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o【2一肾上腺素受体激活对 3,4一二氨基吡啶诱发 

去甲肾上腺 释放的调制作用 罗 7．I 
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ABsTRACT The effects of the ，一adrenoceptor 

agonist clonidine and antagonist yohim bine were ln． 

vesfigated on 3,4——diaminopyrJdine(DAP)——evoked 

[~H]norepinephrine (rH1NE) release from rat 
hippocampal slices ln the presence and absence of" 

extracellular Ca。 。． The slices were preincubated with 

PHINE and superrused in the presence of desipramine 

1肿 ol r rH]overflow was evoked by—additioD of 
DAP 100jtmol-L for 10 rain to superfu_~,ion 

medium 

Clonidine and yohim bine 1nhibited and enhanced 

the 3 4一DAP-evoked rH]NE release jn日eoncentra． 

1ion--dependent manner both In the presence and ab- 

senec  of extracellular Ca The ef ct or yohimbine 

wkls abohshed by clonidine and was additive with th e 

effect of ruthenjlIFO red In the presence of 

extracellular Ca the clonidjne effect was not altered 

by addition of o-conotoxin GVIA 0 1／xmoI_L or 

by removal of extraecllular Caz+， suggesting that the 

Ca entry was not nvoNed ia the modulatory niceh- 

anbms of DAP—evoked nH1NE release by activation 

of 2一rec印 tar In the absence of extracellular Ca2+ 

the clonidine effect was reduce d by'the presence of 

ruthenium red 10#tool L 。， supporting the bypath— 

esis that a2-adrenoceptor activation might affect the 

intracellularmechanism ofCa homeostasis 

KEY W ORDS hippocaropus； calcium； ruthenium 

red；norepineph：ine； clonidine； yohim bine；amino—— 

pyridines 
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提 要 突 触 前 r肾 I：腺 素 能 自身 受 体 激 动 -I 

clonidine和拮抗剂 yohimbine能抑制和加强 3 4_二氯 

基吡啶f3 4一DAP)诱发 击甲肾 卜腺素(rH]NE)释放 

说明 ，一自身受体参与 3,4一DAP诱发rH]NE释放的 

调 制 细 咆 外 无 钙 时 或 山一conotoxin 存 在 时 

clonidine仍能抑制 3,4一DAP礴发rHINE释放，说明 

调制机 制 与 Ca 通道无关 可能是通过胞 内 ca 

衡过程而实现的 

v  乙／ 

美键词 i
—

92
—％-；钙；钉 J 耋 堡! 堕蠢j可乐定 

育亨宾；氯基吡啶类 

突触前 ，一肾上腺素能 自身受体嫩活后能 

抑制 NE的释放，但对其作用机制尚得不到一 

致的结论，主要的几种假设认为：口 一自身受 

体激活后，影响 c 通道，减少细胞外 Ca>ILl 

流： 一自身受体激活后，与受体榴偶联的 K 通 

道开放而使 K 外流，因而神经束梢可兴奋膜 

处于超极化状态；或 一受体激活后影响细胞 

山钙的 平衡机 制“ 由于我们所采用的 DAP 

诱 发 NE释 放在 细胞 外 无钙 条件下亦 能进 

行口 ，因此，我们可以研究 ： 一肾上腺素能 

自身受 体的 作用机 制是否 通过 影响 Ca 通 

道，抑制细胞外 Ca 内疏八轴突末梢内所致． 

M ATERlALS AND M ETHODS 

药 品和试 剂 rH1去 肾 1．腺 集(卜(7岛～ 

【、H]norepinephrine_【 H】NE Amersham)：3,4一 氨基 

吡 I硅 r3、4-diaminopyridine 3,4一DAP) d．esipramine 

HCI，育亨宾(yohimbine HC】)，町乐定(clonidine HCI) 

(Sigma)；n广conot0x1n GVIA (Peninsula Laborato～ 

ries)；钉 红 (ruthenium red．Merck)；Soluene 350 

t：／tima—gold，／-／ionic—Ouor(Packard) 

Sprague Da~ley土鼠， ，体再 250 25 g， 
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断头，取出垒腑，投入 4t：生理溶液，在 6瑚 ℃ F分 

离海 马 H1 Mcllwam 组织切片机，沿板状器方向制 

备厚 0．4 mm 的脑 片，用 生理 溶液 淋冼后 ，加A生 

理 溶 液 2 m【， 禽 rH1NE 0【#too L L～、 1 6 

TBq—mrrtol，37℃保温 30rain，再H1生理溶液淋洗 

3次，将脑片随机转^容量 l m1的灌流小室，每室 I 

片，以 O 7ml mm’。流速进行表 面灌流 生理溶液 

成 分 (mmoi L )： NaC1 I18 KCI 4 8， CaCI、 

1．3，MgSO 1．2，NaHCO 25，KH PO。 I 2 葡 

萄糖 1l，抗 坏 血醢 O 57， ED1-A ：钠 盐 O 03 用 

95％ O +5％ CO、饱和， 加 NaOH 碉 pH 至 7 4 

灌流液 中另加 desipramineI gmol·L一．灌流 45min 

后 ，将流 液直接收 集^cj_3烁杯内．每 5 rain 1份， 

加 烁 液 Ultima-gold 4 mi， H]披 体 闪烁 讣数 仪测 

rH】含量 脑片用Soluene 350 o 25 ml溶解后，加^ 

Hionic fluor 5 ml，然后测定[3HI含量 

在灌流开始后 60rain引人 DAP 100t．u~ol L ，持 

续 iO miB以诱发PE]NE释披(色谱分析证明 90％以 

f：是PH]NE) 通常在剌墩之前 I 5 min加人待测药 

物，以测试其对 诱发释放的影响，每次同时进行 对照 

实验 

被测药物的作用以仆箅刺激所诱发释放的rH1(包 

括刺 激 开始 后 lO份样 品 巾f H_禽 最减击 基蜊}释放 

量)占脑片rH】总含量的百分率来评价，所有结果均以 

_+5表示，用 f检验测定姐问差别的 显著性 

RESUI TS 

l 育事宾和可 乐定对 DAP诱发『 【 E 

释放的影响 在细胞外 有钙或无钙 条件 下， 

：一 自身受体 拮抗剂 育亨宾均能 显著地加强 

DAP诱发释放 NE，从 0．01-10#mol-L 浓 

度依赖关系，在细胞外有钙 条件下育亨宾 1O 

izmoI。L。。加强 DAP诱发rHINE释放为对 

照组的 l 85倍 ，而在无钙 条件下，同 一浓度 

的 育亨宾加强 [3H]NE释放为 对照组的 1．97 

倍． 同样， 一自身受体的激动剂可乐定无论 

在细 胞外有钙 或无钙 条件 F均能抑 制 3,4一 

DAP诱发释放『3HINE．从 0．001-10／nnol-L 

呈浓度依赖关系，在细胞外有钙条件下，可乐 

定 10#tool L 抑制rH]NE释放为对照组的 

44％，而在无钙 条件下，同 一浓度的 可乐定 

抑制[3H]NE释放为对照组的 19％ ab l1 

Tab 1． Effects of yohimbine and clonidine on 

l3}IINE release． Rat 

hippocampal slices were preincuhated with I~HINE and 

superfused with medium containing desipramine 1 

#mo1 L and Ca 0 or 1．3 mmol_L ． SI_c鼯 

weYe stimulated for 10 min by adding 3．4_DAP 100 

pmol L after 60 min of superfnsion． YohimbiHe or 

clonidiHe was added  15 min before stimulation． ± ， 

月：4—10 slicesfrom 3 rats． 

Evoked overflow of 

+ Ca + 

H f‰ oftissue 3H 

— Ca 

CIonidine／／#mol L 

0 7 95±0 20 

0 00 

0 01 

0 1 

7 49=0 40 

4 08±0 28 

326±0．I9 

3 30±0．24 

Yohimbine／／~mol L 。 

0 7 95 0 20 

0 0I 12=1 10 

01 19 00±1 00 

1 22 21= 1 90 

10 25 34 216 

4 50=0 31 

4 15±0 21 

1 88±0 21 

1．22±0．12 

0．75±0．09 

0 69±0 09 

4 1l±0 1 5 

5 00：0 30 

712±0 62 

2 21士0 81 

3．62士 1 05 

2 当可 乐定或 钌红存 在时 ．育 亨宾对 

DAP诱发[3HINE释放的影响 当可乐定 0．1 

mo卜 L 存在时，育亨宾 0 l#mol L 对 

DAP诱发释放rHINE的易化作用被抵消．钌 
红 10~anol。L 能加强 DAP诱发rH]NE释 

放，当钌红 10#tool·L 存在时，育亨宾 0．1 

#tool’L 对 DAP诱发『]H]NE释放的加强 

作用 发生显著性变化，它和钌红的作用呈相 

加现象(Fig l1． 

3 co-Conotoxin GVIA存在时，可乐定对 

DAP诱发 [3HINE释放的抑制作用 从 Tab 2 

可 见 在 细 胞 外液 含 Ca l 3 11111101-L 0时 ， 

ua-conoioxin0 l／mlol。L 明显抑制 DAP诱 
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F{2 1． E仃代ts of yohimhinc with or without clonidine or 

rutheniuJII red 09[JHINE release evoked by 3M-DAP in 

the absence of extracellular Ca ． SIices were 

preincuhated with rHINE and superfused with 

Ca卜一free medium containing EGTA ， mainl L 

and desipramine，pmol L ． Slices were stimulated 

for10min by addition of 4-DAP ，O0#moI L ‘ a 

ter 60 mtn of superfusion． yohimbine (Yoh) 0．， 

pmo】 L一，clonidine(CIo)0．，#moI L or futhe- 

nium red fRuR)10“lnol L was added to the n~edium 

，5 mtn before stimulation． ± = 4-6 slices from 2 

rats， ¨P<0．u5，⋯ P<0．01 controls fC0)． 

发rH]NE释放 <0．05)，当 m~conotoxin 0．1 

umol’L- 存在时，％一自身受体激动剂 可乐 

定仍能显著地抑制 DAP诱发PH]NE释放， 

该 抑制作 用仍 呈浓度依 赖关系 ，可乐定 1O 

umol’L_。对 『]H]NE释 放的 抑制 仍 可达 

43％，与在有钙 条件下．~o-conotoxin不存在 

lt．J-(Fig 1)可乐定 10~tmol·L 抑制r3H]NE释 

放 44％相比，无显著差别． 

4 钌 红 存 在 时 ，可 乐定 对 DAP诱 发 

【3HINE释放的抑制作用 在无钙灌流液 中加 

八 EGTA l mmol·L ，使细胞外液 巾的游离 

钙浓 度下降到 10 ran1·L～，这时可乐 定对 

3，4-DAP诱发【3H]NE释放的抑制作用随可乐 

定浓度的增加而增强．当钉红 10／~mol L 存在 

时，可乐定对 DAP诱发rH]NE释放的抑制 

作用虽仍呈浓度依赖关系．但却大大减弱 r． 

在对照组 ，可乐定 l0~tmol’L 抑制[ H]NE 

释放到 1 3％，而在钌红组，同样浓度的可乐定 

只抑制[3H]NE释放到对照组的 43％ (Tab 3)． 

Tab 2． Efrect of clonidine 0n DAP~evoked rHINE re- 

lease in the presence of eJ-conotoxin GVIA． Slices 

were preincubated with l E and seperfesed 

with a med ium containing Ca 1．3 mmo L。。 and 

desipramt9e 1 pmol L ． During supeffusion the 

slices were stimuinted for 10 m|n by addition of 

3．4一DAP 100 “mo1．L to the medium， CIonidine 

and~-conotoxin GVIA 0．I pmol L 。 were added 15 

min be fore stimulation， ± ， =4-6 slices fr0m 2 

rats． 。’尸<0，05， 。’ 尸<0．01 i,s co ntro1． 

Tab 3． Efleet of c|onidinewith oT withovxt rulhe~ium 

red 09 DAP~evoked rHlNE release in the absence of 

extracellular Ca ． Hippocampal slices were prein— 

cubated with rHINE and superfused with Ca卜一free 

med ium containing EGTA ， mmol L and  des卜 

pramine I pmo L ．During superfuslon the sli瞄 were 

stimulated for 10 min by addition of DAP ，O0#mol L ． 

CIonidineand ruthenium red 10 嘲̈ L we aided15 

rainbe fore stimulation． ． 

Evoked overflow of H f％ of tissue- H】 
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DISCUSSION 

突触前 ~x2--肾 L腺素能自身受体对去甲肾 
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上腺素释放的负反馈调制机制现有 3种假设： 

(1)突触前 口 一自身受体激活直接影响钙离子 

通道 ，减少细胞外钙离子进八膜内从而减少 

去甲肾 上腺素释放．(2)突触前 ，一自身受体 

激活从而激活 K 通道，K 外流，使神经末梢 

膜处于超极化状态，继发性地减少 Ca 进八 

细胞摸并抑制该神经递质的释放 ．(3)突触 

前 一自身受体激活影响细胞内钙离子的平衡 

过程，如游离钙的释放或隐遇到细胞浆内的钙 

池(Ca 一 pools) ． 

本实验结果 显示，突触前 一自身受体的 

拮抗剂育亨宾和激动剂可乐定能显著地 u强和 

抑制DAP诱发释放rHINE，蜕明 ，一自身受 

体参 r DAP诱发PH]NE释放模型的调制． 

我们的结果不支持第 1种假设，因为在细胞外 

无钙时，戎在电压依赖性 Ⅳ一型钙离 子通道阻 

断剂 ∞一conotoxin(8 存在时，没有 Ca 进入膜 

内， ，一自身受体的激动剂可乐定仍能显著地 

抑制 DAP诱发rHINE释放 对于第 2种假 

设我们不能完垒排除，尽管 DAP是 K 通道 

的阻断剂，但它仅仅作用在 』 或 ]D119)电 

流，对其它种类的钾电流 DAP并没有作用， 

因此 一自身受体激动后，仍可能激活其它种 

类 的 K 电流，使膜处 于超 极化状 态，这样 

DAP引起膜的去极化只在发生动作电位的阀 

值以下，因此DAP诱发的rH E释放仍可 

能被抑制．本实验结果对第 3种假设给 F进 
一

步的 支持 ．我们 以前的 1：作 已证 明 ，在 

3，4-DAP诱发『jHINE释放机制 中，细胞内 

Ca 释放 比细胞外 Ca 一经电压依赖 性 Ca 通 

道进入细胞膊内更为重要 Jl从 Tab 3可以看 

到，在细胞外 无钙条件下，使用 Ca 重摄取 

阻断剂钌红””抑制细 胞内游离钙重新被摄人 

线粒体而使胞浆游离 Ca 浓度升高时， ，一自 

身受体激动剂可乐定对 DAP诱发rH]NE释 

放作用 明显减弱，说明可乐定对细胞内游离钙 

平衡过程的影响部分地被钌红抵消 r． 

薰 豢 

l  3  4  5  6  7  8  9  O  l  
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