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微囊藻毒素对鱼组织匀浆液蛋白磷酸酶

活性抑制作用的研究
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蛋白磷酸酶是在调节细胞内蛋白磷酸化水平方面具有重要作用的酶
。

研究表明
,

蛋白磷酸化水平与

肿瘤的促进作用 密切相关
,

激活蛋白激酶 � 和 抑制丝氨酸 � 苏氨酸蛋白磷酸酶 ���� � � �� �� � �� �

曲�� 曲��� 
� ,

简称 ��
,

根据对抑制剂的敏感性和对二价阳离子的依赖性
,

分为 �
,

��
,

��
,

�� 四类�的物质

都对肿瘤形成起促进作用
。

近期研究发现
,

天然有毒物微囊藻毒素对 ��� 和 ���� 活性具有极强的抑制

作用 �� 
。

对 �� �和 ��  � 具有极强抑制作用的这一物质的发现有重要意义
,

从酶学研究来看
,

由于这类物

质对酶抑制作用 专一和灵敏
,

因而可作为理想的分子探针用于对生物体内各类 �� 的研究
�

从生态毒理学

考虑
,

由于 �� 抑制程度可反映一类具有相同作用机理物质的总量
,

因而可用来定量检测环境中促肿瘤物

的量以及用来评价化学品的潜在促肿瘤作用
。

当考虑蛋白磷酸酶作为分子生态毒理学指标而用于环境

监测时
,

方法的简化是十分重要的
。

由于蛋白磷酸酶的纯化步骤较为繁琐
,

给化学品的活体致毒测定工

作带来不便
,

而组织匀浆液比较容易得到
,

利于活体致毒测定工作的大量进行
,

因此
,

验证用纯化的酶进

行实验的条件是否同样适合于匀浆液
,

研究微囊藻毒素对组织匀浆液中蛋白磷酸酶的抑制作用的特点
,

并与对纯化的酶的抑制作用模式及其程度进行比较显得非常必要
。

材料与方法

� � 蛋白磷酸醉的分离纯化 取草鱼肝脏
,

按照文献 �� 中的方法
,

得到的 �巴� 分装后
,

贮存于 一 �� ℃
。

� � 组织匀浆液的制备 取草鱼肝脏
、

肾脏
,

分别加适量 �� � � � � � �� �含 ��  !� � � � 蔗糖的缓冲溶

液 � �������
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、
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�
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基乙醇和 �� � 甘油�
,

置冰浴中
,

匀浆
,

经离心 ���� ��
,

�℃
,

�� 而��
,

所得上清液分装
,

贮存于 一 �� ℃
。
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� �� 底物制备 参照文献 �� �进行
。

� �� 酶活力测定 参照文献 【�� 进行
。

� �� 抑制作用比较 参照文献 �� 进行
。

用毒素存在时酶的相对活力与毒素浓度的对数作图
。

�
�

� 试剂 微囊藻毒素 ��
、

� �
、

� �
,

日本名城大学原 田健一教授赠送
。

� 结果与讨论

�� � 组织匀浆液反应条件的确定

组织匀浆液相对活力 以反应产生的�一 �� 巧 占加人的底物的总�一
� ��计数的百分比来表示

。

在肝
、

肾匀

浆液稀释倍数分别为 ��
,

��
,

�
,

�
,

� 时
,

测定它们对糖原磷酸化酶 � 脱磷酸化的活力 �图 ��
。

从图 �看

出
,

当稀释倍数为 ��
,

即 肾匀浆液蛋白量 �一��  卜�
,

肝匀浆液蛋白量 �一�
�

� 协�时
,

酶蛋白量与活力呈线性

关系
。

将肝
、

肾匀浆液均稀释 �� 倍
,

分别进行反应时间一活力实验 �图 ��
。

从图 � 可看出
,

在 ��而� 以内
,

相对活力与反应时间呈线性关系
,

因此
,

��而 � 的反应时间对肝
、

肾匀浆液的活性实验来说是合适的
。

�� � 微班藻毒素对组织匀浆液蛋白磷酸醉活性的抑制

酶抑制实验中用不加抑制剂时的酶活力作为 �� ��
,

测定不同抑制剂浓度时的酶的相对活力
。

用促

忡瘤剂微囊藻毒素 �凡 � �
、

� � 分别对肝
、

肾匀浆液进行抑制实验
,

从图 � 可 以看出
,

微囊藻毒素对肝
、

肾

匀浆液中蛋白磷酸酶活性抑制作用的模式与对纯化的 � ��� 的一样
,

反应曲线呈典型的 � 形
。
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性的影响而言
,

L R 最大
,

Y R 次之
,

R R 最小
,

这与毒性实验的结果是一致的I3]
。

2. 3 抑制作用的比较

比较 LR
、

Y R

、

R R 对肝匀浆液与肝 PPZA 抑制的结果 (图 4)
,

可以看到
,

尽管匀浆液成分复杂
,

但三种

表 1 L R
、

Y R

、

R R 对三种阵和制剂的半抑制浓度 (nln
of / L)

T ab
.
1 Ic so of LR

、

Y 凡
RR

to p ro 仍in p h o sp h
atas

e

肾匀浆液 幻d
ney hom ogenate

肝匀浆液 Li ver h om ogena te

肝 PPZA Li ve r PP ZA

毒素对其蛋白磷酸酶活性抑制作用的模式和程度与对纯化的P PZA 的作用是完全一致的
。

对三组曲线的

数据用灰色系统理论进行关联度检验
,

在 P 为 0
.
5 时

,

L R

、

Y 凡 RR 对两种酶制备物的抑制作用曲线的关

联度分别为 0. 65
,

0.
69

,

0.
70

,

结果表明曲线间的相似程度是可信赖的[’]
。

由此可 以证明
,

微囊藻毒素对蛋
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图 3 微囊藻毒素对几种酶制备物的抑制作用
。
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图 4 微囊藻毒素对肝匀浆液和肝 P PZA 抑制作用的 比较
。
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白磷酸酶 1和 ZA 的作用是专一性的
,

不受系统中存在的其它磷酸酶和蛋白的影响
。

由图 3
、

图 4 计算出 LR
、

Y R

、

RR

对肾
、

肝匀浆液和肝 PP ZA 的半抑制浓度 IC
S。
如表 1

。

毒素对几种酶

的 IC 50十分接近
,

与文献 [2
,

5] 报道的结果是一致的
。

本研究结果为用组织匀浆液代替纯化的酶进行抑制实验及化学品的活体致毒测定提供了依据
,

而

且
,

在用放射性同位素标记法进行促肿瘤作用研究时
,

用组织匀浆液作为酶制备物将更为方便
。
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