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集胡对腺普酸环化酶的影响

曾熙兰 肖建初
*

胡本荣
*

( 基础学院 )

提 要 本文以中国名药柴胡对腺昔酸环化酶活性的影响进行研究
,

同时以腺昔酸环化酶激活剂多

巴胺作对照
。

结果表明
,

柴胡对小鼠肝细胞匀浆和艾氏腹水癌细胞的腺昔酸环化酶活性有较 明 显激活

作用
,

其激活强度随柴胡浓度的增加而加强
。

在一定剂量范围内
,

药物浓度与酶反应速度呈现 良好的

线性关系
。

关. 词 柴胡 腺昔酸环化酶 环
一

磷酸腺昔

环磷腺昔酸 ( “ A M P ) 在生物体内有 广泛

的生物活性
。

其水平的高低与许多细胞功能活

动密切相关
。 c A M P由腺昔酸环化酶 ( A C ) 催

化 A T P而生成
。

凡
r
sk ol in 公认是有效的 A C 激

活剂
,

属劳丹 ( L a u da n e ) 型二菇类化合物
,

来

自唇形科植物 COl e us oF sr k iol ii
。

由 于它激活

A C 的强 度大
,

作用独特
、

与肾上腺素 p受体

激动剂激活 A C 的作用不同
,

而且有广泛的药

理作用
,

引起了学者们极大的兴趣
。 〔`一“ ’

我 们

循着植物科属的亲缘关系和化构类似的植物组

分寻找兴奋 A C 的植物
,

选择中国名药柴胡作

为研究对象
,

观察柴胡是否具有如 同 F o sr k。
-

il n 能激活 A C 酶使
c A M P 升高的作用

,

这在

国内外尚未见详细报导
。

寻找兴奋 A C 的植物

对阐明有关植物药的作用机制开拓了新途径
。

材 并 和 方 法

1
.

主要试荆与药物

A T p ( 美国 S i g m a
公司 )

; “
H 一 c A M p ( 比

放射性 2。一 3 c0 l/ m M OI
,

北京原子能研究所提

供 ) 蛋白 激 酶 ( 自提 ) ; E G T A 〔已二 醇 双

( 乙 一
氨基 乙墓 )四乙酸 〕缓冲 液 ;

茶 碱
;
硫酸

镁 ( M g S O
`

) 多 多 巴胺 ( D o P a m i n e ) ;
中药柴

胡用甲醇提取为 粗 制 剂
,

未 经 分 离 纯 化
,

P H 7
。

4
。

2
.

小喊肝组织匀浆AC的制备

选用本校动物场饲养的2 0~ 25 克正常小白

鼠
。

断头开血
,

迅速取出肝脏
,

用滤纸吸干血

污
,

称重
,

按 i : 立O~ 1 , 2 0 ( w/
v )加入予冷 ( 2~

4 ℃ )的T ir s 缓冲液 ( P H 7
.

4 )
。

在冰浴下用玻

璃匀浆器手动匀浆
。

此匀浆称 肝 组 织 A C 制

剂
。

3
.

小鼠艾氏腹水癌细胞匀桨AC的制备

取 B A LB / C纯种小白鼠
,

接种艾 氏腹水癌

( E A C ) 5 天后取腹水 0
.

3 3m l ,

以 0
.

1%肝素

抗凝
,

用予冷的生理盐水 sm l 洗涤两 次后离心

分离癌 细 胞 ( Z 0 0 0 r pm
, 1

,
义 4 oC )

,

弃 去 上

清
,

细胞沉淀部分加入 rT is 缓冲液 l m l ,

在冰

浴下制成匀浆
。

按 1 0 7

细胞 / 0
.

5~ l m l T ir s一 H cl

( 内含 Zm M M g S O
一

` , s m M 茶碱 ) 对腹水癌匀

浆进行 A C 活性 测定
。

4
.

AC活性的测定

反应系统内含 Zm M M g s o ` , s m M 茶碱
,

l m M E G T A
, l m M A T P

。

根据实验目 的 加入

试验药物及 A C制剂 ( 加入的 5。川A C 制剂约含

蛋白 1 0 0林g )
。

反应最终容积为 5 0 0件l
。

上述操

作在冰浴
一

F进行
。

加入 A T P后立即移至 30 ℃水

浴
,

振摇 1 5分钟
,

然后置沸水浴 ( 9 8~ 1 0 0 oC )

3 分 钟 以终 止反应
。

冷却后经 l 0 0 0x g离心 1 0

分钟
,

取 出上清
,

待测
c A M P

。

每批实验
,

每

一药物浓度均以复管反应
,

并始终跟随一个空

白对照系统
,

即其中的 A C 制剂予先置沸水浴

3 分钟灭活后 再参与酶促反应
。

A C 制 剂的蛋

白含量按 L O w r yl 心’ 氏法测定
。 c A M P 含量按蛋

白兢争结合法
汇6 ’
测定

,

以反应管的 c AM P 量减

去空白对照管的 c A M p 量即为 A C 催化生成的
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cAM p量
,

以 P M OI /毫克蛋白 / 15 分钟表示酶的

活性
。

我们所用的药物反应值和基础值均系同

一份相同量的 A C 制剂参与反应
,

故计算各实

验组相对 A C活性时均用实验值 ( 生成的
c A M P

量 PM o l / 1 5分钟 ) 与基础值 (
e AM p量p M o l / 1 5

分钟 ) 求出
:
相对活 性% 二 ( 实 验 值 + 基 础

值 ) x 1 0 0

从相对活性

结 果

1
.

组织匀浆 A C浓度对活性的影响

以不同浓度的肝组织匀浆或腹水癌细胞匀

浆的 A C制剂进行反应
,

所得生成
c A M P量代表

酶的反应速度
。

结果表 明酶的反应速度与酶的

浓度成正比
,

线性关系良好 (见图 1及图 2 )
。
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图 3 柴胡
、

多巴胺对小鼠肝匀浆A C活性的影响
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图 1 蛋 白量与肝 A C 活性的关系

图 4 柴胡对小鼠艾氏腹水癌细胞

A C活性的影响 A = 7
。

36 c 一 2 6
.

7

Y = 0
。
9 987 ( P < 0

。
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e 八j妞产母`PM o
!l 15

,
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图 2 蛋 白量与癌细胞A C活性的关系

.2 柴胡对小鼠肝组织匀桨AC活性的影响

用不同生药量浓度的柴胡提取液在 30 ℃条

件下与肝组织匀浆作用 5 分钟
,

然后测定腺昔

酸环化酶的活力
,

同时观察毫克分子浓度的多

巴胺对肝匀浆腺昔酸环化酶活力的影响
,

结果

如表 1和图 3所示
,

表明 A C 激活剂多巴胺能

明显提高酶活力
。

与此同时
,

柴胡提取液亦表

现激活腺昔酸环化酶的活性
,

其活性随柴胡浓

度的升高而增加
,

柴胡和多 巴胺在一定浓度下

与酶的反应速度均呈现良好线性关系
。

3
.

柴胡对腹水癌细胞匀浆AC活性的影晌

如表 2 和图 4 所见
,

A C 活 性随柴胡浓度

的升高而增加
。

若以柴胡 浓 度 ( C ) 为 横 坐

标
,

以A C 活性 ( A )为纵坐标
,

在浓度为 2 5m g

生药 / m l 以下时呈线性关系
,

且相关系数显著

性检验表明 P < 0
.

0 5
,

说明柴胡激活 A C 作用

的量效关系显著
。

柴胡浓度在 2 5m g 生药 / m l时
,

呈最大激活作用
,

当浓度增加至 50 m g 生药 /m l

时未见活性增加
。

讨 论

我们的实验结果表明
,

柴胡提取液对小鼠

肝匀浆腺昔酸环化酶有较明显 的激活作用
,

而

且对小鼠艾氏腹水癌细胞匀浆腺昔酸环化酶激

活作用有明显量效关系
。

柴胡是祖国的名药
,

本经列为上品
,

仲景

倚之为大将
,

历代以来深受医家的重用
。

祖国



表 1

澳

柴胡
、

多巴胺对小鼠肝组织匀浆 A C活性的影响

浓 度
(m g生药 /m l )

cA M P 产量
(PM o l /1 5 / )

A C相对
活性 %

组 浓度 m M
cA M P 产最 A c相对活性%

基础值

1 2
.

5

尸 5
。
毛)

S U
.

O

1 0 0
。

0

1 1 1
。

6

1艺 3
。

2

1 3 4
。

匕

1 9 3

0
`

0 2 5

3台

U求5

口
,

0 5白

0
。
1 0 吕

。

7 了

0
。
2 0 4

。
2 5

2 7 3

3 0 8

口自泊斗Uób
ù

UJQ
S牛
了001几n七

:
`

…
1
上]百
上1三八nl几

基础值

表 之 柴胡对小 鼠腹水癌细

胞 A C 活性的影响

浓 度
( m g生药 / m l )

c AM P产量
( P M o l / 1 5

产 )

A C 相对
活性 %

6
。
2 5 5

。
5 6 1 1 6

。
6

枢抑制效应
。

此外
,

心力加强
、

血管舒张
、

支

气管舒张
、

血小板聚集均与
c A M P的生成有关

。

柴胡对腺昔酸环化酶的影响值得进一步研究
。

( 刘秀琴
、

沈宝莲
、

文 良珍负责本研究技术工作
.

杨惠玲参加部份工作
,
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早 已熟悉柴胡能舒肝解郁
,

并有解热
、

镇痛
、

镇静
、

镇咳作用
。

中医所谓肝郁
,

乃肝之疏泄

功能失常
,

表现两胁胀痛
,

抑郁不乐
,

或急躁

易怒
、

失眠多梦
,

这些症状属中枢神经过度兴

奋所致
。

近代 的研究表明柴胡有抑制血小板聚

集降血脂等作用
。

但是柴胡的作用机制仍未阐

明
。

柴胡对 A C 的激活作用
,

导致细胞
c A M P

水平的改变
,

这可以解释柴胡作用的多样化
。

众所周知
, c A M P 对机体许多细胞的生理功能

和病理生理起着调控作用
。

例如在 神经 系 统

中
, c A M P 与突触的递质有关

, c A M P 介导中

〔 1」 S e a m o n K B P a d g e t t W D a l y J W F o r s k o l zn
.

U n iq u e d it e r P e n e a e t iv a t i o n o f A C i n m e m b
-
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P r o e N a tl a e a d S e i

U S A
`

, 9 8 1; 7 8 : 3 3 6 3
.

[ 2〕 G e h l e r t D R
, e t a l

.

Qu a n t i t a t iv e a u t o r a d io g r a -

P h y o f 3H 一
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关于柴胡剂药理作用的报告—
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本药学会第 1 02 次年会 ( 大阪 4 月 )
.
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, e t a l

.
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二5〕 郑广华 曾熙兰
.

环腺昔 酸 ( c AM P ) 蛋自质结

合测定法
.

细胞内信使系统— 基础与临床
,

广

东 高等教育出版社 1 9 8 8 ; 2 5 .1
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T il e a e t iv a t io n 15 s t r e n g th e n e d w i th t h e In e r e a s in g o f

th e m e d i e a l d o s e s a n d th e r e 15 a l i n e a r r e la t io n sh iP
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I n e e r t a in r a n g e
、

th e e f f e e t s b e tw e e n th e

d i f f e r e n t d o s e s 15 s ig n if i e a n t
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F o r e o n t r o l e x P e r im e n t
,
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