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摘　要:【目的】制备和鉴定 β1 受体亚型特异性抗体。【方法】人工合成 β1 受体细胞膜外第二环 197-222 位氨基酸序列

作为抗原。连接钥孔冒贝血蓝蛋白(KLH)增加抗原性后免疫兔获得抗血清。通过凝胶双扩散实验和 ELISA 法鉴定其效价;

通过免疫荧光法及 ELISA 法鉴定其特异性;通过离体蛙心灌流实验鉴定其药理活性。【结果】该抗血清效价高(分别为 1∶64

和 1∶106)、特异性强 , 能和心肌 β1 受体发生特异性结合(1∶10
4 ～ 1∶105),为异丙肾上腺素的非竞争性拮抗剂。(pD2′=1.62)。

【结论】成功制备的 β1 受体亚型特异性抗体可能成为进一步研究 β1 受体分布 、功能和定量的有力工具。
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Preparation and Identification of Subtype Specific AntibodyAgainst Beta-1 Adrenergic Receptor　REN Jing-li1 ,

ZHAO Shu-jin2 , Y ANG Tai-cheng2 , CHEN Ru-zhu1 , SUN Gui-ling3 .(1 .Department of Pharmacology , Sun Yat-sen Uni-

versity of Medical Sciences , Guangzhou 510080 , China;2 .Department of Pharmacy , General hospital of Guangzhou Army ,

Guangzhou 510010 , China;3 .Institute for Drug Control of Guangzhou , Guangzhou 510160 , China)

Abstract:【Objective】To prepare and identify subtype specific antibody against beta-1 adrenergic recepto r.【Methods】The anti-

gen was ar tificially synthesized according to the amino acid sequence of the second extra celluar loop of beta-1 adrenergic receptor(197-

222)and coupled to KLH to improve its antigenicity.The antibody was obtained after immunizing rabbits by peptide-KLH com-

pound.The titre of the antibody was determined by double agarose diffusion and ELISA , the specificity by immunofluorescence and

ELISA , and pharmacolo gical activity by isolated toad heart irrigation test.【Results】The antibody w as proved to be high titre(1∶106

for EL ISA and 1∶64 for double agarose diffusion), specific(1∶104～ 1∶105 fo r ELISA)and able to non-competitively antagonize iso-

prenalines' s interaction with beta adrenerg ic recepto r(pD2′=1.62).【Conclusion】The subtype specific antibody against beta-1 a-

drenergic recepto r was successfully prepared and be serv ed as a valuable tool for fur ther study on quantity , distribution , and function

of beta-1 adrenergic receptor.
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　　β 肾上腺素能受体介导许多重要的生物学效

应。目前的研究表明 , β肾上腺素能受体至少有 3

个亚型存在 ,即 β1 , β2 和 β3
[ 1]
　。β1 受体对现有的

亚型选择性配基的选择性均不高
[ 2]

。应用亚型受

体核苷酸探针检测受体的方法存在着一些缺

点[ 3 ,4] ,只有亚型特异性抗体法检测受体亚型的分

布 、含量 、功能才是最精确的[ 5 ,6] 。受体抗体可能

具有配基的特性 ,但是否具有配基药理学活性 ,目

前国内尚未见报道。我们根据 β1 受体细胞膜外第

二环部分氨基酸序列人工合成多肽抗原 ,制备出特

异性 β1 受体抗体 ,旨在为进一步研究 β1 受体的分

子作用机制奠定基础 。

1　材料和方法

1.1　动物及试剂

动物:新西兰大耳兔 ,(2.5 ±0.5)kg ,雄性 ,普

通级;SD大鼠 , 220 ～ 250 g ,雌雄兼用 ,普通级;蟾

蜍(90 ±10)g ,雄性;均由中山医科大学实验动物

中心提供 。试剂:钥孔冒贝血蓝蛋白(keyhole

limpet hemocyanine , KLH),美国Calbiochem 公司;

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG , 1∶2 000 ,军事

医学科学院提供;合成多肽用氨基酸 ,美国 Sigma

公司 , FITC标记的山羊抗兔 IgG ,华美生物工程公

司。

1.2　多肽链的选择及合成

β1受体共有 7个跨膜区 ,分为膜外多肽链和膜

内多肽链。文献表明[ 2～ 4] β1 受体细胞外第二环氨

基酸序列具有抗原表位 ,故选择第二环氨基酸序列
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(197-222)作为人工抗原 。其序列为-H-W-W-R-A-

E-S-D-E-A-R-R-C-Y-N-D-P-K-C-C-D-F-V-T-N-R。

用多肽合成仪合成多肽[ 5] ,并通过反相 HPLC 纯

化 ,纯度>90%,氨基酸组成分析 、紫外及荧光扫描

结果满意 。

1.3　抗原抗体的制备

按照 Green等人的方法[ 6] ,将多肽与钥孔冒贝

血蓝蛋白联结 ,经过 Sephadex G50柱层析分离 ,收

集第一峰 , 即肽-KLH 复合物 , -20℃保存 。肽-

KLH复合物用磷酸盐缓冲液(0.01 mol/L pH7.4)

配成 2 g/ L溶液作为抗原 ,免疫新西兰大耳兔。免

疫方法 ,第一次用肽-KLH 复合物加福氏完全佐剂

(1∶1),皮下及皮内多点注射 ,每兔 2 mg 。以后每

隔 3周用同样方法加强免疫(福氏完全佐剂换成福

氏不完全佐剂)。共免疫 5次 。第 3次后开始耳缘

静脉取血测定抗血清效价。最后 1次采用直接耳

缘静脉注射肽-KLH 复合物 ,每兔 1 mg ,作为冲击

免疫。1周后颈总动脉放血 ,常规方法分离血清 ,

饱和硫酸胺分段盐析法纯化。 Low ry 法测定蛋白

含量 , -20 ℃保存 。

1.4　抗血清的鉴定

1.4.1 　凝胶双扩散实验　制备琼脂糖凝胶平皿

(10 g/ L)。每块平皿中打两组梅花型孔(其中 1组

为正常兔血清对照组)。中间孔分别加入 β1 抗原

肽 、肽-K LH 复合物及 KLH ,周围孔中分别加入倍

比稀释的抗血清或正常兔血清(1∶2 ～ 1∶64),湿盒

中室温反应 24 h ,观察是否有免疫沉淀线出现。

1.4.2 　肽作为免疫吸附剂对兔抗血清的 ELISA

测定　将合成多肽作为抗原包被到 96 孔反应板

中 ,1.0 μg/孔 , 包被液为 pH9.6 的碳酸缓冲液 , 4

℃过夜 ,充分洗涤后用 100 g/L 牛血清白蛋白封

闭 ,37 ℃温育 2 h , 4 ℃过夜。充分洗涤后加入不同

稀释度的多抗血清或正常兔血清或无关血清 , 37

℃温育 2 h ,充分洗涤后加入过氧化物酶标羊抗兔

IgG ,37 ℃, 1 h ,充分洗涤后加入邻苯二胺底物反

应液 ,37 ℃,20 min 后加入 2 mol/L H2SO4 终止反

应 ,在酶标仪上 490 nm 处读取吸光度 。

1.4.3 　大鼠心肌细胞膜作为吸附剂对抗血清的

ELISA测定　成年 SD大鼠 ,处死 ,迅速取出心脏 ,

除血污 、心包 ,将心肌组织剪碎 ,置于内切式匀浆器

中 ,加入适量 PBS(内含 0.25 mol/L 蔗糖),匀浆 2

min(以上操作均在冰浴中进行)后 ,离心 7 000 r/

min(r =3.8 cm), 10 min ,将上清转入另一试管

中 ,离心 10 000 r/min(r =11 cm), 15 min ,沉淀用

适量包埋液(碳酸缓冲液)混匀 ,包埋至 96 孔反应

板中 ,其余过程同 1.4 .2操作 。

1.4.4　免疫荧光法对多抗血清的鉴定　大鼠颈椎

脱臼处死后迅速取出心脏 ,去血污心包 ,用羧甲基

纤维素包埋后置液氮中冷冻 30 min ,在冷冻切片机

上冠状切片 ,切片条件:箱温-16 ℃,刀温-16 ℃,

切片厚度 8 μm ,将 1∶100 多抗血清或正常兔血清

(含 50 g/L 牛血清白蛋白)分别均匀滴加在切片表

面 ,于湿盒中 4 ℃过夜 ,次日用 PBS 充分洗涤后 ,

在切片表面均匀滴加异硫氰酸盐(FITC)标记的羊

抗兔 IgG(1∶100),于湿盒 ,暗室中 37 ℃ 60 min ,

PBS充分洗涤后 ,于荧光显微镜下观察。

1.4.5　多抗血清的药理活性鉴定　以异丙肾上腺

素做离体蛙心的浓度-效应关系蓄积曲线(采用离

体蛙心灌流实验)后 ,分别用不同浓度的心得安及

多抗血清观察它们对异丙肾上腺素的浓度-效应关

系曲线的影响 。每个浓度组均做 8 只蟾蜍 。不同

药物之间充分换液 ,并使蛙心收缩基本恢复至基线

水平 。

1.5　统　计

计量资料以均数±标准差表示 ,两组数据比较

采用 t 检验。

2　结　果

2.1　凝胶双扩散结果

经过 24 h 自然扩散 ,实验组均出现了免疫沉

淀线 ,对照组全是阴性 。说明免疫是成功的 ,抗血

清的效价满意(1∶64)。

2.2　肽作为免疫吸附剂对抗血清的鉴定

可以明显看到抗血清能和多肽的结合呈现出

高亲和力(1∶10
-6
)和特异性(各种对照均几乎不与

肽结合)(图 1)。

图 1　人工抗原作为免疫吸附剂对多抗血清的 ELISA 鉴定

Fig.1　Identification of polyclonal antibody by ELISA with

synthesized peptide as immunosorbent
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2.3　大鼠心肌细胞膜蛋白作为免疫吸附剂对抗血

清的鉴定

抗血清能和完整受体蛋白结合 ,且效价满意

(10-4 ～ 10-5),对照组几乎没有结合 ,说明抗血清

的结合是特异的(图 2)。

图 2　大鼠心肌细胞膜为抗原的 ELISA检测

Fig.2　Identification of polyclonal antibody by ELISA with

cell membrane of rat' s heart muscle as immunosorbent

2.4　大鼠心肌组织免疫荧光法对抗血清的鉴定

实验组切片有强的荧光 ,对照组却没有荧光 ,

进一步证实了抗血清的特异性结合作用 ,见图 3。

图 3　大鼠心肌组织免疫荧光对多抗血清的鉴定

Fig.3　Immunofluorescent identification of polyclonal

antibody with rat' s heart muscle as antigen

(fluorescence microscope , 20×10)

2.5　离体蛙心灌流实验

图 4可以看出多抗能使异丙肾上腺素的浓度-

效应曲线压低 ,而心得安则可使之平行右移 。这证

明抗血清具有药理学活性 ,能非竞争地拮抗异丙肾

上腺素与 β 肾上腺素能受体的相互作用。按照孙

瑞元编《定量药理学》介绍的方法进行计算[ 13] 。

3　讨　论

β肾上腺素能受体有 3种亚型 ,即 β1、β2 和 β3 ,

其中 β3 受体与 β1 和 β2 受体氨基酸序列的同源性

较低 ,人 β3受体与 β1受体基因仅有5 1 %相同 ,与

图 4　心得安及多抗对异丙肾上腺素量效关系的影响

Fig.4　Effects of propranolol and polyclonal antibody

on isoprenaline' s dose-effect relat ion
E :ef ficacy

β2受体基因仅有 46%相同 ,且其最强的选择性激

动剂 BRL 类对 β1和 β2 的介导作用都很小。目前

β1最强的选择性拮抗剂 GCP20712A和 β2 最强的

选择性拮抗剂 ICI118551 几乎不对 β3 受体起作

用。因此可首先将 β3 受体排除在特异性问题之

外。而 β1和 β2 受体的同源性为 54%,那么我们制

备的抗 β1 多抗是否会与 β2 受体发生交叉反应呢?

事实上 , 经 Northern blot 分析证明[ 2] , β1 受体的

DNA探针不能与 β2 受体的 mRNA 结合 , β2 受体

的 DNA 探针也不能与 β1 受体的 mRNA 结合。更

加精细的研究发现[ 8] ,以 β1 受体 26 肽(197-222

位)或其中片段作为抗原免疫动物产生的多抗不能

与 β2受体发生交叉反应 。已证实 β1受体细胞外第

二环部分序列中含有能诱导免疫反应的 T 和 B 细

胞表位(抗原决定簇),因此 ,我们选择了 β1受体细

胞膜外 197-222位氨基酸序列作为人工抗原 。

我们以上述人工抗原免疫动物后 ,制备出的抗

β1受体抗体 ,效价高 ,特异性强 ,具有药理学活性。

抗血清可能成为鉴定选择性配基的一个新手段 ,特

别是对于目前尚无亚型高度选择性配基的受体;也

可能推广到所有膜受体研究中去 ,并可能发现新的

受体亚型;还可能成为筛选新药的一个有力工具。

同时 ,我们将免疫学和受体研究结合了起来 ,在不

影响灵敏度的情况下 ,克服了常用的放射性同位素

标记法诸如半衰期短 ,同位素污染 , 脱标等缺点。

这为进一步研究 β1受体的生理功能和分布以及与

疾病之间的关系奠定了基础。
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胞损伤有关 。从 ET-1 下降 cTn Ⅰ升高的关系推

测 ,ET-1可能在心脏损伤过程中起一定的作用。
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