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摘要  目的 }建立 �× ≤w放射受体结合实验方法 o并比较二苯乙烯低聚体k�±2vl和 �× ≤w 受体的结合特性 ∀方

法 }以豚鼠肺膜为实验材料 o采用v �2�× ≤w为放射配体 o以 ƒ°�xxztu作阳性对照药物 o�±2v为实验药物 o进行药物竞争

结合实验 ∀采用离体器官生物检测法鉴定 �±2v对 �× ≤w 受体的拮抗作用 ∀结果 }v �2�× ≤w 与其相应受体呈现单一

结合位点 o�±2v可明显取代v �2�× ≤w与其受体结合 ∀生物学检定法证实 �±2v可抑制 �× ≤w 引起的生物学效应 ∀结

论 }豚鼠肺膜 �× ≤w受体为单一结合位点受体 o�±2v为高活性的 �× ≤w受体拮抗剂 ∀

关键词  白三烯 ≤w ~放射受体结合 ~二苯乙烯低聚体k�±2vl

  白三烯 ≤wk�× ≤wl是过敏性慢反应物质k≥� ≥2

�l的主要成分之一 o是花生四烯酸k��l经 x2脂氧

酶代谢产生的物质 o是炎症 !过敏反应中的重要介

质 o参与多种疾病的发病过程≈t ∗ v  ∀因此 o研制

�×≤w合成抑制剂或受体拮抗剂从而消除其有害的

生物学效应 o在多种疾病的防治方面具有重要意义 ∀

本文以豚鼠肺组织为实验材料 o建立 �×≤w 放射受

体结合实验方法 o分析该受体有关特征 o研究了从我

国民间草药小叶买麻藤中分离出的一种分子量为

xtw的新型化合物二苯乙烯低聚体k�±2vl≈w ox 对

�×≤w放射受体结合的影响 o并用生物学方法确定

其生物学作用 ∀

材 料 和 方 法

  动物  实验采用 ⎯ 豚鼠 o体重 t{s ∗ uus ªo由北

京崇文门实验动物养殖场提供 ∀

试剂和药品  �×≤w 标准品为 ≥¬ª°¤产品 ~v �2

�×≤w购自 � ° µ̈¶«¤° ~ƒ°�xxztu由天津药物研究院

魏月芳教授赠送 ~二苯乙烯低聚体k�±2v o�°�≤ 分

析为单峰 o×�≤ 检查为一点 o分子量为 xtwl由本所

植化室林茂教授提供 ~其他溶剂和试剂均为分析纯 o

国内市售 ∀

收稿日期 }t|||2sv2vt
3现址 }白求恩国际和平医院 o石家庄市 sxss{u
3 3联系人  ×¨̄ }kstslyvtyxt|u oƒ¤¬}kstslyvstzzxz

  肺膜受体制备[ 6 ,7]  豚鼠断头后取出肺脏 o于

冰水浴中将肺组织剪成细小碎块 o以 tΒtsk ωΒϖl比

例加入 xs °°²̄#�pt ×µ¬¶2�≤¯缓冲液k³� z1wl o制

备匀浆k°²̄¼·µ²±匀浆器 o第 y档 ovs ¶l o经纱布过

滤 ow ε 下 t sss ≅ ª离心 ots °¬±o取上清液 o再

wx sss ≅ ª离心 ots °¬±o沉淀加入 ×µ¬¶2�≤¯缓冲液

k含丝氨酸 xs °°²̄#�p tl o混匀 o蛋白质浓度调至

t1x °ª#°�p t o用于v �2�×≤w放射受体结合实验 ∀
3 Η2ΛΤΧ4 放射受体结合实验

[ 6 ,7]

饱和实验  每个反应管加入膜蛋白 zx Λªo再分

别加入不同浓度的 v �2�×≤w ks1su ∗ s1x Λ°²̄ #

�ptl o非特异结合管加非标记 �×≤w t Λ°²̄#�pt o最

后用 ×µ¬¶2�≤¯缓冲液k内含 ≤¤≤ ū us °°²̄#�p t o丝

氨酸 us °°²̄#�ptl补充总反应容积至 uxs Λ�o混

匀后于 vs ε 水浴温孵 ws °¬±o反应毕 o迅速抽滤并

加冰冷 ×µ¬¶2�≤¯缓冲液 x °�洗 v次 o除去各管中

游离标记配体 ∀将不同浓度的v �2�×≤w分别直接滴

于滤膜上 o测定放射总活性 ∀将滤膜烤干后加 x °�

闪烁液 k°�°�° tss °ªo°°� x ªo加二甲苯至

t sss °�l o用液闪计数器测定滤膜上的放射性强

度 ∀用 �°�°程序作图并求算 �°¤¬和 �§值 ∀

竞争结合实验  将每个反应管加入膜蛋白 zx

Λª和 s1ux ±°²̄# �pt v �2�×≤w o竞争结合管加入

不同浓度的受试药物kƒ°�xxztu或 �±2vl ∀非特异结

合管加 t Λ°²̄#�p t非标记 �×≤w o反应条件和处理

过程同饱合实验 ∀采用 �°�°程序作图 o并计算 �¬

和 �≤xs值 ∀
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离体器官生物检定  同参考文献方法≈{  o观察

�±2v对 �×≤w诱导的回肠肌收缩的影响 ∀

结 果

1  温孵时间对3 Η2ΛΤΧ4 结合的影响

在膜蛋白量固定kzx Λªl ovs ε 恒温条件下 ov �2

�×≤w与其受体结合在 vs °¬±达峰 o至 ys °¬±时结

合量开始下降 o故温孵时间宜选择在 ws °¬±o见图

t ∀

ƒ¬ªt  ∞©©̈¦·²©¬±¦∏¥¤·¬²± ·¬°¨ ²± ·«̈ ¥¬±§¬±ª ²©
v �2�×≤w ·² ª∏¬±̈ ¤ ³¬ª ∏̄±ª °¨°¥µ¤±̈ q � q ×²·¤̄

¥¬±§¬±ª~ �q ≥³̈ ¦¬©¬¦ ¥¬±§¬±ª~ ≤ q �²±¶³̈¦¬©¬¦

¥¬±§¬±ªq

2  膜蛋白量对3 Η2ΛΤΧ4 结合的影响

在 vs ε 条件下温孵 ws °¬±o加入膜蛋白量 vz1x

Λª或 vss Λª时 o非特异性结合较高kus h左右l o加

入膜量在 zx ∗ txs Λª之间时 o非特异性结合较低 o

见图 u ∀

ƒ¬ªu  ∞©©̈¦·²©¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© °¨°¥µ¤±̈ ³µ²·̈¬±

²± ·«̈ ¥¬±§¬±ª ²© v �2�×≤w ·² ª∏¬±̈ ¤ ³¬ª ∏̄±ª

°¨°¥µ¤±̈ q � q ×²·¤̄ ¥¬±§¬±ª~ �q ≥³̈ ¦¬©¬¦¥¬±§¬±ª~

≤ q�²±¶³̈¦¬©¬¦¥¬±§¬±ªq

3  3 Η2ΛΤΧ4 的饱合曲线及受体特征

图 v为v �2�×≤w的饱合曲线和 ≥¦¤·¦«¤µ§作图 ∀

数据处理和曲线拟合结果表明 ov �2�×≤w 与其豚鼠

肺膜受体的结合呈单一位点 o并呈现出特异 !饱合和

可逆的特点 ∀在 vs ε 条件下 ov �2�×≤w 的 �§和

�°¤¬值分别为 u1z ≅ tsp ts °²̄ # �pt和 v1xx ≅

tsp tv °²̄#°ªp t蛋白 ∀

ƒ¬ªv  ≥¤·∏µ¤·¬²± ¦∏µ√ k̈�l ¤±§ ≥¦¤·¦«¤µ§ ³̄²·k�l

©²µ·«̈ ¶³̈¦¬©¬¦¥¬±§¬±ª²©v �2�×≤w·²ª∏¬±̈ ¤³¬ª ∏̄±ª

°¨°¥µ¤±̈ ¶q

4  Γν23 对3 Η2ΛΤΧ4 的竞争结合影响及生物学方法

检定

实验结果显示 o�±2v明显拮抗v �2�×≤w 与其受

体的结合 o其作用程度明显高于阳性对照药

ƒ°�xxztu o两者的 �≤xs值分别为 y1v| ≅ tsp z和 {1uv

≅ tsp y °²̄#�pt ∀ �¬值分别为 v1vu ≅ tsp z和 w1uz

≅ tsp y °²̄#�p t ∀竞争结合曲线见图 w ∀离体器官

生物检测法进一步证实 �±2v能有效抑制 �×≤w 诱

导的豚鼠回肠肌收缩 ∀

ƒ¬ªw  ≤²°³̈·¬·¬²± ²© �±2vk�l ¤±§ƒ°�xxztuk�l ©²µ

·«̈ ¥¬±§¬±ª ²© v �2�×≤w ·² ª∏¬±̈ ¤ ³¬ª ∏̄±ª

°¨°¥µ¤±̈ ¶q
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讨 论

  zs年代末的研究证实 o�×¶是 �� 代谢产物及

炎症介质 o在此之前 �×¶被认为是一种 ≥� ≥2� o于

t|v{年首次使用该名词 o直到 ws 年后才搞清楚

≥� ≥2�是由 �×≤w o⁄w 及 ∞w 等组成 o近年来对 �×¶

的研究日趋深入 ∀ �×¶的生物学效应主要通过和其

特异性膜受体结合而起作用 ∀鉴于 �×¶在人类疾

病k如炎症 o过敏l中的重要作用 o可以合理地推测抑

制 �×¶的生物学效应有益于临床 o故促使人们致力

于研制出新的药物以对抗其作用 o抑制 �×¶作用的

策略包括抑制 �×¶的合成和拮抗 �×¶受体 o以 �×¶

受体拮抗剂的研究在国外进展尤为迅速 ∀在 �×¶

受体拮抗剂的发展过程中 o早期的化合物活性较弱 ∀

第一 个 羟 苯 乙 酮 类 �×¶ 受 体 拮 抗 剂 称 为

ƒ°�xxztu
≈|  o它的生物效能较弱 o半衰期短 ∀同一类

的其他化合物已合成的有 �≠tzt{{v o�2yw| o|uv 和

≠ �2tyyv{等 o但均不具有足够的效力作为 �×¶受

体的有效拮抗剂 ∀ �2yw| o|uv除了对抗原诱导的反

应无作用外 o还因胃肠道反应发生率高 o很难使病人

耐受≈ts  ∀此后又有一系列新一代的 �×¶受体拮抗

剂问世 o如扎鲁司特 ½¤©¬µ̄∏®¤¶·k商品名为/安可来0

¤¦¦²̄¤·̈l o ∏́¬±²̄²±̈ ¶ � �2xzt和 � �2tu oxux o���2

tsz{k³µ¤±̄ ∏®¤¶·l和 ≥�i ƒtsw ovxv 为走向临床带

来希望 ∀ ≥�i ƒtsw ovxv 口服几乎没有活性 o通过

吸入途径的研究证实其效力至少比早期的 �×¶受

体拮抗剂高 uss倍≈tt  ∀最近 o扎鲁司特作为一种新

的一线哮喘控制性药物在国外正式批准用于临

床≈tu  ∀国内有关这方面的研究晚于国外 o至今我国

尚无自行研制 �×¶受体拮抗剂的报道 ∀本文采用

豚鼠肺组织为实验材料 o建立了v �2�×≤w 放射受体

结合法并分析其有关特性 o实验结果表明 ov �2�×≤w

在肺膜受体是单一结合位点 o在 vs ε 条件下 o其 �§

和 �°¤¬值分别为 u1z ≅ tsp ts °²̄ #�pt和 v1xx ≅

tsp tv °²̄#°ª
p t蛋白 ∀和国外文献报道基本一致 ∀

买麻藤为我国南方民间草药 o具有明显的抗炎

作用 ∀ �±2v是从草药小叶买麻藤中分离出来的一

种二苯乙烯类低聚体≈w ox  ∀放射受体结合实验研究

表明 o�±2v对 �×≤w受体具有较高的亲合力 o其 �≤xs

值为 y1v| ≅ tsp z °²̄#�pt o作用强度较 ƒ°�xxztu高

出一个数量级 o生物检定法证实其为高效的 �×≤w

受体拮抗剂 o提示 �±2v可能是买麻藤抗炎作用的主

要有效成分之一 ∀ �±2v的发现对今后有关 �×¶受

体理论的研究及抗炎抗过敏药物的研制具有重要价

值 ∀有关 �±2v的体内效应有待进一步深入研究 ∀
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ΑΒΣΤΡΑΧΤ  ΑΙΜ: ×² ¶̈·∏³¤µ¤§¬²2̄¬ª¤±§¥¬±§¬±ª¤¶¶¤¼ ²© �×≤w ©²µ¶·∏§¼¬±ª·«̈ ©̈©̈¦·²© �±2vk¤
¶·¬̄¥̈ ±̈ ³²̄¼°̈ µ¬¶²̄¤·̈§©µ²° Γνετυµ παρϖιφολιυµ l ²± ·«̈ �×≤w µ̈¦̈³·²µqΜΕΤΗΟ∆Σ : �∏¬±̈ ¤ ³¬ª ∏̄±ª

°̈ °¥µ¤±̈ º¤¶∏¶̈§¤¶ ¬̈³̈µ¬°̈ ±·¤̄ °¤·̈µ¬¤̄¶o
v
�2�×≤w ¤¶µ¤§¬² ¬̄ª¤±§oƒ°�xxztu ¤¶³²¶¬·¬√̈ ¦²±·µ²̄ §µ∏ª¤±§

�±2v ¤¶·̈¶·§µ∏ªq�¬²¤¶¶¤¼ ιν ϖιτρο º¤¶∏¶̈§·² §̈·̈µ°¬±̈ ·«̈ ¥¬²̄²ª¬¦¤̄ ©∏±¦·¬²± ²© �±2vq ΡΕΣΥΛΤΣ : ×«̈
¥¬±§¬±ª²©

v �2�×≤w ·²¬·¶µ̈¦̈³·²µº¤¶¶«²º±·²¥̈ ¶³̈¦¬©¬¦o¶¤·∏µ¤¥̄¨¤±§µ̈√̈ µ¶¬¥̄¨q×«̈ �¬¤±§�°¤¬√¤̄∏̈¶

º µ̈̈ u1z≅ ts
p ts

°²̄#�p t
¤±§v1xx ≅ ts

p tv
°²̄#°ª

p t
³µ²·̈¬±oµ̈¶³̈¦·¬√̈ ¼̄o¤·vs ε q �±2v º¤¶©²∏±§·²

¬±«¬¥¬·
v
�2�×≤w ¬±¦²°³̈·¬±ª©²µ�×≤w µ̈¦̈³·²µq×«̈ �≤xs ¤±§�¬√¤̄∏̈¶º µ̈̈ y1v|≅ ts

p z
°²̄#�p t

¤±§v1vu
≅ ts

p z
°²̄#�p t

µ̈¶³̈¦·¬√̈ ¼̄q �±2v º¤¶¤̄¶²©²∏±§·² ¥̈ ¤�×≤w µ̈¦̈³·²µ¤±·¤ª²±¬¶·¥¼ ¥¬²¤¶¶¤¼ ιν ϖιτροq
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由于德泉院士与杨峻山教授主编的5分析化学手册k第二版l6第七分册 核磁共振波谱分析 o已于 t|||年 tt月由化工

出版社出版 ∀全书主要由 v部分构成 }第一部分 o介绍核磁共振波谱方法的基本原理 o重要的谱学方法及参数 ~第二部分 o化

合物结构与t � 核磁共振的化学位移和偶合常数 ~第三部分 o化合物结构与tv ≤ 核磁共振的化学位移和偶合常数 ∀书中收录

了 t万多种有代表性化合物的核磁共振数据 o还简要介绍了这些数据的理论推导方法 ∀此外书中还适当介绍了tx �ot|ƒ ovt°

等核的磁共振谱学参数 ∀

本书内容丰富 o理论阐述简明准确 o单位符号表达形式符合国际与国内的最新标准规范 o是从事化学结构研究 o特别是从

事天然化合物结构研究的科技工作者重要的案头参考书 ∀
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