
   

后
,

又 降至难以检测
,

降至 接

近缺血组
。

这种 浓度与 含量的相关

性变化证明了脑血管 内皮细胞内黄嚓吟氧化

酶催化次黄喋吟生成氧 自由基的途径可能是

脑内氧 自由基产生的一条重要途径
。

本研究证明
,

在体内具有清除 自由

基作用
,

使缺血脑组织 内能量物质得到进一

步恢复
,

延缓缺血脑组织 由可逆转化为不可

逆损伤的病理过程
,

减轻线粒体的损伤程度
,

降低脑缺血再灌注损伤引起的动物死亡率
,

对脑缺血再灌注损伤具有保护作用
。

本文中的脑组织形态观察研究
,

得到基础部病生教研

室戴益 民教授的协助和指导
,

特致谢意
。
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应用 Fura一

2
/

A
M 测定大鼠肝细胞内钙离子浓度

吴笑春 崔海影

(广 州军 区武汉 总医院 武汉 430070)

钙是人体含量最丰富的元素之一
,

广泛

分布于细胞和体液中
,

它在生命活动的各种

生理
、

生化反应和疾病的发生
、

发展中起着极

其重要的作用
。

欲确切地分析 C aZ+在生命活

动 中的作用
,

就必须准确地测量细胞 内C aZ+

的浓度(〔C aZ十 〕
‘

)

。

本文介绍应用国广 F ura一

2/ A M 测定大

鼠肝细胞〔C a ’+ 〕
‘

的方法
。

F 盯a 一

2 测定〔C aZ十 〕
‘

的原理是 F ur a一

2

的 结构(图 1) 类似于 四梭酸的 C aZ+鳌 合剂

E G T A
,

能以 1 :1 的比例特异性地与 C aZ斗 结

N (C H C 0 0 二)
:

N (C H
Z
C O O

一
)

2

C 0 0
-

图 1 F u ra一

2 的 结构

合
,

与 E G T A 不 同的是 F 盯a一

2 可发出荧光
,



并且结合 CaZ+后其荧光特性有改变
,

这变化

即可 指示 C a , +

的存 在
,

但是 F盯a一

2 为一极

性很大的酸性化合物
,

不能进入细胞内
。

在其

负性 基 团部位 结合 上 乙 酞氧 甲醋 基
,

成 为

Fura
一

2
/ A M

。

F
u r a

一

2 / A M 脂溶性很强
,

又消

除了负电荷
,

容易通过细胞膜
,

随后被细胞内

的非特异性醋酶水解掉分子 中的醋基又变为

F ura
一

2

,

与胞浆的游离 C aZ十
结合后即可被特

定波 长的紫外光激发产生荧光
,

其发射光的

强 度 与 〔C a Z+ 〕呈 比例关 系
,

据 此可 以测 定

〔C aZ+ 〕及其变化
。

应用微量注射技术在显微镜下将 F盯a-

2 直接注入单细胞内
,

即可测量〔C a’+ 〕
’

及其

分 布
,

该法准 确可靠
,

但 需要 昂贵的仪 器设

备
。

笔者利用 F 盯a一

2/
A M 透膜标记

,

在显微

荧光光度计下
,

逐个测量单个肝 细胞内的荧

光
,

从而求出〔C aZ+ 〕
’ 。

下面简单介绍一下方法
:

一
、

细胞制备 这是重要的第一步
,

因为

细胞功能的好坏直接影响测定结果
,

若细胞

破 裂
,

一方 面其 醋酶可 将 F盯a一

2/
A M 水解

成 Fur a一

2

,

使 其负载减少
,

另一方面可将胞

内的 F ur a 一

2 排 出胞外
;
若 细胞功 能受损

,

对

荧光剂的负载和对激 动剂反应不明显 ;
若细

胞死亡影响则更大
,

因为死亡细胞 内C a , 十
浓

度 比正常细胞高出十几倍
。

因此
,

保护细胞功

能是一个很重要的实验技巧问题
。

一般用台

盼兰排斥反应检测细胞的成活程度
,

要 刁、

活

细胞必须占 90 % 以上 (细胞数 105 ~ 10
, “

个/

m l)
。

二
、

F ur

a
一

2/
A M 负载 常用 负载浓度 1

~ 10拜M
,

温 育 温 度 37℃左 右
,

时 间 30 一

12 , ,

m i
n

。

我们用 F ura一

2 / A M 负载大 鼠肝细

胞
,

只需 室温 负载 20m in 即可
。

一般认为细

胞内 F 盯a一

2 / A M 浓度可达温育液的 10 ~ 30

倍
。

有的细胞负载 困难
,

可加入 0
.
1一 0. 5 %

的牛血清 白蛋白帮助 F 盯a 一

2 负载
。

三
、

测 定细胞悬 液 关光 负载后如需测

定细胞悬液荧光还必须进行充分的清洗
,

以

药学实践杂志 1995 年第 13 卷第 3 期

除去细胞外的 F 盯a一

2/ A M

。

笔者是用显微荧

光光度计逐个测量单细胞的荧光
,

则此步可

免去
。

四
、

荧光浏量 先扫描测定 F ru a一

2/
A M

标准液
、

负载液及测定细胞内 F 盯a一

2 的激发

光谱(图 2) 和发射光谱
。

F 盯a一

2/ A M 无

Ca
Z+ 一

bo

u n
d

3 0 0 3
4

0
3 6

0 3 8 0

图 2 F u ra
一

2 的激发光 谱

C a’+

结合能力
,

其激发波长 (滋x) 和发射波长

(玩m )在加入 C aZ十
前后 的变化不大

,

分别为

38onm 和 490n m 左右
,

负载液的荧光光谱基

本上同于此
,

如其 旋x 不在 38 。而在 340n m
,

说 明 Fura
一

2/ A M 被水解成 F 盯a一

2 并 已结合

上 C a“十 ,

这就影响细胞负载 的效果
。

进入胞

内的 F ura一

2 / A M 被完 全水解成 F盯a一

2

,

后

者随即与 C a, +

结合
,

所以其 入e x 应在 340nm

左右
,

旋m 为 500n m
。

在进行正式测定以前
,

必须得出这几个参数
,

方可保证测定方 法的

正确
。

然后分别测量静息其和加入激动剂
、

拮

抗 剂 或 药 物 后 的荧 光 强 度
,

最 大 荧 光 值

(Fm ax )
、

最小荧光值 (Fm in )和细胞 自身荧

光等
。

理想的测定 Fm ax
的方法是应用离子

载体—
ionomyein(10onm),

使大量 C a , +

进

入细胞内饱和 F盯a一

2

,

这种方法不改变光照

范围内 F盯a一

2 的浓度
。

笔者曾用 A 23187 代替

ionom yein
,

取得了 良好效果
。

测量 Fm in 最

常用的方法是 加入至 少 比 C a“+ 浓度高 二倍

的 E G T A 络合全部的 Ca2+
,

使 F盯a一

2 呈游

离状态
。

另一种方法是加入 M n?+
熄灭 F ur a-

2 荧光
,

这 时测得 的荧光值 (F Mnz+ )经公 式

F m in = F MoZ+ + 1/6 (F m ax 一

F
M

n Z +

) 即可计算出



。

细胞 自身荧光的测定与此类似
,

唯不

加入 F ura一

2
/ A M

。

五
、

计算 应用双波长荧光分光光度计

可同时测定 34 0 和 38 0 这两个波长激发的荧

光 强 度
,

C
a

2+ 浓 度 用 这 二 者 的 比值 (R -

F 34 0/ F 380) 来计算
。

其计算公式如下
:

C a’+ 浓度单位为
nm (10一 g

M )
。

由于目前国内

大 多数荧光分光光度计均为单波长装置
,

无

法用 R 值来计算 〔C a’+ 〕
,

因而沿用 qul n 一

2 的

计算公式
,

即[C
a’+

〕~ kd
· F

一

F

m ‘n

F ma
二 一

F

,

式中 F
、

F

Ftz凡一[Ca
Z+

〕= K d
· R

一

R

m . n

R .

x 一

R

k d 为 F ur a一

2 与 c a2+ 反应的解离常数
,

文献

报道在生理条件下其为 224nm
,

R

、

R m i
n

、

R m
a x

分别为测得的荧光 比值
,

最小荧光 比

值和最大荧光 比值
,

Ff

: 、

F

b Z

分别 为零 C a’+ 和

c a Z+
饱和时 38onm 激发光产生的荧光强度

,

m i
n 和 F m ax

均为用 34 onm 激发光测得 的样

品荧光值
、

最小荧光值和最大荧光值
,

K d 值

仍为 224nm
o
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血管紧张素 I (angiotensin , ) 受体的研究进展

戴生 明 朱栓 英 苏定冯

(第二军 医大学 药理学 教研 室 上海 200433)

摘要 血管 紧张素 l
(A I) 受体按照其与选择性拮 抗剂的亲 和力不 同

,

至少 可分 为 A T ,

和 A T Z
受体

两种
。

A T

I 、

A T
:

受体的分布
、

氨基酸序列 已经清楚
。

A T
I

受体是 G 蛋 白偶联受体
,

可能通过抑制腺昔酸环化

酶
、

激活磷脂酶 C 而促进磷脂酞肌醇水解起作用
。

A
I 的 已知作用均是由A T ,

受体介导的
。

A T
:

受体的生理

功能及其信息跨膜转导机制迄今尚不清楚
.

关键词 血管紧张素 l ;受体

血管紧张素 l (A l )最初因参与调节血

压和水钠平衡而引起人们的兴趣
。

近年来发

现 A l 作为内分泌
、

旁分泌
、

自分泌和胞内分

泌 (in traerin e )的激 素可能 对各 种 细 胞
、

组

织
、

器官都有作用
。

生物化学和药理学研究早

已提示在机体不同组织或同一组织存在不同

类型的 A l 受体
。

但由于实验技术和方法的

限制未能深入研究 A l受体
。

1 9 8 8 年 以来两

类高选择性的非肤类 A l 受体拮 抗剂 的问

世[l, 2] ,

为 A l 受体 的研 究提供 了 良好 的工

具
。

分子生物学技术的发展使得从分子水平

认识 A I 受体成为可能
。

因此
,

近年来 A I 受

体的研究取得了巨大进展
。

一
、

A l 受体的分型
2959 年 w hitebread 等[,〕首先用放射性

配基结合试验和非肤类 A I 受体拮抗剂研究

证实
,

人和大 鼠的肾上腺球状带存在两种 A

I受体
。

因 A I 受体类型的命名一时较混乱
,

1 9 9 0 年美国心脏学会高血压研究理事会统

一了 A l 受体类型 的命名
,

规 定用 A T 表示

A I 受体的缩写
,

用 1 ,
2 等 区分不同类型 ;用

A
,

B 等表示 不同亚型
。

把对 罗沙藤 (los ar
-

tan ,

D
u

P 7 5 3 ) 敏感 的受体 定为 A T ,

受体 (曾

命 名 为 A I 受 体 1 型
,

B 型
, a 型 );对


