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3，4一二氨基吡啶诱发去甲肾上腺素释放及 B-50(GAP-43)磷酸化 
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ABSTRACT 3．4-Diaminopyridine(3，4一DAP l00 

．
wnol·L_。)evoked 【 H]norepinephrine([3HINE)re- 

lea se in rat hippoea mpal slices preineubated with 

rH】NE and superfused witll nlediam with or without 
Caz~ Phorbolester 4 phorbol l 2． 13， dibutyrate 

I #tool· L_。) enhanced and polymyxin B rl00 

．wnol·L_。)jnhibited the release ofrHINE under both 

cond itions． The neuron--speeitic protein B-50 is a 

major presynaptic sabstral~of protein kinase C and 

involved  in cxoeytosis． Using in Mtu protein 

phosphorylation analyzed bv SDS-PAGE and 

autom diography,weobserved that B-50 phosphoryl— 

ation was significantly decreased by 3．4-DAP in the 

proserice of extracellular Ca抖 and tompletely inhib- 

itcd by removaI of extracellular Ca ． It was sllg- 

gestcd tha t B—50 phosphorylation was not involved in 

3,4一DAP--cvokcd rH】NE telease． 

KEY W ORDS calcium； 3，4-diaminopyridine； 

ilK)repinephrine；B-50(GAP-43)；protein kinase C 

摘要 在胞外有 Ca2 或无 Ca”时，3．4一二氨基吡啶 

(3，4一DAP)都能诱发太鼠海马释放去甲肾上腺素，咐 

啤醇基醋(phorbol ester)或多牯菌素 B对此诱发释放 

有加强或抑制作用．在胞外有 Ca2+时， 3，4-DAP显 

著地减弱 B-50磷酸化，除去胞外 ca B_50磷酸 

化完全 被抑制． 结果 表明，B-50磷酸化不参 与 

3,4一DAP诱发海马去甲肾上腺素释放机制． 
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3，4-二 氨 基 吡 啶 (3．4_1diaminopyridine, 

3，4-DAP)能 诱 发海 马释 放去 甲肾上腺 素 

(norepinephrin,NE)．蛋 白激酶 C(PKC)的 

激活剂 phorbol ester(4芦一phorbol 12，l3_1d卜 

butyrate． 4 PDB)能 加强 这一诱 发释 放”J． 

位于突触前的PKC的特异性底物蛋白 B_5O 

(GAP--43)磷酸化参 与 4--aminopyr／dine(4- 

AP)诱发神经递质释放以及 PKC加强递质释 

放的机制 ’．本研究观察在细胞外有钙或无钙 

时，3，4．_DAP诱发海马去 甲肾上腺素的释 

放，4 PDB对这一诱发释放的加强作用以 

及脑片中 B-50(GAP---43)磷酸化，以考察 

B-50磷酸化是否参与 3．4-DAP诱发海马释 

放去甲肾上腺素及其调制机制． 

M ATERIALS AND M 哪 0DS 

药 品 和试 剂 【 HINE(1 7，8-3H)norepine- 

phrin． 【 HINE， Amcrsham)； 3，4_二 氨 基 吡 啶 

(3，4-diaminopyridine, 3,4一DAP), 咐略 醇 基 酯 

(4fl-pborbol 12,13--dibmyrate，4 _PDB^ 多粘菌 

素 B(polymyxin B sulfate，PMB)(sigma)；Soluene 

350．Imta-gel XF Hionic--fluor(Packard),desipra— 

mine(Merck)．同位素标记的 ，rr P]Na P04(32p 

无载体，中国原子能研究院)． 

I INE诱发释放实验 Sprague-Dawley太鼠， 

0，体重 230~ 25g，断头， 取全脑，投人 4℃生理 

溶液，在 6_8℃下分离海马，用 McIlwain组织切片 

机，滑板状器方向制备厚 0．4 refill的脑片．用生理溶 

液淋 洗 后，加 人 2 ml含【 HINE(1．6 PBq·mol～， 

0．1 Hmo!·L )的生理溶液， 37℃保温30 rain,再用 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


· 36‘ 中国药理学报 Acta Pharmacotogica Sinica 1993 Jan；14(1) 

理溶液淋洗 3次将脑片随机转入容量 1 ml的灌流小 

I_每室 l片，以 O 7ml·rain 流速进行表面灌流 

． 理溶液 成5~(mmol·L ： NaCt l18． KCl 4．8， 

CaC1 1．3，MgsO4 1．2， NaHCO3 25， KH PO4 

l 2，葡萄糖 1 1，抗坏血酸 0．57， EDTA-Na，0．03． 

HI 95％ O 5％ CO：饱和，加 NaOH 调 pH至 7．4 

灌流渡中另加 desipramine l／*mol·L～ 灌流 45 min 

， 将流出液收集^闪烁杯内，每 5 min一份，加入 

烁液 lasta—gel XF 4 ml，用液体闪烁计数仪坝I【 HJ 

含量 脑 片 用 Soluene 350 0．25 rnl溶 解 后 ， 加 

Hionic-fluor 5 rrd,然后测定rH】含量． 

在 灌赢开始 后 60 min, 脑 片接 受刺激(引人 

3．4-DAP 100 #mol· L )持 续 10 mir． 以 诱 发 

rH]NE释放，在刺激之前 15 min和 45 min加入 

4f』_PDB和 PMB，’以测 试它们 对诱发释放 的影响， 

每次同时进行对 照实验．药物的作用以计算刺激所诱 

发释放的、H(包括刺激开始后 10份样品中rH1含量减 

去基础释放量)占脑片rH】总含量的％来评价，所有结 

果均以 S表示，用 ，检验测定组间差别的显著性 

体 内 B-50磷酸化实验㈣ 大鼠海马脑片 0．4 

mm，每管 3片， 加 2砌 (含或 不舍 CaH)生理溶液， 

34"C保 温 30 min 然后 将 脑 片移 人 900 (舍 3 7 

MBq )生 理溶液保 温 90 min 各 管分别 加入 

4 —PDB 1
,umol·L～， 3．4-DAP 200胂 。卜 L_。或 

4 —PDB 1 卜 L + 3，4'DAP 200 #tool· L～， 

4 一PDB于 3,4一DAP之前 15min加入，空白对照为 

不加任何药物．3,4一DAP作用 10 rain后，立即用 

4℃生理溶液(含 或 含 Ca“)洗去药物， 并将反应 管 

插 入 冰浴 以终 止反 应 生理 溶液成 份：NaC1 124， 

KC1 5-MgsO4 1 3，NaHCO3 26，D-glucose 10， 

吉或 含 Cach 2(mmol·L )．用 95％ O，+5％ 

CO，饱和．调 pH 至 7．4． 

从反应管中取出脑片．加入 160 蛋 白变性溶液 

包含：Tris-HC162．5 mmol·L (pH 6 8l 2．3％ 

：烷基磺酸钠 (sDS)， 10％ 日’油 5％ 巯基 乙醇和 

痕鞋溴酚兰制备匀浆，通过SDS—PAGE分离组织内 

的标记蛋 白” 下胶(分离胶，110 mmX 160 mmx 1 2 

mm)含有 10％丙烯酰胺和 O 27％双丙烯酰胺(BiS)=上 

胶(堆胶)含有 4．4％丙烯酰胺和0．12％ BiS．电泳缓冲 

液 的成分 为 Tris—HC1 0．05， EDTA 0002， 甘 氨酸 

0．375mol·L～， 01％ SDS， pH 8．3 取组织 匀浆 

20 l(经定量测定含蛋白约 35 )进行 电泳 用作分 

子 量测 定 的标 准蛋 白， 分 子量 为： 牛 血清 白蛋 白 

67 000， 卵 清蛋 白 43 000， 胰凝乳 蛋 白酶 元 A 

25 000和核糖核酸酶 A 13 700．电泳电压：6OV，电 

泳 30 mi 然后将 电压调至 125 V， 电泳 3-4 直 

到染料前沿到达离凝胶底边约 1 em处时停止电泳． 

凝胶经染色，真空干燥后，用放射自显影技术显示磷 

酸化蛋白电泳图谱． 

RESULTS 

l 在细胞外有 Caz+条件 F，将 3,4一DAP 

引入脑片周围灌流液中，【_jH]NE释放明显升 

高，10 min后撤去刺激，释放即逐渐下降， 

并恢复到基础水平．在细胞外无 Ca 条件 

下，3，4-DAP亦能诱发【_jH】NE释放，10 min 

后撤去刺激，释放继续上升至高峰，然后逐步 

下降，并恢复到基础水平(F 1，下部)．有 

Ca 组 的释放量 明显大于无 Ca2+组．两组之 

差(即由胞外 Caz+进入胞 内所引起的 Ca2t_依 

赖性释放)为组织rH]总含量的3．20％ 

2 4 一PDB加强 3，4--DAP诱发rH]NE 

释放．无论在细胞外有无 Ca 条件下，若刺 

激 之前 15 min加 4 PDB l／~mol-L- ， 

3,4一DPA诱发【jH]NE释放量显著增加，细胞 

外有 Ca 组仍高于胞外无 Ca 组， 两组之差 

为组织rH]总量的3．67％(Fig 1，上部)与不加 

PDB时 (F l_下部)3．20％相比，无显著性 

差别 (P>O．o5)． 

3 PMB抑制 3,4一DAP诱发【JH]NE释 

放．无论在细胞外有或无 Ca2+条件下，若在 

刺激之前45min加入 PMB100#mol·L～， 

3，4-DAP诱发rHINE释放都受抑制，前者抑 

制了58％，后者抑制了94％(Tlab 1)． 

4 在细胞外有 Ca2+和无 Ca 时 B_5O磷 

酸化．在细胞外有 Ca 条件下，B_5O磷酸化 
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啦 !． 3 DiIm_啪 py瑚i琳 O，4_DAP卜evoked jH 

overflow in the presence or absenc~ of extmacelluinr 

Ca with or without 4 一phorbol 12, 13 dibutyrate 

【4 PDB)． overflow WaS induced by addition of 

3．4一DAP l00 noI- L1 for i0 min after 60 Eftin 

perru n 4~--PDB 1删 oI．r。wss added 15 min 

before stimulation． 月= 6一lO slices from 2-4 rats, 

n i 

Tab 1． Effects of polymyx~ B (PMB) oR 

3,4~-DAP-evoked I~r1]NE release in the presen。e and 

absence of extracellular Ca HippocampaI slices 

preinculmted with l3FIINk superfused with medium 

ith or without Caz+J and stimulated by addition of 

3．4一DAP l00 脚 。卜 L for 10 rain． PM B l00 

peso卜 LIl was added 45rain rethe 9 uintion． 

： S一10 slkesfrom 2-4 rats． ± ＆ ⋯ P< 0．00l v 

conb-ols． 

结果(Fig 2．左)．从左到右分别为：(0)标准 

B_5O蛋 白磷 酸化后 的电泳定位(见箭 头处)； 

(1)不加任何药物时，磷酸化的 B_5O蛋白在 

标 准 蛋 白 相 当 的 部 位 上 被 显 示 ； (2)加 

4 一PD B 1
．umoI·L～， B_5O磷 酸化有所 加 

强 ； (3)加 3，4一DAP 200 pmol- L 10 

min,B_5O磷酸化被抑制； (4)和(5)4 PDB 

l pmoI·L 和 3，4一DAP 200,umoI·L 同时 

使用，B_5O磷酸化程度比单独使用3．4-DAP 

时略加强．在细胞外无 Ca 条件下，脑片内 

的蛋白磷酸化普遍明显下降，特别是 B-50磷 

酸化几乎被完全抑制(Fig 2，right) 

Fig土 Effeet~of 3．4一DAP and  4 一PDB oHB—辱0 pro- 

reinphosphoryintlon加 vlVO． Inthe preseaceor absence 

of extracelinlar Ca hippocampal slices were incu． 

bated with or without 3舢 AP l00 Ⅲ帅 1． L 

or／and 4 —PDB l #mo卜 L一 ． ／n situ prote-n 

phospba ryintinn was analyzed by SDS—P ĜE (10％ 

ge1)and autoradiography． The position of嗍 is in- 

dicatnd with an arrow． (0)standard B一5o； (1) 

control； (2J 4 PDB i mo1．L-l； 【3J 3，4一DAP 

2O0#moI．L■ ； (4J and(5J 4 _PDB l#mo卜 + 

3．4一DAP 200／dlllO1．L～． 

E一巨 n E一}0c盆 0 I{̂ 0 芒 E0l1u罡：l 
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DIsCUSSIoN 

1989年我们首次报道了3，4一DAP可以作 

为化学刺激物制造动作电位诱发神经递质释放 

模型，以研究递质释放及其调节机制．我们 

以往的实验结果 已提示其作用机制大致如 

下： (1)阻断 IDK 电流； (2)Na~通道开放， 

Na+进入细胞内；(3)细胞外 Ca2 进入细胞内 

(在胞外无 Ca 时，进入膜内的 Na 引起内源 

Caz~释放)；(4)最后诱发神经递质释放．现观 

察到用 4 PDB激活蛋白激酶C， 3，4一DAP 

诱发海马释放去甲肾上腺素显著加强，用 

PMB抑制PKC，能使这一诱发释放下降，而 

且 PDB和 PMB的作用主要在Ca 不依赖释 

放部分．说明蛋白激酶 C参与 Ca2~不依赖释 

放机制．然而， PKC激活后加强胞吐的机制 

尚未得到阐明．位于突触前的蛋白激酶 C的 

特异性底物蛋白 B一50(GAP-43)参与胞吐机 

制，认为 B一5O磷酸化中介4-AP刺激去甲肾 

上腺素释放机制 ．我们观察到在细胞外有 

钙条件下，3,4一DAP对 B=50磷酸化显示了 

抑制作用，这与Heemskerk等 1987年报道的 

结 果 相 一 致 ． 而 4 PDB无 论 在有 无 

3，4-DAP的情况下都能加强 B一5O磷酸化． 

除去细胞外 Ca 脑片中许多种蛋白(包括 

B一50)的磷酸化都受到很大抑制，而3,4一DAP 

诱发【 H]NE释放仍非常明显，4 _PDB对这 
一 诱发释放的加强作用亦仍清晰可见，提示 

B-50磷酸化并不参与3，4-DAP诱发去甲肾 

上腺素释放或 4fl-PDB加强这一诱发释放的 

机制，特别是在细胞外无Ca 条件下． 
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