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替代的经乙酸醋类 5个化合物与大鼠

脑内 M一胆碱能受点的结合研究

药理学长研 室 宋裕南

经乙酸酪类 G (l y e a l l ie ) 化合物是 目1 )J i’ 生几胆 碱能药物 中最强 .
’

l{J 一类
C` ’ (之〕〔 3 )。

!
’

1 1 5 5 9年

。 Stf e 扭等人川提出正
`

常人 口服 这类药物后
,

出现妄想
、

幻觉 与 环境脱 离等的 抑精神症状
,

引起人们极大的注意
。

据 J作测
,

_

追军正布研制的第二代中 J性抗 )坦碱能类失能剂
,

属于替代的

径乙酸酚类
,

因此这类化合物 (毒刘 ) 在未来化学
.性坛争中使川 l ,l{J可能性及垂要性是

一

很大的
。

为 了探讨该类化合物的作川机理
,

筛选 寻找强效的
,

!
,

才刚了〔M 叭碱 能药物
,

本文 选 川经

乙酸
一

3
一

个
兰

i
丁

两踌和l羚乙酸
一

4
一

呱咤酷的 5 个强效 衍生物
,

从整体和受点 二个 水平进行实验分析

研究
。

整体试验 )
、

认ljJ 霍颤索 ( O x
ot

r C m o1’ i二 e ) 的对抗试验
,

测定欲 测药物对 抗 震颤 素诱发

小自鼠霍邮iE D
: 。
从

,

以评定药物自勺中枢抗月11 {减能强 度 ; 人I
一

刀几碱能受点结 合 i式验
,

是 以大 鼠

脑匀浆 P
:

{’l 二
为受点制价

, 〔 3
H〕

一

几不许乙 酸个 卜酚 ( 〔 “
I幻 Q N B ) 作为 配 华

,

把欲测 药物 与

〔
3
H 〕Q N召竞争 M

一

受 汽
,

欲测药物对M
一

受点的竞争能力即亲和力 以 I C
: 。

为指标
,

以比 较药物

对M
一

受点的泉和l力强弱
。

水文报道 」〔 “
}生〕Q N B

一

与人 鼠 iiljI 匀浆P
:

部份人I
一

受 点的结 合 i式验
。

〔 3
H〕QN B与人鼠脑内人I

一

受点的结合具有特 异性
,

J七特 异川卜特异的比从可达 10 一 15
。

观察到

5药抑制 (竟
一

争 ) 〔 3
1幻 QN B特异性结 合的能力 与约物的浓 度有 良 好的线 性关系

,

少} J丁
.

都与

QNB的抑制 (兑争 ) {}!j线接近
、

J吮 { J’
。

发现 5 药又」入I
一

受点的 长于J}力
`
歹它 {i

’

Jj
`

l勺
`
}

,

{区抗几11而戈能强 J呀之

问有良好的相关比
。

J U相关系数
r 二 0

.

9 8
。

材 料 和 方 法

材料和试剂

〔 “
H 〕QN B山解放军军 书医学科学院药理毒理所供给

,

放 时比活竹为 2
.

4 C i / m M
,

母

洲加 H 7
.

4
厂

巨 15 一 H CI 缓冲液稀释成 1
.

4 4冬: iC / m l
,

低温贮存备月}
。

2
.

Q N B和其它廿代的径乙酸醋类化合物 由解放军药物化学所合成
。

3一卜二烷 丛硫酸钠 ( S D )S 配成乙 二醇甲醚 止甲苯 济液 ( 侮电 纯化S D S加乙 二 醉甲醚

zo m l
,

二甲苯 5 m l )
。

理
.

T r i s 一

H C I缓冲液 ( s o l21 M
,

p H 7
.

l )

5
.

闪烁液组成为 P尸0 6
_

克
,

P O P O P o
.

3克
,

茶 7 5克
,

乙 二醉 单甲醚 3 0 0 m l
,

三甲苯 i1]J 至

10 00 m l
。

二
、

方法

(
一

) 受 点 (大 鼠脑今J浆 P
:

) 的制各
( 5 ’ 。

受点 ( r o e
叩 t o r ) 川内 阵干1

1亦钧
: 见f找(

。
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大鼠 ( 150 一 0 0 2克 ) 1。只
,

断头后速取前段脑
,

仪 犷冰 冷的 o
.

32 M蔗糖 溶液
.

1
:

去 除硬脑

膜和表面血迹
,

称重
,

以 9 倍体积 ( w / v) 冰冷的 0
.

32 M蔗糖溶液制成匀浆
。

4 C
、

10 0 0 义 g

离心 10 m in 后
,

倒掉 仁清液
,

小郎降乳黄色中层沉淀 吸入另一离心管内
,

下层紧贴 管底的棕

红色沉淀用 o
.

32 M蔗糖液洗涤
,

洗涤液与中层乳黄色沉淀合并
,

以 o
.

32 M蔗糖液恢复至原体积
、

搅匀
。

然后 4℃
、

2 0 0 00 x g离心 20 m in
,

如上述将乳黄色沉淀混悬于 T r i s 一 H CI 液至原体积 1 / 5 ,

于

3 0 eC 温育 3 0 m i n ,

再 4 oC
、

2 0 0 0 0 x g离心 2 0 m i n 。

最后得到的沉淀物 ( P
:
) 加适量 T r i s 一 H C I液

,

搅匀
。

用 F ol i n 一

酚法测定匀浆蛋 白含量 ( 以牛 白蛋 自为标准 )
,

将匀浆蛋白旧T r i s 一 H C I液稀释成

1 3
.

4 m g
加 1

,

我们用 1 5 0时 (相当于 Z m g蛋白 ) 作为标准放射受点分析
。

分装后贮存在
一

20 ℃备用
。

制备的大 鼠脑匀浆 P
Z

部份经电镜观察含有较丰富 的突触结构
。

( 二 ) 受点结合竞争试验

每管加 〔 3
H〕QN B溶 液50 时

,

使最 终浓度 为 1
.

0 x 1 0一 吕
M ;

载体管 (用来检验非特异性结

合值 ) 加未标记的QN B溶液 50 间
,

使最终浓度为 1
。

0 x 1 0 “ “
M ;

样品 管一律加待测 药物溶 液

50 时 ; 空白管 ( 用来表示总结 合值 ) 不加药物
,

而加 T r i s 一 H CI 液 5 0时 ;摇匀后 每管加 鼠脑 匀

浆 150 叮 (相
’

与于 Z m g蛋 白 )
,

使总体积为 2 50 时
。

上述各管每 7 一 9 管 合为一扎
,

于 30 ℃温育

(不时振摇 ) 20 m in
,

取出后立 即置冰浴冷却
,

并 同时加入 ]
.

5 m l冰冷 T r 污
一

HCI 液终止 反应
。

然后 4℃
、

2 0 0 0 X g离心 1 0 m in
,

离心结束后倒掉 L清液
,

将整扎 离心管 口朝下倒立 于数层软

纸 L
,

尽量使管壁挂液流尽
。

再如上法
,

沉淀物加冷
`

r il s 一

H CI 液 1
.

5 m l经电磁搅伴洗涤
, 4 c

、

2 0 0 0 X g离心 10 m in
,

弃去 七清 液
,

用软纸 吸干每只试 管壁 的液滴
。

最后
,

每管沉 淀加纯化

S D S液 o
.

s m l
,

经 电磁搅拌后
,

将消化溶液移入计 数杯内
,

并以 l 。;时闪烁液反复洗涤离心管
,

并入计数杯内摇匀成匀相后
,

以贝克曼 ( B e c k m a )n I
J

5 8 0 0 0液体闪烁计数仪测定放射性
。

(三 ) 计算

特异性结合值 ( B ) 二 总结合值 ( T B ) 一 非特异性结合值 ( N B )

游离标记物浓度 ( F ) = 所加标记物浓度 ( T ) 一 特 异性结合浪 ( B )

被试药物抑制特异性结合的% (即竞争率 ) 为
:

空自管计数 一 样品管 卜}数

空自竹计数 一 载体管
一

计数
X 10 0 %

被试药物抑制特异性结合50 % 的值 ( 即 IC
。 。

) 是根据其浓度一抑制率曲线 ( 即竞争结合

曲线 ) 经对数机率转换
,

由直线回归分析测算所得的
。

标记物 〔“
H〕QN B的平衡解离常数 ( k d )及结合受点总浓 j变( R

。
川 ( S e a t e h a r d作图法

` 已’ ` 7 ’
经

直线回归分析测算所得的
。

cS
a ct h a r d作图法公式如 卜

:

B l
尸
。 、

.

R
。

、叹 ~ 一 = —
t 不 ’ 贬 U J 十 一 ,一 ,-

l
铭 K a K a

每个药物选川 理一 8 个不 }
.

J浓度
,

侮一实验俏为 二复竹测定值的平均值
,

其 误差不超过

1 0 %
。

实 验 结 果

一
、

〔
“

H〕QN B浓度对结合值的关系

在匀浆蛋 白含量
、

温育体积和其它实验条件恒定的情况下为求得最佳标记物剂量
,

测定

了不同浓度 的〔 3
H 〕Q N B与受点的结合 (饱和曲线 )

,

分析了特异性和非特异 性结合与〔
3
H 〕



l 1

QN B浓度之间的关系

表 I 〔3 ,【〕Q N B浓度对
一

结合 位 的影 响

计 数 及 浓

e P m / 0
。

2 5 m l 义 1 0
一 3

吐 结 合 仇

江
、

结 合 11
’

价汁 }}
几 r

含

(
c
p m )

待异川卜特异
n

M奈 特汁件结含

n乙
5

1.工L口Q一OJ八U八U
.

…
.̀

n日-沙ù诊
`住ù尸J八U

1111勺月nJ
J
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l
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6 8 0

3
。

4 2 7

6
。

8 0 7

1 0
。

4 2

1 6
。

9 1

2 3
。

4 2

3 0
.

2 6

4 0
。

3 2

。

5 0

。

1 0

8 0 0

1 8 4 4

3 4 7 0

4 9 4 7

6 7 1 6

7 9 0 0

8 6 6 2

9 1 2 5

{ 1 2

1 5 9

2组5

3 2 0

4 5了

5 9 9

丁了吕

1 0 1 6

6 8 8

16 8 5

3 2 2 5

4 6 2 7

6 2 5 9

丁3 0 1

了8 8续

8 1 0 9

6
。

1 : 1

1 0
。

0 : 1

1 3
。

2 : 1

1 4
。

5 : 1

1 3
。
了 : l

1 2
.

2
:

1

1 0
。

1
.

1

8
。

0 : 1

一O

1一

.02
一

又

带 〔 3 x l〕QN B计数 ( e p m ) I n C i l p m o l贬a ; : 〕Q X B

5 0 % 2
.

2 2 x z o 3 d P n l
2

.

4 n C i

8

7
特异性结合

6

卜ō口月兮

5

ǎ。。曰x一戴龙
一

冲尔吩ùè逻次

2

非特异性结会

】O 20
,

万0 叨 团

〔 3 H 〕QN B ;了
、 下兰 (

n M )

60

图 1 〔 “ H 〕Q N B浓 [犷川护
r
,l

合值的毖响一 受点厂洋犷池 川曲全口

结果 (见表 1 和图 ] ) 表明
:

特异性结合随着 〔 “ H〕Q N B浓度增加而渐至饱和
,

表明M
一

受点

与〔
3
H〕QN B的特异性结 合是可饱和的

。

但非特殊性结合却与此截然不同
,

它随着〔 “
H 〕Q N B浓

度增加而直线
_

L升呈不饱和特性
。

〔 “
H 〕QN B浓度以 l 一 2 义 1 0

’ 吕M为适
,

此时特异 /非 特异

的比值高达 13 一 1 5 ,

过低或过高浓度均会降低特异门卜特异的比值
。

二
、

〔
“
H〕QN B对大鼠脑匀桨 ( p

:
) M

一

受点的平衡解离常数 ( k d) 及结 合受 点总 浓度

(尺
。

) :



存结 合试验
`
}
、
所测得 的 〔 “

H〕

QN B特异 性结合依 ( B ) 和 游 离

〔“ H〕QN B浓度 ( F) 进行 S a et eh ard

作 1到 ( 见图 3 )
,

按 S e a t e h a r d作图

公式测算 〔 “
I诬〕QN B 又」大鼠 {JI乏i匀浆

M
一

受点的 k d值 和 R
。

值
。

并作配基

受点结合饱和曲线 I ( 见图 2 )
。

结果由 S c a t c h a r d 作图测算得

k d值 为 1 0
.

6 土 o
.

g n人压( X 士 S E
,

n 二 9 )
,

R
。
值为 2

.

9 4上 o
.

o 7p o 0 1/ m g

p r o t
.

( X 士 S E
, n 二 9 )

。

在 J组 2

的令 B m a x 处的横坐标位置的〔 F 〕

值即代表 k d
,

而其 k d值与S e a t e ll : r d

作图分析测算的 k d 值极为接近
。
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图 3 〔 ” H 〕QN B又
、

J
一

大鼠月户l匀浆 ( P : ) M
一

胆碱能受点的烹浅 S e a t e h a r d图



表2 S e a te ha r d 作图分才介
一

蛋允据

B (p m
o l/ m gp r o t) . F (

n
M) . 帝

0
。

6 0 0

0
,

8 6 1

l
。

1 6

1
。

3 6

1
。

4了

1
。

5 1

连
。

9了

7
。

9 9

1 5
。

0

2 3
。

2

3 2
。

l

4 4
。

9

O
。

7 7 5

O
。

5 8石

O
。

15了

O
。

3 3 6

〔 a H 〕Q N B特异性红
}i合

c p m I n C i l p , n o l〔 3 、 I弓Q N B

5 0 %

F = T一 T B

2
。

2 2 又 2 0名 dP m 2
.

4 n C i

x 一 -卫 -
-

Z m g p印 t
。

带 带

. . . 曰 . 、 替代的翔乙酸醋类 5 个化合物与 M
一

胆碱能受点的亲和力 ( lC
。 。
值 )

根据受点竞争结合试验的数据
,

绘制药物抑制 (竟争 )〔 3
1幻 Q N B特异性结合的浓度一抑

制 (竞争 ) 率曲线 (竞争曲线 )
,

从竞争曲线可 以直接得出特异性结合 50 %受抑制所需的药

物浓度 (I C
。 。

)
。

I C
。 。
值为药物与受点结合的强度指标即辛 阳力 人 3 即是 竹代 的羚乙酸酚

类 5 药的 I C
S 。
值 比较

。

图 4 表明 替代的径 乙酸 醋类 5 药的 竞争 (抑制 ) 曲 线
,

其竞争 ( 抑

制) 能力与药物浓度有 良好的线性关系
,

并 且都与 QN B的竞争 (抑制 ) 曲线接近平行
。

抑 岛

制

特 花

单位异

性 河

机

肠 半

习

结合的%

10
一 9 10

一 3 10
一了

药物浓 .rT ( M )

图叹 药物抑制 〔 “ H〕Q N B待异性结臼询浓叹一抑儿
一

i们山线



表 3替代的在 乙酸醋类5 个 化合物的 1 C
。 。
值比较

编 号

QN B

2 1 3一 2 3

2 1 3一 2 1

2 1 3一7 2

2 1 3一 24

I Co o( n
M )

1 0
.

5 士 1
.

0

7
.

1 6士 0
.

7 6

1 6
.

7 士 1
.

9

2 1
.

5 士 2
.

1

35
.

4 士4
.

5

.抑 制 强 度( 亲和力)

]

1
。

4 8

0
。

G 3

O
。

4 9

0
。

3 0

n 一5 655 4

带 以 QN B 的I CSO 之倒数为I

四
、

替 代的经乙酸醋类5 个化合物的受点亲和力与中枢抗胆碱能活性之间的关系

该类化合物的中枢抗胆碱能强度 以对抗氧化震颤素(O xt oe rm orn i C,

中 5 i0 gn / k g) 诱 发

小 鼠震颤作用的 E D
。 。

为指标
,

发现该类化合物的 I C
。 。
俏与中枢抗胆碱能强度 E D

。 。
值之间有

良好的相关性 (表 4 )
。 一

般来说
,

中枢抗胆碱能 作 )jJ 强的化介物
,

与受点的亲和力也强
;

反之
,

中枢抗胆碱能作用弱的化合物
,

与受点的亲和力 也弱
。

如果将这些化 合物 的 E D
。 。
对

其 I C
。 。

作图
,

可得到较好的线性关系
,

相关系数
r 二 0

.

98 ( P < 0
.

0 0 1) ( 图 5 )
。

表 4 段 乙酸 醋 类 5个 化合 物 的 I C
S 。
及杭 震颤 E D

S 。
值

编编号号 } 结构 式式 }I C S。̀ n M ’’
}ED。。(叭
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图 5 汗乙酸醋类 5 个化含物的抗震颤 E l〕5 0一 I (
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讨 论

〔 “
H〕 QN B对 M

一

胆碱能受点结合的高度 专
,

性 址抗胆碱能 类化 f r物放射 配 甲
。

受点 结合分

析法的毯础
。

结合反应平衡后
,

在分离结合的与游离的标记配 堪中
,

过滤法和离心法是最常用

的}uJ’ 种分离手段
。

目前国外多数实验室采用玻璃纤维滤 纸 ( Wat m a G F / B或 C 型 )快速过滤洗

涤法
。

有些实验室采用 B e o km a n 圆锥形聚乙烯离心竹
,

离心洗去游离标记配基后
,

切下管尖沉

淀部份测定放射性的方法
。

我们采 时普通玻璃试竹
,

经两次 低温常速离心
,

两次冷冻洗涤来减

少非特异性结合
,

其特异 /非特异的比值 可高达到 10 一 1 5 ,
{可特异性结合 ( c p m )

_

且占总计数

(c p m ) 30 一 50 %
。

经用 S c
at

o h ar d作图分析测算〔 “ H 〕Q N B对 M
一

胆碱能受 点的k d值为 ; 1 0
.

6 士

0
.

g n M ( X 士 S E )
,

R
。
值 为 1

.

9 4士 0
.

0 7p m o l /
n : 9 p r o t

.

( X 士 S E )
。

所 测 得 k d 值 较 文

献山 ( “ ’
为高

,

其原因可能是 〔
“
H 〕Q N B的放射比活性较低

,

〔
“
H 〕 QN B的终浓度偏高

,

再则在

离心及沉淀洗涤期间配基
,

受点发生解离
。

但本文的方法简便
,

重复性好
,

灵敏度较高
。

aY m a m ur a
等

( 8 ’ `功 ’ `川曾采用大 鼠脑突触膜制备
,

观察M
一

胆碱能拮抗剂与 M
一

受点的相互作

用
,

认为对受点的亲和力 与外周药理活性之间有较 好的相
_

沦比
。

B au m g ol a
等

r ’ “ ’ 曾 报道一组

羚乙酸脂类化合物对大 鼠脑 M
一

受点的亲和力与它们的行为失调之间 有很好 的相 关性
。

本文

采用大鼠脑匀浆 P
Z

制备
,

在 M
一

受点竞争结合试验中
,

发现 2 13一 23 和Q N B两药竟争 (抑制 )

强度非常接近
,

但 2 13 一 23 似略强 一些
,

其它三药竞争 (抑制 ) 强度 都较 QN B弱
。

观 察到 5

药竞争 (抑制 ) 〔 “
H〕Q N B特异性结合的能力 与药 物的浓 度有 良好 的线性 关系

,

并 且 都与



“
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`

Q N B的竞争 (抑制 ) 曲线接近平行
。

进一步观察到 5 药的受点亲和力与它们中枢抗胆碱能强

度之间有良好的相关性
,

说明该类化合物的中枢抗胆碱能活性 七要决 定于它们与 中枢 M
一

受

点的亲和力
。
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