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用蓠甲醴和吡哇酮早期治疗兔的血吸粤感染 

肖树华，尤纪青，梅静艳 ，焦佩
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中国预防医 
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再磊 E而 研究所，世界五生组织疟疾、血吸 
虫病和丝虫病合作中心 ，上海200025，中国) 

凸摘要 兔于感染血吸虫尾蚴后d 7或d 21分别 

开始 ig 1次蒿甲醚(Art)10 mg·kg 和吡喹酮 

(Pra)40 mg·kg～，然后每隔1 wk ig 1次相同 

剂量 的 Art或 Pra连 给3～4次 ，减 旱虫率达 

98 以上 ，且部分兔无旱虫 ，上述兔经 Ar t或 

Pra早期治疗后，其肝脏与正常兔相仿，或仅 

有轻度变化，一些与急性血吸虫病有关的指标 

测定亦为阴性． 

关键词 日本I ；莲里 ； 堕堡 联台 
药物疗法}用药计划表 
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维拉帕米对大鼠脑突触体内 ca 和 Ca ” Mg。斗。一ATP酶的影响 

— —  

， 哇查兰 (重庆医科大学生化药理研究室，重庆630046，中国) 

Effect of veral~mil oll Ca and Ca 

M g -ATPasc activity in rat brain synapto- 

som ~ l 

DONG Zhi ，XUE Chun—Sheng 

(Department of Biochemical Pharmacology， 

Chongqing University of Medical Sciences， 

Chongqing 630046，China) 

ABSTRACT To、elicit the correlation between 

the adrenergic transmitter release and calmod— 

ulin (CaM )，the effect of verapamil on the 

free Ca concentration was measured with 

fluorescence analysis and Ca M g 一 

ATPase activity in rat synaptosomes were 

studied． 

W hen stim ulated with high—K or nore． 

pinephrine．the concentration of free Ca  in 

rat aynaptosome was increased by verapamil 

10，50，and 100 Hmol·L_。． But the free Ca 

concentration in the resung synaptosome was 
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reduced by verapamil． The activity of Ca 。一 

M g“¨一ATP se in synaptosome was remark 

ably inhibited by verapami1 in a dose— 

dependent manner． These results support 

our hypothesis that CaM not only acts directly 

on the yesicles tO enhance the transmitter re． 

1ease．but also acts on the activity of Ca( 

M g ¨一ATP se tO reduce the free Ca  in the 

cytosol，and indirectly inhibited the transmit— 

ter release． 

KEY W ORDS calcium ： Ca  ⋯ M g - 

ATPase； synaptosomes} verapamil} calmod 

ulin；potassium ；brain；norepinephrine 

／一摘要 维拉帕米(Ver)10，50和100 t-unol·L 

能增加高 K 和去甲肾上腺素(NE)所致大 鼠脑 

突触体内游离ca 的浓度，但使静息状态突触 

体内游离 ca 浓度下降． Ver还抑制突触体 

Ca“ Mg“”一ATP酶活性． 结果提示：与静 

息状态不同，在神经末梢受到刺激时，Ver可 

能是通 过抑制 caM，进而抑制 Ca “Mg“ - 

ATP酶活性，使胞浆内游离 ca 升高 ，引起 

递质释放量增加． 
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” Mg“ 一腺苷三磷酸酶；皇 
璧塑至； 脑；去甲肾上腺 

曾有报道三氟拉嗪(tr珊uoperazin，TFP)， 

地西泮(diazepam)和苯妥因 (phenytoin)等 钙 

调素(calmodulin，CaM)抑制剂能抑制突触体 

和囊泡释放递质，从而认 为 CaM 参与递质释 

放过程 ． 

维拉 帕米 (verapamil，Ver)，TFP和 di— 

azepam等有 CaM 抑制作用的药物均可促进神 

经末梢 自发和高 K一诱导的递质释放 ，此过程 

需 ca 需能。 、，鉴于末梢内游离 ca 与递质 

释放密切相关 ，且ca 浓度在很大程度上受胞 

膜 CaM 依赖性 Ca ” Mg 一 ATP酶调节 ， 

由此推测：Ver和 TFP等 CaM 抑制剂促进递 

质释放，可能与末梢处 Ca ” Mg +。一ATP酶 

被抑制，使胞 内游离 ca 浓度升高有关． 为 

此，测定了 Ver对末梢 内游离 ca 及 Ca“ 

Mg 一ATP酶的作用． 

M ATERIALS AND M ETHoDS 

突触 体的制鲁 取体重270士 i6 g的 Wistar大 

鼠72只，每次实验用9只． 断头取 脑 ，尽可 能去除 自 

质 ，称重． 每 g组织加 l0ml预冷 (0～4℃)的蔗糖 

(0．32 tool·L1)溶液，在冰浴 中用内切式匀浆器将脑 

组织翩成匀浆，其余步骤基本同文献E63． 离心后沉 

淀即为突触体． 经 H 600透射电镜观察鉴定 ，突触体 

及囊泡形态完整． 

突触佛内游离 c·’ 的测定 用荧光法 ． 

1 荷Ouin 2／nM Physioldgical saline∞lution， 

(PSS,)组成 (mmol·L )t NaC1 145；KCI 5。MgCI2 

2}(：aCt2 0．02}glucose 10}丙酮酸钠 0．I}NaH2PO。 

0．1}HEpES 10，pH 7．4． PSS】和 PSS冲 的 Mgcl2分 

别 为I和3 mmo[·L～ 采相 同． 帽 应的无 Ca 禳 去  

CaClz，加 egtazlc acid 20 mmo]·L～． 将分离 得到 的 

突触体 用 PSS1混悬 ，加入 以 Me：SO 为溶 媒 的 Quirt 

2／AM (acetoxymethyl ester of Quin 2／AM ) 5 0 

／~mol·L ．在30℃温育30 rain，然后用 PSS：将突触体 

混悬液稀释2o倍左右．离心(1O00Xg 3 min)． 弃去上 

精液后再加入 PSS。混悬 ，离心去除 Quin 2／AM ，以减 

少测定的干扰． 弃去上清液后再 加入 PSS：混悬 ，o一 

4℃备用． 

平行对 照管仅加相 同容量 的 Me。SO，终 浓度 为 

O．46 ，余处理同上． 

2 Ca 的剥定 取负荷 Quin 2／AM 的突触体悬 

液100 加PSS：2．5 ml稀释后在37℃循环条件下放 

入 Shimadzu RF一540 automatic fluorescent spectropho— 

tometer的 比色 室平 衡 5 min后测 定， 339 n皿，k 

520 nm． 游离 ca抖浓度接下式计算 ： 

Ca (nmol·L )=Kd·(F—F ln)， 一F) 

其 中 d为 Quin 2／AM 的 亲和 常数 ， 为 115 nmol 

·L ． 为加入 digitonin 100 vmol·L～。再加入 

CaCIz 2o mmo]·L叫所测得荧光值． F一为加入 egtaz— 

ic acid 20 mmol·L 和 MnCI2 1 mmol·L 婶 灭荧光 

后 ．再 以T血 base调节 pH等于9时测得的荧光值． 

平行对 照管用以测定 F ( 山 ⋯ )． FI咖包 

括变触体，溶媒，溶质和各种化台锈在激发光照射下 

发出的荧光，所有测定管的荧光值均 减去相应平行对 

照管的F 值，即突触体内游离ca抖的荧光值为F 

咖 ． 

在静息状态下．古 Ca抖液 内突触体内游离 ca 浓 

度为262iiii mno1．L (n=26)，与文献 报道一致． 

突触 体 ca”̈ Mg。̈ 一ATPase的翟I定 埘 将分 离 

得到的突触体用 Tris液20 mmol·L～(pH 8．3)混悬， 

储存于 一30℃，i wk内备用． 无机磷的测定接磷钼 

酸法 !”进行． 

腆蛋 白质测定 按比色法。”． 

药 品 和 试 剂 Quin 2／AM (Sigma)l ovabain 

(Sigma)}ATP Na2(Bochringer·Germany)；verapamil 

(南京 中央药厂)f Me：SO (上海试剂 总厂)，余均为国 

产 AR试剂． 

统计处理 结果 至士 表示 ，paired￡test处理 

RESULTS 

高K 和NE对突触体内游离ca：+的影响 

在舍 ca 液中，KCI 20，65和85 mmo1·L一1 

使 ca 浓度从225士81分别增 加到420土222， 

489土 268和 429土 191 nmol·L ；NE 1和 2 

~tmol‘L 使 ca 浓度从194土82分别增加到 
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249=100朽075士ljl m-,loi·I ． 在无 Ca”含 

egtazic acid溶液 中，NF-l和 2 moI．L 使 

Ca 浓度从21 6士68分别增加到2674-35和601 

士160 nmo|·L ，与对照组相 比，差异均有显 

著性 (P<O．05或 P<O．01)． 

Ver对高 K 所致突触体内游离 Ca 浓度 

升高的影响 在含 Ca 液中，高 K 刺激后， 

Ver 10，5O和i00／xmol·L 使 ca 分别增加为 

原来的 1 39土30 ，150±1 3 和208士24 ， 

与 对照组 相 比 ，差 异非常显 著 (P< 0．01) 

(Fig1)． 

F 1． Eff s of verapam ii 10 ， 50， and 10O 

um0卜 L一 on lntracelin lar free Ca concentrations in 

rat synaptosomes induced by KCI 85 mmo|·L一 or 

irorepinephrine 1 0mol·L in Ca“一containiug medi一 

． 
8， 士 ． ‘P< 0．05， P< O．O1 v5 contro1． 

Vet对 NE所致突触体内游离 ca 浓度升 

葛 的 影 响 在 含 Ca 溶 液 中 ，以 NE 1 

10 ．L 刺激 突触 体 时，Ver 10，50和 100 

~-mol·LI1使 Ca 浓度分别增加到原值的1 69士 

49 ，198I 84 和111士5 ． 与对照组相 

比，各组 均有 显著 性差 异 (P<0．05或 P< 

0．01)(Fig 1)． 

Ver对 静息状态突触体 内游离 Ca”的影 

响 在含 Ca 溶液 中，Ver 1o，50和100 m01 

．L 使 Ca 浓度 由260士88分别减 少至219士 

42，171士66和145士31 nmol·L_。，与对照组 

相比，有显著性差异 (P< 0．05或 P<0．O1)． 

在无 Ca 含 egtazic acid溶液 中，Ver 10，5O和 

100~tmo|·L 使 Ca 浓度从204~62分别降至 

179士58，1 63士49和148士49 nmol·L一，与对 

照组 比较 ，后两者差异著(P<O．05)． 

Ver对突触体 内ATPase的影响 Ver 10， 

5O和100 pmol·L 对 Ca“ Mg 一ATPase的 

抑制率分别为34．9 ，53．4 和66．3 ． 对 

Mg 一ATPase的 抑 制 率 分 别 为 9．1 ， 

11．5 和1 3 5 ，与对照组相 比，均有显著差 

异 (P< 0．05或 P< 0．01)． 然 而 ，Ver对 

Ca ”一ATPase则 没 有 明显 抑 制 作 用 (P< 

0．05)(Tab 1)． 

Tab 1． Effect of verapamil on ATPase activity (nmol 

·min～／mg protein)in rat synaptosomes． =10． 

士5． < 0．05， P< O．01 5 contro1 

DISCUSSIoN 

本文结果证明：Ver明显增加高 K 和 NE 

所致突触体内游离 ca 浓度的升高，亦能抑制 

突触体 Ca Mg 一ATP酶活性，为 CaM 对 

递质释放具有双重作用的假说“ 提供了进一 

步的依据． 

细胞 内游离 ca 浓度与递质释放密切相 

关 ，CaM 在突触传递中起 着重要作用． 抑制 
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Ca Mg ～一ATP酶 ，最 可 能 致 胞 内 游离 

Ca 增加，使突触前膜递质释放增加 ． 本 

文结果为此提供了进一步的依据． 

结果提示 ：Ver降低静息状态突触体 内游 

离 Ca 浓度 ，这与 DeLorenzo用其它 CaM 抑 

制剂使大鼠脑突触体递质释放减少相吻合，但 

与本实验室观察到饷 CaM 抑制剂致大鼠门静 

脉和尾动脉束梢递质增加。 不一致． 我们认 

为与 DeLoreazo结论差异的原因可能为实验 

标本不同． 虽有^将突触体看作“完整神经末 

梢”，但与门静脉和尾动脉的神经末梢是不同 

的． 后者不断有节律地 发放冲动 ，不断除极 

和复极．门静脉尤其明显． 除极进入胞 内的 

ca 需 Ca“ Mg“ 一ATP酶将其泵 出，才能 

使末梢恢复静息状态． 而突触体本身不发放 

冲动．可持续处于静息状态．无除极时的Ca 

内流，亦无需 Ca。 Mg ·ATP酶的作用即 

可保持低 Caz+水平． Ver虽不阻滞神经末梢 

N型通道 ，但能抑制胞内结合 Ca”释放，或许 

是 Ver致静息大鼠脑突触体 内ca”浓度 降低 

的原因． 由此推测 DeLorenzo所以其观察到 

caM 抑 制剂抑制大 鼠脑 突触体递质释放．而 

未观 察到突触体递质释放增加 的原因亦在于 

此． 但 DeLorenzo在有的实验 中亦使用 了高 

K 除极法，结果也与我们不同． 这个问题尚 

需探讨． 
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