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提 要 人工合成 m l

和 m :

胆碱受体蛋白在细胞外侧的一段多肤
,

联接蛋白 K L H 后免疫家兔
,

制备出

抗血清
,

经 E LI s A 法
,

免疫组化测定
,

该抗血清具有效价高和特异性强的特点
。

人工抗原制备高效价特异性 m

受体亚型抗体对进一步了解药物与 m 受体相互作用的分子机制以及建立新型 M 受体的检测方法均有重要

意义
。

主题词 多肤
;

受体
,

胆碱能
;

抗体
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毒覃碱样胆碱受体 ( M 受体 )介导许多

乙酞胆碱对神经元或其它可兴奋细胞的激动

作用〔` ,
。

以往药理学家根据对 p i r e n z e p i n e

妾

和力的高低将 M 受体分为 M
;

和 M
Z

两种亚

型川
,

随后
,

分子生物学的研究结果表明至少

存在 5 种 m 受体亚型 .3[ 们
。

由于 目前尚不能

用经典药理学的方法或者放射配基结合分析

法检定出 5 种 M 受体
,

因此
,

一般将药理学

方法检定毒覃碱受体定义为 M 受体
,

而将分

子 生物学描述的毒覃碱受体定 义 为 m 受

体 51[
。

本文根据 m 受体多肤部分节段的氨基

酸序列合成 人工多肤抗原
,

制 备特 异性 m
;

和 m
:

受体抗体
,

为进一步研究 M 受体的分

子作用机制
,

将免疫学方法引入受体研究 中

建立 m 受体检测方法奠定了基础
。

1 方法与结果

L l 多肤链的选择及合成

m 受体共有 7 个跨膜区
,

分为膜外多肤

链和膜内多肤链 6j[
,

因为本研究的目的之一

是建立 M 受体的免疫学检测方法
,

所以选择

m 受体多肤链的细胞外 N 端部分节段的氨

基酸序列作为人工抗原多肤组成
,

其中 ml

受体 的 氨 基 酸序 列 为 M N T S A P P A V S P
-

N I T V L A P G K G P W
,

m
:

受体的氨基酸序列

为 M N N S T N S S N N S L A L T S P Y K T F
。

根据

这两 种氯 基酸序列 用多肤 合成仪 ( m ul it p le

p e p t id e s y s t e m
,

L a
J

o l l a ,

C A )合成 多肤
,

并

通过反相 H P L C 纯化
。

1
.

2 抗原抗体的制备

按照 G r e e n
等人的方法川

,

两种多肤分

别与钥孔蛆血蓝蛋白 ( K L H )联接
。

一 20 ℃保

存
。

肤
一

K L H 复合物用磷酸缓冲液 ( P B S p H

7
.

4) 配成 l o m g / m l 溶液作为抗原
,

免疫新西

兰大耳兔 (体重 2
.

5
一

3
.

OK g )
。

免疫方法
:

肤
-

K L H 复合物加福 氏完全佐剂 ( 1 : 1 )
,

皮下及

皮内多点注射
,

每只 Zm g
,

以后每隔 3 周用肤
一

K L H 复合物 加福 氏不完全佐剂 ( 1 : 1 )
,

皮

下及皮内多点注射
,

每只 Z m g
,

以加强免疫
。

免疫 3 次后耳缘静脉取血测定抗血清效价
。

共注射 5次
。

最后一次免疫加用静脉注射肤
一

K L H 溶液
,

l m g /只
。

最后一次注射后一周
,

家兔颈动脉放血
,

常规方法分离血清
。

1
.

3 抗血清的鉴定

1
.

3
.

1 肤作 为 免疫吸附 剂对兔杭 血 清的

E L IS A 浏定 将合成多肤作为抗原包被到
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9 6 孔 E L I S A 反应板 中 ( 1
.

0拌g /孔 0
.

1 5 %戊

二醛 )
,

4 ℃过夜
,

充分淋洗后用 2 %牛血清 白

蛋白封闭
,

37 ℃温育 h2
,

洗涤 3 次
,

加入不同

浓度的抗 血清或正常兔血清
,

37 ℃温育 h2
,

充分洗涤 3 次
,

加入 1 :
2 00 辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔 Ig G
,

37 ℃温育 h2
,

洗涤 3 次
,

加入邻苯二胺底物液
。

在 37 ℃
,

20 m in 加入

Zn m ol / L 硫酸溶液 终止 反应
,

在酶标仪 上

4 9 0 n m 处读取 O D 值
。

结果 见图 l
。

Ig G 或正常兔血 清
,

37 ℃
,

h2
,

洗涤 后加 入酶

标羊抗兔 I g G
,

3 7℃
,

Z o m i n ,

底物反应和测定

O D 值等同前
,

结果见图 2
。

图 2 结果提示用 E IL S A 法以大鼠大脑

组织膜为吸附剂
,

本文所制备的抗体能与大

鼠大脑组织发生特异性结合
。
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图 1 合成多肤作为抗原的 E L IS A 法鉴

定兔抗血清

A
:

m .人工合成 m : 受体
; B

:
m Z人工合成 m : 受体

图 1 结果表明本文所制备的抗血清对人

工合成的 m
;

和 m
:

受体细胞外氨基末端 多

肤有高度的特异性
,

效价满意
。

1
.

3
.

2 大鼠大脑组织膜 制备作为免疫吸附

荆对兔 I g G 的 E L I S A 汉J定 成年 S D 大鼠
,

断头处死
,

迅速取出大脑
,

加入适量 P B S ( p H

.7 6
,

含 .0 25 m ol / L 蔗糖 ) 内切式匀浆器匀浆

l m i n 后
,

用 T e f l o n 匀浆器 匀浆
,

离心 2 0 0 0

X g l o m in
,

将上清液转入另一试管中
,

离心

2 7 5 0o X g 1 5m in 。

沉淀用适量包埋液混匀
,

包埋至 96 孔 E L IS A 反应板中
,

4 ℃
,

过夜
。

封

闭
,

加入不同 稀释度的兔抗 M
,

和 M
:

受体

1
.

3
.

3 免疫组织化学法对特异性 m 受体杭

休的鉴定 大鼠断头
,

取完整大脑
,

放入液氮

中冷冻 Zh 后
,

在冷冻切片机上冠状切片
。

切

片条件
:

箱温 一 40 ℃
。

刀温一 20 ℃
。

切片厚度

1 0拌m
,

贴在载玻片上
。

将 l : 1 0 0抗 M
;

和 M
Z

受体抗血清或正常兔血清 (含 2 %牛血清 白

蛋 白 )分别均匀滴加在脑切片表面
,

于湿盒中

4℃反应过夜
。

次 日用 P B S ( p H 7
.

6 )洗涤 3

次
。

在切片表面均 匀滴加荧光标记羊抗兔

Ig G ( 1 , 4 0 )
,

于 暗盒 中 3 7 ℃ 6 o m i n ,

P B S 洗

涤 3 次
。

于荧光显微镜下观察荧光并拍照
。

结

果见图 3
。

观察同一切面的荧光
,

发现 M
;

和 M
:

受

体抗血清处理切片显示荧光
,

而正常兔血清

处理切片不显示荧光
;
提示 M

;

和 M
:

受体抗

血清均能与大鼠脑切片发生特异性结合
。

2 讨 论

本文根据 M 受体在细胞外侧 N 端多肤

部分节段的氨基酸序列人工合成多肤作为抗

原制备出 M 受体抗体
。

经多肤抗原 E IL S A

检测
,

证实所制备抗血清对 M
,

和 M
:

受体的
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合成多肤具有良好的选择性
,

经大 鼠脑组织

细胞膜标本作为抗原 的 E L IS A 检测和大 鼠

大脑免疫组化检测
,

结果表明两种抗体均可

与大鼠脑发生特异性结合
,

说明该抗体与 M

受体具有 良好的抗原抗体反应
。

以往对 M 受

体的检测多采用放射配基结合分析法或放射

自显影法
,

这些方法不仅有放射性同位素污

染
,

且 由于核素标记配基对 M 受体亚型间的

选择比较差
,

影响了这些方法在特异性检测

M 受体亚型中的使用
。

本文所制备的特异性

M 受体亚型抗体为采用免疫学方法检测 M

受体及其亚型奠定了物质基础
。

(本文图 3 见封 3)
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给 予支持和 帮助
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、

实脸 室 罗伟
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