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多巴胺自身受体通过抑制依赖 c A M P的磷酸化调控 T H活性
’

胡 刚 金国章

( 神经药理研究室 ) ( 中国科学院上海药物研究所 )

提要 应用 H P L C
一

E C D法测定大鼠纹状体突触体 T H的活性
,

研究 D A 自身受体介 导的 D A

生物合成负反馈调控的机理
。

研究发现
,

A C激活剂 F S K和 P K A激活剂 d bc A M P均 以浓度依赖的

方式激活突触体T H 的活性
,

增加 l
一

d p o a 的生成
。

D A 自身受体激动剂 L Y 17 15 5 5能抑制 F S K对
T H的激活效应

,

但不影响d bc A M P对 T H的激活
。

实验结果表明
, D A 自身受体介导的负反馈调

控的机理是通过抑制依赖。 A M P的 P K A对 T H的磷酸化激活
,

其作用环节在于抑制 A C ,

而 不 是

对 P K A 的直接抑 制
。

关锐词 多巴胺自身受体 负反馈调控 酪氨酸经化酶 纹状体 突触体

在体和离体的生化药理学研究表明
,

纹

状体 D A神经末 梢存在着调节 D A合成的突触

前 D A 受体 ( 即 D A 自身受体 ) l ` ]
。

我 们

的研究工作已经证明
,

D A生物合成的 负 反

馈调控是 由突触前 D
Z

受体介导的
,

与 D :
受

体无关 〔 ` ] 。

不久前
,

我们曾报道
,

D A 自身

受体通过与抑制性G 蛋白 ( iG ) 偶联
,

抑制

腺昔环化酶 ( A C ) 的活性
,

减少 cA M P 的生

成 【2 1 ,

但是此效应是否与 D A自身受体的负

反馈调控相关 ? 目前还不清楚
。

本文工作研

究了 D A 自身受体激动剂对依赖 c AM P的 P K A

磷酸化激活突触体 T R的影响
,

旨在进 一 步

阐明 D A自身受体对自身递质生物合成 的 负

反馈调控机理
。

1 材料与方法

1
。

1 药品与试剂 L Y1 7 1 5 5 5和 N S D 10 1 5 为

美国RB I公司产品 , F o r s k o l i n ( F S K )
,

二

丁酞
c A M P ( d b e A M P )

,
I
一
d o p a , c a t a l a : e ,

L
一 t y r o s i n e , 6一 甲基四氢喋吟 ( 6一 M P H

`
)

,

D
一

樟脑书
一

磺酸 ( D
一
CS A ) 均为美 国 is g m a

公司产品
。

实验中所用其它试剂均为分析纯

级试剂
。

1
.

2 动物 S p r a g u e 一 D a w l e y 大 鼠 早 占 兼

用
, 2 2 0一 2 5 0 9

, 111中国科
·̀

片院
_

L海动物中心

提璐
。

I
。

3 纹状体突触体的制 备 按文献 〔 2 〕 方

. 国家自然科学基金资助课题

法进行
。

将制备的突触体混匀于含 Z Om m o
l/ L

T r i s
一

HC I ( pH 7
.

0 )和 2 m m o l / L 日
一

琉 乙

醇的。
.

32 m m o l / L蔗糖溶液 内
,

分 装 后 于

一 60 ℃条件下贮存
,

待测 T H的活性
。

1
.

4 T H活性的测定 应 用脱拨酶抑制剂N S D

1 0 1 5阻止 I
一
d o p a转化为 DA

,

测定 单 位 时间

内TH催化酪氨酸生成卜 d o p a的累 积 量 而确

定酶的活性
。

1
.

4
.

1 酶促反应 加入 50 lm 突触体混悬液于

反应试管内
,

置于恒温震荡水浴槽内预先孵

育 s im
n ,

然后加入 50 川酶促反应液开 始 反

应
,

对照反应管以O
。

32 m 01 / L蔗糖 溶 液 代

之
。

酶反应液的组成
: 10 川 10 nI ol / L 醋 酸

缓冲液 ( pH 7
.

o )
, 1 0林1 2

.

5 m m o l / L 6 _

M PH
` ,

1 0卜 1 2 5 0 0 U e a t a l a s e ,
1 0卜1 2 m m o l /

L t y r o s i n e和 1 4林1 1 0 m m o l / L N S D 2 0 15
。

酸促反应进行 l o m i n后
,

加 入 5 0 卜1 m o l / L

H CL O
`

( 内含 0
。
1 m m o l / L E D T A 和 0

。

1%

N aS
: 0 5

) 终止反应 ( 标准管内加入的 终 止

反应液含不 同浓度的 卜 d o p a )
,

然 后 离 心

( 3 0 0 0 9
, i o m i n , 4 ℃ )

,

取上清液 提 取

l
一
d o p a 【̀ l ,

用高效液相与电化学检测 器 联

用 ( HP L C
一
E C D ) 测定 I

一
d o p a的含 量 I ’ l 。

1
.

4
.

2 H P L C
一
E CD 柱系统

:
美国W a t e r s公

司制 L i n e h r o s o b C
: 。
柱 ( ZO e m 义 O

。

4 e m ,
5

卜m )
,

并加预柱 ( 同上
, 5 e m X o

。

4 c IU , 5

林m )
。

流动相
: C L C H

: C0 0 Ho
.

1 6 m o l / L
,

N a o ll 0
.

2 m o l / L
,

E D T A o
.

l m o l / L
,

D
-



.

2
.

O S A2 5 . m o l / L
,

甲醇 1 0%
, p H2

.

8
。

仪 器

及工作条件
:

W at er s公司 5 10 型泵
,

U 6K 进

样阀
, 4 60 型 电化学检测器 和74 0型数据处理

机 ; 洗脱液流速
: l ml / m in ; 电化学检测器

工作电压
: o

.

7V
。

i
。

5 蛋 白质的浏定 用 L o w r y法测 定突触体

的蛋白质
。

1
.

6 数据 处理及统 计分析 全部数据均为
`

土 s ,

用 t检验分析
.

显著性差异
。

2 结 果

2
。
1 F S K和 d b

c A M P对 大 鼠纹状体 突触体 T l l

的激活 在酶反应体系 中分别加入 F S K ( 50

n m o l / L~ 1 0 0 拼m o l / L ) 和 d b e A M P
。

( 1 0

n m o l / L ~ 1 0 m m o l / L ) 预先孵育 1 0 m i n后
,

T H的活性随着 F SK和 d b e A M P浓度的增加 而

显著增强
,

使 L
一
d o p a的生成增加 ( 图 1

,

图

2 )
。

F S K和 d b e A M P 的 E C S 。

分 别 是 3
.

4

m m 。灯L和 o
.

86 m m o
l/ L

,

二者的最大激活效

应分别可增加基础活性的 2 17 %和 1 63 %
。

实

脸结果表明依赖
c A M P的 P K A对 T H的磷酸化

能显著增强酶的活性
。

2声 LY 17 1 5 5 5甘 F S K和 d b e A M P激 活 T ll 的

形响 F S蕊和 d cb AM P都能激活夹触体 T H 的

活性
,

增加 卜 d o p a的生成
,
但是

, D A 自身

4 5

3

(
口ō日0ll
t!的日
。

lO日u)几̀op
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图 2

d b e A M P ( m . 石压伪 )

d cb A M P对大鼠纹状体突触体酪氨

酸径化酶的激活 ( O ) 对照组酶活性
,

又 士 s
, n = 1 0 , - . P < 0

.

05
-

…
P <’- 0

.

01
,

一

与对照组比较

受体对 T H活性的负反馈调节是否与 PK A 的

磷酸化有关 ? 作用环节是在A C还是 对 PK A

的直接作用了 因此
,

本文工作观察了 D A 自

身受体激动剂 L Y z 7 1 s 5 5对 F S K和 d b e AM P 激

活效应的影响
。

研究发 现
,

L Y 1 7 z 6 5 5 ( 5 0

: m “ 1/ L~ 1体 m o l / L ) 以浓度依赖的 方 式

抑制 F S K对 T H的激活
,

减少 卜 d o p a的 生 成

( 图 s )
。

L Y 1 7 1 5 5 5在 0
。

5卜m o l / 乙时
,

即

显著抑制 F SK ( 1 林uI ol / L ) 的 激 活 效 应
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F o r . k o
l i n ( 拜 m QI ! L )

. 1 F o r s k o l i n对大鼠纹状体突触体酪

氨酸寒化酶的激活 叉迁 s
, n = 10

.t
. P < 0

。

01
,

与对照组比较
.

对照组醉活性是 2
。

3士.0 4

图 3 I
J

Y 1 7 i 5 5 5对 F o r s k o l i n 激活大鼠纹

状体突触体骆氨酸经化酶活性的影响

( O ) 1 协m o l / L F o r a k o l i n -

又 士 s
, n 二 10

,

二 P < O
。
0 5

,
乃

二
P < .0 01

,

与 ( O ) 比较
。

对照组和
(O )活性分别是2

。

吐0士0
。
1和 4

。
7 5士0

。
2 1

l
一

d o P a n m o l / ( m g
.

10 m i n )



( P< 0
。

0 5 )
,

当其浓度增至 5和 1 0 林m o l / L

时
,

L Y i 7 i 5 5 5 则 能完全阻滞 FS K对 T H的激

活
,

此时 T H的活性已显著低 于 基 础 活 性

( p < 。
.

0 1 )
。

然而
,

在相同的实 验 条 件

下
,

能显著抑制 T ll 基础活性和 sF K激活效应

的 L Y z 7 1 5 5 5 ( l 件m o l / L ) 却不影响 d b e AM P

对 T R的激活效应 ( 图 4 )
。

结果表明 D A自

身受体控制 T H活性的环节在于 对 A C 的 抑

制
,

而不是抑制 P K A的直接作用
。

ttttttt 一 J一一一一一一一一一一

d咋A M邢m m o

丫)L
L Y 1715 55 ( l m 压 0 1

`
L )

路叮钾升仆味介升lr汰ǎ属日。之
.的日二。日口àd̀。P洁

圈 4 L Y 1 7 1 5 5 5对 d cb A M P激活大鼠纹

状休突触体酪氨酸经化酶活性的影响
又 士 S

, n = 1 0
, . 是 一 P < 0

.

0 1
,

与对照组比较

8 讨 论

从纹状体分离的突触体是研究 D A 自身

受体反馈调控的理想模型 〔 3 ] ,

与在体 研 究

相比较
,

其优点主要表现在 3 个方 面
:

( 1)

排除了依赖神经冲动的反馈机制和神经环路

调节的干扰
,

能有效地用于研究药物对神经

末梢 D A自身受体调控作用的 影 响 ; ( 2 )能

有效地用于研究 D A神经元的生化和离 子 通

道作用的机制多 ( 3 )更易直接控制 研 究 条

件
,

获得明确可靠的实验结果
。

T H是 D A生物合成的 限速 酶 〔 ’ I ,

自从

e 。一d s t 。 i。等 I ` 1发现 e AM p 能增强 纹状体切

片 TH的 活性以后
,

对 T n 磷酸化调节的 研

究备受重视
。

口前已证明数种蛋白激酶
,

包

括依 赖 c A M P 的 蛋 自 激 酶 ( PK A )
、

依

赖 C a Z +

/ C a M的蛋白激酶 ( P K I ) 和 依赖

C a ’ +

/ P l的蛋 白激酶 ( PK C ) 均能 磷 酸化

和激活 T H [ `一 l ,

但是
,

由哪一类 ( 或哪几

类 ) 蛋白激酶所介导的磷酸化与D A自身 受

体的反馈调控相偶联 ? 迄今仍不清楚
。

我们

已报道了 P K I 和 P K C对 T R的磷酸化激活 不

参与 D A自身受体的反馈 调 控 1 7

几 本 文 的

研究结果则证明了依赖 c AM P的 P K A对 TH的

磷酸化激活与 D A生物合成的负反馈调控 相

偶联
。

F S K和 d b e AM P均能促进依 赖 c AM P 的

P K A对 T H的磷酸化激活
,
但二者的作用 环

节不同
。

前者是 A C的激活剂
,

能直接兴 奋

A C
,

增加
c A M P的生成

,

后者能穿透细胞膜

进入细胞内
,

替 代 c AM P 直 接激活 P K A
。

F S K和 d b c AM P是 鉴 别神经递质
、

激素或药

物作用于细胞内信号转导系统的环节和研究

P K A介导的磷酸化常用的工具药
。

本文研究

工作发现
,

F S K和 d b c A M P 均以浓度依赖的

方式激活大鼠纹状体突触 体 T H的活性
,
增

加卜 d 。 p a的积聚
,

选择性 D A 自身受体激动

剂 L Y 17 巧 55 则以浓度依 赖 方式抑制 F S K对

T H的激活
。

而 L Y 1 7 15 5 5 则不影响 d b e AM P

对 T H的激活效应
。

这些结果即可确定 D A自

身受体对 T H活性抑制的作 用部位是 A C
,

即

抑制 A C的活性
,

减 少 c AM P的生成
,

进而

减弱 P K A对 T H的磷酸化 和 激活作用
,

而不

是直接影响 PK A对 T n 的 磷 酸化调节
。
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