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维拉帕米增强猴肾上皮细胞低密度脂蛋白受体活性 
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cultured rhesus renal epithelial cells by verapamil LDL receptors ；cultured cells ；iodine radio 

isotopes；radioligand assay 
LIU Nai—Feng (Cardiovascular Division， Nawing 

Raitvoay Medical College，Nanfing 210009t China) 

ABSTRACT In order to investigate the anti— 

atherogenic properties of calcium antagonists， 

human serum 1ow density 1ipoproteins (LDL) 

were isolated by density gradient uhraeen— 

trifugation and iodinated with 1 by iodine 

monochloride method． Effects of verapami1 

on activity of LDL receptors in cultured rhesus 

rena1 epithelia1 cells were examined by radio— 

ligand analysis． The receptor—mediated bind 

ing． internalization，and degradation of cul 

tured cells pretreated with verapami1 4 4 mm o1 

· L一 for 2 4 h and cells pretreated  for 2 4 h 

and incubated for 10 h with verapamil were 

increased compared with contro1 group (61士 

ll，52±8 2O土 3．5，1006± 106．579-Z-_ 124 

s253士 78．6 30土 4 3，5 41± 46vs374± 5 3 

。。jl-LDL／vg·g cell protein ．In verapamil— 

treated cells without verapamil pretreatment， 

increased internalization and degradation were 

not significant， and binding was not in— 

creased． W hen the cells were pretreated with 

verapamiI 22 mmoI·L— for 24 h and then in— 

cubated with 5+20，50 。 l-LDL／mg·L 。 

binding and internalization were increased ． 

increased degradation was seen only with 5 0 

I—LDL／mg·L ． The results indicated 

that the verapamil enhances expression of LDI 

receptor in cultured rhesus renaI epitheliaI 

cells．which might contribute to the protective 

effects of calcium antagonists in experimenta1 

and human atheroselerosis． 
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摘要 本 文 用放射 配 体 法观 察 了维 拉帕 米 

(Ver)对恒河猴肾上皮细胞LDL受体活性的影 

响，发现 Ver以浓度和时间依赖的方式明显增 

强受体介导 的结合和内移过程，对降解的影响 

不显著． Ver作用浓度为44 mmol·L 效应最 

明 显． 

关键词 维垃生白 ； 

白受体 ；培养细胞； 

低密度脂蛋白；低密度脂蛋 

核素碘；放射配基测定 

钙蠡骥 动物和人的早期动脉 钙拈扰剂延缓及阻止动物和人的早期动脉 
粥样硬化发展 ，主要与保护内皮完整性、抑制 

动脉平滑肌细胞增殖及动脉壁基质合成、减少 

细胞钙离子过度负荷及改 善细胞脂 质代谢有 

关“。 ． Ver可明显减少饲胆固醇家免胸主动 

脉中胆固醇含量，但对血脂水平无明显影响 ’， 

这可能涉及到细胞水平低密度脂蛋白(LDL)受 

体途径代谢的变化．尤其是 LDL受体介导的 

入咆及从 动脉壁间质清除胆固醇酯的过程增 

强． 以放射配体法探讨 Ver对恒河猴 肾上皮 

细胞 (MA 细胞)LDL受体活性的影响 ，尚未 

见报道． 本文 旨在阐明钙拈抗剂抗动脉粥样 

硬化的机制． 

M ATERIALS AND METHODS 

2多 

人血清脂蛋 白的分离和纯度鉴定“、 取空愎12 h 

的正常 人混合血清．用 固体 KBr调密度．形成单个不 

连续 的 密 度 梯 度．用 RPV一50T 型垂 直 转 头，日立 

SCP一85H型超建离心机，10 C．206 800×g．离心 150 

min．分部收集各层脂蛋白并经聚丙烯酰胺凝胶 电泳鉴 

定纯度 ，证实为单一区带 ，无脂蛋 白间的混杂． 再经 
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透析 、浓缩 、涮脂蛋白含量及除菌过滤后4 c保存备用． 

细胞培 养 恒河 冁胚 肾上皮细 胞(rhesus renM 

epithelial cells)由本校微生物学教研室惠赠 ．实验用40 

— 50代 ．常 规单层 培 养于 含10 小牛 血清的 Eagle 

MEM 培养液中． 

LDL接素标记和鉴定 用 IC1法将 LDI 标记 

成 ；l—LDL、透析和凝瞳过巷柱屠析法纯化标记物 ，放 

射性活度z．55—6．66 GBq／g LDL，游离碘含量0．43— 

1．9％．脂质标记率 {1 ，受体结 合试验 证明绦 留生 

物 活性 ． 

LDL受体着性刹定 接 Goldstein的 I舶L受体活 

性测定法 进行． 每次实验均取细胞代次及生长状态 

相同的细胞随机分组，每培养瓶含 MA细胞约5×1 

个 ，接近忙合时开始实验 ，实验组加 Vet(上海天丰药 

厂产品，为 pH 4—6的盐酸无菌水溶液 )22—44 mmo[ 

·L～，对照组加入相同容量的 pH 4—6无菌生理盐水． 

每次实验均取4复管 +用平行管 加过量非标记 LDL的 

方法谢算受体特异性结合，摄入和降解值． LDL结果 

以 g·g 细胞蛋白表示，F检验显著性，Q检验进行 

各组均数间的相互 比鞍． 

RESULTS 

猴肾上皮细胞 LDL放射受体分析 细胞 

与浓度递增的放射性配体共同培育进行饱和试 

验，可测得细胞 LDL受体特异性结合 LDL的 

浓度效应曲线，呈可饱和性指数曲线图形． 用 

Wool{法和最小二乘法直线回归处理受体特异 

性结合数据 可得一直线方程． 一0．4161+ 

0．o234X． 由此可测算出该受体37 C时最大 

高亲和性结 合(B～ )LDL为43~tgtg细 咆蛋 

白，表观亲合常数( )为17．8 mg·L～． 

Ver影响 LDL受体活性 浓度 在11—44 

mmol·L 的浓度范围内。Vet的作用随浓度增 

加 而增 加 ，呈浓 度依 赖 性 ，浓度 为4 4mmo1 

．L 时作用显著，此后浓度增加作用反而减弱 

(Fig 1)． 

Ver温育不 同时间对 LDL受体 活性影 响 

Ver 44 mmol·L 预温育细胞24 h能显著增 

加受体特异性结合，内移和降解值(P<0．05)， 

ll站 “ BB 176 

Vm ~ d／mmol-L_‘ 

Fig 1 ． Effect of verapamil on association of 

I-LDL by M A cells 

但预温育细胞24 h后再以相同浓度Ver继续温 

育10 h，结合、内移和降解值不仅无继续增加， 

反 比仅预温育组有所减少 ，但仍明显高于对照 

组(P<0．05)． 仅用 Vet温育10 h而无预温育 ， 

对结合过程几乎无影响，内移和降解过程与对 

照组相 比无显著增加(P>o．05+Tab 1)． 

Tab 1． Effect of Ver oD binding，internalizattou，and 

dregradation of ‘“I-LDL by rhesus renal epithelial 

cells pretremted with Ver 44 mmol·L一 for 24 h and／ 

orincubated withVerl“ mmol’L一 for10 h· 

> 0．05， < 0．05 drug—free grotJp 

Pretreated]ncubated 

with Vet with Ver Binding 

for 24,h forlO h 

Ver对不同放射配体浓度 LDL受体活性 

的影响 先与Vet 22 rnmol·L 温育24 h后， 

分别用5，2O和50 mg ” I-LDL·L 三种放射 

配体浓度测定 LDL受体活性 ，结合和 内移值 

明显增加 ，对降解过程影响不显著(Fig 2)． 

44萑 I【0I， 

．口00． § d § 

囊 
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m l-LDL／mg·L-’ 

Fig 2一Effect of verapmmtl(● )on I-LDL binding 
internaLization，and degradaUon or I-LDL M A 

cells pretrK ted with Ver 22 m m I·L一 and  then lncu— 

I~m ed ‘h I-LDL． P> 0-05， 。P< 0．05， 

P<0．O1 vs control grmlp(0 )． 

DISCUSS10N 

Ver可明显减慢动脉粥样硬化的进展速度 

和减少新动脉粥样硬化病灶的出现，较多病例 

出现病变 的消退“ ． 其作用机制包括许 多方 

面 ，增强 LDL受体活性是钙拮抗剂抗动脉 

粥样硬化作用机制之一． Ver增强 LDL受体 

介导的 LDL入胞作用，缩短 LDI 在细胞外间 

质停 留的时间，减少 LDL被修饰 为致动脉粥 

样硬化作用较强的修饰脂蛋 白的机会． 另一 

方面有助于将细胞外胆固醇酯转移至细胞内降 

懈 ，增强其清除过程” ． 

Ver增强 LDL受体活性的机制 尚未最后 

阐明． 不同钙拈抗剂的作用也不相同，钙拈 

抗剂共有的阻断电压依赖性钙通道作用在此不 

起作用． Vet增强 LDL受体活性主要是受体 

数 目增加，而不是亲台力增加． Ver 50一100 

mmol·L 可使[ s]甲硫氨酸参入人皮肤成纤 

维细胞 LDL受体蛋白的量增加2．5倍 ，但不影 

响整个 细胞蛋 白的合成及 LDL受体的 半寿 

期 ，． 进一步研究表明，Ver可增加 l DL受 

体 mRNA的含量从而增加受体蛋白合成及受 

体的数 目。 ． 从 LDL受体 mRNA 的增加直 

至受体数目增加并表达生物活性需要一定的时 

间过程，一般 Ver需作用24—48 h，效应才较 

明显，而预处理24 h后 ，既使不用Ver继续处 

理，仍有很 明显的上调 LDL受体 活性 的 作 

用“ ，这可解释本文 Vet预处理和未经预处 

理 组作 用的 明显 差 别，至于 Ver何 以增 加 

LDL受体 mRNA的表达有待探讨． 
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美西律对大鼠背根神经节细胞钠电流的抑制作用 

， ， 张 莉 北柿 神经外科研究 ㈣ '中国 
．
2 

Inhibitinn of mexiletint on sodium ~11rl~nt 

in dorsal root ganglion neL1POn$of rats 

ZHANG Xu-Feng． W ANG Tian—You， ZHANG Li 

(Beifing Neurosurgical Institute，Beifing j 0 0 0 5 0， 

China) 

ABSTRACT Using whole—cell configuration of 

patch clamp technique we found that mexilet— 

ine (M ex)reversibly inhibited the sodium cur— 

rent in a voltage—and use dependent manner in 

cultured dorsal root ganglion (DRG)neurons． 

The threshold concentration of M ex was 5 

p．mol·L一 ． The inhibitory action heightened 

with increasing concentrations of M ex． Com— 

plete inhibition was achieved at l 50#mo卜L-J 

and the 50 inhihitinn concentration was 31 

t~mol·L一 - It is suggested that the inhibition 

0f M ex on sodium current in neurons may be 

one of the mechanisms of its anti—ischemic and 

anti—anoxic effects on the neuron． 

KEY WORDS mexiletine； sodium channels 
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spinal ganglia；cultured cells 

一 摘要 应用膜片钳技术，全细胞钳位方式可见 

Mex对大 鼠背根神经节细胞 Na 电流有明显 

的抑制作用． 其临界作用浓度为5~tmol·I 一， 

50 抑制浓度 为31 p．mol·L ．完全抑制浓度 

为150 ttmol·I ． 其抑制 作用具有 电压和频 

率依赖性． 抑制剂量与小鼠抗脑缺血缺氧作 

用量相近． 提示 Mex抗脑缺血缺氧作用的机 

制之一可能是通过对 Na 电流的抑制． 

关键词 耋疋律； ；盘 ；培养的 
细胞 、 

美西律 (mexiletine，Mex)系 1B类抗心律 

失常药，并有止痛“：和抗惊厥 的作用 ．对小 

鼠脑缺血缺氧还有保护作用L33．Mex对心肌及 

外周神经作用的共同特点是抑制 Na 内流，增 

加膜稳定性 ：，但 尚未 见到对神经细胞作用的 

报道．本实验 旨在研究Mex对神经细胞Na 通 

道的作用，了懈其抗脑缺血缺氧作用的机制． 

MATERIALS AND M ETHoDS 

药 物 盐 酸 美 西 律 。常 州 第 三 制 药 厂．批 号 

～ 
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