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粉防己碱在 医学上主要用于心血管方面的治疗，是一种非选择性钙通道阻断剂u J。现在国 

内外医学界也正在进行粉防己碱防治硅肺的研究，以往的一些研究表明，粉防己碱能减少硅肺 

的病变组织中胶原蛋白含量 ，从而抑制硅肺纤维化进展 ] 粉防己碱作用于实验性硅肺大鼠 

后，可以减轻硅肺症状，改善硅肺大鼠的肺功能口]。但由于客观条件的限制，还没有人将其拮抗 

石英细胞毒性的作用与细胞内钙浓度联系起来。过去我们的研究发现钙离子在硅肺发生过 

程中起着重要的作用 ]。我们在此基础上研究了 石英诱发细胞毒性过程中，不同外钙浓度 

时 ，粉防己碱作用后，细 胞存活率与胞浆游离钙浓度的变化关系，对粉防 己碱拮抗 n一石英细胞 

毒性的机理进行了初步探讨。 

l 材料与方法 

1．1 主要仪器与试剂 

AR CM—M1C阳离子测定系统(美国 SPEX公司)：AFX—DX型倒置荧光显微镜(日本 Nikon 

公司)；1815TC型 CO 气流培养箱(美国Shelter公司)。标准 石英粉尘(粒径小于 5 m，含游离 

SiO 97．7 )，中国预防医学科学院；Fura一2／AM、RPM1—1640干粉培养基．台盼蓝、N一2羟乙基 

哌嗪一N一一2 r一乙烷磺酸(HEPES)为进 口分装生化试剂 粉防己碱由中国药科大学药化室提供，其 

它试剂，均为分析纯或生化试剂。所有实验用水均为重蒸水。 

1．2 肺泡巨啦细胞 

提取家兔巨噬细胞，用 RPM1—1 640培养液或 HEPES缓冲液配成浓度为 1×1 0 个／mL的细 

胞悬液。无钙培养液和缓冲液的组在中除不含CaC1 外，还需另外加 0．1 mrnol·L 。的 EGTA， 

其它组成相同。高钙培养液和缓冲液[ca”]分别为正常值([ca ]一I 6 mmol·L‘)的2倍 
和 4倍。 。 
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． 3 试 样和试剂 的预 处理 

石英临用前用紫外线照射 30 rain，用生理盐水配成 5 mg·mL。。悬浊液；粉防己碱用生 

理盐水配成 0．5 mmol·L 溶液 ；所有使用的溶液均需经过 5#砂芯漏斗抽滤除菌。 

1．4 细胞存活率测定 

分别取 0．9 mL细胞悬液于细胞培养瓶中，对照组加 1 O0 生理盐水；n一石英组分别加入 

石英悬液 8O 、4O 和 20 uL；o一石英加药组还需加粉防己碱溶液 各组均用生理盐水调终 

体积为 1．0 mL，均在 37c、CO 5 的培养箱温育 ，分别取温育 4、12、24 h细胞培养液，用台盼 

蓝斥分法计数细胞存活率。 

1．5 细胞浆游离 ca 浓度([ca“]，)的测定 

在 5×10 个／mL的细胞悬液中，加入 Fura一2和小牛血清使终浓度分别达 2 umo!·L 。和 

1 0 (V／V)。置于含 CO：5 气流培养箱中，37C下恒温负载 30 min后 ．离心分离(1 500 rpm， 

1 0min)，弃上清液。细胞先用 HEPES缓冲溶液洗涤两次．再用此溶液配成 5×1 0j个／mL细胞 

悬液 ．再加入一定量的 n一石英悬浊液或粉防己碱溶液 在 5 COz气流培养箱中 37 c分别温 

育 1 h和 3 h．取出离心分离(1 500 rpm．10 rain)后 ，细胞重悬于 HEPES液中，37 c分别测定其 

单细胞荧光强度( =340 Jim和 380 nm， =505 nm)，细胞[ca 按下式计算 ： 

[ca ] 一K一 (R—R - )／( 一 ) 

是 Fufa一2一ca的离解常数，在实验测定温度 37c时 ． =2．24×10 mo]·L ． 为实 

测荧光强度减去细胞自发荧光强度后的荧光 比值 (F,~o／Fs,v)，常数 月⋯和 依次为 1 1．2± 

0．8 (月一1 0)，0．62士0．O4( =1 2)，5．26士0．46(n~1 o)， 为测定细胞数。 

1．6 统计学方法 

采用 检验方法。 

2 结果与讨论 

2．1 正常外钙浓度时粉防己碱对 n一石英细胞毒性的研究 

2．1．1 细胞存活率 

结果(见表 1)表明，随着温育时间的延长．各组的细胞存活率均有不同程度的下降，各组 

间的差异也愈加明显。n一石英组的存活率最低，它们与生理盐水对照组相比存在显著性差异， 

n一石英加粉防己碱后细胞存活率明显提高，提示粉防己碱对巨噬细胞具有保护作用．能拮抗 “ 

石英细胞毒性 。 

2．1．1 细胞[ca”] 的变化 

结果(见表 2)表明，在培养 1 h后 ，n一石英组[ca ]．明显提高 ， 一石英大剂量组比小剂量组 

升高更大，且此时粉防己碱抑制[ca ]．升高的作用明显。温育 3 h后， 一石英组[ca“]．升高更 

为明显，不仅高于对照组，而且高于 1 h的 石英组，但粉防己碱同样能部分地抑制 石英引 

起的细胞Eca 升高 

2．2 在无外钙和高外钙情况下，粉防己碱对 石英细胞毒性的研究 

2．1_1 细胞存活率 

在无外钙介质中的细胞存活率：结果(见表 3)表明，随着温度时间的延长，各组细胞存恬 

率均有所降{氐，但是各组间均无显著性差异。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


· 312· 无 机 化 学 学 报 第 1 5卷 

表 l 在正常外钙介质中 石英对细胞存活宰的影响 

Table 1 Ettect ot a-quar~to n cdl『|Sur,rJYai Rates in Normal[c日 ]Medium( ± ，n一4) 

a P< O 01．b．P< 0 05 compared with c0nⅡ ~-oup 

c．P< 0．01 compared with a quartz Broup(1呻 uE‘mL 

d P< O O1．compared wj啦 ~quarLz oup(200 Llg·mL 

表 2 在正常外钙介质中 a一石英组对EcoH]l的影响 

Table 2 E／fe~ot~-quartz to Eco ]I h．Norznel Eco ]Medtu~n(x~s 10 

： P< 0．0l；P< 0 05蚰mpa删 w1m control group 

。：P< O O1．∞mpaT w J啦 ~quarLz 。up(1O0 ug·mL 

d：P< 0 0】．Compared wilh q岫T group (d00 uB·mL 

表 3 在无外钙介质中 石英对细胞存活率的影响 

Table 3 J~fect of a-quin'lzto Cell's~,rvivalRatesin Medtu~nwflhoutc (i± s．n一 4) 

l ●dcant difference amon$eech p 

在高外钙介质中的细胞存活率：结果(见表 4)表明，随着时间的延长 ，各组细胞存活率均 

有所下降，但 一石英组与正常外钙情况下存活率相比之下降得更多。粉防己碱能部分抑制这 

种趋势。 
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衰 l 在高外钙介质中 a一石英蛆对细胞存活率的影响 

Table 2 Ettec ot —quartz to Celi j Survtvai R·t瞄in Ht咖 [c4。 ]M~dium ( ±s，n-_4j 

*： ca： ]一2 52 mmol·L一 inm~lom⋯ ：[c ] 5 04 m 0I·L一 inmedium 

a一 < 0 0l；compared wiLh control 8zoup 

b：P< O．01．compa；ed W{咖 quar group(400 g-mL一 】 

2．2．2 细胞的[ca ]，变化 

在无外钙介质中 ．[Ca“]『的变化与表 3中细胞存活率结果一致 ．在各组问均无显著性差 

异。在高外钙介质中[ca ] 的变化 ：结果(见表 5)表明，石英组 与对照组相H~[ca ]．增加很 

多，粉防己碱能部分抑制[ca-~ ]．的升高。 

丧 5 在^外钙升质中 石英对[ca什]I的影响 

Table 5 F．,ff~et of qu-r忱to[c·‘ 妯 f h[cI| ]MmdJum 士5．n=1 a) 

Ol’ 

~quarLZ(400坫 -mL一 )。 

quarLZ(400岵 -mL一 )。+tcD'andrin~ 

c0n【r0l’。 

~quar rz(400岵 。mL )。。 

qu丑r (400岵 ·mL一 )’。+ tctrandrirle 

】26士 l6 

27l士 89· 

l95± l3“ 

l30土 l7 

342士 98· 

23l士75“ 

l38士 】8 

3-9士 8 

267士 22 

141士 】9 

428士 76" 

350士2l 

* ： [ca： ]=2．52 mm0I·L一 inm um；**：[c ]皇5 04 mm口I·L一 in medium 

a． < 0 01；cQmparedwith cofitrol group 

b：P< O．Ol，eompared wlm q呲 ＆ ~roup(400 }·mL一 ) 

综上所述 ．在含外钙介质中， 石英对巨噬细胞毒性作用使细胞的存活率降低，[ca ]．升 

高．介质中钙浓度越高细胞存活率越低 ．[ca“]『升高越多。且这种效应随 石英剂量增加和时 

间延长越明显。但这种效应可部分地被粉防己碱所抑制。而在无外钙介质中．各组 问细胞存活 

率和[ca ]．均无显著变化 这表明由 一石英引起的[ca ]．升高是 由于细胞外钙内流所致 ． 

[ca ] 的升高直接导致了细胞的死亡，使得细胞存活率下降 而细胞外 Ca 通过细胞膜进入 

细胞内．一般需要借助于离子的跨膜运送，由钙离子通道进入 而粉防己碱是一种非选择性钙 

离子通道阻断剂．它可以阻断各种类型的钙离子通道 由此我们不难看出．粉防己碱拮抗 “一石 

英石英细胞毒性的作用正在于它可以阻断钙离子通道，减少了细胞外 ca“进入细胞内．其作 

用机理与我们研究过的异博定相似 ] 此外．我们也可以发现粉防己碱只能部分地抑制由 一石 

英引起的[ca ]，升高 这也提示 石英作用后，细胞外钙不仅通过钙离子通道进入细胞内，还 

有其它途径进入细胞内 由此也进一步说明在受 石英作用后．可能是细胞膜受到了损伤．膜 
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的通透性增加，外钙大量内流，细胞内钙超载，导致细胞死亡。我们也可看出仅仅使用粉防己碱 
一

种药物进行硅肺防治有一定的局限性 。 
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MECHANISM OF ANTAGONISM OF TETRANDRINE 

TO CYTOTOXICITY OF a-QUARTZ 

ZHU W ei—Hua CHEN Yao M ENG Cui—Li W ANG Jin—Xi 

(( 蛐 咖  r咖  咖 ，腑 脚  『 删 啪 m． ， 叫 Ⅲ 210093) 

By use of the AR—CM —M lc system ， the relationship between celV s survival rate of alveolar 

macrophag~and the change of plasmic free Ca concentration([ca ]i)after the action of ct-qua／tz 

and tetrandtthe "was investigated under different extrace tlular Ca 一 concentration
． The results showed 

that tetrandtthe could antagonize the cytotoxicity ofⅡ一quartz by blocking the calcium channe]s of alvec~ 

larmacropha ges． 

tt-quartz cldc~um ion 
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