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Abstract
AIM: To explore the possible role of Arecolinehy-
drobromide (Ah) in the dynamics of digestive 
tract and the effects of Ah on the contraction of 
colon smooth muscle cells (SMCs) and the con-
centration of intracellular [Ca2+]i.

METHODS: SMCs from colon of mice were 
cultured in vitro. Based on different treatment 
methods, four groups were divided into as fol-
lows: Ah group in which cultured SMCs were 
stimulated by Ah; control group in which there 

was no additional treatment on cultured SMCs; 
Acetylcholine (Ach) group in which cultured 
SMCs were stimulated by Ach; Atropine group 
in which cultured SMCs were pretreated with 
atropine before Ah was added. Laser scanning 
confocal microscope (LSCM) was used to mea-
sure the concentration of intracellular [Ca2+]i and 
the contraction of colon SMCs in the above four 
groups.

RESULTS: No spontaneous cellular contraction 
took place in control group in which there was 
a tendency of decrease in fluorescent intensity 
because of attenuation of the indicator. In Ah 
group, a rapid elevation in the concentration 
of intracellular [Ca2+]i occurred shortly after 
Ah was added, which was recorded as a pulse 
wave. Then there was a gradual and slow in-
crease in intracellular [Ca2+]i which reached its 
peak at 484.0 ± 47.6 s. The peak was followed by 
a quite long plateau and afterward returned to 
the resting level at 1 400 s. The percentage of cel-
lular contraction was 20.70% ± 0.07%. In Ah and 
Ach groups, a tendency of SMCs contraction in 
accordance with elevation of intracellular [Ca2+]i 
was observed following Ah or Ach was added. 
However, the effect was faster and shorter in Ah 
group than that in Ach group. The contractive 
effect of Ah was completely inhibited in SMCs 
pretreated by atropine.

CONCLUSION: Ah can cause contraction of 
SMCs of colon and increase of intracellular 
[Ca2+]i. The contractive effect of Ah can be effec-
tively inhibited by atropine. Ah may be promis-
ing for improving dynamics of digestive tract.

Key Words: Colon; Smooth muscle cells; Cell cul-
ture; Arecolinehydrobromide; Calcium; Laser scan-
ning confocal microscope
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摘要
目的: 观察氢溴酸槟榔碱(Ah)促进培养的结肠

®

■背景资料
结肠动力障碍性
疾病(如慢性传输
性便秘等)在我国
发病率较高, 促结
肠动力是治疗此
类疾病的主要手
段. 而目前临床常
用的促结肠动力
药物较少, 且大多
具有不同的副作
用 ,  如西沙比利 , 
由于心脏和其他
方面的毒副作用, 
使其应用受到限
制. 因此, 研究和
开发高效、低毒
的促结肠动力新
药具有重要意义. 
临床和实验证实, 
很多种类中药具
有不同程度的促
结肠动力作用, 其
中槟榔被认为是
具有开发前景的
促胃肠动力中药. 
槟榔碱是从槟榔
中分离得到的一
种生物碱, 近年来
主要被用于防治
钉螺, 在促胃肠动
力作用方面研究
不多.



梁宁霞, 等. 槟榔碱促结肠平滑肌细胞收缩及对胞内钙离子浓度的影响                                                                            677

www.wjgnet.com

平滑肌细胞收缩作用及对胞内游离Ca2+浓度
的影响. 

方法: 培养大鼠结肠平滑肌细胞, 分为4组: 正
常对照组、Ah刺激组、乙酰胆碱(Ach)刺激
组、阿托品预处理组. 应用特异性Ca2+荧光批
示剂Fluo-3/AM负载细胞, 激光共聚焦显微镜
检测游离Ca2+浓度和细胞收缩率. 

结果: 正常对照组细胞未发生自主性收缩, 因
指示剂的衰减, 荧光强度(FI)有递减的趋势; 
A h刺激组在加药后短时间内胞内钙离子浓
度迅速升高, 出现一个波峰, FI平均基础值与
峰值有差异(P <0.05), 而后胞内钙离子浓度
再缓慢攀升, 在484.0±47.6 s达到高峰, 而后
有一个较长时间的平台期, 在1 400 s左右恢
复至静息水平, FI基础值与峰值有显著差异
(P <0.01), 细胞收缩百分数为20.70%±0.07%; 
Ach刺激组在加药后胞内钙离子浓度升高, 形
成一个小波峰, FI基础值和峰值差异有显著
性(P <0.01). 随后胞内钙离子浓度缓慢攀升, 
在600 s左右达到高峰, 而后有一个较长时
间的平台期. FI基础值与峰值差异有显著性
(P <0.001); 经阿托品预孵育处理后的细胞, 加
入Ah后, 其收缩效应被完全抑制.

结论: Ah可引起结肠平滑肌细胞收缩, 升高细
胞内游离Ca2+浓度. 其收缩效应可以被M受体
阻断剂阿托品所抑制.

关键词: 结肠; 平滑肌细胞; 细胞培养; 槟榔碱; 钙离

子; 激光共聚焦显微镜
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0  引言

氢溴酸槟榔碱(arecoline hydrobromide, Ah)是从

槟榔中分离得到的一种生物碱, 作为槟榔的有

效成分, 槟榔碱近些年来主要被用于防治钉螺, 
在促胃肠动力作用方面的研究不多[1]. 我们采用

了离体结肠单个平滑肌细胞制备及其运动记录

技术观察了不同浓度的Ah对大鼠急性分离结肠

平滑肌细胞的直接作用, 证实了Ah可使游离的

单个结肠平滑肌细胞收缩[2]. 细胞内游离钙在细

胞信息传递过程中起着重要作用. 钙离子作为

细胞内第二信使, 在细胞兴奋、增殖及收缩等

细胞反应中起重要作用, 游离钙离子浓度, 能反

映细胞的状态、药物和环境等对细胞的影响[3]. 
目前, Ah对培养的结肠平滑肌细胞收缩及胞内

钙离子浓度的影响未见报道. 我们采用激光共聚

焦显微镜技术, 观察加入Ah后细胞的收缩反应

及测定和分析Ah对培养的结肠平滑肌细胞内钙

离子的动态变化. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD大鼠, 雌雄不拘, 体质量250 g左右. 
由南京医科大学医学实验动物中心提供. 胎牛

血清, DMEM培养基, Gibco公司产品. Ⅱ型胶原

酶、大豆胰蛋白酶抑制剂, 槟榔碱, Sigma公司

产品. N-2羟乙基哌嗪-N-2'-乙烷磺酸(HEPES), 
BSA, Amerseco公司产品. Fluo-3/AM乙酰甲酯: 
Calbiochem公司产品. 谷氨酸钠: 中国医药集团

上海化学试剂产品. Trypan蓝: 北京有机化工厂

产品. 其他均为国产分析纯试剂. Hepes Ringer
缓冲液的配制(mmol/L):  HEPES 24.5, NaCl 101, 
KCl 13, NaH2PO4 2.5, CaCl2 21.8, MgCl2  21.2, 
谷氨酸钠5, 谷氨酰胺2, 葡萄糖11.5, BSA 1 g/L. 
pH值用70 g/L NaHCO3调至7.2. PBS液的配制

(0.01 mol/L): NaCl 2 g, KCl 0.05 g, NaH2PO4 
0.287 5 g, KH2PO4 0.05 g, 双蒸水加至200 mL. 
超净工作台(苏州净化设备厂); 24孔细胞培养

板(丹麦Nunc); 25 cm2细胞培养瓶(丹麦Nunc); 
Beckman离心机(美国Beckman公司); TH-C型恒

温震荡器(江苏太仓实验设备厂); 体视显微镜; 
倒置显微镜(Olympus); 动物手术器械; 细胞计数

板(上海光学仪器厂); 尼龙筛网(100目); CO2细

胞培养箱(Type4, 德国Heraeus); 激光扫描共聚焦

显微镜(Carl Zeiss公司, 德国).
1.2 方法 结肠平滑肌细胞培养见参考文献[4]. 每
次取正常大鼠一只, 实验时断椎处死, 在无菌条

件下快速自肛门上2 cm取结肠10-15 cm, 生理

盐水中反复灌肠冲洗, 移入含青链霉素的Hepes 
Ringer缓冲液中浸泡. 超净工作台上在体视显微

镜下仔细刮去黏膜及浆膜层, 将肌层组织剪碎成

匀浆状, 加入到4 mL含1 g/L Ⅱ胶元酶和0.1 g/
L大豆胰蛋白酶抑制剂的消化液中, 30℃恒温水

浴20 min, 离心, 弃消化液. 再加入6 mL消化液

中, 30℃震荡30 min. 消化后再对倍缓冲液稀释

以中止消化, 用滴管反复轻柔吹打, 1 000 r/min
离心3 min, 用10 mL DMEM培养液重悬细胞, 
过100目筛网, 取细胞滤液用Trypan蓝染色检查

细胞活性, 确认活细胞在90%以上. 用DMEM培

养液将细胞浓度调整至5×107/L, 接种至培养瓶

■研发前沿
以现代科学技术
为依托, 胃肠动力
中药研究方法学
上呈现出从整体
水平到细胞水平
乃至分子水平不
断深入、从单味
药向药物单体成
分上发展的趋势. 
最常采用的两种
实验方法是生理
仪测定肌条张力
变化、急性分离
或体外培养的胃
肠平滑肌细胞结
合共聚焦技术测
定胞内钙离子浓
度.
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中, 放入培养箱内, 37℃, 950 mL/L O2和50 mL/
L CO2条件下培养. 细胞培养24 h后换液, 弃去

未贴壁细胞, 加入培养液继续培养, 以后每3-4 d
换液1次, 期间用倒置显微镜观察细胞生长情况. 
7-9 d, 细胞长满后用胰酶传代. 取第2代培养细

胞观察. 培养的结肠平滑肌细胞分为1: 正常对

照组; 2: Ah刺激组: 即时加入1×10-5 mol/L的Ah
刺激结肠平滑肌细胞; 3: Ach刺激组: 即时加入

1×10-3 mol/L的Ach刺激结肠平滑肌细胞; 4: 阿
托品组: 以0.5 g/L阿托品处理5 min, 再用1×
10-5 mol/L的Ah刺激平滑肌细胞.
1.2.1 胞内钙离子浓度变化 Fluo-3/AM用纯二甲

基亚砜(DMSO)配成1 mol/L的储备液, 低温保

存备用, 实验前Fluo-3/AM用PBS液稀释10倍. 将
培养的细胞标本内培养液弃去, 用PBS液冲洗

细胞3次, 加入探针, 放入37℃孵箱中约20 min, 
于荧光显微镜下观察负载情况, 如荧光强度较

低, 可适当延长5-10 min, 然后用PBS洗去细胞

外残余染料. 将探针孵育好的细胞, 置于200倍
光学显微镜下, 选择单个或两个细胞及其层面, 
再在激光显微镜下进行连续动态扫描. 与钙离

子结合的Fluo-3在波长488 nm处激发, 发射波

长526 nm, 计算机记录结肠平滑肌细胞的钙离

子荧光强度并储存结果. 细胞内荧光强度变化

可指示细胞内游离钙离子浓度的变化. 实验结

果以给药前后单个细胞的荧光强度(fluorescent 
intensity, FI)及幅度的变化表示细胞内游离钙离

子浓度的相对变化. 
1.2.2 细胞收缩反应的测量 在激光共聚焦显微

镜下连续动态扫描的荧光图像中, 随机抽取6个
细胞, 测量加药前后细胞的长度. 细胞收缩反应

以给药前后细胞平均长度下降百分数表示.      
公式为: 细胞收缩百分数 = (给药前平均细

胞长度-给药后平均细胞长度)/给药前平均细胞

长度×100%[2].
统计学处理  数据经计算机系统对图形及时

间进行实时测量而获得. 使用软件为LSM510自

带软件. 实验结果均以mean±SD表示. 统计处理

采用SPSS软件.

2  结果

2.1 Ah对结肠平滑肌细胞内游离的钙离子荧光

图像的影响 结肠平滑肌细胞以Fluo-3/AM负载

后, 在激光共聚焦显微镜下观察, 呈规则的梭形

或多边形, 轮廓清晰. 胞核荧光较强, 胞质较弱. 
由于细胞所处状态不同, 各细胞荧光强度有差

异, 有的细胞荧光强度强, 有的细胞荧光强度弱

(图1A). 用Fluo-3/AM负载结肠平滑肌细胞荧光

图像清晰, 强弱变化, 可较好地显示细胞内游离

钙离子浓度的变化过程. 在加药后细胞荧光强

度增强, 后逐渐变弱, 再渐渐由弱变强, 最后再

由强变弱, 在1 400 s左右恢复至原荧光强度(图
1B-E). 
2.2  A h组结肠平滑肌细胞内游离钙离子变化 
Time course所示动态曲线表明细胞内标记区域

荧光强度(FI)的变化. FI与钙离子浓度呈正比, 因
此在本实验中以FI表示钙离子浓度的变化. 加
药后短时间内胞内钙离子浓度迅速升高, 出现

第一个波峰(图2), FI平均基础值与峰值有差异

(P <0.05), 随后胞内钙离子浓度再缓慢攀升, 出
现第二个波峰, 在484.01±47.55 s时达到高峰, 
FI基础值与峰值有显著差异(P <0.01, 表1). 而后

有一个较长时间的平台期, 在1 400 s左右恢复

至静息水平. 正常对照组结肠平滑肌细胞游离

钙离子浓度变化曲线较为平坦, 没有出现较大

的波动(图3), 因为观察时间较长, 荧光指示剂衰

减, 曲线出现下降趋势. FI基础值与峰值差异无

显著性(P >0.05, 表1). 1×10-3 mol/L Ach能引起

胞内钙离子浓度迅速升高, 出现第一个波峰(图
4), FI基础值和峰值差异有显著性(P <0.01). 随后

胞内钙离子浓度缓慢攀升, 出现第二个波峰, 在
600 s左右达到高峰, FI基础值与峰值差异有显著

性(P <0.001, 表1). 而后有个较长时间的平台期. 
经过阿托品孵育5 min后, 1×10-5 mol/L  Ah升高

→

图  1  Ah刺激诱导的结肠平滑肌细胞内钙荧光强度的动态变化. A: 加药前; B: 加药后25 s; C: 加药后183.24 s; D: 加药后

484.017 s; E: 加药后1 400 s.

■创新盘点
体外培养细胞影
响因素单一, 是激
光共聚焦显微镜
观察的最适宜的
细胞, 但可能是因
为结肠的生物学
特性和采集环境
的特殊性而造成
细胞培养难度大. 
本研究在国内首
次报道了大鼠结
肠平滑肌细胞培
养, 并在此基础上
结合共聚焦技术, 
探讨了槟榔碱对
结肠平滑肌细胞
内钙离子的影响.

A B C D E
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胞内钙离子浓度的作用被抑制(图3). FI基础值

与峰值差异无显著性(P >0.05, 表1).
2.3 Ah对结肠平滑肌细胞的收缩作用 1×10-5 mol/
L的Ah对结肠平滑肌细胞具有显著的收缩作用

(图5), 其细胞收缩百分数为20.70%±0.07%.

3  讨论

当前, 结肠动力障碍性疾病(如慢性传输性便秘

等)在我国的发病率较高, 其病理生理主要表现

为结肠运动功能的减退, 促进结肠动力是治疗

此类疾病的主要手段. 而目前临床上常用的促

结肠动力药物较少, 且大多数具有不同的副作

用, 如5-HT4受体激动剂西沙比利, 经研究证实对

结肠有一定的兴奋作用[6], 但由于心脏和其他方

面的毒副作用[7-8]近年来人们就中药对胃肠动力

的影响及其调节机制作了一些探索, 并提出了

“胃肠动力中药”这概念[9], 其中槟榔被认为是

具有开发前景的促胃肠动力中药, 其主要有效

成分槟榔碱为M受体激动剂[10-11], 通过激动M2受

体, 槟榔碱可兴奋神经元[12], 增加细胞内钙离子

浓度[13].  

图  5  细胞的长度. A: Ah加入前; B: Ah加入后.

■应用要点
本文为筛选中药
的活性成分建立
起在细胞水平层
面上更可行、结
果更可靠的实验
方法. 通过激光共
聚焦显微镜离子
通道观察技术, 能
够证实中药促胃
肠动力作用的部
分机制, 为筛选中
药的活性成分的
研究搭建了高通
量、高度可靠的
细胞学实验平台.

→I =64.63 mm, 42.5℃

I =75.47 mm, 28.1℃ I =64.63 mm, 42.5℃

I =28.69 mm, 13.6℃

I =61.11 mm, 15.4℃

I =80.53 mm, 14.9℃

→

→

→ →

→

I =93.58 mm, 34.2℃

I =84.76 mm, 41.6℃
I =69.01 mm, 52.7℃

I =40.12 mm, 19.7℃

I =78.25 mm, 19.5℃

I =105.07 mm, 14.6℃

→

→

→
→

→

A

B

    

表  1  各实验组FI静息值与增高值变化 (mean±SD, FI)

分组	                            静息值	         增高值

正常对照                       60.1±11.5              65.6±11.9

Ah刺激         第1峰        41.5±16.9              62.0±26.3a

                     第2峰        42.9±18.4              63.0±17.4b

Ach刺激        第1峰        26.9±17.4              50.7±16.9b

                     第2峰        16.1±7.4              101.0±16.8b

阿托品	                        5.5±1.6	        4.8±1.4

aP<0.05, bP<0.01 vs  静息值.

图  3  正常对照组、阿托品组结肠平滑肌细胞游离钙离子

浓度变化曲线. 
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图  2  Ah刺激组胞内游离钙离子荧光强度变化. A: Time 

course所示动态曲线; B: 激光共聚焦显微镜下荧光图像.  
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图  4  Ach刺激组胞内游离钙离子荧光强度变化.
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目前, 激光共聚焦图像系统结合新一代荧光

染料的使用, 已广泛应用于精确分析活细胞内

钙离子的动态变化. 脂溶性钙荧光指示剂Fluo-3/
AM可穿越细胞膜进入细胞内, 被活细胞内的非

特异酯酶水解后, 与细胞内游离钙呈高度特异

性结合, 并在一定波长激发光激发后产生荧光. 
由于Fluo-3/AM是一种单波长的发光基团, 其荧

光强度与[Ca2+]i成正比, 因而可精密观察分析细

胞内[Ca2+]i的动态变化. 本实验中以荧光强度

(FI)表示浓度的变化. 与以往的细胞内[Ca2+]i的

测定方法比较, 此项技术以激光为光源, 结果准

确, 背景噪音小, 对细胞损伤小[14]. Fluo-3/AM为

新型、可激发出可见光的钙荧光指示剂, 较易

负载染色至细胞内, 对游离钙离子敏感性高, 可
连续动态监测钙离子浓度的变化[15]. 

由于胃肠道平滑细胞膜上的钙通道远比骨

骼肌细胞膜上的钙通道多, 而钠通道又比骨骼

肌少许多, 所以钙离子和钙通道在胃肠平滑肌

动作电位产生中居主导地位[16]. 现在一般认为, 
平滑肌收缩活动与胞内钙离子浓度变化密切相

关. 高浓度Ca2+引起平滑肌收缩, 低浓度Ca2+引起

平滑肌舒张. 平滑肌收缩时的钙离子来源于细

胞外液Ca2+内流和细胞内钙库Ca2+释放(主要是

肌质网, SR)[17]. 胞外Ca2+内流是通过质膜钙离子

通道来控制的. 质膜钙离子通道分为两类: 电压

门控钙通道和配体门控钙通道. 电压门控通道

是主要通道[18], 他又可分为T型和L型通道. 肌质

网的Ca2+释放调节机制至少有两种: 一是三磷酸

肌醇[inositol(1, 4, 5)-friphosphate, IP3]与其受体

(IP3R)结合后, 引起钙通道开放; 二是ryanodine
受体(RyR)钙通道. IP3介导的Ca2+释放是量子化, 
具有“全或无”的特性. 在无Ca2+条件下IP3几乎

不能诱导其受体开放, 当细胞内Ca2+浓度升高时, 
IP3R释放Ca2+增加, 构成正反馈; 如果Ca2+浓度

升高超过300 nmol/L时, IP3R对IP3变得不敏感, 
Ca2+释放被抑制, 此属负反馈[18]. 现在认为与钙

离子诱导的钙离子释放(calcium induced calcium 
re lease, CICR)有关, 并有四步模型可以解释

CICR: (1)胞外钙离子进入细胞内钙库; (2)充满

钙离子的钙库被少量钙离子通过IP3R和RyR释

放钙离子到胞质; (3)钙离子作为信使导致周围

钙库释放钙离子并产生钙波; (4)钙离子释放通

过负反馈效应而停止. 钙泵使胞质钙离子排出

胞外或进入胞内钙库而恢复静止态, 并准备进

入下一个反应循环. 
在消化道平滑肌收缩过程中[Ca2+]i增加的

两种动员途径存在器官和种属的特异性, 并与

引起收缩的激动剂有关. 猫食管环形平滑肌细

胞收缩时[Ca2+]i增加主要通过细胞外Ca2+内流, 
而下食管括约肌及基底部细胞则通过肌质网IP3

敏感地贮存Ca2+释放[19]. 狗结肠平滑肌细胞收缩

时Ca2+动员通过细胞外Ca2+内流和肌质网IP3、

RyR敏感地贮存Ca2+释放[20]. 招明高 et al [5]研究

认为, 在培养的胃底平滑肌细胞5-羟色胺可引

起[Ca2+]i的迅速升高, 然后是一个持续的、升高

的、稳定的平台期. [Ca2+]i的迅速升高依赖于胞

外Ca2+的流入和胞内Ca2+的释放, 而平台期依赖

于Ca2+的内流. 
目前采用激光共聚焦技术观察药物对结肠

平滑肌细胞钙离子影响的报道不多, 国内只有

天津总医院Ma et al [21]有报道. 他们认为, 在急性

分离的结肠平滑肌细胞大黄素引起[Ca2+]i短暂

的升高后下降到一个持续的、稳定的、比静息

状态稍高[Ca2+]i的平台期, 他认为[Ca2+]i的迅速

升高依赖于肌质网IP3、RyR敏感地贮存Ca2+释

放, 而平台期是胞外钙离子内流而引起的. 
本研究采用Fluo-3/AM荧光指示剂对培养

的结肠平滑肌细胞钙离子变化进行观察, 显示1
×10-5 mol/L Ah刺激可使结肠平滑肌细胞内在

短时间内钙离子浓度有个迅速、显著增加, 而
后钙离子出现缓慢、更高幅度的升高, 随之下

降到一个持续的、稳定的、比静息状态稍高

的、较长时间的平台期. 同时平滑肌细胞产生

收缩效应. 
我们与Ma et al的研究结果相比, 有一定的

差异. Ma et al观察的细胞钙离子变化图只出现

了一个波峰, 而我们观察的细胞钙离子变化图

出现了两个波峰. 这个图形是否符合CICR的四

步模型[18], 即Ah引起胞内钙离子出现的第一个

快速升高的波峰是由胞外钙离子的迅速内流后

进入胞内钙库而引起的, 第二个缓慢升高的波

峰是由钙库被少量钙离子通过IP3R和RyR释放

钙离子到胞质和钙离子作为信使导致周围钙库

释放钙离子而产生的, 可以通过从钙离子释放

的各个途径选择相应的拮抗剂来进一步证实. 
Ah和Ach组结肠平滑肌细胞内游离钙离子

变化升高趋势一致, 但Ah组作用时间短, 效应更

快, 说明Ah促结肠动力作用更加明显. 预先用M
受体阻断剂阿托品处理后, Ah上述作用被抑制, 
证明Ah是通过激动M受体而产生效应的.  

本研究旨在为筛选中药的活性成分建立起

■同行评价
选题科研方向明
确 ,  科 研 设 计 详
细 ,  技 术 路 线 可
行, 内容新颖, 结
论有说服力, 研究
结果有一定学术
价值.
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在细胞水平层面上更可行、结果更可靠的实验

方法. 通过激光共聚焦显微镜离子通道观察技

术, 能够证实中药槟榔胃肠活性的部分机制, 为
筛选中药的活性成分的研究搭建了高通量、高

度可靠的细胞学实验平台. 
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