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摘要  目的 }研究盐酸小檗碱对乙酰胆碱系统的影响 ∀方法 }采用离体血管环 !离体支气管螺旋体及放射配基2

受体结合实验等方法 ∀结果 }较低浓度的盐酸小檗碱k�̈ µl对乙酰胆碱的舒张反应有浓度依赖性的增强作用 ~而较高

浓度的 �̈ µ可浓度依赖性地直接舒张带内皮的动脉环 o此作用在去内皮或阻断 �2受体后被完全抑制 ∀在豚鼠离体

气管条上 o�̈ µ可引起浓度依赖性的收缩反应 o而阿托品可阻断这种作用 ∀放射配基2受体结合实验显示盐酸小檗碱

可特异性与大鼠脑组织的毒蕈碱受体结合 o�¬值为 t1y Λ°²̄#�p t ∀结论 }盐酸小檗碱可激动毒蕈碱受体 o从而引起

血管的内皮依赖性的舒张反应及支气管的收缩 ∀

关键词  盐酸小檗碱 ~毒蕈碱受体 ~乙酰胆碱

  多年前 ƒ∏µ¦«ª²··等人已证明乙酰胆碱k�≤«l

作用于血管内皮细胞膜上的 �2胆碱受体 o引起内皮

松弛因子k∞⁄� ƒl的释放 o进而作用于血管平滑肌 o

使后者产生松弛反应 ∀一旦血管失去了内皮 o�≤«

也就失去了松弛血管的作用 ∀有资料≈t 指出 }小剂

量的小檗碱有增强 �≤«的作用 o且能抑制大鼠心房

的胆碱酯酶 o但阿托品不能对抗其降压作用 ∀离体

大鼠肠系膜动脉条实验发现≈u  }小檗碱k�̈ µl可抑制

苯肾上腺素触发的血管收缩 os1st ∗ vs Λ°²̄ #�pt

�̈ µ可产生剂量依赖性的血管松弛作用 o而且这种

作用在去内皮细胞后被减弱 ∀姚伟星等发现≈v  �̈ µ

可使 �≤«在大鼠肛尾肌上的量效曲线右移 o最大反

应降低 o表现出非竞争性拮抗作用 ∀但上述实验中

均未排除 �̈ µ的 Α2受体阻断作用可能引起的效应 o

且 �̈ µ对血管内皮 �2受体的作用未见报道 ∀本文

用基本的离体动脉环实验研究 �̈ µ对血管内皮 �2

受体的作用 o以求从器官的功能性变化着手 o研究

�̈ µ对 �≤«系统的影响 ∀

材 料 与 方 法

实验动物  健康 ≥³µ¤ª∏̈2⁄¤º¯̈ ¼k≥⁄l大鼠kuss

∗ uxs ªl o�¤µ·̄¼豚鼠kuxs ∗ vss ªl o为中山医科大

学动物中心提供 o⎯ α兼用 ∀
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  实验药物  盐酸小檗碱k�̈ µl o由中国药品生物

制品检定所提供 o溶于双蒸水中 o调至 ³� z1w ~氯化

乙酰胆碱k�≤«l购于 ≥¬ª°¤公司 o溶于 x h磷酸二氢

钠溶液中 o避光储存 ~实验中所用药物均为分析纯 ∀

离体血管环制备  大鼠击昏后放血 o取胸主动

脉 o置于通以 |x h �u n x h ≤ �u 混合气体的 �µ̈¥¶

液中 o小心去除周围结缔组织后将血管剪成约 u1x

°°宽的血管环 o避免过度牵拉 o以防损伤内皮 ∀如

需要 o可用小镊轻轻磨擦血管环内表面以去除内皮

细胞 ∀将血管环放入含 �µ̈¥¶w °̄ 液的浴槽内 o静

息张力 t1x ªo持续通混合气体 ∀在 vz ε 下平衡 u

«o每 us °¬±换液一次 ∀正式实验前给予 �≤¯ tss

°°²̄#�pt激发血管环收缩 o以连续两次得到的最大

收缩反应之差小于 ts h为可利用血管 ∀以 �≤¯tss

°°²̄#�p t收缩血管环的峰值为标准值ktss h l o各

种药物对血管环的收缩强度以占标准值的百分比来

表示 ∀

离体气管螺旋条制备  豚鼠击头致毙 o立即分

离出气管 o每 u ∗ v个软骨剪一个螺旋环 o取半作一

标本 ∀将气管条放入盛有营养液的浴槽中 o其下端

用线固定于浴槽底部的通气管上 o上端用线连于张

力传感器 ∀恒温 vz ε o持续通混合气体 o负荷 v ª∀

稳定 t «k每 tx °¬±换液一次l后开始做实验 ∀每次

用药间隔 tx °¬±o每加一药接触 x °¬±o观察药物反

应 o然后换液 o待基线恢复后再给另一药 ∀

脑组织受体的制备  大白鼠断头后迅速取脑 o

去小脑和白质 o加入冰冷的 ×µ¬¶缓冲液 o制成匀浆 ∀

于 w ε ov sss µ# °¬±p t离心 x °¬±后 o弃沉淀 o取上
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清液于 w ε ot{ sss µ# °¬±p t离心 us °¬±o取沉淀再

以反应 ×µ¬¶液制成匀浆 ∀用 �²ºµ¼法测其蛋白质

含量后置液氮中储存备用 ∀

Σχατχηαρδ 图的制作  每个反应管中加入固定

浓度的膜蛋白 !不同浓度的标记配体k≈v � 2± ��o

比活度 t1xx ≅ tstu � #́°°²̄ p tl o在非特异性结合管

中另加入终浓度约为 t °°²̄ #�pt的阿托品 o补充

×µ¬¶缓冲液至总体积为 wss Λ̄ ∀上述反应管在 vs ε

水浴温孵 wx °¬±后 o用冰冷的缓冲液 x °̄ 终止反

应 o立即倒入铺有玻璃纤维滤片的滤器中 o减压抽

滤 ∀再冲洗 v次 o以洗去游离配体 ∀滤片在 {s ε 烘

干后置二甲苯闪烁液 w °̄ 中 o用液体闪烁计数器测

定滤片上的放射量 ∀特异性结合 }×�2�≥�∀以标记

配体的浓度为横坐标 o相应的特异结合浓度为纵坐

标 o绘制受体结合的饱和曲线 ∀

结 果

1  乙酰胆碱(ΑΧη)引起的血管舒张反应与内皮的

关系

用 ws °°²̄#�pt �≤¯引起血管环收缩 o待收缩

达峰稳定后 o累积加入 �≤«k终浓度为 s1st os1t o

t1s ots1s otss1s Λ°²̄#�ptl o使血管环产生浓度依

赖性舒张反应 ∀取下血管环 o用小镊小心磨擦内表

面以去除内皮细胞 o固定后稳定 vs °¬±o重复上述

步骤 o�≤«不再引起血管环的舒张 ∀

2  盐酸小檗碱(Βερ)对 40 µ µ ολ#Λ− 1 ΚΧλ预收缩的

动脉环的作用

在酚妥拉明预处理的血管环上 o用 ws °°²̄ #

�pt �≤¯引起血管环收缩 o待收缩达峰稳定后加入

�≤«k终浓度为 ts Λ°²̄ #�ptl引起血管舒张 ~冲洗

后稳定 vs °¬±o以不同浓度 �̈ µ代替 �≤«o重复上述

步骤 o发现低浓度 �̈ µ不能直接松弛血管环 o但当浓

度∴us Λ°²̄#�pt时 o�̈ µ可直接引起血管环浓度依

赖性的舒张反应k表 tl ∀当用 ts Λ°²̄ #�pt阿托品

阻断 �2受体及去除内皮细胞后 o�̈ µ和 �≤«的直接

舒张血管环作用均消失 ∀

3  盐酸小檗碱对 ΚΧλ预收缩后 ΑΧη舒张血管环反

应的影响

在酚妥拉明预处理的血管环上 o用 ws °°²̄ #

�pt �≤¯引起血管收缩 o待收缩达峰稳定后加入上

述浓度的 �≤«引起血管舒张 ~冲洗后仍用酚妥拉明

预处理 o在 �≤¯收缩达峰后加入不同浓度的 �̈ µots

°¬±后再加入 �≤«o发现 �̈ µ对 �≤«引起的血管环

的舒张反应有浓度依赖性的增强作用k表 ul ∀用阿

托品阻断 �2受体或去除内皮后 o�̈ µ的增强作用消

失 ∀

Ταβ 1  Ινηιβιτορψ αχτιον οφ βερβερινε(Βερ) ον ΚΧλ2

ινδυχεδ χοντραχτιον οφ τηε ενδοτηελιυµ2ινταχτ

τηοραχιχ αροτιχ ρινγσιν ρατσ( ν = 8)

�̈ µrΛ°²̄#�p t h � ¨̄¤¬¤·¬²±¬±§∏¦̈§¥¼ �̈ µ

    ts s

us ts qv{ ? { q{v 3 3

ws tx qzv ? y quz 3 3

ys t| qsv ? x qsv 3 3

{s uv qu| ? x qyw 3 3

tss ux qsv ? w qv{ 3 3

  hξ ? σq 3 3 Π� s1st √¶·«̈ ¤¦·¬± ²©ts Λ°²̄#�p t �̈ µq

Ταβ 2  Ινφλυενχε οφ βερβερινε ον ΑΧη2ινδυχεδ

ρελαξατιον οφ τηε ενδοτηελιυµ2ινταχτ τηοραχιχ αροτιχ

ρινγσιν ρατσ( ν = 8)

�̈ µrΛ°²̄#�p t h � ¨̄¤¬¤·¬²±¬±§∏¦̈§¥¼ �≤«

≤²±·µ²̄     u| qvy ? { qs|

s qsst vw qz| ? ts q{w 3 3

s qsts wt qyy ? { qwz 3 3

s qtss wy qtz ? z q{t 3 3

    hξ ? σq 3 3 Π� s1st √¶¦²±·µ²̄ q

4  离体气管螺旋条实验

磷酸组织胺 ts Λª#Λ̄
p tk终浓度l引起气管螺旋

条收缩 o证明气管功能状态良好 ∀ �≤« ts Λª#Λ̄
p t

k终浓度l引起气管条的收缩 o在反应达峰后加入

�̈ µus Λ°²̄#�pt o气管条进一步收缩 ∀冲洗稳定后

加入 �̈ µus Λ°²̄#�pt o引起气管条收缩 ~再累积加

入不同浓度的 �̈ µo使气管条产生浓度依赖性的收

缩反应 ∀用阿托品 ts Λ°²̄ # �pt阻断 �2受体后 o

�≤«和 �̈ µ均不再有收缩气管的作用 ∀以累积法制

备 �̈ µ收缩气管条的量效曲线 o冲洗后在浴槽内分

别加入阿托品 t ots ±°²̄#�p t o平衡 tx °¬±后重复

上述步骤 o得到另两条量效曲线 ∀比较这 v条曲线 o

发现阿托品使 �̈ µ收缩气管条的量效曲线平行右移

而最大反应不变k图 tl ∀按徐氏方法计算出 ³�u �

|1z| o|x h可信限为 {1|{ ∗ ts1yuk ν � yl ∀

5  放射配体2受体结合实验

≈v � 2± ��为毒蕈碱受体特异性的配体 o它与

脑组织中毒蕈碱受体结合的 �§值为 s1sz ±°²̄ #

�pt ∀而 �̈ µ可抑制≈v � 2± ��与毒蕈碱受体的结

合 o使其 �§值增大为 s1z ±°²̄#�p t o但 �°¤¬值不
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变k图 ul ∀ �̈ µ竞争性地与大鼠脑组织毒蕈碱受体

结合的 �≤xs值为 tz1{u Λ°²̄ # �p t o�¬值为 t1yw
Λ°²̄#�p t ∀

ƒ¬ª t  ∞©©̈¦·²© ¤·µ²³¬±̈ ²± ·«̈ ¦∏°∏̄¤·¬√¨ §²¶̈2
µ̈¶³²±¶̈ ¦∏µ√¨²© ¥̈µ¥̈µ¬±̈ k�̈ µl2¬±§∏¦̈§¦²±·µ¤¦·¬²±

²± µ¤··µ¤¦«̈ ¤¶·µ¬³¶q ο ) ο �²¤·µ²³¬±̈ ~ π2 2 2 π • ¬·«

t ±°²̄ # �pt ¤·µ²³¬±̈ ~ ϖ2 2 2ϖ • ¬·« ts ±°²̄ # �pt

¤·µ²³¬±̈ q

ƒ¬ª u  ≥¦¤·¦«¤µ§ ³̄²·¶ ²© ≈v �  2± �� ¥¬±§¬±ª ·²

°∏¶¦¤µ¬±¬¦µ̈¦̈³·²µ¶¬± µ¤·¥µ¤¬± «²°²ª̈ ±¤·̈ q ο ) ο

�² ¥̈µ¥̈µ¬±̈ ~ π ) π • ¬·« ¥̈µ¥̈µ¬±̈ ts Λ°²̄#�p t q

讨 论

在研究 �̈ µ对 �≤«系统的作用时 o为了避免

�̈ µ作用于血管平滑肌的 Α2受体引起血管舒张 o因

此在实验中用酚妥拉明 ts Λ°²̄#�pt对动脉环进行

预处理 ∀结果发现 }不同浓度 �≤«的舒张动脉环的

反应仅在内皮完整的情况下发生 o表明其舒张反应

是内皮细胞直接作用的结果 o即由于内皮细胞释放

∞⁄� ƒ 引起的≈w ox  ∀而 �̈ µ在较低浓度 ks1sst o

s1sts os1t Λ°²̄#�ptl时对 �≤«的舒张大鼠胸主动

脉环反应有浓度依赖性增强作用 ~当浓度超过 us

Λ°²̄#�pt时 o�̈ µ则对 �≤¯预收缩的动脉环有浓度

依赖性的直接松弛作用 ∀ �̈ µ的上述作用在去除内

皮或用阿托品阻断 �2受体后不再出现 ∀提示 �̈ µ

对血管环的直接舒张作用与 �≤«相似 o也是通过激

动内皮上的 �2受体 o释放 ∞⁄� ƒ 而引起的 o所以也

是内皮依赖性的 ∀至于低浓度的 �̈ µ对 �≤«作用

的影响推测可能是通过促进 ∞⁄� ƒ 的释放而产生

的 ∀

过去一直认为 �2激动剂和拮抗剂与受体是呈

单一的 !均匀的结合 ∀近十年来 o由于配基2受体结

合技术的应用与一系列新的选择性高的激动剂与拮

抗剂的合成 o在大量研究结果的基础上改变了对受

体认识的概念 o即药物与受体的结合不是单一的 o而

是存在复杂性及多样性 ∀近年克隆研究证明至少有

x种不同的 �2受体亚型≈y  ∀其中在血管内皮细胞

上介导 ∞⁄� ƒ释放的是 � v2受体亚型≈z  ∀此外 o� v

受体亚型还分布于气道平滑肌上 o介导气管收缩 ~分

布在上皮细胞 !粘膜下腺体 o促进腺体的分泌≈{  ∀

既然 �̈ µ可激动 �2受体而引起血管平滑肌的

松弛 o则可推想它可能对其它器官的 �2受体也有激

动作用 ∀如果有 o就多了一个支持 �̈ µ是 �2受体激

动剂的证据 ∀为此我们选用以 � v亚型为主的豚鼠

离体气管螺旋条标本观察 �̈ µ对气管 �2受体的作

用 ∀结果显示 �̈ µ使气管螺旋条产生浓度依赖性的

收缩 o阿托品可阻断这种作用 ~且阿托品使 �̈ µ收缩

气管条的量效曲线平行右移而最大反应不变 o表现

出竞争性抑制作用 ∀由此证实 �̈ µ是 �2受体激动

剂 o而阿托品是其竞争性拮抗剂 ∀

通过上述有关血管环与气管条的功能性实验 o

我们首次从宏观水平上证实 �̈ µ是 �2受体激动剂 o

为了获得直接证据 o选用放射配体2受体结合实验以

观察 �̈ µ与毒蕈碱受体的结合情况 ∀结果发现 �̈ µ

可抑制毒蕈碱受体的特异性配体≈v � 2± ��与大鼠

脑组织中毒蕈碱受体结合的程度 o在 ≥¦¤·¦«¤µ§图中

�̈ µ使≈v � 2± ��结合受体的 �§值增大而 �°¤¬值

不变 o其 �¬值为 t1y Λ°²̄#�pt o可知这种抑制是特

异性的竞争性抑制 ∀由此可认为 }�̈ µ是一个毒蕈

碱受体的特异性激动剂 o它对血管平滑肌的内皮依

赖性的松弛作用是其激动血管内皮上的 �2胆碱受

体的结果 o这是 �̈ µ舒张血管的作用机理之一 ∀
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