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　　摘要：目的　研究内皮素（ＥＴ）对离体 Ｏｄｄｉ括约肌收缩的直接影响，并对其传导通路进行探讨。

方法　（１）按累积加药法在 ＫＨ液中加入各浓度（０．１～１００．０ｎｍｏｌ／Ｌ）的 ＥＴ１，观察 Ｏｄｄｉ括约肌收

缩频率及振幅的变化；（２）加入 ＥＴ１抗血清、尼卡地平、ＢＱ１２３后，再加入 ＥＴ１，测定三者对 Ｏｄｄｉ

括约肌收缩的影响；检测 Ｏｄｄｉ括约肌 ＰＫＣ的活性。结果　ＥＴ能收缩静息状态下的 Ｏｄｄｉ括约肌，其作

用强度随 ＥＴ浓度的增加而增强。随着 ＥＴ１浓度的增高，Ｏｄｄｉ括约肌细胞胞浆蛋白激酶（ＰＫＣ）活性

也呈增高趋势。尼卡地平对 ＥＴ所致的 Ｏｄｄｉ括约肌收缩反应无明显抑制作用，ＥＴ抗血清及 ＢＱ１２３

能显著抑制 ＥＴ所致的 Ｏｄｄｉ括约肌的收缩。结论　ＥＴ１能明显收缩离体 Ｏｄｄｉ括约肌，其收缩强度与

ＥＴ存在量效关系。ＥＴ抗血清和 ＥＴ受体拮抗剂（ＢＱ１２３）对 ＥＴ１有较强的拮抗作用。ＰＫＣ参与 ＥＴ

１引起的 Ｏｄｄｉ约肌收缩的信号传导。
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　　Ｏｄｄｉ括约肌是胆总管末端与十二指肠连接处

的环形平滑肌，能控制和调节胆总管和胰管的排

放，其收缩功能的障碍会导致胆汁和胰液的逆流，

在胆胰疾病的病理生理过程中起重要作用。内皮

素（ＥＴ）具有广泛的生物学效应，不仅可收缩血管

及升高血压，对胃肠道平滑肌也有兴奋作用。但关

于 ＥＴ对 Ｏｄｄｉ括约肌收缩功能的影响少有报道。本

研究拟探讨 ＥＴ对家兔离体 Ｏｄｄｉ括约肌收缩的直接

影响，并对其传导通路进行初步探讨。

１　材料和方法

１．１　药物与试剂

ＥＴ１及尼卡地平（ｎｉｋａｄｉｐｉｎｅ）、ＢＱ１２３（ＥＴ受

体拮抗剂）、抑蛋白酶肽、胃酶抑素、亮肽素、苯甲

基磺酰氟（ＰＭＳＦ）均购于 Ｓｉｇｍａ化学公司（美国）；

ＥＴ抗体购自武汉博士德生物工程有限公司；Ｋｒｅｂｓ

Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ（ＫＨ）液由中国医科大学药理实验室提

供；［γ３２Ｐ］ＡＴＰ（活性 ＞１８５ＴＢｑ／ｍｍｏｌ）购于北京

亚辉生物工程公司。

１．２　实验方法

１．２．１　 离 体 兔 Ｏｄｄｉ括 约 肌 的 制 备 及 张 力 测

定［１－２］　家兔 １０只由中国医科大学动物室提供。

雌雄不限，体重 ３．０～３．５ｋｇ。实验前 １０ｈ禁食，不

禁水。实验时将动物处死，固定于手术台上。上腹

正中切口进腹，沿胆囊向下找到胆总管及胆总管十

二指肠结合部；剖开十二指肠，沿十二指肠大乳头

向胆管方向迅速剪取一小段，置于冷的通有混合气

体（９５％ Ｏ２，５％ ＣＯ２）的 ＫＨ营养液中；剪除十二

指肠大乳头及其周围的脂肪组织，可见成环状的

Ｏｄｄｉ括约肌；将其剪成 ３块宽 ３～５ｍｍ左右的肌

环，用 ２个小钩将其悬挂于盛有 １０ｍＬＫＨ液的浴

管中，保持温度（３７±０．５）℃并持续通入混合气

体。Ｏｄｄｉ括约肌环的张力变化可通过其上端相连

的力 －位移换能器记录在台式平衡记录仪上。标

本初始负荷为 １ｇ，灵敏度为 ４０Ｕ／ｇ，走纸速度为

８ｍｍ／ｍｉｎ。每 ２０ｍｉｎ换 营 养 液 １次。平 衡 ６０～

９０ｍｉｎ后向浴管中加入实验药物。在平衡期间，加

入 ６０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＫＣＬ溶液。此时收缩力为 １００％，

以此作为 ＥＴ收缩的对照。

１．２．２　ＥＴ及其抗体等对 Ｏｄｄｉ括约肌张力的影响

　用新鲜 ＫＨ液冲洗标本使其回至基线。当 Ｏｄｄｉ

括约肌出现节律性收缩时，按累积加药法加入各浓

度（０．１～１００．０ｍｍｏｌ／Ｌ）的 ＥＴ，观察括约肌收缩频

率及振幅的变化。完毕后用 ＫＨ液冲洗 标本 ３

次，平衡 ６０ｍｉｎ，使其回至基线。

再分别在 ＫＨ液中加入的 ＥＴ１抗血清（终浓

度 为 １／５ ０００）、ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ（５μｇ／ｍＬ）、ＢＱ１２３

（１ｍｍｏｌ／Ｌ）孵育 ５ｍｉｎ后，加入 ＥＴ１（终浓度为 ３×

１０－８ｍｏｌ／Ｌ），测定 ３者对 Ｏｄｄｉ括约肌收缩的影响。

１．２．３　Ｏｄｄｉ括约肌蛋白激酶（ＰＫＣ）活性测定　

用改良 Ｔａｋａｉ方法［３］进行 ＰＫＣ活性测定。将 Ｏｄｄｉ

括约肌置于粉碎缓冲液中［０．３２ｍｏｌ／Ｌ蔗糖溶于

２０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ缓 冲 液 （ｐＨ ７．５）中，后 者 含

１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），２ｍｍｏｌ／Ｌ乙二醇

四乙 酸 （ＥＧＴＡ），５ｍｍｏｌ／Ｌ二 硫 苏 糖 醇 （ＤＴＴ），

１ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰氟化物（ＰＭＳＦ），１０ｍｇ／Ｌ亮肽

素，１０ｍｇ／Ｌ胃抑酶素，１０ｍｇ／Ｌ抑蛋白酶肽］，超声

粉碎（５０次／管），离心（１０００００ｇ，６０ｍｉｎ），取出

２５μＬ混悬液测定蛋白含量。剩余混悬液分 ２个平

行管，每管取 ２０μＬ，与 ３０μＬ［γ３２Ｐ］ＡＴＰ的反应

液（２５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸镁 １０μＬ，１ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ２．５μＬ，

１％鱼精蛋白 ２μＬ，１ＴｒｉｓＨＣＬ１μＬ，Ｈ２Ｏ１４．５μＬ）

混合，于 ３０℃反应 ８ｍｉｎ，从反应物中取出 ２５μＬ，点

于 ＷｈａｔｍａｎＰ８１强阳离子交换滤纸上，在 ７５ｍｍｏｌ／Ｌ

磷酸溶液中洗 ３次，每次 ３ｍｉｎ；装入液闪瓶，进行

液体闪烁测定（ｃｐｍ）计数。

１．３　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件包进行数据处理。实

验数据用（ｘ±ｓ）表示，用 ｔ检验行组间差别的显

著性分析。Ｐ＜０．０５为具有显著性。

２　结　果

２．１　ＥＴ对离体兔 Ｏｄｄｉ括约肌张力的影响

向浴管中加入 ＥＴ后，标本出现缓慢而持久的

收缩反应。加药后至括约肌收缩，其潜伏期平均为

（５．２±３．１）ｍｉｎ；从括约肌开始收缩至明显收缩历

时（４．５±２．４）ｍｉｎ，然 后 收 缩 力 稳 定 （３０．８±

１０．６）ｍｉｎ。

当 ＥＴ处于低浓度时，括约肌表现为收缩频率

加快，张力增强。随着浓度的增高，收缩逐渐加强；

当浓度达到 ３×１０－８ｍｏｌ／Ｌ时，出现强直状态，再增

加浓度也无反应。

ＥＴ致 Ｏｄｄｉ括约肌收缩的量效曲线（图 １）显

示：ＥＴ能收缩静息状态下的 Ｏｄｄｉ括约肌，其作用强
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度随 ＥＴ浓度的增加 而 增 强。当 ＥＴ浓 度 为 ３×

１０－８ｍｏｌ／Ｌ时，收缩力最强。

２．２　ＥＴ抗体，ＢＱ１２３及 ｎｉｋａｄｉｐｉｎｅ对 Ｏｄｄｉ括约

肌的影响

结果表明，ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ（５μｇ／ｍＬ）对 ＥＴ所致的

括约肌收缩反应无明显抑制作用；ＥＴ抗血清（１／５

０００）及 ＢＱ１２３（１μｍｏｌ／Ｌ）能显著抑制括约肌的收

缩；分别降低至对照组收缩的（６３±１３．４）％ 和

（４７±９．１）％（均 Ｐ ＜０．０１）。以 ＥＴ受体拮抗剂

抑制效果最为明显（图 ２）。

图 １　内皮素致离体兔 Ｏｄｄｉ括约肌收缩的量效曲线

注：＋与 ＥＴ组相比 Ｐ＜０．０５
图 ２　ＥＴ１抗体、ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ及 ＢＱ１２３对 ＥＴ致 Ｏｄｄｉ括约肌

收缩的影响

２．３　ＥＴ１对 Ｏｄｄｉ括约肌的 ＰＫＣ活性的影响

随着 ＥＴ１浓度增高，括约肌细胞胞浆 ＰＫＣ活

性也呈增高趋势，并伴随括约肌收缩的增强；但当

ＥＴ１浓度达到 ３×１０－９ｍｏｌ／Ｌ后，ＰＫＣ活性达到饱

和，不再增高（图 ３）。

图 ３　ＥＴ１对 Ｏｄｄｉ括约肌中 ＰＫＣ活性的影响

３　讨　论

ＥＴ是目前发现的最强的缩血管物质，主要通

过与靶细胞膜上的 ＥＴ受体结合发生效应。研究

表明，除心血管系统外，ＥＴ还与消化系统、呼吸系

统、神经系统疾病的发生发展有密切关系。关于

ＥＴ是否能收缩 Ｏｄｄｉ括约肌少见报道。本研究显

示，ＥＴ１能明显收缩离体 Ｏｄｄｉ括约肌，且其收缩

强度存在量效关系。ＥＴ在 １０－１０ｍｏｌ／Ｌ时引起 Ｏｄ

ｄｉ括约肌收缩，此后随 ＥＴ浓度升高，收缩逐渐增

强，至浓度 １０－７ｍｏｌ／Ｌ时，收缩程度达到饱和，即

呈强直收缩状态。本组 ＥＴ引起 Ｏｄｄｉ括约肌收缩

的潜伏期为（５．２±３．１）ｍｉｎ，反映了从 ＥＴ１与括

约肌上受体结合到 Ｃａ２＋聚集引起收缩效应的整个

信号传导过程所经历的时间，而 ＥＴ１与受体达到

稳定结合所需要的时间则等同于 Ｏｄｄｉ括约肌达到

收缩稳定所需的时间，本实验平均为 ４．５ｍｉｎ。在

ＥＴ１浓度达到 １０－８～１０－７ｍｏｌ／Ｌ后，Ｏｄｄｉ括约肌

收缩最强，不再随 ＥＴ１浓度 的进 一步增 高而加

强。说明此时 ＥＴ１与受体的结合达到饱和。

ＥＴ１引起 Ｏｄｄｉ括约肌收缩由受体结合开始，

经过系列信号传导使细胞内 Ｃａ２＋浓度升高引发肌

纤维收缩；而细胞内 Ｃａ２＋浓度的升高可以源于细

胞内钙动员或细胞外钙内流。实验表明，低浓度

ＥＴ（１０－１２～１０－９ｍｏｌ／Ｌ）引起的离体气管平滑肌

的收缩主要通过细胞外钙内流实现［４］。ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ

是钙离子通道阻滞剂，可以阻止钙离子从细胞外

进入 细 胞 内。 ｎｉｃａｒｄｉｐｉｎｅ并 未 减 弱 高 浓 度 ＥＴ１

（１０－７ｍｏｌ／Ｌ）所引起的 Ｏｄｄｉ括约肌的收缩（Ｐ ＞

０．０５）。提示该浓度的 ＥＴ１引起离体 Ｏｄｄｉ括约

肌的收缩 与 细 胞 外 钙 内 流 无 明 显 关 系。与 此 相

反，ＥＴ抗血清与 ＥＴ受体拮抗剂 ＢＱ１２３均能显著

降低 Ｏｄｄｉ括约肌的收缩程度。ＢＱ１２３对 ＥＴ１有

较强的拮抗作用［５］。实验发现：１μｍｏｌ／Ｌ浓度的

ＢＱ１２３不能 完全阻 止 括 约 肌 的 收 缩 （给 予 ＢＱ

１２３后，收缩降低 ５３％）。除了因为 ＢＱ１２３浓度

不够其拮抗作用而未达到饱和外，另一可能原因

７４８



中国普通外科杂志　　　　　 　 　　　　　　　　　　　第１５卷

是 ＥＴ１受 体 存 在 ＥＴＡ，ＥＴＢ，ＥＴＣ等 多 种 亚

型［６］，ＥＴ有可能通过 ＥＴＡ以外的受体发挥收缩

作用，而选择性拮抗 ＥＴＡ的 ＢＱ１２３只能部分拮

抗 ＥＴ１的收缩效应。

ＥＴ１与受体结合后可通过多种途径进行信息

传递而产生生物学效应，其中最重要的是磷酸肌

醇系统。ＥＴ与受体结合后通过 Ｇ蛋白激活磷酯

酶 Ｃ（ＰＬＣ），使 ４，５二磷酸肌醇酯分解（ＰＩＰ２），产

物之一是二酯酰甘油（ＤＡＧ），后者可激活蛋白激

酶 Ｃ（ＰＫＣ）促进蛋白质磷酸化，提高细胞反应性。

此外 ＰＫＣ还可促进钠氢交换，增加细胞钙离子浓

度。故认为 ＰＫＣ在 ＥＴ１受体结合引起的信号传

导中有重要作用。本实验发现随 ＥＴ１浓度的增

高，ＰＫＣ活性也在增高，并同时有 Ｏｄｄｉ括约肌收缩

的增强。提示 ＰＫＣ参与了 ＥＴ１引起的 Ｏｄｄｉ括约

肌收缩的信号传导。但当 ＥＴ１浓度达到 ３×１０－９

ｍｏｌ／Ｌ时，ＰＫＣ活性达到最高并饱和，不再随 ＥＴ１

浓度增高而增高。然而此时 Ｏｄｄｉ括约肌收缩仍然

继续增高，并在 ＥＴ１浓度 ３×１０－８ｍｏｌ／Ｌ时饱和。

这提 示 ＥＴ１浓 度 在 ３×１０－８ｍｏｌ／Ｌ～３×１０－９

ｍｏｌ／Ｌ之间时，有除 ＰＫＣ之外的传导通路被激活

并参与了括约肌的收缩。至于 Ｏｄｄｉ括约肌上 ＥＴ

１受体数量及功能是否随各种生理或病理情况的

改变而有所变化尚不明了，值得进一步探讨。
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