条件下锂诱发海马去甲肾上腺素释放 

黄华玉 ，谢培国，黄怡争 (中国科学院上海生理研究所，_Li~200031．中国) 
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ABSTRACT Slices of rat hippocampus， 

preincubated with E。H ] norepineph rine 

(_3H ]NE) were supedused with Ca 一free 

medium containing desipramlne 1 omol·L-。， 

Li (40—80 mmo卜L )evoked r H]NE re． 

Iease in a eoneentra％ion dependent manner， It 

was enhanced by 4 phorbo1 l2，13一dibutyrate 

(PDB)and inhibited by tetrodotoxin． Ca 一 

chelator BAPTA—AM did not attenuate this 

Li—evoked[3H]NE release． After application 

of 3，4-diamlnopyridine to evoke H3NE re． 
Iease and PDB to enhance this release． the 

Ij 一evoked[ H]NE release was sign~{ieantly 
inhibited- The findings suggest that the lib—- 

eration of internaI Ca stores was not in— 

volved in this release process． 

KEY W ORDS lithium ；hippocampus；nor 

epinephrine； protein kinase C； calcium ； 

厂＼ 讨 
f1 擒要 在细胞外无钙条件下，Li+能诱发海马 
’ 脑片释放去 甲肾上腺素(NE)． 佛波醇基酯 

(PDB)能加强这一诱发释放 ，而河豚毒素能抑 

、 制它，Ca 螯合剂 BAPTA—AM 对它无作用． 
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PDB加强这一释放，则 I i 诱发 NE释放的作 

用被抑制． 结果提示：内源性ca 释放并不参 

与 Li+诱发 NE释放的机制． 

关键词 里；篷呈；圭里芝占蝗盍；蛋白激酶 
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锂 (Li )临床应用于狂燥型精神病人有显 

著的镇静作用 ． 狂燥病 人的中枢神经递 质 

失去平衡．“ 通过改善递质的合成或释放而 

奏效n ． 此外，Li+能特异地抑制 肌醇单磷酸 

酯酶 ，阻断多磷酸肌醇循环．从而加强神经递 

质的释放 ． 也有报道认为．Li 能抑制神经 

递质的释放 ，但对内源性神经递质水平并不 

产生影响 。． 为排除 Ca 内流对递 质释放的 

影响，本研究在细胞外无 ca 条件下观察 Li一 

对海马 NE释放的影响． 

M ATERIALS AND M ETHODS 

药品和试剂 LiC1分析纯 ．系上海虹光化工 厂产 

品；[。H]去 甲肾上l}；}索(1一[7，8一 H]norepinephrine． 

[。H]NE，Amersham)；3．4-二 氯 基 吡 啶 t 3．4-di— 

aminopyr[dinet3，4-DAP)-desipramine HC1(M erck)： 

佛波醇基酯 (40-phorbol 12．13一dibutyrare，PDB)．河 

豚 毒 素 (tetrodotoxin．丌 X)(Sigma)；tetraacetoxy 

methyl ester ot 1-2一bis一(2-aminopenoxy)ethane—N t 

Ⅳ，N’．N~tetraacetic acid(BAPTA-AM)(华东师大化 

学 系 台戒 )}Soluene 350．Urimagold．Hionic fluor 

(Packard)．药品在每次使用前 ，用穗流液或重蒸水新 

鲜配制 ，PDB和 BAPTA—AM 溶于 Me SO．T1'x溶于 

柠檬酸钠0 02 mol·L 溶液(pH 4．85) 

实验操作 Sprague—Dawiey大 鼠．0．体重250--+_ 

S 25 g．断头，取出全脑投入4 C生理溶液 ．在6—8( 

下分离海马，用 Mcl1wain组织切片机 ．沿板状器方 向 
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制备厚0．35 mid的脑片 ，用生理溶液淋洗后 ，加人生 

理 溶藏2 m1． 含 [|H]NE 0．1 m0I．I ． 1．6 PBq 

·tool ，37℃保 温30 rain，再用 生理 溶液 淋 洗3次 ，将 

脑片随机转入 1 ml的灌流小室，每窒 1片，表 面灌流 

0．7 ml·rain ． 生理 溶 液 组 成 ：Nacl 11 8，KCI 4．8， 

CaCIz 1．3，MgSO 1．2．NaHCO 25．葡 萄 糖 n，抗 

坏 血酸 o．57，edetic acid二 钠 盐0 03 ITIITI。l-L ． 用 

95 o2— 5 Co 饱和 后 ，加 NaOH 调 pH 至 7．4． 

灌流灌中 CaCI 2被 egtazic acid 1 mmo[·L_。取代 ，另加 

deslpramine 1 ixmol·L。。为阻 断 NE重 摄取 ：． 灌 流45 

min后，将流出液直接收集^闲烁杯内．每5 m[n l份， 

加闪烁 液 Uhima—gold 4 ml，用液体闪烁计 数仪测 H 

古量． 脑 片 用 Solnene 350 0 25 ml溶 解后 ，加入 

Hionie Fluor 5 ml，然后迥!l定 H含量 ． 

当生理溶液中需要含有 LiCI时．同时硪少相同分 

子数的 NaCI，以保 持溶液的正 常渗透压． 在 BAP— 

TA—AM 实验中．脑片与 HSNE保温30 rain之前 ，先 

在 BAPTA AM 溶液 中(对照组脑片在0．5 Me SO 

中)保温2 h． 在灌流开始后60 rain引^不同浓度 I． 

(或 DAP)作为牵4激物 以诱发 NE释放． 通常在 乖j激 

之前15 min加入待涮药物 ， 测试其对诱 发释放的影 

响 ，每次同时进行对照实验． 

数据处理 被测药物的作用．以刺激所诱发 的 H 

(包括刺激开始后10份样品中的 H含量减去基础释放 

量 )占脑片。H 总含量的 表示． Fig 1中 H j盘出用每 

份样品中的 H含量占脑 片中 H 总量的 表示． 所有 

结果均 ±s表示，用 f检验判 断组间差异 的显著 

性 ． 

RESULTS 

Li 诱发海马脑片释放 NE以及 PDB的加 

强 作 用 胞 外 无 Ca 条 件 下，LiCI 40—80 

mmol·L 引入脑片灌流液中，明显加强[。H] 

NE 释放 ，然 后迅 速 下 降 到 基础 水 平．Li+对 

H]NE释放 的诱发 作用 呈浓度 依祯关 系． 

若 先 用 PDB 1 pmol·L 激 活 蛋 白激 酶 C 

(PKC)，则 Li 诱发的 H]NE释放显著地被 

加强 ．但 TJj一浓度愈高，PDB的相对加强作用 

愈 小 ，L l 4O，6O，8O mmo[·L 时 ，PDB的 

加强作用分别 为 152 ，65 ，31 (Tab 1)． 

Tab 1． Li--evoked I H lNE release and its enhance— 

m ent by phorbol ester (PDBj in the absence of extra 

cellular Ca抖 ． Rat hippocampal slices preincubated 

with rH]NE and superfused with Ca 一free medium 

containing egtazic acid 1 m m ol_L rand deslpramine 1 

Bm o卜 L ． LI-(40 80 mnlo卜 L _。) was added  at 60 

min of superfusion onwards． PDB 1 IJm ol·L was 

added 15 m Jn before Li． 一 4 6 slices fr0m 2 rats． 

士 ． respective controls： P< O．05． 

40 

60 

80 

18．52士 1．52 

40．12士 2．04 

60．42士 3．05 

46．75士 3．01 

66．17± 4．68 

78．13士 4．51 

TTX和 BAPTA—AM 对 Li 诱发 [ H]NE 

释放以 及 PDB加强作用的影响 在 胞外 无 

Ca 条件下．在加 LiC1之前1 5 min加入 Na 

通道阻断剂 TTx 0．3 t,tool·L ，几乎完全抑 

制 LiC1 4O mmol·L11所诱发的[3H]NE释放 ， 

[ H]NE的释放量，对照组为脑片 H总含量的 

16．2士0．9 ，TTX 组 为 0．8±0．4 (P< 

0．01)． 而 Ca 螫 合 剂 BAPTA—AM 0．4 

mmol·L 预 处 理 海 马 脑 片 ，对 Li 诱 发 

[3H]NE释放 以及 PDB的加强作用不产生任 

何影 响，对 照 组 为脑片。H 总 含量 的16．2士 

0．9 ，加 PDB后 l为21 8士0．8 ；BAPTA— 

AM 组 为 16．4士 1．0 ，加 PDB 后 为 2O．8士 

0．4 ． 

Li 对 DAP诱发 ~31t]NE释放以殛 PDB 

的加强作用的影响 改用 DAP 100 t*mol·L 

作为刺激物诱发 HJNE释放 ，在 DAP之前 

1 5 rain加入 PDB 1 pmol·L 激活 PKC．则 

DAP的 诱发释放 明显增强 ． 在灌 流液 中含有 

LiC1 10 mmol·L 时 ，DAP诱发 NE释放 的作 

用明显增强．从脑片 H总含量的3．5士0．4 

增强到 12．4士0．9 (P-(0．01)． 但 PDB的 

相对 加强 作用反 而减 弱 ，无 Li+组 加强 到 16．7 

士o．9 ．含 L|+组加强到33．8士1．8 (从原 

来无 Li 时增强4．7倍减步到2．7倍 )． 
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DAP和 PDB对 Li 诱 发 H]NE释放的 

影响 在 灌流 6O min时 加 入 Li 4O mmol 
·L～， H]NE释放 逐渐增加 ，95一i00 min时 

达最大值，随后迅速下降至基础值． 如在灌 

流45rain时 ，先用 PDB激 活 PKC，60min时 

用 DAP作为刺激物诱发 NE释发 ，在 7o一75 

rain时达最大值 ， 在此情 况下 ，LiC1 40 mmol 

·L 对 NE释放的诱发作用被抑制 ，95—100 

min时无释放高峰(Fig 1)． 

DlSCUSSIoN 

实验结果表明 ，在细胞外无 Ca 条件下， 

“ 能诱发海马脑片释放 NE，这与文献报道， 

Li 抑制神经递质释放的实验结果“ 不一致． 

Li 诱发 NE释放作用，与电刺激 ，高 K“”或 

DAP 诱发 NE释放作用一样 ，能被第二信使 

系统所调制 ，固为用 PDB激活 PKC。 可加强 

TJj 诱发 NE释放． 说明 Li 诱发 NE释放是 

来自囊泡的胞吐，而不是来 自胞浆的渗漏． 

那么，“ 通过什么机制诱发 NE释放 的 

呢? (1)Li 诱发 NE释放作用能被 TTx强 

烈抑 制 ，说 明 Li 引起 膜去极 化 ，Na十_通道开 

放 ，Li 经 Na 一通道进 入胞 内． 在膜 去极化期 

间 ，电压 依 赖性 Ca 一通 道 亦必 然开 放 ，但并 

； 无内向钙流发生，因为本实验是在胞外无钙条 

件下进行的． 因此，通过外钙 内流诱发 NE释 

放的可能性可以排除；(2)Li 进入胞浆后，是 

否 和 Na 一样 能在线 粒 体表 面 进行 Li ／Ca 

交换“ ，使胞浆蝣离 Ca”浓度升高而引起 NE 

释放 ，或者通过中断多磷酸肌醇循环⋯ ，增强 

Ca”从 内织 网释放 ，使胞浆蝣离 Ca 一浓度升 

高，最后引起 NE释放． 然而 BAPTA—AM 实 

验结果 不支持这一可能性． BAPTA是 Ca” 

螯台剂 ，但 不易透 过 细 胞膜 ，而 BAPTA AM 

可渗入，并在膜内侧分解放出BAPTA，这样， 

胞 浆游离 Ca”浓度 不可能 显 著升高“ ，用 

BAPTA—AM 预处理脑片，并不减弱 Li 的作 

用 ，提示内源钙释放并不参与 IJi 诱发 NE释 

Lia 40mm ·L一 

． ： ：： ． 
已 

100Ⅲ∞ l·L一 

5O e0 7O 80 90 100 110 120 

'Tim ／min 

Fig 1． Effects of DAP and PDB Ola Li 一evoked 

[ H]NE release in the absence of extrcellu]ar Ca ． 

Slices we preincubated with[ H]NE and superfusced 
with Ca什 一free m edium ． 月一 4-- 6， slices from 2 

rats， 士j． 

放过程 ；(3)PDB能加强 “ 诱发 NE释放作 

用，但 “ 浓度愈高 ，PDB的相对加强作用愈 

小 (Tab 1)． 此外，已经证 明，在胞外无钙条 

件下 ，DAP也能作为刺激 物有效地诱发 NE释 

放“ ，PDB也能加强这一诱发释放． 灌流液 

中含有 Li 10 mmo[·L-1时，DAP的作用明显 

增强 ，但 PDB的相对加强作用反而减弱． 将 

Li 4o mmol·L 与DAP和 PDB同时使用，则 

维普资讯

 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


BIBLID：ISSN 0253—9756 Acta Pharmaeologica Siniea 中国 药理 学报 1994 Jul；l5(4) ·357· 

“ 诱发 NE释放作用被抑制(Fig 1)． 实验结 

果提示 Li 和 PDB可能通过相 同的机制“ 影 

响 NE释放 ． 
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