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精氨酸加压素、神经降压素和强啡肤对神经母细胞瘤

细胞 cAMP 和 cGMP 的影响

手l、晚?工拿蔡 1λ 苏 每t 朱华陆钦i也

(上海第二医科大学附属仁济医院神经生物学实验室 200 001) 

神经肤是脑内大量并广泛存在的内源↑生活

性物质。歪1) 目前为止，已知哺乳类动物中枢神

经系统内存在的神经肤约为 200 余种， 6 0 %左

右的突触联系可能与神经肤有关。 在神经系统

内神经肤既可作为神经递质， 也可作为神经调

质。 在先前的实验巾我们发现精氨酸加压素

(AVP ) ， 神经降压萦 (NT )和强啡肤 (DYN )可

分别引起无血清培养下的神经母细胞瘤细胞的

DNA 和细胞总蛋白含量发生变化(资料另文发

表)。 为了解神经母细胞瘤细胞通过何种第二

信使将上述生物信息传入细胞内部，本实验采

用小鼠神经母细胞瘤 细胞 在 无血清条件培养

下， 以 cAMP 和 cGMP 放射免疫定量测定方

法，观察 AVP ， NT 平I I DYN 对小鼠 神经母细

胞瘤细胞 cAMP 和 cGMP 的影 111句。

材 料 与方法

4. 实验设备 Hitachi 低温冰箱 ， Nikon 倒置相

差显微镜和 LNA- J[ 型二氧化碳培养箱皆为同本;创造.

←计 数器 ， 同机配备 Apple rr 微机3 北京理工厂产品。

5 . NBA2 细胞培养 按本室方法r 1) . 

6. 组胞肉 cAMP 和 cGMP 放兔测定 传代第三

天的细胞经膜蛋白~消化后用 FD 培养液收集细胞计

数， 以 0 . 83 x 10 6/孔的密度将细胞接种于 24 孔培养

板上 ， 37 0C , 5 %二氧化碳条件下附养 24 小时. 弃去

旧培液， 经 Hanks 液洗细胞三次，加入 AID 培养 24

小时后 ， 再弃去旧培液 ， 随机分为对~，~~组和实验组 ，

分别加入 AID 和含脉培养液。置 37 0C恒温箱内分别

培养 2 、 1 0 、 2 0 、 30 分钟， 达到既定时间后立即弃去

培养液， 加入- 1 0 'C 的 l % Titon X-IOO 溶液 500 微

升并立刻宣于 - 20 0C冰箱内。待各孔均冻结(约 2 小

时)后 ， 置于 4'C冰箱中过夜 ， 使孔内细胞全部溶解。

离心 3000 转/分 x 1 0 ; 取L-. ìr'r液。放免测定 cAMP 和

cGMP 标准曲线中 标准物浓度配制参照 t海巾医学院

的 RIA-KIt 说明。本实验采用的稀释配制为 200 0

pmol/ 0.1 ml ， 以后对倍稀释成 1000 pmol/0 . l ml. . …·

, . 细胞株 应用 American. type culture collect- 直至 8 pmol/ O. l ml. 标准曲线 IjlWJ cAMP 和 cGMP

ion 保存的小鼠神经母细胞瘤细胞株 (NBA 2 ) ，由美同 的浓度敏感范 围 为 200 0 pmol-1 fmol/ 1.7 X 10 5 细

新墨西哥大学 Davis 教授提供。 胞。测定数据由 App le rr 微机亘接输出。统计学枪驳

2. 主要试剂 DMEM 为 Life Technolo gics 产 采用 POMS 方差分析， 经 IBM 微机处理数据。

品。 [Arg8Gly-OH勺 AVP、 [D-PheJ NT 有I (A 

Fragment 1- 8) DYN 均为 Sigma 产 品。 115I-cAMP

和 山I-cGMP 放免药金，为上海中医学院产品。

3. 培养液 含血清培养液 (FD) : 含 10%小牛血

清(F ) 的 DMEM ， 每到-另加lí皮 酸氢铀 3.7 克，庆大霉

素 5 万单位。 无血悄悄养液 (AID) : 每升 DMEM 中

加牛血清臼蛋白 (A)500 毫克 ，普通膝 岛素( 1 ) 5 毫克 ，

庆大霉素 5 万单位。 含以实验j音养液 : AID 中分别加

入 AVP、 NT 和 DYN 而配成 ， 三种 神经Jlt浓度分别

为 10 - 7mol/L。

结 果

原始数据经统计学处理， 冲经肤对 NBA2
细胞内 cAMP 和 cGMP 以 及 cAMP/cGMP 比

值的影响在 2 、 10 和 30 分时与对照细比较无差

异，只是在 20 分钟时 显示出差别。在此只歹1)

出 引经眩作用 20 分钟时对句R 咆 cAMP 、 cGMP

· 现在河北省承德医学院附属~院神经科实验室
〈邮寄电 067000).
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2 

和 cAMPjcGMP 比值影响的数据。 重复 1 次，

获得同样结果。

1. 神经肤刑 NBA2 细胞内 cAMP 水平的

见表 1 。

神经除对 NBA 2 细胞 cAMP/cGMP

比值的影响

吐立
，山、

表 3

杂= 寸一物生胞细第 15 卷第 1 期

fmol / 1. 7 X 10 5 细胞
n 

神经』太

SD + z (1 0- 7mol/ L) 影响，

0. 13 
1. 88 " 

0. 09 

0. 10 

士
+
一
土
土

1. 25 

4. 50 

0.36 
0. 61 

户
、υ

户
、υ
'

问
υ

'
h
d

AID 

AVP 

NT 

DYN 

神经除对 NBA2 细胞内 cAMP 水

平的影响

表 1

fmol/ 1. 7 X 10 5 细胞
n 

同l经)J)二

递质[ Z ] ， 在脑中有着广泛的分布[ 3-盯在不同部

位产生不同作用， 对代谢、体温、 血，压、镇痛、

感觉、 情绪、 学习和记忆等生理功能发挥重要

的影响[ι町， AVP 和 DYN 还与中枢神经系统

的早期发育有关[! 0 J 。作为神经递质的神经肤

因它们的分子较大，不能直接进入细胞，而是

通过与靶细胞表面的特异性受体相结合， 继而

激活信息通路，通过细胞膜的转导机制将细胞

外信息转变为细胞内信息， 后者经过一系列传

递机制和放大过程， 产生生物学效应。神经肤

为第一信使， 继发的细胞内信息分子为第二倍

使。神经肤常以 cAMP 或 cGMP 为 第 二信使

调节细胞代谢与功能[ 11 -12 J 。

实验结果显示: AVP 使 NBA2 细胞 内

cAMP 水平和 cAMPjcGMP 比 值显 著升高

( P < O.Ol ) , NT 引起 cGMP 水平升高， 而

cAMP 和 cAMPjcGMP 比值下降; DYN 致

cGMP 水平升高 ( P< O.Ol ) ， 但 cAMPjcGMP

比值下降。结果 提示 AVP、 NT 相 DYN 可分

别选择性地使 cAMP、 cGMP 水平平口 cAMPj

cGMP 比值发生变化， 并可能通过这些变化使

生物信息传入细胞内部进而实现对细胞代谢军口

功能的调节。

鸟苦酸环化酶(GC )分为两类: 一类位于

胞浆内 ， 称可i容性 GC[ 13 ， 14] ，由氧化氮穿过细

胞膜所激活[l5 ， l e ] ， 而提高 eGMP 水平。另一

类位于细胞膜上， 称为颗粒性 GC[l 7-J8 1，大分

子多肤与其偶联而激活， 提高 cGMP 水平。本

实验中 NT 和 DYN 可引起 cGMP 水平升高 ，推

注:与 AID 比较， .P <O . Ol 

由表可见， AVP 使 cAMP 水平明显增高

( P < O.Ol ); NT 使 cAMP 水平下降; 而 DYN

对 cAMP 水平影响不大。

2 . 神经j比刘 NBA2 细胞 内 cGMP 水平的

影响 ， 见衣 2 。

神经除对 NBA2 细胞内 cGMP 水

平的影响

表 2

fmol/ 1. 7 X 10 5 细胞

+
一
+
一
+
一
+
-

(l 0- 7mol/L) 王 土 SD

AID 5 13.2 士 4 . 9

AVP 5 59 . 5 土 37.1 '

NT 5 6 . 4 土 3 . 5

DYN 5 13 . 4 土 5 . 8

注 : 与 AID 比较，叩<0 . C 1

SD 

3 . 3 

3. 6 

4 . 9 
5. 6' 

+ 
n 一一一-

00 - 7mol/ L) 

AID 5 10 .4 
AVP 5 12 .4 

NT 5 16.8 
DYN 5 21. 4 

注: 与 AID 比较，平<0 .0 1

x 

神 经肤

由表可见， DYN 使 cGMP 水平明显升高

( P < O.Ol ); NT 可使 cGMP 水平有所升高，

AVP 为 cGMP 水平影响不大。

3 . 神经肤对 NBA2 细 胞的 cAMPjcGMP

比值的影响，见表 3 。

由表可见， AVP 使 cAMPjcGMP 比 值明

显升高 (P< 0 . 01) ; NT和 DYN使 cAMPjcGMP

比值有所下降 。

讨 论

本实验所选用的二来11 神经肤均为1太类神经
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测可能是这两种神经肤与细胞膜上的颇校性
GC 结合并使具激洁所致。而 AVP 引起 cAMP

水平升高，可能)J AVP 与位 于细胞膜上的特

异性受体相结合，在鸟苦酸结合蛋白的参与下

激活腺昔酸环化"W:i }开敛。 AVP、 NT 和 DYN 对

NBA2 细胞内 cAMP、 cGMP 水平及 cAMP/

cGMP 比值 ~响的机;JìiJ尚有待于进一步研究。

小鼠神经母去lH íl包屈细胞在无血清培液培养

条件下由分裂增殖头:):J分化成熟， 显示出神经

细胞的特征，从而可做为神经细胞老化实验研

究的模型 [IJ 。本实验采用这一系统使 NBA; 细

胞向分化成熟方向友展， 希 望能 够借此了解

AVP、 NT 和 DYN 对神经细胞内 cAMP、 cGMP

水平和 cAMP片GMP 比值的影响。

摘 耍

本文报道小鼠料:泾母细胞瘤细胞在无血清

培养条件下， Hl cAMP 和 cGMP 放射免疫测

定方法，观察 AVP、 NT 和 DYN 对小鼠神经

母细胞瘤细胞内 cAMP 和 cGMP 水平及 cAMP

/cGMP 比值的影响。结果发现 : AVP 使 cAMP

水平和 cAMP/cGMP比值5ìi著升高 (P< O . O l);

DYN 使 cGMP /J<.平升尚 ( P< O.Ol ) ， 但 cAMP/

cG MP tl:;值下降; NT 使 cAMP 水平和 cAMP/

cGMP 比值下降 ， 同时又使 cGMP 水平升高。

结果提示 : 这三种种经肤可以分别对神经母细

胞瘤细胞内 cAMP、 cGMP水平阳 cAMP/cGMP

比值产生ø l1向 。
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