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氧化型谷胱甘肽对大鼠硫酸基转移酶 1A1与 

羟基多氯联苯作用的影响 

刘云岗，姜 浩 

(南方医科大学公共卫生与热带医学学院毒理学系，广州 510515) 

【摘 要】目的：探讨大鼠硫酸基转移酶(Sulfotransferase，SULT)1A1在巯基部分氧化的状态下对某些羟基多氯联苯(Hydroxy— 

lated polychlorinated biphenyls。OH—PCBs)的特异性及酶促动力学的影响。方法：大鼠肝胞液作为大鼠SULT的天然来源 ，大鼠 

SULTIA1则从重组表达的大肠杆菌分离纯化；硫酸基结合速率以辅酶转化产物 3’，5’一二磷酸腺苷的形成来测定；酶蛋白巯基 

氧化还原状态以氧化型，还原型谷胱甘肽(Oxidized／reduced glutathione，GSSG／GSH)对酶预处理来获得。结果：6’OH PCB 35、4’ 

一 OH PCB 9及4’一OH PCB 12均可在大鼠肝胞液作用下形成硫酸基结合产物；4’一OH PCB 9和2一萘酚在用GSSG预处理的大 

鼠SULTIA1作用下的硫酸基结合速率降低而底物抑制消除；4’一OH PCB 6在该酶经 GSSG预处理后由抑制剂转变为底物，且 

反应速率随预处理时GSH／GSSG中GSSG的比例增高而增高；4一OH PCB 14则仅在该酶经GSSG预处理后由抑制剂变为底物。 

结论：大鼠SULT1A1在巯基氧化后可降低 OH—PCBs等底物的最大反应速度(Maximal velocity，Vmax)，同时消除底物抑制；酶的 

巯基氧化状态使某些作为抑制剂的OH—PCBs转变为底物，其反应速率与 GSSG／GSH相对量有关。 
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lnfluence of oxidized fllutathione on rat SUlfOtranSferaSe 1 A1 for interactions 

with hydroxylated pOIychIOrinated biphenyls 

LIu Yun-gang．JIANG Hao 

(Department of Toxicology，School of Public Health and Tropical Medicine，Southern Medical University) 

【Abstract]Objective：The formation of disulfide bond within protein molecules is an outcome of oxidative stress．This study is to inves- 

tigate the effects of partial oxidation of the sulfhydryl groups in the rat sulfotransferase(SULT)1A1 protein on its specificity and en— 

zymatic kinetics toward hydroxylated polychlorinated biphenyls(OH-PCBs)．Methods：Rat liver cytosol was used as the native SULTs， 

and rat SULT1A1 was extracted and purified from recombinant E．coli cells expressing this enzyme；the enzyme activity was assayed 

by the form ation of 3’，5’一diphosphoadenosine，the reaction product of the co—factor of SULTs；the redox status of the sulflaydryl 

groups in the enzyme protein was modeled by pretreatment of the enzyme with oxidized／reduced glutathione(GSSG／GSH)．Results： 

6’-OH PCB 35，4’-OH PCB 9 and 4’-OH PCB 12 could be conjugated with sulfate group in the presence of rat liver cytosol；the 

sulfation of 4’-OH PCB 9 and 2-naphthol by GSSG—pretreated rat SULT1A1 demonstrated decreased reaction rates and blockage of 

substrate inhibition．4’OH PCB 6 was conve~ed from an inhibitor to a substrate after pretreatment of rat SULTIA1 with GSSG，and 

the reaction rate increased along with the increase in the ratio of GSSG／GSH present in the pretreatment；for 4-OH PCB 14，pretreat— 

ment of the enzyme with pure GSSG was essential for the conversion of an inhibitor to a substrate．Conclusion：After oxidation of the 

intramolecular sulfhydryl groups，rat SULTIA1一catalyzed sulfation can apparently reduce the maximal velocity(Vmax)of its substrates， 

such as OH—PCBs，and eliminate substrate inhibition．The oxidation of the enzyme can result in the conversion of some inhibitory OH— 

PCBs to substrates，and the reaction rate is relevant to the ratio of GSSG／GSH employed for modulating the enzyme． 

【Key words]E．coli；recombinant sulfotransferase；polychlorinated biphenyls；oxidized glutathione 

氧化应激(Oxidative stress)是普遍存在的内源性及外源 

性刺激因素，它可造成生物大分子的化学修饰及功能改变。 
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例如。过氧化氢可通过使人血管细胞钾通道蛋白的巯基与谷 

胱甘肽(Glutathione，GSH)形成二硫键从而使该蛋白活性降 

低[ 1；血管内皮细胞一氧化氮合成酶的s一谷胱甘肽化水平增 

高妨碍内皮依赖的血管舒张．且这一作用可用硫醇还原剂逆 

转 ；大鼠硫酸基转移酶(Sulfotransferase，SULT)1A1在氧化 

型谷胱甘肽(Oxidized glutathione，GSSG)作用下分子内半胱 
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Plot 12．0(Enzyme Kinetics Wizard)对所得酶促反应速度和相 

应底物浓度进行线性拟合，得出相应酶促动力学参数值。 

1．5 GSSG对大鼠 SULT1A1催化活性的影响 

在用谷胱甘肽预处理酶蛋白之前 ．酶溶液中所含巯基还 

原剂 DTr以 PD一10凝胶过滤层析法除去[3】。含酶蛋白和 1 

mmollL GSSG或 GSH的密闭 Eppendorf管(充有氩气以防止 

蛋白白发氧化)在25~C水浴中反应1 h．取1小份酶液用DTNB 

分析巯基含量以监测 GSH的消耗[111。质谱分析发现处理导致 

酶蛋白亚基 66位的半胱氨酸与 232位的半胱氨酸或蛋白分 

子外的 GSSG形成二硫键 ，而在蛋 白质亚基内的另外 3个半 

胱氨酸残基的巯基仍为还原态[121。此外，酶蛋白还以GSSG／ 

GSH混合物预处理，以谷胱甘肽总浓度为 1 mmol／L，其中GSSG 

摩尔数占0％、25％、50％、75％、100％；然后观察上述不同巯 

基氧化条件下大鼠SULT1A1催化反应的特异性和反应率的 

变化。本文前期工作已证明4’一OH PCB 6和 4一OH PCB 14 

是蛋白分子巯基还原态大鼠 SULTIA1的抑制剂。二者却在 

该酶经 GSSG预处理后成为底物，且最大反应率所对应的浓 

度分别为200 bLmol／L和 100 p,mol／L(因反应不符合任何已知 

模型而未得出Km值)；因此对4’一OHPCB 6和4一OH PCB 14 

就分别以这2个浓度来分析不同巯基氧化条件对酶促硫酸 

基结合反应率的影响。 

2 结 果 

2．1 大鼠肝细胞液催化 0H—PCBs形成硫酸酯 

由表 1可见 ，2～萘酚和 3种 OH—PCBs在大鼠肝脏细胞 

液作用下形成的硫酸基结合物水平 ，以亚甲蓝离子对抽提法 

和 PAP分析法 2种方法测定的数值基本一致。其中2一萘酚 

是SULT1A1的标志性底物【13l；由于3种OH—PCBs对SULT1A1 

具有极端强烈的底物抑制效应(反应曲线呈 SULT1A1催化 

反应所特有的尖峰状)而无法获得其相应的米氏常数㈣，本 

试验中所采用的浓度均为已报道的各底物 Vmax相应的浓 

度，有利于观察酶活性㈣。 

2．2 大鼠 SULT1A1巯基氧化还原状 态对其催化 4’一OH 

PCB 9和 2一萘酚硫酸基结合反应的影响 

如图 3所示 ，GSH预处理后(还原型)的大鼠 SULT1A1 

对4’一OH PCB 9和2一萘酚都催化硫酸基结合反应，且反应率 

在低浓度上升很快，在约 20 Ixmol／L浓度开始转而出现强烈 

的底物抑制效应，因而呈现尖峰状反应曲线。反之 ，在GSSG 

预处理后(氧化型)的大鼠SULT1A1作用下4’-0H PCB 9和2一 

萘酚的硫酸基结合反应速率较之 GSH预处理组下降约 1，2． 

但底物抑制作用明显减弱(对于4’一OH PCB 9)或完全消除 

(对于2-萘酚)，其Km值分别为20 nmol／(mg·min)和6．2 nmol／ 

(mg·min)。 

表 1 大鼠肝细胞液作用下 2一萘酚和 3种OH—PCBs的硫酸酯形成(i±s。n=3) 

雏 
辇重 

4'-OH PCB 9(I．~mol／L) 

2一萘酚(~mol／L) 

簧詈 
dⅡ 鲁 

1／[4’一OH PCB 9](p~mol／L) 

0．08 

饕蓄0．06 
如 9 

蒸 o．o4 

饕重 ／ (mg·min) 

2 0．1 0．0 0．1 0．2 0．3 0．4 

1／[2一萘酚](p~mol／L) 

A和 C分别为4’一OH PCB 9和 2一萘酚在 GSH和 GSSG预处理过的大鼠SULT1A1催化下的硫酸基结合剂量一效应关系；B、D分别为 A、C中 

GSSG预处理组的数据按照反竞争性底物抑制(Uncompetitive substrate inhibition)模型和普通米氏方程拟合的浓度一反应率双倒数曲线(GSH预 

处理组因强烈的底物抑制作用而没有适当的酶促动力学模型进行拟合)，所得动力学参数数值标于图中。数据为2个重复观测值的均数4-标准误 

图3 4’一OH PCB 9和 2一萘酚在巯基还原型和氧化型大鼠 SULT1A1催化下的硫酸基结合反应及其动力学分析 

[(口 u_ 目一九0日Ⅱ】 

斟 好醐锚 
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2．3 GSSG／GSH不同的相对含量对 OH-PCBs由大鼠 SUl|T1A1 

抑制剂转变为底物的影响 

由表 2可见。4’一OH PCB 6和 4一OH PCB 14在用 GSH 

预处理(巯基还原型)的大鼠SULT1A1的作用下均无硫酸基 

结合反应。4-OH PCB 14只对 cssc(无csrt)预处理过的酶 

具有底物活性 ，而对含 GSSG 25％、50％、75％的混合谷胱甘 

肽预处理过的酶均不呈现底物活性。不同的是，4’一OH PCB 

6对含 GSSG 25％、50％、75％、100％的混合谷胱甘肽预处理 

过的酶均呈现底物活性。且活性水平与预处理酶的混合谷胱 

甘肽中GSSG所占比例成依赖关系。 

表 2 4’一OH PCB 6和 4一OH PCB 14由GSH SSG以不同 例 

混合预处理大鼠 SULTIA1后催化的硫酸基转移速率( ±Sln=3) 

预处理大鼠SULT1A1 

(GSSG：GSH，mmo~L：mmol／L) 

硫酸基转移反应率 

[nmo]J(mg·min)] 

4’一0H PCB 6 

(200 l,Lmol／L) 

4—0H PCB 14 

(100 i~mol／L) 

3 讨 论 

本研究所观察到的大鼠肝脏细胞液对 3种 OH—PCBs形 

成硫酸基结合物的作用，与前期工作发现的作为重组表达的 

大鼠 SULT1A1底物的 OH—PCBs相吻合_101。并且根据 PAP生 

成测定的 SULT活性与直接测定硫酸基结合产物(亚甲蓝离 

子对抽提法)的结果 比较一致 ，说明在本研究实验条件下底 

物依赖性 PAP形成与硫酸酯生成是等分子数的关系。SULTs 

存在于肝细胞等的细胞液中，其中表达最优势的亚型即为 

SULT1A1。实验结果虽无法排除大鼠肝脏细胞液中除 

SULT1A1~'t"的其它SULT亚型参与催化这3种 OH—PCBs形 

成硫酸基结合物的可能性 。但对大鼠 SULT1A1与它们之间的 

底物特异性是一个进一步的支持。 

SULT各亚型催化的硫酸基转移反应的一个主要特征 

就是几乎无一例外的底物抑制作用_3】10,12,14]：尤其是酚类硫酸 

基转移酶(SULT1)(如大鼠 SULT1A1)催化的反应 ，异常强烈 

的底物抑制使反应曲线呈尖峰形 ，底物浓度高达一定程度可 

以使反应率下降至零水平，而且不符合目前已知的酶促动力 

学模型，因而通常得不到确切的动力学参数值[3,10,141。本研究观 

察到的 2一萘酚在巯基氧化状态的大鼠 SULT1A1催化下硫酸 

酯生成的动力学变化(最大反应速率降低，底物抑制完全消 

除)与在该酶与其他酚类化合物(如4一硝基酚)作用中GSSG 

的作用相符_引。本研究发现大鼠SULT1A1的巯基氧化状态对 

4’一OH PCB 9形成硫酸酯的影响与对酚类物质反应的影响 

大致相同，但底物抑制未完全消除，而是明显缓减．以致其浓 

度一反应率之间能够符合通常的反竞争性底物抑制模型。这 

一 特征是否因PCBs与酚类化合物间显而易见的化学结构差 

异(前者分子包括 2个以单键连接的苯环，后者则仅有 1个 

苯环)有关则有待进一步探讨。 

4’一OH PCB 6在本研究中可作为 由GSSG／GSH混合物 

预处理后大鼠SULT1A1的底物．且硫酸基转移速率与GSSG 

在混合谷胱甘肽中的分子比例有关。后一现象可能与相对含 

量不同的GSSG预处理该酶后其蛋白分子内部发生 Cys66 

二硫键形成的比例不同，若有二硫键形成的酶蛋白分子比例 

越高，有效催化 4’一OH PCB 6硫酸基结合的酶分子也就越 

多，从而导致反应速率增加。尤其重要的是，较低的GSSG比 

例(如25％)在体内氧化负荷增加而不威胁机体生存的情况 

下是可能存在的，这就提示在体内氧化应激状况下大鼠 

SULT1A1对某些 OH—PCBs的特异性可能发生转变：由抑制 

剂变为底物 ．其生理意义可能是促进某些 OH—PCBs II相代 

谢 以及在此基础上的排泄增加。4一OH PCB 14与 4’一OH 

PCB 6虽然都可在大鼠SULT1A1经GSSG预处理后转变为 

底物，但不同的是前者在 GSSG和 GSH混合物预处理后的该 

酶作用下没有观察到硫酸基结合反应。既往研究发现大鼠 

SULT1A1、酚类底物和 PAP之间形成三联体一不活泼终端复 

合体(Dead end complex)是底物抑制形成的机~lJ[3,121，而极强 

的底物抑制可导致表观反应率下降为零 ：我们最近观察到 

4一OH PCB 14与该酶(及与酶一PAP复合物)结合的亲和力高 

于 4’一OH PCB 6(解离常数不及后者的 1／2) ，因此可 以预 

期4一OH PCB 14在本研究的酶促反应体系中形成不活泼终 

端复合体的水平可能高于4’OH PCB 6。这样看来，一方面 

在酶经过 GSSG／GSH混合物的预处理后可能只有部分酶分 

子发生 Cys66的二硫键形成，另一方面 4一OH PCB 14形成 

“不活泼终端复合体”比较占优势，从而可造成硫酸基结合产 

物的形成速率低于本研究的酶活性检出限。 
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多药耐药基因MGMT在脑胶质瘤干细胞中表达的实验研究 
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(1．重庆医科大学附属第二医院神经外科；2．重庆医科大学超声影像学研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨甲基鸟嘌呤DNA甲基转移酶(Methylguanine—dna methyhransferase，MGMT)在脑胶质瘤细胞和胶质瘤干细 

胞(Brain glioma stem cells，BGSC)中的表达情况。方法：由手术切除的多形性胶质母细胞瘤中分离培养胶质瘤细胞和BGSC；应 

用免疫细胞化学染色和流式细胞术(Flow cytometry，FCW)鉴定BGSC；应用RT-PCR法测定MGMT mRNA在胶质瘤细胞、BGSC 

和正常脑组织中的表达。结果：本研究中获得的BGSC具有典型的BGSCs细胞生物学特征和免疫学标记；RT-PCR检测结果表 

明MGMT mRNA在BGSC中的相对表达量明显高于胶质瘤细胞(0．562士0．021 vs 0．1 12±0．023，P<O．O1)，而胶质瘤细胞MGMT 

mRNA的相对表达量明显高于正常脑组织(O．1 12±0．023 vs 0．005±0．001，P<O．O1)。结论：多药耐药基因MGMT主要在BGSC而 

非胶质瘤细胞中表达，其可能是BGSC产生多药耐药性的主要分子机制之一。 

【关键词】胶质瘤干细胞；胶质瘤细胞；甲基鸟嘌呤DNA甲基转移酶 
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Study on the expression of MGMT gene in glioma stem cells derived frOm GBM 
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( ．Department ofNeurosurgery；2。Institute of Ultrasound Imaging，the Second Affiliated Hospital， 
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【Abstract]Objective：To explore the expression of MGMT gene in glioma stem cells and glioma cells derived from glioblastoma． 

M ethods：BGSC was isolated from glioblastoma and cultured in vitro，and was identified by immunocyt0chemical stain and flow cy— 

tometry．Relative expression of MGMT gene in BGSC and in glioma cells by RT-PCR was analyzed．Results：BGSC from glioblastoma 

could express Nestin and CD133 antigen，self-renew and differentiate into astrocyte and neuron in vitro．RT—PCR results demonstrat— 

ed the relative expression of MGMT gene in BGSC was markedly higher than in glioma cells(0．562±0．021 vs O．112±0．023，P<0．01)， 

and the relative expression of MGMT gene in i0ma cells was markedly higher than in normal brain tissue(0．1 12±0．023 vs 0．005± 
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