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去氧肾上腺素对肝细胞内游离钙分布的影响

夏　锋 ,何振平 ,李　昆 ,陈　莉 ,王小丽　　(第三军医大学附属西南医院全军肝胆外科研究所 、西南肝胆外科医院 , 重庆
400038)

　　提　要:目的　探讨去氧肾上腺素对肝细胞内游离钙分布的影响。方法　应用激光扫描共聚焦显微镜观察去氧肾上腺素单
独或在酚妥拉明预处理后对肝细胞作用所引起的细胞内荧光强度的变化。结果　去氧肾上腺素对肝细胞作用后可引起细胞内荧
光强度的迅速增强。而在酚妥拉明预处理肝细胞后细胞内荧光强度的变化不显著。同时肝细胞内荧光强度的不均匀分布亦表明
游离钙的分布存在着亚分区现象。结论　去氧肾上腺素可通过α受体介导肝细胞内钙信号的变化 , 同时细胞内的钙分布及其动态
变化存在一定的特征性。
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Effects of phenylephedrine on free calcium distribution in hepatocytes
XIA Feng , HE Zhen-ping , LI Kun , CHEN Li , WANG Xiao-li (Center of Hepatobiliary Surgery of PLA , Southwest Hospital , Third Mi litary Medical

University , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the changes of free calcium distribution in hepatocytes after administration of phenylephedrine.Methods
The changes of fluorescence intensity were observed by confocal laser scanning microscopy after administration of phenylephedrine alone or pretreated

with phentolamine before phenylephedrine administration.Results　The fluorescence intensity increased rapidly after administration of phenyle-
phedrine to hepatocytes.When liver cells were pretreated by phentolamine before phenylephedrine administration , the changes of fluorescence inten-
sity not obvious.Meanwhile , the inconformity of the fluorescence intensity in hepatocytes suggested the existence of the second subarea of free calci-
um distribution.Conclusion　Ca2+ signal can be arisen by phenylephedrine via theα-receptor in hepatocytes in vitro.The distribution and dynamic

changes of free calcium in hepatocytes display some characteristics.
　　Key words:pheny lephedrine;Ca2+;liver cell

　　钙是肝细胞内极其重要的第二信使 ,游离钙浓度
的变化会直接导致 Ca2+信号的转导从而影响到细胞

不同功能的发挥[ 1] 。以前的实验中对钙的观察往往仅
局限于对细胞内钙含量的测定 ,而对细胞内钙的不同
分布形态及在外界因素作用下总游离钙含量的动态变

化的规律的观察较少 。激光共聚扫描焦显微镜可对细
胞进行断层扫描及时效性跟踪观察 ,这样对细胞内游
离钙的观察便有了较先进的手段。本研究探讨应用拟
肾上腺素类药物去氧肾上腺素刺激α受体 ,观察肝细
胞内游离钙的分布的动态变化 ,以及应用酚妥拉明阻
断α受体后的变化 ,以明确肝细胞内游离钙分布及其
动态变化的特征 。

1　材料与方法

1.1　试剂
　　去氧肾上腺素(Phenylephedrine)(终浓度为 10 μmol/ L)和酚

妥拉明(Phentolamine)(终浓度为 10 μmol/L)均购自上海化学试
剂公司 , DMEM 培养基购自美国 GIBCOL公司 , 小牛血清购自本

校传染病中心 , Fluo-3/AM、F-127 均购自美国 SIGMA公司。

1.2　细胞培养
　　人肝组织活体切取标本 12 例 , 细胞培养按照我中心实验
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室常规方法分离培养。肝细胞用 DMEM 培养基加小牛血清常

规培养。

1.3　仪器
　　激光共聚焦扫描显微镜(德国 LEICA公司 TCSNT),激光光
源为ArKr:488 , 533 , 647 nm。细胞观察架(本校组织学与胚胎学
教研室提供)。

1.4　方法
　　在实验前 1 d 收集肝细胞用培养液稀释至(8 ～ 10)×107/
L , 接种于 60 mm 培养皿中 ,接种前放入 20 mm×20 mm 的盖玻

片数枚 ,再加入无血清培养基 , 使肝细胞贴于盖玻片上生长。
于试验前 2 h 取出盖玻片 ,用无血清培养基清洗后加入预孵液 ,
内含Fluo-3/AM(终浓度为 4μmol/L)和助染剂 F-127(终浓度为

1%), 预孵 1～ 2 h 后 , 取出盖玻片 , 用无血清培养基清洗 2 ～ 3

遍 ,洗掉未进入细胞内的 Fluo-3/AM ,用观察架固定盖玻片后上
镜观察。首先用激光共聚焦扫描显微镜在激发光波长为 488

nm 条件下扫描处于稳态的细胞 , 5 min 后再加药 , 动态记录数
个肝细胞内钙离子含量变化的荧光图像。或先加酚妥拉明 , 5
min后用无血清培养基清洗 , 再加去氧肾上腺素。计录时长 5

min ,扫描 20次。同时应用荧光强度分析软件对图像中不同区
域的肝细胞内荧光强度的变化进行分析。

2　结果

2.1　去氧肾上腺素对肝细胞内游离钙浓度的影响
　　去氧肾上腺素加入后观察了 5 min 内的图像变化。起初只

可见到极少量的荧光亮点 ,即少数细胞。以 15 s 间隔扫描后逐

渐可见荧光亮点逐渐增多 、增强 , 细胞轮廓也逐渐明显 , 荧光强

度的变化在开始 2 min 内变化十分明显 ,强度增加了 1 倍。 这

346
第 23 卷第 3期

2001 年3 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.23 , No.3

Mar.2001

DOI :10.16016/j.1000-5404.2001.03.044



表明细胞内游离钙的浓度的增强 ,见图 1。

2.2　酚妥拉明阻滞后去氧肾上腺素对肝细胞内钙离
子浓度的影响

　　先加入酚妥拉明后 5 min 再加去氧肾上腺素后可见细胞内

荧光强度变化不明显。起初有一轻度增强后又缓慢回落至起
始水平 ,表明经酚妥拉明预处理后去氧肾上腺素对肝细胞内钙

离子浓度的影响不大 ,见图 2。

图 1　去氧肾上腺素作用后肝细胞荧光强度的动态变化

Fig 1　Dynamic changes of fluorescence intensity after adminstration of phenylephedrine to hepatocytes

图 2　苯妥拉明预处理后去氧肾上腺素对肝细胞荧光强度的影响

Fig 2　Effects of pretreating with phenylephedrine on the fluorescence intensi ty after adminstration with phentolamine to hepatocytes

2.3　肝细胞内钙分布的观察
　　由扫描荧光图可见 , 肝细胞内的荧光强度分布是不均匀

的 ,不同区域的荧光强度不同。胞浆近胞膜区域的分布似乎强

于近胞核区域。在药物作用后不同区域的荧光强度变化亦不
尽相同。由此表明细胞内存在着钙分布的亚分区现象 , 见

图 3A 、B。

图 3A、B　肝细胞内荧光强度分布的亚分区现象

Fig 3A 、B　The second subarea of fluorescence intensity in hepatocytes

3　讨论

　　正常细胞内游离钙浓度为 50 ～ 150 nmol/L ,胞外
钙离子浓度为 1.2 ～ 1.3 mmol/L , 相差达 10 000 倍。
胞外钙内流和胞内钙库动员形成的钙震荡(钙峰或钙
波)在各种生理过程中起重要作用

[ 2]
。肝脏中存在着

大量的神经末稍 ,其中 80%是交感神经 ,主要分泌儿
茶酚胺类神经递质 。去氧肾上腺素是儿茶酚类的一
种 ,其作用机制是与细胞表面α受体结合从而动员细

胞内钙释放 ,使细胞内游离钙浓度升高 ,从而引发一系
列信号变化机制 。本实验应用荧光染料 Fluo-3的乙酰
羟甲基酯(AM)的形式来显示胞内游离钙 。Fluo-3/AM
的本身或游离状态均无荧光 ,与钙结合后荧光增强 50

～ 100倍 ,为所有钙荧光探针中变化最大者 。Kd值为

400 nmol/L ,可用于测量高达 5 ～ 10μmol/L 的胞内钙。
但Fluo-3和钙结合后所显示的荧光强度并不与钙的含
量成正比 ,不能用它来测量钙的浓度。从实验中可见
去氧肾上腺素作用后 ,在前 2 min 内反应强烈 ,可使胞
内荧光强度迅速升高一倍 ,并维持较长时间 。这种钙
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振荡波形在反复试验后发现为一种特征性变化。而在
酚妥拉明阻滞α受体后 ,去氧肾上腺素作用明显减弱 ,
基本不引起荧光强度的明显变化。在扫描图中还可观
察到细胞内钙的亚分区现象 ,这可能与细胞内细胞器
的分布及存在不同功能区域相关 ,钙分布的不同可能
存在着不同的作用机制[ 3] 。最近 Rasmussen 等提出了

Ca2+信号的“时空模型”(Spatial-temporal model)。认为
Ca2+作为信号有严格的时间顺序 、空间顺序和限制。
在反应的初始阶段和持续阶段 ,Ca2+信号起作用的空
间区域不一样。本实验表明应用激光共聚焦扫描显微
镜来观察细胞内钙分布的变化有明显的优点 ,将有利
于细胞内信号机制的进一步阐明[ 4] 。
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93对新生儿及其生母血铅水平观察

Measurement of blood plumbum levels in newborns and their mothers

赵文利 ,孔祥英 ,刘力健　　(第三军大学附属西南医院儿科 , 重庆 400038)

　　我们对在我院出生的部分新生儿脐血及其母亲静脉血铅

含量进行测定 , 并探讨二者关系 , 以期为早期阻断宫内铅暴露

提供依据。

1　对象和方法

　　对象:1998 年 7 月至 8 月在我院出生的健康新生儿及其生

母 93对。

　　标本采集:新生儿出生时取脐静脉血同时取其母静脉血各

1 ml , 置于肝素抗凝管中密闭冷藏待测。所用注射器试管均经

特殊处理以预防铅污染。

　　全血铅测定采用微量血无火焰原子吸收光谱法测定。

　　统计学处理方法:血铅水平用 x±s表示 , t 检验 ,相关性分析。

2　结果

　　93 对母子血铅均值分别为(87.98±37.71)μg/ L、(103.45±

38.69)μg/L , 二者相关性分析显示显著正相关(r=0.43 , P <

0.01)。新生儿脐血铅含量>100 μg/ L共 50 例 , 占 53.76%, 最

高值为 232μg/ L 。孕妇血铅水平均<300 μg/L , 均未达到成年

人生理阈限值(300 μg/L), 无一例铅中毒。

3　讨论

　　研究证实血铅水平≥100μg/ L, 将影响儿童的生长发育 , 因

此美国等许多发达国家均已通过立法强制进行 6 岁以上儿童
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血铅水平的筛查 ,但是新生儿血铅调查尚缺乏可靠的数据。 本

研究发现 ,重庆市区新生儿血铅均数在 103.45μg/ L , 其中高于

或等于目前国际公认的儿童铅中毒诊断标准的比例为

53.76%。这一平均血铅值远高于目前美国儿童的血铅水平 36

μg/L[ 1] ,也高于无锡[ 2]儿童平均血铅水平(86.07±31.53)μg/ L

和兰州[ 3]新生儿血铅均值 71μg/ L。提示生命在早期阶段已受

到铅的危害是相当普遍的现象。

　　成人的生理阈限值为 300 μg/L[ 4] , 本此调查孕妇血铅均值

为87.98μg/ L , 无 1 例超过此阈值 , 可见孕妇尚无铅中毒。 但

是 ,正是这群孕妇娩出的新生儿中铅中毒者比例为53.76%。

新生儿脐血铅水平明显高于母血铅 ,相关性分析显示二者显著

正相关(r=0.43 , P <0.01), 提示新生儿脐血铅随着母血铅升

高而增高。已有研究表明胎盘对血铅无屏障功能 , 如果考虑到

胎儿宫内铅暴露的生物阈限值 ,则现行成年女性血铅阈值是否

值得商榷。

　　关键词:全血铅;铅中毒;母静脉血
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