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Cardiac responses induced by bradykinin activation of canine 

ganglial plexus between aorta and pulmonary artery 

YUAN Bing-Xiang (Department of Pharmacology， Faculty of Pharmacy， —口 Mech'cal 

University．Xi-an 71006，．Chin 

AItSTRACI" To study the funetion of bmdykimn- 

sensitive cardiac neurons， bmdykinin(50 ug)was in- 

jected into the gan醴ial plexos between aorta and 

pulmonary artery (A—PG P1 in 33 anesthetized 

opewmbe st d0芦 ． Either positive or negative 

inotropic and  chronotropic respo nses were elicited． 

Control injeetiol1s of0．1 ml saline into A_PGP and iu- 

jections of bradykinin(50 or 100心 into the right 

nlargihal gangllal plexos did aot elicit any cardiac re- 
spo use． After acute decentralization, bradykinin『50 

ug)was again injected into the same loons ofA—PGP． 
Some po sitive responses were st山 induced， while 

ne ga tive On Were completely abolisbe d． These data 

suggested that bradykiBin ca n directly activate the 

efferent neoFons associated with sympathomimeric 

activation, and  ind irectly activate them by 

stimulation ofafferent ueol0ons ． 

KEY W ORDS bradykinin； heart； ganglia； 

efferent neu．rons ： afferent oeoro地 

Cardiac neurons in caniI ganglial 

plexuses have been assumed to contain onlv 

parasympathetic efferent neurom／ ， ． How— 

ever， anatomical and physioIogical evidences 

have suggested that afferento． local 

circuit‘ - and efferent postganglionic sympa- 

thetic neuromI 1 are also present in the 

cardiac ganglia． A number of peptides are 

known to be involved  in cardiovascular regula— 

tion( -9}
，
including bradykinin~ 

．
It is u1卜 

kno wn ifpe ptides can modify neurons on the 

hcart such that cardiodynamics are cha nged ． 

Furthero6re, bradykinin js known to activate 

axol~ of c．ardiac af rent neurons, while little 

is known about．the fune tion of bradykinin 

semitive cardiac neurol~ of ga nglia1 plexuses． 
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Thus， in the present experiments bmdykinin 

was injected into the cardiac ganglial plexus 

between aorta and pulmonary artery(A_PGP】 

to determine whether this pe ptide can modify 

neurons in the ganglial plexus and， if so， 

how the cardiodynamics may altered by such 

modifica tion． 

MATERIALS AND METHoDS 

Dog preparation A total of 33 mongrel dogs of 

either sex，Wa~mng 15．2± 1,3 kg，was tranquilized 

with sodium thiopental(12 mg· kg～， iv)and 

anesthe tized wi th alpha  chloralosc ftO0 nag· kg～， 

iv)． During the experiment， alpha ehloralose(25 

mg·kg-t，iv)wasinjected as a bolm every 1-2 h． 

Following intubatiom pOsitivc—pres3Ilrc ventilation 

was maintained  using a Bird M ark 7a ventilator． A 

bilateral thomcotomy was performed through the 4tll 

intercosta 1 space and tbe  pericardium wasim-ised to 

expo se the heart． Walton--Brodie strain gauge arches 

Wa re sutured to the right and  left atria． M iniature 

solid-state pressure transducers(Konigsberg Instru— 

mcnts，Mode1 p16)were jnserted int0 the midWa l,1 re- 

gion of the right ventrieular conn$,as well as into the 

veutra1 wall of the left ventricle to record regional 

intmmyocardial pl'CSslll~OMⅣ Left ventricular 

cha mber pl0eSSUl0e wa s measured using a Bently 

ntne M odel 800transducer connectedt0 a Cordis 

}±7 catheter which哪 jnserted int0 that cha mber via 

a femoral artery AI1 da ta， including electro- 

ca rdiogram and  arteria1pressure． woue n~orded ona 

curvilinear 8m ha nne l Beckman dynogmph or"an 

Astro-M ed ， M odel M T 9500 8m ha nne l rectiline ar 

t'~cord er． Thc abdomen was ope ned and  the adrenal 

arteries and  veiills Wa re occluded bilaterally wi th 

c!amps before injection ofbradykinin 

Eh-adykialninje n Normal saline (0 1 m1)was 
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injected via a 30 gauge needle into A—PGP． 

Bradykillin(50 ／O 1 m1 saline． peptide content 

82％， 88F一5885，Sigma Chem Co)was injected via 

the sanle needle which remained in the ga ng lial plexus 

during the experiment．In order to mark the injection 

site, afinemetal wire(O1／Tartwide, 4mm long)， 

benl at one  eI1dt0fom  a hook， wasjnselted into the 

tip of the needle．Fonowing all injections，when the 

needlewasremoved, thewi re remaine d with its end 

hooked in thetissue． W hen rightma rginal gangl／al 

plexus was studied， bradykinin(100 ／O 2 m1 

saline)was used since prelimiaary experi111ellts had 

demonstrated that 50 g did not elmit cardiac re- 

sponses 

AcJtely deee ntraJlm fion operation ARcr 

bradykinin had been i睁cted into the ganglial 

plexuses， the heart was acutely decentralized by cut- 

Ling the cervical vagosympathetic complexes and  by 

eaimim ting  all the co nnections between both the 

stellate nglia and the spira l co rd by cutting the 

vertebral nerve~, TI and  rami, and  thoracic 

sympathetic cha ins immediately caudal to the std]ate 

ganglia bilaterally． Thereafter， bradykinin was in- 

jened againintothe：~1．i／le sites viathe sanle needle 30 

minIater． 

Amtomic-I investigation At the condusion of 

the pharmaco logic 1 experiment， the hea rts were 

fixedj1110％ formalinfor 7d collections ofthe 

fat pa ds be tween aorta and  pulmonary artery were 

stained O．O2％ methyline blue in phospha te buffer 

for l5 min a叫 the11 washed with phospha te buffer 

(pH=7．4】for2h Microdisseation ofthecolleations 

was carried out with a WiM M400 dissecting micro- 

scope to look for ganglia at the sites of injections 

marked with metal wires 

Dam analy~ Heart mte(HR right atrial 

force (RAF)， left atrial force (LAF1， right 

ventrieu]ar coitus intramyocard]al pressure (RVC 

IMP)， left velltri~]ar ventral intramyocardial pres- 

st11~(Lw  IMP left ventricu]ar cha mber pressure 

fLVP and carotis communis artery pressure(CCAP) 

weremea sured and their ± wcrcca lculatedfo rthe 

period immediately prior to injection and when 

ma ximal response was elicited chemical 

stimu]atioIL The cardiac responses were the11 evalu— 

ated by compa ring data obtained immediately prior to 

ea ch j11tervention with Inaxima1 changes elicited f0I． 

1owing each intervention using t test for pa ired data． 

The frequency of respouses wa s evaluated by co m— 

pa ring enumeration data obrained after decentraliza． 

LiOn with those be f0re deeentralizatioi~ 

ⅡESUI腮  

BmdykiⅡ．n given in heart with intact 

innervation Control injections of saline f0．1 

tll1)into A—pGP and injections of bradvtinin 

(50 or 100 g)into right mar nal ganglial 
plexus did not elicit any change in cardiac rate 

or force．Injectiom of bradykinin(50 g】into 
A—PGP induced cardiac rcsPO nses in 3l／33 

d0 ． Positive or negative resPO 璐 eswere de． 

tected after injections． but more frequent 
positive respo mes were induced~ especially on 

inotropic parameters．Usually, whenbrady- 

cardia was elicited, suppressions of-RA_F． 

LAF．Rvc IM P．and LW  IM P occurred； 

and when tachyca rdia was elicited， RAF
．  

LAF．and IM P W~l'e augmented． However, 

augmentations of RAF， LAF， or IMP Were 

also accompanied
．

by bradycardia in 3 dogs． 

The  changes of LVp were coilsistent with 

those of LVV IM P． Ventricular tachycardia 

was induced in 2 dogs fo11owing injection of 
bradykinin into A—PGP． 

BradykiⅡ．n given缸 acutely decentralized 
heu-t After删 te d。(：emm1i盈由 lL bradykinm 

injectiom into A—PGP via the needle which 
had been remainitag in the loeos still dicited 

some po sitive respo nses in l6 dO鼬， but less 

frequently tha n those jn intaet he arts． while 

all negati,；'e respo nses were abolished aftef 

decentralization(Tab 1)． 

Am tomkalf砌 I嚷 After the Pha n衄 一 

co logical experiments， anatomica l dissection 

of the fat pads between aorta and  pulmonary 

artery which ha d been jdent ed Pharrna— 

co logically by bradykinin revealed the pres． 

ence of ganglia or ganglial plexoses in the 
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Tab 1． Cardiac respom~es to bradykhndn I50 嘻)into ganglial piexus betwe蚪l aom  aml pulmonary aztery． ± 

P> 0．05, ¨JP< 0．05， ¨ P< O．Ol control； JP> 0．05， < 0．05, “P< O．Ol the H卸mh}r of sympa· 

theti~resPo before dec~．ntralization． 

HR=heart rate； r、F=right atrial force(％)； LAF=left atrial force(％X CIMP=fight ventricuiar CO／1BS 

intramyocardial pressurc(kPa)； VIMP=left ventral ventricular intramyoeardial p1 ure X LVP=left 

vetttticular chamber pressure(kPa)；AP=arterial pl'cSsKre(kPa)． 

immediate vicinity to the active locus identified  

bythewire． 

DISCUSS-oN 

Canine intrinsic cardiae gan ia fire 1o- 

cated in some specificfat padsonthe surfaces 

of atria and ventricles~s,6,11,12,13)， including 

right marginal ganglial plexus， but A—PGP 

have never been investigated ． In the present 

experiments，injectiom of bradykinin resulted 
in positive or negative  cardiac responsesin all 

re OIlS ofintact and  decentralized heart at dif- 

ferent frequenc ies． It appeared that the 

cardiac neurons stimulated  by bradykinin ca n 

innervate the sinus ， right， and left atria as 

wel1 as the right and 1eft ve ntricles in different 

tones． Either positive or nega tive regional re- 

soonses were elicited  depending on dominant 

innervation of either sympathomimetic or 

vagomimetic active neurons sensitive to 

bradykinin in A—PGP． Aner acute decentra- 

lization, thus blocking th e afferent passage， 

tachycardia， and po sitivejnotropic responseS 

stiH be induced． These data implied  that 

bradykinin can directly activate efferent 

neurons associating with sympathomimetic re- 

spomes． The decrease of frequency of posi． 

tive respo nses andthe absence of all negfftive 

respo nses indicated that these reactions having 

been elicited  in intact hearts by bradykinin 

stimulation of afferent neurons were abolished  

by decentralization． 

Bradykinin is a vasodilator agent which 

undergoes rapid degradation on the way 

through the pulmonary vasculatur e(“'
．
W hen 

left ventricular intra-myocardial pressure was 

depressed, it might be due, in part， to 

systemic vascular hypo tension! However， 

hypotem ion would Unlikely ha ve ind uced the 

bradycardia or nega tive artia1 inotropic 
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changes
． Furthermore, when bradykinin was 

injected into A—pGP or right marginal 
ganglial plexus， no systemic vascular pressure 

changes were observed or occurred  earlier than 

other parameters
．
These data suggested that 

negativeinotropic responses were not dueto a 

reduction in systemic vascular resistance and 

presumably were from an indiroct activation of 

efferent parasympathetic ne Et[otx~in cardiac 

ga ngilal plexuses． 

In summary， bradykinin Call modify 

ca rdiac neurons in ca niue ga nglial plexuses 

such that it directly modifies the efferent sym- 

pathetic neurons or indircely modifies the 

sympathetic and parasympathetic neurons by 

activation of afferent neurons， and thus， 

modulates the cardiac rate and  force． 
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，一 ‘ ) 弓I．40 j 
缓激肽刺激主动脉与肺动脉之间的神经节丛后 

所引起的心脏反应

PT／．号 盔蠢叠(西安医科大学药
学 系牙理教 研室 ．西 安 

710061， 中国) 

摘要 缓镦肽(50 g)注射人犬主动脉与肺动脉之间的 

神经节丛，引起心脏各部位的正性或负性变时性和变 

力性反应．急性心脏去神经支配后，缓激肽再注射于 

同样部位，某些正性反应仍被引出，而负性反应被消 

除．表明缓镦肽可直接刺激心脏表面节后交感神经 

元，也可靠刺激传人神经元间接兴奋心脏表面节后交 

感和副交感神经元． 
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3，4一二氨基吡啶诱发去甲肾上腺素释放及 B-50(GAP-43)磷酸化 

麓  ⋯⋯⋯⋯一 一 ／Z56~200031 ．2 (中国科学院上海生理研究所， 中国科学院上海生物化学研究所，上海 ，中国) ·二 
；，4  ̂

3’4 。咀 肿py 呻v0ked 肿repi岫p 恤 州阻se 关键词 钙； 3
，4一二氨基吡啶；-h甲肾上腺素； Ⅱd 

B-50(GAP--43)phasphorylation (’GA函3 蛋白澈酶C 
HUANG Hun—Yu,TANG Tong~

，
CHEN Xiu-Fang 

(Shanghai Institute of Physiology， 2Shanghai lnsti- 

tare ofBiochemistry，Chinese Academy ofSciences, 

Shanghai200031，China) 

ABSTRACT 3．4-Diaminopyridine(3，4一DAP l00 

．
wnol·L_。)evoked 【 H]norepinephrine([3HINE)re- 

lea se in rat hippoea mpal slices preineubated with 

rH】NE and superfused witll nlediam with or without 
Caz~ Phorbolester 4 phorbol l 2． 13， dibutyrate 

I #tool· L_。) enhanced and polymyxin B rl00 

．wnol·L_。)jnhibited the release ofrHINE under both 

cond itions． The neuron--speeitic protein B-50 is a 

major presynaptic sabstral~of protein kinase C and 

involved  in cxoeytosis． Using in Mtu protein 

phosphorylation analyzed bv SDS-PAGE and 

autom diography,weobserved that B-50 phosphoryl— 

ation was significantly decreased by 3．4-DAP in the 

proserice of extracellular Ca抖 and tompletely inhib- 

itcd by removaI of extracellular Ca ． It was sllg- 

gestcd tha t B—50 phosphorylation was not involved in 

3,4一DAP--cvokcd rH】NE telease． 

KEY W ORDS calcium； 3，4-diaminopyridine； 

ilK)repinephrine；B-50(GAP-43)；protein kinase C 

摘要 在胞外有 Ca2 或无 Ca”时，3．4一二氨基吡啶 

(3，4一DAP)都能诱发太鼠海马释放去甲肾上腺素，咐 

啤醇基醋(phorbol ester)或多牯菌素 B对此诱发释放 

有加强或抑制作用．在胞外有 Ca2+时， 3，4-DAP显 

著地减弱 B-50磷酸化，除去胞外 ca B_50磷酸 

化完全 被抑制． 结果 表明，B-50磷酸化不参 与 

3,4一DAP诱发海马去甲肾上腺素释放机制． 

Received 199l一12—10 Accepted J992—07—0l 

Proj~ supported by the Natioml Natural Science Foun- 

dation ofChir~a, 怕 39070328 and旭 9389007 

( ) 

3，4-二 氨 基 吡 啶 (3．4_1diaminopyridine, 

3，4-DAP)能 诱 发海 马释 放去 甲肾上腺 素 

(norepinephrin,NE)．蛋 白激酶 C(PKC)的 

激活剂 phorbol ester(4芦一phorbol 12，l3_1d卜 

butyrate． 4 PDB)能 加强 这一诱 发释 放”J． 

位于突触前的PKC的特异性底物蛋白 B_5O 

(GAP--43)磷酸化参 与 4--aminopyr／dine(4- 

AP)诱发神经递质释放以及 PKC加强递质释 

放的机制 ’．本研究观察在细胞外有钙或无钙 

时，3，4．_DAP诱发海马去 甲肾上腺素的释 

放，4 PDB对这一诱发释放的加强作用以 

及脑片中 B-50(GAP---43)磷酸化，以考察 

B-50磷酸化是否参与 3．4-DAP诱发海马释 

放去甲肾上腺素及其调制机制． 

M ATERIALS AND M 哪 0DS 

药 品 和试 剂 【 HINE(1 7，8-3H)norepine- 

phrin． 【 HINE， Amcrsham)； 3，4_二 氨 基 吡 啶 

(3，4-diaminopyridine, 3,4一DAP), 咐略 醇 基 酯 

(4fl-pborbol 12,13--dibmyrate，4 _PDB^ 多粘菌 

素 B(polymyxin B sulfate，PMB)(sigma)；Soluene 

350．Imta-gel XF Hionic--fluor(Packard),desipra— 

mine(Merck)．同位素标记的 ，rr P]Na P04(32p 

无载体，中国原子能研究院)． 

I INE诱发释放实验 Sprague-Dawley太鼠， 

0，体重 230~ 25g，断头， 取全脑，投人 4℃生理 

溶液，在 6_8℃下分离海马，用 McIlwain组织切片 

机，滑板状器方向制备厚 0．4 refill的脑片．用生理溶 

液淋 洗 后，加 人 2 ml含【 HINE(1．6 PBq·mol～， 

0．1 Hmo!·L )的生理溶液， 37℃保温30 rain,再用 
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理溶液淋洗 3次将脑片随机转入容量 1 ml的灌流小 

I_每室 l片，以 O 7ml·rain 流速进行表面灌流 

． 理溶液 成5~(mmol·L ： NaCt l18． KCl 4．8， 

CaC1 1．3，MgsO4 1．2， NaHCO3 25， KH PO4 

l 2，葡萄糖 1 1，抗坏血酸 0．57， EDTA-Na，0．03． 

HI 95％ O 5％ CO：饱和，加 NaOH 调 pH至 7．4 

灌流渡中另加 desipramine l／*mol·L～ 灌流 45 min 

， 将流出液收集^闪烁杯内，每 5 min一份，加入 

烁液 lasta—gel XF 4 ml，用液体闪烁计数仪坝I【 HJ 

含量 脑 片 用 Soluene 350 0．25 rnl溶 解 后 ， 加 

Hionic-fluor 5 rrd,然后测定rH】含量． 

在 灌赢开始 后 60 min, 脑 片接 受刺激(引人 

3．4-DAP 100 #mol· L )持 续 10 mir． 以 诱 发 

rH]NE释放，在刺激之前 15 min和 45 min加入 

4f』_PDB和 PMB，’以测 试它们 对诱发释放 的影响， 

每次同时进行对 照实验．药物的作用以计算刺激所诱 

发释放的、H(包括刺激开始后 10份样品中rH1含量减 

去基础释放量)占脑片rH】总含量的％来评价，所有结 

果均以 S表示，用 ，检验测定组间差别的显著性 

体 内 B-50磷酸化实验㈣ 大鼠海马脑片 0．4 

mm，每管 3片， 加 2砌 (含或 不舍 CaH)生理溶液， 

34"C保 温 30 min 然后 将 脑 片移 人 900 (舍 3 7 

MBq )生 理溶液保 温 90 min 各 管分别 加入 

4 —PDB 1
,umol·L～， 3．4-DAP 200胂 。卜 L_。或 

4 —PDB 1 卜 L + 3，4'DAP 200 #tool· L～， 

4 一PDB于 3,4一DAP之前 15min加入，空白对照为 

不加任何药物．3,4一DAP作用 10 rain后，立即用 

4℃生理溶液(含 或 含 Ca“)洗去药物， 并将反应 管 

插 入 冰浴 以终 止反 应 生理 溶液成 份：NaC1 124， 

KC1 5-MgsO4 1 3，NaHCO3 26，D-glucose 10， 

吉或 含 Cach 2(mmol·L )．用 95％ O，+5％ 

CO，饱和．调 pH 至 7．4． 

从反应管中取出脑片．加入 160 蛋 白变性溶液 

包含：Tris-HC162．5 mmol·L (pH 6 8l 2．3％ 

：烷基磺酸钠 (sDS)， 10％ 日’油 5％ 巯基 乙醇和 

痕鞋溴酚兰制备匀浆，通过SDS—PAGE分离组织内 

的标记蛋 白” 下胶(分离胶，110 mmX 160 mmx 1 2 

mm)含有 10％丙烯酰胺和 O 27％双丙烯酰胺(BiS)=上 

胶(堆胶)含有 4．4％丙烯酰胺和0．12％ BiS．电泳缓冲 

液 的成分 为 Tris—HC1 0．05， EDTA 0002， 甘 氨酸 

0．375mol·L～， 01％ SDS， pH 8．3 取组织 匀浆 

20 l(经定量测定含蛋白约 35 )进行 电泳 用作分 

子 量测 定 的标 准蛋 白， 分 子量 为： 牛 血清 白蛋 白 

67 000， 卵 清蛋 白 43 000， 胰凝乳 蛋 白酶 元 A 

25 000和核糖核酸酶 A 13 700．电泳电压：6OV，电 

泳 30 mi 然后将 电压调至 125 V， 电泳 3-4 直 

到染料前沿到达离凝胶底边约 1 em处时停止电泳． 

凝胶经染色，真空干燥后，用放射自显影技术显示磷 

酸化蛋白电泳图谱． 

RESULTS 

l 在细胞外有 Caz+条件 F，将 3,4一DAP 

引入脑片周围灌流液中，【_jH]NE释放明显升 

高，10 min后撤去刺激，释放即逐渐下降， 

并恢复到基础水平．在细胞外无 Ca 条件 

下，3，4-DAP亦能诱发【_jH】NE释放，10 min 

后撤去刺激，释放继续上升至高峰，然后逐步 

下降，并恢复到基础水平(F 1，下部)．有 

Ca 组 的释放量 明显大于无 Ca2+组．两组之 

差(即由胞外 Caz+进入胞 内所引起的 Ca2t_依 

赖性释放)为组织rH]总含量的3．20％ 

2 4 一PDB加强 3，4--DAP诱发rH]NE 

释放．无论在细胞外有无 Ca 条件下，若刺 

激 之前 15 min加 4 PDB l／~mol-L- ， 

3,4一DPA诱发【jH]NE释放量显著增加，细胞 

外有 Ca 组仍高于胞外无 Ca 组， 两组之差 

为组织rH]总量的3．67％(Fig 1，上部)与不加 

PDB时 (F l_下部)3．20％相比，无显著性 

差别 (P>O．o5)． 

3 PMB抑制 3,4一DAP诱发【JH]NE释 

放．无论在细胞外有或无 Ca2+条件下，若在 

刺激之前45min加入 PMB100#mol·L～， 

3，4-DAP诱发rHINE释放都受抑制，前者抑 

制了58％，后者抑制了94％(Tlab 1)． 

4 在细胞外有 Ca2+和无 Ca 时 B_5O磷 

酸化．在细胞外有 Ca 条件下，B_5O磷酸化 
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50 60 70 80 90 100 ll0 1 

T'tme ofsuperfusiort／mlrt 

啦 !． 3 DiIm_啪 py瑚i琳 O，4_DAP卜evoked jH 

overflow in the presence or absenc~ of extmacelluinr 

Ca with or without 4 一phorbol 12, 13 dibutyrate 

【4 PDB)． overflow WaS induced by addition of 

3．4一DAP l00 noI- L1 for i0 min after 60 Eftin 

perru n 4~--PDB 1删 oI．r。wss added 15 min 

before stimulation． 月= 6一lO slices from 2-4 rats, 

n i 

Tab 1． Effects of polymyx~ B (PMB) oR 

3,4~-DAP-evoked I~r1]NE release in the presen。e and 

absence of extracellular Ca HippocampaI slices 

preinculmted with l3FIINk superfused with medium 

ith or without Caz+J and stimulated by addition of 

3．4一DAP l00 脚 。卜 L for 10 rain． PM B l00 

peso卜 LIl was added 45rain rethe 9 uintion． 

： S一10 slkesfrom 2-4 rats． ± ＆ ⋯ P< 0．00l v 

conb-ols． 

结果(Fig 2．左)．从左到右分别为：(0)标准 

B_5O蛋 白磷 酸化后 的电泳定位(见箭 头处)； 

(1)不加任何药物时，磷酸化的 B_5O蛋白在 

标 准 蛋 白 相 当 的 部 位 上 被 显 示 ； (2)加 

4 一PD B 1
．umoI·L～， B_5O磷 酸化有所 加 

强 ； (3)加 3，4一DAP 200 pmol- L 10 

min,B_5O磷酸化被抑制； (4)和(5)4 PDB 

l pmoI·L 和 3，4一DAP 200,umoI·L 同时 

使用，B_5O磷酸化程度比单独使用3．4-DAP 

时略加强．在细胞外无 Ca 条件下，脑片内 

的蛋白磷酸化普遍明显下降，特别是 B-50磷 

酸化几乎被完全抑制(Fig 2，right) 

Fig土 Effeet~of 3．4一DAP and  4 一PDB oHB—辱0 pro- 

reinphosphoryintlon加 vlVO． Inthe preseaceor absence 

of extracelinlar Ca hippocampal slices were incu． 

bated with or without 3舢 AP l00 Ⅲ帅 1． L 

or／and 4 —PDB l #mo卜 L一 ． ／n situ prote-n 

phospba ryintinn was analyzed by SDS—P ĜE (10％ 

ge1)and autoradiography． The position of嗍 is in- 

dicatnd with an arrow． (0)standard B一5o； (1) 

control； (2J 4 PDB i mo1．L-l； 【3J 3，4一DAP 

2O0#moI．L■ ； (4J and(5J 4 _PDB l#mo卜 + 

3．4一DAP 200／dlllO1．L～． 

E一巨 n E一}0c盆 0 I{̂ 0 芒 E0l1u罡：l 
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DIsCUSSIoN 

1989年我们首次报道了3，4一DAP可以作 

为化学刺激物制造动作电位诱发神经递质释放 

模型，以研究递质释放及其调节机制．我们 

以往的实验结果 已提示其作用机制大致如 

下： (1)阻断 IDK 电流； (2)Na~通道开放， 

Na+进入细胞内；(3)细胞外 Ca2 进入细胞内 

(在胞外无 Ca 时，进入膜内的 Na 引起内源 

Caz~释放)；(4)最后诱发神经递质释放．现观 

察到用 4 PDB激活蛋白激酶C， 3，4一DAP 

诱发海马释放去甲肾上腺素显著加强，用 

PMB抑制PKC，能使这一诱发释放下降，而 

且 PDB和 PMB的作用主要在Ca 不依赖释 

放部分．说明蛋白激酶 C参与 Ca2~不依赖释 

放机制．然而， PKC激活后加强胞吐的机制 

尚未得到阐明．位于突触前的蛋白激酶 C的 

特异性底物蛋白 B一50(GAP-43)参与胞吐机 

制，认为 B一5O磷酸化中介4-AP刺激去甲肾 

上腺素释放机制 ．我们观察到在细胞外有 

钙条件下，3,4一DAP对 B=50磷酸化显示了 

抑制作用，这与Heemskerk等 1987年报道的 

结 果 相 一 致 ． 而 4 PDB无 论 在有 无 

3，4-DAP的情况下都能加强 B一5O磷酸化． 

除去细胞外 Ca 脑片中许多种蛋白(包括 

B一50)的磷酸化都受到很大抑制，而3,4一DAP 

诱发【 H]NE释放仍非常明显，4 _PDB对这 
一 诱发释放的加强作用亦仍清晰可见，提示 

B-50磷酸化并不参与3，4-DAP诱发去甲肾 

上腺素释放或 4fl-PDB加强这一诱发释放的 

机制，特别是在细胞外无Ca 条件下． 
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猪冠状动脉上的苯环利定受体 

石刚刚、许绍芬 (上海医科大学神经生物学教研室，上海200032,中国) 

Phencyclidhle receptors in pe rclm  coro∞ ry artery
．  

SHI Gang-Gang, XU Shao—Fen (Department of 

Neurobiofogy， Shanghai M edical University', 

Shanghai 200032， China) 

ABSTRACT By using radioligand assay,there was 

a phencydidine(Ph c)binding site in porcine coronary 

axtery． This binding was specific, reversible, 

saturable， and~LereOs融ective． The Seatchard analy- 

sis showed that the binding  site was a single class, 

with dissoeiation constant( )and maximum binding 

( 一 )0f 27．7± 6,9 nmol· L_ and 0．82+ 0．15 
pmol／nag protein, respectively Thc displacement 

experiments revealed that the【 HlPhe binding was 

displaced by no ra'adioactive Phe， TcP (Phe I'ece口tor 

agonists), and dextrophan (its antagonist) 
d—INN， a Jigand  of sigma re。=Dtor, had a wea ker 

activity of displacement． These showed a dose-de- 

pendent mao／lelr． Both etorphine, an agonist of 

opioid recepror, and N--methyl-D--aspartic aeid 

(NMDA)， an excitatory amino acid， failed to dis+ 

place the binding． These results suggest that the Phe 

rece ptors existinthepo r~ne coronary artery ． 

KEY W O RKS phencyclidine； drug rece ptors； 

corona ry vessels； radioligand assay 

摘要 本文采用放射受体结合法研究猪冠状动脉上的 

苯环立定(Phe)受体，发现猪冠状动脉上存在 Phe特 

异结合部位，Scatchard分析表明，结合呈单位点， 

为 27 7± 6 9 nmol· L～， 血 为 0．82+ 0．15 

pmol／rag protein． 取 代 实 验 表 明 Phe及 TCP， 

dextrophan和 sigma受体配基 d-INN 均有取代作 

用，两类药物取代作用呈量一效关系，本实验结果提 

示猪冠状动脉上存在的特异结合位点是Phe受体 
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关键词 苯环利定；药物受体；冠状血管；放射配位 
体测定 — ．__·-一  

动物的心房 ’、心室 J、兔耳血管” 及肠 

系膜血管上㈣有 Phe受体，并参与心血管功能 

的调节．Phe促进脑内单胺类递质的释放 并 

抑制其重摄取 J，与脑缺血等疾病有关 ，．冠 

状动脉上是否也存在 Phe受体，Phe对冠脉功 

能有无调节作用，至今未见文献报道．本文 

研究猪冠状动脉上的 Phe受体，为其功能找 

到受体基础． 

M ATE砌 ALS AND h唧 帅 DS 

【 H]Phencyclidine(0．91 TBq·mmol 放 射纯 

度 >95％， 上海医科大 学放射药学教研室提供； 

Phe，， ctorphine 由上 海 医 科 大 学 药 学 院合 成 ； 

州 l_2一thienyl cyclohexy1)-3，4-piperidine (TCP), 

军事医学科学院赠；Ⅳ-auylnormetazocine (INN)由 

美 国 NIDA 的 Dr Richard L HANKS 赠 ； 

dextrophan, 美 国 Prof Avram GoLDSTEIN 赠 

V—tnethy卜／Y-aspartic acid(NMDA)．美国Du Pont 

公 司惠赠． 

新鲜的猪冠状动脉取 自上海龙华肉联加工厂 

xH卜 J高速分散器由上海兴华电子仪器厂生产． 

猪冠状动脉匀浆蛋白的制备 Tris5 mmol·L叫缓 

冲渡(pH 7．4，4℃)中分离猪冠状动脉左降支 6．5 cm， 

右支第一分支处开始分离8 cⅡl，去掉血管周围结缔组 

织及脂肪，洗去血液，剪碎，在玻璃匀浆管内匀浆 5 

min,然后在高速分散器上掏碎 10 000 rpm J min,匀 

浆液离 tL,30 O00x g反复 3次，测定沉淀层蛋白含量． 

匀浆叠 白的饱 和分析殛 Seatd~  分析 用 

[3H]Phe 和冠状动脉匀浆蛋白进行反应，反应分总结 

合管(TB)和非特异结合管(NSB)，1B管加人I H]Phe， 

匀浆蛋 白，NSB管还须加 ^ i00 urt'．ol·L_。的非标记 
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P 反应容量为 0 5 m1．投料在冰谱 中进行 反应 

管在 4℃放 1 h 用 GF／C玻璃纤 维滤膜 过滤反应 

液， 用冰玲缓冲液快速冲洗滤膜 3嵌，每嵌 5 ． 

GF／C 滤 膜 使 用 前先 浸 ^ 台 0．01％ polyethylcni- 

mine缓冲液内2I1．以减少滤膜自身吸附 滤膜用红 

外线烘干．在液体闪烁计数仪(LKB公司生产)上计数 

根据实验要求，匀浆蛋白和I HlPhe投料如下： 

采 用匀浆蛋 白 0．05，0．15，0．25．0．35，0．45， 

0．6 nag与[~H]Phe 20 nmol·L-。进行反应． 

采用 0．25 mg的匀浆蛋 白与[3HJehe 3，6，19， 

38．51，76，126， 152 mmol·L 进行反应． 

1 II'he结台竞争性抑{目反应 采用 0．25 nI层匀 

浆 蛋 白和【 H]Phe 20 nmol·L 作 结合反应， 用 

0．叭， 0．1，O．5， l，5， 10, 100 pmol·L- 的 Phe, 

TCP，dextroplha, 卜INN etorphia~和 NMDA 

取代这种结合，计算各药物的抑制％，求出抑制特异 

结合达50％时所需浓度(1cs。) 

R璐 UI朋  

匀浆蛋 白饱 和分析 用rH]Phe 20 

nmol·L 与猪冠状动脉匀浆蛋白作特异结 

合，在 0、1--0 4 nag范围内，结合随蛋白浓度 

增加而增加，达 O、5 mg时呈饱和状态．在 

0．25 mg蛋 白处有 较 大 的 SB／NSB比值 

(2 2：1)，故在本文 Scatchard分析及取代反 

应中均采用0．25 mg匀浆蛋白． 

Scatclmrt1分析 特异结合随rH]Phe浓 

度增大而增加，到达 150 nmol·L 时，呈饱 

和趋势 =3)(Fig 1)，说明rHlPhe结合反应 

具有饱和性．根据 Scatchard分析，【 HlPhe 

和匀浆蛋白的特异结合是单一位点，计算机处 

理数据， 求得解离常数(局)和最大结合量 

(B一)分别 为 27．7±6．9 nmol·L =3) 

0．82±0．15 pmol／mg protein =3)． 

13I-i1~ 与受体结合的竞争性抑制 几种 

配基均可取代【jH]Phe的特异结合，从取代强 

度看 ，以 Phe配基 Phe、TCP，dextrophan 

【 H】Phc cyd1d】n{／n咀0II L— 

F-噻1．Saturationofthe speeir．e bindingof0UlPheto 
p0 ∞ coronaryartery．(ruse0Scat~l~ lm dys~ 

较强，而 sign】a受体配基 INN较弱，其中右 

旋体的取代作用强于左旋俸，左旋体取代作用 

极弱．NMDA和 etorphine几无取代作用 

(Tab1)． 

Tab 1． Potencies ofunlabeledUgandsininhibition of 

laltlPbeaeydldtne binding． 

D CUSS10N 

本实验中PHlPhe与冠状动脉匀浆蛋白的 

结合具有饱和性，一系列受体配基竞争取代实 

验表明这一结合是特异的，可逆的．INN的 

取代作用说明了该结合的立体专一性．由此 

证明该结合具有受体结合的特点，即特异性、 

兽_-● ●-喜●● 』  
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