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ABSI]RACT 

A,IM ：To detect inositol l，4，5-triphosphate (IV3) 

formation of pregnant and nonpmgnant human 

myometfial cells induced by acetyleholine (ACh)． 

M既IloDs：[ ]B competitive protein binding 

assay． RESULTS：Basal leve~ of峨 in pregnant 

and nonpregnant humanmyometrial cells ∞ (82±9) 

and(96±10)nmol·g (protein)，respectively(n= 

6)． Incubated、Ⅳi血ACh 50 btmol‘L-。for 5 min，B 

reachedthe peak levels(109±11)and(122±15) 

nmol·g一 (protein)，respectively ( =6)，buI 

diffeiE11ce of the increments of B in pregnant and 

nonpregnant women was not significant The increased 

B induced by ACh Was inhibited by atropine(Atr)l 

tanol·L一． CONCLUSION： basal峨 level in 

pregnant cervixmycmetrialcellsWas higherthanthatin 

nonpregnant women． ACh increased the IV3 fonna— 

tion． 
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与未妊娠子宫颈平滑肌细胞生物合成肌醇 l，4，5 

三磷酸(inositol l，4，5-triphosphate，IP3)的影响．方 

法：[ H] 竞争性蛋白结合实验． 结果：基础状 

态下妊娠与未妊娠子宫颈平滑肌 IP3水平分别为 

(82±9)和(96±10)nmol·g (protein) ACh 50 

mo1．LI1孵育5 rnin时 Ⅱ 水平达峰，分别为(109 

±l1)和(122±15)nmol·gI1(protein)，但对妊娠与 

未妊娠时的作用差异不显著． 阿托品(Atr)1 

mo1．LI1抑制ACh促 B 生成作用． 结论：基础 

状态时的妊娠妇女子宫颈平滑肌细胞 Ⅱ 水平高于 

未妊娠妇女，ACh促进子宫颈平滑肌细胞 B 合 

成 ． 

皿 旧 lDUCⅡ ON 

子宫肌属自主收缩平滑肌【 ．深人研究其收 

缩的调节机制，对于进一步阐明子宫收缩的生理 

机制、分娩动因及有效防治痛经、早产、足月生 

产时子宫乏力等妇产科疾病有重要意义 豚鼠子 

宫平滑肌 M受体激动后，使细胞内Ⅱ 水平升高， 

细胞内Ca2 从钙库中释放增加，从而激活Ca2 依 

赖性钙调蛋白的肌球蛋白轻链激酶，使其磷酸化， 

引起子宫平滑肌收缩 2J，表明Ⅱ、是子宫平滑肌某 

些膜受体兴奋引起[Ca2 ] 增加信号转导过程中重 

要的第二信使13j． 因此，准确、特异地检测细胞 

内Ⅱ 生成量是阐明膜磷脂代谢及[ca2 ]，调节机 

制的重要指标．但迄今为止，有关人子宫平滑肌 

M受体激动后，肌醇磷脂信号系统的变化尚未见 

报道．本实验室曾对人子宫平滑肌 M受体的分 

布、亚型及数目等进行了较系统的研究：4-6J． 本 

肌 一 

一 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


ISSN 0"2．53-~56 At~ta Flaannaool Sin 中国药理学报 1999删；20(7) 

E-rmfi]aps@seFqel-sh~lc．at2∞ Plan／Fax 86-2l 

实验拟在此基础 探讨 M受体激动后膜肌醇磷脂 

代谢中的重要产物 Ⅱ 水平的变化，并比较妊娠与 

未妊娠时的异同，为进一步阐明人了宫平滑肌 收 

缩的作用机制提供实验依据． 

MATERIA~ N̂D METHODS 

标本 未妊娠子宫平滑肌取自人子宫肌瘤患 

者手术切除的子宫颈非瘤体部位． 妊娠子宫平滑 

肌取自人足月妊娠(妊娠 38—42周)行剖宫产手术 

产妇+取时沿手术切 口边缘的子宫峡部上缘平行 

于切口取 10mrn x 30ITIIn的肌条 有关妊娠妇女 

子宫平滑肌标本的临床资料见Tab 1． 

T b 1． Clinical da忸 

试剂 [ ]肌醇三磷酸测试系统 D myo 

mosi~l l，4，5-trisphosphate( ) 【 H assay system， 

code TRK 1000，standard，range 0 19— 25 pmol／ 

tube，嘧cer，l HjⅡ -28 kBq；b砌ing protein and 

assay buffer：，缩宫素 (oxytocin，Oxy)，阿托 品 

(aTopine，Atr)和 Ⅳ_2-hydroxyethylpiperazine-N-2一 

ethanesulfonic acid(}玎狐 s)购 自Sigma公司，氯化 

乙酰胆碱为上海生化试剂三厂产品，其它为分析 

纯试剂 

标本反应过程 按照 eijtlitIl V 等实验方法， 

在冰浴下，迅速将子宫平滑肌切成 12 mm x 2 mm 

x2ⅡⅡn的肌条，将制备好的标本放人盛有 2 mL 

Hanks液的试管中，试管置于 37℃恒温振荡水浴， 

向试管内加入终浓度 LiCI 25 rnmol·L。。稳定 l h 

后，将阿托品预处理管加入阿托品 l vmol·L 预 

处理 10min，分别加入 ACh，Oxy，反应分别于 0， 

l，3，5，10min时用液氮中止，一7O℃保存． 测 

Ⅱ 前将上述玲冻保存的标本，于0℃下机械研磨 

成粉末，再加入 l5％ (vol／vo1)冰乙酸 2 mL，旋涡 

震荡器充分混匀，静置 5rain后，离心(2 0O0 x g， 

4℃，40min，沉淀用 Lowry法测定蛋白含量)，然 

后取上清 l mL，加入 3 mL水饱和乙醚，充分混 

匀，离心(∞00 x g，4℃，10miu)，弃上层油相， 

再加入水饱和乙醚，离心重复三次后，下层水相用 

NaHCO~2 mol·L 调节 pH 7．5后，一舯 ℃保存， 

以备测定 用． 

n'3检测 按照[ ]B 测试系统操作要求， 

操作按 Tab 2进行．加样后置于有 10mL闪烁液 

的液闪瓶中暗化过夜，用 Backman液闪仪测放射 

活性 ，记录 cpm值 

Tab 2． Reomunmnded assaeyprotocol(皿 

Vortex n x andincubatefoe15rain 0njCe． 

Cemdfuge，decant，msusPend pellets and cot~lt 

实验数据处理 实验数据以 ± 表示，采用 

均数差异 f检验法进行统计学处理． 测得的cpm 

值，按下述公式计算各标准管及样品管的％B／ ， 

先绘出标准曲线，求其直线回归方程． 根据其直 

线回归方程求出各样品管的 浓度(pmol／tube) 

再根据测得的每一样品的蛋白含量，求出标本中 

的酶 含量(ml~l／g protein)． 计算各标准管及样 

品管的％B／BrI公式如下： 

％B／Bo= ×100 

蛋白测定根据 Lowry et at法，应用分光光度 

计测定各样品管的蛋白含量． 

REslⅡ rs 

ACh对 IP3台成的影响 基础状态下未妊娠 

与妊娠子宫颈平滑肌中的峨 含量分别为(82±9) 

和(96±10)nmol-g (protein)，妊娠子宫颈平滑肌 

IP 含量比未妊娠时高(P<0 05)． 当向液槽内加 
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入ACh 50；zmol·L 后，随着温育时间的延长，未 

妊娠及妊娠子宫颈平滑肌 合成均增加，5 rain 

时达高峰，分别增至(109±11)和(122±l5)mnol· 

g (protein)．此时，妊娠子宫颈平滑肌 水平 

比未妊娠高(P<0．05)(Fig 1)，但两者 Ⅱ 增高的 

百分数与达峰值时问差异均不显著 (P>0．05) 

(Tab 3)． 

Fig1． ACh induced accumulation of峨 ． n=6 

±s． <0．05 掰 nonFregnant． 

Tab 3． The increment percentage f％)0f IP3 after 

incubation withACh(50 p．mol·L一 )． n=6． ±s． 

>O．05 t幅 n哪Ipre 圳  

Atr对 ACh引起的人子宫颈平滑肌 IP3生成 

的影响 Am l Izmol·L 预处理子宫平滑肌标 

本，再以ACh 50／~mol·L 温育标本 5 rain，Air可 

抑制ACh升高未妊娠与妊娠妇女子宫颈平滑肌细 

胞内Ⅱ 水平，但对两者基础状态时的 Ⅱ 水平几 

乎没有影响． Oxy 200 nrnol·L 使妊娠子宫颈平 

滑肌细胞 内 含量增加到(168±27)mnol·g 

(protein)，而对未妊娠子宫颈平滑肌细胞内 Ⅱ 水 

平无升高作用(Tab 4) 

Tab 4． Blocking effect of atropine c Atr】 ∞ the 

increment of峨 induced by ACh and Oxy Dn the 

ac~mnulation of in hmuan myocnetrimn． n = 6． 

牙±s． >O．05． <O．05． 中 <O．01 世 contro1． 

<O．01 n口唧  ． P<0．o1 ACh． 

levels(amol／g Pr0喊n) 

Nolapmg~mt Pregnant 

粥 CUSsION 

本研究应用竞争性蛋 白结合实验，观察了 

ACh和 Oxy促进人子宫平滑肌生成 的作用 

结果表明，基础状态下妊娠子宫平滑肌 Ⅱ、的含量 

高于未妊娠时(P<0 05)．ACb可使子宫颈平滑 

肌中的 升高，Am可阻断其 IP3生成作用，说明 

M受体激动后，子宫颈平滑肌 水平升高． 虽 

然未妊娠与妊娠相比Ⅱ 水平增高百分数差异不显 

著，但由于基础状态时妊娠子宫颈平滑肌 Ⅱ 水平 

高于未妊娠时，所以，ACh作用后，妊娠子宫颈平 

滑肌 水平高于未妊娠时． 妊娠时，调控子宫 

平滑肌活动的某些生理机制发生变化． 如：雌激 

素水平升高，可增加 Oxy受体数目及敏感性_8】． 

Oxy与受体结合使 水平升高，基础状态下，妊 

娠子宫平滑肌 水平高于未妊娠时，可能与上述 

原因有关 此外，妊娠时子宫平滑肌细胞膜 M受 

体总数增加，且敏感性升高_9 ，当胆碱能神经兴奋 

时，通常在未妊娠或妊娠早中期不能引起子宫平 

滑肌收缩的神经冲动，却可导致妊娠末期时的子 

宫平滑肌收缩，使胎儿压迫子宫颈反射性地引起 

Oxy分泌增加，从而启动子宫平滑肌的规律性收 

缩，这与本实验的 ACh作用后妊娠子宫峡部平滑 

肌 水平高于未妊娠时的结果一致． 有关人子 

宫平滑肌 M受体激动后对 Ca2 ]．的影响及其作 

用机制有待进一步探讨． 
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