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毒 肇 碱 受 体 亚 型 定 量 分 布 研 究 进 展

上 海第二 医科大学 陆 敏缘述 夏宗勤审

消 要
:

随着毒草碱 ( M ) 受体异质性的确定及分子生物学基础的阐明
,

亚型 的 定量分布研

究取得 了一系列的进展
。

本文介绍这方面的研究现状
,

放射配基结合分析
、

分 子生物学技术
、

免

疫沉淀分析等方法的特点
,

应用及今后的发展方向
。

毒草碱 ( 陕 ) 受体是一类位于细胞膜上

的糖蛋白
,

分子量约为 5 01c D
,

结构同 所有与

G 蛋白偶联的受体结构相似
,

其氨基酸序列

形成 7 个跨膜区及连接这些跨膜区 的 3 个胞

浆环 ( 劫 一 1 3 )和 3 个细胞外环 ( 。 2一 o4 )

氨基端位于细胞外
,

玫基端位于细胞内〔 1 〕 。

8 ,年代初
,

发现了 M 受体拮抗剂 呱 仑 西 平

( P Z )
,

提出了至少有两个亚型即M
, ,

M : ,

而

近来分子克隆研究证明至少有五种不同的M

受体亚型
,

即断
,

m Z ,
m 3 ,

m 4 , m
: 〔 2 〕

·

各亚型在不同的组织有不同分布和含量
,

并

与其各自的生理功能有关
。

测定各组织 M受

体各亚型的含量和分布
,

对阐明M 受体的结

构
、

功能
、

代谢调节
、

亚型分类和疾病状态

及各年龄期 M受体含量变化 有 重 要 的意义

〔 ” 〕 。

有多种方法可用于 M受体亚型的定量分

布研究
,

本文就 目前常用的几种方法的特点

及研究现状作一概述
。

一
、

放射配基结合分析

受体的放射配基结合分折

用放射性核素标记 M受体的配基与相应

的 M 受体进行特异性的结合反应
,

从而对M

受体进行定性和定量研究
。

在此之前
,

对受

体的研究主要靠观察受体激动剂和拈抗剂的

生理或药理效应
,

对受体与配基相互作用的

观察基本停留在宏观水平
,

不能对受体在组

织细胞的分布进行定位
,

更无法从分子水平

上认识受体及其与配基相互作用的本质和意

义
。

从 60 年代开始
,

对 M受体的放射配基结

合反应进行了大量的研究
,

理论上和方法上

都取得 了重大突破
。

80 年代以后
,

随着 M受体亚型特异性配

基的发现
,

利用氖标记的配基测定各组织中

的 M受体亚型含量成为可能
。

到 目前为止 已

有数十种配基发现
,

较有用的配基有 P Z
,

化
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合物A F 一D X 一11 6 ,

M c N 一A 一 343
,

二苯乙酸
一4一呱陡酷碘甲烷季胺盐 ( 4

一D A M P )
,

六

氢二苯呱丁醇 ( H H S )
,

甲基东蓑若碱 ( N M -

S )
,

二苯经 乙酸奎宁酚 ( Q N B )
,

N 一甲基

Q N B等
。

现已知道 P Z
,
A F一 D X 一 1 16 及 H H S

分别对M
, , M Z ,

M 3有最高的亲和力〔 4 〕 。

利

用这些配基
,

目前研究 M受体亚型的方法主

要有二种
,

一种是采用放射性标记亚型选择

性配荃
,

若这种配基仅对一种亚型结合
,

就

可直接用来定性和定量分析该种受体亚型
。

但是配基的选择性往往是相 对的
,

也即它们

对不同的亚型都有一定的结合能力
,

但亲和

力不同
,

这时 S ca t c h a r d作图呈现向上凹的曲

线
,

采用一定的数学方法可求出高亲和态和

低亲和态的结合位点数
; 另一种是采用亚型

选择性配基竞争性抑制非选择性标记配基与

受体的结 合
,

所得数据用 H of s et e
模型处理

,

得到一条向上凹的曲线
,

卜」样可以求出组织

中不同亚型受体的相对 比例
。

此外
,

也可选

一种高度特异性的非标记配基抑制其中一种

受体亚型与标记配基的结合
,

对另一种受体

亚型进行饱和分析
,

测定该种亚型的含量
。

利用上述两种方法测定 M受体三个亚型在各

组织中的含量分布发现
,

M ,
受 体主 要分布

在皮质和海马
,

嗅球中的含量也很高
,

而在

外周组织则主要分布在交感神经节
、

下领下

腺及输精管等器官
; M Z

受体 主要 分布在心

脏
,

至少构成 M受体总密度的 9 2% 以上
,

此

外在后脑
、

脑干
、

中脑和丘脑 以及外周组织

的回肠
、

子宫等器官也有一定的分布 ; M 3
受

体亚型则主要分布在腺体及平滑肌
,

而其它

组织较少 〔 5 〕。

近来研究表明
,

在大鼠纹状体

和兔外周肺存在 M
4
受体亚型〔的

。

放射配基结合分析方法是直接观察受体

含量分布和受体性质的重要手段
,

方法成熟
、

可靠
。

它不仅能定量地测定 M受体
,

而且在

M受体的结构
、

功能
、

结合特性
、

异质性等

研究中
,

更是不可缺少的基本方法
。

然而
,

由于 目前还没有一种配基对M受体某种亚型

的选择性超过其它亚型的十倍以上
,

一

也没有

一种配基对 M :
或M

。

有选择性
,

因而此法在同

时有多种亚型存在的组织 中
,

要精确地测定

某一亚型的含量尚有困难 〔 7 〕
。

此外
,

某些配

基尚受化学稳定性 的影响
。

寻找对M受体各

亚型的高亲和力
,

高特异性配基是今后研究

的方向之一
。

放射自显影

利用卤化银乳胶记录
、

检查和测量放射

性
,

得到放射自显影像
。

在放射配基结合的

基础上利用自显影术
,

已对M受体亚型的定

量分布进行了广泛的研究
。

用 〔“ H 〕一 F Z进行

光镜自显影发现
,

特异性结合的 P Z 在 海马

的 C A 区
、

大脑回分子层
、

纹状体
、

皮 质顶

部的板层丰富
。

而在脐抵体
、
低位脊髓 ( 除

背角外 ) 则无分布〔 8 〕。

用 〔“ H卜 QN B加 P Z

作竞争性抑制进行自显影研究
,

一

也证实了上

述结果
。

体外放射自显影观察到对 P Z低亲和

力的M Z
受体亚型存在于心脏

、

小肠
、

脑桥
、

脊髓
。

利用定量放射自显影
,

C o r t e s
等〔 ” 〕进

一步确定了大鼠脑 M受体的含 量 ( 用 〔“ H 〕-

N M S测检结合被 F Z抑制的情况 )
,

对 P Z低

亲和力位点主要在脑干和丘脑部分
。

放射 自显影技术能在形态学的基础上观

察机能及含量变化
,

灵敏度高
,

能给出直观

的受体分布图像
,

操作简便
。

此外还可用于

定量和双标记示踪实验
,

在原位杂交 及 N o r一

ht e r n
lb ot 分析中也广泛应用

,

但是也受其

配基对M受体亚型选择性的影响
。

二
、

分子生物学技术

原位杂交技术

由于 M受体五个亚型的纂因 已被克隆
,

其氨基酸序列 已阐明
,

利用 与M受体各亚型

的 m R N A 互补的寡核昔酸探针进行 原 位 杂

交
,

测定M受体各亚型的 m R N A 含量分布取

得了很 大 成 就
。

B cu lcl e y 等〔` 。〕以 3
甲 标 记

D N A 探针用组织切片进行原位杂交
,
再用放

射自显影对杂交分子进行检测
,

显 示有组织
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特异性的 M受体亚型 m R N A存在
: m : 一二 R N

A在心胜含量丰富
,

而在脑除了斜状带和中

央中隔等少数部位含量较高外
,

其它部位含

量低 ; m , ,
m 3 ,

m 、一。 R N A在脑内广泛分布而

在心脏则无
。

虽然脑内 m 工,

m 3 ,
m 4一m R N A 的

分布有高度的重叠
,

但在海马
、

纹状体和脑回

有相对高的含量区
。

大鼠大脑原位杂交组织

化学分析显 示在皮质和纹状体m l一m R N A 呈

弥散分布
,

然而在海马和嗅球有特别集中的

分布
,

在丘脑和后脑则无分布
。

此外在泪腺
、

腮腺有m ,一 m R N A的存在
,

在小肠
、

气管
、

膀胧等组织有m : 一m R N A 的存在
,

而在M 3
受

体丰富的唾液腺则发 现 有 m 3一m R N A 的 存

在
,

在海马
、

纹状体等部位有 二 、一m R N A 存

在 11[ 〕。

由于 m
s

二 R N A 含量相当低
,

直到最

近才清楚 m
: 一m R N A也在脑中表达

,

虽然这

些结果可能因灵敏度问题而有偏差〔士“ 〕
。

用 D N A 探针作原位杂交
,

分析相应 m R -

N A 的数量和定位
,

这种实验常用 沉 织
一

切片

进行
。

探针以含 2 5一 50 个碱基的 D N A片段为

宜
,

这种长度的 D N A片段容易进入细胞
,

同

时仍有足够的特异性以识别。 R N A
,

D N A 探

针可用
3 “ P

, 3 6
5和 “ H标记

,

其中 以
“ 艺P和

3几S更

为常用
,

因为它们可以通过放射自显影方法

检测出来
。 一

也有人用
1 2 5
工标记可提高比活度

,

但其标记产物在结构和功能上
,

一

与原来的核

酸不完全相同是其缺点
。

N O r t h e r n b l c t分析—
m R N A 的固定

和分析

N o t h e r lb o t法的整个操作 过 程 包 括

R N A的提取
、

R N A 变性 电 泳
、

R N A 转移

(固定 )
、

标记 D N A 与 R N A 分子杂 交及放射

自显影等步骤
。

利用与 M受体各亚型 m R N A

互补的 D N A (
c D N A )进行 N or ht

c r n b l ot

分析
,

分别在人及多种动物的大脑皮质
,

纹

状体和心脏
,

脑桥髓质的样本中测到。 1
和 nI Z

一 m R N A
,

同样
,

在这些部位含有丰富 的m : 和

m Z
受体

。

O二等〔 ` 3〕最近证实。 , ,
m Z ,

m 3 ,

m ; 一m R N A在大鼠脑和许多组织中表达
,

其

中m , , 二 3一 m R N A 已在外分泌腺观察到 ( 唾

液腺
,

腮腺
,

下领下腺 )
,

而 m Z ,
m -3 m R N A

在平滑肌组织中发现 ( 小肠
,

大肠
,

气管
,

尿道 )
。

W
e s t e r n

bl ot 分析一

一蛋白质的固 定
和分析

本法能精确地测定受体蛋白的含量
,

然

而 由于受蛋 白质分离
,

提纯和结合配基特异

性的影响
,

尚未能成功应用于 M受体亚型的

定量分布研究
,

但仍不失为一个有前途的方

法
。

分子生物学技术是通过测定 M受体各亚

型 m R N A 的含量分布
,

间接地观察受体亚型

的含量变化和分布
,

它能使 M受体亚型得到

本质
_

L的证实
,

能明确地区分 M受体的各种

亚型
。

但是
,

应当注意的是分子生物学技术

测定 M受体亚型含量分布时受下列因素的限

制
:

①m R N A测定方法不身的特异性
、

灵敏

度等
; ②因每个。 R N A 具有不同 的 翻 译效

率
,

组织 中的m R N 八含量不能绝对 地 反 映

特征性受体蛋白的丰度
; ③ M受体及其m R -

N八在神经元中有不 同的亚细胞分 布 ( m R -

N A仅存在于细胞体 )
,

应
一

该认
一

识到 某些受

外来神经支配的组织仅存在受体而没有相应

的m R N A 〔` 4〕
。

三
、

免疫沉淀分析

M 受体亚型抗血清

8 。年代末
,

L u ht i 。 。 5〕等在放射 配基结

合分析的基础上
,

为了解决其特异性不高的

问题
,

利用人工合成的 M受体各亚型特征性

寡肤
,

联接血蓝蛋自或 牛血清白蛋白
,

作为

抗原免疫兔产生针对特定亚型 的多克隆抗血

清
。

随后 L e
ve y 等 〔` 6〕利用 M受体各 亚 型 的

基因片段 ( 13 l o o p ) 融合于葡 萄球菌 A 蛋

白的基因
,

产生融合蛋自
,

作为抗原
,

也能

产生特异性地针对某一亚型 的 抗 血 清
。

用

〔 3 H卜 Q N B
,

〔“ H升 N M S等非选择性高亲和

力的M受体配基标记M受体
,

然后加入亚型
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特异性抗血清进行免疫沉淀反应
。

因抗血清

的特异性
,

只有相应的 M受体亚型被沉淀
,

沉淀物通过微型离心机收集或用 S e p h a
de

x

G 2 5柱凝胶过滤收集
,

测其放射性活度
,

即可

知相应 M受体亚型的含量
。

以阿托品测定非

特异性结合
,

用 以校正
。

最近
,

D o rj e F等 〔` 7〕以免疫沉 淀方 法

对 M受体各亚型进行了较精确的定量分布研

究
,
结果显示

: n1 ,
在中枢神经系统各部位的

含量分别是 ( 以占 M受体总 量 的 百分比表

示 )
:

皮质 3凌%
,

海马 4 7%
,

纹状体 29 %
,

丘脑 16 %
,

脑桥髓质 5 %
,

小脑 < 2 % ; m Z

的含量分别是
:

皮质加 %
,

海马 1 9%
,

纹状

体 1 2%
,

嗅球 20 %
,

丘 脑 43 %
,

脑 桥髓质

7 0%
,

小脑了5%
。

在外周组织分析了交感神

经节
、

血管
、

下领下腺
、

心房
、

外周肺
、

子

宫
、

回肠等组织
,

发现 m 工
受体在交感神经节

、

下领下腺
、

血管中含量丰富
,

而 m Z
在各组织

有不同比例的分布
,

以交感神经节
、

回肠
、

子宫含量较丰
,

此外它还是心房测得的唯一

M受体亚型
。

。 3主要在下领下腺
,
m 4
是外周

肺的主要亚型
,

但也能在子宫和回肠组织中

测得
,
二

5

在任何组织均未测到
。

本法有二个基本要求
:

①非选择性高亲

和力地针对某一受体族的配基存在
; ②受体

蛋白拥有一个特异性的区域能被用作抗原
。

因此
,

M受体特别适用于利用免疫沉淀分析

进行研究
,

因为所用的 非 特 异 性结合配基

〔“ H 〕一 QN B
、

〔 3 H 〕一 N M S等解离率很低
,

在

受体
一
坑体完成定量的免疫沉淀反应及受体

-

抗体复合物分离的时间内很少解离
,

游离放

射配基的本底水平很低
,

提高了检测的灵敏

度
。

此外
,

M受体各亚型存在各自特异性的

区域可被用作抗原
。

在抗原的选择方面
,

利用亚型特异性的

寡肤联接蛋 白作为抗原
,

此法技术上简单
,

实验条件要求不高
,

而且能产生较高滴度的

特异性抗血清
。

利用融合蛋 白作为抗原
,

来

源丰富
,
容易被纯化

,

不需要通过化学方法

偶联到载体就可用作抗原
,

而且葡萄球菌八

蛋自的三级结构能增强免疫反应
,

但是融合

蛋白的产生需要通过基因工程技术
。

应当注意的是
,

本法测定的 M受体各亚

型的含量值是偏低 的
,

因为即使在含 1 0昭 m Z

受体的中国仓鼠卵巢细胞 ( m Z C H O 一 C e l l)

也不是全部的 m Z
受体能被沉淀

。

对于精确的

定量分析
,

如 < I Of m ol /每管溶液的情况下
,

灵敏度不如免疫细胞化学 方 法或 W
“ “ t e

r n

B l ot 分析
。

M受体亚型单克隆抗体

抗体技术在研究受体亚型的含量分布具

有重要的用途
,

但传统的抗血清为多克隆抗

体
,

有较多的交又免疫反应
,

来源有限
,

所

产生的抗体由于动物的个体差 异 而 滴度 不

同
,

不易标准化
,

所 以在应用上受到限制
。

单克隆抗体则是针对单一抗原决 定 簇 的 抗

体
,

特异性极强
,

交叉反应少
,

杂交瘤株建

立后
,

原则上可以源源不断地 提 供 大 量抗

体
,

滴度也一致
,

易于标准化
,

具有很大的

优越性
。

80 年代
,

随着 M 受体的提纯
,

开始制备

M受体的单克隆抗体
。

但由于机体还没有一

种组织只含有某一 M受体亚型
,

蛋白质的分

离提纯技术尚不能区分不同的亚型
,

无法制

备亚型特异性的单克隆抗体
。

1 9 8 4年
,

有人

报道了几种 M受体单克隆抗体
,

有儿种对肾

上腺素受体有交叉反应
,

因而这种由未纯化

的免疫原所产生的抗体 特 异 性 不高
。

以后

L u e jt e
等〔 `幻分离了心脏 M

: 亚型 的单 克隆抗

体
。

随着 M受体亚型基因的克隆
,

利用 C H O -

。 e ll 表达各亚型 M受体
,

生 产 了 针 对 各 亚

型的特异性单克隆 抗 体
。

1 99 。年
,

iS vl “
等

〔’ ”〕利用 m ; , 。 2
单克隆抗体对牛脑组织 m , ,

。 2
受体含量进行了免疫沉淀分析

。

L e y e y等

20t 〕用单克隆抗体进行免疫沉淀分析
,

发现脑

内以m l ,
m Z和 m 4为主 ; 用免疫细 胞 化学方

法
,

显示各亚型有不同的区域和细胞分布
,

m ,
分布在皮质

、

纹状体的细胞和轴突
; m Z
主
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要分布在前脑底部
、

中脑被盖及颅脑神经核 ;

m 4
则在新纹状体

、

嗅球和海马回含量丰富
。

不同的分布情况提示各亚型有不同的生理功

能
。

目前单克隆抗体技术在 M受体亚型的定

量分布研究中应用尚不多
,

是今后努力的方

向
。

应该提出的是
,

亚型特异性的单克隆抗

体技术最终将给出 M受体各亚型的精确含量

分布图
。

同时
,

这一手段原则上可用于许多
c D N A 已被克隆的其他受体亚型的短量分布

研究
。

在受体的结构和功能关系的研究中
,

它也是不可缺少的方法
。
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核 医 学 听 诊 器 在 心 脏 病 学 中 的 应 用

L a h ir i A
,
C r a w le y J

核医学听诊器被用来测量心血管循环功

能 已有五十多年的历史
,

直至十年前
,

由于
“ ” ` T 。 的放射性核素心血管造影术 的 出现私l

扫描设备的发展
,

人们才把 目光转 向非成像

的核医学听诊器
。

W
a 二 g e r

等人首先利 用具

有碘化钠光电倍增管探头的临床用仪器和血

池造影术来分析心脏功能
,

于是核医学听诊

器成为现今发展的探针技术的基础 ` 虽然大

多数核医学方法是要利用丫相机 的
,

然而有

些情况下
,

它的高空间分辨率仍然不够
,

尤

其在动态或长时间研究中
,

很难在病人和探

头之间保持不变的空间关系
。

核医学听诊器

则具有高时间分辨率
,

能被固定在心脏上方

记录心脏放射性活度 ( 体积 ) 的变化
,

还能

利用血池心室造影术进行每心跳和门电路的

心功能研究
。

T a k i等人应用过一种具备小 型 谛化镐

探头的核医学听诊器
,

他们将听诊器方法和


