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受体结合实验及其在放射f生显像剂砌究中的应用进展

周雪乔晋萍孔爱英朱霖

【摘要】受体结合实验是一种重要的药物筛选方法，它通过体外实验来考察配体与受体的结

合能力。目前，很多放射性显像剂是利用放射性配体与体内受体结合的高度选择性来进行受体显

像的。因此，受体结合实验是放射性显像剂研究中广泛使用的一种体外评价方法，在放射性显像

剂设计与筛选中发挥r重要作用。
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受体是一种能够识别和选择性结合某种配体

(信号分子)的大分子物质，多为糖蛋白，一般至少

包括两个功能区域：一是与配体结合的区域；二是

产生效应的区域。当受体与配体结合后，因构象改

变而产生活性，进而启动一系列信号转导过程，最

终表现为生物学效应。受体与配体间的相互作用具

有3个主要特征：①特异性；②饱和性；③高度的

亲和力。

配体与受体的结合是一种分子识别过程，主要

靠氢键、离子键与范德华力发挥作用。随着两种分

子空间结构互补程度的增加，相互作用基团之间的

距离就会缩短，作用力就会大大增加，因此，分子

空间结构的互补性是受体和配体特异结合的主要因

素【I】。许多药物在体内都是通过和特异性受体相互

作用，改变细胞的生理生化功能而产生效应的。
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受体结合实验是一种在体外直接观察受体的实

验手段，该方法考察的是配体与受体的结合能力，

而非受体功能，且与受体的信号通路无关。体外受

体结合实验已被广泛用于阐明药物的作用机制，探

讨疾病的病因、发病机理，提高临床合理用药和诊

断水平，探寻新的受体、受体亚型和内源性配体，

以及新药设计和药物筛选等领域12l。该方法研究效

率高、简便，样品用量少，毫克量的化合物即可用

于研究，大大促进了受体新药的研发。

放射性显像剂是专门用于核医学领域的一类特

殊药物，其结构中含有放射性核素，根据核素发出

的射线而达到诊断和治疗疾病的目的。很多放射性

显像剂是利用放射性配体与体内受体结合的高度选

择性而进行显像的，受体结合实验是目前放射性显

像剂研究中广泛使用的一种体外评价方法，在放射

性显像剂设计与筛选中发挥了重要作用【2J。

l受体结合实验的基本原理

根据Clark的占领理论，受体与配体之间的相

互作用是可逆的，受体与配体的结合反应遵循质量

作用定律川：
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托l，秽l ＼

[R】+【L】；；二二2【RL】
席2，秽2

上述反应式中，R和L分别为受体和配体，

【R】和[L】分别为游离受体和游离配体的浓度，【RL】为

受体配体复合物浓度，秽。和口：分别为结合速率和

解离速率，I|}。和||}：分别为结合速率常数和解离速

率常数。其中，移1-lj}l【R】【L】，秽：=后：【RL】。当反应达

至U平衡时，秽。=口：，即后，【R】【L】=后2[RL】。

七：与J|}。的比值为平衡解离常数，即||}。值，表

示受体与配体亲和力的大小，忌。值越小，亲和力

越大，临床所用剂量越小。对一定数量和一定亲和力

的受体来说，[RL】与[L】之间为非线性关系，叫从零开

始上升时，【RL】先是上升很快，以后逐渐变慢，最后

绝大多数受体都变为复合物，受体达到饱和。这就

是饱和曲线，曲线的高度反映了受体数量的多少，

曲线上升的快慢则反映受体和配体的亲和力大小，

即亲和力越大，曲线上升越快。

受体结合实验常用的方法有两种：饱和法和竞

争取代反应法。其中，饱和法又分为单点饱和法和

多点饱和法。单点饱和法操作简单、样本用量少，

一般用来计算受体结合容量，不能得到矗。值，误

差也比较大；多点饱和法是在一定量的受体制剂

中，逐步增加配体的量，使受体结合趋于饱和。可

通过曲线拟合法或直线拟合法计算受体结合容量和

配体与受体结合的亲和力(用||}。表示)，结果可靠性

高。但受体标本、配体用量大，工作量大。竞争取

代反应是在反应系统中加入定量的配体和受体制剂，

并逐渐增加竞争性抑制剂，该法可用来测定抑制

50％受体结合的抑制剂浓度及抑制剂与受体结合的

亲和力(用抑制常数后。表示)旧。在受体研究领域，

竞争取代反应法是研究受体与配体结构功能关系的

重要方法。在药物研究领域，该法则可用来研究药

物的作用机理及进行药物筛选和发现新药等。

2受体样本的来源

用于受体结合实验的理想受体组织应含有高密

度的靶受体和低密度的与配体非特异结合的受体。

在受体结合实验中，所用的受体材料可以是组织切

片、完整的单层培养细胞或游离的活细胞、粗制的

或纯化的细胞膜受体和可溶性的受体蛋白等【l-3l。

2．1组织来源

受体的组织来源主要是实验动物或人血供停止

30 min内的新鲜组织，4℃保存24 h内的组织也可用

于受体结合实验。其中，胎盘组织是受体来源丰富

的材料，胎盘组织内含上皮生长因子、血小板衍生

因子、胰岛素、肾上腺素能受体、胰岛素样生长因

子等多种受体。Kung等阿在进行12sI一尼索西汀与去甲

肾上腺索转运体的结合实验时，不仅使用了过度表

达去甲肾上腺素转运体的LLC．PK 1细胞(一种肾小管

上皮细胞)，还使用了大鼠前脑皮层的组织样本。

2．2细胞来源

完整的活细胞来源于组织分离出的游离细胞、

血细胞或是体外培养的细胞。完整细胞的受体处于

原有的正常环境中，由于细胞膜未受破坏，膜内pH

值、离子梯度保持正常。受体与其相连的效应系统

(如G蛋白)也保存完好。因此，可以在受体功能较

为完全的情况下研究受体，便于同时观察配基与受

体的结合情况和细胞的生物效应，所得结果更能反

映受体的生理特点。但完整细胞的受体分析条件较

难控制，操作过程可能导致细胞表面生理活性的改

变，因此结果有时不够稳定。Choi等阁在研发叶酸受

体肿瘤显像剂时，采用受体结合实验筛选化合物，

用人口腔表皮样癌细胞系KB细胞制备受体样本，

并用人肺癌细胞系A549细胞作为缺乏叶酸受体的

阴性对照。

2．3细胞膜来源

膜制剂是优良的受体来源，使用膜制剂可以减

少非特异性结合率，而且在制备过程中，通过洗膜

的方法，可以将内源性配基洗去，并除去部分蛋白

溶解酶。膜制剂保存了受体结合所需要的膜双层脂

质结构和受体的药理学特征，且便于保存，一70℃

可保存数月。

2．4蛋白来源

1％的聚乙二醇．辛基苯基醚可以有效地将大多

数跨膜受体蛋白从双脂层中溶解出来，得到可溶性

蛋白，用于受体结合实验的研究。高振霆等【6J用过

氧化物酶体增殖剂活化受体1亚型(peroxisome pro—

liferator．activated receptors gamma，PPAR^y)配体结

合域的蛋白制剂研究了PPAR^y与配体的结合亲和

性，并计算出了PPARl．LYl71883(PPAR^y的一种

配体)的七。和．|}，值。

3受体结合实验的分析方法

通过受体结合实验可以测定反应达到平衡时结
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合配体的量，求解受体的最大数量与平衡解离常

数。反应达到平衡后，先将结合型配体与游离型配

体分离，常用的分离方法有：离心法、过滤法、吸

附法、透析法和电泳法等；然后选择合适的分析方

法检测结合型或游离型配体的量。目前已报道的分

析方法包括受体放射配基结合分析法(mdioligand

binding assays of receptors，RBA)、放射自显影法、

荧光光谱法、等温滴定量热法(isothe砌altitration

calorimetry，ITc)、高效液相色谱法(high—perfor-

mance liquid chromatography，HPLC)、液相层析一质

谱测定法(1iquid chromatography—mass spectrometr)r，

LC．MS)等(7J埘。

3．1 RBA

RBA简称为受体放射分析，是一个分析受体

的经典方法，应用放射性核素标记的配体与特异的

受体相结合，研究受体的亲和力大小和受体数量，

也可用于研究受体亚型等。

RBA的主要优点包括：①高灵敏度。由于高比

活度的配体和高亲和力的受体结合，保证了测定的

灵敏度很高，RBA的灵敏度可以达到10一-s mol／L水

平；②特异性强，专一性好。放射性核素标记一般

不改变配体结合的活性。具有严格构型和构象的标

记配体才能与特异的受体结合，因此，配体分子结

构的特异性保证了结合反应的特异性和专一性；③

受体制剂的多用性。同一组织或细胞上可能存在多

种受体，某种组织制剂可与多种配体进行受体结合

分析。另外，人和动物的受体存在相容性，用动物

的受体研究得到的结果可以用于人类，这就给受体

研究带来了便利⋯j。

然而，RBA也有一些不足之处，主要包括缺

乏受体的标准品；受体标本在制备和贮存过程中结

构容易发生改变；RBA质量控制比较困难，造成

实验结果稳定性差。另外，放射性标记配体在使用

和存放时放射性核素发生脱落和衰变，造成配体结

构改变和放射性比活度改变。因此，在使用该方法

时要仔细考虑每一个细节，合理设计实验流程，克

服各种影响因素，采用正确的方法处理数据。

3．2放射自显影法

放射自显影法是将具有放射性的特异性配体与

受体结合，显影后检测放射性配体结合位点的密

度，从而观测受体的活性、数目等特征，具有定

位、定量准确，灵敏度高的特点。用放射自显影法

研究受体结合，可以得到受体的数量和分布特征，

以及病理、生理和药理学的信息。但该法无法测定

后。和．|}。值，并且需要有合适的放射性配体。有报

道用放射自显影法研究了玛一ACPPB(一种甘氨酸

转运体)在大鼠和恒河猴脑切片中的特异性结合，

结果发现，ACPPB在脑干、小脑、丘脑、皮层的

白质以及脊髓灰质中有较高的亲和性112J。

3．3荧光光谱法

荧光光谱法作为一种重要的现代仪器分析方

法，具有灵敏度高、选择性强、用量少、方法简

便、信息多样等优点，且避免了使用放射性配体，

因而成为受体结合实验中广泛应用的分析方法之

一。高振霆等例在研究PPAR7与配体的结合亲和性

时，采用了顺十八碳四烯酸荧光探针进行荧光光谱

分析。Kecskes等113】采用该法研究了MRS5346(一种

腺苷受体拈抗剂)与受体的结合反应，得到了相应

的后。和后。值。

3．4 ITC

ITC是近年来发展起来的一种研究生物热力学

与生物动力学的重要方法，它通过高灵敏度、高自

动化的微量量热仪连续、准确地监测和记录一个变

化过程的量热曲线。原位、在线、无损伤地同时提

供热力学和动力学信息。ITC具有许多独特之处，

包括对研究体系的溶剂性质、光谱性质和电学性质

等没有任何限制条件，即具有非特异性的独特优

势；样品用量小，方法灵敏度和精确性高；实验时

间较短，操作简单；样品在测量时不需要制成透明

清澈的溶液，而且量热实验完毕后的样品未遭破

坏，还可用于后续生化分析。运用ITC可获得生物

分子相互作用的完整热力学参数，包括结合常数、

结合位点数、摩尔结合焓、摩尔结合熵、摩尔恒压

热容和动力学参数等蚓。

3．5 HPLC

HPLC是一种高灵敏度、高选择性的高效快速

的分离分析方法，广泛用于微量组份的分析测定，

也可以作为受体结合实验研究的一种分析方法。蒋

心惠等f14l采用HPLC配荧光检测器研究了硫酸特布

他林与红细胞表面pr肾上腺索受体的结合量，该

方法安全、简便、灵敏，结果发现硫酸特布他林与

红细胞膜受体的非特异性结合量高于特异性结合

量。他们用同样的方法研究了沙丁胺醇与红细胞表

面pr肾上腺素受体的结合量，结果发现沙丁胺醇



324 国际放射医学核医学杂志 2010年11月第34卷第6期Int J Radiat Med Nucl Med，N0vⅢ_ber 20lo，V01．34，Ne』

的非特异性结合量和特异性结合量均随沙丁胺醇加

入量的增加而增大旧。

3．6【』C．MS

Lc—MS是将HPLC的高分离效能和质谱的高灵

敏度、高专属性、通用性及较强的结构解析能力相

结合的一种重要分析手段。该方法可用于受体结合

实验的定量检测，对结合型或游离型的配体都可以

检测，实验方法灵活，应用更加广泛，具有独特的

优势：①待测配体与标准配体都是化合物原形，不

需要进行标记及化学修饰；②适用的化合物较广，

涵盖了绝大多数有机物；③开发的方法具有较高的

通量，且可实现半自动化分析用。但是，该方法也

存在一些的问题，比如由于孵育体系中含有大量缓

冲盐溶液，进行LC—MS分析时，会产生基质效应

和离子抑制。

Hofner等1161采用LC—MS对已知的多巴胺D，亚

型和D：亚型受体拮抗剂进行竞争结合实验的测定，

定量分析离心后上清液中游离的标准配体，得到了

相应的I|}。值，但测定结果与RBA所得结果有较大

偏差，推测是由于非特异性结合较高所致。他们还

测定了多种单甘油酯酰基转移酶拮抗剂的亲和性。

通过96孔板过滤分离，并将游离型与结合型标准

配体解离出来，定量测定其浓度，得到的_j}。值与

RBA测定结果的一致性有所改善旧。Hofner等【18I还

尝试使用基质辅助激光解吸质谱法及选用较短的色

谱柱等方法提高分析速度，并进行了分析方法的验

证，证明了LC．MS用于受体结合实验的可行性。

另外，毛细管电泳、核磁共振、紫外光谱以及

电化学等分析方法都广泛运用于药物与蛋白质相互

作用的研究中。由于受体本身是一种蛋白质，因

此，这些方法应该也可用于受体．配体结合实验的

研究。

4受体结合实验在放射性显像剂研究中的应用

随着越来越多的受体分子结构被阐明，在已知

配体结合位点结构的基础上开发亲和力高、特异性

强、体内稳定性好的受体显像剂，是放射性显像剂

研究的一个热点，为观察由受体所介导的细胞内特

定的生化过程提供了窗口。目前，常见的受体显像

剂有：肿瘤受体显像剂、脑受体显像剂和肝受体显

像剂等，在这些受体显像剂的研究过程中，结合实

验作为一种重要的筛选手段，发挥了巨大的作用。

4．1肿瘤受体显像剂

由于基因扩增或基因突变等原因，肿瘤细胞膜

上常有一些受体过度表达，利用放射性配体与肿瘤

细胞膜上的特异性受体结合而使肿瘤显像，是一种

敏感性和特异性较高的显像手段。目前研究较多的

是一些调节性肽类受体，如生长抑制素受体、叶酸

受体、血管活性肠肽受体、P物质受体，类固醇类

激素受体等【嘲。叮受体在许多肿瘤中过度表达，

Hou等阎用小鼠乳腺癌细胞的细胞膜制剂进行了受

体结合实验．筛选合成的苯甲酰胺类衍生物，结果

发现其中的5一碘．2，3．二甲氧基．N一【2一(6，7．二甲氧基

四氢异喹啉基)．丁基1苯甲酰胺对口．2受体具有高

亲和性。

4．2脑受体显像剂

脑受体显像可在人体正常生理和病理状态下，

显示脑受体的数目、活性和密度，并对受体的空间

分布进行定位和定量分析，从而有助于揭示脑的多

种活动机制和一些与受体有关的神经精神疾病的发

病机理，并对相应的疾病做出诊断。大脑内受体的

种类很多，神经元之间的联系也很复杂，要实现对

脑受体显像，关键是要有合适的放射性配体。目前

研究比较多的包括多巴胺受体、乙酰胆碱受体、5．

羟色胺受体、阿片受体和可卡因受体等的放射性配

体，为脑受体显像剂的研究奠定了一定的基础，并

在实际应用中取得了不少成绩∞词。朱霖等叫殳计

合成了一系列作用于囊泡转运体的化合物，18F标记

后，用于帕金森病等神经退行性疾病的诊断，通过

RBA进行了受体结合实验的研究，并对这些化合物

进行了筛选，从中找出具有开发前景的显像剂。

4．3肝受体显像剂

当肝炎、肝硬化或肝癌等肝损伤性疾病发生

时，肝受体的数量和活性会发生改变，通过肝受体

显像可以反映肝脏生理及病理状况，对于疾病的诊

断具有重要意义。肝细胞膜上存在去唾液酸糖蛋白

受体、法尼酯衍生物x受体等。眵rcm-半乳糖新白

蛋白(孵Tcm-galactosyl．neoglycoalbuIIlin，9叮cm-NGA)是

一种能够鉴别诊断肝良恶性疾病的肝受体显像剂，

研究发现，辨Tcm．NGA与受体之间具有很高的亲和

力网。肝癌病变组织由于缺乏NGA受体。在印cm．

NGA影像上显示为冷区；良性肝脏疾病由于含有

正常功能的肝细胞，病变处可显示为势rcm—NGA摄

取正常或增高。
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综上所述，受体结合实验通过体外实验来考察

配体与受体的结合能力，是放射性显像剂研究中广

泛使用的一种体外评价方法，在放射性显像剂设计

与筛选中发挥着重要作用。
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