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血管壁上埃托啡及苯环利定特异结合部位的放射自显影观察1，z 
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Autoradiographic study on etorphine and phencyclidine 

specific binding sites in rabbit mesenteric artery 
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^BSTRACT Autorsdiography was used to 

咖 dy the localization of Kappa and PeP／ 
$i8~a receptors in the blood ~ IIelI．S1ices 

of rabbit nIc∞ nteric arteries were incubated 

with 0．4 nmdi／L[ H]etorphine or／and 10 

ttmol／L etorphine for 45 min at 25℃．or 

incubated with 5．2 nmol／L [。H]PCP or／ 

and 20ttmol／L PCP for 60min at 4℃． 
Then，slices were covered with 咖 ulsion 

coated coverslip and kept for 8-10 wk st 

4℃ ． he results were al follows： 

M icroscopy Autoradiographic analysis 

indicated that etorphine and PCP specific 

binding sites were both located in the 

outer-layer and the m ooth muscle of the 

artery． However， moat of these binding 

sites werc lost in the 6-OHDA pretreated 

arteries in which the adrenergic nervc end- 

ings were destroyed． 

(A) of [ t【]etorphine autoradiographic 

density for total binding(TB)and nonspecific 

binding (NSB) in control group were 

0．416± 0．056 and 0．044 ± 0．0ll·re$pcc- 

tively(P< 0．01)，and for TB after incuba- 

tion with 6-OHDA was 0
．
068 ± 0．013 
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which was different from the  A value of 

TB in the control(P< 0．01)． 

Thc A value of r咀 3PCP autoradio— 

graphic density for TB and NSB in the 

control were 0
．
546 ± 0．087 and 0．023 ± 

0．060．respectively (P<O．01)，and for TB 

after incubation with 6-OH])A was 0
． 065± 

0．015 whi ch was significantly less timn 

that of TB in the  control group (P< O
． 01) 

The result~ suggest that bo th etorphine 

and PeP／sigma opiate l"eceptors in the tab- 
bit mesentric srtery ale located on the 

adrenetgic nerve terrainsls which seem to 

distribute m ainly in the Outer-lsyer and in 

the smooth mu~le of the vessels． 

KEY W ORDS mesenteric ‘rteries； tutO— 

radiography, etorphine； phe ncyclidine； 

endorphin receptors 

曩曩 为了解kappa和 PI ／si鲫 型阿片受体在血管 

壁上的分布，本文采用兔肠系膜上动脉、~sI-I3etorphine 

和[ 口PcP(苯环利定)作了离体血管放射自显影的研 

究．显微镜下观察及显擞分光光 度测定法的分析结果 

提示血管壁上有能与 [’H]etarphine及 [’H]PCP作特 

异结台的部位，它们均主要分布于血管壁的外膜及肌 

层的变感神经末褙上． 

美■葡 肠系瑛动脉，放射自显影术，埃托啡，苯环 

利定，内啡肤受体 

我室 曾先后发现外周血管上有 kappa型及 

PeP／sigma型阿片受体 ，这两种受体兴奋 

后，分别以相反的方向调节交感神经末梢释放 

■ 
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去甲肾上腺素(norepinephrine，NE)， 从而产 

生舒或缩血管的生物效应 ’， 并参与全身血 

压的调节 ．然而，这些受体究竟分布在血管 

壁的哪一层，以及其分布与交感神经末梢有何 

联系等问题有待阐明．本文用离体血管放射 自 

显影技术，结合化学切割手段，藉 以光学显微 

镜和显微分光光度计的观察，对上述问题作了 

研究 

MATERIALS AND METHODS 

兔 6只， 体重 2．8+SD 0．3 ks， 早 不 

拘， 本校 自行繁殖．[。HIEtorphine(1．6 Bq／ 

mmol，23 GBq／m1)及[。HI苯环利定(FSHIPCP， 

1．4 TBq／mmol， 37 GBq／m1)由上海医科大学 

药学院同位素 实验室提供 etorphine及苯环 

利定(phencyclidine，PCP)由本校药学院药物 

化学合成教研室提供} 6一羟多巴胺 (6-hydro-- 

xydopamine， 6-OHDA)由日本东京理科大学 

药学博士久保田和 彦教授惠赠 }核乳胶一4型系 

北京原子能研究所产品． 

切片的制鲁 将兔处死，速取其肠系膜上 

动脉，用冰冷的 Tris-HCI缓冲液 (50mmol／L， 

pH 7．4)洗去血液，去除血管局围的结缔组织， 

将动脉剪成 1 cm长二段．其中一段为对照组， 

另一段为 6-OHDA组． 

6-OHDA组动脉 浸入含 6-OHDA的 Tris- 

HCI缓冲液中 (6-OHDA的浓 度为 0．3％， 内 

含 l％抗坏血酸)孵育 10 min(4'C)， 再将动脉 

移入Tris-HC!缓冲液内(4℃)，以后每隔 30 rain 

换一次溶液，每次 50叫 ，共 3 h． 

对照组 动脉除不用 6-OHDA处 理外， 其 

余实验条件和步骤均与 6-OHDA组相同． 

孵育完毕将组织作冰冻(一12—16℃)切片， 

厚度为 25 ttm， 切片溶贴于事先浸过 明胶的载 

玻片上，保存于一20"C，供放射结合分析用．保 

存期不超过 48 h． 

放射结合分析 作放 射结 合分析 (radio- 

0inding assay)时， 将 6-OHDA组和对照组的 

动脒再分成总结合(mml bindinS，TB)和非特 
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异结合(non--specific binding，NSB)组． 

1 Etorphine的放射结 合分析“ TB组加 

['H]etorphine 0．4 nmol／L， NSB组 加 [啊] 

etorohine 0．4nmol／L和etorphine 10~mol／L． 

加样毕， 将组织 切片置于 24"C水浴 槽内孵育 

45 rain． 然后 用冰 冷的 Tr~-HCI缓冲液 (50 

mmol／L，pH7．4，内含0．05％牛血清白蛋 白) 

冲洗组织 6次，浸洗 4次，再将组织切片置于 

80"C烘 10min，待干燥后作放射自显影． 

2 PCP教射 结 合 分析 ， TB组 加 [。H] 

PCP 5．2 nmol／L，NSB组加[SHJPCP5．2nmol／ 

L和PCP 20~mol／L． 加样毕， 组织置于 4℃ 

孵 育 60min， 再用 冰冷Tris-HCl缓 冲 液 (5 

mmo]／L， pH 7．8， 内 含 50mmol／L蔗糖 及 

0．05 牛血清白蛋 白)冲洗， 其余实验条件均 

同etorpldne组放射结合分析过程． 

■光、 墨髯、 定髯和 染色 用重 蒸水按 

1：1至 1：2比例稀释核乳胶， 再涂于清洁的盖 

玻片上，干燥后即为乳胶干板．将反应后的组 

织与乳 胶干板 紧贴， 避光保 存于 4"C至 8-lO 

wk，以利充分曝光．用 Kodak D-19 b型显影 

液及 Kodak F 5型定影 液进行 显影及 定影， 

再 用中性红染色法作组织染色． 

实验结果现寨 用 Nikon UFX-II显微镜 

作组织切 片观察， 再用Nlkon FX--35 A摄像 

机将观察结果拍摄下来，以示放射 自显影颗粒 

的分布． 用 Opton MPMO1K型显微分光光 

度计测量单位面积内放射自显影颗粒的分布密 

度，以作半定量分析．测定条件为 ：4号光栏 

(0．4mm)，放大倍数为 50倍， 每测定点面积 

为 50．27 Ⅲ2． 按下式求出各部位的光密度吸 

收值 (absorbance，A)l 

A：los(本底光强度值／组织光强度值) 

采用 f检验进行显著性检验． 

RESU【．1S 

血管璧上阿片受体放射自显形囊越的分布 

l[SH]Etorphine放 射 自显影颗柱 的 分布 

经放射自显影处理后的组织，在光学显微镜下 
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观察， 可看到 TB组的血管壁外膜上有密集的 

黑色银颗粒，血管壁的肌层上也有这种颗粒， 

从外膜到内膜的肌屠壁，黑色银颗粒逐渐减少 

(Fig 1A，Plate 1， 以下各图同)I而 NSB组 

的血管壁 上几乎看 不到这种 颗粒(Fig 1 B)． 

将 ’r 组的 颗粒 减去 NSB组的 颗粒， 印为特 

异结合 (s~eifi~blnd．1ng)的放射 自显影颗粒， 

实 验 结果 显 示 了 血 管 壁 上存 在能 与[。H] 

etorphine作特异 结合的 部位， 该部位 主要分 

布在血管壁的外膜及肌层组织上． 

用 6~HDA孵育后的TB组，血管壁上的银 

颗粒明显减少，接近对照组的NSB组(Fig 1 c)， 

2 [。H']PCP放射 自显影 颗粒的 分布 (Fig 

1 D)可见 TB组中[。H]PcP的放射自 显影颗粒 

主要分布 于血管壁 的外膜及中层．NSB组中 

这种颗粒 明显减少， 几乎消失(Pig 1 E)． 经 

6-OHDA处理后，其 TB组的放射自显影颗粒 

也几乎消失，接近 NSB组的(Fig 1 F)． 

血t童上阿片受体放射 自丑嚣■较密度的 

分析 Tab 1列举了血管壁 上[。H]emrphine及 

[。H]PCP放射自 显影的 颗粒密度 分析值． 从 

Tab 1 可见， 在[。H]etorphine及 EsH]PCP两 

组中，其 TB的A值均明显大于 NSB组的，统 

计有极显 著意义 ．经 6-OHDA处理后， A值 

均明显减少， 与 NSB组的A 值相比， 相差均 

Tab 1． Autoradioglaphi~optieal density of[’H] 

咖  hh∞ and [’H]pheney~lidlm~ in the rabbit 

m trle artely．Autoradlogm pbic optical density 

was detected by mictospectrophotomeffy．i±sD． 

．．’ <O．D1 w total bindiⅡg． 

Absorbance(A／50．27 tunJ) 
GrOup Etorphine PhencyclIdine 

Total b|ndind 0．416±O．36 O．55士 O．O9 

(n=44) (n=40) 

Non．．sp~ffic binding O．044±0．07⋯ 0．023±0．06⋯  

(n=46) (n=23) 

6-OHDA~ 0．068±0．O6⋯ 0．065±0．02⋯  

(n=35) (nffi 29) 

*6-OHDA = Total bindinB after incubation with 

帅 rdroxy~opm ine． 

不显著，而与TB组相比，P<O．01． 

由放射自显影颗粒密度分析的结果可见． 

不论是 etorphine还是 PCP， 其 TB组 的 A值 

都大于 NSB组， 提示血管 壁上存在 etorphine 

和 PCP 的特异结合部位， 这与放射受体结合 

分析法所得结果“．2’相符． 进一步比较这两种 

特异结合的A值可见，PCP放射自显影颗粒密 

度较 etorphine的高， 这提示血管壁上PCP受 

体的数量较 etorphlne为多．在 Scatcha~分析 ～ 

中，[。H]PCP与血管的最大结合能力(B⋯ )为 

4．69±0．29pmol／mg蛋 白 '， [ H]etorphine ． 

B Il仅为 14 hnol／mg蛋白“，．这些实验结果 

从形态学和受体生化学的角度一致证明血管壁 

上确实存 在能与etorphine及 PCP作特异结合 

的部位，且 PCP受体的密度较 etorphine高． 

已知 etorphine对 、̈6、 和 K型阿片受体 

均有较高的亲和力．在放射结合分析中，血管 

上 etorphine的特异结合仅能被强啡肽AI-】3所 

取代 (后者对 6、K型阿片受体 均有较高亲 

和力)，则不能被¨型阿片受体配体 PL 017及 

6型阿片受体配体 DADLE所取代．结合此结 

果推测血管壁上 etorphine的特异结合部位(印 

阿片受体)可能以 K型为主． ‘ 

在生物检定实验中， 强啡肽A—s通过抑 

制交惑神经末梢释放 NE， 从而抑制 血管的电 

场刺激 收缩效应 (待发表资料 而 PCP则通 

过促进 NE的释放来加强 血管的电场刺激收缩 

作用 ，，因此设想埃托啡及 PCP受体很可能 

位于交感神经末梢上．若这一设想成立的话， - 

则破坏致去除血管壁上的交惑神经末梢，就会 

导致该部位上这两种受体的数量减少或消失． 

因此 本文 采用 6-OHDA孵育法 ．1 ， 观察急 一 

性损毁血管壁上交惑神经束梢后其受体密度的 

变化．从 Tab 1可见，交感神经末梢损毁后，血 

管壁上ctorphine及 PCP的放射 自 显影颗粒数 

明显减少， 接近 NSB组的颗 粒数． 由此表明 

血管壁 上的0I钾phiI 及PCP受体主要分布在 

■百]阿Il■一__ _r。_ 一__一_ 
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交感神经末梢上． 

Fig l显微镜下 观察结果显示了， 交摩神 

经末梢完整时， etorphine及 PCP的放射 自显 

影颗粒特异地分布在血管壁的外膜及肌层组织 

上，而交感神经末梢损毁后，这种特异分布几 

乎消失． 这提示 血管壁上的 etorphine及 PCP 

受体主要 分布于外 膜及肌层 的交惑神 经末梢 

上． 

Etorphine及 PCP受体在血管 壁上这种特 

异性分布， 对进一步 阐明强 啡肽及 PeP调节 

血管舒缩活动的机理提供了形态学证据． 
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