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血管平滑肌条在磺脲受体研究中的应用

Application of vascular smooth muscle strips in the study of sulfonylurea receptors
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　　提　要:目的　评价血管平滑肌条在研究磺脲受体结合特性中的应用。方法　对比研究[ 3H] 格列本脲(Glib-

enclamide , Gli)与主动脉平滑肌条和主动脉平滑肌细胞膜在不同 实验条件下的特异性结合。结果　在 pH 7.40的 HEPES

缓冲液中25 ℃孵育 60 min 时 , 3 nmol L [ 3H] Gli与大鼠主动脉平滑肌细胞膜特异性结合为(0.5±0.2)fmol mg , 3 nmol L

[ 3H] Gli在 pH 6.00～ 8.50 , 特异性结合为(16.8 ～ 19.2)fmol mg湿重;在 2 ～ 8 mg , 特异性结合量与主动脉条湿重呈线性关

系;在 4～ 25 ℃范围内特异性结合随温度增加而增加。[ 3H] Gli与主动脉平滑肌条结合反应的平衡时间为 60 min , 其特异

性结合的变异系数较与主动脉平滑肌细胞膜特异性结合的变异系数小。 结论　利用主动脉平滑肌条代替平滑肌细胞膜

研究血管平滑肌磺脲受体的结合特性简便 、快速 、重复性好 、节省动物。

　　磺脲受体(Sulfonylurea receptors , SURs)隶属 ATP

结合蛋白家族 ,是 ATP敏感性钾通道(ATP sensitive K
+

channels , KATP)的调节亚单位
[ 1]
。KATP 广泛分布于

心脏 、骨骼肌 、胰腺 、神经元和血管平滑肌等多种组织 ,

在生理和病理条件下起着重要作用
[ 2 , 3]
。例如:分布于

血管平滑肌的 KATP参与调节血管张力
[ 4]
。由于 SURs

亚型的多样性 ,为我们寻找组织高选择性 KATP 调节

剂提供了可能。目前认为钾通道开放剂和阻断剂先与

SURs结合 ,然后通过 SURs产生调节作用
[ 5]
。因此 ,研

究SURs在不同组织的结合特性对合成筛选新药具有

重要意义 。格列本脲(Glibenclamide ,Gli)是 SURs的特

异性阻断剂 ,是研究 SURs的常用工具药 。近年 ,人们

对心肌 、骨骼肌 、胰腺 、肾脏和脑组织 SURs与[
3
H] Gli

的结合特性已进行了深入研究
[ 6]
。由于血管的组织学

特点 ,制备组织匀浆常常存在困难 ,而且操作程序复

杂 ,需要消耗大量动物 ,大大限制了血管平滑肌 SURs

结合特性的研究 。本研究探讨用血管平滑肌条进行

[
3
H]Gli结合实验的方法。

1　材料和方法

1.1　动物
　　Wistar大鼠 , 雄性 ,体质量(235±21)g , 由第三军医大学实

验动物中心提供。

1.2　试剂和溶液
　　[ 3H] Gli(比活性 50.0 Ci mmol)系美国 Dupont公司产品;非

标记 Gli 、ATP、苯甲基磺酰氟 、抑胃酶肽 、苯丁抑制素 、Tris 系

　　作者简介:李　军(1970-), 女 , 四川省简阳市人 ,实验师 ,主要从事分子药
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Sigma公司产品 , HEPES 系 Boehringer Mannheim 产品。

1.3　主动脉平滑肌条的制备
　　大鼠断头处死后迅速取出主动脉 , 置于冰冷的 10 mmol L

HEPES缓冲的生理盐溶液 , 小心分离剪去外膜及微小管分支 ,

除去血迹 ,然后将各血管剪成长约 3 ～ 5 mm ,湿重约 3 ～ 5 mg 的

环 ,剪开 ,吸去水分 , 并用湿棉签擦去血管内皮 , 称重后加入含

缓冲液的反应管中。

1.4　血管平滑肌膜的制备
　　按1.3的方法分离主动脉并去除血管内皮 , 血管平滑肌条剪

碎后置于约10倍体积的冷缓冲液(Tris 、HEPES、或 PBS)中, 冰浴下

先后用内切式金属匀浆器和聚氟乙烯-玻璃匀浆器匀浆(7 000 和

6 000 r min , 20 s , 3 次)。所得匀浆先以 1 000×g 低温离心 15

min ,上清液再以 40 000×g 低温离心 20 min , 弃上清, 沉淀物在

同样条件下第3 次离心后 ,再溶于同一缓冲液中 ,得到平滑肌膜

蛋白标本。膜蛋白定量用 Lowry法 , 蛋白浓度稀释至2 mg ml。

1.5　[
3
H]Gli与主动脉平滑肌条的特异性结合测定

　　测定总结合时 , 3 nmol L[ 3H] Gli分别与不同湿重的主动脉

平滑肌条 ,在不同 pH 的 HEPES 缓冲液和不同温度 , 孵育不同

时间 , 孵育毕 ,加入 9 ml 冰冷的 Quench 溶液终止反应 , 浸洗 1

min后取出标本 , 吸干水分 ,转入闪烁瓶中 , 然后依次加入 50 μl

60%高氯酸和 100μl 36%双氧水 , 于 80 ℃密闭消化 2 h , 冷却后

依次加入乙二醇乙醚 2.5 ml ,含 1%B-BPD(2-4-叔丁基苯-1-3.4-

二唑)的二甲苯闪烁液 5 ml , 静置 8 h 后 , 液闪计数测定 CPM。

测定非特异性结合时各反应管中分别加入非标记格列本脲 10

μmol L。主动脉平滑肌条的特异性结合由总结合减去非特异性

结合得到。

1.6　统计学处理
　　采用 t检验和直线相关分析。

2　结果

2.1　[
3
H]Gli与主动脉平滑肌细胞膜的特异性结合

2.1.1　膜标本在不同缓冲液中的特异性结合　　在 pH 7.40
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的Tris-HCl、HEPES 和 PBS 3 种不同的缓冲液中 , [ 3 H] Gli与大

鼠主动脉平滑肌细胞膜标本 25 ℃孵育 60 min 时的特异性结合

分别为总结合的 8.3%, 8.8%和 7.4%, 各组特异性结合无明显

差别。

2.1.2　温度和 pH 对膜标本特异性结合的影响　　于 pH 7.40

的HEPES 缓冲液中 25 ℃孵育 120 min , [ 3H] Gli 与大鼠主动脉

平滑肌细胞膜标本的总结合和非特异性结合均较 4 ℃时明显

增加。pH 7.40时[ 3 H] Gli与大鼠主动脉平滑肌细胞膜标本于

HEPES缓冲液中 25 ℃孵育 120 min , 其总结合和非特异性结合

均较 pH 4.0 时明显减少。相比较 , [ 3H] Gli与大鼠主动脉平滑

肌细胞膜标本在 pH 7.40 的 HEPES 缓冲液中 25 ℃孵育 60 min

时的特异性结合与 25 ℃或 37 ℃孵育 120 min 时无显著差别。

2.2　[
3
H]Gli与主动脉平滑肌条的特异性结合

2.2.1　缓冲液 pH 对特异性结合的影响　　3 nmol L [ 3H] Gli与

主动脉平滑肌条在 HEPES 缓冲液中 25 ℃孵育 60 min 时 , 在 pH

6.00～ 8.50 , [ 3H] Gli的特异性结合为 16.8 ～ 19.2 fmol mg 湿重,

占总结合的 56%～ 62%, 特异性结合量不受 pH 变化的影响 , 但

pH 低于6.00 时 ,特异性结合量随 pH 降低而增加, 见图 1。

图 1　缓冲液 pH变化与大鼠主动脉平滑肌条[ 3H] Gli特异性结合

的关系(n=4)

2.2.2　主动脉条湿重对特异性结合的影响　　在 2 ～ 8 mg , 3

nmol L[ 3 H] Gli与主动脉平滑肌条在 pH 7.40 的 HEPES 缓冲液

中于25 ℃孵育 60 min 时 , 其特异性结合与主动脉条湿重呈线

性关系 , 相关系数 r=0.993 , P <0.01。

2.2.3　孵育温度对特异性结合的影响　　[ 3H] Gli与主动脉

平滑肌条在 HEPES 缓冲液(pH 7.40)中孵育时 , 在 4 ～ 25 ℃

3 nmol L[ 3 H] Gli与主动脉平滑肌条的特异性结合随温度增加

而增加 ,但在 25～ 37 ℃,[ 3H] Gli的结合不再随温度增加而明显

增加。

2.2.4　特异性结合的时间依赖性　　在 25 ℃及 37 ℃孵育条件

下, [ 3H] Gli与主动脉平滑肌条在HEPES 缓冲液(pH 7.40)中孵育

时, 结合反应较快 ,特异性结合达最大反应一半的时间分别为

(9.4±1.6)min 和(8.6±1.3)min , 结合反应的平衡时间为60 min。

2.3　精确性实验
　　在25 ℃, pH 7.40的 HEPES 缓冲液中测定 3 nmol L[ 3H] Gli

与主动脉平滑肌条和主动脉平滑肌细胞膜标本特异性结合的批

内和批间变异系数, 结果表明用主动脉平滑肌条代替平滑肌细

胞膜标本研究[ 3H] Gli与血管平滑肌磺脲受体特异性结合的批

内变异系数降低27.6%,批间变异系数降低 42.4%, 见表1。

表 1　[ 3H] Gli与主动脉平滑肌条和平滑肌细胞膜标本特异性

结合的变异系数

主动脉平滑肌条 主动脉平滑肌膜
变异来源

n
特异性结合

(fmol mg)
变异系数 n

特异性结合

(fmol mg)
变异系数

批内变异 6 17.4±3.6 0.21 5 0.7±0.2 0.29

批间变异 5 16.2±3.1 0.19 4 0.6±0.2 0.33

3　讨论

　　在心肌 、胰腺 、肾脏和脑组织 ,利用细胞膜标本容

易检测到[
3
H]Gli与磺脲受体的特异性结合 ,特异性结

合量一般为总结合量的 60%～ 83%
[ 6 ～ 10]

。但在大鼠

主动脉 ,利用平滑肌细胞膜标本却难检测到[
3
H]Gli与

磺脲受体的特异性结合
[ 10]
。本实验比较研究了 [

3
H]

Gli与主动脉平滑肌细胞膜标本和主动脉平滑肌条的

结合特性 。在 HEPES缓冲液(pH 7.40), 25 ℃孵育 60

min , [
3
H]Gli与主动脉平滑肌细胞膜标本特异性结合

为总结合的 10.3%, 特异性结合量明显低于[
3
H] Gli

与心肌 、胰腺 、肾脏和脑组织细胞膜标本的结合。在大

鼠主动脉平滑肌细胞膜标本 , [
3
H]Gli与磺脲受体特

异性结合降低的原因可能是:①膜标本制备过程使磺

脲受体发生了变性;②[
3
H]Gli结合所必须的胞浆因子

丧失;③磺脲受体的胞浆环境丧失 。

　　在 pH 6.00 ～ 8.50 HEPES 缓冲液 , 25 ℃孵育 60

min时 , [
3
H]Gli与主动脉平滑肌条的特异性结合为总

结合的 56%～ 62%, 较在主动脉平滑肌细胞膜标本的

特异性结合增加 5 ～ 6倍 。显然 ,应用大鼠主动脉平滑

肌条代替平滑肌细胞膜标本明显增加[
3
H]Gli与磺脲

受体的特异性结合。关于[
3
H] Gli与主动脉平滑肌条

结合反应的温度 ,由于在 25 ～ 37 ℃,特异性结合量不

随温度升高而明显增加 ,故而认为进行结合反应的温

度可在此范围内选择。选择 25 ℃可在室温下进行实

验 ,选择 37 ℃可使反应温度近似生理状态。关于结合

反应的 pH , 尽管 pH 低于 6.0 时特异性结合量较

pH7.40时明显增加 ,但前者见于酸中毒 ,后者属生理

状态。故而在研究正常动物的血管平滑肌标本时 pH

选择 7.40为宜。关于结合反应的时间 ,如进行饱和实

验 、竞争结合实验和解离动力学实验 ,反应时间应不少

于60 min ,否则结合反应达不到平衡状态。关于组织

湿重 ,由于在 2 ～ 8 mg ,主动脉平滑肌条湿重与特异性

结合呈线性关系 ,因此从理论上讲 ,在此范围内选择任

何湿重的主动脉平滑肌条进行实验均是可行的。但

是 ,选择较大湿重的主动脉平滑肌条会造成动物浪费 ,

而选择较少湿重的主动脉平滑肌条则可节省动物 。

　　至今为止 ,在所有组织的细胞膜标本测定的[
3
H]

Gli与磺脲受体的特异性结合量的变异均较大 ,本研究

用主动脉平滑肌条和平滑肌细胞膜标本测定的结果也
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不例外。我们比较了用主动脉平滑肌条和平滑肌细胞

膜标本测定[
3
H] Gli与磺脲受体特异性结合的批内和

批间变异 ,结果表明 ,用主动脉平滑肌条测定 [
3
H] Gli

与磺脲受体特异性结合的批内和批间变异系数均较用

平滑肌细胞膜标本测定时小 , 可重复性较好 。

　　综上所述 ,利用主动脉平滑肌条代替平滑肌细胞

膜标本研究血管平滑肌磺脲受体简便 、快速 、重复性

好 、节省动物 ,避免了在细胞膜标本制备过程中因匀浆

离心等破坏磺脲受体的生理性质和生理环境 , 从而增

加特异性结合量 ,因而值得推广应用。
　　关键词:磺脲受体;格列本脲;主动脉;平滑肌细胞;特异

性结合
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铝合金牙弓夹板的阳极氧化表面改性研究

The surface modification of the dental aluminum alloy splint by anodic oxidation
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　　提　要:目的　通过对铝合金牙弓夹板进行阳极氧化表面改性 ,以增强其耐蚀性。方法　采用硫酸阳极氧化法对铝

合金牙弓夹板进行表面氧化处理;以失重法对比分析实验组与对照组试样在酸蚀液 、碱蚀液 、盐液 、人工唾液中的腐蚀情

况 ,并结合微波等离子体炬原子发射光谱技术检测人工唾液中铝的析出量 , 以评价阳极氧化处理对提高铝合金牙弓夹板

耐蚀性的作用。结果　铝合金牙弓夹板经过阳极氧化处理后 , 表面生成一层致密的浅灰色水合氧化铝膜 , 使其在酸蚀液 、

碱蚀液 、人工唾液中的腐蚀速度显著下降 , 人工唾液中铝的析出量显著降低。结论　阳极氧化处理能显著提高铝合金牙

弓夹板的耐蚀性。

　　牙科用合金在口腔环境中的腐蚀已引起重视
[ 1]
。

铝合金因具有高的强度 重量比 、柔韧性好 、易成型加

工等特点 ,被普遍用于颌骨骨折与松牙固定(牙弓夹

板)。尽管铝及其合金表面极易生成一层极薄的氧化

膜 ,但该膜疏松多孔 ,抗蚀能力不强 。如何增加铝合金

材料的耐腐蚀性 ,降低铝离子析出 ,提高其生物相容性

是迫切需要解决的问题。铝合金的阳极氧化被广泛用

　　作者简介:邵　方(1963-),男 ,河南省南阳市人 ,硕士 ,副教授 ,主要从事生

物电化学方面的研究,发表论文19篇。电话:(023)68752216

　　收稿日期:2001-11-28;修回日期:2002-03-28

于工业铝材的防腐和表面装饰
[ 2]
,但未见用于牙弓夹

板表面处理的文献报道。本文采用电化学阳极氧化技

术对铝合金牙弓夹板进行表面氧化改性处理 ,并采用

失重法与微波等离子体炬原子发射光谱法研究了阳极

氧化膜的耐蚀性能。

1　材料和方法

1.1　试样材料及试剂
　　铝合金牙弓夹板(LD7 铝合金 , 单根表面积 SA 为 8.5 cm2),

为中国人民解放军成都军区总医院提供。铝国家标准溶液:
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