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摘要　本文探讨了CR F, AV P 及N E 对体外培养大鼠腺垂体细胞生成 cAM P 的作用。CR F 刺激体外培养大鼠腺垂

体细胞内 cAM P 的生成, 且浓度与效应正相关。AV P 未引起细胞内 cAM P 差异性变化 (P > 015)。N E 使培养腺垂

体细胞内 cAM P 水平降低。低氧使CR F 刺激 cAM P 生成的作用降低。而AV P 及N E 可能是通过其它胞内信息通

路。
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Ξ 下丘脑2腺垂体2肾上腺皮质轴在动物应激以及

适应生存环境中起着重要的生理功能。在体内外

AV P 在腺垂体均对 CR F 调节A CTH 有协同加强

作用[1 ] , 我们曾证明大鼠肾上腺切除 (ADX) , 下丘

脑正中隆起处 (M E ) CR F 生物活性增加是由于

AV P 增加所致。在应激与非应激动物体上, 给予

CR F 抗体并不能有效地抑制A CTH 及皮质酮的分

泌[2, 3 ]。1986年 Hom les 等证明下丘脑AV P 胞体的

轴突投射至门脉, 从而说明AV P 也是下丘脑分泌

并在腺垂体调控A CTH 的因子之一。在A CTH 的

调节中, 杜继曾等证明脑室注入N E 可引起高原鼠

兔 (O chotona cu rz on iae) 下丘脑CR F 分泌。N E 在下

丘脑内作为CR F 分泌的中枢兴奋性递质。在应激动

物, 交感2肾上腺髓质参与, 血浆中N E 升高, 它可

能参与腺垂体A CTH 调控。cAM P 作为细胞内第二

信使, 它是细胞中激素作用的主要机制之一; 因此,

本文目的旨在研究CR F, AV P 及N E 对体外培养大

鼠腺垂体细胞生成 cAM P 的作用; 从而探究CR F、

AV P 和N E 在腺垂体调控A CTH 分泌中胞内信使

cAM P 的参与作用, 以及低氧的影响。

1　材料与方法

111　动物和试剂

实验动物为成年雄性 SD 大鼠 (1402160g)。

CR F 购于美国 Pen in su la L abo rato ries, Inc。AV P

由中国科学院上海生物化学研究所杜雨苍教授惠

赠。胰蛋白酶为D ifco 产品; 培养基DM EM 为Gibco

产品; N E 为 Sigm a 产品。其余试剂均为分析纯。

112　腺垂体细胞的制备

大鼠脱颈椎处死, 将头部置入70% 酒精浸泡5s

消毒后断头。在无菌条件下, 摘取腺垂体置入H epes

(n222hydroxyethyl p iperazine ethanesu lfon ic acid )

缓冲液 (N aC l 137mmo l, KC l 5mmo l, N a2H PO 4

017mmo l, H epes 25mmo l, Gluco se 10mmo l, CaC l2

360mmo l, pH 712) 中分成四份, 并用H epes 缓冲液

冲洗四次, 除去 H epes 缓冲液后, 再用无 Ca2+ 、

M g2+ H ank s 液洗二次, 垂体块置于无Ca2+ 、M g2+

0125% 胰蛋白酶的 H ank s 液, 入37℃培养箱消化

20m in, 每隔5m in 摇动一次。而后去除消化液, 并用

含013% 牛血清白蛋白的H ank s 液洗两次, 将组织

块置入5m l H ank s 液, 用10 m l 巴氏移液管轻轻吹打

50余次, 用200目的尼龙网过滤, 滤后将未消化的组

织再按上法消化处理。滤液合并, 450×g 离心6

m in, 去除上清液, 用H ank s 液洗涤两次后用不含小

牛血清的DM EM 液洗一次以及含15% 小牛血清

DM EM 洗一次。用含15% 小牛血清DM EM 制成细

胞悬液进行培养, 内含50000U öL 青霉素, 50m göL
链霉素; 215m göL 制霉菌素。

113　细胞计数

取011m l 上述细胞悬液, 加012m l 011mo löL 的

柠檬酸溶液, 摇动数秒再加入012m l 2% 龙胆紫溶

液, 摇匀, 在血球计数板上计数。同时用011% 中性

红检查细胞存活率, 其存活率为96%。

114　细胞贴壁培养

计数后稀释至4×108个细胞öL , 吹匀。每个培养

孔2m l。入37℃含5% CO 2, 95% 空气的培养箱培养

(常氧培养, 实际是以213km 西宁地区为标准)。培
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养4d 后, 开始CR F 等刺激实验。低氧条件是在常氧

培养4d 后, 供给5% CO 2, 8%O 2的N 2混合气 (气体

混合仪混合) , 8h 后再进行CR F 等刺激实验。细胞

在开始CR F 等刺激实验前进行存活率随机检查, 每

六孔抽查一孔, 其存活率为93%。

115　CRF、AVP 和 NE 对培养细胞刺激实验

5% CO 2, 95% 空气37℃培养4d 以及低氧8h 的

培养细胞, 吸除 DM EM , 分别加入含不同浓度

CR F、AV P 和N E 的H ank s 液1m l, 对照组只加1m l

H ank s 液。加入30分钟后吸尽培养皿中液体, 用

H ank s 液洗两次后, 用橡皮擦下贴壁细胞并加入

1m l 1mo löL HC lO 4 液冲洗, 取 019m l 冲洗液在

3000rpm öm in 离心10m in, 取上清液800Λl, 用20%

KOH 溶液中和至 pH = 7, 以3000rpm öm in 离心

10m in, 取全部上清液置于真空干燥箱, 在60℃,

72kPa (540mmH g ) 真空条件下蒸干。上述给药

30m in 后吸出的培养皿中液体以及用H ank s 液洗

两次后的液体合并, 按上述方法的条件蒸干待测胞

外 cAM P。

116　环磷酸腺苷测定

按北京原子能所生产的药盒测定。

数据均经 xθ±s 表示, 差异显著性采用 t 检验。

2　结果

211　体外培养的 SD 大鼠腺垂体细胞对CRF、AVP

及 NE 的反应

随 CR F 浓度升高, 培养细胞内 cAM P 含量显

著升高; 胞外释出水平也显著增加。而AV P 并不改

　Tab 11 Effects of CR F, AV P and N E on cAM P fo rm ation in cu ltu red rat an terio r p itu itary

cells during no rmoxia and hypoxia (xθ±s) (n= 4dishes)

CRF stim ulation

Group Do se

(nmo l)

cAM P

(pmo lödish)

AV P stim ulation

Group Do se

(nmo l)

cAM P

(pmo lödish)

N E Stim ulation

Group Do se

(nmo l)

cAM P

(pmo lödish)

N o rmoxia 0 0144±0102

H ypox ia 0 0153±0103

N o rmoxia 10- 10 0183±01093 3 N o rmoxia 10- 8 0145±0109 N o rmoxia 10- 8 0145±0106

H ypox ia 10- 10 0178±01053 3 H ypoxia 10- 8 0156±0103 H ypox ia 10- 8 0145±01043

N o rmoxia 10- 9 2189±01103 3 3 N o rmoxia 10- 7 0143±0103 N o rmoxia 10- 7 0136±01043

H ypoxia 10- 9 1164±01103 3 3 H ypoxia 10- 7 0154±0103 H ypox ia 10- 7 0146±01023

N o rmoxia 10- 8 3125±01103 3 3 N o rmoxia 10- 6 0143±0104 N o rmoxia 10- 6 0129±01033 3

H ypoxia 10- 8 1197±01113 3 3 H ypoxia 10- 6 0157±0104 H ypox ia 10- 6 0133±01053 3

　　3 P < 0105, 3 3 P < 0101, 3 3 3 P < 01001, compared w ith con tro l group.

　Tab 21 Effects of CR F, AV P and N E on cAM P released from cultu red rat an terio r

p itu itary cells during no rmoxia and hypoxia (xθ±s) (n= 4dishes)

CRF stim ulation

Group Do se

(nmo l)

cAM P

(pmo lödish)

AV P stim ulation

Group Do se

(nmo l)

cAM P

(pmo lödish)

N E Stim ulation

Group Do se

(nmo l)

cAM P

(pmo lödish)

N o rmoxia 0 0129±0101

H ypox ia 0 0126±0103

N o rmoxia 10- 10 1125±01093 3 3 N o rmoxia 10- 8 0132±0108 N o rmoxia 10- 8 0131±0103

H ypox ia 10- 10 1100±01023 3 3 H ypoxia 10- 8 0125±0101 H ypox ia 10- 8 0129±0104

N o rmoxia 10- 9 2154±01073 3 3 N o rmoxia 10- 7 0139±0104 N o rmoxia 10- 7 0138±0107

H ypox ia 10- 9 1179±01083 3 3 H ypoxia 10- 7 0127±0104 H ypox ia 10- 7 0134±0107

N o rmoxia 10- 8 4118±01093 3 3 N o rmoxia 10- 6 0127±0105 N o rmoxia 10- 6 0136±0102

H ypox ia 10- 8 2181±01013 3 3 H ypoxia 10- 6 0125±0101 H ypox ia 10- 6 0131±0102

　　3 3 3 P < 01001, compared w ith con tro l group.

变胞内及胞外 cAM P 含量 (P > 015)。当N E 浓度升

高时, 胞内 cAM P 水平降低; 而胞外水平无差异性

变化 (见表1, 表2)。

212　低氧下CRF、AVP 及 NE 对 cAM P 的作用
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低氧具有抑制CR F 刺激 cAM P 生成和向胞外

释放的作用。CR F 浓度为10- 10mo l 时, 胞内 cAM P

的形成增高只有47% ; 而非低氧下增高则为88% ,

CR F 浓度为10- 8mo l 时, 胞内 cAM P 的形成增高为

272% ; 而非低氧下增高则为638%。在低氧下, AV P

未改变胞内及胞外 cAM P 含量; 而低氧下N E 抑制

胞内 cAM P 生成; 而对胞外 cAM P 无影响 (见表1,

表2)。

3　讨论

当生物机体受到各种环境因子刺激时, 血浆中

A CTH 浓度立即增加, 皮质酮亦相应增多[9 ] , 这是

一种机体对环境的应激作用, 是由下丘脑2腺垂体2
肾上腺皮质轴来完成的, 下丘脑肽CR F 和AV P 通

过腺垂体门脉系统调控腺垂体A CTH 的合成与分

泌。

CR F 在体内均促使A CTH 分泌[5 ]。在我们以往

的实验中, 脑室注射CR F, 血浆中皮质酮和腺垂体

cAM P 均随CR F 剂量增加而升高[6 ]。本研究证明随

CR F 浓度升高, 体外培养的腺垂体细胞内 cAM P 含

量显著升高。因此, cAM P 是 CR F 刺激腺垂体

A CTH 细胞分泌A CTH 的第二信使。AV P 可协同

CR F 在腺垂体促使A CTH 分泌, 但是AV P 不能单

独刺激离体培养的腺垂体细胞生成 cAM P, 可见

AV P 的协同作用没有通过 cAM P 系统。N E 在腺垂

体能促使A CTH 分泌, 但体外培养腺垂体细胞, 胞

内 cAM P 却随N E 浓度升高而降低, 其促A CTH 分

泌机制可能与 cR F 和AV P 相异。N E 浓度升高时,

胞内 cAM P 水平降低; 然而脑室注射N E 可促使下

丘脑CR F 分泌增加, 血浆皮质酮升高[3 ] , 因此, N E

激活H PA 轴的机制主要是通过N E 激活了下丘脑

CR F 而实现的。

体外培养腺垂体细胞受低氧刺激后, 其对CR F

刺激生成 cAM P 作用显著降低, 低氧使体外培养腺

垂体细胞 cAM P 的生成受到抑制。可见低氧通过调

节CR F 而对腺垂体细胞 cAM P 产生作用外, 低氧

还直接对腺垂体细胞 cAM P 生成的细胞过程有抑

制作用, 其深入机制待研究。
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EFFECT OF CRF, AVP AND NE ON cAM P IN
CUL TURED RAT ANTER IOR P ITU ITARY

CELL S D UR ING HY POX IA

Chen Zh i　　D u J izeng1

(N o rthw estern P lateau Institu te of B io logy, the Ch inese A cadem y of Sciences,

X in ing 810001; 1D epartm en t of B io logy, Zhejiang U niversity)

ABSTRACT

　　 In the study, the effect of CR F (co rt ico trop in2releasing facto r ) , AV P (arg ip ressin ) and N E (no re2
p ineph rine) on cAM P fo rm at ion in cu ltu red ra t an terio r p itu itary cells in v itro w as exam ined and the effect
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of cAM P fo rm at ion betw een no rmox ia and hypox ia (8%O 2)w as compared. CR F st im u la ted the fo rm at ion

of cAM P levels w h ich w as co rrela ted w ith the concen tra t ion of CR F in m edium. T he cAM P levels in m edi2
um increased. T he in tracellu lar cAM P in cu ltu red an terio r p itu itary cells w as no t changed by AV P. T he

concen tra t ion of in tracellu lar cAM P w as decreased by N E, bu t the con ten t of ex tracellu lar cAM P w as no

changed. H ypox ia decreased the st im u la t ing effects of CR F on the cAM P fo rm at ion in cu ltu red an terio r p i2
tu itary cells.

　　KEY WORD S　hypoxia; 　co rt ico trop in2releasing facto r (CR F) ; 　cu ltu red rat an terio r p itu itary cells; 　cAM P

X 射线诱导小鼠脑组织一氧化氮合酶活性的变化
沈文梅　王成彬　汪德清　张道强　谷　峰

(解放军总医院生化科, 　北京　100853)

我们用小鼠为实验对象, 观察不同剂量 X 射线全身照射后其脑组织中一氧化氮合酶NO S 的活性变化, 探讨辐射所致脑

损伤的可能机制, 同时还观察黄芪总黄酮 T FA 对辐射过程中NO S 活性变化的影响。

1　材料与方法

18- 20g 雌雄各半的 C57小鼠44只随机分成5组: 对照组8只, 4Gy 照射组8只, 8Gy 照射组10只, 12Gy 照射组10只以及

T FA 预防组8只, 即在8Gy 照射前1h 腹腔注射 T FA (本实验室从蒙古黄芪中提取, 军事医学科学院二所鉴定) 014m l (2m gö

m l)。

用美国产1800型直线加速器进行X 射线照射, 9M eV、400cGyöm in、面积35×35cm、距离100cm 条件下全身均匀照射。

小鼠于照射后72h 断头, 快速分离整个脑组织, 50mmo löL pH 714 tris 缓冲液冲洗3次, 置入玻璃匀浆器中, 加适量同上

t ris 缓冲液在冰浴中匀浆。匀浆液10000 g, 0- 4℃离心30m in, 收集上清液放到- 40℃冰柜中备用。

NO S 活性测定　在含有NO S 底物左旋精氨酸 (L - A rg) 1mmo löL , 辅助因子: 还原性辅酶Ê (NAD PH ) 011mmo löL、四

氢生物喋呤 (BH 4) 50Λmo löL、黄素单核苷酸 (FM N ) 10Λmo löL、黄素腺嘌呤二核苷酸 (FAD ) 10Λmo löL 及二硫苏糖醇 (DD T )

1mmo löL , CaC21mmo löL ,M gC l2011mmo löL , 钙调蛋白5Λg 组成的酶反应体系中, 加入小鼠脑组织匀浆上清液50Λl, 37℃避光

温育80m in。应用对氨基苯磺酸、N - (l- 萘基) - 乙二胺重氮、偶氮反应, 测定反应体系中NO 稳定代谢产物NO -
2 生成量, 作为

NO S 活性测定方法。用1m g 蛋白质在酶反应体系中一分钟产生的NO -
2 量, 作为NO S 活性表示。

2　结果与讨论

不同剂量 X 射线照射组与对照组比较, 小鼠脑组织中NO S 活性呈现下降趋势, 其中12Gy 组差异显著 (P < 0105)。T FA

预防组的NO S 活性高于同剂量照射组, 但尚无统计学差异 (见附表)。

　Tab1 NO S activity in m ice brain after

various do ses of x2ray irradia t ion (x ±s)

Group n
NO S activity pmo l NO

-
2

(m inõm g p ro tein)

Con tro l 8 16189±8118

4Gy 8 15101±8111

8Gy 10 12174±5175

12Gy 10 9159±41613

T FA + 8Gy 8 15118±6189

　3 P < 0105, compared w ith con tro l group

脑组织虽要在大剂量 (数百 Gy) 贯穿辐射作用下才会发

生死亡, 但其功能变化则只需不大的剂量即可引起。一般认

为全身照射对脑功能的影响主要通过两种途径: ①射线直接

作用于神经元、胶质细胞; ②射线引起脑微循环障碍, 导致神

经细胞二次损伤。本实验结果提示: 以上两种途径可能通过

近年来发现的新的神经传导介质和血管舒张因子——NO 介

导。兴奋性氨基酸受体被活化后可产生大量 cGM P, 目前认

为主要是由于 Ca2+ 通道开放, NO S 被激活产生NO 激活乌

苷酸环化酶的结果。脑组织中 cGM P 含量以小脑最高, NO S

活性在小脑的颗粒细胞层最为丰富, 而小脑颗粒细胞对实验

条件下的辐射最为敏感。NO 具有很强的舒张血管和抑制血

小板聚集和粘附的功能, 在辐射性脑血管损伤中常出现中等

大小动脉管腔缩小, 微血管中血栓形成而引起脑的微循环障

碍, 这可能也与NO S 活性下降,NO 产生不足有关。

实验研究表明, 黄芪具有抗炎、降压、改善微循环、降低

组织氧耗量及清除自由基等功效。辐射损伤的机理十分复

杂, 辐射造成的脑组织中NO S 活性下降及 T FA 对其防护作

用还有待于更进一步的研究。

解放军总医院放疗科协助完成本实验谨此致谢。

(1997- 1- 16收稿　1997- 4- 15修回)
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