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褪黑素在诱发肠系膜动脉舒张过程中对
ＢＫＣａ 通道的直接作用机制
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[摘　 要] 　 目的　 探讨褪黑素(ＭＴ)在诱导血管舒张过程中对大电导钙激活钾通道(ＢＫＣａ通道)的直接作用机制ꎮ
方法　 选用 ８ 周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ麻醉后取肠系膜动脉ꎬ分别采用微血管张力测定和单通道膜片钳技术检测褪

黑素及其受体对血管张力和血管平滑肌细胞 ＢＫＣａ通道门控特性的影响ꎮ 结果　 (１)褪黑素本身对血管张力没有

显著影响ꎬ但是可引起去甲肾上腺素(ＮＥ)激动的肠系膜动脉呈浓度依赖性舒张ꎬ这种舒张作用可以被褪黑素受体

ＭＴ１ / ＭＴ２ 阻断剂 ２￣苯基￣Ｎ￣乙酰色胺(Ｌｕｚ)和 ＢＫＣａ通道特异性阻断剂 ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ( ＩｂＴＸ)不同程度地抑制ꎬ其中 ＩｂＴＸ
抑制作用更显著ꎮ (２)单通道膜片钳贴附式结果显示ꎬ褪黑素可引起肠系膜动脉平滑肌细胞 ＢＫＣａ 通道的开放概

率、平均开放时间显著增加ꎬ平均关闭时间显著降低ꎻＬｕｚ 可显著抑制褪黑素对 ＢＫＣａ通道的激活作用ꎮ (３)单通道

膜片钳内面向外模式结果同样显示ꎬ褪黑素可引起 ＢＫＣａ通道的开放概率、平均开放时间显著增加ꎬ平均关闭时间显

著降低ꎮ 结论　 褪黑素可诱发肠系膜动脉血管舒张ꎬ其中ꎬ褪黑素直接或通过受体作用间接激活平滑肌细胞 ＢＫＣａ

通道可能是其作用机制之一ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

Ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎ ｉｔｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ
ＬＩ Ｓｈａｎ￣Ｓｈａｎꎬ ＷＵ Ｙｉｎｇ
(Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｆｉｔｎｅｓｓ ａｎｄ Ｅｘｅｒｃｉｓｅꎬ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｓｐｏｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８４ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎻ　 Ｖａｓｏｄｉｌａｔａｔｉｏｎꎻ　 ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ] 　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ( ＭＴ) ｏｎ ｔｈｅ ｌａｒｇｅ￣ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｃａｌｃｉｕｍ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ (ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ) ｉｎ ｉｔｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ. 　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｅｉｇｈｔ￣ｗｅｅｋ￣
ｏｌｄ ｍａｌｅ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄꎬ ｔｈｅ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｒｅｍｏｖｅｄ.　 Ｔｈｅ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｙ ｔｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ
ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｔｅｎｓｉｏｎ ｔｅｓｔꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｓｉｎｇｌｅ ｃｈａｎｎｅｌ ｐａｔｃｈ ｃｌａｍｐ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 (１) ＭＴ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｔｅｎｓｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｉｔ ｃａｕｓｅｄ
ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ (ＮＥ). 　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ
ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｌｕｚｉｎｄｏｌｅ (Ｌｕｚ) ａｎｄ ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ(ＩｂＴＸ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＩｂＴＸ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｉｎｔｅｎｓｅ.　 (２) Ｔｈｅ ｒｅ￣
ｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｅｌｌ￣ａｔｔａｃｈｅｄ ｐａｔｃｈ ｃｌａｍｐ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ＭＴ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ
ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｅｎｉｎｇ ｔｉｍｅꎬ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｌｏｓｉｎｇ ｔｉｍｅꎻ Ｌｕｚ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ
ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ.　 (３)Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｓｉｄｅ￣ｏｕｔ ｐａｔｃｈ ｃｌａｍｐ ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＭＴ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｏｐｅｎ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｏｐｅｎｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｆ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｃｌｏｓｉｎｇ ｔｉｍｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＭＴ ａｃｔｉｖａｔｅｓ
ｔｈｅ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｏｆ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｒ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｏｒ ｉｎｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ｗｈｉｃｈ ｍａｙ ｂｅ
ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｏｆ ＭＴ ｏｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ.

　 　 褪黑素(ｍｅｌａｔｏｎｉｎꎬＭＴ)是由松果体分泌的一种 内源性吲哚类激素ꎬ能够调控昼夜节律ꎬ除此之外ꎬ

９２ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１８ 年第 ２６ 卷第 １ 期



还参与许多生理系统的调节ꎬ包括神经系统[１]、心
血管系统[２]以及能量代谢系统[３] 等ꎮ 其中ꎬ在对心

血管系统的调控中ꎬＭＴ 可以通过清除自由基、降低

血压、抑制胆固醇合成、改善内皮功能、调控血压等

多个方面提高心血管系统机能ꎬ防止动脉粥样硬

化、高血压等多种心血管疾病[４￣６]ꎮ 目前ꎬ已有研究

表明ꎬＭＴ 可以通过其受体作用ꎬ介导内皮细胞调节

一氧化氮释放ꎬ引起血管收缩[７] 或舒张[８]ꎬ同时ꎬ还
可以以非受体方式降低血压[９￣１０]ꎮ ＭＴ 受体分为核

受体和膜受体两种ꎬ其中ꎬ介导血管舒缩活动的主

要是膜受体的两种亚型 ＭＴ１ 和 ＭＴ２ꎬ二者已经被鉴

定均是 Ｇ 蛋白耦联受体[１１]ꎮ 血管舒缩活动除了受

内皮影响之外ꎬ平滑肌细胞也起到了至关重要的作

用ꎬ其中ꎬ大电导钙激活钾通道 ( ｌａｒｇｅ￣ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ
ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬＢＫＣａ)的激活是

平滑肌舒张过程中重要的环节之一ꎮ 平滑肌细胞

去极化收缩时ꎬ膜上的 Ｃａ２＋通道开放ꎬＣａ２＋内流引起

胞内 Ｃａ２＋浓度升高ꎬ激活 ＢＫＣａ通道ꎬ引起细胞膜超

级化从而使平滑肌细胞舒张[１２]ꎮ 最新研究表明ꎬ
ＭＴ 是一种脂溶性物质ꎬ可以通过简单扩散的方式

在几秒内快速进入或离开细胞[１３]ꎮ 因此ꎬＭＴ 是否

可以不通过受体激活的信号通路而直接作用于

ＢＫＣａ通道ꎬ调节血管的舒缩活动ꎬ目前尚未有定论ꎮ
本研究旨在探讨 ＭＴ 在诱导血管舒张过程中对 ＢＫＣａ

通道的作用机制ꎬ进一步了解 ＭＴ 在调控血压中发

挥的作用ꎬ为动脉粥样硬化、高血压等心血管疾病

的防治提供新的理论依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验动物

８ 周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠ꎬ体重 ２００±２０ ｇꎬ由北京

维通利华实验动物技术有限公司提供ꎮ 分笼饲养ꎬ
自由饮食饮水ꎬ温度控制在 ２４℃左右ꎬ以国家标准

啮齿类动物常规饲料喂养ꎮ
１.２　 药品和试剂

ＭＴ、去甲肾上腺素 ( ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅꎬＮＥ)、２￣苯
基￣Ｎ￣乙酰色胺( ｌｕｚｉｎｄｏｌｅꎬＬｕｚ)、ｉｂｅｒｉｏｔｏｘｉｎ ( ＩｂＴＸ)、
Ｌ￣ＮＡＭＥ、牛血清白蛋白、ＤＤＴ、胶原酶 Ｆ、胶原酶 Ｉ￣
Ｓ、ＥＧＴＡ、ＨＥＰＥＳ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ木瓜蛋白酶购自

Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ 公司ꎬ其余均为国产试剂ꎮ
１.３　 离体微血管张力测定

大鼠腹腔注射戊巴比妥钠(１００ ｍｇ / ｋｇ)麻醉ꎬ
开腹腔取肠系膜动脉ꎬ置于冰 Ｋｒｅｂｓ 缓冲液中ꎬ去除

脂肪组织ꎬ取第 ２~３ 级肠系膜动脉ꎬ剪成 ２ ｍｍ 血管

环ꎬ用钨丝固定于 ＤＭＴ(Ｄａｎｉｓｈ Ｍｙｏ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公

司ꎬ丹麦)浴槽中ꎬ分别与调节标尺和张力换能器相

连ꎬ调节基础张力在 １ ｍＮ 左右ꎬ平衡 １０ ｍｉｎꎮ Ｋｒｅｂｓ
缓冲 液 成 分: ＮａＣｌ １３２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＫＣｌ ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ＮａＨ２ＰＯ４ １. ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＭｇＣｌ２ １. ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＣａＣｌ２
２.５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ葡萄糖 １１.２ ｍｍｏｌ / ＬꎬＮａＨＣＯ３１３.５ ｍｍｏｌ / Ｌ
和 ＥＤＴＡ ０.０２５ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ

待张力稳定后ꎬ用 ６０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ 预收缩血管ꎬ
用以评定血管活性ꎬ并以此作为 １００％最大收缩张

力ꎮ 加入一氧化氮合酶(ｅＮＯＳ)抑制剂 Ｎω￣硝基￣Ｌ￣
精氨酸甲酯 ( Ｌ￣ＮＡＭＥꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ之后分为三

组:(１)用 ＮＥ (１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)预收缩血管达到平台

后ꎬ按浓度梯度加入 ＭＴ(１０－７ ~１０－３ ｍｏｌ / Ｌ)ꎮ (２)加
入 ＢＫＣａ通道阻断剂 ＩｂＴＸ(１０－８ ｍｏｌ / Ｌ)后ꎬ再用 ＮＥ
(１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)预收缩血管达到平台后ꎬ按浓度梯度

加入 ＭＴ(１０－７ ~１０－３ ｍｏｌ / Ｌ)ꎮ (３)加入 ＭＴ１ / ＭＴ２ 受

体阻 断 剂 Ｌｕｚ ( ２ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌ ) 后ꎬ 再 用 ＮＥ
(１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)预收缩血管达到平台后ꎬ按浓度梯度

加入 ＭＴ(１０－７ ~１０－３ ｍｏｌ / Ｌ)ꎮ
１.４　 肠系膜动脉平滑肌细胞分离

大鼠麻醉后取肠系膜动脉ꎬ置于不含 Ｃａ２＋的冰

生理盐水缓冲液Ⅰ(ＰＳＳⅠ)中ꎬ剥离脂肪组织ꎬ取第

２~３ 级肠系膜动脉ꎬ剪成 ０.５~１ ｍｍ 的组织片ꎬ静置

１０ ｍｉｎꎬ转移至含有木瓜蛋白酶(Ｐａｐａｉｎꎬ０.３ ｇ / Ｌ)、
牛血清白蛋白(ＢＳＡꎬ１ ｇ / Ｌ)和 ＤＤＴ( ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌꎬ
１ ｇ / Ｌ)的 ＰＳＳⅠ中ꎬ于 ３７℃消化 ３０ ｍｉｎꎬ然后再转移

至含有胶原酶 ＴｙｐｅＦ(１.５ ｇ / Ｌ)、ＴｙｐｅＩ￣Ｓ(１ ｇ / Ｌ)的

ＰＳＳⅠ中ꎬ于 ３７℃消化 ２０ ｍｉｎꎮ 然后将组织用 ＰＳＳ
Ⅱ洗涤 ３~４ 次ꎬ并用钝头胶头滴管轻轻吹打 ２０~ ３０
次ꎬ制备成细胞悬浮液ꎬ于 ４℃保存备用ꎮ ＰＳＳⅠ成

分: ＮａＣｌ １３７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＫＣｌ ５. ６ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＭｇＣｌ２
１ ｍｍｏｌ / ＬꎬＨＥＰＥＳ １０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＧｌｕｃｏｓｅ １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
硝普钠 ０.０３ ｍｍｏｌ / ＬꎬＮａＯＨ 调 ｐＨ 至 ７.４ꎮ ＰＳＳⅡ成

分: ＮａＣｌ １３７ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＫＣｌ ５. ６ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＭｇＣｌ２
１ ｍｍｏｌ / ＬꎬＨＥＰＥＳ １０ ｍｍｏｌ / ＬꎬＧｌｕｃｏｓｅ １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
Ｎａ２ＨＰＯ４ ０. ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ＮａＨ２ＰＯ４ ０. ４ ｍｍｏｌ / Ｌ (通

９９.９％ Ｏ２ ４０ ｍｉｎ)ꎬＮａＯＨ 调 ｐＨ 至 ７.３~７.４ꎮ
１.５　 ＢＫＣａ通道电流记录

将细胞悬浮液置于浴槽中ꎬ静置贴壁 １５ ｍｉｎꎮ
记录电极 ( ＢＦ１５０￣８６￣１０ꎬ Ｓｕｔｔｅｒ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔꎬ ＵＳＡꎻ
ＩＤ: ０. ８６ ｍｍꎬ ＯＤ: １. ５０ ｍｍ) 采用垂直拉制仪

(ＰＣ１０ꎬ Ｎａｒｉｓｈｉｇｅꎬ Ｊａｐａｎ)进行两步拉制ꎬ并用抛光

仪(ＭＦ￣８３０ꎬ Ｎａｒｉｓｈｉｇｅꎬ Ｊａｐａｎ)进行抛光ꎬ充满溶液

０３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １ꎬ２０１８



时电阻为 １０~１５ ＭΩꎮ
实验分别采用膜片钳贴附式和内面向外模式

进行单通道记录ꎮ 电极内灌入电极内液ꎬ置于电极

夹持器上ꎬ给予一定正压后ꎬ入液ꎮ 当电极贴到细

胞表面时ꎬ给予负压ꎬ电流下降为一条直线时ꎬ即形

成高阻封接ꎬ此时可进行膜片钳贴附式记录ꎮ 在内

面向外模式中ꎬ还需将电极轻轻提起ꎬ暴露在空气

中数秒后再入液ꎬ此时可进行膜片钳内面向外记

录ꎮ 使用 Ａｘｏｎ７００Ｂ 放大器放大电流ꎬ以 １０ ｋＨｚ 采

样ꎬ并用 ８ 极 Ｂｅｓｓｅｌ 滤波器以 ２ ｋＨｚ 进行滤波ꎮ
在贴附式和内面向外膜片钳记录模式中ꎬ细胞

内外液均为对称性高 Ｋ＋(１４５ ｍｍｏｌ / Ｌ)溶液ꎮ 浴液

成分为 ＫＣｌ ４５ ｍｍｏｌ / ＬꎬＫ￣Ａｓｐ １００ ｍｍｏｌ / ＬꎬＥＧＴＡ
１ ｍｍｏｌ / ＬꎬＨＥＰＥＳ １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ Ｇｌｕｃｏｓｅ ５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
ＫＯＨ 调 ｐＨ 至 ７.４ꎮ 加入 ＣａＣｌ２ 以控制浴液中的游离

Ｃａ２＋浓度ꎬ通过ＷｉｎＭＡＸＣ 软件(Ｃｈｒｉｓ Ｐａｔｔｏｎꎬ Ｓｔａｎｆｏｒｄ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ)计算ꎮ 电极内液成分为 ＫＣｌ １００ ｍｍｏｌ / ＬꎬＫ￣
Ａｓｐ ４５ ｍｍｏｌ / ＬꎬＥＧＴＡ １ ｍｍｏｌ / ＬꎬＨＥＰＥＳ １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ
Ｇｌｕｃｏｓｅ ５ ｍｍｏｌ / ＬꎬＫＯＨ调 ｐＨ至 ７.４ꎮ
１.６　 统计学处理方法

统计数据采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ应用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软

件、Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０.０、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 进行数据处理和统

计分析ꎮ 统计方法采用单因素方差分析ꎬ然后进行

多重比较的 Ｔｕｋｅｙ 事后检验或配对 ｔ 检验ꎬ显著性

水平 Ｐ<０.０５ 时ꎬ结果具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＭＴ 对肠系膜动脉血管反应性的影响

在对照组中ꎬ加入 Ｌ￣ＮＡＭＥ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)后ꎬ以
ＮＥ( １０－５ ｍｏｌ / Ｌ) 激动血管收缩达到最大后ꎬ ＭＴ
(１０－７ ~１０－３ ｍｏｌ / Ｌ)可引起血管呈浓度依赖性舒张ꎻ
在 ＮＥ 之前加入 ＩｂＴＸ(１０－８ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬＭＴ(１０－７ ~ １０－３

ｍｏｌ / Ｌ)引起血管呈浓度依赖性舒张ꎬ与对照组相

比ꎬ其舒张幅度下降显著(Ｐ<０.０１)ꎬ说明在 ＭＴ 引

起血管舒张过程中ꎬＢＫＣａ通道在其中起到了重要的

作用ꎻ在 ＮＥ 之前加入 Ｌｕｚ (２ × １０－６ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬＭＴ
(１０－７ ~１０－３ ｍｏｌ / Ｌ)引起血管呈浓度依赖性舒张ꎬ与
对照组相比ꎬ其舒张幅度显著下降(Ｐ<０.０５)ꎬ说明

ＭＴ 引起血管舒张过程中ꎬ一定程度上是通过 ＭＴ１ /
ＭＴ２ 受体作用的(图 １)ꎮ

图 １. ＭＴ 对肠系膜动脉血管反应性的影响(ｎ＝ ８)　 　 Ａ 为加入 Ｌ￣ＮＡＭＥ 后ꎬ用 ＮＥ 激动血管收缩后按浓度递增给予 ＭＴ 后测得的张力

实测图ꎻＢ 为加入 Ｌ￣ＮＡＭＥ 后ꎬ再加入 ＩｂＴＸꎬ用 ＮＥ 激动血管收缩后按浓度递增给予 ＭＴ 后测得的张力实测图ꎻＣ 为加入 Ｌ￣ＮＡＭＥ 后ꎬ再加入

Ｌｕｚꎬ用 ＮＥ 激动血管收缩后按浓度递增给予 ＭＴ 后测得的张力实测图ꎻＤ 为不同药物作用下ꎬＮＥ 激动后肠系膜动脉对 ＭＴ 的舒张反应曲线统计

图ꎬ纵坐标 ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ(％ＮＥ)代表以 ＮＥ(１０－５ ｍｏｌ / Ｌ)为 １００％最大反应ꎬｐＩＣ５０ 代表达到 ５０％抑制效果时ꎬ药物的平均有效浓度的负对数ꎬ表示血

管对药物的敏感程度ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｏｎ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ(ｎ＝ ８)
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２.２　 ＭＴ 对单通道膜片钳贴附式下 ＢＫＣａ通道的门

控特性影响

与对照组(无 ＭＴ)相比ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 刺激下

ＢＫＣａ通道的电导没有显著变化ꎬ在 ＭＴ 之前加入 Ｌｕｚ
(２×１０－６ ｍｏｌ / Ｌ)发现ꎬ无论是对照组(无 ＭＴ)还是

１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 组ꎬＢＫＣａ通道的电导亦没有显著差

异(表 １)ꎮ 说明无论是 ＭＴ 还是 Ｌｕｚ 对 ＢＫＣａ通道的

电导均没有显著影响ꎮ
与对照组(无 ＭＴ)相比ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 刺激下

ＢＫＣａ通道的开放概率(Ｐｏ)、平均开放时间(Ｔｏ)均有

显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ平均关闭时间(Ｔｃ)有显著降低

(Ｐ<０.０１)ꎬ说明 ＭＴ 对 ＢＫＣａ通道具有激活作用ꎮ 与

对照组(无 ＭＴ)相比ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ＋Ｌｕｚ 组 ＢＫＣａ

通道的开放概率(Ｐｏ)、平均开放时间(Ｔｏ)均有显著

增加(Ｐ<０.０１)ꎬ平均关闭时间(Ｔｃ)有显著降低(Ｐ<
０.０１)ꎻ而与 １００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 组相比ꎬ １００ μｍｏｌ / Ｌ
ＭＴ＋Ｌｕｚ 组 ＢＫＣａ通道的开放概率(Ｐｏ)显著降低(Ｐ<
０.０１)ꎬ平均关闭时间(Ｔｃ)有显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ说
明 ＭＴ 在一定程度上是通过其受体作用而增加 ＢＫＣａ

通道的活性(图 ２)ꎮ

表 １. 贴附式模式下 ＭＴ 及其受体阻断剂 Ｌｕｚ 对 ＢＫＣａ通道

电导的影响(ｐＳ)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＴ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｌｏｃｋｅｒ Ｌｕｚ ｏｎ
ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｉｎ ｃｅｌｌ￣ａｔｔａｃｈｅｄ ｐａｔｃｈ ｃｌａｍｐ(ｐＳ)

ＭＴ(μｍｏｌ / Ｌ) (－)Ｌｕｚ(ｎ＝ ８) (＋)Ｌｕｚ(ｎ＝ ８)

０ ２７０.８±２４.５ ２６８.６±２５.８
１００ ２８１.２±２７.８ ２７２.３±２４.７

图 ２. 单通道贴附式模式下ＭＴ 和 Ｌｕｚ 对 ＢＫＣａ通道门控特性的影响(ｎ＝ ８)　 　 Ａ 为膜片钳贴附式记录模式示意图ꎻＢ 为在对称性高

Ｋ＋溶液(１４５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ[Ｃａ２＋] ｆｒｅｅ为 ０.１ μｍｏｌ / Ｌꎬ钳制电压为－４０ ｍＶ 的情况下ꎬＭＴ 和 Ｌｕｚ 的加入对 ＢＫＣａ通道门控特性的影响ꎻＣ 为 ＭＴ 和 Ｌｕｚ

作用下 ＢＫＣａ通道的开放概率(Ｐｏ)、平均开放时间(Ｔｏ)、平均关闭时间(Ｔｃ)直方图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组(无 ＭＴ)相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １００

μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＴ ａｎｄ Ｌｕｚ ｏｎ ｇａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ ｃｅｌｌ￣ａｔｔａｃｈｅｄ ｐａｔｃｈ ｃｌａｍｐ(ｎ＝ ８)

２.３　 ＭＴ 对单通道膜片钳内面向外模式下 ＢＫＣａ通

道的门控特性影响

与对照组(无 ＭＴ)相比ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 刺激下

ＢＫＣａ通道的电导没有显著变化ꎬ开放概率 (Ｐｏ)、平
均开放时间(Ｔｏ)显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬ平均关闭时间

(Ｔｃ)显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ说明 ＭＴ 对 ＢＫＣａ通道的电

导均没有显著影响ꎬ但是对 ＢＫＣａ通道的活性具有显

著影响ꎬ可以不通过受体介导的信号通路而直接作

用于 ＢＫＣａ通道ꎬ使 ＢＫＣａ通道活性增加(图 ３)ꎮ
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图 ３. 单通道内面向外模式下 ＭＴ 对 ＢＫＣａ通道门控特性的影响(ｎ ＝ ８) 　 　 Ａ 为膜片钳内面向外记录模式示意图ꎻＢ 为在对称性高

Ｋ＋溶液(１４５ ｍｍｏｌ / Ｌ)、[Ｃａ２＋] ｆｒｅｅ为 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ、钳制电压为－４０ ｍＶ 的情况下ꎬＭＴ(１００ μｍｏｌ / Ｌ)对 ＢＫＣａ通道电流的影响ꎻＣ 为 ＭＴ 作用下 ＢＫＣａ

通道的电导、开放概率(Ｐｏ)、平均开放时间(Ｔｏ)、平均关闭时间(Ｔｃ)直方图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组(无 ＭＴ)相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＭＴ ｏｎ ｇａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＢＫＣａ ｃｈａｎｎｅｌｓ ｉｎ ｉｎｓｉｄｅ￣ｏｕｔ ｐａｔｃｈ ｃｌａｍｐ(ｎ＝ ８)

３　 讨　 论

褪黑素(ＭＴ)是由松果体分泌的一种能调控多

种生理机能的吲哚类激素ꎮ 已有研究表明ꎬＭＴ 可

以通过结合受体 ＭＴ１ / ＭＴ２ꎬ激活相关信号通路ꎬ调
控血管的舒缩活动ꎮ 本研究最新发现ꎬＭＴ 还可以

不经过受体激活的信号通路ꎬ直接作用于 ＢＫＣａ 通

道ꎬ引起平滑肌细胞舒张ꎬ进而使血管舒张ꎮ
本研究显示ꎬ抑制 ｅＮＯＳ 后ꎬＭＴ 可以引起 ＮＥ 激

动的肠系膜动脉呈浓度依赖性舒张ꎬ加入 Ｌｕｚ 后ꎬ
ＭＴ 引起的肠系膜动脉浓度依赖性舒张幅度显著下

降ꎬ浓度剂量曲线右移ꎬ说明 ＭＴ 可以诱导肠系膜动

脉平滑肌细胞舒张ꎬ且这种诱导作用一定程度上是

通过ＭＴ 受体作用的ꎮ 此外ꎬ在 ＮＥ 激动肠系膜动脉

血管收缩之前ꎬ加入 ＩｂＴＸꎬＭＴ 引起的血管舒张幅度

与对照组相比显著下降ꎬ且与＋Ｌｕｚ 组相比也呈显著

下降趋势ꎬ浓度剂量曲线在三组中位于最右侧ꎬ这
说明在 ＭＴ 诱导的肠系膜动脉平滑肌细胞舒张过程

中ꎬＢＫＣａ通道在其中起到了重要的作用ꎬ同时发现ꎬ
ＭＴ 通过 ＢＫＣａ通道诱导肠系膜动脉平滑肌细胞舒张

并不完全是通过受体介导的ꎮ 综合过去的研究ꎬ
Ｗｅｅｋｌｅｙ 等人[１４￣１５]在对 ＳＤ 大鼠主动脉、乳牛的肺动

脉的研究中发现ꎬＭＴ 可以引起 ３０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ 激动

的动脉血管呈浓度依赖性舒张ꎬ这与本研究结果一

致ꎮ 同样ꎬＴｉｎｇ 等[１６] 人的研究也发现ꎬ高浓度 ＭＴ

可以引起血栓素激动的猪冠状动脉、肺动脉或结肠

边缘动脉收缩幅度下降ꎮ 然而ꎬＧｅａｒｙ 等[１７] 人在对

大鼠尾动脉的研究中却发现ꎬ１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的 ＭＴ 可

以增强 ＮＥ 激动的尾动脉收缩ꎬ并且在 ＢＫＣａ通道开

放剂 ＮＳ１６１９ 存在的情况下ꎬ１００ ｎｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 可以显

著抑制 ＢＫＣａ通道活性ꎮ Ｇｅａｒｙ 等[１８] 人在对大鼠的

脑动脉进行离体血管压力直径检测中发现ꎬＭＴ 以

浓度依赖的方式减小脑动脉管腔直径ꎬ并且这种效

应可被 Ｌｕｚ 所抑制ꎮ Ｄｏｏｌｅｎ 等人[１９] 在对大鼠的尾

动脉研究中发现ꎬＭＴ 的两种受体 ＭＴ１ 和 ＭＴ２ 介导

的作用并不相同ꎮ ＭＴ 与 ＭＴ１ 结合ꎬ可抑制 ｃＡＭＰ
和 ＰＫＡ 水平ꎬ从而抑制 ＢＫＣａ通道的激活ꎬ引起血管

收缩反应ꎻＭＴ 与 ＭＴ２ 结合ꎬ可诱导磷脂酰肌醇￣４ꎬ５￣
二磷酸水解ꎬ产生三磷酸肌醇和二酰基甘油ꎬ使胞

内钙增多ꎬ从而激活 ＢＫＣａ 通道ꎬ引起血管舒张反

应[２０]ꎮ 因此ꎬＭＴ 引起不同的血管产生相反反应的

原因可能是激活了不同的受体导致的ꎮ
为了进一步验证这一发现ꎬ本研究进行了单通

道膜片钳实验ꎮ 在贴附式中发现ꎬ加入 １００ μｍｏｌ / Ｌ
ＭＴ 后ꎬ与对照组(无 ＭＴ)相比ꎬＢＫＣａ通道的开放概

率和平均开放时间显著增加ꎬ平均关闭时间显著下

降ꎬ说明 ＭＴ 可以显著增加 ＢＫＣａ通道的活性ꎮ 而在

对照＋Ｌｕｚ 组ꎬ与对照组相比ꎬＢＫＣａ通道的开放概率、
平均开放时间和平均关闭时间均无显著变化ꎬ说明

ＭＴ 受体阻断剂 Ｌｕｚ 对 ＢＫＣａ通道的活性没有影响ꎮ
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与 ＭＴ 组相比ꎬＭＴ＋Ｌｕｚ 组的开放概率显著降低ꎬ平
均关闭时间显著增加ꎬ说明 ＭＴ 对 ＢＫＣａ通道的激活

作用在一定程度上是通过其受体 ＭＴ１ 或 ＭＴ２ 作用

的ꎮ 而与对照组相比ꎬＭＴ＋Ｌｕｚ 组的开放概率、平均

开放时间显著增加ꎬ平均关闭时间显著降低ꎬ说明

Ｌｕｚ 并没有完全抑制 ＭＴ 对 ＢＫＣａ通道的激活作用ꎬ
除受体介导的信号通路之外ꎬＭＴ 可能还有其他途

径激活 ＢＫＣａ通道ꎮ
有文献报道称ꎬＭＴ 是一种脂溶性物质ꎬ其膜通

透性非常高[２１]ꎮ Ｙｕ 等[１３]人比较了活细胞中 ＭＴ 和

５￣羟色胺(５￣ＨＴ)的质膜渗透性ꎬ利用吲哚胺的光学

吸收、荧光和氧化能力以及相似模型化合物的脂质

溶解度和已知渗透性来估计渗透系数ꎬ发现 ＭＴ 膜

通透性远远高于 ５￣ＨＴꎬ并且可以通过简单扩散的方

式在几秒钟内通过细胞膜进入细胞ꎮ 由此推测ꎬＭＴ
除了通过受体介导的信号通路激活 ＢＫＣａ通道之外ꎬ
是否可以直接对 ＢＫＣａ通道起到激活作用ꎮ 为了验

证以上猜想ꎬ本研究又采用了单通道膜片钳内面向

外模式记录 ＢＫＣａ 通道的电流情况ꎮ 与对照组(无
ＭＴ)相比ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ ＭＴ 可以显著增加 ＢＫＣａ通道

的开放概率和平均开放时间ꎬ显著降低 ＢＫＣａ通道的

平均关闭时间ꎬ说明 ＭＴ 可以不经过受体介导的信

号通路而直接激活 ＢＫＣａ通道ꎮ
综上所述ꎬＭＴ 可以诱导肠系膜动脉呈现浓度

依赖性舒张ꎬ其中ꎬＢＫＣａ通道在其中起到了至关重要

的作用ꎻＭＴ 可以直接或者通过与其受体 ＭＴ１ / ＭＴ２
结合间接激活 ＢＫＣａ通道ꎬ引起血管舒张ꎬ降低高血

压、动脉粥样硬化等心血管疾病的发病风险ꎮ
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