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人血清生长激素放射受体分析法及其临床应用

上海华 山医院核医学科 郑三军综迷 林祥通 王世真
.审

提 典
:

介绍了生长激素放射受体分析法的优点
、

具体方法
、

交叉反 应
、

质控和种属特 异 性

等
,

并从生长激素分子的不均一性角度
,

讨论了生长激素的异型激素及其分子 大小与生 物 活性及

免疫活性的关系
。

一
、

概 述

·

生长激素 ( G H )的经典生物学测定方法

是利用该激素对软骨的生长促进作用
,

对脂

代谢的作用 (生酮效应及致糖尿效应 )等
,

均

较麻烦
,

灵敏度亦低
。

放射免疫分析法运用

于血液循环中 G H浓度的测定
,

具有灵敏度

高
,

特异性强及重复性好等优点
,

但是也存在

一些缺点
,

主要是这种方法所测得的结果反

映的仅是激素分子的免疫活性
,

而并非生物

活性
。

近十年来所发展的放射受体分析法则

克服了这一缺点
,

因为激素与靶组织受体的

结合与其生物活性大体上是平行的
,

或者更

确切地说
,

放射受体分析法所测得的激素分

子的数量是具有生物活性的激素 分 子 的数

量
。

此外
,

由于受体的种属特异性不强
,

放

射受体分析法的受体制剂可以选用其它种类

动物的组织来制备〔 1 〕 ,

这是放射受体分析法

的另一特点
。

G a v i n
等发现

’ “` I一h G H (人 生 长激素 )

能与培养的人淋巴细胞特异受体结合
,

从而

用培养的人淋巴细胞为特异结合剂
,

建立了

G H 放射受休分析法 〔 2 一 6 〕
。

此法需选取具

有 G H 受体的特异淋巴细胞株以及细胞培养

的一些特殊设备
。

有许多证据表明〔 6 〕 ,

肝脏

是 G H 作用的主要场所之一
,

C a r r
等 〔 7 〕用

人的肝脏制备肝细胞膜碎片
,

以此作为受体

制剂
,

建立了 G H 放射受体分析法
。

以上两

种方法所得的结果相同
,

仅人和猴的 G H能
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与
’ 25 1一 h G H 竞争结合受休

,

其它 哺 乳 类动

物如羊
、

猪
、

牛等的 G H 不能与
` 2 5

1一 h G H竞

争结合受体
。

人泌乳素具有很弱的竞争结合

能力
,

与泌乳素具有弱的 G H 活性相符合
。

用人的肝脏制备受休需在死亡后 9 小时内取

出肝脏
、

保存
,

其来源相对较困难
。

T s u , h i m a
等用兔

、

鼠及其 它动物肝细

胞膜碎片分别与
’ “ 6

1一 h G H结合
,

发 现 虽 然

这些膜碎片都能不同程 度 地 与
’ “ 6

1一 h G H结

合
,

但是以妊娠20 ~ 30 天的兔肝细胞膜碎片

的结合率最高
,

从而用妊娠兔肝细胞膜碎片

为受体制剂
,

和
’ 25 1一 h G H结合

,

建立了生长

激素放射受体分析法〔” ~ ’ “ 〕
。

由于妊娠 兔 相

对较难获得
,

而非妊娠兔肝细胞也含有较丰

富的 G H受体
,

且取材方便
,

因而也可用非妊

娠兔肝脏制备受体
。

以下主要介绍用妊娠兔肝细胞膜碎片作

为受体制剂
,

建立生长激素放射受体分析法

及其临床应用
。

二
、

生长激案受休制荆的制奋〔的

选择中晚期妊娠新西兰大白兔一只
,

在

戊巴比妥麻醉下取出肝脏
,

在 4℃
、

o
.

3 m ol

/ L蔗糖溶液中清洗
,

除去胆囊
、

大血 管 和

结绒组织
,

分成 0
.

5~ 1克左右的碎片
,

加 5

倍体积上述蔗糖溶液匀浆
,

然后用 4 ~ 8 层

纱布滤过
。

滤液置 4 ℃
、

6 0 0 9离心 2 0分钟
。

上清液置 4 ℃
、

1 5 0 0 09 离心 2 0分钟
,

所得的
一

L清液再于 1 0 0 0 0 0 9 离心 9 0分钟
,

弃去上清



12,

液
。

沉淀用 2 5 m m o
l / L T

r i s一
H C I缓 冲 液

( p H 7
.

4 ,

含 1 0 , 11 , 11 0 1 M g C I: )以侮克肝组织

加 1 0 , t l l缓冲液的 比例混悬并用玻 璃 匀 浆 器

捣匀
,

然 )
,亏I味; IJ1 0 0 0 0 9离心 3 0分钟

,

弃去上

清液
,

沉淀用缓冲液混悬
,

分装后于 一 20 ℃

保存
。

在此条件下
,

受体制剂至少能保存 3

个月
。

使用时
,

将其用缓冲液稀释至蛋白质

浓度为 1 5 0~ 2心0 9八 0 0 m L
。

受体制剂的进一步纯化可 用 T r i t o n X -

1 0 0或 T
r i t o n X 一 3 0 5及亲和层析

。

/ 1 0 0日范围内增加时
,

结合率直线上升
,

实

际测定时以蛋白含量为 1 00 ~ 2 0伪 , g / {, 1受 体

制剂时为宜
,

此时
, ” 5

1一】I C H受体 的结 介率

约为 3 0 ~ 4 0%
,

测定的灵敏度较高
。

4
.

B 与 F 分离方法

在 C a + + 、

M g 十 +

存在下
,

通过 低速离心

即可分离 B (结合物 )和 F (游离标记配体 )
,

如果受体制剂经 T r i ot n X一 1 00 纯化
,

则需加

P E G后再离心分离B和 F
。

三
、

生长激索的
’ 2 6

1映化标记〔 , ’ 、 , 2 〕

一般采用乳过氧 化 物 酶 法
,

也可采用

I。 d 。 g 。 n
法

,

二者的标记结果相似
。

四
、

侧定程序〔 8
、 ’ “ 〕

反应管内依次加入一定量 的 T
r i s一

H CI

缓冲液
、

标准 品 或 样 品
、

受体制剂
、 ’ 2 6

1-

h G H
,

26 ℃保温 3 ~ 4 小时
,

最后加冰醋酸

缓冲液终止反应
。

离心后弃去上清液
,

测沉

淀放射性
,

制作标准曲线
。

六
、

灵敏度和特异性

激素与受体作用的一个共同特征是激素

能调节其特异受体的亲和力和 /或受体浓度
。

E
a s t m a n

等利用G H对其受体浓度的负反馈

调节作用
,

使G H一 R R A的灵敏度提高 5 倍
,

达到 i n g /m L 左 右 〔` 3〕。

人
、

猴
、

牛
、

羊的

G H都能同兔肝细胞膜受体结合
,

人泌乳素

与人 G H 的交叉反应率为 1 %
,

T S H
、

L H
、

F S H
、

A C T H与 G H 无交叉反应 〔 9 、 , “ 〕。

五
、

最佳侧定条件的选择

1
.

p H值
、

N a + 、

K
+ 、

M g + 十 、

C a 十 十

的影

响

G H与受体的结合能在较宽的 p H 值范

围内进行
,

一 般 以 p H 7
.

4为宜〔 8 〕
。

C
a + +

或

M g + +

的存在能明显增加G H与受 体 的 结合

率
,

N a 十 、

K
十

等一价离子的 影响较二价离子

J/
\ 〔 9 〕

。

2
.

反应时间和反应温度的影响 〔 8
、 ` 2〕

G H 与受体的结合率随着反应时间和温

度的不同而变化
:
在 26 ℃时

, 4 小时左右达

到平衡状态 , 37 ℃时需要 60 ~ 90 分钟 , 4 ℃

时则需要 48 小时才能达到 平 衡 状 态
。

但在

37 ℃时
, ’ 2 5

1一 h G H及受体易变性 分解
。

3
.

受体蛋白含量的影响〔 , ” 〕

, “ 6
1一 h G H与受体的结合率随受 体 蛋 自

量的增加而增高
,

当受体蛋白量在2。~ 3 0 0卜g

七
、

应用和讨论

S n e id 等〔 ’ 4〕对一组无内分泌因素可查的

正常矮小儿童分别用 R R A 和 R I A 测 定 血 清

G H浓度
,

.

发现在基础状态下两种方法的测

定结果无显著差异
,

而在用胰岛素或精氨酸
、

左旋多巴刺激后 90 分钟内
,

两种方法测定结

果出现极显著差异
,

R IA值> R R A值
,

说明

在刺激后 90 分钟内血循环中出现了具有免疫

活性而生物活性下降或消失的 G H 分子
,

这

些分子在刺激后 1个多小时消失
。

S n e id 还

对一肢端肥大症患者用两种方法对 G H 分泌

昼夜节律进行观察
,

对各次测定值平均后发

现 R IA值> R R A值
,

二者有极显著差异
,

推

测在肢端肥大症患者血清中可能存在免疫活

性完好而生物活性下降或消失的 G H 分子
。

L a F r a n e h i等〔 ` ” 〕对 4 8例生长迟缓 的儿童用

R R A 和 R I A测定血清 G H浓 度
,

发 现 总 的

R R A / R I A 比值为 0
。

75
,

当用左旋多巴和精

氦酸刺激 G H 分泌达高峰 期时
,

R RA / R I A



1 2 4

比值显著下降
。

两例 R R A 与R I A 结果存在显

著差异的患者有营养不 良和慢性疾病
,

表明

营养状况和 R R A / R IA 比值间存在 着反比关

系
。

因此
,

R R A / R I A 比值下降提示血清中

存在生物活性下降或 丧 失 的 G H分子
,

而

G H 刺激试验
、

营养不 良及慢性疾病均可导

致 R R A / R I A 比值下降
。

人脑垂体和血液循环中的 G H是不均一

的 〔 ,。 、 , ,〕
。

H i : n k a
等〔 , 8 、 , 9〕将正常 人和肢

端肥大症血清用 S e p h a d e x G一 1 0 0柱层析后
,

洗脱液呈现三个 G 白免疫活性峰
,

分别称为

特大
、

大和小 G H
。

正常人小 G H 的 R R A /

R I A 比值大于特大和大 G H
,

而肢端肥大症

患者小G H的R R A / R IA 比值又大于正常人
,

说明小 G H 与受休的亲和力最高
,

而肢端肥

大症患者的小 G H 与受体的亲和力又高于正

常人
,

这些结果提示肢端肥大症患者脑垂体

分泌的 G H 可能与王常人不同
。

T
s u s

h i m a
等〔 9 〕用 T

r i t o n
X
一 1 0 0 将 G H

受体从细胞膜上溶解下来后
,

经 S
e p h a r o s e

6 B柱层析
,

发现其分子量相当于 2 00 00 0道尔

顿
,

分子半径为 49 人
,

沉淀常数为 7
.

2 5
,

等

电点偏酸性
,

·

可能为一种糖蛋白
。

G H 受体

经胰蛋白酶处理后与 G H 的结合 率 大 为 下

降
,

而用磷酸醋酶 C 或神经氨酸处理后对结

合率无影响
,

分子间二硫键的形成对 G H与

受体的结合是必需的
。

有人对 102 例正常成人
、

4 12 例肢端肥大

症术前
、

127 例肢端肥大症术后患 者 分别用

R R A和 R IA 测定血清 G H浓度发现
,

正常成

人两种方法测定结果间无显著差异 , 肢端肥

大症患者术前两种方法结果有极显著差异 ,

术后两种方法结果间也有显著差异
,

推测肢

端肥大症患者血清中的 G H 与正常人有所不

同
,

可能存在免疫活性完好而生物活性下降

或消失的 G H 分子
。

综上所述
,

生长激素放射受体分析法特

异性强
,

能反映激素分子的 生 物 活性
,

对

G H分泌异常疾病的诊断
、

疗效观察和病因

探讨都具有重要价值
。

此外
,

该法对生长激

素与受体的相互作用机制及受体的结构与功

能的研究也具有一定价值
。
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