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测定谷胱甘肽 一s一转硫酶动力学参数的变化表征其抑制剂 

张 灵，杨晓兰，白 婧，廖 娟，刘红博，廖 飞 

(重庆医科大学检验医学院，重庆 400016) 

【摘 要】目的：测定谷胱甘肽一S一转移酶(Glutathione—S—transferases，GST)动力学参数变化，建立表征其抑制剂的方法。方法： 

从猪肝经阴离子交换层析和亲和层析制备 GST酸性同工酶，用还原型谷胱甘肽(Glutathione，GSH)和 1一氯一2，4-二硝基苯(1，一 

chloro一2，4-dinitrobenzene。CDNB)合成 s一(2，4一二硝基苯基)一谷胱甘肽(GS—DNB)为候选抑制剂，以 GSH与 CDNB为底物测定 

GST在GS—DNB作用下的米氏常数(K )和最大反应速度( )，从而确定GS—DNB对GST的抑制常数( 。)。结果：此 GST被纯 

化 146倍以上，活性总收率近30％。该 GST对GSH和CDNB的K 分别为42 I~,nol／L和O．86 mmol／L，属于随机双底物动力学模 

型。GS—DNB对 CDNB竞争性 K为(21±1)p~mol／L(n=2)；对 GSH竞争性 K。为 (17±1)0,mol／L(n=2)。结论：产物 GS—DNB是 

GST的高亲和力竞争性抑制剂：测定GST动力学参数随抑制剂浓度的变化可筛选其抑制剂。 
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【Abstract]Objective：To establish a method based on analysis of the changes of kinetic parameters to characterize an inhibitor of 

glutathione—S—transferase(glutathione-S-transferascs．GST)．Methods：The acidic GST isozyme was purified from the porcine liver,Aa 

anion—exchange chromatography and affinity chromatography．The reaction of glutathione(glutathi0ne，GSH)and 1-chloro一2，4-dini— 

trobenzene(1，一chloro一2，4-dinitrobenzene，CDNB)gave S-(2，4-dinitrobenzy1)-glutathione(GS-DNB)as a candidate inhibitor． 

Michaelis—Menten constant(Km)and maximal reaction rate(V )were estimated to determine the inhibition constant(K )of GS—DNB． 

Results：Specific activity of GST was increased by more than 146 times with overall activity yield of about 30％．GST followed random 

bi—substrate kinetics and had K of 42 I~mol／L for GSH，and K of 0．86 mmol／L for CDNB．The competitive K．of GS—DNB was 

(21±1)Ixmol／L(n=2)against CDNB，and(17±1)p~mol／L(n=2)against GSH．Conclusion：GS—DNB is an effective competitive 

inhibitor of GST；the estimation of K。from responses of K and V to inhibitor concentrations can be a conventional method to screen 

GST inhibitors． 
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谷胱甘肽一S一转移酶(Glutathione—S—transferases，GST)催 

化还原型谷胱甘肽(Glutathione，GSU)的巯基参与生物转化 

反应．哺乳动物的多数组织细胞液中有多种 GST同工酶，其 

含量和活性各异；肝中GST含量最高，总量接近可溶性蛋白 

的5％[~-31。GST在组织中参与包括肿瘤化疗药物代谢灭活等 

各种疏水物质的生物转化；GST抑制剂可增强细胞毒性药物 

抗肿瘤疗效和直接抑制肿瘤生长[4--61。GST为同二聚体，每个 

亚基有一个活性中心，包含谷胱甘肽结合位点(G—site)和相 
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邻疏水底物结合位点(H—site)t0。GST的代表性抑制剂包括依 

他尼酸(EA)系列、GSH及其类似物、黄酮类化合物 、嘌呤类 

似物等 。GST产物同酶接触位点更多而亲和力可能更高， 

这是 GST抑制剂的最简单设计方向，但这些产物合成后难纯 

化。如能用合成后未纯化GST抑制剂混合物直接为样品测定 

其同 GST亲和力 ．无疑更有利于筛选 GST抑制剂。 

最近报道了以混合物为样品基于磁分离和色谱分析测 

定混合物中特定配体亲和力的新技术[81，预期可用于高通量 

筛选未纯化的GST抑制剂。作为肿瘤化疗药物增敏剂靶点的 

GST应来自人体．但人GST难重组表达；人与猪基因相近，猪 

GST同工酶应可为靶蛋白用于初步筛选 GST抑制剂。哺乳动 

物GST分为仪， ，丌，0和盯五大类可溶性 GST及微粒体膜 

结合同工酶等，它们的等电点常不同。猪肝GST主要同工酶 
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