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家兔脑内苯二氮草受体的特性
、

分布及 G A BA 的调制作用

颜光美 胡本荣

(药理学 教研室 )

哺乳类动物脑内发现特异 的
、

高亲和力的

B z 受体是近年来神经科学领域中的一项重要

进展
〔” Z J。

迄今 的大量研究提示
,

B z 受体存在

种属差异
〔。 ’ ,

研究不同种属中 B Z 受体的特性
,

有助于阐明其生物学功能
。

本文应用放射配基

受体结合分析法研究家兔脑内B z 受体的特性
、

分布及与G A B A受体的关系
。

材料与方法

一
、

材料与试荆
、

仁
3
H } FN P (氟硝 基安

定 ) 购 自 N e w E n 吕l a n d N u c l e a r C o r p
·

( B o s t

On
,

M as s)
,

比放射活性为 7 3 iC m/ m ol
。

M su
-

c tm o l ,

bi c u e u l l i n e
为 S i g m a

产品
,

P ic r o t o 艾i n

为 B D H 产品 , 安定
、

硝基安定由湖北制药厂

提供
,

氯硝基安定由上海医工院合成 , G拙 A

( r一氨基丁酸 ) 系上海生化试剂厂出 品 , 微孔

玻璃纤维滤纸 49 型 由上海红光造纸厂生产
、

G F/ A
,

G F /B 型系 W h a tm a n 产品 , p P O
,

P O P oP 为进 口分装产品
。

二
、

组织制备 健康中国大耳 白兔犷 忿
,

5 月龄
。

颈动脉放血处死
,

立即取脑组织置于

0 一 4℃ T r i s一 H c l 缓冲液 (p H了
.

4 )中洗去血污
。

按 c ar i g le 法 ( 1 0 5 1 ) 〔
4 ’
解剖 出 前 叶 皮质

、

海

马
、

尾核
、

小脑
、

中脑
、

脑桥
、

延髓及脊髓
。

继后的操作均在冰浴中 进行
。

按 1 :
1。(w / v) 加

入冰冷的O
.

3 2M 蔗糖溶液
。

用 玻 璃匀浆器先

手动匀浆上
、

下三次
,

再电动匀浆 (约 5的 CrP m )

2分钟
。

匀浆液以1 0 00 g x l 。分钟离心
,

沉淀部

分加入适量 T lr 卜H cl 缓 冲液制成急掖
,

此系

代表P
:

组分 , 上清部分再以 3 00 0 0 9 x 20 分钟离

心二次
,

收集沉淀加入原容积 T lr s 一

cH l级冲液
,

手动匀浆 1 分钟
,

是为突触体膜制备 (P
:
膜 )

。

将 3 0 0 0 0 9 离心的上清液以 1 0 0 0 0 0 9 火 4 5分钟越

速离心 (M S E 一 7 5 )
,

沉淀加入适量缓冲液混悬

后代表微粒体膜制备 (P 3膜 )
。

未经离心的匀浆

液为全匀浆 (w h o l e h o m a g e r a t e s )
。

各组分悬

液按 LwO yr 法 ( 1
.

9 5 1 )
〔̀ l

测定蛋白质含量后
,

分装贮于
一
25 ℃冰箱备用

。

三
、

洗涤膜制备 取 P :
膜于室温下融解

,

以 30 。俄 g x Z o分钟离心
,

收集沉淀加入原容积

缓 冲液
,

手动匀浆 1 分钟
。

上 述 过 程 重复四

次
。

最后沉淀仍用原容积缓冲浓倪悬
。

四
、

放射配基结合实验 取1 0。尽 P Z

膜
,

加

入口H j 一 F N P S G川 佼终浓度为 1
.

3了n M
。

T ir -s

H d 缓冲液调管终容积为 5沉口
。

反应管在肠 ℃

孵育15 分钟后
,

移 至 。℃再孵育 知分钟
。

加入

5 m l 冰冷的缓冲液终止反应
,

立 即滴加至微

孔玻璃纤维滤纸上 负 压 抽滤
,

并用 5 m l冰冷

缓冲液洗涤二次以除去未结合的少H ] NF
P 。

滤

纸在加 ℃下烘烤 20 分钟
,

转移至 ZOm l 液 闪瓶

内
,

加入含 P P O POP O P 二甲苯的液闪剂 5m l
。

暗适应至少 8 小时以减少化学发光
。 L K B双道

自动液闪仪测定计数率
,

效率约 50 %
。

加入 1。

林M 安定后的结合为非特异结合
。

特异性结合 = 总结合一非特异性结合
。

结 果

一
、

家兔前叶皮质 B Z 受体的特性

上述方法制备的几膜
,

其含量与仁
,
H〕E N p -

受体复合物生成量呈良好的线性 关 系 ( 图1 )
。

检测〔
名
H二F N P一受体复合物与所用的微孔玻璃

纤维滤纸有关
,
G到 B 型明显优于 49 型及 G F / A

型 (图 2 )
。

B z 受体结合能力与孵育温度的关系如图 3
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尸H」F N P 结合量与膜含量的关系
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图 3 不同温度对口H〕F N P 结合量的影响
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以显显显4 9 G F / A G F / B

图 2 不同微孔滤纸计数效率的比较

所示
,

50 ℃加热处理结合活性仍可保持 74 %左

右
,

提示B z 受体具有耐热性
。

B Z 受体与配基

的结合和 p H 有关
,

硷性条件下结合显著减少
,

图 4 p H 变化与〔
.
H〕F N P 结合量的关系

酸性环境对结合无明显影响 ( 图 4 )
。

二
、

家兔 B z 受体的脑区分布与亚细地分布

结果如表 1 , B z 受体密度最高为海 马及

前叶皮质
,

中脑次之
,

丘脑
、

脑桥
、

小脑
、

尾

核较少
,

延髓
、

脊髓含量最低
。

表 1 家 兔 B z 受 体 的 脑 区 分 布

, 区
一

贾

湍着器质
一

…
脑 区 1

岛搞
蛋鲁面

“

俩
-一

-

一
咭石汤至而万奋一

一 -
一
{
一一一丽

一

畴
- - - -

一 ì二丽王而二石
.

一一
’

少 砰
` 3 2

·
3 2土 2

·

8 9
} 史

`

胭 “ 7 6
·

6 2土 l
·

08

界 竺
1 2 9

·
2 2士 1 0

·
5 0 … 平 竺

“ 7
·
4 , 士 7

·
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·
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B z 受体主要为膜受体
,

突触体
、

微粒体膜

上分布丰富
,

结果见表 2
。

表 2 家兔前叶皮质 B z 受体的

亚细胞分布

细胞组分
结 合 量

f m。】加 g 蛋自质

全匀浆 2 38
.

1 7 士 1 8
.

1 6

P一膜 1 6
.

5 6 士 3
.

1 2

P’ 膜 6 3 2
.

47 士 1 0
·
1了

P, 膜 1 3 9
。
9 1土 7 7

·

6 9

三
、

家兔前叶皮质 B Z 受体的特异性

采用 1 5种神经介质或作用于中枢神经系统

的药物
,

它们分别是各类受体的激动剂或拮抗

剂
,

与 〔
3
H 〕NF

P 进行竞争性抑制 结 合反应
。

上述药物在 1。一

似 高浓度时对 〔“ 」H少 N P 结合

均无明显置换作用
。

三种苯二氮草 衍生 物 在

1 0
“ 肠

M 或 1 -0 .M 时能抑 制 〔
“
H〕 F N P 结 合的

弓0~ 9 8% ( 表 3 )
。

四
、

G AB A 受体激动剂
、

拮抗剂 对 B z 受

体的调制作用

取前叶皮质及小脑洗 涤膜 I c。口 分别 与

G A B A 受体激 动 剂 m us ic m l
,

G A B A 及 拮抗

剂 b i e u e u l l i n e ,

p i e r o t o x i n 在 含 有 Z o o m M

N ac l 的T ir s一
拘椽酸缓 冲 液 中 预孵 育 5 分铃

后
,

加入〔3 H〕F N P
。

观察〔” H」F N P一受体复合

物生成量 的变化
。

结 果 如表 4所 示
。

G A B A
,

m us ic m ol 能使前叶皮质及小脑中〔
“
H ] F N P 给

合量增加
,

这种促进作用可 被 ib c
cu lu il ne 所

取消
。

b i c u c u l l i n e
及 P j c r o t o x i D 可降低〔3 H〕

F N P 的基础结合
。

用小脑洗涤膜观察 G A B A

提高
〔 3 H

〕
F N P 结 合的量效关系

,

最高可增加

3 5% ( 图 5 )
。

,卜万

幼l5
(次甲笼父.司阅

表 3 多种受体激动剂
、

拮抗剂

对 口 H〕 F N P 结合的影响

药 物 浓度 (卜 M ) C PM 抑制%

2 7 42士 2 0 0

2 13 5土 2 0 0

2 0 21土 2 3

1 7 37士 71

22 1 7士 65

2 68 1士 2 8

2 4 8 4士 1 8

2 9 0 2士 8 0

2 67 9士 3

2 73 7士 7 9

2 2 8 2土 3 6

2 4 72土 67

2 3 99土 8 1

1 5 5 3土 5 5

2 5 2 9士 84

9 2土 1 5

2 90士 1 6

5 4

3 1 63士 1 3

名2
。
1

2 6
。

3

3 6
。

6

19
。

1

2
一
2

9
。
3

5
。

8

2
。
3

0

8 7 6 5 4

一
助 gO[ A B A〕 M

1 6
。
7

9
。
8

1 2
一
5

4 4
。

1

7
一
8

9 6

9 0

9 8

+ 1 4

图 5 G A B A 对家兔小脑皮质 P :

膜〔. H〕 F N P

结合的影响
。

讨 论

B Z 受体主要分布于中枢神经 系 统
,

外周

组织亦有分布
,

但似乎与苯二氮罩类药物的作

用无关 (w
a n s

, e t a l 1 9 8 4 )
t “ ’ 。

多年来研究 B Z

受体多采用大白鼠
、

小鼠
、

豚鼠及小牛等脑组

织
,

利用家兔脑组织的研究未见详细报道
。

本

文以家兔脑组织为材料
,

有利于阐明不同动物
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表 4 G A B A 受体激动剂
、

拮抗剂对 〔a H〕F N P 结合的影响

结 合 量 ( C PM )

前 叶 皮 质 小 脑

对 照

G A BA ( 1 00 卜M

M u s c im of ( 2 0 协 M )

B l e u e u l l i n e ( 5 0 p M )

C A B A ( 5 0 u M ) + B e u e u l l i n c ( 5 0 协 M )

P ic r o t o x i n ( 1 0 0 协 M )

1 0 3 1 4 士 1 5 8

1 1 7 3 6 士 3 9 .

1 15 3 0 士 1 2
咨

8 6 6 4 士 8 1 .

9 9 6 7 士 9 6 .

g弓7 0 士 6 9 4

1 6 1 3 士 4 0

1 8 6 2士 4 8 .

1 7 2 9 士 4 6
.

1 3 0 2 士 2 9 .

1 6 9 2 士 6 0

l污6 9 士 1 7 2

. 尸< 0
.

叮 ( n = 6)

种属间 B Z 受体的特性
。

B z 受体膜的制备采用 P :
膜 制备法

,

方

法简便
。 `

它是完整 触突触体膜
,

用于研究突触

体的受体更为接近生理条件
。

经离子型或非离

子型去垢剂济脱提取 的受体与天然膜中的受体

是有差异的
,

其功能未必能够充分说明离子通

透性 的调节机制 (K a r l i n
,

1 9 7 9 )
〔 7 ’ 。

从本文实

验用 P Z

膜制备的结果看
,

膜蛋白含量与仁
“ H」

F N P一受体复合物生成量具有良好 的线 性 关

系
,

非特异结合在 3 % 以下 ( 图 1 )
,

说明P Z

膜

制备用来进行 B z 受体的研究是 可取 的
。

B z

受休 的结合活性对酸性环境的耐受 比 硷性 环

境好
,

并且对加热稳定
,

提示 B z 受体可能是

神经细胞麟
_

L的一种耐热的酸性蛋白 ( 图 3
、

图 4
、

表 二 )
。

家兔脑内 B z 受 体具 有很高的特异性
。

多种神经介质及某些己知的特异性受体激动剂

或拮 抗 剂
,

尽 管 其 浓 度 高 达 1 0 “ `
M

,

但对
1

.

3 7 又 10
一 “
口H 三一 NF

P 结合仍无明 显 置 换 作

用
。

重要的是
,

甘氨酸
、

G A B A 在高浓度时对
〔书〕一 F N P 结合亦无明显置换作用

,

说 明 B z

受体与甘氨酸受体和 G A B A 受 休是不同的
。

B z 受体在家兔脑内呈不均匀分布 (表 1 )
。

这种不均匀分布因动物种属不同而有某些差异

但前叶皮质及海马中的分布都是最为密

集的
。

某些皮层下结构
,

如中脑
、

丘脑
、

尾核

等亦有中等密度的分布
,

延髓及脊髓中密度最

低
,

家兔小脑皮质中观察到的 B Z 受体密度较
`

低而大 鼠小脑中 B Z 受体
一

含员几与大脑皮质

相等
r , ’ 。

这种差异的生物学意义仍需进一步研

究
。

前叶皮质及边缘 系统中的 B z 受 体 可 能

介导苯二氮草类药物的抗 焦 虑 作用
,

小脑中

B z 受 体 与苯二氮罩类所致运动失调有关
。

有

较多的证据说明海马
、

杏仁核的 B z 受体参与

抗惊作用
。

下丘脑 的 B z 受 体 兴奋可刺激食

欲
,

苯二氮罩类药物的肌松作用可能是作用于

网状结构内 B z 受体的结果
一

g ” 。 〕 。

哺乳类动物脑内微电泳给予苯二氮草类药

物能增强 G A B A 的电生理反应 ( T al l o a n ,

et

al 1 9 8 0)
〔 ’ ` 。 B z 受体与 G A B A 受体在功能上

的直接联系
,

应用放射受体分析法可以在分子

水平上得到证明
。

本研究使用高浓度 的 G A B A

未能明显抑制 口H 三F N P 的特异结合 (表 3 )
,

说明 G A B A 受体与 B z 受体分子实体不 同
。

G A B A 及 m su ic m OI 均是强力 的 G A B A 受体

激动剂
,

它们对家兔前叶皮质及小脑 B z 受体

的结合具有促进作用
,

并存在明显 的量 效关

系
,

最高可增加 3 2% ( 表 4
、

图 5 )
。

G A B A

受体专一的拮抗 剂 b i e u e u l l i n e
或 P i e r o t o对 n

可取消上述增强作用
,

进一步说明 G A B A 受

体与 B z 受体在功能上是密切联系的
。

有不少

构思认为
, B z 受体

、

G A B A 受沐与氯离子通

道在细胞膜上组成三联体式复合 物 ” ” ” 。

但

复合物相互作用的机制尚有待于三联体式复合

物的分离与纯化
。

嘴

;

( 本文承生化教研室提供离心制备条 件
,

同位素

室大力协助 液闪测量
,

在此滩致 谢沈
。

)
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