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摘要：采用 Ｆｕｒａ２荧光测定胞浆游离 Ｃａ２＋浓度
（［Ｃａ２＋］ｉ）变化技术，在培养的牛脑中动脉平滑肌细胞
上，观察电压依赖Ｃａ２＋通道（ＶＤＣＣ）抑制药尼莫地平，
非电压依赖 Ｃａ２＋通道（ＮＶＤＣＣ）ＳＫ＆Ｆ９６３６５以及 Ｃｌ－

通道抑制药呋塞米，印防己毒素对 ＡＴＰ引起的
［Ｃａ２＋］ｉ反应的影响．实验表明 ＡＴＰ可使［Ｃａ２＋］ｉ呈
现双相升高反应，即快速峰相及随后持续稳定的平

台相．尼莫地平，ＳＫ＆Ｆ９６３６５及印防己毒素对ＡＴＰ触
发的Ｃａ２＋内流无明显影响，而呋塞米能呈浓度依赖
性地抑制ＡＴＰ触发的 Ｃａ２＋内流．提示ＡＴＰ触发的牛
脑中动脉平滑肌细胞Ｃａ２＋内流是经 ＳＫ＆Ｆ９６３６５不敏
感的ＮＶＤＣＣ，与呋塞米敏感的Ｃｌ－通道开放有关．
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脑血管收缩，痉挛是脑血管疾病的重要病理变

化之一．脑血管平滑肌细胞在血管活性物质，如
ＡＴＰ，５ＨＴ，神经肽，血红蛋白及其代谢物等刺激
下，导致胞浆Ｃａ２＋浓度（［Ｃａ２＋］ｉ）升高，继而使脑血
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管平滑肌收缩［１］．而持续性［Ｃａ２＋］ｉ升高，主要与胞
膜通道开放引起的Ｃａ２＋内流相关．同外周血管平滑
肌一样，脑血管平滑肌细胞（ＳＭＣｓ）存在电压依赖性
Ｃａ２＋通道（ｖｏｌｔａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔＣａ２＋ ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＶＤＣＣ）和
非电压依赖性 Ｃａ２＋通道（ｎｏｎｖｏｌｔａｇｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔＣａ２＋

ｃｈａｎｎｅｌｓ，ＮＶＤＣＣ），目前通常把ＮＶＤＣＣ简单认为是
受体操纵性 Ｃａ２＋通道（ｒｅｃｅｐｔｏｒｏｐｅｒａｔｅｄＣａ２＋ ｃｈａｎ
ｎｅｌｓ，ＲＯＣＣ）．但与外周血管平滑肌细胞相比，在脑
血管平滑肌细胞上的 Ｃａ２＋内流，ＲＯＣＣ比 ＶＤＣＣ更
为重要［２］．在外周血管平滑肌细胞，Ｃｌ－通道的开
放可促进Ｃａ２＋内流［３］．脑血管平滑细胞的 Ｃａ２＋内
流似乎亦为 Ｃｌ－通道参与，因为一些 Ｃｌ－通道阻断
剂如 ＡＰＰＢ，９ＡＣ及氟芬那酸（氟灭酸，ｆｌｕｆｅｎａｍｉｃ
ａｃｉｄ），可减弱大鼠脑血管平滑肌细胞的 Ｃａ２＋电流
及抑制压力引起的收缩反应［４，５］．但目前对脑血管
平滑肌细胞 Ｃａ２＋内流和相关 Ｃａ２＋通道特性，及其
与Ｃｌ－通道之间的关系，尚未完全了解．本研究采
用Ｆｕｒａ２荧光测定［Ｃａ２＋］ｉ技术在培养的牛脑中动
脉平滑肌细胞上，观察不同Ｃａ２＋通道阻断剂及 Ｃｌ－

通道阻断剂对 ＡＴＰ触发 Ｃａ２＋内流的影响，从而探
索Ｃａ２＋内流，Ｃａ２＋通道及Ｃｌ－通道之间关系．

１ 材料与方法

１．１ 标本

乳牛脑由广州市奶牛研究所提供（纯种荷斯坦

牛）．
１．２ 试剂

Ｆｕｒａ２／ＡＭ，牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕ
ｍｉｎ，ＢＳＡ）购于 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司；ＤＭＥＭ／
Ｆ１２购于ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；尼莫地平（ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ）购于

Ｂａｙｅｒ公司；ＳＫ＆Ｆ９６３６５购于ＢｉｏｍｏｌＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｓ公
司；呋噻米（ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅ），印防己毒素（ｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎ）购
于ＲＢＩ公司；ＡＴＰ，胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ），ＨＥＰＥＳ，Ｔｒｉ
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ｔｏｎＸ１００，乙二醇双（２氨基乙醚）四乙酸〔ｅｔｈｙｌｅｎｅ
ｇｌｙｃｏｌ（βａｍｉｎｏｅｔｈｙｌｅｔｈｅｒ）Ｎ，Ｎ，Ｎ，Ｎｔｅｔｒａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，
ＥＧＴＡ〕，二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购于
Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＦＣＳ）购于杭
州四季青生物研究所．其余试剂均为国产分析纯．
１．３ 仪器

ＣＯ２培养箱（美国 Ｎａｐｃｏ６１００型）；倒置相差显
微镜（重庆光学仪器厂）；ＲＦ５０００荧光分光光度计
（日本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；ＣＧ８１７ＰＨ计（ＳｃｈｏｔｔＧｅｒａｔｅ公
司）．
１．４ 牛脑血管平滑肌分离与细胞培养

新生１～２ｄ健康小牛，处死后，无菌条件下取
出全脑，仔细分离出大脑中动脉条，放入含有抗菌

素（青霉素 １００ｋＵ·Ｌ－１，链霉素 １００ｍｇ·Ｌ－１），１％
ＢＳＡ的ＤＭＥＭ／Ｆ１２营养液中，在倒置显微镜下剪去
分枝，小心去除血管周围结缔组织及外膜，然后纵

向剪开管腔，去除血块和内皮，再把血管剪成 １
ｍｍ３左右大小，植入１５ｍＬ培养瓶中，各块间隔约１
ｍｍ２，均匀分散平铺瓶底，放入３７℃含５％ＣＯ２培养
箱中，待组织块贴壁后，加入含 ２０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液，覆盖组织块静置培养．１０ｄ左右
见有细胞从组织块边缘跳出，去除组织块，换液，

待２０ｄ左右细胞融合成片，长满瓶底，进行传代．
传 代时倒去营养液，ＰＢＳ洗涤１次，用消化液
（０．０５％胰蛋白酶＋０．５３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ）在３７℃消
化贴壁细胞，镜下见细胞收缩变圆，立即倒去消化

液，加含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２营养液终止反
应，轻轻吹打使之形成细胞悬液，以（３～５）×１０８

Ｌ－１细胞密度分装入新的培养瓶进行传代培养．２～
３ｄ换液１次，７ｄ左右细胞长满瓶底，再依同法做
传代培养．所有实验均采用第 ２～４代血管平滑肌
细胞．
１．５ ［Ｃａ２＋］ｉ测定
１．５．１ 培养细胞悬液制备及Ｆｕｒａ２／ＡＭ负载

取培养的２～４代融合率７０％～８０％的单层血管
平滑肌细胞，用 ＨＢＳＳ缓冲液（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：ＫＣｌ５．０，
ＫＨ２ＰＯ４０．３，ＮａＣｌ１３８．０，ＮａＨＣＯ３４．０，Ｎａ２ＨＰＯ４
０．３，葡萄糖 ５．６，ｐＨ７．４）清洗２遍，加入含０．０５％
胰蛋白酶和０．５３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ的ＨＢＳＳ缓冲液消
化贴壁细胞后，用含血清的营养液终止反应制成细

胞悬液，离心（３５０×ｇ，２ｍｉｎ），收集细胞，台盼蓝
染色实验证实活细胞在９０％以上，取出１份重悬于
ＨＢＳＳ缓冲液中（细胞密度 １０９Ｌ－１），作为细胞自身

荧光测定，其余用 Ｆｕｒａ２／ＡＭ（终浓度为 ２μｍｏｌ·
Ｌ－１）的负载液（０．０５％ ＢＳＡ＋ＤＭＥＭ／Ｆ１２）重悬细胞，
然后放入 ３７℃ ＣＯ２培养箱中负载 ４５ｍｉｎ，每隔 １５
ｍｉｎ轻轻晃动１次．
１．５．２ Ｆｕｒａ２／ＡＭ荧光测定［Ｃａ２＋］ｉ

按本实验建立的方法进行［６］，简述如下：负载

完毕后，离心（３５０×ｇ，２ｍｉｎ），收集细胞，将细胞
沉淀以含０．１％ＢＳＡ的ＢＳＳ测定液（ｍｍｏｌ·Ｌ－１：ＮａＣｌ
１３０．０，ＫＣｌ５．０，ＨＥＰＥＳ２０．０，葡萄糖 １０．０，ＭｇＣｌ２
１．０，ＣａＣｌ２１．５，ｐＨ７．４）重悬细胞，离心洗涤２遍，
再按１０９Ｌ－１细胞密度重悬于ＢＳＳ测定液中，室温下
放置１０ｍｉｎ，３７℃温育２ｍｉｎ，然后每份１．５ｍＬ悬液
置于石英测量杯中，用 ＲＦ５０００荧光光度计，在
３７℃恒温，磁力搅拌下，进行荧光测定．

实验采用ＲＦ５０００荧光分光光度计激发波长为
３４０ｎｍ和３８０ｎｍ，发射波长为５１０ｎｍ，激发光栅为
５ｎｍ，发射光栅为１０ｎｍ，采样间隔为１ｓ．荧光分光
光度计自动把荧光强度按公式转换成 Ｃａ２＋浓度并
打印出来．细胞的自身荧光在没有负载时测定，计
算［Ｃａ２＋］ｉ时应减去细胞自身的荧光．所有试剂需
鉴定有无荧光干扰．
１．６ 统计学处理

所有数据均表达为均数±标准差．用药前后的
［Ｃａ２＋］ｉ差异进行配对 ｔ检验（Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ软件），药
物对ＡＴＰ触发Ｃａ２＋内流的抑制率按下列公式计算：

抑制率（％）＝（加阻断剂之前平台相［Ｃａ２＋］ｉ－加

阻断剂之后平台相［Ｃａ２＋］ｉ）／（阻断剂之前平台相

［Ｃａ２＋］ｉ－静息［Ｃａ２＋］ｉ）×１００％

２ 结果

２．１ 脑血管平滑肌细胞鉴定情况

倒置相差显微镜下观察乳牛大脑中动脉平滑肌

细胞呈梭形，平行生长，束状排列，经电镜鉴定第

２～４代细胞胞体细长，均富含肌丝，肌束间还可见
许多密体，是“收缩表型”平滑肌细胞的典型表现．
故本实验均取第２～４代平滑肌细胞做为实验对象．
２．２ Ｆｕｒａ２荧光法测定［Ｃａ２＋］ｉ瞬即变化结果
２．２．１ ＡＴＰ触发的牛大脑中动脉平滑肌细胞
［Ｃａ２＋］ｉ变化

在ＢＳＳ测定液中，静息［Ｃａ２＋］ｉ为（１０８±２３）

ｎｍｏｌ·Ｌ－１，加入１０μｍｏｌ·Ｌ
－１ＡＴＰ后，可引起［Ｃａ２＋］ｉ

升高的双相反应，先是快速短暂升高相，峰值为
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（９２６±３７）ｎｍｏｌ·Ｌ－１，随后［Ｃａ２＋］ｉ急速下降并维持
一平台相，可长达 １０ｍｉｎ，峰值为（１９０±３７）ｎｍｏｌ·
Ｌ－１．二者与静息［Ｃａ２＋］ｉ相比均有明显的升高
（Ｐ＜０．０１，ｎ＝４５；ｎ为实验数，下同）．
２．２．２ ＫＣｌ对静息［Ｃａ２＋］ｉ的影响

在ＢＳＳ测定液中，加入 ＫＣｌ３０～１２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
［Ｃａ２＋］ｉ在（８２±１０）～（８３±１０）ｎｍｏｌ·Ｌ－１之间，与静
息［Ｃａ２＋］ｉ（７９±７）ｎｍｏｌ·Ｌ－１相比没有明显的升高．
而７０ｓ后加入 １０μｍｏｌ·Ｌ

－１ＡＴＰ可引起一个明显
［Ｃａ２＋］ｉ双相升高的反应（图１）．提示培养的乳牛
脑ＳＭＣｓ上Ｌ型ＶＤＣＣ的密度和活性很低或无功
能．

Ｆｉｇ１． ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＫＣｌａｎｄＡＴＰｏｎｒｅｓｔｉｎｇ［Ｃａ２＋］ｉ
ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃａｌｆｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ（ＳＭＣｓ）．Ａｎｏｒｉｇｉｎａｌｒｅｃｏｒｄｓｈｏｗｉｎｇ：ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｒｅｓｔｉｎｇ
ｓｔａｔｅａｔｔｈｅｔｉｍｅｉｎｄｉｃａｔｅｄ，ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ１２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌｆａｉｌｅｄｔｏ
ｉｎｃｒｅａｓｅｒｅｓｔｉｎｇ［Ｃａ２＋］ｉａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１

ＡＴＰａｆｔｅｒ７０ｓｉｎｄｕｃｅｄａ［Ｃａ２＋］ｉｂｉｐｈａｓｉｃｅｌｅｖａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ａ
ｔｒａｎｓｉｅｎｔｐｅａｋｐｈａｓｅａｎｄｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａｓｕｓｔａｉｎｅｄｐｌａｔｅａｕｐｈａｓｅ．

２．２．３ ＡＴＰ触发的Ｃａ２＋内流特点
ＢＳＳ测定液中，在ＡＴＰ触发的平台相上，加入特

异性 ＶＤＣＣ阻断剂尼莫地平 １和 １０μｍｏｌ·Ｌ
－１，

［Ｃａ２＋］ｉ分别为（１７２±１８）和（１７３±１８）ｎｍｏｌ·Ｌ－１，与
未加尼莫地平前（１７２±１９）ｎｍｏｌ·Ｌ－１比较没有明显
改变．加入低浓度 ＮＶＤＣＣ阻断剂 ＳＫ＆Ｆ９６３６５，
［Ｃａ２＋］ｉ与未加 ＳＫ＆Ｆ９６３６５前比较也没有明显改变
（表１，Ｐ＞０．０５），但４０μｍｏｌ·Ｌ

－１ＳＫ＆Ｆ９６３６５使平台
相 ［Ｃａ２＋］ｉ升高（图２）．提示ＡＴＰ触发的Ｃａ２＋内
流与ＶＤＣＣ和 ＳＫ＆Ｆ９６３６５敏感的 ＮＶＤＣＣ成分相关
性不大，高浓度的 ＳＫ＆Ｆ９６３６５可能会引起 Ｃａ２＋释
放．

Ｔａｂ１． ＥｆｆｅｃｔｏｆＳＫ＆Ｆ９６３６５ｏｎｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ
ＳＫ＆Ｆ９６３６５／μｍｏｌ·Ｌ

－１ Ｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

０ １６８±１２

５△ １６８±１３

１０ １６８±１２

２０ １６８±１３

３０ １７２±１４

４０ １９６±２０

Ｔｈｅｒｅｓｔｉｎｇ［Ｃａ２＋］ｉｉｓ（９５±１０．２）ｎｍｏｌ·Ｌ－１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝６（△ｎ
＝３）． Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｒｅＳＫ＆Ｆ９６３６５ｌｅｖｅｌｂｙ
ｐａｉｒｅｄｔｔｅｓｔ．

Ｆｉｇ２． ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅａｎｄＳＫ＆Ｆ９６３６５ｏｎ
ｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰｉｎｃｕｌ
ｔｕｒｅｄｃａｌｆｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙＳＭＣｓ．Ａｎｏｒｉｇｉｎａｌ
ｒｅｃｏｒｄｓｈｏｗｉｎｇ：ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｐｌａｔｅａｕｐｈａｓｅｏｆ［Ｃａ２＋］ｉｅｌｅｖａｔｉｏｎｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１ＡＴＰａｔｔｈｅｔｉｍｅｉｎｄｉｃａｔｅｄ，ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ１
μｍｏｌ·Ｌ

－１ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ（ａ）ａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ２０μｍｏｌ·Ｌ
－１ＳＫ＆Ｆ９６３６５

（ｂ）ａｆｔｅｒ７０ｓｆａｉｌｅｄｔｏｒｅｄｕｃｅｔｈｅ［Ｃａ２＋］ｉｐｌａｔｅａｕｌｅｖｅｌ，ｗｈｅｒｅａｓ
ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ４０μｍｏｌ·Ｌ

－１ＳＫ＆Ｆ９６３６５（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）
（ｃ）ｅｌｅｖａｔｅｄ［Ｃａ２＋］ｉｐｌａｔｅａｕｌｅｖｅｌ．

２．２．４ 呋塞米和印防己毒素对 ＡＴＰ触发的 Ｃａ２＋

内流的影响

ＢＳＳ测定液中，在 ＡＴＰ触发的平台相加入呋塞
米，［Ｃａ２＋］ｉ与未加呋塞米前比较明显降低，并呈浓度
依赖性（表２，图３）．由于呋塞米浓度达２０μｍｏｌ·Ｌ

－１

以上时开始对荧光产生干扰，故未能观察更高浓度的

作用．但加入印防己毒素，［Ｃａ２＋］ｉ与未加印防己毒
素前比较没有明显改变（表３，Ｐ＞０．０５）．ＡＴＰ触发的
Ｃａ２＋内流可被呋塞米部分阻断，提示呋塞米敏感的
Ｃｌ－通道的开放与ＡＴＰ触发的Ｃａ２＋内流有关，与印防
己毒素敏感的Ｃｌ－通道的无关．
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Ｔａｂ２． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅｏｎｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ
Ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅ／μｍｏｌ·Ｌ

－１Ｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ／％

０ ２２４±２３ ０
２．５ ２２３±２２ ０
５ ２１０±２０ １６±６
１０ １９４±１８ ３６±１２
１５ １７９±２１ ５４±２１

Ｔｈｅｒｅｓｔｉｎｇ［Ｃａ２＋］ｉ ｉｓ（１４１±２２）ｎｍｏｌ·Ｌ－１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝５．
Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｒｅｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅｌｅｖｅｌｂｙｐａｉｒｅｄｔｔｅｓｔ．

Ｆｉｇ３． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅｏｎｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃａｌｆｍｉｄｄｌｅ
ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙＳＭＣｓ．Ａ：Ａｎｏｒｉｇｉｎａｌｒｅｃｏｒｄｓｈｏｗｉｎｇ：ｄｕｒｉｎｇ
ｔｈｅｐｌａｔｅａｕｐｈａｓｅｏｆ［Ｃａ２＋］ｉｅｌｅｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１

ＡＴＰａｔｔｈｅｔｉｍｅｉｎｄｉｃａｔｅｄ，ａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ２．５，５，１０，１５μｍｏｌ·Ｌ
－１

ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅ（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）ｐｒｏｄｕｃｅｄａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｌａｔｅａｕｌｅｖｅｌ．Ｂ：ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｓｐｏｎｓｅｃｕｒｖｅ
ｏｆｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅｔｏｉｎｈｉｂｉｔｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉｉｎｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１

ＡＴＰ．

Ｔａｂ３． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎｏｎｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ＡＴＰ

Ｐｉｃｒｏｔｏｘｉｎ／μｍｏｌ·Ｌ
－１ Ｐｌａｔｅａｕ［Ｃａ２＋］ｉ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１

０ １９７±１７
１０ １９７±１９
２０ １９７±２０
４０ １９６±１８
８０ １９６±２２
１６０ １９５±２４

Ｔｈｅｒｅｓｔｉｎｇ［Ｃａ２＋］ｉｉｓ（１０１±１８）ｎｍｏｌ·Ｌ－１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

３ 讨论

ＡＴＰ是细胞内能量物质，而胞外 ＡＴＰ通过激活
细胞膜表面Ｐ２嘌呤受体或ＡＴＰ激活的离子通道，导
致胞内Ｃａ２＋浓度的改变，产生广泛的生理效应．在
脑血管平滑肌细胞上存在 Ｐ２嘌呤受体［７］．在病理状
态下如蛛网膜下腔出血，可产生过量ＡＴＰ，通过激活
Ｐ２嘌呤受体，导致的脑血管痉挛［１］．本实验用Ｆｕｒａ２
荧光测定技术，观察到ＡＴＰ可引起牛大脑中动脉平滑
肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ双相升高的反应：快速峰相（由胞内

Ｃａ２＋释放引起）及持续稳定的平台相（由胞外 Ｃａ２＋内
流引起）．在持续的内流相［Ｃａ２＋］ｉ不能被特异性 Ｌ
型ＶＤＣＣ阻断剂尼莫地平减少，说明 ＡＴＰ不是通过
激活Ｌ型ＶＤＣＣ开放导致胞外 Ｃａ２＋内流．这与关于
脑血管平滑肌细胞［Ｃａ２＋］ｉ增加不是通过 Ｌ型ＶＤＣＣ
的报道［２，８］一致．可能是脑血管平滑肌细胞上的Ｌ型
ＶＤＣＣ的活性或密度比较低［９］．说明脑血管平滑肌细
胞的生理特性与外周血管平滑肌细胞存在一定差异．
另外，ＡＴＰ触发的Ｃａ２＋内流也不能被低浓度的（＜４０

μｍｏｌ·Ｌ
－１）ＳＫ＆Ｆ９６３６５减少，提示 ＡＴＰ激活的 ＲＯＣＣ

是ＳＫ＆Ｆ９６３６５不敏感的．此结果与Ｚｈａｎｇ等［２］取新鲜
分离的大鼠单个脑基底动脉平滑肌细胞，用Ｃａ２＋影
像学技术观察到的现象一致．ＳＫ＆Ｆ９６３６５曾被当作新
型的ＲＯＣＣ阻断剂应用，但其特异性不高，除了对
Ｃａ２＋运动有影响外，它还可抑制Ｍｎ２＋及Ｂａ２＋离子流
动，对内皮细胞，血小板及中性粒细胞这类非兴奋性

细胞，ＳＫ＆Ｆ９６３６５在一定浓度范围内（５～３０μｍｏｌ·
Ｌ－１），对ＲＯＣＣ有较特异的阻断作用，但浓度稍高会
引起 Ｃａ２＋释放［１０，１１］，而本研究显示，在高浓度下，
ＳＫ＆Ｆ９６３６５可使［Ｃａ２＋］ｉ升高，与其作用特性相一致；
除此之外，对平滑肌这类兴奋性细胞，ＳＫ＆Ｆ９６３６５还
可阻断ＶＤＣＣ，且ＳＫ＆Ｆ９６３６５的效应并不依赖激动剂
的类型．但尤为特别的是，在脑ＰＣ１２细胞，垂体ＧＨ３
细胞及兔耳动脉平滑肌细胞上都已证实 ＳＫ＆Ｆ９６３６５
对ＡＴＰ门控性Ｃａ２＋通道均不敏感［１１，１２］；对小脑
ＮＭＤＡ受体Ｃａ２＋通道也不敏感，结合我们的实验结
果，提示不同配体激动受体引起 Ｃａ２＋内流相关的
ＲＯＣＣ似乎是非同一性的．说明ＲＯＣＣ的复杂性．

目前在外周血管平滑肌细胞上，已确认与血管

平滑肌收缩功能及血管平滑肌细胞增殖密切相关的

Ｃｌ－通道有二类型：Ｃａ２＋激活Ｃｌ－通道及容积调节性
Ｃｌ－通道．对于 Ｃａ２＋激活 Ｃｌ－通道，认为多种血管
活性物质（如内皮素，血管紧张素Ⅱ，去甲肾上腺

·０５３· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙａｎｄＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙ ２００１ Ｏｃｔ；１５（５）



素及ＡＴＰ）均可激活血管平滑肌细胞上相应的受体，
促进胞内Ｃａ２＋释放，胞内Ｃａ２＋浓度瞬即升高，继而
导致Ｃａ２＋激活的Ｃｌ－通道开放，使膜去极化，促使
ＶＤＣＣ开放，导致胞外Ｃａ２＋内流［３，１３］．有报道，特异
性Ｃａ２＋激活 Ｃｌ－通道阻断剂尼氟酸（ｎｉｆｌｕｍｉｃａｃｉｄ，
ＮＦＡ）可通过阻断此类 Ｃｌ－通道松弛血管平滑肌的
收缩反应．而对于容积调节性 Ｃｌ－通道，最近在肾
动脉及肺动脉平滑肌细胞发现，容积调节性 Ｃｌ－通
道主要由ＣｌＣ３基因编码，当细胞处于低渗条件时，
此类 Ｃｌ－通道开放，继而引起水与 Ｃｌ－共转运出胞
外，使细胞容积调节性减低．也可能参与血管平滑
肌张力调节［１４］．呋塞米是 Ｎａ＋／Ｋ＋／２Ｃｌ－共同转运
抑制剂，亦是 Ｃｌ－通道抑制阻断剂，它可以阻断
Ｃａ２＋激活 Ｃｌ－通道［１５，１６］．本实验发现，它可抑制
ＡＴＰ触发的Ｃａ２＋内流，提示呋塞米敏感的 Ｃｌ－通道
参与了ＡＴＰ触发的ＲＯＣＣ的Ｃａ２＋内流．但这是由于
ＡＴＰ引起［Ｃａ２＋］ｉ升高的反应使 Ｃｌ－通道开放而进
一步促进Ｃａ２＋内流，还是直接触发 Ｃｌ－通道开放引
起Ｃａ２＋内流尚需进一步的研究．而中枢神经细胞
Ｃｌ－通道阻断剂印防己毒素不能抑制 ＡＴＰ触发的
Ｃａ２＋内流．这可能由于①不同的组织存在不同的
Ｃｌ－通道亚型；②不同的 Ｃｌ－通道阻断剂特异性不
同；③Ｃｌ－通道在多种组织受体介导的 Ｃａ２＋内流中
发挥不同的作用；④细胞Ｃａ２＋运动的特性可因细胞
种类不同而不同．

本研究结果提示：ＡＴＰ触发的牛脑中动脉平滑
肌细胞Ｃａ２＋内流，是由ＳＫ＆Ｆ９６３６不敏感的 ＮＶＤＣＣ
参与，且与呋塞米敏感的Ｃｌ－通道开放相关．
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（本文编辑 乔 虹）

《中国新药与临床杂志》２００２年改为月刊

经有关方面批准，《中国新药与临床杂志》从２００２年起改为月刊．《中国新药与临床杂志》（原名《新药与
临床》），为全国性科技期刊，被确定为全国中文核心期刊（内科学，药学），也是统计源期刊．荣获首届国家
期刊奖，第２届全国，中国科协，上海市优秀科技期刊一等奖．《中国新药与临床杂志》报道国内外新药，着重
报道国内新药的临床研究，合并用药，合理用药和不良反应等．适用于医师，药师，医药教学和科研人员等阅
读和参考．２００２年起内芯改为胶版纸．欢迎在 １１月份内向当地邮局订阅．２００２年每期定价 ７．８０元，全年
９３．６０元．本刊邮发代号：４３４７．
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