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顺铂和反铂与红细胞膜糖蛋白的相互作用
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北京 一

用凝胶电泳法
、

荧光分光光度法和回二色谱研究了顺铂和反铂与人红细胞膜糖蛋白的作用
。

结果表

明
,

顺铂在糖蛋白上的结合扭明显高于反铂
,

顺铂对精蛋白构象的形响也大于反铂
,

这提示顺铂的抗瘤作

用可能与胶糖蛋自的作用有关
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一直认为抗癌药物顺铂 〔卜 〕作用的主要靶分子是核
,

可是愈来愈多的

证据表明细胞中存在着 以外的一些靶分子 王夔曾指出顺铂的抗痛作用是它与细胞各组

分相互作用的总体结果
’〕

,

苏雅娴等报告顺铂对癌细胞膜结构和微丝网络均有影响  
,

一系

列研究证明顺铂及其类似物对细胞膜蛋白
、

膜磷脂均有作用 〔〕 膜糖蛋白在细胞的分子识

别
、

信息传递等方面起着重要作用
,

且肿瘤细胞膜表面比正常细胞膜表面上的糖蛋白含量高

药物的作用可能是作用于膜上作为
‘

天线 的糖蛋白的糖基上引起糖蛋白构象的变化
,

从而破坏

整个细胞 作为顺铂几何异构体的反铂 〔 一 伽  !∀ 〕却无抗癌活性
,

而且这两种异构

体跨膜传递的速率相差较大 〕 因此
,

为进一步探求顺铂抗痛作用机理
,

本实验研究了顺铂

和反铂 与人红细胞膜糖蛋白相互作用的差异

实验及其结果
一

、

试剂及仪器
、

由北京医科大学实验药厂研究室窦培涎教授提供 血红细胞购 自北京红十

字血液中心 其他试剂均为分析纯 低温高速离心机 一 型
,

原子吸收分光光

度计
,

荧光分光光度
· ,

岛津 圆二色谱仪
,

日本

二
、

实验方法及其结果

红细胞膜糖蛋白的提取与鉴定

按 。
方法提取人工红细胞膜 吩 将新鲜膜于低温冰浴中匀浆

,

加人
· 一, 的

磷酸盐缓冲液制成含膜蛋白浓度为
· 一, 的恳液

,

然后取 体积膜蛋白悬液加到 体积

的膜掂蛋白抽提液中 氯仿与甲醉按体积比为 的棍合液
,

在室温下剧烈搅拌 分钟
,

并以

印 离心
,

分离得水相
,

再离心得没清水相 将水相于 ℃旋转蒸发浓缩
,

最后冷冻
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干 燥得膜糖蛋 白干 粉 用 十二烷基硫酸 纳一聚丙 烯酞胺凝胶电泳 法 一 鉴

定 。 分别以考马斯亮兰和过碘酸一   试剂染色对照
,

证明为糖蛋白 用这种方法提取的

是血型糖蛋白
·

红细胞膜糖蛋白中的铂结合量测定

将 和 分别作用于洗过的人血红细胞 体积
· 一,

的铂配合物加

体积血红细胞
,

于 ℃缓慢摇荡反应
,

离心去除未反应的铂配合物
,

再用等渗液洗涤两次红

细胞
,

立即溶血提取细胞膜
,

按  提取糖蛋白
,

用 一 法鉴定
,

并观察铂对糖蛋白聚合

度的影响 将所得到的铂结合膜糖蛋白配成 。
· 一 , 的溶液

,

采用石墨炉原子吸收法测定

铂在膜糖蛋白上的结合量

实验结果表明
,

和 在糖蛋 白上的结合量分别为 户 糖蛋白和

陀 糖蛋白
,

且 一 法说明它们均未引起糖蛋白聚合度的改变

凝胶电泳法研究铂在膜糖蛋白上的结合量

取 一定量 的细 胞膜和 铂配合物溶 液
,

在恒温 ℃ 下进行反应
,

其介质用 含

一 一
, 的

· 一 ,
的 一 一 三经 基氨基甲烷 缓冲体系 反应一定

时间后
,

高速离心弃去上清液得膜沉淀
,

用反应介质洗涤两次 将膜沉淀进行 一 分离

膜蛋白
,

分别用考马斯亮兰和过碘酸一 试剂染色显示蛋白质和糖蛋白带 然后将凝胶上

的蛋白区带和糖蛋白区带切下烘干
,

用 溶解后采用石墨炉原子吸收法测定各带中的铂含

量 其结果见表 这里测得的是同等量蛋白上的相对铂结合量

表 膜总蛋白和膜糖蛋白对顺铂和反铂的结合里

 !   !

 

乃

荧光分光光度法研究铂配合物与膜糖蛋白的作用

取一定虽铂配合物溶液在 ℃ 时作用于膜糖蛋白
,

后测得其荧光光谱 膜搪蛋白中蛋

白质含量为 如
· 一 , ,

测量条件为激发光波长 礼
,

激发光和发射光狄缝均为 ,

室温下测定 其测定结果如图

圆二色法研究铂配合物与膜糖蛋白的作用

取一定量铂配合物溶液在 ℃时作用于膜糖蛋白 后测其圆二色谱 膜糖蛋白中蛋

白浓度为 粼
· 一 , ,

测定波长为 一
,

灵敏度
。 · 一 , ,

光径为 比色杯
,

于

室温(2 4℃)测定
,

取计算机两次累加 平均结果
.
测定结果如图 2.

结 果 讨
一

、

顺铂和反铂与糖蛋白结合量的差异

铂(n )为 沪 电子构型
,

可极化性强为路易斯软酸
,

论

与配体成键的共价性强
,

所 以铂(n )配合
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物可和细胞组分中的生物大分子等多种亲核物质作用
.
可与细胞膜磷脂头部的磷酸墓

、

蛋 白

质中氨基酸侧链的一s H
、
一s C H

3 、 一C o o
一、

一N H : 以及杂环氮等结合
.
还可和膜糖蛋白 上糖

链中的糖经基结合
.
从实验结果表 1可看出

,

顺铂和反铂与细胞膜蛋 白作用时
,

反铂在膜总蛋

34心 3 6 0 3 8 0 4 0 0

图 l 顺铂(a) 和反铂(b)对膜糖蛋白的荧光淬灭谱
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白上的结合量不低于顺铂
,

但是顺铂在膜糖蛋白上的结合量却为反铂结合量的 3一4 倍
.
造成这

些差别的主要原因是其顺反异构体的结构差异所致
,

由于反式异构体的反位效应
,

反铂与膜总

蛋白的结合量往往大于顺铂
,

这与 G
oni as

,

5

.

L

.

等的研究结果一致二 顺铂和反铂与膜掂蛋
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白作用时其结合最的差异 可能有以下儿个原因
:
其一

,

由于立体化学因米的限制
,

反铂往往不能

键合于顺铂的某些反应位倪
,

如顺铂和反铂与白蛋白作用ll,t
,

其结合量和结合部位是不同的
(” ,

顺铂对人血浆中
:
厂巨球蛋白的受体识别的拈抗效应比反铂更为有效

〔幻
,

这说明顺铂较反铂

更具有选择性
.
其二

,

顺铂是双功能基团
,

与糖蛋白作用时可形成
‘ 奋Pt

N、 p

H 3 N 月 。
白琳

的赘合结构
,

这种赘合结构的稳定性要 比反铂与糖蛋白的单点键合结构的稳定性高
.
其三

、

糖

蛋白对顺铂和反铂物质的分子识别或选择性可能不同
,

糖蛋白可能优先选择顺铂并与之结合
.

位得注意的是
,

膜搪蛋白在细胞识别
、

信息传递及与外来物质作用l讨起重要作用
,

且肿瘤

细胞膜表 而的糖含业 比正常细胞高
.
顺铂对膜糖蛋白的这种特殊亲和性可能

一

与它的抗痛活性

密切相关
.

二
、

顺铂和反铂对膜糖蛋白构象的影响

由图 1 中的荧光光谱可以看出
,

顺铂和反铂均能 异致膜糖蛋白的内源性荧光淬灭
,

并几随

着配合物浓度的城加荧光弧度逐渐下降
,

但是峰位没有改变
.
这说明顺铂和反铂与膜糖蛋白之

间存在着 明显的相互作用
,

但是它们不是直接作用于荧光基团如色氨酸
、

酪氨酸等残基 L
,

而

是作用于掂蛋 白的掂链
_
L或其他氨基酸残基上引起糖蛋白构象的变化

.
导致荧光张度的下

降
.
顺铂和反铂比较

,

两者的荧光悴灭曲线无明显差别
,

只是顺铂的荧光悴灭强度略大些(图 1

中的第 1, 2

,

3 条曲线相 比较)
,

按文献【9] 的方法处理
,

求得两者与糖蛋自结合的解离常数分

别为 Kc
。。, = 3

.

58
x 1 0 一m ol

·

l

一, 和 价
。D , = 7

.

62
x

1 0一m ol
·

l
一 , ,

这种差别也与顺铂可以形成
“

r :只全J一 厂
、

t

月
。蛋白

·

的。合结构有关
.
由图 2 可以。出

,

顺铂和反铂作用于 , 。蛋白后

使其圆二色谱有所改变(216n m 左右变弱)
,

但顺
、

反铂两个反应体系的 C D 谱差异较小
,

只是顺

铂使
:
一螺旋含址增加(208n m 谷琳弧)的更大些

,

这说明顺铂对糖蛋白构象的影 响比反铂大些
,

这也与顺铂可和械蛋白形成赘合结构有关
,

C D 谱
’
J荧光光谱的研究结果是一致的

。

顺铂和反铂对膜糖蛋白构象的影响不如它们与掂蛋白结合皿的差别表现得明显
,

但这并不

矛盾
。

这是由于糖蛋白的结构所致
,

糖蛋白中抓链在蛋白质的一端向外伸展远离肤链 中的荧光

基团
,

故结合在糖链土的铂对荧光基团的影响较小
,

表现为对荧光强度影响很小
.
荧光强度的

下降主要取决于铂对糖蛋自中肤链
_
上的氨基酸残基的结合

,

由表 1中的数据可知顺铂和反铂在

膜总蛋白上的结合皿相近
,

可推测两者在抓蛋白肤链上的结合相似
.
因此

,

顺铂虽然在糖蛋白

上的结合址明显大于反铂
,

但对荧光强度的影响却相近
.
据文献 (I0 ) 报道

,

膜糖蛋白
_
L 的糖链

对糖蛋白的 C D 谱无显著的影响
.
因此

,

结合在糖链上的铂对 C D 谱的影响较小
,

这就是为什

么顺铂和反铂作用于膜糖蛋自后其 C D 谱基本相同的原因
.

从以上讨论可以看出
,

顺铂和反铂与膜糖蛋白的结合员有显著差别
,

而两者对糖蛋白构象

的影响基木相同
,

只是顺铂的张度大些
.
据此可以推断顺铂和反铂都可作用于膜糖蛋白肤链 L

的氨基酸残基
,

但两者在糖蛋白糖链土的结合是不同的
,

顺铂对糖链具有更张的特殊亲和作

用
.
这种差异可能是 两者生物活性差异的关键所在

,

鉴于膜糖蛋白在细胞活动中的重要作用
,

因此值得深人研究
.
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