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［摘要］　目的：证实兔及大鼠不同脑区存在１２５Ｉ褪黑素结合位点。方法：采用Ｓｃａｃｈａｒｄ分析方法检测兔及大鼠大脑及脊髓１２５

Ｉ褪黑素结合最大结合容量（Ｂｍａｘ）及平衡解离常数（Ｋｄ），动力学分析研究１２５Ｉ褪黑素解离过程，以及药物对１２５Ｉ褪黑素特异结合

的影响。结果：兔及大鼠视网膜特异结合的Ｂｍａｘ最高，视交叉及嗅球次之；下丘脑、海马及脑干也较多；动力学分析表明褪黑

素与其受体为可逆性结合；特异性结合分析提示对褪黑素呈高度特异性。结论：兔及大鼠脑和脊髓组织存在１２５Ｉ褪黑素结合

位点。
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　　我们先前的工作［１］证实，人胚胎不同脑区存

在１２５Ｉ褪黑素结合位点（１２５ＩＭｅｌ），为进一步了解在

生物体神经系统内分布特点及规律，分析其可能的

功能特点，我们分别观察１２５ＩＭｅｌ在大鼠、兔脑及脊

髓中分布及特点。

１　材料和方法

１．１　材料　６个月龄兔及３个月龄ＳＤ大鼠脑及脊

髓组织各５例。１２５ＩＭｅｌ（８１．４ＴＢｑ／ｍｍｏｌ）为美国

Ｄｕｐｏｎｔ公司产品。

１．２　膜蛋白提取　兔和大鼠断头后立即取脑组织、

脊髓，加入ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（１１０）匀浆，低温高速

４４０００×ｇ离心２５ｍｉｎ，然后洗涤１次，应用Ｌｏｗｒｙ
法测定蛋白浓度。亚细胞组分提取：先１０００×ｇ离

心１０ｍｉｎ，分离出核组织，然后以２７０００×ｇ 离心

１０ｍｉｎ，分离出线粒体；再以１０００００×ｇ离心６０

ｍｉｎ，分离出微粒体及胞质。

１．３　１２５ＩＭｅｌ特异结合分析［２］　调整蛋白的质量浓

度为４～８ｍｇ／ｍ１，向总结合管加入１００μｌ膜制备

液，２００μｌＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，５０μｌ
１２５ＩＭｅｌ（４～２００

ｐｍｏ１／Ｌ中选１２个浓度）。非特异结合管加膜制各

液、缓冲液、非标记 Ｍｅｌ（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）各１００

μｌ，
１２５ＩＭｅｌ５０μｌ３７℃孵育６０ｍｉｎ，应用冷ＴｒｉｓＨＣｌ

缓冲液终止反应，然后迅速通过玻璃纤维滤膜（孔径

１μｍ，英国 Ｗｈａｔｍａｎ公司）真空抽吸进行清洗。应

用γ计数仪（Ｂｅｃｋｍａｎ公司）测定其放射活性。应用

Ｓｃａｔｃｈａｒｄ分析检测兔和大鼠大脑及脊髓１２５ＩＭｅｌ特

异结合最大结合容量（Ｂｍａｘ）及平衡解离常数（Ｋｄ）。

动力学分析：３７℃孵育５、１０、２０、４０、６０、８０、１００ｍｉｎ
后，测定不同时间１２５ＩＭｅｌ的特异结合量，孵育４０

ｍｉｎ，加入非标记的 Ｍｅｌ（１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ）后５、１０、

２０、４０、６０、８０ｍｉｎ终止反应，研究１２５ＩＭｅｌ的解离过

程。

１．４　药物对１２５ＩＭｅｌ特异结合的影响　将 Ｍｅｌ、２
碘Ｍｅｌ、６氯Ｍｅｌ、色胺、３乙酰吲哚、去甲肾上腺素、

肾上腺素、乙酰胆碱等９种化合物，每种选７个浓度

（１０－１～１０－４ ｍｏｌ／Ｌ）加入５羟色胺反应体系中，计

算对１２５ＩＭｅｌ的取代率（ＩＣ５０）。

２　结　果

２．１　不同中枢神经部位１２５ＩＭｅｌ特异结合饱和分

析　结果见表１，兔和大鼠视网膜特异结合的Ｂｍａｘ最

高，视交叉及嗅球次之，下丘脑、海马及脑干也较

多。　　　　　　
２．２　１２５ＩＭｅｌ特异结合动力学分析　兔及大鼠不同

脑区１２５ＩＭｅｌ特异结合动力学分析结合常数（Ｋ１）、

解离常数（Ｋ－１）及平衡解离常数（Ｋｄ）见表２。从实

验中可见结合过程在４０ｍｉｎ均达到饱和，当加入非

标记 Ｍｅｌ后特异结合量迅速降低。

２．３　１２５ＩＭｅｌ特异结合特异性分析　结果见表３，

兔和大鼠大脑皮质、下丘脑的１２５ＩＭｅｌ特异结合位点

对１２５ＩＭｅｌ及其激动剂呈高度特异性，对５羟色胺、

肾上腺素能及乙酰胆碱能受体激动剂几乎无亲和

力。

２．４　１２５ＩＭｅｌ特异结合亚细胞分布　兔及大鼠大脑

皮质、视交叉、中脑及脊髓亚细胞成分１２５ＩＭｅｌ特异

结合量测定结果见表４、５，细胞核含量最高，线粒体

次之。
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表１　兔和大鼠中枢神经不同部位１２５ＩＭｅｌ特异结合分析

（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

组织

兔

Ｂｍａｘ
（ｍＢ／ｆｍｏｌ·ｍｇ－１）

Ｋｄ
（ｃＢ／ｐｍｏｌ·Ｌ－１）

大鼠

Ｂｍａｘ
（ｍＢ／ｆｍｏｌ·ｍｇ－１）

Ｋｄ
（ｃＢ／ｐｍｏｌ·Ｌ－１）

额　叶 １．１１±０．５ ４８±５ ２．５１±０．５ ３８±７
颞　叶 １．２１±０．３ ５６±７ ２．１３±０．５ ５６±４
顶　叶 １．０３±０．４ ４８±４ ２．４６±０．４ ３８±４
枕　叶 ０．９４±０．３ ５１±７ ２．５４±０．４ ５４±６
海　马 ２．３８±０．３ ５６±８ ３．０１±０．３ ４２±５
扣带回 ２．１２±０．２ ３２±９ ３．１２±０．３ ６６±７
视网膜 ５．２８±０．３ ７１±８ ６．４８±０．３ ７８±５
视交叉 ４．９２±０．４ ６９±７ ５．２６±０．４ ８１±７
嗅　球 ４．８７±０．５ ５４±４ ５．１２±０．４ ３６±５
丘　脑 ３．２９±０．３ ３８±６ ４．３８±０．３ ４２±５
下丘脑 ３．１２±０．３ ５１±７ ４．０７±０．４ ３１±７
胼胝体 ０．０８±０．２ ４８±６ ２．０６±０．５ ４１±８
脑　桥 ２．８３±０．３ ７１±４ ３．４２±０．５ ３８±６
中　脑 ２．９６±０．２ ６５±６ ３．８７±０．４ ５６±４
小　脑 ２．３８±０．２ ５８±７ ３．０９±０．５ ３９±５
延　髓 ２．４６±０．２ ２７±５ ３．９６±０．４ ４２±７
颈膨大 ２．５７±０．３ ３８±１ ３．３３±０．３ ６９±５
脊　髓 １．９４±０．２ ４１±２ ２．７８±０．３ ７１±３

表２　兔和大鼠１２５ＩＭｅｌ特异结合动力学分析
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

大鼠

Ｋ１
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１·
ｍｉｎ－１）

Ｋ－１
（×１０－３
ｍｉｎ－１）

Ｋｄ
（ｃＢ／ｐｍｏｌ·
Ｌ－１）

兔

Ｋ１
（ｍｍｏｌ·Ｌ－１·
ｍｉｎ－１）

Ｋ－１
（×１０－３
ｍｉｎ－１）

Ｋｄ
（ｃＢ／ｐｍｏｌ·
Ｌ－１）

大脑皮质 ３６．６ ７．３ １９．９ ４３．８ ９．８ ２２．４
下丘脑　 ５７．８ ２．４ ４．２ ６２．５ ７．６ １２．２
视网膜　 ６３．１ ３．６ ５．７ ５１．７ ５．４ １０．４
小　脑　 ５２．３ ２．８ ５．４ ４９．２ ８．２ １６．７
脊　髓　 ５４．８ ７．５ １３．７ ６９．４ ６．９ ９．９

表３　兔和大鼠１２５ＩＭｅｌ特异结合取代率（ＩＣ５０）
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ｃＢ／ｎｍｏｌ·Ｌ－１）

化合物
兔

大脑皮质 下丘脑

大鼠

大脑皮质 下丘脑

褪黑素 ８．９±２．１ １０．２±３．１ ７．９±２．３ ８．７±２．８
２碘褪黑素 ５．４±１．７ ８．３±１．５ ３．２±１．１ ４．３±１．６
６氯褪黑素 ４８．３±９．８ ５６．１±８．７ ４１．２±６．５ ７８．６±９．１
５羟色胺 ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６

色胺　　　　 ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６

３乙酰吲哚 ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６

肾上腺素　　 ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６

去甲肾上腺素 ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６

乙酰胆碱　　 ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６ ＞１０６
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表４　兔不同脑区１２５ＩＭｅｌ特异结合亚细胞分布
［ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ｍＢ／ｆｍｏｌ·ｍｇ－１（％）］

细胞分布
特异结合量（特异结合率）

大脑皮质 视交叉 中脑 脊髓

细胞核 １．７±０．６（４７．２±１６．７） ２．１±０．８（５２．５±２０．０） １．２±０．３（５２．２±１３．０） １．０±０．３（４７．６±１４．３）

线粒体 １．２±０．４（３３．３±１１．１） １．７±０．６（４２．５±１５．０） ０．７±０．２（３０．４±８．７） ０．７±０．２（３３．３±９．５）

微粒体 ０．６±０．２（１６．７±５．６） ０．８±０．２（１２．５±５．０） ０．３±０．１（１３．０±４．３） ０．３±０．１（１４．３±７．８）

细胞质 ０．１±０．１（２．８±２．８） ０．２±０．１（５．０±２．５） ０．１±０．１（４．３±４．３） ０．１±０．１（７．８±７．８）

表５　大鼠不同脑区１２５ＩＭｅｌ特异结合亚细胞分布
［ｎ＝５，珚ｘ±ｓ，ｍＢ／ｆｍｏｌ·ｍｇ－１（％）］

细胞分布
特异结合量（特异结合率）

大脑皮质 视交叉 中脑 脊髓

细胞粒 ２．１±０．５（５２．５±１２．５） ３．０±１．１（５１．７±１９．０） １．９±０．６（５１．４±１６．２） １．５±０．５（４６．９±１５．６）

线粒体 １．３±０．４（３２．５±１０．０） ２．１±０．９（３１．２±１５．５） １．０±０．４（２７．０±１１．０） １．１±０．３（３４．４±１０．０）

微粒体 ０．５±０．２（１２．５±５．０） ０．８±０．３（８．６±５．２） ０．６±０．３（１６．２±８．１） ０．４±０．１（１２．５±３．１）

细胞质 ０．１±０．１（２．５±２．５） ０．２±０．１（３．４±１．７） ０．２±０．１（５．４±２．７） ０．２±０．１（６．３±３．１）

３　讨　论

　　本实验结果表明，兔及大鼠脑及脊髓内存在
１２５ＩＭｅｌ特异结合位点，其特点为：（１）低结合容量

（Ｂｍａｘ０．９４～５．２８ｆｍｏｌ／ｍｇ蛋白）；（２）高亲和力（Ｋｄ
为２７～８１ｐｍｏｌ／Ｌ）；（３）呈可逆性结合；（４）对 Ｍｅｌ
及激动剂具高度特异性，符合特异结合位点的基本

条件。Ｈｉｌｌ系数接近１（０．９２～０．９８），表明为单一

亲和力受体。与人胚胎中枢神经系统比较，结合容

量的分布基本一致，视网膜和视交叉的１２５ＩＭｅｌ特异

结合容量最高，与该部位主要功能光感受器相一致；

嗅球次之，下丘脑含量也较高，提示可能与嗅觉及内

分泌功能的调节作用相关。从动物进化角度分

析，１２５ＩＭｅｌ特异结合容量鼠含量最高，兔次之，人胚

胎组织含量最低，说明随着动物进化，褪黑素受体有

减少趋势。

　　亚细胞分布的研究与人胚胎结果基本一致，细

胞核含量最高，线粒体次之，提示腿黑素除作用于细

胞膜外，尚可作用于细胞核，影响ＤＮＡ转录和蛋白

质合成过程；线粒体含量也较高，与褪黑素主要功能

之一———抗氧化应激作用相一致。
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《老年心血管疾病》已出版

　　《老年心血管疾病》已由人民军医出版社于２００７年２月出版，小１６开，平装。

　　《老年心血管疾病》ＩＳＢＮ：９７８７５０９１０５１１５，定价：３９．００元。该书对老年心血管疾病进行了全面、系统地介绍，阐述了老

年心血管疾病的病因病机、临床表现，特别是在实验室检查和其他检查中列举了大量的心电图，以及诊断和鉴别诊断、可能出

现的并发症及处理，重点叙述了西医的辨病治疗和中医的辨证治疗和名老中医验方精选、组方、加减、方解，使心血管疾病各阶

段的中医诊疗技术有章可循，并对预后与转归、难点与对策进行了概括描述，为专科医师开发临床纵向思维提供了广泛空间。

该书适合健康、亚健康人群尤其老年患者及其家属阅读。
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