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莫尚武
. 陈恒留 刘 宁

金建南 张淑 渊 李文学

陈治 恒 刘开明

摘婆 用 “ C a 跨膜流动测定结果
:

红花提取物浓度为5
、

50
、
5 00 卜g /m l时

,

不影响大鼠主动脉静息

状态下C a ’ +

内流
,

对去甲肾上腺素 ( N E : 1
.

2 x 10一 m o l / L ) 和高钾溶液 ( K C I :
i o o m m o l / L )引

起的 C a : 十

内流
,

则具有不同程度的阻滞作用
,

并具有剂量白致应关系 ( 即红花提取物浓度增高
,

C a ’ `

内流相应减少 )
。

红花与钙拮抗剂v er a p a m il 的作用规律相似
。

说明能阻滞血 管平 滑肌细

胞膜上的受体操纵钙通道 ( R O C ) 和电压依赖钙通道 ( P D C )
,

是红花治疗冠心病的机 理之一
。

关键词 放射性同位素
` “ C a 维拉帕米 红花 钙离子通道

红花为菊科植物 C a r t h a 。 。 s t窟。 e t o r `u s L
.

红花的干燥花
。

该药辛温
,

归心
、

肝 经
,

能

活血通经
,

散瘤止痛 〔 l 〕
。

近年研究表明
: 红花能降低冠脉阻力 , 增加冠脉流量 , 能 降低 血

压 , 对心肌缺血有保护作用 2t 一 5〕 ,

临床上可用于冠心病的治疗
。

红花是否具有 C a ` 十

拮 抗 作

用
,

目前尚未见报道
。

为了阐明红花治疗冠心病的机理
,

本实验用
` “ C a跨膜流动测定技术

,

研究了红花提取液对大鼠胸主动脉平滑肌细膜上 3种钙通道 C a “ +

内流的阻滞作用
,

并与 治 疗

心血管病的常用钙拮坑剂药物维拉帕米 (
v e r a p a m i l) 的作用特点进行 了比较

。

1 实验材料
4 “ C a C I

:

中国原
几

能研究院产品
,

放射性比活度 l s Z o M B q / g e a ; v e r a P a m i l购自德 国

K n o l l公司
,

W i s t a r
大鼠

,

体重 2 10 士 3 0 9
。

2 药物来源

红花千品购于成都中医学院并经该院陈治恒教授鉴定
。

红花溶液制备过程如下
:

红花

( 干品 ) 分别用 95 %
、

70 %
、

35 %乙醇浸泡
,

加热回流 hl
,

过滤
。

合并 3次滤液
,

回收乙醇
,

蒸干水分
,

获红花提取物干燥固体
,

实验时用重蒸水将提取物配制成一定浓度溶液供使用
。

3
4 ”
C a跨膜流动测定方法

3
.

1 测定原理
: “ C a跨膜流动测定是核技术与生物技术相合

,

近年来发展起来的新方法
,

其

基本原理是
:
放射性

` S
C a 〔半衰期 T z / 2

= 1 6 s d
,

能氢 o
.

2 5 7M e V ( 日) 〕
,

与生物组织中的

C a ’ +

具有完全相 同的化学性质及生物学特性
。

但
` “ C a能衰变释放出 p射线

,

可 以用液闪计数

器探测
。

这就是杯 C a
跨膜流动测量的基础〔 6〕

。 ` “
C a是由细胞膜钙通道进入细胞内的

,

测 定

细胞内
` “ C a 的含量

,

即可计算出C a 名 +

内流量
。

欲测细胞内
` . C a的量

,

必须除去组织间 隙中

存在 的
` “ C a ,

因为 90 % C a Z +

是非特异结合在细胞膜外和组织间隙内
,

否则测定结果 无 法代

表细胞内 C a “ 十

的变化
,

在除去细胞外 C a “ +

过程中同时必须保证已进入细胞内的
毛` C a不跨 膜

向外流失
,

这就是跨膜测定 的关键技术
。

本实验是采用 E G T A 的冷生理液络合法 〔7〕
。

3
.

2 测定步骤〔的 :
击昏大鼠

,

迅速取出胸主动脉
,

仔绷除去表面结缔组织
,

剪成 5~ 6m m动脉

环
,

置于连续通 0
2 ,

3 7℃的 P S S生理液中平衡 6 o m i n 〔 P S S生理液组成 ( m m o l / L )
: N a C I

*
A d d r e s s :

M o S h a n g w
: ,

I n s t i t
L` t e o f N

、
c l e a r S e i e n c e a n d T e e h n o l o g y

,

S i e h
、 , a n U n i o n

U n i v e r s i t y
,
C h e n g d

l
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1 3 ,l
,

C a e l: 1
.

5 ,

M g e l
么 x

.

o ,
K C I 0

.

6 ,
H e p e a 2 0 ,

葡萄糖 10 , p H 7
.

4 〕
,

然后将动

脉环移入含 “ C a
( 37 K B q / m l) 的 P s S溶液中预处理 3 m i n , 之后

,

动脉环 或 继 续 留在 原

液中 s m i n
,

供研究溢流 ( le
a k

,

静息状态下的“ C a 内流 )
, 或转入含去甲肾上腺素 ( N E

:

1
.

2协m o l / L ) 或 高钾 ( K C I : l o o m m o l / L 的
4 s C a 一 P SS液中处理 s m i n ( 供 研 究 R O C 或

P D C 的
毛̀ C a 内流 )

。

取出动脉环置于 。~ 2℃ E G T A溶液中 6 o m i n
,

洗去细胞间隙中的
名` C a

E G T A溶液组成 ( m m o l / L )
; E G T A r o ,

N a C I 1 3 7
,

M g C I 2
.

0 ,
K C I 4

.

6 ,
H E P E S

1 0 ,

葡萄糖 1 0 ,
p H 7

.

4 ) ; 滤纸吸干动脉环 ; 称重
,

消化 ; 加入甲 苯闪烁液
,

用 F J一 2 1 o P型

液体闪烁计数器测定
` 6 C a计数率 ( c p m )

。

被测药物在动脉环平衡 15 m in 后加入 P S S液中
, ` S

C a 一 P S S 液中也加入了等量 的同 一 药

物
。

药物加入后反复搅动
,

使药物和动脉环均匀接触
。

C a Z +

内流量由下列公式计算
:

C a ’ +

内流量 ( 协m o l / k g )
二 动脉环

4 ` C a 活度 ( d p m )
. `

一落丽诉面董孙落厂
X
溶液 C a “ `

浓度 ( 协 m o l / m l )

溶液
4 6
C a活度 ( d Pm / m l

上式中
, ` S

C a 活度 ( d P m )
= 计数率 (

e P m )

探测效率

采用外标准道比法 ( E S C R ) 对样品进行淬灭校正
。

溶液中C a Z +

浓度用二 甲酚橙
一
嗅化十六烷基毗吮分光光度法测定〔” 〕

。

4 实验结果

4
.

1 红花对静息 C a “ ’

内流作用不明显
,

见表 1
.

对照组钙内流为 87 士 9协m ol / k g
, 、 “ r “ p a -

m il 用 3个不 同浓度进行处理后
,

静息钙内流各组与对照组之间差异不明显
.

说 明 v e r “ p a m il

不影响 C a “ +

内流
。

红花提取物浓度 5 0 0协g / m l时
,

测得的 C a “ 十

内流量为 84 士协m ol / k g
,

与

对照组差异也不显著
。

说明红花对静息状态下 C a Z +

内流无阻滞作用
。

4
.

2 红花对 R O C C a “ 十

内流有阻滞作用
:
见美 表 2 红花

、

v o r却 a m “对受体操纵钙通

2
。

在 N E ( 1
.

2 又 1 0
一 ”
m o l / L )作用下

,

对照组 道 ( R o c ) c a , +

内流的影响

表 1 红花
、

v er a p a m il对静息 c扩
`

内流的影响 药物名称 药物浓度
C a Z+

内流量 (卜m o l / k g )

(云士 S )

药物名称
药物浓度
(卜m o l / L )

C a . +

内流量邻 m o l / k g )

( 恋 土 S )

对 照 v e r a P a m i l

v e r a P a m i l

红 花

0

0
。

0 1 1

0
。

1 1

1
。

0 0

5 0 0卜g / m l

8 7土 9 ( n = 1 0 )

8 5 士 1 5 ( n = 5 )
.

8 3 士 8 (
n = 6 )

*

8 6土 7 (
n = 5 〕

.

8 4 土 1 0 ( n
= 6 )

申

0
.

o x l 终m o l / L

0
。

1 1 0协。 0 1 / L

1
.

1 0 0 林工n o l / L

5 一̀ g / m l

5 0 尽g /m l

5 0 0 0召 g / m l

11 5士 1 3 ( n = 1 8 )

1 1 2 士 18 ( n = 6 )
.

1 0 4 士 1 0 (
n = 5 )

*

9 7士 1 6 ( n = 6 )
今 中

1 0 7 土 g n = 6 )
.

1 0 4 士 9 (
n = 6 )

1 0 8 士 9 ( n 二 6 )
. 今

与对照组比较
.

尸 > 。 .

0 5 与对照组
.

尸> 。
.

05
,

” 尸< 。
.

05
. 中 .
尸 < 。

.

Ol( 下同 )

C a Z 小

内流为 一15 士 1 3林m o l / k g ( n
二 15 )

,

说明 N E促进了 R O C钙通过开放
。

在不同浓度的 v e r -

a p a m i l和红花作用下
,
R O C的钙内流量呈减少趋势

,

当 v e r a p a m i l自扮浓度为 1
.

1 0协m o l / L
,

红花提取物的浓度为 5 0。林g / m l时
,

钙内流量与对照组差异明显
,

说明
、 e r a p “ m il

,

红 花 对

通过 R o C的 c a Z +

内流有阻滞作用
, I C 。。

分别为
: 0

.

5 1 ; m o l / L
, 6 2 9

.

5 ; m o l / m l
。

4
.

3 红花 P D C 有较强的阻滞作用
:
见表 3 ,

在高钾溶液 ( K C I 100 m m ol / L )液中
,

对照组 C a Z呼

内流为 14 3士 1 9 ( 林m ol / k g )
,

比 静 流 和 N E引起的 C a “ 十

内流量都高
,

说明 高钾 促 进 了

P D C 钙通道的开放
。

v e r a p a m i l浓 度 为 0
.

1 2协m o l / L 和 1
.

1 0件m o l八
J

)
,

红花浓度为 5 0 和

《 中草药》 1 9 9 5年第 26 卷第 10 期 。 5 3 3 .



5 0 0 件g / m l日寸
,
C a Z子

内流量与对照组差异分另! 1

达到显著和极 显著
,

I C
, 。
分别为 0

.

2 4卜m ol /

L
, 5 0 9

.

7卜 g / m l
。

5 讨论

5一 v e r a p a m i l对动脉平滑肌细胞膜 C a “ +

通

道的阻滞特点是不影响静流 ; 对比 R O C和 P

D c 的 C a , +

内流有阻滞作用并有量一效关系 ,

对 P D C 的作 用大于 R O C
。

本结果与国外文

献一致〔 8〕
。

红花提取液对大鼠胸主动脉 C a “ +

表 3 红花
、

v er 印 a m il对电压依赖钙通

道 ( P口 C ) C
a “ 内流的影响

药物名称 药物浓度
C a , 十

内流量 ( 林m o l / k g )
( ` 士 S )

一
`

一…
~ 叫

一
.

一一
~

一一
- 一一

一一
一

, e r a P a m i l

0
.

0 1 1件m
o l / L

0
.

1 1卜`m o l / L

l
。

1 0卜m
o l / L

5件g / m l

5 0卜g / m l

5 0 0 林g / m l

1 4 3士 1 9 ( n = 2 4 )

1 2 5士 2 7 ( n = 6 )
甲

1 1 8 士 1 9 ( n = 6 )
冲

二

1 1 0 土 1 5 (
n 二 6 ) 心 . 申

1 3 7 土 1 8 ( n = 5 )
甲

1 2 6 士 1 4 (
n = 6 )

才 中

1飞5 泣 2 0 ( 一l = 6 )
今 中 .

内流 阻滞特性与丫 “ r a p a m il 相似
。

提示
:

红花具有钙拮抗作用
,

阻滞 R O C
、

P D C C a Z十

的

内流可能是红花治疗心血管疾病的机理之一
。

5
·

2 红花对 R o C
、

p D C 的 c a , +

内 流 阻 滞 l / 2所 需要 的 浓 度 ( I C
。 。

) 分 别 是
, 6 2 9

·

5 和

0 5 9
.

7 0 9 / m l
, v e r a p a m i l则分别为 0

.

3 1和 o
.

2 4 o m o l / L
。

说明对 e a , ’

内流要达到同样 的阻

滞效果
,

红花的用药量要 比 v er a p a m i l用药量高
。

反过来
,

说明红花的阻滞作用比 v “ r a p “ -

m i l弱
。 v er a p a m il 是化学合成的钙拮抗剂 , 红花提取物含量复杂

,

主要含有红花酿 贰
,

新红花

贰
,

红花贰
,

有机酸
,

蛋白质等几十种成分
。

其有效成分有待于深入研究
。

从红花中分离
、

浓

缩有效成分
,

开发新药
,

进一步提高对冠心病的疗效
,

很有应用前景和科学价值
。

5
.

3 ` ,
C a跨膜流动测定技术

,
是核技术与生物技术相结合发展起来的 新

·

技 术
, 、目前 已 广

泛用于钙拮抗作用研究
,

此法较其它方法直 观
、

准确
,
能在细胞膜通道水平上阐明其药理

,

也能用于中药钙拮抗剂的快速筛选和鉴定
。

但中药成分复杂
,
有效成分含量相对较低

,

因此

在实验中
,

中药提取物未经分离
,

精制
,

则其浓度要适当提高
,

以防假阴性结果 ; 但用药浓

度也不宜太高
,

否则对组织产生毒害
,

一般 5~ 5 00 :、 g / m l为宜
。
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