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银杏内酯 B对豚鼠腹腔神经节神经元

Fast EPSP的抑制效应
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摘要: 应用细胞内记录技术, 观察并分析了银杏内酯 B( GB)对豚鼠( Cavia porcellus )离体腹腔神经节( CG)

神经元快兴奋性突触后电位( fast EPSP)的影响及可能机制。用4 ! 10- 6 mol L的 GB 灌流CG, fast EPSP的

幅值均明显降低,与对照组相比有显著性差异( n= 12, P < 0 05) ; 用低 Ca2+ 高 Mg2+ Krebs 液灌流, fast

EPSP被完全抑制( n= 3) ;用高 Ca2+ Krebs 液灌流, fast EPSP幅度则增大( n = 12, P < 0 05) ,而用 4 ! 10- 6

mol L GB 与高 Ca2+ Krebs 液联合灌流, fast EPSP幅度则减小 ( n= 12, P < 0 05)。结果提示, GB 对 CG 神

经元 fast EPSP的抑制效应可能与减少或抑制 CG神经元的外 Ca2+ 内流有关。
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Abstract: The present study was carried out to determine the regulation of ginkgolide B ( GB) on fast ex citatory

postsynaptic potential( fast EPSP) in the neurons of celiac ganglion ( CG) and the mechanisms involved in the GB

induced responses. Intracellular recording was employed to measure the fast EPSP in the neurons of CG freshly isolated

from Guinea Pigs( Cavia porcellus ) . We found that perfusion of GB ( 4 ! 10- 6 mol L ) significantly decreased the

amplitude of fast EPSP in the CG neurons ( n= 12, P < 0 05) . The fast EPSP was completely inhibited by a low

Ca2+ high Mg2+ Krebs solution ( n = 3) , but significantly enhanced by a high Ca2+ Krebs solution ( n= 12, P <

0 05) , suggesting a contribution of extracellular Ca2+ to the generation of the fast EPSP. The high Ca2+ Krebs

solution induced augmentation of the fast EPSP was significantly attenuated by GB ( n= 12, P < 0 05) . These results

indicate that GB negatively regulates fast EPSP in CG neurons in Guinea pigs through an inhibition on external Ca2+

entry.
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银杏内酯 B( ginkgolide B, GB)是银杏叶提

取物中的特有成分, 它作为专一高效的血小板

活化因子( plateletactivatingfactor, PAF)受体拮抗

剂,自 1986年 Braquet
[ 1]
报道有关 GB的这方面

作用以来, 一直受到人们广泛的重视。研究表

明 GB 除具有对心肌、脑缺血损伤的保护作

用
[ 2~ 5]

,还具有通过拮抗 PAF 而增强对神经元

的抑制
[ 1]
以及对中枢神经元的保护等作用

[ 6, 7]
。

腹腔神经节 ( celiac ganglion, CG)属交感神

经系统的重要组成部分, 既接受来自高位中枢

下传的信息, 作为中枢神经系统控制外周效应

器活动的中继站和节后神经元的聚合体, 又接

受源于外周效应器官的传入活动, 参与对内脏

活动传入信息的整合, 视为中枢神经系统之外

的∀内脏 神经节 内脏#反射中枢, 并有∀ 腹脑#

之称
[ 8]
,在中枢与外周效应器的信息传递过程

中发挥重要作用。虽然 GB对中枢神经元的保

护作用,国内外均多有研究,而对外周神经节神

经元是否也同样具有相似作用,作用机制如何,

至今未见报道。鉴于此, 我们以豚鼠 ( Cavia

porcellus)内脏大神经 腹腔神经节为研究对象,

应用细胞内生物电记录技术探讨 GB 对豚鼠

CG神经元突触传递的影响, 以进一步阐明 GB

在此方面的作用, 为临床治疗由 CG 所支配的

效应器官如肝、胰、脾、肾和结肠左曲以上的消

化器官或组织因结构及功能异常所致的疾病、

癌性腹痛等提供电生理和药理学的理论依据。

1 材料与方法

1 1 实验动物 健康成年豚鼠,体重 250~ 350

g,雌雄不拘,普通级,由安徽医科大学实验动物

中心提供。

1 2 实验方法

1 2 1 神经节标本制备 实验用健康成年豚

鼠20只, 击后脑致昏迷,经颈总动脉放血致死,

固定四肢, 剖开腹腔,于体视显微镜下, 摘取右

侧 CG 及其相连的右侧内脏大神经, 并迅速移

至灌流浴槽内。在连续变倍体视显微镜下

(XTS 20,北京泰克仪器有限公司)将其固定在

浴槽内的硅胶块上。与 CG相连的内脏大神经

穿入吸引电极内, 用于电刺激引导兴奋性突触

后电位 ( fast excitatory postsynaptic potential, fast

EPSP)。用 95%的 O2 和 5%的CO2 充分饱和的

Krebs液( 35 ~ 36 ∃ , pH 7 4)持续、恒速 ( 3~ 4

ml min)灌流 CG。在此条件下标本可存活 12 h

以上
[ 9]
。实验中所用的低 Ca

2+
高 Mg

2+
Krebs

液,是将 Krebs 液中的 CaCl2和 MgCl2 的浓度分

别重新调整为0 25和 12 mmol L, 高 Ca
2+

Krebs

液是将 Krebs液中 CaCl2 调整为 5 0 mmol L,其

余成分及浓度均同普通 Krebs液。

1 2 2 细胞内生物电记录 在连续变倍体视

显微镜下, 将内充 3 mol L KCl 溶液, 尖端阻抗

为 30~ 60M 的玻璃微电极( FHC,USA)通过微

电极操纵仪(MP 2,Narishige, Japan)推进至神经

节表面, 再改用步进式微推进器 ( MO 81,

Narishige, Japan)穿刺细胞。所引导的生物电信

号经微电极放大器( Intra 767, WPI, USA)放大并

送至生物信号采集分析系统 ( Powerlab 4sp,

Australia)进行处理, 同时通过计算机监测和记

录。由三通道电子刺激器 ( SEN 7203, Nihon

Kohden, Japan) 并通过隔离器 ( SS 202J, Nihon

Kohden, Japan)提供电刺激, 经吸引电极刺激内

脏大神经,在神经节神经元引导突触后电位
[ 9]
。

1 2 3 药物及试剂 银杏内酯 B购于 sigma公

司,其余试剂为国产分析纯。使用时分别用

Krebs液配成所需的浓度经恒流泵( BT 100, 上

海沪西分析仪器厂)灌流给药。

1 2 4 统计学处理 实验数据用Mean % SE 表
示,采用重复测量设计的方差分析进行统计处

理,所有数据均由分析软件 SPSS 11 5完成。

2 结 果

2 1 电刺激内脏大神经在 CG神经元诱发快

兴奋性突触后电位 连续电刺激( 2 0~ 8 0 V,

1 0 ms, 1 0Hz)内脏大神经, 在 CG神经元可诱

发 fast EPSP(图 1) , 所记录的 fast EPSP 幅值和

时程分别为( 12 55 % 0 91) mV和( 32 70 % 1 43)

ms,潜伏期为( 13 10 % 0 86) ms ( n = 44)。这些

神经元的静息电位值为( 66 60 % 1 84) mV ( n=

44)。
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图 1 电刺激豚鼠内脏大神经在 CG神经元

诱发的 fast EPSP

Fig. 1 A fast EPSP induced by stimulating

the greater splanchnic nerve

上线:电刺激内脏大神经在 CG神经元上诱发的 fast EPSP;

下线:一个方波电刺激( 4 0 V, 1 0 ms, 1 0 Hz)。

Upper trace: A fast EPSP was induced by

st imulat ing the great splanchnic nerve; Lower trace:

An electronic stimulus ( 4 0 V, 1 0 ms, 1 0 Hz) .

2 2 GB对豚鼠 CG神经元 fast EPSP 的影响

4 ! 10
- 6

mol L 的 GB 10 ml 灌流 CG 3 min,

fast EPSP 幅度呈现明显的降低, 与正常对照组

比较,差异有显著性( n = 12, P< 0 05;图 2, 表

1) , Krebs液冲洗约 3 min 后逐渐恢复至正常。

fast EPSP的时程与对照组比较差异无显著性。

12个神经元分别在正常对照、GB处理和 Krebs

液冲洗 3个时间段的 fast EPSP 幅度的变化趋

势见图 3。由于不能保证每次电刺激都在内脏

大神经的同一位置,对潜伏期只做数值统计。

表 1 GB对刺激豚鼠内脏大神经诱发的 CG神经元

fast EPSP的影响( Mean % SE, n= 12)

Table 1 The effect of GB on fast EPSP caused

by stimulating greater splanchnic nerve

in CG neurons of Guinea Pig

快兴奋性

突触后电位

Fast EPSP

幅度

Amplitude

( mV)

时程

Durat ion

( ms)

潜伏期

Latency

( ms)

正常对照 Control 12 91% 1 74 35 80 % 1 80 9 73% 1 18

GB处理 GB 8 67% 1 35* 37 40 % 1 94 12 70% 2 60

Krebs液冲洗 Wash 11 87% 1 54 36 70 % 1 78 11 65% 2 23

F 23 866 1 537 ∋ ∋ ∋

P 0 000 0 242 ∋ ∋ ∋

与正常对照组比较: * P < 0 05。

Compared with the control group: * P< 0 05

图 2 GB对豚鼠 CG神经元 fast EPSP幅度的影响

Fig. 2 The effect of GB on the amplitude of fast EPSP in CG neurons of Guinea Pig

A:一串电刺激 ( 4 0 V, 1 0 ms, 1 0 Hz)刺激内脏大神经在 CG 神经元,诱发一串 fast EPSP(上线) ,用 GB(4! 10- 6 mol L, 10 ml)

灌流 CG, fast EPSP 幅度降低(中线) ,冲洗 3 min后恢复(下线) ; B:对A中单个 fast EPSP的快速记录。

A:A series of fast EPSPs were induced by stimulating the great splanchnic nerve ( 4 0 V, 1 0ms, 1 0 Hz) ( upper trace) .

Perfusion of GB ( 4! 10- 6mol L, 10 ml) decreased the ampl itude of fast EPSP ( middle t race) ,

which recovered after 3min washout ( lower trace) ; B: One t ime expanded fast EPSP shown in A.

2 3 低 Ca
2+
高Mg

2+
Krebs液对 fast EPSP的

影响 电刺激( 2 0~ 8 0 V, 1 0 ms, 1 Hz)内脏

大神经, 在诱发出 fast EPSP 后, 用低 Ca
2+
高

Mg
2+
Krebs液10ml灌流CG, fast EPSP 被完全抑

制( n= 3, 图 4)。可见 f EPSP 的产生依赖于细

胞外液中的 Ca
2+
。
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图 3 12 个神经元在正常对照、GB处理和 Krebs 液

冲洗 3个时间段的 fast EPSP 幅度的变化趋势

Fig. 3 The changes in amplitude of fast EPSP

in control, GB, and wash groups

2 4 高 Ca
2+

Krebs液与 GB联合灌流对 fast

EPSP的影响 电刺激( 2 0~ 8 0 V, 1 0 ms, 1

Hz)内脏大神经,诱发出 fast EPSP 后,用高 Ca
2+

Krebs液灌流 CG, fast EPSP 的幅度增大; 再用 4

! 10- 6
mol L的 GB 10 ml与高 Ca

2+
Krebs液联

合灌流, fast EPSP 的幅度则减小 ( n = 12, P<

0 05;图 5, 表 2)。12 个神经元分别在正常对

照、高 Ca
2+

Krebs 液灌流和 GB+ 高 Ca
2+

Krebs

液灌流 3个时间段的 fast EPSP 幅度的变化趋

势见图 6。

3 讨 论

CG是交感神经节突触后神经元的聚合体,

它不仅是中枢与外周信息传递的中继站,而且

图 4 低 Ca2+ 高Mg2+ Krebs 液对 fast EPSP的影响

Fig. 4 The effect of low Ca2+ high Mg2+ Krebs solution on amplitude of fast EPSP

A:一串电刺激 ( 4 0 V, 1 0 ms, 1 0Hz)内脏大神经在 CG神经元上诱发一串 fast EPSP(上线) ,

用低 Ca2+ 高Mg2+ Krebs液灌流 CG, fast EPSP被完全抑制(下线) ; B:对A 中单个 fast EPSP的快速记录。

A:A series of fast EPSPs were induced by stimulating the great splanchnic nerve ( 4 0 V, 1 0ms, 1 0 Hz) ( upper trace) .

The fast EPSPs were completely blocked by perfusing a low Ca2+ high Mg2+ Krebs solut ion ( lower trace ) ;

B:A t ime expanded fast EPSP shown in A.

图 5 GB与高 Ca2+ Krebs 液联合灌流对 fast EPSP的影响

Fig. 5 The amplitude of fast EPSP affected by perfusing GB with high Ca2+ Krebs solution

A:用高Ca2+ Krebs液灌流, fast EPSP幅度增大(中线) ; 用 GB和高Ca2+ Krebs液联合灌流,

fast EPSP幅度减小(下线) ; B:对 A中单个 fast EPSP的快速记录。

A:The fast EPSPs w ere increased by perfusion of a high Ca2+ Krebs solut ion ( middle t race) .However, this increase

was not observed by inclusion of GB in the high Ca2+ Krebs solution ( lower trace) ; B: A t ime expanded fast EPSP in A.
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表 2 GB与高 Ca2+ Krebs液联合灌流对 fast EPSP 的

影响( Mean % SE, n= 12)

Table 2 The effect of GB with high Ca2+ Krebs

solution on fast EPSP

快兴奋性突触后电位

Fast EPSP

幅度

Amplitude ( mV)

时程

Duration (ms)

正常对照Control 13 30 % 0 83 35 01 % 1 51

高钙Krebs液灌流

High Ca2+
18 04 % 0 84* ( 35 19 % 1 56

GB+ 高钙Krebs液灌流

GB+ High Ca2+
10 54 % 0 61 34 95 % 1 53

F 138 17 3 227

P 0 000 0 059

与正常对照组比较: * P < 0 05; 与 GB+ 高钙 Krebs 液灌

流组比较: ( P < 0 05。

Comparedwith the control group: * P < 0 05; Compared with

the GB + High Ca2+ group: ( P < 0 05

图 6 12 个神经元在正常对照、高 Ca2+ Krebs

液灌流和 GB+ 高 Ca2+ Krebs 液灌流 3个时间段的

fast EPSP 幅度的变化趋势

Fig. 6 The changes in amplitude of fast EPSP in

control, high Ca2+ , and GB+ high Ca2+ groups

是一个突触传递过程较为复杂的整合机构, 与

所支配的内脏器官之间有着广泛的形态与机能

联系,在调节由它所控制的靶器官的反射活动

中,通过整合来自中枢和外周的突触信息,控制

交感传出活动使内脏反射协调统一。

直接参与传导中枢下行冲动的交感节前神

经元来源于脊髓 T8~ 10节段灰质中间带外侧核,

其节前神经纤维随内脏大神经走行, 于 CG 的

上部进入该节, 并在节内呈广泛性分布
[ 10]
。我

们通过电刺激豚鼠内脏大神经,引起节前神经

纤维的兴奋, 在 CG 神经元上通过微电极可清

楚地记录到 fast EPSP。这经历了一次兴奋性突

触传递的过程: 首先电刺激 ( 2 0~ 8 0 V, 1 0

ms, 1Hz)引起节前神经纤维的兴奋,接着兴奋

传导到突触前膜, 引起突触前膜上电压门控式

Ca
2+
通道开放, Ca

2+
内流,递质(主要为ACh)释

放并与后膜上相应受体结合
[ 9]
,引起突触后膜

上的化学门控式的 Na
+
、K

+
、Ca

2+
等离子通道

开放,使突触后膜去极化而产生 fast EPSP, 即实

验中在 CG神经元上记录到的 fast EPSP。

研究表明, 当电刺激内脏大神经诱发 CG

神经元产生 fast EPSP 时, 用 4 ! 10
- 6

mol L GB

灌流,能使 CG神经元产生的 fast EPSP 幅度降

低( P< 0 05) , 提示 GB 对豚鼠 CG神经元突触

后膜的兴奋性具有一定的抑制效应, 这可能与

直接或间接降低前膜对 Ca
2+
的通透性, 减少或

抑制 Ca
2+
内流, 从而减少 ACh 释放有关, 或与

减少或抑制突触后膜 Ca
2+
内流有关。为证明

上述推测,我们首先用低 Ca
2+
高Mg

2+
Krebs液

灌流CG,电刺激内脏大神经, fast EPSP 完全被

抑制, 说明 fast EPSP的产生必需细胞外液中的

Ca
2+
参与; 再用高 Ca

2+
Krebs液灌流 CG, 电刺

激内脏大神经, fast EPSP 幅度明显增大,说明进

入细胞内的 Ca
2+
量对 fast EPSP 的幅度有调控

作用;最后在高 Ca
2+

Krebs液中用 GB灌流 CG,

电刺激内脏大神经, fast EPSP 的幅度要比单用

高 Ca
2+

Krebs液灌流时减小,差异有显著性,提

示 GB 对 CG神经元 fast EPSP 的抑制效应可能

与其调控或抑制进入 CG神经元内的 Ca
2+
量有

关,导致 CG神经元在传入冲动不变的情况下,

由于GB使进入CG神经元内的Ca
2+
量减少,从

而使 CG神经元兴奋性降低, 表现出一定的抑

制效应。已有研究表明, GB 能通过竞争 PAF

受体而抵抗 PAF 诱导的神经细胞内的 Ca
2+
内

流,从而拮抗 PAF的作用而增强神经元的抑制

活动
[1]
, Olivera 等

[ 11]
也已证实 GB 可抑制肾系

膜细胞的 Ca
2+
内流, 仰礼真等

[12]
认为 GB缩短

豚鼠心室肌细胞动作电位时程( APD)的原因可

能与GB抑制了心肌细胞膜上的 L 型Ca
2+
通道
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有关。目前已证实在交感神经节上存在 N 型

Ca
2+
通道和 L 型 Ca

2+
通道

[ 13]
,至于 GB究竟抑

制哪一种 Ca
2+
通道,是否通过拮抗 PAF受体而

发挥作用,还需进一步研究。

腹腔神经节位于胰腺腺体后部或后上部,

支配胰腺的神经来自于右侧腹腔神经节。胰腺

炎症或肿瘤均可刺激或压迫该部位神经丛, 而

引起腹胀、腹痛, 造成顽固剧烈的腰背疼痛, 是

临床治疗的一大难题, 目前多采用腹腔神经节

阻滞
[ 14]
或内脏大神经切断

[ 15]
以缓解或抑制癌

性腹痛,但这却给病人带来许多痛苦。本研究

结果表明, GB 能抑制突触前膜或后膜 Ca
2+
内

流,影响神经节的突触传递而降低 CG 突触后

神经元的兴奋性, 因此是否可以考虑应用 GB

来缓解或抑制癌性腹痛? 这一设想还有待于在

动物实验和临床实验中得到证实。
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