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苯二氮卓受体的提纯及受体亚基单克隆抗体的制备
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提 共 用本实验室建立的亲 和层析系统成功地从猪脑分离纯化了苯二氮卓受体 (B Z一 R )
。

结合试验显

示
,

纯化的 B z
一
R 和专一配墓最大的结合容 t 为 1 9 70 fm ol /m g 蛋白

,

解离常数 K d 值为 5
.

71 n m ol / L
,

圆盘电泳

和等电聚焦电泳均显示 出单一 区带
。

纯化受体经 sD S一聚丙烯阶胺不连续电泳
,

可分离出分子量分别为 59 k u
、

5 6k u 、

51 k u 、

48 k u 和 3 8 k u

的 5 条区带
.

用这些区带蛋白免疫动物
,

得到了 3 种单克隆抗体
,

酶联免疫检测显示
,

它们和纯化受体结合的最大滴度分别为 1
:

30 000
,

l
:

22 0 00
,

l
:

22 0 00
。

免疫印迹显示
, 3 种单克隆抗体分别

和 5 9 k u 、
5 6 k u 、

51 k u

的亚基结合
,

显示出单一清晰的反应带
。

以上结果说明
,

我室建立的 Bz 一 R 亲和层析系统是

一个稳定
、

盆复性好的受体纯化系统
.

纯化的 B Z一 R 对专一配基有很高的亲和力并达到较高的纯度
.

纯化的

B Z 一 R最少由 4 个亚基组成
.

制备的 3 种单克隆抗体有一定效价及很高的特异性
。

主皿词 笨二氮卓类
; 受体

,

药物 /分离和提纯
;
抗体

,

单克隆
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·

1 1

苯二氮卓类 ( b e n z o
d i a z e p in e s B Z

s )药物 5 0 年代

已应用于临床l[J
,

至今仍然广泛使用
。

由于 B Z
s
及其

同系物与受体的特异性作用不尽一致
,

其作用机制

至今仍未完全阐明
。

已发现 B Z一 R 在不同脑 区的分

布和生理功能略有不同2[]
,

据认为 B Z 一 R 至少由 4

种亚基蛋白组成
,

其分子量分别为 51
、

53
、

55
、

59 ku
,

近 年 来 发 现
a 、

p
、
下 亚 基 表 现 有 多 种 同型 物

( i s o fo r m )
,

如
a l

、 a Z
、 a s 等

, a 一主要出现在小脑的 B Z

一 R
, 。 2

、 a 3 主要在大脑皮质
,

海 马 区的 B Z 一 R 受

体
,

它们的生理功能比以往所了解的要复杂得多
,

有

必要进一步探索
。

我国 目前对上述的研究很少
。

我校

受体实验室继续使用颜光美在 1 9 8 8 年合成的 B Z一

R 亲和配体
,

以及解亲和剂
,

成功的分离纯化得 B Z

一 R 蛋白的基础上
,

进一步分离受体亚基
,

制备它们

的单克隆抗体
,

以便在受体水平上揭示 B z 类药物

的作用机制
。

1 材料与方法

1
.

1 B Z 一受体蛋白的分离纯化及鉴定

1
.

1
.

1 受体分离纯化 家猪经颈动脉放血处死后
,

立即取出全脑
,

在 4 ℃ 除去软脑膜及血管
,

取前叶皮

质
,

用电动匀浆制成悬液
。

悬液经 1 Oo go X l o m in 离

心
,

上清液再以 5 7 0 0 0 9 义 Zo m i n
离心收集沉淀

,

加

入等容积含 0
.

0 5 % T R it o n X一
0 0 的 T r is 一 H C I 缓

冲液
,

玻璃匀浆器手动匀浆 l m in
,

再次以 1 00 0 0 09

x 6 oim n 超速离心
,

将上清液加入经偶联平衡好的

亲和层析柱 3[]
.

上柱完毕
,

用不同盐浓度的缓冲液洗

涤 3 次
,

直至 洗涤液 的蛋白含量为零时
,

取出亲和

胶
,

加入含有 一g 解亲和剂 ( C
o p m l )的 3 o m l T

r is 一

H cl ( p H 7
.

4 )
,

在 4 ℃悬空搅拌 h4
,

以负压抽滤收集

样品
,

用空心纤维装置 ( H o
ll

o
w F ib

e r S y s t e m c
o

l
e 一

P ar m er U S A )进行搅拌透析
,

每 h4 更换 1 次透析

液
,

换 3 次后
,

用 l m ol / L H cl 检查透析液
,

若无颜色

反应
,

则表明样品中 C o p m l 已部透出
。

将样品适当

浓缩
,

即为纯化的 B Z一 R 蛋白
。

1
.

1
.

2 纯化的 B Z 一 R 的结合试验及生化鉴定 ①

结合试验
:

5m l 聚丙烯试管加入受体蛋 白 1 0 。阳
,

加
’ H 一 F N P 的量从 0

.

7 5一 5 0产l ( 7 3 e i / n m o l )
,

非特

异管 加入 50 川 安 定 (1
.

37 拜m ol / L ) 总 反 应体 积

50 。闪
,

37 ℃孵 育 30 m in 后
,

移 入 4 ℃继 续 反 应

3 0 m in
,

加入预冷的 (4 ℃ )人血清丙种球蛋 白 20 。川

( l o m g / m l )
,

摇匀后迅速加入 5 0 0产1 2 0 % p E G 6 0 0 0

摇匀后立即用 G F / B 滤纸 负压抽滤
,

洗涤 3 次
,

用
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注入同系小鼠腹腔后所得腹水和纯化受体结合的最

大滴度分别为
:

A B R I 上清为 l : 8 00
,

腹水为 l :

3 0 0 0
,

A B R Z 上清为 1 : 6 0 0
,

腹 水为 1 : 2 2 0 0 0
,

A B R s 上清为 z : 6 0 0
,

腹水为 1 , 2 2 0 0 0
。

2
.

3
.

2 免 疫 印迹 结果见 图 4
,

A B R I
、

A B R Z 和

A B R 3 分别只和溶性膜蛋白的单一 区带结合
,

分别

只显示出一条清楚的阳性反应带
。

3 条带的分子量

分别为 5 9 k u 、
5 6 k u 、

s l k u 。

2
.

3
.

3 染色体分析 小鼠脾细胞染色体平均为 40

条
,

S P Z / 1。骨髓瘤细胞的染色体平均为 70 条
。

杂交

瘤染色体平均为 95 ~ 10 3 条
,

具有两个亲本细胞的

特性
。

我们成功地制备 T 分别抗 5 9 k
u 、

5 6k u 和 5 1 k
u
单一

亚基的单克隆抗体
,

经酶联免疫检测
,

它们和纯化受

体结合的最大滴度分别为 1
,

3 0 0 0 0
,

1 , 2 2 0 0 0
,

1

:

22 0 0。 。

免疫印迹的结果显示
,

每一单抗只能和单

一的亚基结合
,

显 示出一条清楚的带
,

分子量分别为

5 9 k
u 、

5 6 k
u 、

s i k
u ,

说明 3 种单抗有一定使用效价并

有较高的特异性
。

参 考 文 献

3 讨 论

本研究用颐光美等仁, 〕建立的 B z 一 R 亲和层析

系统
,

成功地从猪脑中分离纯化出 B Z一 R
.

经放射

受体方法检测结果显示
,

其和中枢型专一配基最大

的结合 容量 1 9 7 Ofm ol / m g 蛋 白
,

解离常数 K d 为

5
·

7 1 n m o
l / L

,

H il l 作 图 的 结果显 示
,

H i ll 系 数 为

1
.

1 1 2
,

相关系数为 0
.

96
,

说 明纯化的 B Z一 R 的较高

的化学选择性和可饱和性
。

圆盘电泳和等电聚焦电

泳均显示出单一的蛋白带
,

说明分离的 B Z 一 R 已达

到较高的纯度
。

以上结果表明我们建立的 B Z一 R 亲

和层析系统是一稳定
、

重复性好的受体纯化系统
。

B Z一 R 存在亚基已被公认
,

但是它由几个亚基

组成迄今仍存在争论
。

有报道认为它由
a 、

p亚基外

可能还存在 了亚基 ;[]
。

有人则提出新的设想
,

认为

B Z一 R 可能具有和 n 一 A ch 一 R 相类似的 5 聚体结

构
,

即由
a 、

Zp
、
丫

、
占等 4 种亚基组成 [ s j 。

我们纯化的

B Z一 R 分离出分子量分别为 5 9 k u 、
5 6 k

u 、
s l k u 、

4 8 k
u

及 3 8 k u

的 5条区带
。

它们是否代表多个聚体 5 种不

同的亚基
,

迄今还不能下结论
。

有人从鸡胚脑分离出

B Z 一 R
,

并证明它含有 3 种亚基蛋白
,

分子量分别是

4 8 k
u 、

s o k u
、

s i k
u [ , ] ,

其 中 4 s k
u
亚基和我们分离的

4 8 k
u
区带相一致

,

所以我们认 为 4 8 k u
也是 B Z一 R

的一种亚基
。

B Z 一 R 是否存在 3 8k
u
的亚基迄今未

见类似的报道
,

这个问题有待探讨
。

抗 B Z 一 R 亚基的单克隆抗体制备的报道很少
,
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