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溶性苯二氮罩受体的制备与分析
`

林 军 胡本荣

(药理学教研室 )

提 要 采用新型去垢剂 CH A P S制备兔大脑前叶皮质溶性苯二氮罩受体
。

溶膜受体放射配基结合

分析
,

见苯二氮草受体具有可饱和性
,

与口H〕F N P结合的亲和力 K D :
为 0

.

3 1 n m l/ L
,

K D
Z
为 6

.

7n m ol / oL

光亲和标记结合 S D S电泳测得亚基分子量为 5 5 0 0仍 凝胶过滤层析测得受体分子 录为 6 3 2 0。。 。

关盆词 苯二氮草受体 溶脱 去垢剂 分子量

苯二氮草化合物具有高效 的 镇 静
、

抗 焦

虑
,

抗惊厥和肌肉松驰作用
,

中枢神经系统内

特异性的苯二氮草受体 ( B z 一R ) 介导本 类 药

物的中枢效应
t ”

。

对 B z 一 R 的研究不但可指导

新药的合成和筛选
,

也促进对焦虑等精神神经

机制的探索
。

为了阐明 B z
一

R 的本质及其分子

机制
,

制备和分析纯度较高的溶性 B z 一 R 是必

要的
。

本文采用新型去垢剂 C H A P s 溶脱兔大

脑前叶皮 质 B各 R
,

并用放射配基受体结合分

析
、

光亲和结合 S D S 电泳
、

凝胶过滤层析等方

法分析鉴定受体特性
。

实 验 材 朴

〔
’
H」f l u n i t r a z e P a m ( 〔

3
H 〕F N P ) 是 N e w

E n s l a n d c o r p 产品
,

比放射强度 2 7 0 1 G B q /

m ln o l
。

聚二 乙醇 6
,
0 0 0为 N IP P o n 0 11 & fa t C O

产品
。

G到 B 滤纸产自 w h at m a n
。

去垢剂 3 -

〔( 3一 e h o l a m i d o p r O P y l )
一
d i m e t h y l a m m o n i O〕 1-

p r o钾 n se u l f o n a t e ( C H A p S )购自S i g m a
。

液闪剂

PP o 为 se vr a 产品
, P o p o lP 为进口分装试剂

。

丙烯酞胺 ( A cr )
、

.N N’ 一
甲叉双丙 烯 酞 胺 ( B i s)

为国产重结晶试剂
。

S eP ha de x G 20 。 乃进 口分

装试剂
。

其余试剂均为进口或国产 分 析 纯 试

剂
。

3 次后电动匀浆 4 , o o o r p m 义 2 m i n
。

匀浆离心

1 , 0 0 09 火 z om i n ,

取上清部分离 心 3 4 , 0 0 0g x

3 o m i n ,

沉淀以含 0
.

0 5 % T r i t o n X 一 1 0 0 0的 T r i s -

c i t r a t e
洗出

,

制成匀浆再离心 3 4
,

0 0 09 x 3 0m i n
,

随后用原体积的 T ir s一 ic t ar et 洗涤离心 3 次
。

收

集沉淀部分加入适量的C H A P S溶液
, 4 ℃静置

3 om i n 后离心 1 0 0 , 0 0 o g x 6 o m i n
。

离心完毕
,

上

清部分代表溶膜
,

分 装 后 置 于 一 20 ℃备用 4

周
,

蛋白质定量按 F o l i n 酚法
〔2 , 。

C H A P S 溶脱作用的量效关系见图 1
。

以下

实验采用 1 % C H A SP 制备溶膜
。

所有结合试验

采用 3 管测定
,

重复 2 次
。

八l日急口二甘弓丑月.。习它̀

(1日、.
、

。ù减任“pè公Ulp̀工q̀丢ō戈
.

曰

台
一 了 2 3

, C o n e e n t r合 t加 n o f C r玉A邓 ( 乡奋,

方 法 和 结 果

一
、

溶膜制备 兔 4只
,

古
, 5 月龄

。

颈

动脉放血处死后立即剖出大脑前叶皮质
。

用冰

冷的 T r i S一 c i t r a t e ( p H 7
.

4 ) 洗去血污
,

按 1 , 1 0

( w v/ ) 加入 0
.

32 m OI / L 蔗糖溶液
,

手动匀浆

图 i 不同浓度 C H A P S 对兔前叶皮质苯二氮革

受体及总蛋白的溶脱作用

二
、

溶膜 BZ 一 R 放射配基结合分析 一定

量溶膜
,

加入 5 0件 l [
3

H ] F N p
,

非特异性结合管

加入安定 1 0 0件m 0 1/ L
。

最后 用T r i s一 c i t r a t e 调终

体积为 50 。口
。

反应达到平衡后
,

加入 20 0户的

*
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. 2 0

人体血浆丙种球蛋白溶 液 ( l om盯m )l 和 5 0鲍 l

的 30 %聚二 乙醇 6
,

00 0溶液
,

充分混匀后滴加于

G F / B滤纸上负压抽滤
。

并用 8
.

5% 的聚二 乙醇

6 ,

00 0溶液 l o m l冲洗 2 次
。

滤纸 烘干后加入 s m l

含PP o
, P O P OP 和二甲苯的液闪液

。

暗适应 8

小时以减少化学发光
。

L K B双道自动液闪仪测

量其放射 性 ( d p m )
。

仁
’
H〕F N P 受体复合体生 成 量以 p H 7

.

4最

多
。

4℃下复合体生成量在孵 育 时 间 60 ~ 1 50

m in 间十分 稳定
。

以下实 验 按此条件进 行
。

溶膜蛋白质含量与〔
’
H 〕F N P受体复合体呈 良好

的正相关关系 ( r = 1 6 8 + 2 3X
, r = 0

.

9 9 9 ,
P <

0
。

0 1 )
。

〔
’
H 〕F N P 浓度自 0

.

1 2 5至 3 0
.

i i n m O I / L 进

行饱和结合分析
,

见其结合具有可饱和性
,

同

一资料作cS at c
ha dr 分析

,

曲线下凹状
,

拟合得

方程 Y = 一 0
.

0 8 7 4 一 0
.

1 5 5 In X ( r = 0
.

8 7 4 )
。

参考渐近线法
〔 3 ’
求得两组参数

。

若进行H ill 分

析
,

可得 H i l l系数 0
.

7 7 ( Y = 0
.

4 5 +
,

0
.

7 7X
, r =

0
.

9 9 )
。

用 50倍体积的 T r i` c l t r a t e (含 i % CH A p S ) 透

析 9 次
。

取 1 0 0林1加入含 PP o
、

p o p o p
、

乙二

醇乙醚
、

蔡
、

二氧六环的液闪液 sm l 测得其不

可逆结合为 41
, 6 6 OdP m /m g

。

DS S 聚丙烯酞胺凝

胶电泳
〔` ’
后

,

按样品纵切凝胶
,

再顺序横切成

l m m的小块
,

各用 3 0%的 H
Zo :

超声震荡 6 0 m i n

x Z ,

加入液闪液
,

测定其放射性
。

迁移率 ( R )

按下式计算
:

样品平均迁移距离 x 染色前凝胶

长度 / 染料平均迁移距离 x 染色后凝胶长度
。

分子量的对数对迁移率回归得标准曲线
。

电泳出现一个〔
3
H 」F N P 放射结合峰

,

根据

其位置
,

依标准曲线 求 得分子 量 为
、

55
,
0 0 0

。

汤0 6 0

M bQ i l i ty ( 口. 1 )

ō.。1ux巴吧

.m0 以
) o] 阁

s衅
玉f i亡 ( 弓 ,

图 3 光亲和标记结合 S D S 聚丙烯酞胺凝胶电泳

测定兔前叶皮质苯二氮草 受体 分 子 量
。

( A ) 〔 3H 」F N P 不 可逆结合电泳放射峰 ;

( B ) 受体分子量测定
。

1
.

牛血 清 白蛋 白

2
.

卵清蛋 白 3
.

糜蛋 白 酶 原 4
.

细胞

色素 C 5
.

苯二氮草受体

四
、

凝胶过谁 层 析 测 t B Z一 R 分 子 t

S e Ph a d e X G 2 0 0柱内径 i
.

7c m
,

长 7 0c m
。

层析

缓冲 液
: o

.

i m o l / L K c l
,

z % c H PS
,
s o m m O I/

L T r i轼 i t r a t e ,
p H 7

.

4
。

取标准蛋白各 s m g 混

溶于 Zm l 缓冲液后上样
。

层析温度 4 ℃ ,

流速

1 6m l/ h
,

收集 4m l/ 管
。

32 3 紫 外 分光光度计

2 80 n m处测定各管光密度
。

洗脱体积 ( V “ ) 对

分子量对数 ( log M ) 回归得标准 曲 线
。

样 品

处理
:

取 20 m l溶膜
,

加入固体硫酸钱
,

至饱和

状态后离心
,

取出凝块
,

加入 2m l 缓冲液重新

溶解后上样
。

层析条件同标准蛋白
。

层析完毕

后每管取 45 。醉作结管实验
,

测定B z 一R 结合活

性
。

溶膜 S e p h a d e x G Z o o 层 析 后 出现 2 个放

射峰
,

根据放射峰位置
,

按其洗脱体积通过标

准曲线可求得分子量分别为 63 2
,

00 。和 58
,
0 0。

。

食
.

丹U

八u招谷ód

一了一

口,ù八叮óé
叨多言2
ód叼弓u名公

仁
, 卜I」r N户 ( n n o l声 ) B皿

nd ( p m o l了m ` 以 o t e ln 》

图 2 ( A ) 〔3 H 〕F N P 与 兔 前叶皮质溶性受体的

结合 ; ( B ) 〔S H 」F N P 结 合 的 S e a t e h a r d

分析
。

K D I 二 0
。

3 1 n m o l / L
, B m a x l 二 0

。
1 5

P m o l / m g P r o t e i n ; K D : 二 6
.

7n m o l / L
,

B m a x Z = 0
.

5艺P m o l /m g P r o t e , n

苯二氮草化合物可抑制〔
3
H〕F N P与受体结

合
,

硝基安定
,

安定
、

氟安定和三哇安定抑制

其 结 合 的 I C 5 o 分 别 为 3
.

3
、

9
.

7
、

4 2
.

3
、

2 0
.

4 n m o l / L
。

三
、

溶膜 BZ 一 R 光亲和标记结合 50 5 电泳

测定分子 l 一定量溶膜
,

〔aH 」F N P 终 浓 度

6 0
.

4 n m o l / L
。

4 ℃暗室孵 育 9 0m i n , 2 5 3
.

7n m

紫外灭菌灯照射 10 m in
。

于 透析袋 ( 5 0 0 0) 中
,



经凝胶过滤层析后
,

受体结合活性可提高
。

巩

膜 对 照 的 结 合量为 1 4
,

1 4 d7 p m /m g ,

溶膜为

1 8 , 4 1 8 d p m /m g ,

层析后最高可达 1 1 4 , 4 4 4d Pm

/m g
。

I C 5 0 ,

均 与 P
:

实验 结 果相 似
〔 , ; ,

可见溶性
`

B z 一 R仍具有其基本药理学特性
。

S c a t Ch a r d 曲

线下凹状
,

提示存在不同构象或亚型
,

但 S D s

聚丙烯凝胶电泳仅出现一个放射峰
,

故此认为

存在两种构象变化
。

光亲和标记结合 S D S 电泳测 得 者 应 为

B z 一 R 亚基分子量
。

凝胶层析测得应为受体复

合体分子量
,

由于 G A B A受体
、

氯通道与B z 一R

在结构上有密切联系
,

故 6 3 2 ,

00 0分子量中有可

能包括部分或全部的 G A B A受体及氯通道
。

八艺
`
.

:
曰é n

仍的州00

V e ( t u b已s ) V e ( t u b c s )

, 带 文 献

图 4 S e p h a d e x G Zo o层析
。 ( A ) 标准蛋白 层

析图
。

标准曲线
: V e二 4 0 8一 6 05 1s M

, r =

0
.

9 9 ( P < 0
.

0 1 )
。

2
.

过氧化氢 酶 2
.

牛

血清白蛋白 3
.

卵清蛋白 4
.

核搪 核酸酶

( B 》 兔前叶皮质溶膜层析后与 s[ H〕F N P结

合的放射图

讨 论

国外文献报道制备溶性 B z 一 R 的动物来源

一般为大鼠或牛的脑皮质
。

本文采用兔前叶皮

质为材料
,

证 明也富 含 B养R
,

可利于不同种

属动物之间的比较
。

用。
.

0 5% rT 五ot
n x

一

1 00 处

理 P Z
膜并反复洗涤离心

,

据报道可有效地除去

内源性 G A B A等物质“ ’ ,

这些物质的存在
,

可

严重干扰受体结合反应及其分析
。

去垢剂 C H A P s 电中性
,

28 0n M 处无明显

吸收
,

不干扰 F Ol in 酚显色反应 “ ’ ;
故本文用

其最佳浓度 1%进行溶脱
,

实验表明可获 得 大

量高活性的 B z 一 R 。

所用的溶膜 B z 一R 放射配基

分析法
,

实验见溶膜蛋白质含量与〔
’
H 〕F N P受

体复合体生成量呈良好的正相关
,

且基本通过

原点
,

非特异性结合低于 10 %
,

并且复合体在

孵育时间 60 ~ 1 50 m in 内稳定
,

说明此法是可

靠的
。

溶膜 B z 一 R与〔’
H〕F N P 结合为可饱和

,

s aC ct ab dr 分析及苯二氮草化合物抑制 结 合的

[ 1〕 S q u i r e s R F B r a e s t r uP C
.

B e m z o d i a z印
J n e

r e e e P t o r in r a t b r a in
.

N a t u r e 1 97 7 , 2 6 6 :

7 3 2
。

〔 2〕 L o w r y
, e t a l

.

P or t e i n m e a s u r e m e n t w i t h

F o l i n Ph e n o l r e a g e n t
.

J B宜0 1 C h em 1 9 5 1 ,

1 9 3 : 2 6 5
。

〔 3〕 R o s e n t h a l H E
.

A g r a Ph ie m e t h o d f o r t h e

d e t e r m in a t i o n a n d P r e s en t a t fo n o全 b idn i n g

P a r a m e t e r s i n a e o m Pl xe . sy t e DZ
.

A an l

B io e h e m 19 67 , 20
:
5 2 5

。

[ 4〕 P a y n e JM
.

曰 e c t r OP h o r es js o f P or t e i n s o n

S.do沥
d o d e c yl s u l p ha t e p o l y a c yr l a m i d e

s e l s
.

玩 : Sm i t h l
,

de
.

C址O m o t o邵叨址 c a dn
e l e e t r o P加 r e s i s t e e bD iq u se

.

V o l 压 2劝n e

E l ce t or P加 r留 15
`

4 th e d
.

乙叨d o n . H . 加 .口 a n

1 9 76
: 3 2 1一 4 6

。

[ 5〕 F is h e r T E
,

e t a l
.

A e o m P a r is on
o f m o t h

·

o d s f o r r e m o v a l o f e
dn

o g e n o us G A B A

f r o m b r a i n m e m b r a n e P r e P a r ed f o r b i n d in s

a s s a y s
.

N e
ur

o e h恤 R e s 1 98 6 , 1 1 : 1
.

[ 6〕 H j e l m e l a n d L M
.

A on dn
e an t业 i n g z w jt t e ·

r i o n i e d e t e r g e n t f o r m e nz 七公a n e b i o e h e m招
-

t r y , D se i g n a n d S y n t h se i s
.

P r o e N a t l

A e a d S e i U S A 1 9 8 C , 7 7
:

6 36 8
。

〔 7〕 颜光美 胡本荣
.

苯二氮草衍生物的抗惊 厥

活性与前叶皮质受体亲和力的关系
,

中国 药

理学报 19 86 : 7
, 3 89

·
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2乞

C h a r a e t e r i z a t i o n o f S o lu b l e B e n z o d i a z e P i n e

Re
e e Pt or 忿

L i n J u n H u B e n r o n g

( D e P a r t m e n t o f Ph
a r m a e o 1Og y )

A b s t r a C t

T h e b e n z o d i a z eP i n e r e e e P t o r s i n f r o n t a l l o b e s o f e e r e b r a l e o r t e x o f r a bb it s w e r e s o l u
-

b i l i z e d w i t h t he d ct e r ge n t 3 一 ( 3 e h o l a tn i d o P r o p y l ) 一d im e t h y l a m m o n i o p r o P a n “ S l f o n a t e

( C H A PS )
.

“
H f l u n i t r a z e P a m b i n d i n g t o s o l u b l e r e c e P t o r s w a s s a t u r a b le a nd s ho w 时 n o n l i n

-

ea r S e a t e h a r d p l o t w i t h K D
:

0
.

3 1 n m o l / L a n d K D
:

6
.

7 n m o l / L
·

T h e m o l ec u l a r W e i s h t

o f t h e s o l u b l e b e n z o d i a z e P i n e r e e e p t o r s d e t e r m i n e d b y S D S 一P A G E a f t比 Ph o t o a ff i n i t y

l a b e l l i n s w a s 5 5 0 0 0
,

b y c h r o m a t o g r a P h y O n S e Ph a d e x G 2 0 0 w a s 6 2 3 0 0 0
·

K e y w o r d s B e n z o d i a z e i P n e r e e e P t o r s S o l u b il i z a t i o n C H B P S M o l o c u l a r w e ihg t

州卜
.

今叫卜
.

冷
.

今
刁

A st u d y o n

X i e

t h e S er u m B i o e h e幻以i s t r y i n C a r r ie r D e et c t i o n

o f D u hC en n e M u s e u l a r D ys t r OP y

B i n g L i u C h a o l i n L i a n g X i u l i n g P a n Y a n g ba n g

( D e P a r t m e n t o f N e u r o l o s y )

A b s tr a C t

T h e s e r u m l e v e l s o f e r e a t i n e k i n a s e , e r e a t i n e k i n a s e i s o e n z y m
e ( M B )

,

l a e t a t e d e h y d r o
-

g e n a s e ,

P y r u v a t e k i n a s e a n d m y o g l o b i n w e r e s t u d i e d i n 8 5 ca r r i e r s o f D u e h e n n e m u s e u la r

d y s t r O P h y a n d 2 2 5 n o r m a l f e m a l e c o n t r o l s
.

T h e r e s u l t s sh o w t ha t t h e b e s t s i n g l e t es t f o r

e a r r i e r d e t e e t i o n 15 m y og 1O b i n o r e r e a t i n e k i n a s e ,

t h e e o m b i n a t i o n O f m u l t i P l e t e s t s e o u ld

i n e r e a s e t o e e f f e e t iv e n e s s o f e a r r i e r d e t e e t i o n
,

i n w h ie h t h e b e s t a n d m o s t r a t i o n a l t e s t s

t o u s e i n e o m b i n a t i o n a r e e r e a t i n e k i n a s e
,

l a e t a t e d eh y d r o g e n a s e a n d m y o g l o b i n
.

k e y w o r d s D uc h e n n e m us e以 a r dy s t r o p il y C a r r i o e r d e t e c ri o n C r e a t i n e k i an s e C r e a t in e

k还 a s e is o e n z y m e (M B ) L a e t a t e d e h y d r o s e n a s e P y r u v a t e k i n a s e
M y o云l o b i n


