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前列腺组织雄激素受体的测定方法

胡笑克
.

桂治宁

实验核医学教研室 )

提 粤 建立雄激素受体测定的放射配基结合分析法测得人前列腺组织中胞浆 胞 核雄激素受休均

可被约 5 x 1 0
“ ’ m ol / L 的双氢皋酮饱和

,

其最大结合容量 ( B o a二 ) 及平衡 解离常数 ( K d ) 分 别 为
:

胞

浆 2 2 9
.

4 又 1 0
一 蓝, m o l /m g

,
o

.

8 8 x l o
一 ’ m o l / L

, 胞核 z 7 6
.

2 x i 0
一 二s

m o l /m g , 3
.

2 x l o
一 , m o l / L

。

人前列腺

癌胞浆
、

胞核雄激素受体均高于正常前列腺 ( n = 3 ) 及前列 腺 肥 大者 ( n 二
32 )

。

用融裱法放射 自显

影证实雄激素受体主要分布在前列腺组织的腺区
,

尤其是在腺上皮细胞核内
。

关健词 雄激素受休 ; 前列腺 , 放射配基结合分析 , 放射 自显影

中图号 R 81 7
.

1

50 % ~ 80 %的前列脉癌病人在确诊时肿瘤

已发生转移
〔 ` ’ 。

在 70 % ~ 80 %的 前 列腺 癌病

人
,

用内分泌药物治疗可 以阻滞或减慢肿瘤的

生长
` 2’ ,

但目前作者尚未能预知什么样的病人

用内分泌治疗 将 会 有 效
。

前列腺是一个雄激

素依赖性器官
,

内含 雄 激 素 受体 ( a n d r og en

er ce tP or
,

A R )
,

目前已 肯定了内分泌因素在

前列腺癌发病中的作用
,

而 组 织对 激素的依

赖性可以通过测定激素的相 应 受 体 含量来预

知
【’ , ” 。

因此
,

可以试图用 A R 含量的测定来

估计患者对内分泌治疗 的 反应 性
。

本文探讨

雄激素受体放射配基结合分析 法 ( ar id of iga dn
b i n d i n s a ss a y

, R B A ) 及放射自显影法 ( a u t o
-

r a d i o g r a hP y ,
A R G ) 测定人前列 腺 组 织 A R

的含量及分布
,

旨在阐述检测方法和检测结果

的意义
,

以供进一步研究及应用参考
。

材 料 与 方 法

试 荆 〔 1 , 2 , 4 , 5一
,
H 〕双 氢翠 酮

(
’
H ~ D H T )

,

放射性比活度 3
.

6 x 1 0 “ B qm/
0 1

( 97 ic /mmo l )
,

中国科学院上海核技术开发

公司生产 ; 双氢翠酮 ( D H T )
,

iS g m a 公司生

. 砚士研究生
,
现在广州市红十字会 医 院工 作

,
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产 ; 甲基攀丸素
,

_

上海试剂二厂生产 , 丙酸翠

丸素
,

广州明兴制药厂生产 ; 己烯雌酚
,

意大

利产品 ; 1 99 培养液
,

日本制药株式会社生产 ;

9 9 9 9型玻璃纤维滤纸
,

上海红光造纸厂生产
。

标 本 所有标本 离 体 后 15 m in 内置入

液氮保存
, 2 周内测定

。

所有标本均经病理学

检查
。

方 法

1
.

R B A法 方法学主要参考文献〔 4~ 7j
。

①反应液的制备 :
标本剪碎后 加入 T E D G M。

缓 冲 液 ( T ir s
、

E D T A
、

D T T
、

甘 油
、

铝 酸

钠 )
,

以高速电动匀浆器间歇匀浆后用细胞尼

龙网过滤
,

滤 液 8 0 0 火 9 离心 10 m in
,

上清以

等 体 积 D C c 液 ( d e x t r a n一 c o a t e d c h a r c o a l ,

葡聚糖包被活性炭液 )吸附 30 m in 后
,

30 00 0 x

g 离心 40 m in
,

所 得上清为胞 浆 液
。

8 0 O x g

离心所得 沉 淀 以 sT M一 P M S F ( 蔗糖
、

T r is
、

M g CI
: 、

苯甲基磺酞氟 ) 缓冲液 洗涤 3 次
,

每

次 8 00 X s 离心 1 0 m i n ,

沉淀 以 T E D G M O 缓

冲液悬浮
,

即为胞核液
。

②胞 浆受 体 饱和分

析
:
胞 浆 液 分 别 与 0

.

5
、 1 、 2

、

5
、

8
、

1 2
、

2 0 x 2 0
一 ,

m o l /耳的
.

-H D H T 在 无 或 有 Zo x

1 0
一 `m o l / L D H T 存在下

,
o~ 4℃孵育 Zoh

,

孵

育结束后以两 层 9 9 9 9 型玻璃纤维滤纸
,

用多

头细胞收集仪抽滤
,

纸片液闪测量并计算出受
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体含量
。

③胞核受体饱和分析
:

胞核液分别与

0
.

5
、

1
、

2
、

3
、

5
、

7
、

1 5 X 1 0 一 g
m o l / L 的

“
H -

D H T 在无或有 2 5 x 1 0 一 “
m o l / L D H T 存在下

,

3 0 ℃水浴振荡温 育 30 m in 后
,

用胞浆的方法

处理
。

④单点试验 : 经饱和 分 析 测 得胞浆胞

核 A R 均 可 被 约 s x z o 一 ,
m o l / L 的

3
H一D H T

饱 和
,

故 单 点 试 验
3
H 一D H T 浓 度 取 s x

1 0
一 g

m o l / L
,

D H T 浓 度 用 5 x 1 0
一 `

m o l / L ,

其

余条件同饱和分析
。

⑥孵 育温 度 与时间的研

究
:

在 O℃及 30 ℃温度下
,

每个温度作 7 个不

同时 lb1 点的孵 育 ( o℃
: 1 5 m i n

、
3 0 m i n , 1

、

2
、

4
、

8
、

2 0 h ; 3 0℃ : 1 0
、

2 0
、

3 0
、

4 0
、

6 0
、

90
、

12 0 m in ) 以 测 定 温 度 和 时 间 条 件对

A R 与
’
H 一D H T 结 合 的 影响

。

⑥竞争结合研

究
:

胞浆胞核液与 5 x z o 一 ,
m o l / L `

H一D H T 在

无或 分 别 有 5 火 1 0
“ ,

m ol / L D H T
、

丙酸皋丸

素
、

甲基皋丸素
、

己烯雌酚 ( D E S )
、

孕酮及

可的松存在下孵育
,

以 测 得 的 非 标 记 D H T

竞争抑制
3
H 一 D H T 与 A R 结 合 的 抑 制 率为

10 0%
,

求出其余 各 非 标 记 街体激素的抑制

率
。

⑦方法的重复性试验
,

孵育方法同单点试

验
,

每组作 10 个平行管 见士 :
及变异系数 C v

。

⑧蛋白质含量测 定用 L o w yr 法
〔 . ’ 。

统计学处

理用秩和检验
。

2
.

A R G 法 经反复预实验
,

选用融裱法

放射自显影
。

方法主要参考文献〔9~ 1 2〕标本用

R B A 法 中所 用的前列腺肥大标本
。

①组织的

孵育
:

总结合 ( T B )组
, l m m 厚的组织片先在 30

℃通气条件下
, 1 99 培养液中孵育 30 m in

,

然后

在含 5 x 1 0
一 g

m o l / L 3
H 一D H T 的 1 9 9 液中孵育

30 m in
,

再另 取 1 99 液
,

加 牛 血 清 白 蛋白

3
.

5 5 / l o o m l
,

不通气 孵 育 2
.

5h
。

非特异性结

合 ( N S B ) 组
,

组 织 片在 30 ℃通气条件下含

5 x l o 一 6
m o l / L D H T 的 1 9 9液中孵育 3 0m i n

,

转至含 5 x 1 0
一 ,

m o l / L 的
’
H 一D H T 及 5 又 10 一 `

m o一/ L D H T 的 1 9 9 液中孵 育 3 om i n
,

以后的

处理同 T B 组
。

②冰冻切片及放射自显影的制

备
:
组织片孵育 后 进 行冰 冻 切 片

,

切片厚

1 0协m
,

融裱法制备放射自显影
,

4℃
,

干燥曝

光 3 d0
。

③显影
、

定影
、

染 色 及 阅片
:

D 一 19

显影液 18 ~ 20 ℃显影 5 m i n ; F一 5 定影液定影

z s m i n ,

流水 冲 洗 3 o m i n ; H E 染色 ; 高倍显

微镜下观察银粒在组织中的分布并计数单位面

积组织中的银粒数
。

结 果

R BA 法

胞浆胞核的 饱 和 浓 度 均 约为 s x 1 o ”

m ol / L ,

用 s ca ct h ar d 分 析 所得平衡解离常数

及最大结合容量 ( B ma
二

)分 别 为
:

胞 浆 o
.

88 x

1 0一 g
m o l / L , 2 2 9

.

4 又 1 0 一 ` s
m o l /m g ; 胞核 3

.

2 x

1 0
一 g

m o l / L
, 1 7 6

.

2 又 2 0
一 ’ s

m o l / m g
。

证 明 所测

得胞浆胞核 A R 是有高亲和力的低容量受体蛋

白质
。

温 度与时间研究的结果表明
,

在 O ℃孵育

下其特异性结合约在 h4 达到最大
,

且直至 2 h0

仍维持稳定
。

30 ℃孵育下
,

其特异性结合在开

始时上升很快
, 3 0 m in 即达到最大

,

以后很快

下降
,

至 1 2 0m i n ,

J毛乎下降至零
。

竟争结合研究的结果表明
: 6 种抑制剂的

竞争性抑制力依 次 为 D H T > 甲基翠丸素 > 丙

酸皋丸素 > 孕酮 > D E S > 可的松 ( 表 1 )
。

除

D H T 外
,

甲基皋丸素
、

丙酸擎丸素对
’
H 一D H T

与 A R结合也有较强的竞争性抑制作用
,

孕酮
、

D E s
、

可的松的竞争性抑制作用很弱或没有
。

表 1 各竞争抑制剂的抑制率

竞争剂 胞浆抑制率 ( % ) 胞核抑制率 ( % )

D H T

甲基皋丸素

丙酸攀丸素

孕酮

D E S

可的松

1 0 0
。

0

6 9
。

3

1 0 0
。

0

8 0
。

6

了1
。

7

g
。

1

0
。

0

0
。

0

重复 性 实 验 C V ,

胞浆
: 5

.

9%
,

胞核
:

6
.

3%
。

本实验共 取 得 40 例人前列腺组织标本
,

其中前列腺肥大 ( B P H ) 32 例
,

前列腺癌 ( P C )

5 例
,

正常前列腺组 织 ( N P ) 3 例
。

R B A 法

测得的结果及其统计学处理分别见表 2
,

表 3 。
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表 2 各类前列腺标本中A R 含量

A R 含量 ( fm 0 1/ m g)

标 本 例 数

—
胞 浆 胞 核

1
。

N P 3 1 3
。
2 士 9

。
3 1 6

。
3 士 5

。
2

( 6
。
6~ 2 3

。
8 ) ( 1 0

。
3~ 1 9

。
7 )

2
。

B P H 3 2 5 0
。

5 士 5 9
。
1/ 5 1

。
3 土 5 3

。

3

( 0~ 2 3 8
。
7 ) ( 0~ 1 7 6

。
2 )

3
。

P C 5 1 7 0
。
9 士 5 3

。
7 5 1 3

。
1 士 2 2 9

。
1

( 9 4
。
3~ 2 3 9

。

5 ) ( 1 7 4
。

6~ 7 2 4
。
2 )

表 3 根据表 2 资料作两两 比较秩和检验

对比组 T 值 P 值

胞浆 1与 2 通魂 > 0
.

1 0

胞浆 1与 3 6
·

( 0
。

0 5

胞浆 2与 3 1 6 5 < 0
.

0 2

胞核 1
一

与2 41 < 。 .

10

胞核 l 与 3 6 < 0
.

05

胞核 2与 3 1 74 < 0
.

01

AR G 实验

T B 组腺 区银粒分布明显多于基质区
,

整

个腺体布满银粒
,

腺上皮细胞的胞核区域银粒

更多
。

同一标本在孵育时同时加入
`

协 D H T 及

D H T 的 N SB 组
,

银粒 明 显 减 少
,

且散在分

布
,

无明显的腺体或细胞核集中分布
。

单位面

积银粒数见表 4
。

经统计学处理
,

腺区 的 T B

组 明 显 高于 N S B 组
,

腺 区有特异性受体结

合
,

而基质区则没有
。

可见 B P H 组 织中含有

一定量的 A R ,

且 A R 主 要分布在前列腺组织

的腺区尤其是腺上皮 细 胞 核 中
,

而不是基质

区
。

表 4 标本中的平均银粒数 (银粒数加 m Z )

T B N S B 结果判断

腺 区

基质区

6 35 1 2 1

2 3 9 1 0 9

A R (
+ )

A R ( 一 )

讨 论

R日A 法 测 定条件的选择 经过饱和性实

验
、

温度与时间研究
、

竞争性实验
,

表明本实

验的被测物质具有以下特点
:

可饱和性
、

低容

量
、

高特异性
、

有竞争性拮抗剂
,

在一定的温

度与时间条件下与配基结合稳定
,

有热不稳定

性
,

具备了鉴别受体所必需的条件
。

所测得参

数与文献报道 A R 测定的参数基本相符
,

证实

了该被测物质是雄激素受体
。

重复性实验的结

果证实了该实验有较好的重复性
。

匀桨洲址结 果 的 意 义 由表 2 结果可知
P C 患者 A R 水平有一定程度的增高

,

且其 A R

主要定位于细 胞核
,

此结 果 与 文 献报道一

致
〔 ` ’ 。

根据文献报道
` ” “ ’ ,

前列腺组织 中胞浆

A R 的含量与疾病的内分泌治疗无关
,

胞核 A R

含量才与前列腺疾病的发生及其内分泌治疗之

间有一定的关系
,

胞核 A R 含量越高者越适于

采用内分泌治疗
。

这一点正是我们测量不同类

型前列腺组织中 A R 含量 的 目 的所在
。

尽管

F C 标本来源少
,

但其 A R 含量与 B P H 及 N P

之间的差异有显著性意义 ( 表 3 )
。

本 文 测 得 的 5 例 P C 标 本 中
,

有 1 例

A R 含 量 较 低 ( 胞 浆 9 4
.

3 f m ol / m g ,

胞 核

1 7 4
.

6 f m ul / m g )
,

其值落在 B P H 的测量值范

围中
,

其余 4 例测量值均高于 B P H的最高测得

值
,

尤以胞核 A R含量增高明显 ( 胞浆胞核用配

对资料秩和检 验
, T = 18

,
P < 0

.

05 )
。

文 献

报道 P C患者有20 % ~ 30 % A R 含量不增高
【” 。

ARG 法对 前列腺组织的定位及意义 本

文 A R G 的结果证实了 B P H 组织中 的 A R 分

布是不均匀的
,

受体主要分布在腺体区域尤其

是腺上皮细胞的胞核中
,

基质区的受体含量很

低
。

这一结果与文献报 道 相 符 “ , , “ , 。

受体分

布在腺区而不是基质区提示腺细胞是雄激素作

用的靶细胞
。

本文 A R G 法】观察到腺上皮细胞

胞中 A R 相 对 集中
,

胞浆中则较少
。

但 R B A

法测得 B P H 时 胞浆 胞 核 A R 含 量差异不显

著
。

根据激素作用的
“
两步学说

”
机理

,

胞浆

中的激素受体是游离受体
,

而胞核中的则是结

合受体
。

R B A 法 测 量时
,

先将核浆分离再分

别测量
,

故测得核浆两组分均含有 A R
。

A R O

法经过配基的掺入过程
,

最终 也 没 把 核浆分
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。

D HT 在胞浆与 A R 结 合 后可以转移至胞
,

所以结果中可见
。

A R 主要定位于胞核
,

前

3 ] 9
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叫
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一
~

-
. 一一-

7
。

高永 良
,

等
。

人体子宫内膜雌孕激素叹体测

定方法探讨
。
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.
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2 0
.
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一

R H
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n -
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e h e n l
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开核

列腺组织中 A R 的核内定位分布与激素作用机

理的理论相符
。
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用一对错配引物进行的 P C R /酶 解法 检 测 卜地中海

贫血
一

28 ( A ` G ) 突变 ( 李洪义等 ) ( 4 :) 封 2

广用
·

R C R 法检测血清 H B V D N A 及其意义 ( 张春

兰 ) ( 4 ) : 2 5 5

广东汉族人基因组 D l : S 。
位点遗传 多态 性 ( 杨英浩

等 ) ( 4 ) : 2 8 5

中国人中发现的 6 种G 6P D 基因点突变 ( 杜传书等 )

( 4 ) : 2 0 1

垂体后叶素对小鼠心肌营养性血流量超
,

氧化物歧化酶

活性及丙二醛含量的影响 ( 吴 伟康等 ) ( 4 :) 封 3

青光眼视功能损害与血液流变学
,

眼血流图及其它诸

影响因素的相互关系研究 ( 葛 坚 ) ( 4)
: 3 00

动脉硬化性脑梗塞 ( 脑 血栓 形成 ) 遗传 学系 列研究

( 刘止卓霖 ) ( 4 ) : 3 0 9

直流电神经刺激器 ( 陈光哗 ) ( 4 )
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混合性中风 ( 黄如训 ) ( 4 ) : 32 0
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A N D R O G E N R E C E P T O R A S S A Y I N H U M A N

P R O S T A T E T I S S U E

H u X i a o k e G u i Z h i n i n g

( D eP a r t n ze n t o f L a b o r a t o r y N u e l e a r M e d i e i n e )

I n t h i s l a b o r a t o r y
,

t o d e t e r m i n e a n d r o g e n r e e e P t o r
,

t h e a u t h o r s e s t a b l i s he d R B A

( r a d i o l i g a n d b i n d i n g a s s a y o f er e e P t o r ) m e t h o d
.

T h e s t u d y d e m o sn t r a t e d t h a t i n t he P r o
-

s t a t e b o t h e y t o P l a s m i e a n d n u e l e a r a n d r o g e n r e e e P t o r ( A R ) e a n b e s a t u r a t ed b y 5 x 1 0
一 9

m o l / L d ih y d r o t e s t o s t e r o n e ( D H T )
,

t h e v a l u e o f B 二
。二

a n d K d a r e i 2 9
.

4 x i o 一 ’ 5
m o l / m g

a n d 0
.

8 8 x 1 0一 9
m o l / L i n e y t o P l a s m i e

,

1 7 6
.

2 x z 0
一 ` 5

m o l / m g a n d 3
.

2 x 1 0一 ’
m o l / L i n

n u e l e u s
.

B o t h t h e e y t o P l a s m i e a n d n u e l e a r A R e o n t e n t i n P r o s t a t i e e a n e e r a r e h i g he r t h a n

t h o s e i n n o r m a l P r o s t a t i e a n d b e n i g n P r o s t a t e h y P e r tr o P h y ( P < 0
.

0 5 )
.

I n a dd i t i o n t h e

a u t h o r s u s e t h a w 一m o u n t a u t o r a d i o g r a Ph y t o e o n f i r m t h e e Pi t h e l i a e e l l s o f t h e g l a n d u l a r

t i s s u e o f P r o s t a t e
,

w h i e h a r e t h e t a r g e t e e l l s o f A R
.

Ke y w o r d s a n d r o g e n r e e e P t o r ; P r o s t a t e : r a d i o l i g a n d b i n d i n g a s s a y ; a u t o ar d i o g r a Ph y

·

新成果
·

混 合 性 中 风

课题负贵 黄如训

( 附属第一医院神经科 )

由一院神经科黄如训教授等人完成的 《 混合性中风 》 成果
,

1 99 2年获国家教委科技进步奖三 等 奖
。

该成果

分别从临床
、

病理解剖和动物实验等方面
,

以可靠的临床影像学
、

尸解及动物实验资料
,

证实 了脑出血与脑梗

塞可同时或短时间内先后发生于同一患者
,

从而肯定了混合性中风的存在
。

研究突破了过去 国 内外把中风分为

出血性和缺血性两大类的框框
,

首先提出了混合性中风的概念
,

应单列独立诊断
,

分别其诊治的特殊性
,

具有一

定的创新性
,

较高的科学性
。

混合性中风的提出
,

对促进中风发病机理的研究
,

提高临床诊断水平
,

以及探索更

合理
、

更有效的中风防治措施具有重大的意义
。

( 陈 丽芳 )


