
钙调素拮扰剂小柏肢衍生物对成纤维细胞增殖和功能的影响
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〈中国医学科学院血液病学研究所 天津 300020) 

徐，在涵张遥坡吴窍平张全缸
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自 70 年代发现了 Ca2 + 的受体蛋白一一钙

调素 (CaM) 以来，对 Ca2 + 和 CaM 的生物学功

能进行了深入和广泛的研究，许多学者证明

CaM 直接影响细胞的生长和增殖。双辛基异哇

琳类化合物具有抗钙调素的作用，在天然的异

喳琳生物险中 ， i又防己碱和小柏胶是较好的钙

调素拮抗剂，0- (4-ethoxyl-butyl) berbarmine 

(EBB) 则是我国学者合成的小柏腊衍生物中最

强的钙调素拮抗剂之一I110 本研究以家兔角膜

斑痕中培养出来的成纤维细胞为实验对象，观

察了 EBB 对培养的这种细胞生长增殖的影响，

并探讨了其作用机理。

材料和方法

主要试剂 RPMl 1640 培养液购于GIBCO公司，

EBB 由南开大学分子生物所提供。 3H-TdR 和 3H_脯

氨酸为北京 401 所产品。 ABTS[2 ， 2'-amino-di (3-

ethylbenzthiazoline-sulphomic acid)amrnonium saltJ 

购于德国 Boehringer Mannheim GmbH 公司。

方法, .成纤维细胞的培弊和传代
成纤维细胞取自烧伤 3 个月后的兔角膜斑痕组

织.在加有 18%新生牛血清(18% CS)的 RPMI1640

常规培养液中，置含 5%COh S7'C的培养箱中培养。传

2-3 代后， 移入 24 孔板或培养瓶中供药理学研究.

2. EBB 对成得罐细胞生长的影唰

在常规培养条件下生长的成纤维细胞， 经台盼蓝

染色，计数活细胞，然后加入不同浓度的 EBB(1 .875

-6.0问/ml)，每组 5 个样品，分别于 24 ， 48 , 72 和

96 小时做细胞计数。取培养时间相同未加药的细胞作

为对照。

在 3H-TdR 掺入实验中，对照组和用药组的成纤

维细胞浓度为 1 ， 6 x 1041时，每组 3 个样品，培养 24

小时后加入 3H-TdR(1μci/ml)过夜，然后收集细胞作

液闲测定。

3. 钙调素水平的检测

按文献[2]方法将钙调素与牛血清白蛋白用戊二

隆交联后免疫家兔， 制备钙调素抗血清。培养的成纤

维细胞加入 EBB(4.5 阳/m)) ， 72 小时后计数，并取数

量相同未加药的细胞作为对照。细胞经匀浆及超声破

碎后，离心取上清液，加热至沸腾， 冷却后再离心取

上清液.用‘回，ISA检测两组细胞上清液申的钙调素

水平(XZ-88 酶联免疫检测仪 610nm 测定 O.D 值)。

4. EBB对常规蝠'鲁威纤维细胞生长周期影响的

检测

培养的成纤维细胞加 EBB(8μg/ml)72 小时后，

收集细胞，充分洗涤， 固定及殃化丙绽染色，取未加

药组为对照.用流式细胞光度计(EPICS V 541) 检测

两组细胞 DNA 时相的分布.

5. EBB 对培蝶的成纤锺细胞 3H_阁.醺捕入的

影晴

培养的成纤维细胞加入 EBB (5 问/ml)1 2 小时

后，加入 3日，脯氨酸(10 j.lci/m1)过夜， 以未加药组为

对照，收集细胞傲液闪测定.

结果

-、 EBB 对成纤维细胞生长的影响

EBB对成纤维细胞增殖具有直接的抑制效

应费 当植入的细胞数为1.5 X 104 时 ， EBB 对

成纤维细胞的半抑制量为 4.5 附Iml。细胞生

长曲线的变化与 EBB 浓度呈剂量依赖关系

(图 1 )。

EBB 对成纤维细胞 3H-TdR 掺入的影响也

有如上的规律。 当 EBB 的浓度从 0.1 增至 10

μg/ml 时， sH-TdR掺入的抑制率从 8.8%增至

注$国家自然科学基金资助项目，
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10卡一→一._对照

一-)(-x一-EBB3μg/ml
8t一一』一.-EBB4μg/ml

.. 1--6-EBB6.阳Iml
S6 
× 

墨 4
黯

g 

。
1 

固， EBB 对成纤维细胞生锐的影响

褒 1 EBB对蝠"成纤罐细胞 SH-TdR

.入的影响

EBB CPMx 10' 抑制率
〈μgjml) (支士 SD) (%) 

0.0 5.85士 0.07

0.1 5.53士 0.04 8.8 
0.5 4.94土 0.61 15.5 
1.0 4.79土 0.18 18.1 

10.0 2.46土 0.27 57.9 

57.9%(表 1 )。

二、 EBB 对成纤维细胞钙调囊水平的影响

在细胞数相同的各组中，实验组成纤维细

胞的钙调素水平均明显低于对照组(图 2 )。

1. 0卜口对照慰

。.8← FSEBB组

固 2 EBB 对成纤维细胞钙调囊水平的影响

三、 EBB 对成奸雏细胞 DNA 含量的影响

流式细胞分光光度计测试表明，培养的成

纤维细胞加入 EBB 后， G o +G1 期 DNA 含量

明显高于对照， G2 +M 期的 DNA 含量则低于

对照(表 2 )。

四、 EBB 对成纤维细胞 38_脯氯幢幢入的

影响

当 EBB 浓度为 5 问Iml 时1 3H_脯氨酸的

囊 2 EBB 对成鲜罐细胞蜻黯周期的影响

(Go+G,)% S% (G2 +M)% 
〈主土 SD) (军士SD) (支士 SD)

对照组 44.10土 5.09 25.20士 5.57 30.70士 8.76

(n=10) 

EBB 组(8 问jml)

(n=11)52.82士 6.01.. 23.91 士 5.38 23.09土 4.06.

..P<O.OI , .P<0.05 。

掺入受到明显抑制，抑制率为 31%(表 3 )。

费 3 EBB 对 3H_脯...入的影响

n CPM 抑制率<%) P 

支+SD

对照组 3 394士 19.75

EBB 组 3 272士 10.29 31.0 <0.01 

(5μ.gjml) 

讨 论

钙调素是 Ca2 + 的受体蛋白，在细胞的生

长代谢中起着重要的作用 [3-8)。在细胞分裂周

期中钙调素的浓度随着细胞周期时相而变化。

钙调素拮抗荆能特异地延迟细胞进入和通过 S

期。钙调素在 DNA 合成早期是必不可少的成

分口，9) 。 已证明外源性钙调素也能剌激人体淋

巴细胞的 DNA 合成。加入钙调素能逆转药物

抑制的DNA合成[IO)oEBB是最强的钙调素拮抗

剂之一，其拮抗钙调素的 IC50值比粉防己碱要

低 100 倍以上，与 R24571 属同一数量级[11) 。大

量的实验研究证明汉防己甲素对实验性砂肺以

及砂肺患者均有良好的疗效[ 12)。为了研究 EBB

是否具有抗纤维化的作用，我们在细胞水平上

探讨了 EBB 对成纤维细胞增殖和功能的影响

以及该作用与钙调素水平和细胞增殖周期的关

系。实验结果表明 EBB 对成纤维细胞的生长

具有直接的抑制作用，在细胞增殖周期中，

GO +G1 期细胞中DNA含量明显增加，而G2 +M

期的 DNA 含量则减少，.表明 EBB 使细胞停滞

于 GQ+Gl 期 F 而进入合成和分裂期的细胞明
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显减少。经 EBB 作用后，胞细内钙调素水平的

减少，我们认为可能是由于EBB抑制细胞增殖，

细胞停滞于生长周期中的静止期，导致细胞内

钙调素合成受阻，含量减少。而钙调素含量的

下降，又进一步阻碍细胞增殖。 EBB 明显地抑

制成纤维细胞的 SH_脯氨酸掺入，.表明 EBB具

有抑制胶原的合成作用。关于 EBB 的作用机

制，我们推测是直接抑制 Ca2 +-CaM 复合物对

其靶酶的激活调节作用，使其靶酶处于失活状

态，从而抑制成纤维细胞的增植。

摘要

为了研究钙调素拮抗荆 EBB 对成纤维细

胞增殖和功能的影响， 我们观察了经 EBB 作

用后成纤维细胞的生长曲线、 3H-TdR 掺入、

钙调素水平的变化以及细胞增殖周期中 DNA

的改变和 3H_脯氨酸掺入。结果表明 EBB直接

抑制细胞增殖，使钙调素水平下降， DNA 合成

受阻， 并使细胞停滞于生长周期中的。o+Gj

期。另外，胶原合成也受到阻抑。
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机械性剌激对体外培养心肌细胞形态的影响

马学急起元昌尹错

〈山西医学院太原 030001)

有机体细胞对外界剌激的(包括机械的、化

学的)反应是当前细胞生物学领域广泛研究的

课题之一。机械刺激对心血管系统功能具有特

殊重要性，因为正常人体心血管不断接受着血

容量及压力改变的机械性剌激。过去曾有人研

究过机械作用对内皮细胞形态的影响[町，但机

械性剌激对心肌细胞形态的影响尚未见报道。

本实验则是将体外培养的心肌细胞进行机械性

剌激，观察其对心肌细胞形态的影响。

材料与方法

-，心肌细胞分离与晴，事 方法同以前报道的[2l

稍加改进.简单讲，采用出生后 4 一 5 天 S.D 大鼠，

75%酒精消毒皮肤，断头，迅速取出心脏， 剪碎放入

三角瓶中，加入 0.05%肢原酶 10 时，于 37'C水浴

中震荡(100 周期/分) 10 分钟，待自然沉淀后取出上

清液。于原三角瓶申再加入 10ml新鲜胶原酶液，如此

反复 6 次后，弃掉前两次上清液， 第 3 次以后上清液

中分别加入 20ml KRB 液，离心(500 x g , 8 分钟〉沉

淀。所得沉淀物j昆悬于 30ml KRB 液中，用 250阳

尼龙网过滤，再用 5ml 液体清洗网上细胞，浓缩混悬

于 10 ml 缓冲液，作细胞计数。调整细胞密度为 0.5 x 

1， 061时， 接种于 100mm 培养皿，培养血事先放入硅

胶片〈每个培养皿放两块，每块大小为4cmx 7 cm) ，然

肩用层粘连蛋白钮被(10吨1m})。培养液用 F 12 K，加
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