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氲代赖氨酸对小鼠肝细胞的超微结构影响 

戴志强、俞月桂，米芄茏 袁幸菊、许建一、 
李晓 玉 (中国科学院上海药物研究所．上海 
20003l，中国) 

撮耍 小鼠po1-67710．50．100mg·kg- ·d 连 

续 7 d能 I起肝细胞轻度脂变．中、高州量组停药后 

2 wk．脂肪变性逐渐消退．4 wk后，肝细胞超微结构 

恢复正常 电镜观察提示．I-677的作用起始部位是 

肝细胞的胞浆部分．胞浆局部区域性溶解．基质丢 

失，使蛋白质合成的初始阶段受阻．脂质载体蛋白缺 

乏，可能是 1-677所致肝脂变的主要原因． 

关键词 赖氨酸：肝；脂类；脂肪变性；电子显微镜 
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大鼠脾淋巴细胞 肾上腺素受体的放射配位体测定 
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ABSTRACT I H]Dihydroalprenolol I[h-I]DHA)was 

used to label B-adrenoceptors in intact lyraphocytes 

iso]ated frora rat spleer1．The binding conditionswere 

investigated by the raethods ofL。(3’orthogonal ana- 

由 ， the resu|ts showed the optiraura binding condi- 

dons were pH 7．7， l x l00 lymDhocytes·mr and 

10 rain at 25℃ for~unubation On these condition§ 

the [3H]DHA binding to 争咀drenoceptors 

w％ rapid 【r1 2 min) and readily reversed by 

propranolol 1 1／111'101·L一 (T-4 rain)． 【 H]DHA 

utturation experlraents indicated a single nl丑髓 of te 

with a岛 of 7．2土2．2 nraol·L and风，Il of 81土 

28 frnol／l0 lymphocytes(一=3)． Coraputer analy一 

s of com petition expe rirnents with isoprotercnol and 

epinephrine revealed tWO classes ofsites One site had 

窖h affinity for the【’H]DHA and comprised 60±5％ 
of the total number of sites． whereas the other site 

had alower affinity． The affinity ofthe high afl'raity 
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sitewars about 3 orders ofmagnitude higherthallthat 

ofthelowerafl['raity site 
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撮要 用 L。( 型正交设计确立受体结合实验的最 
佳条件为：pH 7．7．细胞浓度 l x 10‘个 ·ral～．2512 

水浴 10 min．PH】二氢烯丙洛尔与大鼠牌淋巴细胞 

受体结合是快速 1 2 min)．可逆(rl 4 rain)的，饱 

和实验表明 受体只存在一种类型．有高度亲和力 

(五rD：7．2±SD 2．2 nmol·L-。)，可饱和性( 阻l：81± 

SD 28 fraol／107淋巴细胞) =3)．在异丙肾上腺索 

和肾上腺索竞争实验中， 受体存在两种状态．高亲 

和力状态占总受体数的 60~5％．低亲和力状态占总 

受悻数的 40+5％．两种状态 卢受悻亲和力相差 3个 

数量级． 

关键词 牌：淋巴细胞； 肾上腺索能受体；放射配 

位体铡定；二氢烯丙恪尔：普萘洛尔；研究设计：竞 

争性结合：结合位点 

脾脏淋巴细胞 受体是神经免疫调节的 

萌要环节，用放射配位体测定其特征．虽有零 
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星报道 ．但差异极大，主要与实验条件不 

同有关．本文用正交设计建立【3H】二氢烯丙洛 

尔 ([ H1dihydr0a1prcn0lol， [JHIDHA)--~大 鼠 

脾脏淋巴细膳 受体结合的最佳条件，在此 

基础上，分析大鼠脾淋巴细胞 F受体特征 

M ATERÎ lLS AND M ETHoDS 

[ HIDHA(1．78 GBq·mol-。)由中国原子 

能科学研究院标记，昔萘洛尔(propranolol， 

Pro)为 上海 第 十制 药 厂产 品， 普 萘 洛尔 

(d-propranolol，d-Pro)由张均 田教授惠 赠 ， 

去甲肾上腺素(norcpinephrinc，NE)、肾上腺 

素 (epinephrine， Epi)、 异 丙 肾 上 腺 素 

(isoprotcreno1．Iso)均 系瑞 士 Fluka公 司产 

晶，海光牌 49辑玻璃纤维滤纸由上海羽光净化 

材料联合公 司生产． 

制备脾脏淋 巴细胞 将 4-6月龄 Wistar 

大 鼠(244±SD 25 g)断颈处死 ，按常规方 

法”’用 HBSS制成脾细胞悬液，轻置于 IF分 

层 液(1．085 g·ml )上 ，400 g离心 20mm 

(4℃)．收集 淋巴细 胞，用 HBSS洗 1次后， 

配成所需浓度． 

受体结合实验 结合实验每管 2．5×10 

个脾脏淋巴细胞，均以 Tris—HC1缓冲液补充 

至 250 】． 动力 学实验 [ HIDHA终浓度 3．9 

nmol·L～。结 合 动力 学 实 验反 应 时间 l0 

s-30 rain，解 离动力学实 验在加入 Pro 1 

mmol-L 后，反应 1O s—l5rain，饱和实验 

[~H]DHA终 浓度 0．卜l4 nmol·L～，非特异 

结合管另加入 Pro 1 mmo]·L～，竞争实验的 

药物浓度 1 nmol·L一一1 mmo]·L～．25℃温 

育 10rain，3ml冰冷 Tris-HC1缓冲液终止反 

应，15 m】冲洗滤膜．膜片 8O℃烘烤 30min． 

加闪烁液后计数． 

数据处理 在 IBM 计算机上．使用汤仲 

明教授编制的。受体配基结台实验数据处理软 

件 ’，用非线性加权最小二乘法计算受体密 
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度 m． ，平衡解离常数 。 表观抑制常数 墨 

和 Hill系数．以，检验比较计算值和观察值 

之问的差异，决定处理实验数据的模型． 

RESULTS 

受体 结合 实验 的最佳 条 件 以平 均 

[~H]DHA特异结合量和特异结合占总结合的 

百分 率(SB／TB×10o)为标 准 ，综 台评 估 

[ H】DHA与脾脏淋巴细胞结合反应的结果， 

最佳实验条 件为 ：pH 7．7，反应 温度 25℃， 

温育时间 10min．细胞浓度 1×100个 ·mr 

(Tab1)． 

p受体的特征 PH】DHA与脾脏淋巴细 

胞 F受体结合迅速，2 min达半量最大结合， 

10 rain达平 衡 ．保持 30 rain(Fig 1)；加入 

Pro 1 mmol·I,- 后 ，[~H]DHA迅速解离(Fig 

2)，结台速率常数 为 0．033 L·nmol～· 

rain～，解离速率常数 为 0．163 min，由动 

力学实验求得 靠 值 4．94nmol·L～． 

Fig 1． I~HIDHA MⅡ出Ⅱ窖 to IJtsct 印knl￡ 

lymph~ e& Onset)the reammo=line---dl~ermlmd 

by pIQt of II ／(0 5 t e， where 

‘biacllag equ~bflnm and hiudiucrattimeL 

[~HIDHA与脾脏淋巴细胞 口受体结台有 

高度亲和力和可饱和性(Fig 3)，实验数据用单 

位点模型分析为最优(Hil1系数 O．79)，J_(D为 

7．2±2．2nmol-L～， 为 81±28fmo|／10’ 

￡t ．a j0口 

三一0乓8鲁 《工口一 r]x 。 
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1"11"1．Effects of experimental~oadlttous on the specIfIc[~IDHA binding to intact splenic lymphocytes【L， ) 

et-thogolsl-̈ IylII)． 

n 。 Z ， 

SB：specific f JDHA bindmg；TB：total f砸】DHA b_nding． 

Fig 2． Dh-ocI-tl0n of 田DHA biding to hstact 

印ItI‘c lymlahoeytes． (IMet)砷皿IldI- t-ⅢIc plots of 

&ssoclstlos 0f【 DHA bladimg． 

淋巴细胞 =3)． 

NE、[so和 Epi抑制rH】DHA与脾脏淋 

巴细胞 受体结合(Fig 4)’NE的 墨 为 1 96 

±0．72 mmo]·L～，对 Iso和 Epi的实验数 

据，以二位点模型分析为最优(Hm系数分别 

为 0．27 Uso)和 0．26(Epi))，Iso对 高亲和力状 

态 受体(h)的表观抑制常数 为 0．12±0．04 

mmol·L～，对低亲和力状态 口受体(1)的表 

[~H]DHA，nmo]-L 

Fig 3．s~,deg bi,Nltq off’1日DHAtointact~lesd~ 
lymphocytes with Iscgeasing co~．entrations of 

rHlDĤ ．Om t)Seatehard aatyd,of the binding 
data． 

观抑制常数 ．为 31±7 nmol·L_。，高亲和 

力状态口受体占总受体数的58±4％，低亲和 

力状态 口受体占总受体数的 42±4％．Epi的 

甄 为 0．68±0．13mmol·L～，Kl为 197±41 

nmo]·L～，高亲和力状态 口受体占总受体 

数的 62±3％，低亲和力状态占 38±3％ 

均为 3)． 

3  O  8  5  2  

．_ ．

一0E LI． c，0 

uIJ1 鲁《H_I凸【H乙 
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Fig 4． Cempeflflea for[~I-I]DHA blmll~ site1 by 

sdreee~lc alEonlsts and Jmtstp uhJt8 ll I=taet sp lenk 

—I∞yt目L 

商HPr0和d-Pro抑制PI-qDHA与脾脏淋 

巴细胞 受体结合(Fig 4)． 值分别是16．30 
nmo1．L一 和 1．55#tool·L- 。 d／--Pro 比 

Pro效能高 95倍．说明脾脏淋巴细胞 口受 

体有立体结构特异性． 

DIsCUSS10N 

本文用 L，【3．)型正交设计确立受体结合 

实验的最佳条件，在最佳条件，[JH]DHA与 

大鼠脾脏淋巴细胞的结合反应迅速 可逆．并 

有饱和性．高度亲和力和立体结构特异性，证 

明大鼠脾脏淋巴细胞存在 F受体．【~-I]DHA 

与 F受体的结合与解离过程都是一步进行， 

饱和曲线的 Scatchard图是一直线．Hill系数 

接近 1．提示[~H]DHA与 口受体是单位点结 

合，与外周血淋巴细胞 口受体的特征伪相似。 

不同于文献结果“ ． 

在 Iso和 Epi竞争抑制实验中，F受体存 

在高 低亲和力状态。前者约占60±5％，后 

者占40±5％，两者亲和力相差 3个数量级， 

不同于大鼠肺细胞 ，蛙红细胞盯J和人外周血 

白细胞 受体高 低亲和力状态． 
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车所张 泓，李延风协 

助技术工作；划大为帮助处理数据 
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