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摘要：目的 探索一氧化氮供体亚硝基谷胱甘肽

（ＧＳＮＯ）能否在体外通过 Ｓ亚硝酰化机制激活大鼠
肝微粒体谷胱甘肽转移酶（ｍＧＳＴ）。方法 微粒体

粗提物与ＧＳＮＯ体外共孵育，测定ｍＧＳＴ催化动力学
改变，结合 Ｎ乙基马来酰亚胺（ＮＥＭ）再激活实验和
二巯基苏醇（ＤＴＴ）逆转实验，以及酶蛋白游离巯基
和酶 Ｓ亚硝酰化蛋白的改变，研究酶的激活机制。
结果 ＧＳＮＯ在０．１２５～２ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度范围内呈浓
度和时间（３～１５ｍｉｎ）依赖性地激活 ｍＧＳＴ，ＮＥＭ对
酶的再激活效应消失，ＤＴＴ可以逆转上述激活作用，
同时酶蛋白游离巯基浓度依赖性减少，而 Ｓ亚硝酰
化蛋白浓度依赖性增多。结论 ＧＳＮＯ体外可激活
大鼠肝 ｍＧＳＴ，激活机制可能与 ｍＧＳＴ第 ４９位半胱
氨酸（Ｃｙｓ４９）的巯基被亚硝酰化形成 Ｓ亚硝基硫醇
结构有关。
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谷胱甘肽转移酶类 （ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，
ＧＳＴ）是参与许多致癌物、致突变物、毒物及其他药
理活性物质生物转化和解毒过程的一系列同工酶。

微粒体ＧＳＴ（ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌＧＳＴ，ｍＧＳＴ）是其中一组膜结
合型同工酶，其第４９位半胱氨酸（ｃｙｓｔｅｉｎｅ４９，Ｃｙｓ４９）
的巯基（ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌ，ＳＨ）可以与过氧化氢、烷化剂等
特异结合而使酶本身得以修饰激活［１］，这些方面的

研究已经进行得相对深入。然而目前国内外有关一

收稿日期：２００３０１２２ 接受日期：２００３０４０４
基金项目：国家自然科学基金资助项目（３００７０９０４）
作者简介：史 强（１９７６－），男，陕西渭南人，浙江大学

药学院药理学博士研究生。

联系作者 Ｅｍａｉｌ：ｙｉｊｉａｌｏｕ＠ｚｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ Ｔｅｌ：（０５７１）

８７２１７２０６ Ｆａｘ：（０５７１）８７２１７２０６

氧化氮供体能否修饰激活 ｍＧＳＴ的研究鲜见报道。
鉴于近年来关于一氧化氮供体修饰含巯基酶的研究

日益受到关注，有学者认为一氧化氮供体的 Ｓ亚硝
酰化修饰可以与经典的磷酸化修饰在蛋白酶的翻译

后修饰中占有同等地位［２］，本研究选用一氧化氮供体

亚硝基谷胱甘肽（ｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＮＯ），观察其能
否激活ｍＧＳＴ，探索激活机制是否为 Ｓ亚硝酰化的方
式，以阐明这一生命现象的药理学与毒理学意义。

１ 材料与方法

１．１ 动物、试剂与药品

ＳＤ大鼠，♂，体重（２２０±１５）ｇ，由浙江大学实验
动物中心提供（二级，动物许可证号：医动字第

２００１００１４号）。
还原型谷胱甘肽（ｒｅｄｕｃｅｄｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ，ＧＳＨ），

Ａｍｒｅｓｃｏ产品；２，４二硝基氯苯（２，４ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎ
ｚｅｎｅ，ＣＤＮＢ），上海试剂一厂（批号 ９９０４０１）；二巯
基苏醇（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ，ＤＴＴ），Ｎ乙基马来酰亚胺（Ｎ
ｅｔｈｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅ，ＮＥＭ），Ｍｅｒｃｋ产品；牛血清白蛋白，
Ｓｉｇｍａ产品；５，５′二硫代双（２硝基苯甲酸）〔５，５′
ｄｉｔｈｉｏｂｉｓ（２ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ），ＤＴＮＢ〕，ＦｌｕｋａＣｈｅｍｉｅ产
品；ＧＳＮＯ参照文献方法合成［３］。其余试剂均为国
产分析纯。

１．２ 大鼠肝微粒体谷胱甘肽转移酶粗提物制备

参照文献方法制备微粒体［４］，用０．１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液洗涤 ２遍，以减少胞浆污染。用含
０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的磷酸盐缓冲液增溶，使微粒体
蛋白成为胶体溶液，然后１３０００×ｇ离心４０ｍｉｎ，使
不溶性的及容易沉降的杂蛋白沉淀除去，经检测，沉

淀的蛋白质用 ＮＥＭ激活没有 ｍＧＳＴ活性，确保
ｍＧＳＴ没有形成沉淀丢失。上清液用可透过 Ｍｒ
８０００～１４０００的透析袋对含 ０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的
０．０１ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液透析４８～５６ｈ，即得到
ｍＧＳＴ粗提物［５］，其中一部分 －８６℃冰箱保存，剩余
部分稀释至蛋白浓度为 １ｇ·Ｌ－１，用于以下的实验，
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上述操作均在０℃冰浴中进行。
１．３ 大鼠肝微粒体谷胱甘肽转移酶活性测定

ＧＳＮＯ激活实验用 ｍＧＳＴ粗提物与不同浓度的
ＧＳＮＯ体外共孵育，在不同的时间点按照 Ｈａｂｉｇ等［６］

方法测定 ｍＧＳＴ活性，ＮＥＭ再激活实验利用经过
ＧＳＮＯ预处理的酶与等体积０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮＥＭ体外
共孵育 １ｍｉｎ后测活性，ＤＴＴ逆转实验利用经过
ＧＳＮＯ预处理的酶与等体积１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ体外共
孵育１０ｍｉｎ后测活性。上述实验均在３７℃进行。
１．４ Ｓ亚硝酰化蛋白的测定

参照文献［７］，ＧＳＮＯ孵育后的 ｍＧＳＴ粗提物用
１０％三氯醋酸变性沉淀，反复用１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐
缓冲液洗涤，离心沉淀，除去上清中的 ＧＳＮＯ，沉淀
加入等体积 １０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化高汞，室温放置 ２０
ｍｉｎ，破坏酶蛋白中的 ＳＮＯ键，释放一氧化氮，然后
用Ｇｒｉｅｓｓ试剂法检测亚硝酸根量，求得 Ｓ亚硝酰化
蛋白的含量。

１．５ 蛋白游离巯基的测定

参照文献［８］，用ＤＴＮＢ试剂法测定蛋白游离巯
基，摩尔消光系数为１３６００ｍｏｌ·Ｌ－１·ｃｍ－１。
１．６ 其他

蛋白质含量采用考马斯亮蓝Ｇ２５０染色法测
定［９］；ｍＧＳＴ动力学参数用 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ作图法求
得［１０］。

１．７ 统计学处理

数据均以珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．０软件包，
以 ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ，Ｄｕｎｎｅｔｔ′ｔｔｅｓｔ，ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎ
Ｋｅｕｌｓ方法进行统计学检验，ｎ表示 ｍＧＳＴ粗提物的
制备次数。

２ 结果

２．１ 亚硝基谷胱甘肽对大鼠肝微粒体谷胱甘肽转

移酶催化活性的影响

ＧＳＮＯ体外激活实验量效关系研究表明，ＧＳＮＯ
浓度从０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１开始，ｍＧＳＴ活性比对照组明
显升高（Ｐ＜０．０１），在１．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时，活性增大至
坪值，约为原来的２倍（表１）。时效关系研究表明，
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＧＳＮＯ与ｍＧＳＴ粗提物共孵育后第６ｍｉｎ
开始，酶活性较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１），１２ｍｉｎ
时可达到最大激活程度（表２），其余各浓度组
对ｍＧＳＴ的激活时效关系与此基本相同（数据未显
示）。

Ｔａｂ１． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ（ＧＳＮＯ）ｏｎｒａｔ
ｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓａｃｔｉｖｉｔｙ
（ｍＧＳＴ）ｉｎｖｉｔｒｏ
ＧＳＮＯ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ｍＧＳＴａｃｔｉｖｉｔｙ／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０ ０．０５２±０．００２

０．１２５ ０．０５８±０．００２

０．２５ ０．０６４±０．００３

０．５ ０．０９３±０．００３

１ ０．１０６±０．００５

２ ０．１１０±０．００３

ＰａｒｔｉａｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｍＧＳＴ１ｇ·Ｌ－１ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＧＳＮＯｆｏｒ１２ｍｉｎａｔ３７℃，ｔｈｅｎａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄ．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｍｏｌ·Ｌ－１．

Ｔａｂ２． Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏ
ｓｏｍａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｉ
ｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｉｎｖｉｔｒｏ
Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ ｍＧＳＴａｃｔｉｖｉｔｙ／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０ ０．０５４±０．００３

３ ０．０７２±０．００７

６ ０．０９６±０．００３

９ ０．１０５±０．００４

１２ ０．１１６±０．００４

１５ ０．１１４±０．００３

ＰａｒｔｉａｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｍＧＳＴ１ｇ·Ｌ－１ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ２ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＳＮＯｆｏｒｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅａｔ３７℃，ｔｈｅｎａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄａｔｔｈｅ
ｔｉｍｅｉｎｄｉｃａｔｅｄ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｉｎ
ｇｒｏｕｐ．

２．２ 亚硝基谷胱甘肽对大鼠肝微粒体谷胱甘肽转

移酶催化动力学的影响

２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＧＳＮＯ处理 ｍＧＳＴ１２ｍｉｎ后，ｍＧＳＴ
的酶动力学发生明显改变，底物ＧＳＨ和ＣＤＮＢ的 Ｋｍ
较对照组减小、Ｖｍａｘ较对照组增大（表３）。
２．３ 亚硝基谷胱甘肽预处理对 Ｎ乙基马来酰亚胺
再激活实验和二巯基苏醇逆转实验的影响

经ＧＳＮＯ预处理后，ｍＧＳＴ不能被 ＮＥＭ再激活，
而ＤＴＴ可以逆转 ＧＳＮＯ的激活效应，同时逆转后的
酶可以被ＮＥＭ再激活（表４）。
２．４ 亚硝基谷胱甘肽对大鼠肝微粒体谷胱甘肽转

移酶粗提物游离巯基及 Ｓ亚硝酰化蛋白的影响
不同浓度的 ＧＳＮＯ与 ｍＧＳＴ粗提物共孵育 １２

ｍｉｎ后，可以引起粗提物中游离巯基含量减少，０．１２５
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Ｔａｂ３． Ｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｉｎｖｉｔｒｏ

Ｅｎｚｙｍｅ
Ｋｍ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＧＳＨ ＣＤＮＢ

Ｖｍａｘ／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

ＧＳＨ ＣＤＮＢ（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）

ＣｏｎｔｒｏｌｍＧＳＴ ０．８０７±０．０６９ ０．６２８±０．１７９ ０．１０１±０．０１０ ０．０８７±０．００９

ＧＳＮＯｔｒｅａｔｅｄｍＧＳＴ ０．４９３±０．０７７ ０．１９８±０．０２０ ０．１５７±０．００７ ０．１３４±０．００４

ＰａｒｔｉａｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｒａｔｍＧＳＴ１ｇ·Ｌ－１ｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＧＳＮＯｆｏｒ１２ｍｉｎ，ｔｈｅｎｔｈｅＫｍａｎｄＶｍａｘｏｆｍＧＳＴｗｉｔｈ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＧＳＨ
ａｎｄ０．２５－２．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１２，４ｄｉｎｉｔｒｏｃｈｌｏｒｏｂｅｎｚｅｎｅ（ＣＤＮＢ），ｏｒ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣＤＮＢａｎｄ０．５－５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＧＳＨｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄ．Ｋｍａｎｄ
ＶｍａｘｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｆｒｏｍＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｐｌｏｔｓ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ４． Ｎｅｔｈｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅ（ＮＥＭ）ｒｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄ
ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｉｔｏｌ（ＤＴＴ）ｒｅｖｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏ
ｍａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｉｔｒｏｓｏｇ
ｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍＧＳＴａｃｔｉｖｉｔｙ／ｍｍｏｌ·ｍｉｎ－１·ｇ－１ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．０５４±０．００２

ＧＳＮＯ ０．１１４±０．００４

ＧＳＮＯ＋ＮＥＭ ０．１１７±０．００１

ＧＳＮＯ＋ＤＴＴ ０．０５５±０．００５

ＧＳＮＯ＋ＤＴＴ＋ＮＥＭ ０．３４３±０．００８

ＤＴＴ ０．０５９±０．００３

ＮＥＭ ０．３５３±０．００４

Ｓａｍｐｌｅｓ，ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧＳＮＯａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＴａｂ２，ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｗｉｔｈ０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮＥＭｆｏｒ１ｍｉｎ，ｏｒ１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴｆｏｒ１０
ｍｉｎ，ｔｈｅｎｍＧＳＴａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓａｓｓａｙｅｄ．ＩｎｔｈｅＧＳＮＯ＋ＤＴＴ＋ＮＥＭ
ｇｒｏｕｐ，ＧＳＮＯｔｒｅａｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＤＴＴｔｈｅｎｅｘ
ｐｏｓｅｄｔｏＮＥＭｆｏｒ１ｍｉｎ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈＧＳＮＯｐｒｅｔｒｅａｔｅｄａｌｏｎｅｇｒｏｕｐ．

Ｔａｂ ５． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｏｎ ｆｒｅｅ
ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｇｒｏｕｐｃｏｎｔｅｎｔｉｎｐａｒｔｉａｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｒａｔｌｉｖｅｒ
ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｉｎｖｉｔｒｏ

ＧＳＮＯ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＳＨ／μｍｏｌ·ｇ
－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０ １１．８±１．０

０．１２５ １１．６±０．６

０．２５ １０．９±０．３

０．５ ９．０±１．２

１ ４．４±０．６

２ ３．９±０．６

ＰａｒｔｉａｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｒａｔｍＧＳＴｗａｓｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＧＳＮＯａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎ
Ｔａｂ１，ｔｈｅｎ１０％ ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｗａｓａｄｄｅｄｔｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ．Ａｆｔｅｒｅｘｔｅｎｓｉｖｅｗａｓｈｉｎｇｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ，ｔｈｅｆｒｅｅ
ｓｕｌｆｈｙｄｒｙｌｇｒｏｕｐｃｏｎｔｅｎｔｗａｓａｓｓａｙｅｄｕｓｉｎｇＤＴＮＢｒｅａｇｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ．

和 ０．２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１组与对照组无显著差异（Ｐ＞
０．０５），其余各浓度组均与对照组有统计学差异（表
５）。对照组ｍＧＳＴ粗提物中未检测到 Ｓ亚硝酰化蛋
白，但与 ＧＳＮＯ共孵育后，可检测到其存在，并与
ＧＳＮＯ呈浓度相关性（表６）。

Ｔａｂ６． Ｓｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｐａｒｔｉａｌｌｙ
ｐｕｒｉｆｉｅｄｒａｔｌｉｖｅｒｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ
ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｉｎｖｉｔｒｏ

ＧＳＮＯ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ＰｒｏＳＮＯ／μｍｏｌ·ｇ
－１ｐｒｏｔｅｉｎ

０ ０．０±０．０

０．１２５ ０．６±０．４

０．２５ １．４±０．４

０．５ ４．３±０．５

１ ７．８±０．５

２ ８．０±０．６

ＰｒｏＳＮＯ：ｐｒｏｔｅｉｎＳｎｉｔｒｏｓｏｂｏｎｄ．ＰａｒｔｉａｌｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｒａｔｍＧＳＴｗａｓ
ｔｒｅａｔｅｄａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎＴａｂ１．Ａｆｔｅｒｅｘｔｅｎｓｉｖｅｗａｓｈｉｎｇｗｉｔｈｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｍｅｒｃｕｒｉｃｃｈｌｏｒｉｄｅｗａｓａｄｄｅｄａｎｄｉｎｃｕ
ｂａｔｅｄｆｏｒ２０ｍｉｎａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏｈｙｄｒｏｌｙｚｅｔｈｅＰｒｏＳＮＯ，
ｔｈｅｎｎｉｔｒｉｔｅｗａｓａｓｓａｙｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＧｒｉｅｓｓｒｅａｇｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ．

３ 讨论

ｍＧＳＴ被外来物质修饰激活特性的生物学意义
已逐渐被引起关注，研究进行得较为深入的方向主

要集中在烷化激活、氧化激活、水解激活［１１］等领域，

但关于ｍＧＳＴ能否被亚硝酰化激活目前知之甚少。
而亚硝酰化修饰的方式在酶蛋白翻译后修饰中正受

到越来越多的关注。本研究利用 ＧＳＮＯ与 ｍＧＳＴ粗
提物体外共孵育，发现ｍＧＳＴ可以被ＧＳＮＯ呈量效和
时效关系激活，最大激活倍数为２倍左右，１２ｍｉｎ时
可达到最大激活程度，酶催化动力学特性发生改变，

·０４４· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ｄｅｃ；１７（６）



Ｋｍ减小、Ｖｍａｘ增大。同时巯基特异结合试剂 ＮＥＭ
不能将ＧＳＮＯ预处理的ｍＧＳＴ再激活，而还原剂ＤＴＴ
可以完全逆转ＧＳＮＯ对酶的激活作用，由于 ＮＥＭ和
ＤＴＴ均特异作用于ｍＧＳＴ的Ｃｙｓ４９［１］，所以推测 ＧＳＮＯ
的作用位点是酶本身的Ｃｙｓ４９。

为了进一步论证ＧＳＮＯ的激活作用是否与ｍＧＳＴ
的Ｃｙｓ４９的巯基修饰有关，实验测定了ｍＧＳＴ粗提物中
游离巯基的变化情况。对照组 ｍＧＳＴ粗提物中游离
巯基的测定值为（１１．８±１．０）μｍｏｌ·ｇ

－１蛋白，由于

ｍＧＳＴ占微粒体蛋白质总量的３％，且每个ｍＧＳＴ亚基
中只含有一个半胱氨酸，单个亚基的分子量是１７０００，
故通过测定微粒体蛋白含量可以估算出粗提物中

ｍＧＳＴ的含量，从而得出其中 ｍＧＳＴ粗提物中的游离
巯基含量［１２］，其值是（１０．９±０．９）μｍｏｌ·ｇ

－１蛋白，这一

估算值与实际测出的 ｍＧＳＴ粗提物中游离巯基的值
较为接近，故可以认为粗提物中的游离巯基主要是

ｍＧＳＴ本身的 Ｃｙｓ４９上含有的巯基。ＧＳＮＯ处理使
ｍＧＳＴ粗提物中游离巯基含量浓度依赖性地下降，表
明ＧＳＮＯ修饰了ｍＧＳＴ的Ｃｙｓ４９上的巯基。

为探讨 ＧＳＮＯ对 ｍＧＳＴ的 Ｃｙｓ４９上的巯基的确切
修饰方式，实验检测了ＧＳＮＯ处理后的ｍＧＳＴ粗提物
中是否有 Ｓ亚硝酰化蛋白（Ｓｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）的存
在。结果表明ＧＳＮＯ预处理使ｍＧＳＴ粗提物中形成了
Ｓ亚硝酰化蛋白结构，而且与 ＧＳＮＯ呈浓度依赖性。
结合上述ＧＳＮＯ处理使ｍＧＳＴ粗提物中游离巯基含量
浓度依赖性下降的实验结果，可以推断 ＧＳＮＯ对
ｍＧＳＴ的激活方式是 Ｓ亚硝酰化的方式，通过形成了
Ｓ亚硝酰化ｍＧＳＴ而使酶本身得以激活。

ＧＳＮＯ等小分子亚硝基硫醇类物质近年被认为
可能就是内皮舒张因子［１３］，是 ＮＯ的运输、储存形
式，同时是其发挥作用的方式。在硝基化应激中，亚

硝基硫醇类物质明显增多。作为一种重要的二相代

谢酶，ｍＧＳＴ被过氧化氢、烷化剂等特异修饰激活的
特性被认为与抗氧化应激、抗脂质过氧化及抗癌药

物的耐药性等有关，本研究的结果提示 ｍＧＳＴ可以
被ＧＳＮＯ以 Ｓ亚硝酰化的方式激活，推测这一特性
与抗亚硝酰化应激有关，因而 ｍＧＳＴ在机体硝基化
应激中可能发挥着重要的保护作用。
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