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广东省自然科学基金 !广东省卫生厅科研基金 和湛江市科委科技计划项目资助 ∀

Τψρπηοστιν ΑΓ34 对重组人蛋白激酶 ΧΚ2全酶的影响

刘新光  梁念慈 湛江 广东医学院生物化学与分子生物学研究所 ¬ ∏ ∏

摘要  目的 观察 × 对重组人蛋白激酶 ≤ 全酶的直接作用及其酶动力学机制 ∀方法 利用基因工程克隆 !表

达和纯化获得重组人蛋白激酶 ≤ Α和 Β亚基 在体外等摩尔数混合构成有最大生物活性的重组 ≤ 全酶 在不同条件下测

定 ≤ 的活性 ∀ ≤ 活性通过测定转移到 ≤ 底物上的≈Χ2 ° × °或≈Χ2 ° × °的≈ ° 放射活度来检测 ∀结果 重组人

≤ 是一种 ≤ ! °和 °等第二信使非依赖性蛋白激酶 与天然 ≤ 的性质一致 ∀ 对重组人 ≤ 全酶具有很

强的抑制作用 ≤ 为 Λ # 2 抑制作用远大于 ≤ 已知抑制剂 二氯2 2Β2呋喃糖苯并咪唑 ⁄ 和 Ν2 2氨乙基 2

2氯萘2 2硫胺 ∀ 对重组人 ≤ 的动力学研究表明 它与 × °呈现以竞争性为主的混合型抑制作用 与酪蛋白呈

非竞争性抑制作用 ∀结论 不仅是酪氨酸蛋白激酶的抑制剂 而且是一种十分有效的蛋白激酶 ≤ 的抑制剂 重组人

蛋白激酶 ≤ 可作为一种较为简便筛选和开发有效的 ≤ 抑制剂的分子靶点 ∀

关键词  重组蛋白激酶 ≤ × ≤ 酶动力学

Εφφεχτ οφ Τψρπηοστιν ΑΓ34 ον ρεχοµ βιναντ ηυµαν προτειν κινασε ΧΚ2 ηολοενζψµε

∏ ÷ ∏ ∏ ÷ ≤ (Ινστιτυτε οφ Βιοχηε µιστρψ & Μολεχυλαρ Βιολογψ, Γυανγδονγ Μεδιχαλ

Χολλεγε , Ζηανϕιανγ , , ξγλιυ γδ µχ . εδυ . χν)
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ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ  ≤ × ≤

  蛋白激酶 ≤ 曾被称为酪蛋白激酶 或 2

≤ ≤ 是一种真核细胞普遍存在的信使

非依赖性丝 苏氨酸蛋白激酶 ∀它是由两个催化亚基 Α或

Α. 和两个调节亚基 Β 组成的不均一四聚体 ΑΒ !Α. Β 或

ΑΑ. Β
≈ ∗ ∀蛋白激酶 ≤ 有两个重要特点≈ ∗ 一是它可

磷酸化的底物有 余种 这些底物在 ⁄ 复制与转录 !

加工与翻译 !细胞代谢与运动 !信号的传导与加工 细

胞增殖与分化 !癌基因与抑癌基因的调节等方面起重要作

用 但真正作用至今仍不清楚 二是 ≤ 属于少数具有双辅

底物特异性的蛋白激酶之一 既可以 × °也可以 × °作为

磷酸供体 ∀此外 与正常和静止细胞相比 转化和正在增殖

的细胞蛋白激酶 ≤ 活性升高≈ ∗ ∀有研究表明≈ ≤

的 Α或 Α. 基因可能是原癌基因 ∀最近有学者指出≈ ∗

≤ 可能是肿瘤和艾滋病治疗的分子靶点之一 其特异性抑

制剂具有潜在的临床治疗价值 ∀

是一系列人工合成的低分子量化合物 ×

中的一种化合物 结构式见图 是酪氨酸蛋白激酶 × °

抑制剂≈ ∀ ≤ 的活性与增殖相关 抑制细胞增殖可能会影

响 ≤ 活性 ∀为了探讨 对 ≤ 的作用机制 本文在

已克隆表达人 ≤ Α和 Β亚基的基础上
≈ ∗ 首次研究了

对纯化的重组人 ≤ 全酶活性的直接作用及其动力

学 ∀

图 1  的化学结构式

1  材料与方法

1 1  材料

由以色列 教授实验室合成惠赠 其合成方法

见文献≈ ∀ 2二氯2 2Β2呋喃糖苯并咪唑 ⁄ 和 Ν2 2氨

乙基 2 2氯萘2 2硫胺 为 ≤ 公司产品 酪蛋白为

≤ 产品 ∀肝素 精胺 组蛋白 ≥ ∏Β× Β × °

× °为 ≥ 公司产品 ° 磷酸纤维素滤纸为 • 产

品 ∀≈Χ2 ° ×°或≈Χ2 ° × °为北京亚辉生物医学工程公

司生产 其余为国产分析纯产品 ∀

1 2  方法

1 2 1  人 ≤ Α和 Β 亚基 ⁄ 重组质粒 × ≤ 和

× ≤ 的克隆与测序  方法见作者以前的报道≈ ∀

1 2 2  重组人 ≤ Α和 Β亚基的原核表达 !纯化与鉴定  方

法见作者以前的报道≈ ∀

1 2 3  蛋白定量  按常规的考马斯亮蓝 2 染色法 以

牛血清白蛋白作为标准 ∀

1 2 4  蛋白激酶 ≤ 的活性测定 方法见文献≈ ∀酶反

应总体积为 Λ 反应混合液中含 # 2 × 2 ≤

# 2 ≤ # 2 ≤ Λ # 2 × °

≈Χ2 ° ×° 或 × ° ≅ 比活 ≅ #

2 去磷酸化酪蛋白 # 2 ∀反应温度为 ε ∀加 Λ

重组 ≤ 全酶启动酶反应 反应 后取 Λ 点至直径

的 ° 磷酸纤维素滤纸上终止反应 阴干 用 #

2 磷酸洗涤数次 最后用丙酮洗涤一次 ε 烤干后 加闪烁

液于液闪仪计数 每组同时做 个平行管 ∀每 催化

≈Χ2 ° ×°或≈Χ2 ° × °上的 °转移到酪蛋白上所

需的酶量为 个酶单位 ∀

1 2 5  对重组人 ≤ 全酶的直接作用与 ≤ 的计算

≤ 的计算根据半数效量概率单位法≈ 进行 ∀以浓度的对

数为横座标 相应浓度抑制率的概率单位 为纵座标

求出直线回归方程 并根据方程计算 ≤ 值 抑制时的

概率单位为

1 2 6  酶的动力学测定  根据 ≤ 结果 选择 种不同浓

度 Λ # 2 进行实验分组 ∀在固定酪蛋

白浓度为 # 2 × °浓度从 ∗ Λ # 2 情况下 测

定 ≤ 的活性 相当于反应速度 或在固定 × °的浓度为

Λ # 2 改变酪蛋白浓度 ∗ # 2 条件下 测定

≤ 活性 每个样品同时做 个平行管 采用 √ 2

∏ 作图法求出表观 Κ 和表观 ς ¬酶动力学参数 以此

判断 对 ≤ 抑制作用类型 ∀

1 2 7  统计学处理 差异的显著性检验采用配对 τ检验 ∀

2  结果

2 1  重组人 ≤ 全酶的性质鉴定

结果见表 从中可以看出 混合后的 ≤ 全酶具有与

天然 ≤ 一致的性质 如可以部分去磷酸化的酪蛋白作底

物 而用碱性蛋白组蛋白 ≥和 × ° 的底物 ° ∏Β×

Β 作底物时 ≤ 的活性则很低 ∀重组人 ≤ 全酶的活性

还受到肝素和 ≤ 特异性抑制剂 ⁄ 的抑制 精胺则有激

活作用 ∀而一些第二信使分子如 ° °和 ≤ 则对

≤ 的活性基本没有影响 ∀

2 2  对重组人 ≤ 全酶的直接作用

向反应体系中加入不同浓度 实验结果表明 表

对重组人 ≤ 全酶有较强的抑制作用 且随着

浓度的不断增加 对 ≤ 全酶的活性抑制率逐渐升

高 呈现浓度依赖性关系 ∀以浓度的对数为横座标 相应浓

度抑制率的概率单位为纵座标 求出的直线回归方程为

ξ 其 ≤ 为 # 2 即
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Λ # 2 表 ∀

表 1  重组人蛋白激酶 ≤ 全酶性质

组  别
≤ 活性

¬ ? σ
对照组

对照组 ?

组蛋白 # 2 ? 3 3

酪蛋白

∏Β× Β # 2 ? 3 3

酪蛋白

肝素 # 2 ? 3 3

⁄ Λ # 2 ? 3 3

精胺 # 2 ? 3 3

≤ # 2 ?

° Λ # 2 ?

° Λ # 2 ?

  使用等摩尔数 的 ≤ Α和 Β亚基构成 ≤ 全酶 其活

性测定方法见材料与方法 ∀在对照组中酪蛋白作为 ≤ 的底物 每

个数值代表 次实验的平均值 ∀ 3 3 Π 与对照组相比

表 2  对重组人蛋白激酶 ≤ 全酶的影响

浓度 ≤ 活性 抑制率

# 2 √ ∏ ¬ ? σ 概率单位

?

? 3 3

? 3 3

? 3 3

? 3 3

? 3 3

? 3 3

注 3 3 Π 与 # 2 组比较

2 3  抑制重组人 ≤ 全酶的动力学研究

2 3 1  在不同 × °浓度情况下 对 ≤ 活性的影响

 在固定酪蛋白浓度 改变 × °的浓度条件下 以≈≥ 2 和

ς2 作图显示的酶动力学结果 图 表明 随着抑制剂

浓度的增加 表观 ς ¬逐渐减小 而表观 Κ 则逐渐增大 双

倒数作图交点相交于第二象限内的一点 说明 与 × °

呈现以竞争性抑制为主的混合型抑制重组人 ≤ 活性 ∀

图 2  √ 2 ∏ 作图法分析 对重组人 ≤ 全

酶的抑制作用的动力学

固定酪蛋白浓度为 # 2 按图中所示改变 × °浓度条件下测

定不同浓度 对重组人 ≤ 全酶的影响 每个值代表 次实验

的平均值 ∀

# 2 π Λ # 2 ≅ Λ # 2 υ

2 3 2  在不同酪蛋白浓度情况下 对 ≤ 活性的影响

 在固定 × °的浓度 改变酪蛋白浓度情况下 以≈≥ 2 和

ς2 作图显示的 酶动力学结果 图 表明 随着抑制剂

浓度的增加 表观 ς ¬逐渐减小 而表观 Κ 则基本不

变 双倒数作图交点交于横轴负端一点 说明 与酪蛋

白呈非竞争性抑制重组人 ≤ ∀

图 3  √ 2 ∏ 作图法分析 对重组人 ≤ 全

酶的抑制作用的动力学

固定 × °浓度为 Λ # 2 按图中所示改变酪蛋白浓度条

件下不同浓度 对重组人 ≤ 全酶的影响 每个值代表 次实

验的平均值 ∀

# 2 π Λ # 2 ≅ Λ # 2 υ

2 4  ⁄ 与 对重组人 ≤ 全酶的抑制作用

2二氯2 2Β2呋喃糖苯并咪唑 ⁄ 和 Ν2 2氨乙基 2

2氯萘2 2硫胺 是已知对 ≤ 有抑制作用的两种化合

物≈ ∗ 结果 表 和表 表明 它们对重组人 ≤ 都有较

强的抑制作用 其 ≤ 分别为 Λ # 2 和 Λ # 2

说明 对重组人 ≤ 全酶的抑制作用明显强于 ⁄ 和

∀

表 3  ⁄ 对重组人蛋白激酶 ≤ 全酶的影响

浓度 ≤ 活性 抑制率

Λ # 2 √ ∏ ¬ ? σ 概率单位

?

? 3 3

?  3 3

? 3 3

? 3 3

? 3 3

≤ Λ # 2 3 3 Π 与 Λ # 2 组比较

表 4  对重组人蛋白激酶 ≤ 全酶的影响

浓度 ≤ 活性 抑制率

Λ # 2 √ ∏ ¬ ? σ 概率单位

?

? 3 3

? 3 3

? 3 3

? 3 3

? 3 3

≤ Λ # 2 3 3 Π 与 Λ # 2 组比较

3  讨论

目前有观点认为蛋白激酶 ≤ 是肿瘤和艾滋病治疗的

靶分子之一 ≤ 的抑制剂具有潜在的抗肿瘤和抗 ∂2 的
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临床应用价值≈ ∗ ∀ × 是人工合成的一系列化合

物 因能特异性抑制 × ° 而得名 ∀它们可抑制表皮生长因

子受体 ∞ ƒ !血小板衍生的生长因子受体 °⁄ ƒ !

∞ 2 ∏与 ∞ 2 的 × ° 活性 而且可抑制 ∞ ƒ 依赖

的 细胞的增殖等 × ° 的抑制剂已作为阻断信号传导

靶点的一类新型治疗药物≈ ∀有研究表明 抑制

∞ ƒ 的 × ° 的 ≤ 为 Λ # 2 ≈ ∀ 不但可以逆转

ƒ 诱导转化的 × 细胞的形态变化 抑制

ƒ 蛋白激酶活性 而且在 2 ƒ 基因转染的

× 细 胞 中 它 可 明 显 抑 制 包 括 ƒ 和

ƒ 癌基因蛋白在内的酪氨酸磷酸化作用 选择性降

低 ≥ 癌基因蛋白 ƒ 的合成≈ ∀ 诱导的人肠

癌细胞分化表型与细胞内 × ° 活性降低相关≈ ∀这些研

究都只局限在抑制 × ° 活性方面 ∀

由于 ≤ 的活性与增殖相关 抑制细胞增殖可能会影

响 ≤ 的活性 ∀但从组织中提取纯化得到研究所需 ≤ 的

量较为困难 因此我们通过基因工程方法获得大量有生物学

活性的重组人 ≤ ≈ ∗ 进行了一系列生化药理学研究 ∀

本实验首次观察到 可明显抑制重组人 ≤ 全酶的活

性 其 ≤ 仅为 Λ # 2 表 ∀蛋白激酶 ≤ 是少数既

能以 × °也能以 × °作为磷酸供体的蛋白激酶之一≈ ∗

故以 × °作磷酸供体进行 ≤ 活性的测定特异性更好 ∀本

实验的酶动力学结果揭示了 对 ≤ 的作用机制 它与

× °呈现以竞争性抑制为主的混合性抑制 图 说明它与

× °具有一定的竞争性抑制作用 而与酪蛋白则呈非竞争

性抑制 ≤ 图 ∀

⁄ 与 作为已知的蛋白激酶 ≤ 的抑制剂≈ ∗ 尤

其是 ⁄ 是 ≤ 的特异性抑制剂 它还可抑制依赖 ≤ 的

聚合酶 ∀ 除了可抑制 ≤ 外 还可抑制 ≤

° ° ° ≤ 等蛋白激酶的活性 我们的实验结果表明纯

化的重组人 ≤ 全酶可受到已知抑制剂的抑制 抑制

≤ 的作用 ≤ 为 Λ # 2 明显强于 ⁄ ≤ 为

Λ # 2 和 ≤ 为 Λ # 2 说明 不但是

× ° 的抑制剂 而且可能是 ≤ 十分有效的抑制剂 从而拓

宽了 的作用范围 ∀ × ° !° ≤ !≤ 等都是一些与细

胞信号传递的有关的蛋白激酶≈ ∗ 目前 ≤ 的蛋白底物

已发现 多种 与信号传递有关的钙调蛋白 雌激

素受体 等 既可受 ° ≤ 调节 又是 ≤ 的重要底物≈ ∗ ∀

这些揭示了 ≤ 与某些信号转导 !细胞代谢调节的激酶之

间存在密切的相互关系 不过它们在细胞内的分工和作用的

先后顺序和确切的作用机制还有待于进一步研究 ∀由于我

们通过基因工程得到大量的纯化重组人 ≤ 以它作为药理

靶点观察药物对其抑制作用及其机制 方法十分简便快速

因此本文的结果提示重组人蛋白激酶 ≤ 可作为一种较为

简便筛选和开发有效的 ≤ 抑制剂的分子靶点 ∀
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