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温度时间及!"#$%&’浓度对 ()*+,- 细胞 &’受体内化的影响

张王峰!，徐海峰!，周润锁!，袁梦晖!，周飞华!，孙+ 涛!，赵华栋& + + （第四军医大学唐都医院：!核医学科，&普通外科，西
安 (!""*’）

+ + 摘+ 要：目的+ 探讨温度、时间及!&$碘#血管抑素（ !&$ ,#-./0123-30.，!&$ ,#45）浓度等因素对人脐静脉内皮细胞系 678*"%
细胞血管抑素（-./0123-30.，45）受体内化的影响。方法+ 利用弹性蛋白酶有限水解法制备 45，595#:4;6 凝胶电泳鉴定，
7<#=法进行!&$ ,标记，纸层析法测标记率，5>?<-@>A#;$"柱纯化，将纯化产物分别加入牛血清白蛋白（B54）、生理盐水及不
同物质的量比的半胱氨酸，以观察其体外稳定性。利用放射性配基结合分析法，以!&$ ,#45为放射性配基，于 %、&%、*( C条
件下，固定浓度!&$ ,#45与 678*"% 细胞共同保温不同时间后，分别检测细胞的受体内化率；*( C条件下，不同浓度!&$ ,#45
与 678*"% 细胞共同保温不同时间后，分别检测细胞的受体内化率。结果+ 蛋白水解产物凝胶电泳相对分子质量为 *’ D
!"*，标记率可达 ’$E，标记产物在体外较稳定。% C时，受体内化率较低，&% C时，受体内化率有所增加，*( C时，受体内
化率较高；*( C时，随!&$ ,#45浓度增大，受体内化率降低（! F "G "!）；不同温度、浓度时，受体内化率均随时间延长而增加
（! F "G "!，! F "G "$）。结论+ 678*"% 细胞 45受体内化受温度、时间及!&$ ,#45浓度等因素影响，呈温度#效应、时间#效应
关系，与!&$ ,#45浓度呈负相关。
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+ + 血管抑素（-./0123-30.，45）是 Q’H>0YYZ 等于 !II%
年从 _>^02肺癌小鼠血清和尿液中分离出的能够特异
性抑制肿瘤血管内皮细胞增生的因子，是纤溶酶原的

一个片段，相对分子质量为 *’ D !"*。自从发现 45 能
强烈抑制血管内皮细胞生长和血管的新生，其生物学

效应和作用方式即引起了人们极大的关注。近年来，
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国学内已有者先后进行了!*! ,#45 在荷 _>^02肺癌小鼠
体内的分布及放射受体显像研究，!*! ,#45 对内皮细胞
及小鼠 _>^02 肺癌移植瘤生长的抑制作用研究，IIW =X
直接标记 45及其在荷瘤小鼠体内研究，!’’H>#45 的制
备和其生物活性及其在小鼠体内生物学分布等研究。

&""* 年，_>> 通过乳过氧化物酶法，用!&$ , 标记 45，并
进行了!&$ ,#45在荷人结肠癌的 B4_B a X小鼠体内的药
代动力学分布及肿瘤显像研究。但国内外少有学者利

用!&$ ,#45进行细胞内化及影响因素等方面的研究。
45的确切作用机制尚不清楚，可能与其受体结合后的
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内化密切相关，人们公认的受体大致为 !"#!、"#$ 合
酶及 "%&’()(*’%等。本实验以+,- ./"0 为放射性配基，
初步探索+,- ./"0的作用机制，以及温度、时间及+,- ./"0
浓度等因素对受体内化的影响。

!" 材料与方法

+1 +2 材料
2 2 34/56+6$放免计数器（国营 ,5, 厂）；78/,-66 型 9:,培养

箱（美国 48".;<公司）；=8/,6 低温高速冷冻离心机（江苏太
仓医疗仪器厂）；0>/9?/.@ 净化工作台（苏净集团苏州安泰空
气技术有限公司）；4A/+ 型恒流泵（上海沪西仪器厂）；脐静脉
内皮细胞系 <9B!6C（本院传染科）；溴化氰活化的 0DEFGH(IDCJ
亲和层析柱（$FGHG)GK’G产品）；弹性蛋白酶（0’&)G公司）；5/氨
基己酸（上海试剂厂）；低分子量标准蛋白质（上海生物研究

所）；人新鲜冰冻血浆（本校西京医院血库）；改良型 ;$L.+5C6
培养基（海克隆生物化学制品北京有限公司）；7G+,- .（成都中核
高通同位素有限公司生产，放射化学纯度 MM1 NO ，无载体，E4
P Q1 6）；人血清白蛋白（ 0’&)G 公司）；氯胺 #（9F/#）（"RSH’KF
KFD)’KGR公司产品，纯度 T MQO ）；胎牛血清（杭州四季青生物
工程材料有限公司产品）；其他试剂均为国产分析纯（"1 ;
级）。

+1 ,2 +,-./"0制备
2 2 "0采用弹性蛋白酶有限水解法从人血浆中分离制备［+］，以
JHGSU(HS法定量，纯度为 -66 )& V A，0W0/$"=< 凝胶电泳鉴定。
9F/#［,］法进行 "0 的+,- . 标记，9F/# 和 7G, 0, :-用 -6 ))(R V A，
E4 P N1 - 的 $J0液新鲜配制，浓度分别为：61 -、+1 6 %& V %R。取
7G+,- . !NLJX（+6 %R）、"I +6 %&（,6 %R）及 9F/#,6 %&（C6 %R），
,C Y 下混匀反应 C6 Z -6 I，然后加入 7G,0,:-C6 %&（即C6 %R）
终止反应。标记物用 0DEFGSD[/=-6柱纯化，以 -6 ))(R V A，E4 P
N\ - 的 $J0 液淋洗，洗脱速度为 61 5 )R V )’%，收集 + )R V管，以
56 I V管时间测各管放射性计数。第 + 峰为+,- ./"0，第 , 峰为游
离+,- .。用新华 + 号层析纸，生理盐水作展开剂测第 + 峰各管放
化纯，合并放化纯 T M-O的各管，CY贮存待用。测定纯化物于
!N Y分别放置于牛血清白蛋白（J0"）、生理盐水及不同物质的
量比的半胱氨酸中 +、C、,C F 的稳定性。测量并计算+,- ./"0 比
活度，分别测量不同时间实验时所用+,- ./"0 的放化纯（体外稳
定性）。

+1 !2 <9B!6C 细胞培养
2 2 用改良型 ;$L.+5C6 培养液（含 +6O胎牛血清，+66 8 V )R
青霉素，+66 %& V )R 链霉素，E4 P N1 ,）培养 <9B!6C 细胞，
!NY、-O 9:,、饱和湿度常规培养传代。细胞传代用胰蛋白酶

消化法，浓度为 61 ,-O（用 E4 P N1 C 的 $J0 配制，过滤除菌，
C Y保存备用）。消化后所制细胞悬液，计数后按 + ] +6- V )R接
种于新的培养瓶内，置孵箱中继续培养，取对数生长期细胞用

于实验。

+1 C2 +,-./"0与 <9B!6C细胞 "0受体结合后的内化实验
+1 C1 + 2 +,- ./"0 浓度对 "0 受体内化的影响［!，C］2 2 取对数生
长期 <9B!6C 细胞，胰酶消化，用 ;$L.+5C6（含终浓度为 +66
8 V )R的青链霉素，质量分数 61 6,O @J0）制成细胞悬液，调整

细胞密度为 - ] +65 V )R，以质量分数 61 C O台盼蓝计数细胞存
活率 T M-O，置 C Y待用。实验分为高浓组、中浓组及低浓组，
各自设内化组及对照组（非特异结合组），每组再分为 - 个时间
亚组，每亚组设 C 个平行管。各浓度组均加入细胞悬液 +66 %R
（含细胞 - ] +6-个），并加入不同浓度+,- ./"0 各 -6 %R，分别含
放射性计数 !1 6 ] +6-、,1 6 ] +6-、+1 6 ] +6- KE)，非特异结合组
加 -6 %R（+6 %& V )R）未标记的 "0，内化组加 -6 %R 的 "0 配制
液（$J0缓冲液，E4 P N1 -）补足反应体积，在 !N Y培养箱中分
别温育 61 -、+、C、Q、,C F，到时间点后，加入 + )R 预冷的 ;$/
L.+5C6（同前），,C Y，566 ] ! 离心 - )’%，重复 + 次，收集 , 次
上层清液（代表未结合部分）。向沉淀加 + )R 4J00/"K 液
（4G%^I 平衡盐溶液，含 ,6 ))(R V A乙酸钠，E4 P -1 6），!N Y保
温 +6 )’%，,C Y，566 ] ! 离心 - )’%，再用 4J00/"K 洗 + 遍，离
心，收集 , 次上层清液（代表膜受体结合部分）和沉淀（代表内
化部分），分别测量放射性计数，并计算受体内化率。受体内化

率 P（内化部分放射性计数 V总放射性计数）] +66O，总放射性
计数 P未结合放射性计数 _膜受体结合放射性计数 _内化放
射性计数。

+1 C1 ,2 温度对 "0 受体内化的影响［-，5］2 2 细胞准备同 +1 !。
实验分为低温组、中温组及高温组，各自设内化组及对照组（非

特异结合组），每组再分为 - 个时间亚组，每亚组设 C 个平行
管。依次分别加入细胞悬液 +66 %R（含细胞 - ] +6-个）和
+,- ./"0 -6 %R（, ] +6-KE)），非特异结合组加 -6 %R（+6 %& V )R）
未标记的 "0，内化组加 -6 %R的 "0配制液（$J0缓冲液，E4 P
N\ -）补足反应体积，分别在 C、,C Y及 !N Y孵育 61 -、+、C、Q、
,C F，到时间点后，样品的处理、测定及参数计算同 +1 C1 +。
+1 -2 统计学处理
2 2 实验数据以 !" ‘ # 表示，采用 0$00 ++1 6 统计学软件，进行
单因素方差分析。

#" 结果

,1 +2 +,- ./"I的标记率
2 2 蛋白水解产物 0W0/$"=< 凝胶电泳相对分子质量为 !Q ]
+6!（图 +），用 9F/#法标记+,- ./"0，纸层析法测定的标记率较高
且稳定，标记率为 Q-O，放化纯为 MCO，比活度为 -1 , LJX V )R。
进行+,- ./"0浓度对 "0受体内化的影响实验时放化纯为（M,\ 6
‘ ,\ +）O，进行温度对 "0 受体内化的影响实验时放化纯为
（QQ\ 6 ‘ +\ N）O。纯化产物+,- ./"0 在生理盐水中 +、C、,C F 的
解离率分别为 ,1 !O、-1 ,O、Q1 6O，在 +6 & V A J0"中 +、C、,C F
的解离率分别为 C1 5O、M1 +O、++1 6O，在不同物质的量比半胱
氨酸溶液中孵育，+,- ./"0存在不同程度的解离，物质的量比在 -
以下时，C F的解离率不超过 ++O，表明标记产物在体外较稳定。

!"#$%&!
’"#$%&!
(&#$%&!

&)#$%&!

)$#$%&!$(#$%&!

* $ )

"&+#$%&

L：低分子量蛋白标准；+：微量商品化血管抑素；,：纯化后的纤
溶酶原水解产物

图 !" $% 的聚丙烯酰氨凝胶电泳图
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第 ! 期" 张王峰，等#温度时间及$%& ’()*浓度对 +,-./0 细胞 )*受体内化的影响"

表 !" #$ %时，不同浓度 &’受体内化率［! 1 0，（!" 2 #）3］

组别 /# & 4 $ 4 0 4 5 %0 4

低浓组（$ 6 $/& 789） $5# %& 2 $# :: %&# %; 2 .# !& %5# %/ 2 $# $/ .%# ;$ 2 0# /: .5# :% 2 &# ::

中浓组（% 6 $/&789） $%# &: 2 $# /;< $5# $& 2 %# :.< %%# :& 2 .# 0:< %&# %$ 2 $# ;&< %5# /. 2 .# /.<

高浓组（. 6 $/&789） 5# /% 2 /# !.= $/# :! 2 .# $:= $.# !/ 2 $# &%= $&# 5$ 2 $# ;:= $5# &5 2 %# !$=

<：$ > /# /&，与低浓度组同时间点受体内化率比较；=：$ > /# /$，与低浓度组同时间点受体内化率比较

表 (" 不同温度、固定浓度时 &’受体内变化率［! 1 0，（!" 2 #）3］

组别 /# & 4 $ 4 0 4 5 4 %0 4

低温组（0?） %# ./ 2 /# $0 %# 5/ 2 /# $% .# %. 2 /# %: .# !! 2 /# .: &# .: 2 /# &;

中温组（%0?） &# 0/ 2 /# $;< :# %! 2 /# %&< 5# .. 2 /# 0!< $/# .$ 2 $# ./< $&# &5 2 /# ;!<

高温组（.!?） $%# &: 2 $# /; = $5# $& 2 %# :. = %%# :& 2 .# 0: = %&# %$ 2 $# ;& = %5# /. 2 .# /. =

<：$ > /# /&，与低温组同时间点受体内化率比较；=：$ > /# /$，与低温组同时间点受体内化率比较

%# %" 各浓度$%& ’()*对 )*受体内化的影响
" " .! ?时，各浓度$%& ’()*都能与受体结合并使之发生内化，
受体内化率随浓度增加而降低（$ > /# /&，$ > /# /$）。各时间
点均以低浓组 )*受体内化率较高（% 1 $0%# /;;，$ > /# /$）（表
$）。各浓度组受体内比率均随时间延长而增加（$ > /@ /$）。

%# ." 温度对 )*受体内化的影响
" " 0?时，)*受体内化率较低，%0 ?时略高（$ > /# /&），.!?
时较高（$ > /@ /$），)*受体内比率均随着保温时间的延长增加
（% 1 .5# &5&，$ > /# /$）（表 %）。

#" 讨论

" " 近年来抗血管生成因子及其在动物实验中所表现
出来的潜能，使人们看到了肿瘤治疗前景，)* 就是其
中之一，其作用机制主要为：! 通过特异性结合内皮
细胞膜表面的 )AB 合成酶的 " 和 # 亚单位而抑制其
活性；$诱导促进细胞有丝分裂的蛋白激酶 +CD($ 和
+CD(% 脱磷酰化，使其活性明显降低，抑制内皮细胞
增生；%通过非竞争性结合组织型纤溶酶原激活物
（ EB)），降低 EB) 作用，减少纤溶酶生成，从而抑制血
管内皮细胞的定向迁移；&竞争性结合内皮细胞表面
的特异性粘附分子受体如整合蛋白 "F#.，干扰整合
素介导信号传导而抑制血管生成。具体的作用机制尚

不清楚，推测可能与内化作用有关。伴随配体受体复

合物在质膜凹陷处的聚集和内吞称之为内化。受体内

化都受到哪些因素的影响呢，这个问题受到人们的极

大关注。

" " $%& ’()* 浓度对 )* 受体内化的影响实验提示：
.!?条件下，各种浓度$%& ’()* 都能迅速与受体结合并
使受体发生内化，各时间点均以较低浓度$%& ’()* 内化
率较高。推测其原因，可能为 +,-./0 细胞 )*受体为
一定数量，可以结合的$%& ’()* 受到一定限制，当$%& ’()*
浓度增加时，结合的$%& ’()* 量虽有所增加，但$%& ’()*
结合率这一比值就下降了。

" " 温度对 )* 受体内化的影响实验提示：0?时，)*

受体内化率较低；%0?时，各时间点受体内化率较 0?
时均有增加；.!?时，)*受体内化迅速，受体内化率明
显高于其他温度组。本实验结果与相似实验结果基本

一致［.，!］。可以利用温度对受体内化率的影响，根据

实验需要，选择相应的实验温度。

" " 各种浓度、温度条件下，受体内化率均随时间的延
长而增加。本实验结果与相似实验结果基本一致［&］。

受体内化可以延长放射性核素标记产物在细胞内的贮

留时间，可以利用 )* 直接抗增殖及$%& ’ 辐射电离杀
伤，对肿瘤细胞起到协同杀伤效应［.］。

" " 本实验探讨了温度、时间及$%& ’()* 浓度等因素对
+,-./0 细胞 )* 受体内化的影响，得出了初步结论。
在以后进行 )* 受体内化的相关研究时，就可以根据
实验需要，选择、控制实验条件，使得 )* 受体内化率
随着需要调节，更好地进行肿瘤防治研究。
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