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左旋千金藤咤碱对大鼠纹体多巴氨受体亚型的作用特点
’

董兆君
’ `

王仕丽 李云鹏 (第三军医 大学预 防医学系毒理学教研室 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

研 究左旋 千金藤 吮碱 ( S P D ) 和 其同类 物 C S L
、

T H P B 10 对大鼠纹状体 D
: 、

D
:
多 巴胺

( D A )受体作用特性
。

方法
:

24 m A 直流电刺激体外灌流之大 鼠纹状体脑薄片
,

每 s m in 收集灌流液测定【
3
H〕

D A 释放量
;
分离大 鼠纹状体突触体

,

用放免方法测定腺昔 酸环化酶活性
。

结果
:
D :
受体激动剂 L Y 17 1 5 5 5 显

著抑 制电刺激诱发 的〔
3
H ] D A 释放

,

S P D
、

C S L 和 T H P B l o 翻转 L Y 1 7 1 5 5丘的抑制作 用
,

S P D
、

C S L
、
T H P B 1 0

也诱 发 D A 释放
。

在用 B ut ac al m ol 封闭 D
:
受体后

,

SP D 和 C S L 以剂量依赖方式激活常敏大 鼠纹状体突触体

腺昔 酸环化酶
,

而 T H P B 10 无作用
。

结论
:

含双经基的 S P D 及其同类物 C S L 对 D A 受体不 同亚 型有激动 /阻

滞不 同效应
。

关键词 多巴胺受体
;
腺昔酸环化酶

;
纹状体

中图法分 类号 R g “

左旋千金藤吮碱 [ ( 一 卜 S t e p h o l id i n e ,

S P D 〕是四氢

原小 粟 碱 同 类 物 ( T e r t r a h y d r o p r o t o b e r b e r i n e S ,

T H
-

P B s ) 的先导化合物 lj[
。

早期的研究资料证实
,

S P D 对

中枢多 巴胺 ( D o p a m in e ,

D A )受体有选择性 高亲和力

结合 2j[
,

明显 翻转去水吗 啡 ( A P O )对大 鼠黑质致密区

(S N C ) D A 神经元放电的抑制作用 3j[
。

神经生化研究

结果表明
,

S P D 以剂量依赖关系激活 酪氨酸经化酶
,

促进 D A 合成和释放 [’, 5〕。

而在 D A 受体超敏的大鼠模

型
,

S P D 使大鼠产生健侧旋转行为困
。

上述结果提示
,

S P D 对中枢 D A 受体呈阻滞 /激动双相作用
。

本研究

比 较 S P D 及 其 同 类 物 ( 一 卜 1 2
一 e h o l o r o s e o u l e r i n e

( C S I
口

)和 T H P B 1 0 对大鼠纹状体 D ,

和 D : D A 受体作

用特性
。

平衡 3 0 m in 后 开始收集流 出液
,

每 5 m in 为一个样 品
,

共 6 个

时相点
。

于 电刺激前 s m in 向灌流液 中加人待测药物
,

在第 10

分钟 时对脑 片施加 2 4 m A 3 H
z
电刺激 2 m in

。

样品中加 10 m l

闪烁液
,

用 L K B 液闪仪测放射强度
,

结果 以 断 表示
。

1
.

3 腺普酸环化酶活力测 定

断颈 处死大鼠
,

于冰上取双侧纹状体
,

按 1
:
2 0 加 分离液

,

匀浆
。

l 0 0 0 X g 离心 l o m i n
,

上清液经 Z 0 0 0 X g 离心 Zo m i n
,

相 同分离液洗 2 遍
。

沉淀块用反应液重悬后 测蛋白含量
。

玻璃试管 中加突触体 蛋白 50 拜 g
、

待测药物 1 0 0 闪
、

A T P 50

拜l
,

A T P 终浓度 1 m m o l / L
。

用 反应 液补足 5 0 0 ” l
。
3 0

O

C准确反

应 s m in
,
9 5

O

C水 浴 3 m in 终止反应
。

l 0 0 0 x g 离心 l o m in
,

取

上 清液 10 0 闪
,

用 放免法测
c
A M P 含量

。

实验 结果 以 牙士 :
表

示
。

2 结果
1 材料与方法

1
.

1 药品 和试剂

S P D
、

C S L 和 T H P B l o 由中 国科学 院上 海药 物研 究所 馈

赠
,

临用前 以 少量二 甲基 甲酞胺 溶解
,

再用缓 冲液稀 释至所需

浓度
。

L Y 1 7 1 5 5 5
、
H a

l
o p e r id o l 和 A P O 购 自 S ig m

a ,

D o p a
m in e

、

N o
m i f

e n s i n 和 B u t a e
l
a
m

o l 为 R B I 产品
, 。
A M P 测定盒 由上海中

医药科大学提供
。

1
.

2 纹状体脑片 [
3
H〕D A 释放

参照文献【7 ]方 法进行
,

S D 大 鼠 200 ~ 2 50 9
,

颈动脉放 血

处死 后于 4
O

C迅速开颅取 双侧纹状体
,

于切片机上制备厚度为

0
.

3 m m 脑薄片
。

将 s 片 5 m m X 3 m m 脑片移人 2 m l 0
.

1 拌m
o
l / L

[
,
H〕D A 灌沐液中摄取 [

, H ] D A
。

3 0 m i n 后脑 片转入约 1 e
m x

I cm X l c m 玻璃灌 流小室 中
,

以 95 % 0
:

饱 和的灌流 液 37
O

C

恒温 持续灌流
.

灌流液组份为 ( m m o
l /L )

:
N a

C I 1 1 8 ; K C I 4
.

8 ;

C
a
C I: 1

.

3 ;
M g SO 一1

.

2 ; N
a
H C O : 2 5 ; K H

ZP O
。 1

.

2 ;
E D T A 0

.

0 3
。
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对 照组脑片于受 24 m A 直流电刺激后第 5 分钟
,

【
3
H」D A

释放 量 迅 速 增 加
。

第 1 5
、
2 0

、

25
、
3 0 分钟 分别 为 1 2 5 5

.

4 士

1 7 0
.

3
、
2 4 1 4

.

6士 2 1 3
.

4
、
2 2 5 4

.

0士 2 0 8
.

6 和 1 0 1 6
.

8士 1 0 2
.

7
。

其释放峰在第 20 分钟和第 25 分钟
.

灌流液中加人 10 拌m ol /L

L y 1 71 5 5 5
,

电刺激诱发 的 [
3
H ] D A 释 放量 明显 小于 对照组

,

20

m in 和 2 5 m in 的 释放 量为 1 4 4 7
.

2士 2 8 6
.

6 和 1 4 0 3士 2 1 9
.

1
,

见表 l
。

灌流液中同时加人 L y l 7 1 5 5 5 和 S P D 或 C S L 或 T H P B l o

时
.

L y l 7 15 5 5 对电诱发大鼠纹状体脑片【
3H」D A 释 放的抑制作

用明显减弱或被取消
。

在 不施 加 电刺激 的大 鼠纹状 体脑片
,

S P D
、

C S L 和 T H P
-

B l o 也能诱发 [
,
H〕D A 释放

,

诱发时间于给药后 1 0~ 1 5 m in
。
5 0

拌m o l / L SP D
、

C S L 和 T H P B l o 使第 2 0 分钟的释 放量分别增加

7 2
.

9%
、
1 4 8

.

6 % 和 5 7
.

2 %
,

见表 2
。

反应 系 统中含 2 拌m o l / L D :
受 体阻 滞剂 B

u t a e l a m o l 时
,

D A 增加大 鼠纹状体突触体腺昔酸环 化醉 活力
,

随浓度 的升高
,

D A 对醉活力的影响增加
,

见表 3
。

S P D 和 C S L 的作用与 D A 相

似
,

但 T H P B I O对腺昔酸环化酶活力无明显影响
。
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表 1 S P n
、
C S L

、
T H P B i o 对电诱发大 鼠纹状体脑片 [

, H ] D A 释放 t 的影响 ( 1 2 B q
, n = 6 )

T a b 1 E f f e e t o f S P D
,

C S L a n d T H P B 1 0 ( p m o l / L ) o n e le e t r i e s t im u l a t i o n e v o k e d

[
3 H 〕n ^ r e 一e as e d f r o m r a ts s t r i a t u m s l ic e s in v i t or ( 1 2 B q

, n = 6 )

5 m i n 1 0 m i n 1 5 m i n 2 0 m i n 2 5 m i n 3 0 m i n

C o n t r o l

L y 1 7 1 5 5 5 ( 1 0 )

L y 1 7 1 5 5 5 ( 1 0 ) + S P D ( 5 0 )

L y l 7 1 55 ( 1 0 ) + C S L ( 50 )

L y 1 7 1 5 55 ( 10 ) + T H PB 10 ( 5 0 )

65 5
.

4士 1 3 9
.

5 5 47
.

0士 5 4
.

2 1 2 5 5
.

4士 1 70
.

3 2 4 1 4
.

6士 2 1 3
.

4 2 25 4
.

0士 2 0 8
.

6 1 0 1 6
.

8士 10 2
.

7

7 2 7
.

5士 1 7 8
.

0 5 63
.

2士 5 1
.

8 8 8 8
.

2士 1 94
.

8
’

1 4 4 7
.

2士 2 8 6
.

6 二 1 40 3
.

4士 2 19
.

6 7 7
.

2士 2 2 6
.

7 二

5 5 6
.

8士 7 7
.

4 5 73
.

8士 10 4
.

1 3 1 2
.

6士 4 4 3
.

0 2 0 0 9
.

2士 5 1 6
.

8 2 1 77
.

4士 24 3
.

0 1 0 3 4
.

2士 1 4 5
.

5 2 2
.

0土 5 7
.

3 5 35
.

8士 4 1
.

1 4 2 3
.

8士 1 86
.

9 2 0 0 3
.

0士 4 0 9
.

9 1 9 3 1
.

4士 1 9 3
.

3 7 3 5
.

0士 1 6 9
.

1
份 .

6 8 1
.

0士 1 6 3
.

4 5 36
.

2士 5 5
.

4 1 1 9 2
.

6士 1 5 1
.

4 2 3 3 0
.

8土 1 4 4
.

8 2 3 1 5
.

6士 2 17
.

4 9 6 5
.

6士 1 0 0
.

7

升 :
P < 0

.

0 5
, 釜爷 :

P < 0
.

0 1 v s e o n t r o
l

表 2 S P n
、

C SL 和 T H P n 1 0 对大鼠纹 状体脑片 [
J H 〕n A 静息释放的影响 ( C 。

/ “ m o一 L 一 ’ , . = 5 )

aT b 2 E f f e e t o f S P D
、
C S L a n d T H P B 1 0 o n b a s i e r e le a s e o r [

3H jD A f r o m r a t s s t r ia t u m s l ie e s in v i t or ( C 。
/ pm o l

·
L 一 ’ , n

= 5 )

5 m i n 1 0 m i n 1 5 m i n 20 m in 2 5 m i n 30 m i n

C o n t or l 6 0 6士 3 5
.

7 5 9 9
.

0士 14 5
.

7 6 5 5
.

4士 13 9
.

5 7 2 7
.

2士 1 7 8
.

0 5 7 9
.

1士 6 1
.

2 5 62
.

2士 4 9
.

3

S PD ( 5 0 ) 5 9 2
.

4士 90
.

1 6 0 1
.

3士 83
.

3 8 8 4
.

9 0 5
.

0士 8 3: 3 12 5 7
.

4士 1 0 2
.

2 二 1 2 5 8
.

2士 1 8 1
,

l 二 1 0 5 6
.

0士 1 3 5
.

5
份 .

C S L ( 5 0 ) 5 5 8
.

2士 8 7
.

5 5 8 3
.

6士 7 8
.

3 4士 1 4 9
.

1
.

1 8 0 7
.

6士 9 8
.

4 二 1 68 5
.

8 士 15 8 6 二 1 4 4 9
.

0士 2 3 1
.

6
价 .

T H P B 10 ( 5 0 ) 5 9 3
.

4士 5 0
.

1 5 8 5
.

0士 6 8
.

9 8 4 4
.

8士 9 8
.

7 1 1 4 3
.

2士 1 7 7
.

3二 1 4 6 7
.

2士 18 1
.

3 二 1 2 0 2
.

8士 5 3
.

5
份 .

朴 :
P < 0

.

0 5
, 釜 斧 : P < 0

.

0 1 v s e o n t r o l

表 3 s P D 同类物对大鼠纹状体 突触体腺普酸环化醉活力的影响 (c A M P
,

A。
/ p m ol

·

m g 一 ’ ·

m in 一 ’ )

aT b 3 E f介 c t o f SP D a n a l o g u e s o n s y n a p t o s o m a l a d e n y la t e e y e la s e a e t iv i ty ( e A M P
,
入:

/ pm
o l

·

m g 一 ’ ·

m i n 一 ’ )

C o n e e n t r a t i o n (产m o l / L )

C o n t r o l

l 0 1 0 0 1 0 0 0

〔加, p a m i n e

S P D

C S L

T H P B 1 0

10 3 6士 8
.

9 9

10 0
.

1士 10
.

5 0

10 3
.

6士 6
.

9 4

10 1
.

8士 8
.

5 3

10 5
.

0士 1 3
.

3 2

98
.

8士 9
.

7 3

10 2
.

8士 7
.

9 8

10 4
.

6士 1 1
.

7 8

18 7
.

6士 10
.

2 6
’ .

12 7
.

2士 4
.

8 2

14 2
.

0士 10 3 9二

10 1
.

6士 1 4
.

4 3

1 8 9
.

8士 9
.

0 9 二

1 4 9
.

8士 9
.

3 1
’ .

1 6 0
.

8士 1 0
.

8 3
` .

9 8
.

4土 1 1 9 9

1 9 9
.

4士 9
.

9 9
’ .

1 6 1
.

6士 5
.

5 9 二

1 67
.

0士 12
.

7 9 二

10 3
.

2士 8 4 3

, , : P < 0
.

0 1 vs
e o n t r o l

3 讨论

脑 内 D A 神经元主要集 中在中脑黑质致密区和中

脑腹侧被盖区
,

分别支配纹状体和伏隔核
、

杏仁核
、

扣

带 回及额叶皮层等核团
,

与人类锥体外系运动功能和

认识
、

情绪
、

记忆等有密切关系
。

已经证实
,

D A 神经退

变是帕金森氏症的重要发病机制
,

作用于 D A 系统的

药物研究 日益引起人们的关注
。

S P D 是我国科学家从

植物提取的有效化学成分
。

早期研究证实
,

S P D 对 D A

受体有选择性阻滞作用
。

但在用 6
一

O H D A 损毁单侧黑

质的大 鼠模型上
,

S P D 能引发动物的健侧旋转行为
。

提示 S P D 对 D A 受体兼有内在激动作用闭
。

S P D 上述

的阻滞作用和激动作用可能是其作用于不同 D A 受体

亚型的结果
,

并与其化学结构中的经基有关 a[]
。

纹状体 D A 神经突触前 D
:

为 自身受体 ( A ut or e -

ce tP or s )
,

与 D A 释放有关
。

我们以离体大鼠纹状体片

D A 释放模型
,

研究 S P D 及其同类物 C SI
J

和 T H P B 10

对 D
Z

受体的作用特性
。

1 0卜m ol I/
J

选择性 D
:

受体激动

剂 L Y 1 7 1 5 5 5 明显抑制 电诱发的 〔
3
H 」D A 释放

,

此作

用 为 5 0拜m o l / I
J

S P D
、

C S I
J

和 T H P B l o 所对抗
,

见表

1 ,

提示三者均有 D
:

受体阻滞作用
。

但 C SI
J

的作用时

间 比 S P D 和 T H P B 1 0 短
。

在 无 D
:

受 体 阻 滞 剂

L Y 1 7 1 5 5 5 存在
,

又不施加 电刺激时
,

浓度为 50 拜m ol I/
J

的 S P D
、

C S I
碑

和 T H P B 1 0
,

均刺激脑片释放 D A
,

见表

2
,

这一步证实三者对 D
:

受体的阻滞作用特性
。

中枢 D A 受体为 G 蛋 白祸联受体
,

D
,

受体经 G s

与腺昔酸环化酶正藕联
,

D
:

经 G i 与腺昔酸环化酶负

藕联
。

本研究用 D
:

受体阻滞剂 B u t a e l a m o l 封闭 D
:

受

体
,

能准确研究 C SI
,

经 D
;

受体对腺昔酸环化酶的作

用特点
。

在 m m ol I/
J

至 拌m ol I/
J

的浓度范围内
,

S P D 和
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C SI
J

均明显提高腺昔酸环化酶活力
,

使 。 A M P 生成量

明显增加
,

且作用强度有随药物浓度升高而加强的趋

势
。

这些 结果与 既往 的行 为实验结 果相吻合
,

提示

S P D 和 C S I
J

对纹状体 D ;

受体有激动剂作用
。

S P D 同类物 T H P B 1 0 对大 鼠纹状体突触体腺昔

酸 环 化 酶 的 活 性 无 明 显 影 响
,

即 使 浓 度 高 达

1 0 0 0拌m o l / I
碑

时
,

T H p B 1 0 也不能显著改变 e A M P 的

生成量
,

说 明 T H P B 10 与 S P D 及 C SI
J

的作用性质不

同
,

T H P B 1 0 对 D l

受体无激动特性
。

S P D 是 T H P B 同类物的先导化合物
。

本实验证实

双经基化合物 S P D 和 C SI
J

具有 D :

受体阻滞和 D
l

受

体激动双重作用
,

而单经基化合物 T H P B 10 未显示 lD

受体激动作用
。

因此
,

双重作用可能由 S P D 同类物结

构 中双经基所决定
。

此论点尚需大量同类物研究数据

的支持
。
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