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ＣＫ２αｏｒα′ｇｅｎｅｉｓａｐｒｏｔｏｏｎｃｏｇｅｎｅ［４］．ＣＫ２ａｃ
ｔｉｖｉｔｙｈａｓｂｅｅｎｅｎｈａｎｃｅｄｉｎｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，
ｓｏｌｉｄｔｕｍｏｒｓａｎｄｒａｐｉｄｌｙｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｄｔｉｓｓｕｅｓ［５，６］．
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ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［５－７］．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，
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ｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ［８］．Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒ
ｈａｎｄ，ＣＫ２ｉｓｅｘｐｌｏｉｔｅｄｂｙｖｉｒｕｓｅｓｔｏｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅ
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ｆｏｒａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ ａｎｄ ａｎｔｉｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｓ［２，３，９，１０］．

３，４′，５，７Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｘｙｆｌａｖｏｎｅ（ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ）
ｉｓａｆｌａｖｏｎｏｉｄｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍＫａｅｍｐｆｅｒｉａｇａｌａｎｇａ，
Ｄｉｐｈｙｌｌｅｉａｓｉｎｅｎｓｉｓ，Ｔｈｅｓｉｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅ，ｅｔｃ．Ｉｔ
ｈａｓｂｅｅｎｗｅｌｌｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｈｅｒｂａｌ
ｍｅｄｉｃｉｎｅｆｏｒａｗｉｄｅｒａｎｇｅｏｆｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｅｆｆｅｃｔｓ
ｓｕｃｈａｓａｎｔｉｐｈｌｏｇｉｓｔｉｃ，ｃｏｕｇｈｒｅｌｉｅｖｉｎｇａｎｄａｎｔｉ
ｈｉｓｔａｍｉｎｅ，ｅｔｃ［１１］．Ｓｏｍｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｓｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｉｓａｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｃｙｃｌｉｎｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＣＤＫ）［１２］．ＳｉｎｃｅＣＫ２ｈａｓ
ｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈＣＤＫ，ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ＣＤＫｍａｙａｆｆｅｃｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＣＫ２．Ｔｈｕｓ，ｗｅ
ｕｓｅｄｋａｅｍｐｆｅｒｏｌａｓｔｈｅｓｕｂｊｅｃｔｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ
ｗｈｅｔｈｅｒｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｃｏｕｌｄｍｏｄｕｌａｔｅｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＣＫ２ａｎｄｉｔｓｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎｖｉｔｒｏ．

１ ＭＡＴＥＲＩＡＬＳＡＮＤＭＥＴＨＯＤＳ

１．１ Ｒｅａｇｅｎｔｓ
Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，ｈｅｐａｒｉｎ，ｓｐｅｒｍｉｎｅ，ａｎｄＡＴＰ

ｗｅｒｅｆｒｏｍ Ｓｉｇｍａ．５，６Ｄｉｃｈｌｏｒｏ１βＤｒｉｂｏｆｕｒａ
ｎｏｓｙｌｂｅｎｚｉｍｉｄｚｏｌｅ（ＤＲＢ）ｗｅｒｅｆｒｏｍＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ．
Ｐ８１ｐｈｏｓｐｈｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒｗａｓｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔ
ｏｆＷｈａｔｍａｎ．［γ３２Ｐ］ＡＴＰ（３７０ＧＢｑ·Ｌ－１，ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙ＞１８５ＰＢｑ·ｍｏｌ－１）ｗｅｒｅｐｕｒｃｈａｓｅｄｆｒｏｍ
ＦｕｒｕｉＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏ．Ｌｔｄ．，Ｂｅｉｊｉｎｇ．
Ａｌｌｏｔｈｅｒｃｈｅｍｉｃａｌｓｗｅｒｅｏｆａｎａｌｙｔｉｃａｌｇｒａｄｅ．
１．２ ＣｌｏｎｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｃＤＮＡｅｎｃｏｄ
ｉｎｇｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣＫ２α′ａｎｄβｓｕｂ
ｕｎｉｔ

Ｍｅｔｈｏｄｓｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｐｒｅｖｉ
ｏｕｓｌｙ［１３，１４］．
１．３ Ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣＫ２α′ａｎｄβｓｕｂｕｎｉｔ

ＨｕｍａｎＣＫ２α′ａｎｄβ ｓｕｂｕｎｉｔｓｗｅｒｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｅｄｉｎａｂａｃｔｅｒｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ〔ｐＴ７７／
ＢＬ２１（ＤＥ３）〕ａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄｔｏｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙａｓｄｅ
ｓｃｒｉｂｅｄｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ［１３，１５］，ａｆｔｅｒｅｑｕａｌｍｏｌａｒｓｕｂｕｎｉｔ
ｗｅｒｅｍｉｘｅｄ，ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｗａｓｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙ
ｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄ．

１．４ Ｐｒｏｔｅｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ［１６］

Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗａｓｄｅ
ｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｓｔａｉｎｉｎｇｗｉｔｈＣｏｏｍａｓｓｉｅ
ＢｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅＧ２５０，ｕｓｉｎｇｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ
（ＢＳＡ）ａｓｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ．
１．５ ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣＫ２ａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙ［１３，１５］

Ｐａｒｔｉａｌｌｙｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｃａｓｅｉｎｗａｓｐｒｅ
ｐａｒｅｄｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｎｇ５ｇｃａｓｅｉｎｉｎ５０ｍＬｏｆ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ９．５）ａｔ１００℃ ｆｏｒ１０ｍｉｎ
ａｎｄｄｉａｌｙｚｉｎｇａｇａｉｎｓｔｂｕｆｆｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．５）ａｎｄ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｅｄｅｔｉｃ
ａｃｉｄ（ｐＨ７．５）．ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄａｓｓａｙｆｏｒＣＫ２ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｉｎａｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．２），１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１
ＫＣｌ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２，５０μｍｏｌ·Ｌ

－１ＡＴＰ，
１８．５ｋＢｑ［γ３２Ｐ］ＡＴＰａｎｄ２ｇ·Ｌ－１ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙ
ｌａｔｅｄｃａｓｅｉｎｉｎａｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅｏｆ３５μＬａｔ３０℃．
Ｒｅａｃｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｔａｒｔｅｄｂｙｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ１５μＬｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅａｎｄｔｅｒｍｉｎａｔｅｄａｆｔｅｒ１０
ｍｉｎｂｙｓｐｏｔｔｉｎｇ３０μＬｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅｏｎｔｏ
３ｐｉｅｃｅｓｏｆ２ｃｍｄｉａｍｅｔｅｒＰ８１ｐｈｏｓｐｈｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｐａ
ｐｅｒ．Ａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒｓｗｅｒｅｗａｓｈｅｄｔｈｏｒｏｕｇｈｌｙ
ｗｉｔｈ８５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｗｉｔｈｏｃｃａｓｉｏｎａｌ
ｓｔｉｒｒｉｎｇ，ｗａｓｈｅｄｏｎｅｔｉｍｅｗｉｔｈａｃｅｔｏｎｅｆｉｎａｌｌｙａｎｄ
ｄｒｉｅｄａｔ８０℃，ｔｈｅｒａｄｉｏａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｉｎａ
ＬＳ６０００Ｃ（Ｂｅｃｋｍａｎ）ｓｃｉｎｔｉｌｌａｔｉｏｎｃｏｕｎｔｅｒ．Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＣＫ２ａｃｔｉｖｉｔｙｉｓｄｅｆｉｎｅｄａｓｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆ
ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｒｏｍ［γ３２Ｐ］ＡＴＰｔｏｃａｓｅｉｎ
ｐｅｒｍｉｎｐｅｒｇｒａｍｏｆｅｎｚｙｍｅｐｒｏｔｅｉｎａｔ３０℃，ｗｈｉｃｈ
ｉｓｓｈｏｗｎａｓμｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１．
１．６ Ｅｎｚｙｍｅｋｉｎｅｔｉｃｓ

Ｉｎｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｔｈａｔｃａｓｅｉｎｗａｓｆｉｘｅｄａｔｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（２ｇ·Ｌ－１）ａｎｄＡＴＰｗａｓｃｈａｎｇｅｄａｔ
ｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１０，２０，４０，８０μｍｏｌ·
Ｌ－１），ｏｒＡＴＰｗａｓｆｉｘｅｄａｔ１０μｍｏｌ·Ｌ

－１ａｎｄｃａ
ｓｅｉｎｗａｓｃｈａｎｇｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１，
２，４，８ｇ·Ｌ－１），ｔｈｅｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ
ＣＫ２ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄ．Ｔｗｏｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１．５，６μｍｏｌ·Ｌ

－１）ｗｅｒｅｕｓｅｄｆｏｒｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｙｋｉｎｅｔｉｃｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．Ｅａｃｈｓａｍｐｌｅｗａｓｓｉ
ｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｈｒｅｅｐａｒａｌｌｅｌｔｕｂｅｓ．Ｔｈｅ
ｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，ａｐｐａｒｅｎｔＫｍ ａｎｄａｐｐａｒｅｎｔ
Ｖｍａｘ，ｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏＬｉｎｅｗｅａｖｅｒ
Ｂｕｒｋｐｌｏｔ，ａｎｄｔｈｅｔｙｐｅｓｏｆｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ

·２８· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００５ Ａｐｒ；１９（２）



ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．Ｔｈｅｎ，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｓｔａｎｔＫｉｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇａｂｏｖｅｄａｔａ，
ｔｈｅｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｍａｙｒｅｆｅｒｔｈｅｍｏｎｏｇｒａｐｈ
“ＥｓｓｅｎｔｉａｌｓｏｆＡｐｐｌｉｅｄＥｎｚｙｍｏｌｏｇｙ”ｗｒｉｔｔｅｎｂｙＹｕ［１７］．
１．７ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ

Ａｌｌｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓ珋ｘ±ｓ．Ｄａｔａ
ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｏｎｅｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ
（ＡＮＯＶＡ）ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅＤｕｎｎｅｔｔ′ｓｔｔｅｓｔｆｏｒ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ．Ａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｗｅｒｅｐｅｒ
ｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＳＰＳＳ１１．０ｓｏｆｔｗａｒｅ．

２ ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ

Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ（Ｔａｂ１）ｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｒｅｃｏｎｓｔｉ
ｔｕｔｅｄＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｐｏｓｓｅｓｓｅｄｔｈｅｓａｍｅｐｒｏｐｅｒ
ｔｉｅｓａｓｎａｔｕｒａｌＣＫ２：ｃａｓｅｉｎｗａｓｉｔｓｓｕｂｓｔｒａｔｅ．Ｉｆ
ｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎｈｉｓｔｏｎⅢ Ｓｏｒｐｏｌｙ（Ｇｌｕ∶Ｔｙｒ）４∶１
（ｔｈｅｓｕｂｓｔｒａｔｅｏｆＰＴＫ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｒｅｐｌａｃｅｃａｓｅｉｎ
ａｓｉｔｓｓｕｂｓｔｒａｔｅ，ｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｕｃｈｌｏｗｅｒｔｈａｎ
ｃａｓｅｉｎｉｔｓｅｌｆａｓｓｕｂｓｔｒａｔｅ．ＣＫ２ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅ
ｐｒｅｓｓｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｒｉｎａｎｄｉｔｓｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ＤＲＢ，ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｂｙｓｐｅｒｍｉｎｅ．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｍｅｓ
ｓｅｎｇｅｒｍｏｌｅｃｕｌｅｓｃＡＭＰ，ｃＧＭＰａｎｄＣａ２＋ｈａｄｎｏ
ｅｆｆｅｃｔｏｎｉｔｓａｃｔｉｖｉｔｙ．

Ｔａｂ１． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ＣＫ２ａｃｔｉｖｉｔｙ／

μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃａｓｅｉｎ ２．９９±０．１５

ＨｉｓｔｏｎｅⅢ Ｓ（０．５ｇ·Ｌ－１） ０．３４±０．０１

Ｐｏｌｙ（Ｇｌｕ∶Ｔｙｒ）４∶１（０．４ｇ·Ｌ－１） ０．０５±０．０３

Ｃａｓｅｉｎ＋ｈｅｐａｒｉｎ（８ｍｇ·Ｌ－１） １．３６±０．１３

Ｃａｓｅｉｎ＋ＤＲＢ（４０μｍｏｌ·Ｌ
－１） １．２６±０．０４

Ｃａｓｅｉｎ＋ｓｐｅｒｍｉｎｅ（２．５μｍｏｌ·Ｌ
－１） ４．２２±０．１３

Ｃａｓｅｉｎ＋Ｃａ２＋（５μｍｏｌ·Ｌ
－１） ２．９１±０．１４

Ｃａｓｅｉｎ＋ｃＡＭＰ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１） ３．１５±０．０９

Ｃａｓｅｉｎ＋ｃＧＭＰ（１０μｍｏｌ·Ｌ
－１） ２．９８±０．１８

ＤＲＢ：５，６ｄｉｃｈｌｏｒｏ１βＤｒｉｂｏｆｕｒａｎｏｓｙｌｂｅｎｚｉｍｉｄｚｏｌｅ．Ａｓｓａｙｏｆ
ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｓｕｓ
ｉｎｇｅｑｕｉｍｏｌａｒａｍｏｕｎｔｓ（１４ｐｍｏｌ）ｏｆＣＫ２α′ａｎｄβｓｕｂｕｎｉｔｓ．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃａｓｅｉｎｇｒｏｕｐ．

２．２ Ｄｉｒｅｃｔｅｆｆｅｃｔｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎｒｅｃｏｍｂｉ
ｎａｎｔｈｕｍａｎＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ

ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎＣＫ２
ｗａｓａｓｓａｙｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｓｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ（０，１，２，４，８，１６μｍｏｌ·
Ｌ－１）．Ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｈａｄｓｔｒｏｎｇｅｒ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ
ｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｔａｂ２）．
ＣａｌｃｕｌａｔｉｏｎｏｆＩＣ５０ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏ
ｓｅｍｉｅｆｆｅｃｔｐｒｏｂｉｔｍｅｔｈｏｄ［１８］．Ｕｓｉｎｇｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｓｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ，
ｐｒｏｂｉｔ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｓｖｅｒｔｉｃａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ，
ｔｈｅｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｅｌｉｃｉｔｅｄ，
ｗｈｉｃｈｗａｓＹ＝２．１１６９Ｘ－１．８６１３，ｒ２ ｗａｓ
０．９４３５，ＩＣ５０ｗａｓ１．９μｍｏｌ·Ｌ

－１．

Ｔａｂ２． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ

Ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ

μｍｏｌ·Ｌ
－１ ｌｏｇｖａｌｕｅ

ＣＫ２ａｃｔｉｖｉｔｙ／

μｍｏｌ·ｍｉｎ
－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

％ Ｐｒｏｂｉｔ

０ ４．４３±０．２１
１ ３．０００ ３．２４±０．３９ ２６．７４．３５６７
２ ３．３０１ ２．１９±０．０６ ５０．５５．０２５１
４ ３．６０２ ０．６８±０．１７ ８４．７６．０３６４
８ ３．９０３ ０．２２±０．０４ ９５．１６．６４４９
１６ ４．２０４ ０．１７±０．０２ ９６．２６．７５０７

珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ
－１ｇｒｏｕｐ．

２．３ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｉｎｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＴＰ

Ｉｎｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｆｉｘｅｄｃａｓｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
２ｇ·Ｌ－１ａｎｄｖａｒｉｏｕｓＡＴＰｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１０，２０，
４０，８０μｍｏｌ·Ｌ

－１），ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣＫ２ｋｉｎｅｔｉｃｓ
ｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ．Ｉｎｔｈｒｅｅｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
（０，１．５，６μｍｏｌ·Ｌ

－１），ｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
ｏｆｄｕａｌｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔｗａｓＹ＝２．５４８４Ｘ＋
０．１０５，Ｙ＝５．８４０３Ｘ＋０．２３ａｎｄＹ＝１６．３３８Ｘ＋
０．５９６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｐｐａｒｅｎｔ
Ｋｍｗａｓ２４．３，２５．４ａｎｄ２７．４μｍｏｌ·Ｌ

－１；ａｐｐａｒ
ｅｎｔＶｍａｘｗａｓ９．５，４．４，１．７μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｉｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，ｔｈｅＫｍ ｖａｌｕｅｏｆＣＫ２
ｗａｓｕｎｃｈａｎｇｅｄｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｌｙ，ｔｈｅＶｍａｘｖａｌｕｅｗａｓ
ｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙａｎｄｔｈｅｓｅｓｔｒａｉｇｈｔｌｉｎｅｓ

·３８·中国药理学与毒理学杂志 ２００５年４月；１９（２）



ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｅｄｏｎｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅａｂｓｃｉｓｓａ．Ａｌｌｔｈｅｓｅ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｗａｓｎｏｎｃｏｍ
ｐｅｔｉｔｉｖｅｗｉｔｈＡＴＰ（Ｆｉｇ１）．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｋｉ
ｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，ａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｓｔａｎｔＫｉｏｆ１．１

μｍｏｌ·Ｌ
－１ｃｏｕｌｄｂｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｆｏｒｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ．

Ｆｉｇ１． ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｆｏｒｋｉｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＴＰ．Ｃａｓｅｉｎｗａｓａｔｆｉｘｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（２ｇ·Ｌ－１），
ＡＴＰｗａｓａｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．Ｅａｃｈｖａｌｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅ
ｍｅａｎｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｓｅｐａｒａｔｅｔｕｂｅｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

２．４ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｉｎｔｈｅ
ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｓｅｉｎ

ＩｎｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｆｉｘｅｄＡＴＰ１０μｍｏｌ·Ｌ
－１

ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｓｅｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（１，２，４，８ｇ·
Ｌ－１），ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣＫ２ｋｉｎｅｔｉｃｓｗａｓｓｔｕｄｉｅｄ．Ｉｎ
ｔｈｒｅｅｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅ
ｑｕａｔｉｏｎｏｆｄｕａｌｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｐｌｏｔｗａｓＹ＝０．２１６２Ｘ＋
０．２０５（０μｍｏｌ·Ｌ

－１ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ），Ｙ＝０．４５１３Ｘ＋
０．３８５（１．５μｍｏｌ·Ｌ

－１ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ）ａｎｄＹ＝
２．１０５６Ｘ＋１．７９８５（６μｍｏｌ·Ｌ

－１ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ），
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｐｐａｒｅｎｔＫｍｗａｓ
１．１，１．２ａｎｄ１．２ｇ·Ｌ－１；ａｐｐａｒｅｎｔＶｍａｘｗａｓ
４．９，２．６，０．６μｍｏｌ·ｍｉｎ

－１·ｇ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｉｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌ，ｔｈｅＫｍｖａｌｕｅｏｆＣＫ２ｗａｓｕｎｃｈａｎｇｅｄ
ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌｌｙ，ｔｈｅＶｍａｘｖａｌｕｅｗａｓｄｉｍｉｎｉｓｈｅｄｉｎ
ｃｒｅａｓｉｎｇｌｙａｎｄｔｈｅｓｅｓｔｒａｉｇｈｔｌｉｎｅｓｉｎｔｅｒｓｅｃｔｅｄｏｎ
ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅａｂｓｃｉｓｓａ．Ｔｈｕｓ，ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｅｎｚｙｍｅ
ｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎＣＫ２
ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｗａｓａｌｓｏ
ｎｏｎｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｗｉｔｈｃａｓｅｉｎ（Ｆｉｇ２）．Ｕｓｉｎｇｔｈｅｓｅ
ｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，ａｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｓｔａｎｔＫｉｖａｌ
ｕｅｏｆＣＫ２ｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄｔｏｂｅ３．１μｍｏｌ·Ｌ

－１．

Ｆｉｇ２． ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｆｏｒｋｉｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｋａｅｍｐｆｅｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎ
ＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｃａｓｅｉｎ．ＡＴＰｗａｓａｔｆｉｘｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（１０μｍｏｌ·
Ｌ－１），ｂｕｔｃａｓｅｉｎｗａｓｃｈａｎｇｅｄａｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．Ｅａｃｈｖａｌ
ｕｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｍｅａｎｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｓｅｐａｒａｔｅｔｕｂｅｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

３ ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

ＰｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣＫ２ｉｓａｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓＳｅｒ／Ｔｈｒ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ．Ｕｎｌｉｋｅｔｈｅｇｒｅａｔｍａｊｏｒｉｔｙｏｆｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅｓ，ＣＫ２ｅｘｉｓｔｓａｔｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｉｓｓｕｅ
ａｎｄｃｅｌｌ，ａｎｄｉｔｉｓｖｅｒｙｄｉｆｆｉｃｕｌｔｔｏｇａｉｎｅｎｏｕｇｈｎａｔ
ｕｒａｌｈｕｍａｎＣＫ２ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｆｏｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙｒｅｓｅａｒｃｈ
ｉｎｖｉｔｒｏ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ＣＫ２ｉｓａｔｅｔｒａｍｅｔｅｒｉｎｅｕｋａｒｙ
ｏｔｉｃｃｅｌｌｓａｎｄｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅｃａｎｏｎｌｙｂｅｄｉｓｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｉｎｔｏｉｔｓｓｕｂｕｎｉｔｕｎｄｅｒｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．Ｔｈｕｓ，
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山萘黄素是一种有效的体外重组人蛋白激酶 ＣＫ２的抑制剂

林小聪１，刘新光１，陈伟珠１，陈小文１，２，梁念慈１

（１．广东医学院生物化学与分子生物学研究所，广东 湛江 ５２４０２３；２．深圳儿童医院
儿科研究所，广东 深圳 ５１８０２６）

摘要：目的 为了筛选蛋白激酶 ＣＫ２的抑制剂，观
察山萘黄素对重组人蛋白激酶 ＣＫ２的抑制效果及
其酶动力学机制。方法 利用基因工程技术进行克

隆、表达和纯化，获得重组人ＣＫ２的α′及β亚基在体
外等摩尔混合构成 ＣＫ２全酶，通过测定转移到 ＣＫ２
底物上的［γ３２Ｐ］ＡＴＰ的３２Ｐ的放射性活性来检测
ＣＫ２的活性。向反应体系中加入不同浓度的山萘黄
素，观察其对 ＣＫ２的抑制效果；通过固定酪蛋白浓
度为２ｇ·Ｌ－１，ＡＴＰ浓度为 １０，２０，４０和 ８０μｍｏｌ·
Ｌ－１或固定ＡＴＰ的浓度为１０μｍｏｌ·Ｌ

－１，改变酪蛋白

浓度（１，２，４和 ８ｇ·Ｌ－１），观察其酶动力学机制。
结果 山萘黄素能显著抑制重组人蛋白激酶 ＣＫ２
的活性（ＩＣ５０＝１．９μｍｏｌ·Ｌ

－１）。抑制作用强于已知

的ＣＫ２抑制剂白杨素、桑色素和金雀异黄素。酶动
力学分析表明，山萘黄素与ＡＴＰ（Ｋｉ＝１．１μｍｏｌ·Ｌ

－１）

及酪蛋白（Ｋｉ＝３．１μｍｏｌ·Ｌ
－１）均呈非竞争性抑制

ＣＫ２的活性。初步的化合物结构分析表明，２′和 ３
位上的羟基对山萘黄素及芹黄素发挥其抑制效果产

生实质性的负面影响。结论 山萘黄素是一种新的

体外蛋白激酶 ＣＫ２的有效抑制剂。黄酮类 ＣＫ２的
抑制剂可能通过不同的位点作用于 ＣＫ２，这种作用
主要取决于其羟基的数目和位置。

关键词：酪蛋白类；蛋白激酶类；重组蛋白质类；

山萘黄素；动力学

基金项目：教育部科学技术研究重点基金资助项目

（０３０９６）；广东省自然科学基金资助项目（０１１７６６）；广东省科
技计划基金资助项目（２００２Ｃ３０１０９）；湛江市科技局科技攻关
计划基金资助项目（０２０１０１）

（本文编辑 乔 虹）
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