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摘要  目的 研究桂皮酸类化合物咖啡酸和阿魏酸对内皮素 2 ∞×2 生物效应的拮抗作用 ∀方法

体内 ∞×2 √致小鼠急性死亡 !体外血管平滑肌细胞培养 !主动脉条收缩试验和 ∞× 受体结合试验 ∀结果 咖啡酸和

阿魏酸 能剂量依赖性地显著延长 ∞×2 致小鼠急性死亡时间 在离体器官可观察到咖啡酸与阿魏酸能拮抗 ∞×2

的缩血管效应 放射性受体2配体结合实验表明 咖啡酸和阿魏酸可竞争性地抑制 ∞×2 与其受体的结合 ∀结论 咖啡

酸和阿魏酸为新的非肽类 ∞× 拮抗剂 ∀

关键词  内皮素 咖啡酸 阿魏酸 内皮素拮抗剂

  内皮素2 2 ∞×2 是由 个氨基

酸组成的体内活性多肽 除强大而持久的血管收缩

作用外 对啮齿类动物和哺乳类动物有多种生物效

应 如调节水和电解质平衡 !激素分泌 组织细胞增

生和血管通透性等≈ ∀ ∞×2 参与多种疾病如高

血压 !冠心病 !脑卒中 !心律失常的病理生理过

程≈ ∀对内皮素拮抗剂的研究与开发 为治疗内

皮素相关性疾病提供了新的途径 ∀咖啡酸与阿魏酸

为桂皮酸类化合物 普遍存在于当归 !川芎等常用植

物药中 ∀为了探讨咖啡酸与阿魏酸的药理作用机

理 本研究对咖啡酸及阿魏酸拮抗 ∞×2 的作用进

行探索 ∀

材 料 与 方 法

  动物  昆明种小鼠 !≥ ∏2⁄ ≥⁄ 大鼠

均购自北京医科大学实验动物部 ∀

试剂与仪器  ∞×2 !咖啡酸

≤ƒ !阿魏酸 ∏ ƒ 购自美国 ≥ 公

司 2∞×2 购于 ° 放

射浓度 1 # # 混合性内

皮素受体拮抗剂 由 ⁄ ∂ ∏

2 ≥ 惠赠 ∀ 2

型酶标检测仪为北京市新技术应用研究所产品 ∀

× 血管平滑肌成纤维细胞由中国预防医学
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ΧΦΑ ,ΦΛΑ对 ΕΤ21 致小鼠急性死亡的拮抗作

用  体重 ? 昆明种小鼠 α ⎯ 兼用 随机分

组 禁食 不禁水 后 分别给予 ≤ƒ 及 ƒ

各 1 1 1 1 # 对照组给予

等容积的生理盐水 后给予 ∞×2 #

√ 观察给 ∞×2 后 内小鼠的存活情

况 记录动物数和死亡时间 存活时间超过

按 计 ∀

ΧΦΑ和 ΦΛΑ对 ΕΤ21 缩血管效应的拮抗作用  

体重 ? ⎯ ≥⁄大鼠 击头致昏后快速摘取

胸主动脉 分离结缔组织后 剪成 ∗ 宽的血

管环 置于 2 生理溶液 2 液

1 ? 1 ≤ 1 ? 1 ε 中

经张力换能器连台式平衡记录仪 上海大华仪表

厂 记录血管张力 ∀加基础张力 以

# 去甲肾上腺素预激 次 ∀平衡 达稳

定后 加入 ∞×2 # 待达到最大收缩效

应 分别加入不同浓度的 ≤ƒ 及 ƒ 以

⁄ ≥ 为溶媒 实验用 ⁄ ≥ 作对照 观察

≤ƒ 与 ƒ 的作用 ∀

ΧΦΑ及 ΦΛΑ对 ΕΤ21 致血管平滑肌细胞增殖效

应的拮抗作用  取第 代兔主动脉平滑肌细胞

∂ ≥ ≤ 以传代培养法调整细胞数为 ≅ #

接种于 孔培养板 Λ 孔 ε

≤ 孵育 后换以含 小牛血清和 ∞×2

# 的 ⁄ ∞ 培养液继续孵育 加入 ≤ƒ 及
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ƒ 考察其对 ∞×2 致平滑肌细胞增殖的作用 ∀于

不同培养时间以结晶紫染色后用酶标检测仪在

处测定各孔吸光度 值 得到 ∞×2 对

∂ ≥ ≤增殖的时间2效应关系和 ≤ƒ 与 ƒ 对

∞×2 致平滑肌细胞增殖的作用 ∀

咖啡酸 !阿魏酸 !125 Ι2ΕΤ21 与 ΝΙΗ 3Τ3 结合实

验  × 成纤维细胞用 ° 培养液调整至

个# 转移到 孔细胞培养板上 使每孔

细胞数为 个 咖啡酸 !阿魏酸和 用二甲

基亚砜 ⁄ ≥ 溶解后 用 ° 培养液稀释

成不同浓度 浓度范围为 ∗ # 按

不同浓度梯度加入 孔细胞培养板后 再加入

# 2∞×2 使体系总体积为 Λ

ε 培养 后 用缓冲液 # × ≤

1 ≤ 经 • ƒ ≤ 滤器洗

次 加 Λ 闪烁液后进行放射活性计数 ∀用

# 作为非特异性结合管 并用已知

的非肽类混合型 ∞× 受体拮抗剂 作为阳性

对照 判定咖啡酸 !阿魏酸拮抗内皮素效能强弱 ∀

数据处理  数据以 ξ ? σ表示 进行组间 τ检

验 ∀

结 果

1  ΧΦΑ ,ΦΛΑ对 ΕΤ21 致小鼠急性死亡的拮抗作用

∞×2 # √可引起各组小鼠全部死

亡 但死亡时间不同 ∀小鼠给予 ≤ƒ ƒ 可依剂

量地延长 ∞×2 引起的小鼠急性死亡时间 ∀同样剂

量下 ƒ 的拮抗 ∞×2 致小鼠急性死亡作用较强 ∀

结果见表 ∀

Ταβ 1  Εφφεχτσοφ χαφφειχ αχιδ(ΧΦΑ) ανδ φερυλιχ αχιδ

(ΦΛΑ) δοσεφροµ 011 το 100 µ γ#κγ − 1 ιπ ον τηετιµε

οφ αχυτε δεατη ινδυχεδ ιν µιχε βψ ενδοτηελιν21(ΕΤ2
1) (12 νµ ολ#κγ − 1 ,ιϖ) ιν ϖιϖο . Τηε δαταιστηετιµε

οφ δεατη ιν µιν αφτερ ΕΤ21 αδ µινιστρατιον

⁄ ×

# ≤ƒ ƒ

≤    ?    ?

? ?

? ? 3

? ? 3

? 3 3 ? 3 3

ν ξ ? σ 3 Π 1 3 3 Π 1 √ ∏

2  ΧΦΑ ,ΦΛΑ对 ΕΤ21 缩血管效应的拮抗作用

离体大鼠主动脉给予 # ∞×2 后

可导致动脉收缩 ∀ ∞×2 引起最大动脉收缩后给予

≤ƒ ƒ 二者均能拮抗 ∞×2 的缩血管效应 且表

现明显的剂量依赖性 ∀结果如图 ∀药物浓度2效

应曲线经 方法拟合后 求得最大效应

Ε ¬ 和 ≤ ≤ƒ 和 ƒ 最大效应分别为

1 ? 1 和 1 ? 1 ≤ ≅

# 分别为 1 ? 1 和 1 ? 1 ∀结

果表明 ƒ 对 ∞×2 缩血管作用的拮抗效能较

≤ƒ 强 Π 1 ∀

ƒ  ≤ 2 ∏√

≤ƒ ∏ ƒ

#
√ ∏ 2 ∞×2

# ≥ ∏2⁄
ιν ϖιτρο ξ ? σ ν ο ) ο ≤ƒ π ) π

ƒ

3  ΧΦΑ ,ΦΛΑ对 ΕΤ21 致血管平滑肌细胞增殖效应

的拮抗作用

∞×2 可刺激 ∂ ≥ ≤ 增殖 于 达峰值

和 的细胞增殖率分别为 1 ?

1 1 ? 1 1 ? 1 与对

照组相比有显著性差异 ∀根据 ∞×2 引起 ∂ ≥ ≤

增殖的时间2效应关系 选定 # ∞×2 与

≤ƒ ƒ 共孵 测定细胞染色后

值 判断 ∞×2 引起 ∂ ≥ ≤ 增殖效果 ∀结果表

明 ≤ƒ ƒ 可显著性地拮抗 ∞×2 引起的

∂ ≥ ≤ 增殖 且该作用表现为浓度依赖性 ∀结果

如表 ∀

4  咖啡酸 !阿魏酸 !125Ι2ΕΤ21 与 ΝΙΗ 3Τ3 细胞结合

实验

2∞×2 可与 × 成纤维细胞上的内皮素受

体特异性结合 当培养液中含有咖啡酸或阿魏酸时

2∞×2 的结合反应被咖啡酸或阿魏酸竞争性拮

抗 ∀根据结合效应2浓度曲线分析 非肽类混合型内
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皮素受体拮抗剂 对 2∞×2 与 ∞× 受体结

合的拮抗效能最大 其次为 ƒ 而 ≤ƒ 作用最小

结合效应2浓度曲线呈平行性右移 ∀经 方

法对结合效应2浓度曲线进行拟合 得出 !

阿魏酸和咖啡酸拮抗 2∞×2 与 × 成纤维细胞

∞× 受体结合的半数抑制浓度 ≤ 分别为 1 ≅

1 ≅ 和 1 ≅ # 最大效

应分别为 1 1 和 1 ∀结果

见图 ∀

Ταβ 2  Ινηιβιτορψεφφεχτσ οφ ΧΦΑ , ΦΛΑ χονχεντρατιονσφροµ 10 − 8 το 10 − 11 µ ολ#Λ− 1 ον

Ρ Ας ΣΜΧ προλιφερατιον ινδυχεδ βψ ΕΤ21(10 νµ ολ#Λ− 1)χυλτυρεδ φορ 48 η

∏ ≤

≤ƒ ? ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

ƒ ? ? 3 3 ? 3 ? 3 3 ? 3 3

× √ ∏ ≅ ξ ? σ ν 3 Π 1 3 3 Π 1 √ ∏

ƒ  ≤ ∏√

∏ 2∞×2

∞×2 ∏ ∏ × υ ) υ

π ) π ƒ ω ) ω ≤ƒ

讨 论

∞×2 是迄今为止发现的缩血管活性最强的肽

类物质 亦是细胞有丝分裂激动剂 ∀现已证明 ∞×2

参与多种疾病如肺动脉高压 !冠心病 !肾功能衰竭 !

心功能衰竭 !偏头痛和血管性疾病等的病理生理过

程有关 ∀国内外对 ∞× 拮抗剂尤其是非肽类内皮素

拮抗剂的研究较多 有些 ∞× 受体拮抗剂的研究已

进入临床阶段≈ ∗ 在对病人的治疗过程中取得了

满意的效果 ∀ ∞× 与某些蛇毒如 ¬ 的结构

极为相似 一级结构序列相似性约在 以上 经

基因家系分析的结果表明 认为 ∞× 与 ¬

源于同一祖基因 ∀正是因为 ∞× 与某些蛇毒的相似

性 我们考虑到我国传统的抗蛇毒中草药中是否存

在具有能有效拮抗内皮素生物效应的拮抗剂 ∀本实

验室以往的工作业已证明 多种临床有效的抗蛇毒

中草药如红背丝绸 !东风菜 !徐长卿 !通城虎等具有

拮抗 ∞× 生物效应的作用 ∀经初步研究认为 从红

背丝绸中的分离 !提纯得到单体化合物 ≤ 2 有

拮抗 ∞×2 的作用≈ ∗ ∀结构分析发现该化合物

具苯乙烯结构 与我国活血化淤药桂皮酸类物质如

≤ƒ ƒ 等化合物的结构十分相似 因而我们推

测 ≤ƒ 和 ƒ 可能亦具有拮抗 ∞× 生物效应的活

性 ∀

本研究在整体动物 !离体器官 !细胞和亚细胞等

水平上评价了咖啡酸和阿魏酸对 ∞×2 生物效应的

影响 证实这两种桂皮酸类化合物对 ∞×2 有明显

的拮抗作用 ∀实验结果表明 咖啡酸和阿魏酸拮抗

∞×2 生物效应 与其对 ∞×2 受体的拮抗作用密切

相关 ∀本实验室对咖啡酸和阿魏酸作用机理的深入

研究工作尚在进行之中 ∀

Ρεφερενχεσ

  ° × ∏
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  ° • ⁄ ×
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√ ∏ ∆ρυγσ
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  ≤ ∏ ∂ ετ αλ °
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  ∂ ≤ ° ° ετ αλ ∞

∏ √
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  • ⁄ ∏ ετ αλ

° 2 √

Λιφε Σχι 58Β

  • ° ≤ ⁄ ετ αλ

2 ∏

°⁄ Ευρ ϑ Πηαρµ αχολ 256Β

 • ƒ 王峰 ≠ ≤ 杨连春 ∏ 刘敏 ετ

αλ ∏ 2
√ ≤ 2 ¬

Χηινα ϑ Χηιν Ματερ Μεδ 中国中药杂志 22Β

 • ƒ 王峰 ≠ ≤ 杨连春 ≤ ≠ 程言

亮 ετ αλ ¬

≤ Χισσυσ ασσαµιχα ≤ 2
2 Χηιν Πηαρµ ϑ 中国药学杂志

33Β

 ÷≥ 季小慎 • ƒ 王峰 • ≠ 王京媛

ετ αλ ≥

2
Χηιν ϑ Μεδ Χηε µ 中国药物化学杂志 8Β

 ≠ ≤ 杨连春 • ƒ 王峰 ∏ 刘敏 ετ

αλ ≥ ∏ ≤

2 √ ϑ Χαρδιοϖασχ

Πηαρµ αχολ 31 ≥∏ Β≥
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• ƒ • ƒ ∏ ∏ ≠ ∏ ≠ ≤

• ∏ • ≠ ƒ ƒ
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∏ √ 2∞×2 × ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ: ≤

∏ 2
ΚΕΨ ΩΟΡ∆Σ  2 ∏ 2

##药学学报 ° ∏ ≥ Β ∗




