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粉防己碱对兔多形核白细胞花生四烯酸代谢的影响

杜泽英 黄械华 (药理教研室 )

欧阳瑜 (重庆医科大学 化学教研室 )

提 要 我们以反相高效液相色谱法 ( R P
一

H P L C )和放射免疫测定法 ( R I A )研 究 了粉防

己碱 ( T et )对体外用钙离子载体 A: : 1: ,

诱导兔多形核白细胞 ( P M N ) 合成白三烯 B . ( L T B 。 )

和血栓素 A : ( T X A Z ) 的影响
,

并以地塞米松 ( D e x) 和氟奋乃静 ( F P z) 作对照
。

结果表明
,

T e t与 P M N 温育 15 m in 即可抑制 P M N合成L T B . 和 T X A Z ,

其效应呈剂量依赖性
。

加入外源性花生

四烯酸 ( A A ) 时
,

T et 的上述抑制作用消失
。

F P Z 与 T et 有相似的作用
,

D ex 则与 T et 不同
,

它需

与 P M N温育 60 m in 才出现抑制作用
。

关 . 词 粉防己碱 , 花生四烯酸类 , 白细胞三烯 B类 , 血栓素 B : , 嗜中性白细胞 , A
一
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粉防 己碱 (t et ar
n

dr i ne , T et ) 具有镇痛
、

抗炎
、

抗 风湿
、

抗过敏
、

降血压及抗心律失

常等作用 (` , ,

临床已用于治疗高血压 和冠心病
。

我教研室发现 ( 2 ) ,

T et 对胶原诱导的血小板

聚集和 T X A
Z

合成有明显的抑制作用
,

但它不抑制血小板利用外 源 性 A A 合成 T X A
: ,

提示

T et 可能是抑制胶原诱导的内源性 A A的释放
。

我们还发现 T et 对血小板钙调素 ( C a M ) 的活

性有明显抑制作用
,

其作用特点和 C a
M抑制剂三氟啦嗓 ( T F P ) 很相似

。

W al en g a 等 根 据

T F P对血小板的作用
,

认为 C a M通过影响磷脂酶 A
Z

( P L A :
) 的活性而控制内源性A A 的释

放 (3)
。

因此
,

我们推测
,

T et 可能是通过抑制血小板的 C a
M活性而对抗胶原对 P L A

:

的激活
,

从而抑制内源性 A A的释放
,

由此抑制血小板的 T X A
Z

合成和聚集
。

如果这种推测 是 对的
,

那么 T et 对 A A经环氧酶和脂氧酶两条途径代谢的产物为 T X A : 和 L T B
`

等的合成均 应具有抑

制作用
。

由于 A A 的上述代谢产物都是炎症的重要介质
,

抑制这些产物的合成将有 明 显的抗

炎作用
。

随后我室研究了 T et 的抗炎作用 (’)
,

发现 T et 在显著减轻炎症反应的同时
,

抑制了中

性粒细胞向炎症区的浸润
、

减少了超氧阴离子和溶酶体酶的释放
。

由于各种细胞的 C a
M没有

明显的特异性差别
,

所以本研究又以 P M N为靶细胞
,

观察 T et 对钙离子载体A : : : : ,
诱导兔血

P M N合成 L T B
.

和 T X A : 的影响
,

并以 D xe 和 F P Z作对照
,

进一 步分析其可能的机理
。

1 材料和方法

健康 日本大耳白兔
,

雌
、

雄均用
,

体重 1
。

8~ 2
.

6 kg
。

花生四烯酸钠盐
、

钙离子载体A : . 1 . , 、

前列腺素

B: (P G B Z
) 和 L T B . 标准品均为 S ig tn a产品

。
T et (浙江金华制药厂 )

,

F P Z (上海黄河制药广 )
,

D “

(卫生部药品检定所药典对照品 )
,

T X B :放免测定药盒 (解放军总医院基础所生化室 )
,

右旋糖 醉 ( M r

1。万
,

上海试剂分装厂 )
,

聚蔗糖 ( M r 4。万
,

上海试剂二厂 )
。

泛影 葡胺 (上海信谊药厂 )
。

甲醇经间

苯二酚回流及重蒸馏
,

乙酸乙醋经无水碳酸钾处理后重蒸馏
。

兔 P M N的制备
:

兔颈动脉放血
,

肝素抗凝
’

( 2 0I u / m l )
,

每 6 m l血加 1 m 16 % 右旋糖醉沉降45 ~ 60

m in
,

吸取上层富白细胞液
,

经聚蔗糖
一

泛影葡胺分层液 (比重 1
.

0 86 土 。 . 。。 1) 分层
,

离心 450 X g
,

25 m in
。

低渗溶解红细胞 (0
。

22 % N a C I
,

1 m i n)
,

以等量高渗盐水 ( 1
。

58 % N a C I ) 恢复渗透压
。

生理盐水洗涤

2 沈
,

得到 P M N
,

以 1 0 ,
/ m l浓度混悬于 H a n k , s 平衡盐液 ( H B S S

,
p H 了

.

4 0 )
。

P M N纯度大于 , 5 %
,

台

芬蓝排斥试验示细胞活力为 95 % 以上
。

孵育条件
: P M N 悬液 1 x

10
’

/ m l
.

o
.

s m l 于 37 ℃ 水浴预温育 15 m in
,

分别 加 入 。 .

5 m l 不同浓度药 液

( H B S S配制 ) 或。 。
5 m l H B S S

,

于 5 7 ℃
。

振荡水浴 i s o i n 或6 o m i n (视药物不同而异 )
。

加 A : 。 : 。 ,
(终浓

度1 0林m o l / L )
,

继续温育 6 m i n ,
1 2 0 0 0 x g离心 3 0 5终止反应

。

上清待测 L T B . 和 T X B : 。
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L T B .

提取与测定
:

反应液加 PG B :is ng (5 0卜 l甲醇 )
,

以 1 m o l / L H C I调 p H 至 3 ~ 4
。

C : 。 B o n d -

E l u t小柱 ( A n a l y t i e h e m I n t e r n a t i o n a l ) 预先以的 p H 3
.

0的 P B S平衡
,

样品上柱
,

以双蒸水
、

苯
.

乙酸

乙酣各 3 m l依次淋洗
,

收集乙酸乙醋组分
,

用 N Z气流挥干
,

以 3 0 % 甲醇 1 10 闪复溶
,

取 10 。 闪作高效液相

色谱 ( H P L C ) 检测
。

H P L C仪为W a t e r s系列 (高压泵M o d e l 5 1 0
,

检测器 I
`

a m b d a 一

M a x
M o d e l 4 5 0 )

,

色谱柱 N u cl ea
o il

,

O D S
,
了卜m

,
4 x 2 5 o m m (大连色谱技术总 公司 )

。

流动相
:

甲醇 /水 /乙 酸 ( 6了/ 3 3

/ o
。

0 5
,

V / V / V )
,

用 N H 魂O H 调p H 至 6
.

2 0
,

流速为 1
.

s m l / m i n 。

检测波长 Z s o n m
。

记录仪 ( H i t a e h i 0 5 6 )

记录色谱图
,

色谱数据处理机 ( C D M C
一

ZA
,

上海计算技术研究所 ) 记录色谱 图 并打印峰保留时间和峰面

积
。

P G B : 为内标
,

对样品 L T B :

定性
。

根据 L T B `标准曲线定量
,

计算药物抑制率
。

T X B : 测定
:

T X B : 是 T X A :

37 ℃时的稳定代谢产物
,

测定 T X B : 量可以反映 T X A : 量
。

反应液未经提

取经适当释稀后
,

按药盒说明书测定并计算药物抑制率
。

统计处理
.

实验结果以又士S D表示
,

显著性检验用 t检验测定
。

2 结果

兔血 P M N在 A : 。 l 。 7

诱导下产生 L T B . ,

其色谱图峰与标准品L T B . 峰的保留时间一致
,

与内标GP E

峰的保留时间比值恒定
。

无 A : : : 。 ,

时
,

不产生可测量的 L T B . 峰
。

L T B . 的产量平均为 21
.

2士 5
.

6 n g / 6 x
10

P M N ( 。 二 6 )
。

表 1 3种 药物村A
: : : 。 , 利激 兔血 P M N产生 L T B和 T X B : 的影响 (又士 s D

,
N = 6 )

药 物

( 卜m o l / L )

温育时间

( m i n )

外源性 A A 抑制率 ( % )

L T B - T X B

F P Z

( 1 0 0 )

F P Z

( 1 0 0 )

D e x

( 1 0 )

D e x

( 1 0 )

T e t

( 2 0 )

T e t

( 2 0 )

(对照 )
9 8

。
3士 3

。
0 1 0 0士 0

。
0

6 8
。

7士 5
。

6…
6 4

。
1士 7

。

.2 .

(对照 )
7

。
6士 2

。
6 4

。
8士 1

。
1

4 5
。

5士 6
。

2

…
4 7

。
9土 7

。
8

…

(对照 )
9 1

。
8土 1 0

。
2 8 9

。
5士 8

。
5

4
。

8士 1
。

9

…
5

。

7士 i
。

2

…

二 P < 0
。

0 5
, * * . P < 0

。

0 1 ,

5 2 0
.

3 0
一

6 9 13
.

5 2 0
.

3

T . t 《卜一0 1 / L)

图 T et 对人 : 3 1 . ,在体外刺激兔 P M N产生
L T B` ( A )和 T X B : ( B )的影响 ( n . 6 )

在无外源性 A A的反应体系中
,

T “ t在体外明显

抑制 A : : : e , 诱导 P M N合成 L T B。
和 T X B Z ,

其效应

呈剂量依赖性
,

I C so 分 别为 8
。

3和 9
。

6卜m ol / L (图 )
。

而在有外源性 A A ( 5叩m ol / L ) 的反应 体 系 中
,

T et 在同样剂量范围内对体外A : 。 1 8 ,诱导 P M N合成

L T B .和 T X B : 均无明显影响 (表 )
。

D e笼与 P M N温育 (终浓 度 1 0卜nr o l / L ) 1 5 m i n ,

对 L T B ` 和 T X B : 合成未见明显抑制
,

而用同样浓度

的 D e : 与 P M N温育 6 o m i n则 对L T B 一和T X B : 的 合

成有明显抑制作用 (表 )
。

温育时间不同
,

D “ 对

L T B . 和 T X B Z合成的抑制作用有非常显;著 的 差 别

( P < 0
。

0 1 )
。

ǎ次ù铸班掀



2仑 3

在无外源性 A A的情况下
,

F P z (1 00 ; , ol 之L ) 对 PM N合成 L T B . 和 T x B :
有非常显著的抑制

,

而在有

外源性A A的条件下
,

其抑制作用明显减弱 (表 ) 。

3 讨 论

花生四烯酸经环氧酶和脂氧酶两条途径的代谢产物前列腺素
、

血栓素及白三烯等具有高

度生物活性
,

在炎症
、

血栓形成及过敏反应等多 种病理过程的发生和 /或发展中起着重要作

用
。

L T B
4

可 致白细胞趋化
、

聚集
、

脱颗粒和产生超氧阴离子
,

是重要的炎症介质 .()
。

T X A Z

可致 白细胞聚集 (3)
,

可能也是炎症介质之一
。

A
Z : 1 。 ,

激活细胞膜磷脂 酶 A :
( P L A :

)
,

使膜

磷脂水解生成 A A
,

进而生成 L T B
`

和 T X A : 。
P L A

Z

是钙
一

钙调素 ( C
a 一

C a M ) 依赖性酶川
。

本实验结果表明
,

T et 可抑制兔血 P M N 合成 L T B
`和 T X B

: ,

对二者的 I C
。 。
相近

,

提示其作用

机理可能有共同之处
。

本实验再次证明外源性 A A使 T et 的作用消失
,

故 表 明 T et 不是影响

A A的利用
,

因此不是直接抑制 5
一

脂氧酶和环氧酶
,

而是抑制内源性 A A的释放
。

又 因 木实

验证明
,

C a M 抑 制 剂 F P Z对兔血 P M N合成L T B
`

和 T X A
Z

也有明显的抑制作 用
,

而且外源

性 A A 也使其作用大减
,

这就再一次证 明 C a M 拮抗剂在这方面与 T et 的作用特点 相似
,

也和

文献报导 F P Z对血小板的作用 (3) 相似
。

我们实验室 曾报道
,

T et 可抑制血小板 C a M的活性 (2)
,

本实验的结果支持我们以前的推论
,

即 T et 和已知的 C
a M抑制荆一样

,

可通过抑制 C a M而抑制

aC
小 十

C a M依赖性 P L A
Z ,

从而抑制内源 性A A的释放
,

由此可抑制 L T B
`
和T X A : 的合成

。

D e x需经一定时间以合成脂皮素 ( L i p o e o r t i n
) 后

,

才能发挥抑制 P L A Z的作用 ( , )
。

T e t

的作用方式与D e x
完全不同

,

T et 是通过抑制 C
a M而抑制 P L A : ,

因此不要经历诱生脂皮素所

需的时间延搁
。

这可能是 T et 影响 A A代谢而发挥药理作用的机理之一
,
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l C o l l
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g
。

)

T h
e e f f e e t s o f t e t r a 九d r i n e ( T e t ) o n t h e p r o d u e t i o 九 o f l e u k o t r i n e

B
4

( L T B
`

)

t il r o m b o x a n e B
Z

( T X B
Z

)
o f e a l e i u m i o n o p h o r e A

Z 。 , 。 , 一 s t i m u l a t e d r a b b i t

p o
ly m o r p h o n u e

l
e a r

l
e u k o e y t e s

( P M N ) a r e m e a s u r e d w i t h t h e r e v e r s e d p h a s e h i g h

p e r fo r m a n e e l i q u i d e h r o m a t o g r a p h y a n d r a d i o i m m u n o a s s a y r e s p o e t i v e l y
。

D e x a -

m e t h a s o n e ( D e x ) a n d f l u p五e n a z i n e ( E P Z ) a r e u s e d a s t h e e o n t r o l
。

T h e p r o d u e -

t i o n o f L T B
。

助 d T X B
:

b y P M N 15 s i g n i f i e a n t l y d e p r e s s e d b y T e t i n a d o s e 一 d e -

p e n d e n t m a n n e t w h e n i n e u b a t e d f o r 1 5 m i n .

T h e I C 5 0 f o r i n h ib i t i o n o f L T B
`

a n d T X B : p r o d u e t i o n 15 8
.

5 a n d 9
.

6 林m o l / L r e s p e e t i v e ly
.

T h e e h a r a e t e r i s t i e s

o f t h e e f fe e t o f T e t a r e t五e s a m e a s t h o s e o f F P Z
.

T h e e f f e e t o f D e x o e e u r s w h
e n

i n e u b a t e d w i t h P M N f o r 6 0 m i n 。

K e v w o r d s : t e t r a n d r i n e ; a r a e h i d o n i e a e i d / M E , l e u k o t r i n e B ; t h r o m b o x a n e B Z ;

n e u t r o p h i l
s , A

一 : : : 。 :

(上接 2 8 7页 )

到较好效果
。

对于皮肤损害程度深
,

累及骨组织者
,

及早清除创面
,

切 除坏死软组织和腐骨
,

作皮瓣移植

月之
,

可收到良好效果
.
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