
57 一； f 
BIBLID {ISSN 0Z53—9756 中国药理 拳箍 Acta Pharvaacologica Sinica 1993 Jul F 14(4)；379--38] 

五种钙通道阻滞剂抑制小鼠腹腔巨噬细胞释放过氧化氢 
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AB CT After the perltonea1 m~~rophages from 

mice were ineuha ted with different concentrations of 

曲 lcium channel blockers for 3 h at 37℃ ， the 

maeropha ges were stimulated with opsonized zymosan 

for 1．5 h at 37℃ ． The releasedi HzO2 was measured 

by fluorescence assay．The results showed tha t verap— 

amil(Ver)，nifedipine (Nif)，nieardipine (Nic)，ram— 

odipine (Nim )．and nitrel1dipine (Nit) reduced the 

H2o2 release sigraflcantly in a dose-dependent manner． 

The IC*values(岬 0卜L-1)were 30，5O，49，63，and 

92 for Nie，Nif， Nim ，Nit，and Vet，respectively． 

There wfls slight inhibition of dihydropyrldine (Bay k 

8644) 10 gmol·L～ on HzO2 release． When Bay k 

8644 at above concentration combined with Vet，Nim， 

and Nit 25 I』ln0卜L～ ，respectively，the inhihitions of 

Ver，Nim， and  Nit on H2O2 release were increased 

32 一 40 ． Abo re results showed dIat on the inhi- 

bltion of H 02 relea se，the effects of dihydropyridines 

calcium cha nilel blockers were greater tha n that of 

Vet．and the effects of Nie and  Nif were greater tha n 

those of Nim and Nit． The acting sitei of Bay k 8644 

at high concentration (10 啪 D1·L-1 and over)was 

probahly different from tha t of typical calcium cha nnel 

blockers Nim ．Nit，and Ver in macropha ges． 

KEy W ORI~ nlcardipine} nifedipine ；nimodipine‘ 

nitrend ipine verapamil} dihydropyridines} hyarogen 

peroxidel macrophages}zymosan；drug combinations 
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摘要 用调理的酵母聚糖刺激 小鼠腹腔巨噬细胞 ，发 

现5种钙通道阻滞剂以浓度依赖的方式抑翩 0。的释 

放． IC=0(pmo]·I )分别是 ：Nie 30=Nil 50；Nim 49} 

Nit 63 I Ver 92． Ba y k 8644 10 ttmol·L 分别和 Ver、 

N．m、Nit 25 mD1·L 合用 时，可 明显增强后3药对 

o 释放的抑翩作用，提示高浓度的 Bay k 8644在巨 

噬细胞的作用点不同于 Nim、Nit和 Ver． 

关键词 尼卡地早I硝苯地平 ；尼莫地平 ；尼群地平I 

维拉帕米I双氯吡嚏I过氧化氯I巨噬细胞I酵母聚 

A井用药钓通哲佃稀知＼ 
H：o。是一种重要的氧 自由基，氧 自由基与 

炎症的发生、发展及组织细胞的损害有密切关 

系“ ，． 我们已经证明钙通道阻滞剂维拉帕米 

(verapamil，Ver)，硝苯地平(nifedipine，Nif) 

和 尼 卡 地 平 (nicardipine，Nic)具 有抗 炎 作 

用“ ． 观察药物对氧 自由基产 生和释放的影 

响，是探讨药物抗炎机制的重要方面． 本文观 

察5种钙通道阻滞剂 Nie、Nil、Ver、尼莫地 

平 (nimodipine，Nira)、尼群 地 平 (nitrendi— 

pine，Nit)及钙 通 道 激 动 剂 双 氢 吡 啶 (di— 

hydrophyridine，Bay k 8644，Bay)对小鼠腹腔 

巨噬细胞释放 H20。的影响． 

M ^TERIALS AND M ETⅡ0DS 

小lit C57BL／6t]~鼠，鼠龄9—10 wk，旱0兼用， 

由新疆医学院动物室提供． 

药品和试卉I Nic(河北张家 口东风翩药厂)，Nil 

(新疆制药厂 )，Nit(河 石家庄 新华制药 厂)，Nim 

(th东新华药厂)，Bay(德国Ba yer药厂)，上述药物以 

3O ETOH 溶解后，以 培 养 藏 稀 释 至 所 需 浓 度 ， 

ETOH终 浓度< 3 ． Ver针剂 (Orion厂)． H202 

(AR．上海执浦化工厂)，含量用 uv分光光度议标定． 

莨菪亭 (scopolantin，RUKA，Switzerland)于磷酸 缓 
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冲液中(PBS．pH 7．4)．87Jc水措24 h至完全溶解．分 

装，一20"C避光贮存． 酵母聚糖(zymnsan，Sigma)经 

同种小鼠血清调理 ，一2O℃贮存备用． 辣根过氧化物 

尊(horseradish peroxidase，HPO，中国科学院上海生 

物 化 学 研 究 所 东 风 试 剂 厂 )，RPMI 1640培 养 基 

(GABC．USA)． Kfebs—Ringer phosphate buffer with 

glucose(KRPG)组 成 (mmol·L )：NsCI 120，KC1 

4．8，CaC12 0．54，MgSO‘1．2，glucose 5．5，sodium 

phosphate buffer 15．6．pH 7．4． 

H，0，测定“ 小鼠断头放血处死，用冰冷的 

Hank's藏(pH 7．2)灌洗腹腔，收集细胞，以2×10 细 

胞分样，110Xg离 6,1o rain，弃上清藏 ，加入1O 的 

小牛血清 RPMI 1640培养藏(pH 7．4)1 ml及不 同浓 

度的药物 ，5 CO：培养箱37℃培养3 h． Trypan blue 

捧斥试验表明．细胞 活度选98 ． 弃培养藏 ，KRPG 

洗 2遍 ，以洗 去未贴 壁细胞 ，巨噬细胞 纯度选 90士s 

3 ． 每管 再加入2 ml反应 藏，即1 ml KRPG内含 

scopolantln 10 nmo1．HPO 20 ／lg．zymossn 50 g， 

3TC培养1．5 h，110×g离心5 rain，取上清藏测荧光 

强度． 擞发波长380 nm，发射波长460 nm，以不舍细 

胞的空白管荧光强度为100 ，计算各实验管的相对荧 

光强度 ，以在上述同样反应条件下制备的 H o 标准 曲 

线的直线 回归方程 P一90．2—51．8X (r⋯ 0 9913)计 

算 Hto：的释放量． 

仪器 岛津 RF一540荧光分光光度倥 

RESUI 

Zymosan刺激 HIoI的释放 用 zymosan 

50 Pg·ml 辅』激巨噬细胞，于不同时间测定 

H O 的释放量，结果随刺激时间的延长，H O： 

的释放量(nmol·L ／lo cells)增加． 在5和3O ． 

rain时 H O。的释放很少，分别为0．58士0．07 

( =5)和0．64士0．07( =3)，而在1．5 h和2 

h，H。O2的释放明显增多，为1．96士0．55( 一 

4)和3．57i0．92( 一4)． 正式实验的刺激时 

问为1．5 h． 

药物对 H o 释放的影响 5种钙拮抗剂均 ． 

浓度嵌赖地抑制 H。O。的释放，其中 Nic和 Nil 

在1O或2．5 t~mol·L 即可产生显著抑制作用， 

而 Nim、Nit和 Ver在25或50 t~mol·L 还 不 

能产生显著作用． Bay 10／~mol·L 产生轻度 ． 

抑制 H O：释放 的作 用，当其1．0 pmol·L 和 

Nim、Nit、Ver 25 pmol·L 合用时，则使后3 

药的抑制作用明显增强，使抑制率增加32— 

40 ，而和’Nil或Nic 25或10 m0卜L 合用 

时．无明显增强抑制的作用(Tab 1)． 

Tab 1． Effects of 5 calcium  channel blodkers and Bay k 8644 Oll 0pB∞ Ized ~ Olllllm induced rel~ e of H from 

mousei~rttonealmacrophllgcs． i士，． 。P> m 05， 。‘P< 0．05， ⋯ P< 0．01坩 c0Ⅱ ． t P> 0．05t” P< 0．05， 

⋯ P< 0．Ol single caldm  channel bloeker at 10 or 25 to ol·L一 ． Num~ r of mice in p曩 岫 eB∞ ． 

Bay k 8644 10+ Calcium channel blockers 

+ 25 1．484-0．33⋯  (7) 0．5010．11”” (7) m 46i0．12⋯ ”t(6)0．6210．25⋯  (5) 

+ 10 0．89士0．33‘‘(7) 

Bay k 8644 10 1．35i0．64’(r2) 
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以各药浓度和抑制百分率得到的回归方程 

计算 IC 。(T_ab 1)． 由 IC 。可以看出 ，二氢吡啶 

类药物的作用均 比Ver强．而在二氢吡啶类钙 

拮抗剂中以 Nic和 Nil的作用较强，但巨噬细 

咆对 Nil的作用更敏感． 

DIscUSSIoN 

H：o 及其衍生物在炎症反应及导致的组织 

损伤方面起 重要作 用． 钙通 道阻滞剂 抑制 

Htoz的产生和释放 ，这是它们发挥抗炎和组织 

保护的重要机制． 

吞噬细胞呼吸爆发产生超氧化物的过程和 

Ca 有密切关 系“ 、 本实验中，5种钙拮抗 

剂均能抑制 H o 的释放 ，提示，抑制 Ca 动员 

可能是它们的共同基础． 

Bay是一个钙通道激动剂，但在高浓度时 

产生 Ca拮抗作用而抑制细胞功能。 ． 在本实 

验条件下，Bay 1 nmol·L 有较弱的促进 H o： 

释放的作用，而在50#mol·L 时砌产生显著抑 

制 Htoz的释放 (资料未显示)、 Tab l显示 ， 

Bay在10／~mol·L (10 mol·L )，已开始产 

生较弱的抑制作用，其抑制率与 Nim、Nit 25 

#mol·I 的 作 用 接 近 ， 井 强 于 Ver 25 

#tool·L 的作用 ，说明高浓度的 Bay有钙拮抗 

剂的性质． 

在结构上，Bay属二氢吡啶类 化合物“ ． 

在本实验 中，Bay与 Nim、Nit、Ver合 用时， 

明显增强 H o：释放的抑制作 用，这 一现象揭 

示 ．高浓度的 Bay在巨噬细胞的作用点不仅与 

结构不同的 Ver不同．而且与同属二氢吡啶类 

的 Nim、Nit也不同．故合用后可产生协同效 

应． 但是 Ba y与结构类似的 Nic、Nil合用时 ， 

仅产生弱的增强 H。o 释放的抑制作用，推测高 

浓度 Bay的作用点和 Nic、Nil可能相同．故合 

用后不能产生协同作用． 

本文结果表明，5种钙通道阻滞剂能够抑 

制巨噬细胞释放 H o ．这是它们抗炎或组织保 

护的机制之 一． 巨噬细胞释放 H o：的过程， 

对二氢吡啶类钙拈抗剂的抑制作用较 Ver敏 

感． 高浓度的Bay具有钙拮抗剂的性质，其在 

巨噬细 胞的 作用 点与典型 的钙通道 阻 滞剂 

Nim，Nit和 Ver均不同． 

中国医学科学院药物研究所 

张均 田教授赠送 Bay k 8644． 
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