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#摘要$
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目的
!

探讨环磷酰胺"
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$及其代谢产物丙烯醛"

><E

$作用卵巢癌细胞
4Z̀ e'

后对人第
$%

号染色体缺失的磷酸

酶及张力蛋白同源基因"

9F=6

$的影响%方法
!

选择不同浓度
<9

及其代谢产物
><E

作用重组
9F=6

蛋白!采用硝基苯磷酸二

钠"

9699

$检测
9F=6

的磷酸化活性!

c@+H@B,QP"H

技术检测蛋白表达!通过生物素与蛋白结合检测药物与蛋白的结合方式#同时

分析
9F=6

基因通路
98'

'

F98'

的表达改变#不同药物浓度作用细胞后通过免疫沉淀"
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$方法得到目的蛋白!通过高效液相色谱

"

T97<

$检测其蛋白磷酸化活性%结果
!

药物代谢产物作用重组
9F=6

蛋白后其磷酸化活性随着药物浓度的增高而降低!

><E

抗体作用表达随着药物浓度增高表达增多!不同实验组蛋白与生物素表达随药物浓度增高而增多!在细胞中随着药物浓度增高

9F=6

磷酸化活性降低!
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蛋白表达随着药物浓度增加而减少%结论
!
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代谢产物
><E

可通过抑制
9F=6

蛋白磷酸化活

性引起细胞毒性%
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卵巢癌是女性生殖器恶性肿瘤之一#具有高度致死性)目

前抗击卵巢癌的主要方法包括改进治疗和早期诊断)虽然已

知早期疾病的检测可以延长存活率#甚至治愈#但是目前卵巢

癌都是在晚期被发现#手术和化疗的治愈率有限'

$.1

(

)因此#对

治疗方案的选择及化疗存在的毒性进行深入研究显得极为重

要)环磷酰胺$

<9

&是一种烷化剂#可导致皮质纤维化#血管损

伤和原始卵泡严重减少#同时也可以阻止细胞增殖和凋亡'

'

(

)

尽管
<9

有很多益处#但
<9

也可引起诸多不良反应)

<9

可能

导致正常组织损伤#如肾脏过氧化损伤#急性心脏毒性作用和

骨髓抑制'

0

(

)

<9

可通过产生
W6>

交联和促进
W6>

断裂来

诱导细胞毒性#故大多数卵巢癌幸存者有卵巢毒性和不育'

8.)

(
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人第
$%

号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源基因$

9F=6

&

位于
$%

号染色体#是具有蛋白磷酸酶和脂质磷酸酶双特异性

活性的一种抑癌基因#其主要通过抑制磷脂酰肌醇
.'.

激酶"丝

氨酸激酶$

92'Z
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>OH

&信号通路去磷酸化来抑制肿瘤生长)

9F=6

基因的抑癌作用依赖于其磷酸酶活性并且磷酸酶催化

结构域的功能丧失通常与致癌性
9F=6

突变有关'
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)本文将

应用蛋白质研究的相关技术从新的角度研究
<9

作用蛋白后

对
9F=6

磷酸化活性及其通路蛋白磷酸化活性的影响#从而

探讨
9F=6

基因与药物代谢作用产生细胞毒性的机制)
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材料与方法
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法检测磷酸酶活性
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&技术提取
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蛋白)细胞裂解液'含
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技术提取的蛋白沉淀中#室温

孵育
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#加入
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比例#
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仪器检测)
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高校液相色谱$
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作用
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终止反应#上机检测)
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数据经过
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统计软件分

析#计量资料以
LYD

表示#组间比较采用
)

检验#多组间比较

采用单因素方差分析#组间两两比较采用
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检验#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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蛋白磷酸酶活性检测
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作用
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蛋白随着药物浓度增加磷酸酶活性降低#见图
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特异抗体与蛋白结合
!
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抗体与蛋白结合#随药物

浓度增加表达越明显#不加药物的蛋白与抗体不结合#见图
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作用蛋白表达
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高浓度药物组与生物素的结合表达

更加明显#不加药物组则无表达#见图
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对细胞内药物作用的结果
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随着不同的药物浓度

作用细胞蛋白后#蛋白酶活性降低#此结果与
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蛋白的

活性结果一致#见图
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结果显示
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讨
!!

论

卵巢癌是女性发病率第二的妇科癌症#仅次于子宫内膜癌

的发生)虽然卵巢癌的病因尚未完全了解#但可能与年龄#晚

育有关#早期发病在月经初期或晚期绝经#同时乳腺癌突变也

涉及卵巢癌的形成和发展'

/.(

(

)

化疗仍然是当今卵巢癌治疗中常用的方法#化疗方案选择

通常有顺铂或卡铂与
<9

组合'

$%

(

)但是化疗药物尤其是
<9

存在细胞毒性#对治疗卵巢癌疗效并不十分明显'

/

(

#组合化疗

中的剂量选择未有明确有效的单位#其产生的细胞毒性及对抑

癌基因的影响机制是本研究的重点)

本研究通过磷酸酶活性检测得出
><E

直接抑制抑癌基

因
9F=6

的磷酸酶活性#考虑其磷酸化活性的降低可能是导

致细胞毒性的主要方式)因此可推测
><E

使蛋白活性降低#

从而抑癌基因作用减弱或发生突变)

<9

的代谢产物
><E

为不饱和醛类#其含有双键和醛基两

种官能团#其共价键在特定催化条件下可发生加成反应'

$$

(

)

本研究中
><E

特异抗体与蛋白结合表达增高#说明
><E

可

通过共价键与蛋白直接作用形成
><E.9F=6

加合产物#这种

加合产物的形成是迈克尔加成作用的结果)本研究可推测出

细胞毒性的产生由共价结合导致使其磷酸酶活性降低)

3T

是测定蛋白质羰基化探针性生物素衍生物)在亲和

细胞化学中#酰肼功能化基团通过低聚糖部分容许糖脂及糖蛋

白的生物素酰化'

$1

(

)本研究结果图
'

显示
3T

检测出
9F=6

蛋白与
><E

上游离醛羰基作用形成共价键#这种共价键加合

产物的形成可能与导致细胞磷酸酶活性降低#以及蛋白结构改

变有关)

T97<

结果显示细胞内蛋白活性随着药物浓度增高而降

低#这与
><E

与重组蛋白作用结果表达一致#说明无论在蛋

白层面即体外还是细胞内
><E

对
9F=6

的影响不变#并且此

影响较稳定#不会随着内环境改变#这对后续研究提供了有效

依据)

9F=6

基因参与
92'Z

"

>O

通路#其作用主要调节其下游

蛋白的磷酸化#以及调节细胞凋亡增殖等'

$'

(

)本研究主要选

择
98'

及
F98'

作为主要研究通路#研究结果显示
98'

蛋白表

达在药物作用后不变#

F98'

表达随药物浓度改变#表示其突变

主要可能发生在
F98'

)关于
F98'

是点突变还是失活突变还

需要做进一步研究)

本研究结果得出
><E

直接可以修饰
9F=6

蛋白结构和

影响其活性改变#

><E

对蛋白的这种类似反应也发生于

6>F.$

蛋白上'

$0

(

#但是与
9F=6

蛋白作用的具体细节及对其

他通路磷酸化活性的影响还需做进一步研究)

><E

的这种特

征对疾病的病因判断#选择治疗方案和治疗剂量开辟了新的思

路及研究方法)
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