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B̂s1限 ACT 1 e 1ow—af'finity—ucocorticoid bind- 

ing tcs(LAGS)with steroid s~cificity were dea'non- 

rotated in hepatic cytosol， cerebral cytosol， and 

thymocytes of rat． of L^GS was 1-10 

／mao1·L-。 as estim ated by Scatehard． pseudo~cat- 

chard，and competitive analysis． The specific binding 

of"dexamethasone 1一l00 nlnol· L‘‘ WaS roughly 

petallel with its inhibition of rHIUdR incorporation 
in thymocytes of rat． and both were blocked by 

mifcprlstone(RU-486)． the competitive antagonist 

of gluco co rtico ids． These results suggest that the 

pharm aeological activity of g1uco co rtico id 13"1 ht be 

mediated at least partiany by LAGS 

KEY W ORDS g1uco cortico ids； binding sites； 

liver； brain； thymus gland 

提要 大鼠肝胞液、脑胞液、胸腺细胞存在糖皮质激 

索特异的低 亲和力结合部位(LAGS)．Scatchard． 

Pscudoscatchard和置换曲线分析得 LAGS解离常数 

为 1-10．umol·L一 地塞米橙 I-100 nmol·L-。和 

大鼠胸腺细胞的特异结合与其对【 Hl尿嘧啶棱苷参人 

的抑制教应平行，两者均可被糖皮质激索受体拈抗剂 

mifepristone所阻断．提示药理浓度糖皮质激素的效 

应至少部分地由 LAGS介导． 

美t词 糖皮质激索类；结台位点；肝；脑；胸腺 
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糖皮质激素(glucocorticoids，GC)不仅是 

维持生命所必需的重要甾体激素．而且是临床 

上广泛应用的药物．生理浓度的 GC通过与 

靶细胞上糖皮质激素受体结合而产生生物效 

应，但对于药理浓度 GC的作用一般认为不 

通过 GC受体介导“一．只有几篇报告讨论到 

此问题0-5'．本实验室曾发现，药理浓度氢可 

的松对人体外周血白细胞化学趋化移动的抑制 

可部分地被 mifepristone(RU-486)所逆转． 

提示这作用通过GC受体介导 (未发表资料)． 

本文的目的在于探讨 GC靶细胞上是否存在 

糖皮质激素低亲和力结合部位(1ow—affinity 

glucocorticoid binding sistes． LAGS)以 及 

LAGS与 Gc效应的关系． 

M ATERIALS AND M ETH0DS 

rH】曲安缩酮(triamcinolone acetonide， 

TA)．0．74和 1．】】PBq·m0r ；【 H】地塞米松 

(dexamethasone，Dex)． 1．48和 1．74 PBq· 

tool- ： 【 】皮 质 酮 (corticosterone)． 3．22 

PBq·moV ，皆为英 国放化 中心产品．放化 

纯 度 >97％， 放 化 浓 度 37 MBq·ml一． 

[ H】udR 0．89PBq·tool～．为 中科 院上海原 

子核研究所产品．mifepristone，RU26988为 

法国 RUSSEL UCIAF惠赠 其他非标记 甾 

体激素均为 Sigma产品．其余为国产 AR或 

CP级试剂． 

Wistar大鼠，体重 187_+SD 24g． 8早不 

拘，由本校动物所提供． 

大鼠肝 、脑胞液制备 采用匀浆后超速 

离心法 、 

大鼠胸腺 细胞 的分离 大 鼠断头处死， 

迅速取出胸腺，置于 l 50目钢 网中研磨 ．用 
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Hanks液过滤成细胞悬 液，将悬液用 4号针 

头过滤 以制成单细胞悬液．并词至 l×l0 一2 

×10 细 胞 ／ml’ 台盼蓝 染色，细 胞活力在 

95％以上． 

GC结合实验 

l Scatchard分析 肝 胞液 GC特异结 

合采用活性炭吸附法【oJ．胸腺细胞 GC特异结 

合的测定 ：取细 胞悬液 0．45 ml，加 0．05 ml 

[ H]Dcx 2-50 nmol·L_。，非特异结合管加 

[3H]Dcx 2000倍浓度的Dcx，21℃温育 2 h后 

取出．用冷磷酸缓冲液洗去游离配基，消化细 

胞．液闪计数． 

2 Pscudoscatchard分析 在各管加入定 

量的标记配基([3H]TA或[3H]Dcx)，再分别加 

入不同量的非标记配基(TA或 Dcx)．非特异 

结合管加标记配基 1000或2000倍浓度的非标 

记配基．0-4'(3放置一定时间(TA 10 h．Dcx 3 

h)．加 DCC 5％吸附游离配基 ．离心后取 上 

清液闪计数． 

3 置换 曲线分析 在各管中加入[’HrrA 

50 nmoI·L 加入 TA或其他 甾体激素 2．88 

nmol·L～-0．69 mmo]·L～，测定[ ]TA结 

合量． 

GC抑制大鼠胸腺细胞【3HlUdn参入量以 

及 mifepristone对其影响的检测法 取细胞悬 

液(1×10 -2×10 细胞 ／m1)0．4 ml，加 Dcx 

0．05 m1．加或不加 mifcpristone至所需浓度， 

加蒸馏 水 至终容 量 0．5 ml，在 37℃，5％ 

CO2，饱 和湿 度 的培养 箱 中反应 4 h加入 

[3H]UdR 18．5 kBq，继续反应 1 h后取出， 

l 300 g离心 5rain，去上清，用 O-4℃磷酸 

缓冲液重复洗两次。沉淀细胞加 0．1 ml无水 

甲酸消化，液闪计数． 

数 据 处 理 Scatchard分 析 、 pseudo— 

scatchard分 析及置换 曲线分析均用美 国 Dr 

Munson惠赠的LIGAND程序 l处理数据． 

RESULrrS 
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GC结合实验 

l 大鼠肝胞液【 【丁rA结合菇验 

Scatchard 分 析 由 Fig l 可 见 ． 

rHrrA(100 nmol·L- 时，结合曲线为双曲 

线型，Scatchard作图呈一直线；[~I]TA>100 

nmol·L- 时，特异结合又有显著增加，结合曲 

线呈 s型，Scatchard作图呈上凹曲线，可分解 

为高、低亲合力两类结合部位． 
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Fig 1．Seato．hard plot (0) and binding_ne (● ) 

of I l订l-眦 Ï lo -cetonIde‘fA)ofntt liver~ytem1． 

Tab 1． Specific binding of trlamclaoinne acetoaide 

(rr̂ 1with ratliver cytoso]． ；4。 SD 
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Pseudoscatcha rd分 析 结果(Tab 1)与 

Scatchard 分 析 近 似 ． 用 [3H]Dcx—Dex或 

[3HIB—Dcx作配基 ， 同样测得大 鼠肝胞 液存 

在两类结合部位(Tab 2)．可见，LAGS既可与 

人工合成的GC结合，也可和天然 GC结合 

Tab 2．Spedfi~blmllq of I I dexamethasoae·-d 

c埘tIco_tem-e tII ¨t lher cy~lol (，|e D— 

leatchsrd susl~ls)． 

21．1 

1．1 

6．9 

17．2 

99 9 

4_7 

22 

36_9 

置换曲线分析 结果与 Scatchard分析近 

似Crab1)． 

2 大 鼠 脑 胞 液 rl{ “ 特 异 结 合 

pseudoscatchard分析 表 明，大 鼠脑胞液存在 

高 低亲和力两类 GC结合部位．高亲和力结 

合部位的结合参数与经典 GC受体相符，低亲 

和力结 合部位的结合参数为 (2．1±1．I) 

~rnol·L-‘， R(I570±634)fmol／mg蛋 白 ， 

= 4)'与肝胞液 LAGS在同一数量级． 

3大鼠胸腺细胞m “特异结合 由Fig 

2可见，I)ex达 50nmol·L 时，特异结合出 

现饱和趋势，但超过此浓度时，特异结合又有 

显著增加 ，pscudoscatchard分 析表 明，lO 

nmol·L-l_lO／~nol·L-‘浓度范围内存在两类 

GC结合部 位 ，结合参数 为 4．5±0．8 

nmol·L-‘， J 47
．5±13．0／zraol· ，RI 60 

±31fmol／i07细胞，R，36±15nmol／l0 细 

胞 =2)，高亲和力结合部位的结合参数与经典 

GC受体 符． 

LAGS的甾体特异性 置换曲线分析Crab 

3)表明：高亲和力结合部位对 GC亲和力最 

高，醛固酮、孕酮次之，性激素最低，这和经 

典 GC受体相符 ．LAGS与[~TrA的结合能 

被 GC受体的纯激动剂 RU 26988及 GC受体 

拮抗剂 mifepristone竞争性抑制，且其亲和力在 

同一数量级，醛固酮 雌二醇 孕酮 睾丸酮 

则无抑制作用． 

GC对太鼠胸腺细胞PHIUdR参入的抑制的 

剂量效应关系以及 mj蛔· 0 对其逆转作用 

在细胞悬 液内加 Dex，终浓度为 1 nmol· 

L -10,~mol·L一，测定 Dcx对[~JUdR参A 

40 

S 7 6 

De ethas0ne．一lg mo__L 

。 

F Z specmc岫蛐雌 ofDex (●， 箸̂2】 madDexh 

d-∞ed_曲岫m 0f忡 血 -‘科pond岫 (0， Î or 
tlI，．砌咖 or"HL j_土SD, <n峨 ．-"P<O．O1 lhe 

印枷 ch ●曲 t 0f l0 nmol·L-‘ orlhel曲蛳 of 

Dex1·mol·L-‘叽I，I玎u血 -∞rpond蚰． 

3． ][Ylq~lcemeat af 玎T̂ from and 

gtueocor~oMrecep~~ T·rh_stero~hormones． (0) 

妇 畸。峨 (●) 删 m0I'(×) al~menme, (口 ) 

pm~mtemme, (一 ) RU~ SS,(△ ) mffq~lmome, 

(▲) 岫蛐 d州 Dne_娌蜘 

r r 

● ，  ● ● ● ●  ● ● ● ●  ● ● ●  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


的影 响．结果(Fig 2)显示 Dex 1 nmo]·L 对 

参入即有抑制，10#tool·L 时抑制率为 28 

±5％ (n：5)，抑 制作用呈 Dex浓度依赖性， 

抑 制 强 度 和 Dcx特 异 结 合 趋 势一 致 ． 

mifcpristonc 10#tool·L 研 究 其对 Dex 1 

／tmol·L 特异结合和抑制PHIUdR参入作用 

影响 (根据 2．R2值计算，Dex 10#tool· 

r 时 ，特异结 合大 部分 为 LAGS)，表明 

frab 4)mifepristone显著地抑制 了 Dex的特 

异结合，拈抗了 Dex效应． 

Tab 3． Displacement of I1{Itflamclnolone-cet0ⅡIde 

Nadlng by vor~us etetolds In rat liver cytosaL 

Tmb 4． Mtfepr~tone限 U一蚰61 eoml~te for specific 

Nn~ng with dexametlueae a xI =̂5) -Id 

antagoul~ the hthm D x 叽
．

~ry effects of |~HIUdR 

heorporifion 曩3)， 土 SD． ’ >0．05， 

¨P<0．05 v contro1． 

RU-486 D

3pc

ex am e

b

th

i ndj
aso

雌

ne 

in舞U。ratdR．on 
tool·L-。) (fmo1／10 cel1) (dpm／IO cen) 

DISCUSS10N 

有 报 道 大 鼠肝 核 膜及 微 粒 体 存 在 
LAG S ”

，但它的甾体特异性，与 GC的亲 

和力 与本文所 描述 的胞液 LAGS完全不同． 

并且不与曲安缩酮结合，可见两者不是同一实 

体．对 LAGS的生理效应和病理意义，也尚 
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未见进～步报道． 

我们用 Scatchard分析(包括 pseudoseat— 

chard分 析) 置换 曲线分析首 次证明大 鼠肝 

胞液、脑胞液、胸腺细胞都存在 GC低亲和 

力结合部位．用人工合成及天然糖皮质激 素 

所得的结果相似．说明 LAGS并非只和人工 

合成激 素的某 些特 殊基 团 结合 ．LAGs的 

小于白蛋 白和 Gc结合的 ．说明 LAGs 

并非是血浆白蛋白与 GC的非特异结合(部位)． 

因为 GC与 GC受体、LAGs、皮质类固 

醇 结 合 球 蛋 白 (corticosteroid—binding 

globulin。CBG)以及 孕 酮 受 体 (PR)都 能 结 

合， 所 以有 必要 搞 清 LAGS与 GC受 体 、 

CBG及 PR之间的关系 LAGS的 大于 

CBG 与 GC结合的 局，且与 CBG相反．可 

与人工合成的 Gc结合 LAGS不与孕酮结 

合，且肝脏不 表达 PR ，因此， LAGS不 

可能是 CBG或 PR． 

GC高亲和力结合部位的结合参数及甾体 

特异性与文献报道‘” 及本实验室 ’过去的结果 

近似．说明是经典的 Gc受体．LAGS与 

[ H『rA 的结 合能被 TA，mifcprstone， RU 

26988竞争性抑制，不能被醛 固酮、雌二醇、 

孕酮、睾丸酮抑制，说明 LAGS与 GC的亲 

和力最高，它和 GC的结合具有特异性．推 

授!l LAGS和 Gc受体的激素结合 中心分子结 

构相似，但是否为同一分子的变构，则有待进 
一

步研究 

已有报道，雌激素的低亲和力结合部位具 

有促进子宫生长的功能，并且存在内源性配 

基 ．孕酮的低亲和力结合部位至少在雌性 

生殖周期的某些阶段发挥作用 + 

本实验发现大 鼠肝 、脑 、胸腺细胞存在 

LAGS，GC抑制胸腺细胞[aHIUdR参入的剂 

量一效应曲线在生理浓度及药理浓度范围内均 

和 GC与胸腺细胞的特异结合趋势一致，Dex 

1
．umo]·L 的上述 效应和 特异结合 均能被 

GC受体阻断剂 mifepr／stone阻断，此 Dex浓 
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度 比经典 GC受体的 大 100倍，而与 

LAGS的 在 同一数量级，提示药理浓度 

GC引起效应，除了通过 GC受体介导外，还 

由 LAGS介导．另外，用 GC治疗太 鼠外伤 

性脑水肿 ，小剂 量无效，但 GC血浓度达 1 

／~mol·L 时则有效(待发表资料)，这也提 

示 LAGS可介导药理浓度 GC的效应． 

生理情况下 LACS是否有功能，有什么 

功能，都有待研究．由于 LAGS有可能为药 

理剂量 Gc的作 用机制提供分子基础，因此 

很可能具有重要意义． 
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