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　　提　要　目的: 了解 Wista r-Kyo to大鼠 ( Wistar-Kyo to rats, W KY)、自发性高血压大鼠 ( Spontaneously

hyper tensiv e ra ts, S HR)血管平滑肌细胞 ( Vascula r smooth muscle cells, V SMC)上神经肽 Y( Neuropeptide

Y , N PY)受体的表达水平及其差异。方法:应用 Iodogen法对 NPY受体进行了测定。结果: NPY蛋白质标记

率为 70% ,比活度为 3. 36 MBq /μg V SMC在 ( 1. 0～ 5. 0)× 106细胞 /ml的范围内 , 125 I-N PY的特异性结合量

与 V SMC细胞数之间呈线性关系 ; SHR的 N PY受体最大结合量 ( Bmax )和受体复合物解离常数 ( Kd)均明

显高于 WKY,相关分析显示 Bmax , Kd与血压增高程度呈正相关。结论: NPY受体数目和亲和力的增加可

能在高血压的发病机制中占有重要的地位。

　　关键词　神经肽 Y受体 ;大鼠近交 WKY血管平滑肌 ;大鼠 ,近交 S HR

　　中图法分类号　 R392. 11

　　神经肽 Y是一种含有 36个氨基酸的多肽 ,它广泛

地分布于中枢神经系统和外周多种组织器官 ,无论测

定高血压病人或是自发性高血压大鼠血中 N PY含量

均明显升高 ,提示 N PY可能在高血压的发病机制中

占有一定的地位 [1 ] ,离体动脉血管内灌注 N PY可以产

生强有力的、长时间的收缩血管作用 ,这种作用不被

α、β受体阻滞剂所阻断 ,提示有 N PY受体存在于动脉

血管中
[2 ]
,并且放射自显影技术已证实了 V SMC上确

有 N PY受体存在
[3 ]。但对于 V SMC上的定量情况目

前尚缺乏研究 ,本实验利用 Iodogen法对 N PY进行
125 I标记 ,以 125 I-NPY作为放射性配基 ,测定 N PY受

体在 SHR、WKY的 V SMC上的分布情况 ,并进行对

比研究 ,探讨 N PY受体在高血压发病中的作用。

1　材料与方法

1. 1　材料
　 　 Na-125 I为中国原子能科学研究所产品 ; N PY购自 Sigma

公司 ; RPMI-1640培养基为 GIBCO-BRL公司产品 ; Actin单克

隆抗体购自宝灵曼公司 ; S HR、WKY由中国医学科学院阜外医

院动物所提供 (动物编号 9308R021) ,雌雄各半 ,每组 10只 ,两组

动物体重差异不显著 ( P > 0. 05) , S HR的血压明显高于 WKY

( P < 0. 01)。

1. 2　 N PY的
125Ⅰ 标记

　　按照我科实验室建立的 NPY 125 I标记法进行 [4]。 Iodogen

1 mg溶于 2 ml氨仿中 ,取该溶液 0. 1 ml加入水平底试管中 ,旋

转试管使溶液包被试管内壁 ,然后用 N2吹干。向试管中加入

N PY标准品 10 nmol、 5 mCi Na125 I、 PBS液 40 ml( pH7. 4、 0. 1

mo l /L ) ,混匀 , 24℃下反应 5 min,不断搅拌 , 150μl PBS液终止

反应。反应完毕后反应液加入已有 5% BSA 200μl的试管中 ,混

匀 ,上 Sep-Pak C18柱 ,用 0. 027 mol /L甲酸 (内含 0. 2% BSA、 0.

02%叠氮钠 )洗脱 ,定量分管收集洗脱液 ,测定洗脱液放射性 ,

绘制洗脱曲线 ,计算蛋白标记率和比活度。

表 1　大鼠的一般状况比较 (x-± s)

Tab 1　 Comparison of general characteristics of rats(x-± s )

Parameter Weigh t ( g) Sys tolic blood pres su re( mmHg△ )

SHR 257. 67± 47. 23 217± 10** △

WKY 243. 40± 34. 21 141± 6△

△: 1 mmHg= 0. 133 kPa;** : P < 0. 01 vs WKY

1. 3　V SMC的消化、分离及培养
　　常规大鼠麻醉后剖腹取出主动脉 ,按照我科高血压实验室

建立的复合胶原酶消化、分离、收集 VSMC [5] ,用 10%小牛血清

培养液调整细胞密度为 1× 105 /ml,将调整后的细胞悬液接种

于培养瓶内 ,置 37℃、 5% CO2培养箱内培养 ,培养后的 V SM C

用免疫组化、透射电镜鉴定。

1. 4　V SMC上 N PY受体的放射配基结合法测定

　　收集培养的 V SM C, 4℃ 1 000 r /min离心 30 min,用 RM PI

1640培养液调整细胞数为 1. 5× 106 /ml,取 1 ml此悬液分别与

( 0. 1～ 1. 5)× 10- 9 mo l / L的 125Ⅰ -N PY混合 ,非特异管加入

1× 10- 6 mol /L N PY,混合物于 37℃下水浴 30 min,冰浴停止反

应 ,离心沉淀细胞 ,用 D-Hanks液洗涤 3～ 4次 ,检测沉淀细胞的

放射计数。
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1. 5　数据处理
　　所有数据行非线性最小二次方曲线拟合。

　　 125 I-N PY特异性结合是由总结合 ( TB)减去非特异性结合

( NSB)所得。Sca tcha rd作图 ,求受体的 Bmax和 Kd。

2　结果

2. 1　V SMC的培养
　　 V SM C在相差显微镜、普通显微镜下呈梭形 ,长条或椭圆

形 ,胞质密度高 ,不透明 ,有数个或一个核仁位于中央。用 Actin

单克隆抗体进行特异的免疫组化染色 ,在光镜下仍呈梭形或长

条形 ,胞质染色呈棕色 , Actin染色阳性是 V SM C的特征之一。

透射电镜下可以见到一个细胞核 ,核膜有切迹 ,胞质中充满肌

丝 ,核的两端无肌丝 ,胞膜下有密斑 ,胞质内有密体。

2. 2　V SMC上 N PY受体的测定

　 　 SHR的 Bmax和 Kd均明显高于 WKY( Bmax: 456172±

3 607位点 /细胞 vs 176 059± 6951位点 /细胞 , t = 113. 11, P <

0. 01; Kd: 37. 22± 4. 22 v s 19. 91± 2. 54, t = 11. 11, P <

0. 01)。相关分析显示 Bmax、 Kd与血压增高程度正相关 ( r=

0. 747, P < 0. 01; r= 0. 580, P < 0. 05)。

3　讨论

　 　 125
I标记 N PY有 Iodogen法和氧胺 T法等 ,

Iodogen为固相氧化剂 ,使水溶性的 I-蛋白质快速碘

化 ,具有标记率高、反应体积小以及生物活性损失小等

优点 ,越来越被人们所接受。我们的实验结果显示 ,

Iodogen法标记的
125
I-NPY经分离后具有较好的生物

活性、稳定性和放化纯度 ,可作为放射配基用于受体结

合分析。

　　对测定方法的检测:①测定结果的准确性。将同一

份样品的 V SMC悬液分成四份 ,同时测定其与125 I-

N PY的结合 , 10次实验结果的 CV 为 4. 33%±

1. 54% ,表明该方法重复性好、准确度高。②将 V SMC

悬液浓度调成不同浓度 [ ( 0. 5～ 5. 0)× 106细胞 /m l ],

加入等量的125 I-N PY,测定其特异结合量与细胞数间

呈线性关系 (r= 0. 853, P < 0. 01, n = 6) ,换算成每个

细胞的结合位点 ,其数量基本相同 ,提示测定结果不受

吸附于容器上的放射性影响。

　　原发性高血压的发病机制目前尚不甚明了。已发

现 N PY可能通过收缩血管、增强缩血管物质的作用、

减轻舒血管物质的作用、促进 V SMC增殖等几种途径

而参与原发性高血压的发病机制 [6 ] , N PY在原发性高

血压病中的作用已逐渐得到承认 ,但关于原发性高血

压时 N PY相应受体的情况则缺乏研究 ,本实验利用

放射配基结合分析法测定了 V SMC上 N PY受体的分

布情况 ,发现 SHR V SMC上 N PY受体无论最大结合

容量和亲和力均高于 WKY,相关分析显示 Bmax、 Kd

与血压增高程度呈正相关 ,此结果难以用血中 N PY

变化同种调节 N PY受体解释 ,说明可能是因为 SHR

N PY受体相应基因异常使 N PY受体蛋白翻译水平提

高所致 ,也进一步说明了 N PY受体 Bmax、 Kd的增加

可能在高血压的发病中占有一定地位。
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A contrastive study on changes number and maximal binding capacity of

neuropeptide Y receptors on vascular smooth muscle cells between spon-

taneously hypertensive rats and Wistar-Kyoto rats
Zeng Chunyu, Liu Guangyao , Zhou Yong , Wang Baowen, Cheng Shao jun, Zhang Guangyun ( Depa r tment o f Car-

diolog y , Daping Hospita l, Third Milita ry M edical Univ ersity, Chongqing , 400042)

　 　 Abstract　Objective: To investig ate the expression o f neuropeptide Y ( NPY ) receptor s on va scula r
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smoo th muscle cells ( V SMCs ) in spontaneously hyper tensiv e rats ( SHR) and Wistar-Kyo to rats

( WKR) and de termine the differ ence betw een the tw o kinds of ra ts. Methods: NPY w as radioiodina ted with

Na125 I by means o f Iodogen method and NPY recepto rs w er e detected with radiolig and binding assa y. Re -

sults: Th e labeling ra te of N PY w as 70% and the specific radioa ctivity o f 125 I-NPY was 33. 67 MBq /( g.

When the density o f V SM Cs was in the range o f 1～ 5× 106 cells /ml, the number of VSMCs w as clo sely rela t-

ed with 125 I-N PY binding quantity. The maximal binding capacity ( Bmax ) and equilibrium dissocia tion con-

tant ( Kd) w ere significantly higher in SHR than in WYR. These tw o pa rame ters wer e positiv ely co rr elated to

the increment o f blood pressure. Conclusion: Th e incr ease in numbe r and Bmax of N PY recepto rs migh t pla y

an impo rtant r ole in pa thogenesis o f hyper tension.

　　 Key words　 neuropeptide Y recepto r; v ascular smoo th muscle; r ats, inbr ed WKY; ra ts, inbred S HR

　　 (上接 208页 )

2. 3　注意事项
2. 3. 1　患者取平卧位 ,暴露热敷部位 ,避免受凉。

2. 3. 2　热敷部位垫一毛巾 ,以防烫伤皮肤。

2. 3. 3　热敷过程中如药包冷却 ,可再行热蒸。

2. 3. 4　在药包上盖一塑料薄膜 ,使药包热度保持时间较长。

3　疗效判断标准 [1 ]及治疗结果

　　温经活血通络方对所有病例全部有效。

3. 1　痊愈
　　 5例。泄泻症状消失 ,大便成形 ,每日 1～ 2次 ;中医证候的主

症、次症消失 ,舌苔基本恢复正常 ,与泄泻相关的疾病其相应的

客观指标证实确有显著改善。

3. 2　显效
　 　 3例。大例次数每日 2～ 3次 ,近似成形 ,或便溏而每日仅 1

次 ,中医证候的主症、次症改善程度在 2级以上 ( ～ + ) ,与泄

泻相关的西医疾病其相应的客观指标已接近正常。

3. 3　有效
　　 1例。大便次数和质地、中医证候的主症、次症均有好转 ,与

泄泻相关的西医疾病其相应的客观指标有好转。

3. 4　无效
　　症状无改善或有加重 ,与泄泻相关的疾病及其相应的客观

指标均无改善。

4　讨论

　 　泄泻首载于《内经》。《素问 气交变大论》记有“鹜溏”、“飧

泄”、“濡泻”、“注下”等病名。脾主运化 ,胃主受纳。长期饮食失

调、或劳倦内伤、或久病缠绵 ,均可导致脾胃虚弱 ,不能受纳水

谷和运化精微 ,致水反为湿 ,谷反为滞 ,湿滞内停 ,清浊不分 ,混

杂而下 ,遂成泄泻。脾阳不振 ,运化失常 ,则饮食减少 ,脘闷不

舒 ,稍进油腻食物则大便次数增多。久泻不止 ,脾胃虚弱 ,气血

化源不足 ,故面色萎黄、肢倦乏力。脾阳虚衰 ,阴寒内盛 ,则手足

不温 ,喜热畏寒。久泻不愈 ,中气下陷 ,则见脱肛。脾气虚无力推

动血行可见血瘀之证。舌淡胖或有齿印、苔薄白、脉细弱为脾胃

虚弱之征象。治以健脾益气为法。

　　国内学者认为微循环障碍是慢性腹泻的基本病理变化 ,其

中免疫功能低下和自身免疫反应是发病的重要原因。有医

者 [2, 3]在辨证基础上加用活血化瘀方药内服和 /或灌汤治疗慢

性腹泻 ,取得了满意疗效。活血化瘀方药不仅能直接改善微循

环 ,促进炎症吸收和组织修复 ,还能通过影响免疫系统而达到

增强抗炎和调节免疫功能作用。

　　温经活血通络方是由散寒通络、活血化瘀、消炎止痛、运行

气血的中药组成。药物热敷具有温经通络、行气活血、祛湿逐

寒、防病保健作用。“经脉所通 ,主治所及”。所敷部位中、下腹部

为任脉和足阳明胃经经脉循行部位 ,两经脉腧穴均可治胃肠

病。神阙穴具有温阳补虚、化寒湿积滞功效 ,关元、气海穴具有

强壮作用 ,均为保健要穴 ,可益气固本、止泻、调节人体免疫机

能 ;天枢穴可调胃肠、理气血、消食化滞。通过药物局部热敷透

过皮肤毛孔吸收 ,作用于经络腧穴 ,益气健脾、逐湿祛寒、温经

通络、行气活血 ,故可起到治疗作用。

　 　温经活血通络中药腹部外敷用于脾虚泄泻患者 ,治愈率

高 ,疗效好 ,方法简便易行 ,目前尚未发现毒副作用 ,且价格低

廉 ,易被患者接受 ,是治疗脾虚泄泻的一种较好的方法。

　　关键词　泄泻 ;脾虚 ;外治法

　　中图法分类号　 R244. 9
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