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氧化胁迫对骨骼肌型钙释放通道与

相关蛋白作用的影响
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摘要：利用［３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合实验，ＳＤＳＰＡＧＥ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ，光子相干光谱法（ＰＣＳ）

和ＤＰＨ荧光偏振法，考察氧化胁迫条件下氧化型通道调控剂１，４ＮＱ和Ｎａ２ＳｅＯ３ 对ＲｙＲ１通道

活性，ＳＲ膜蛋白分布，ＲｙＲ１的平均粒径和ＳＲ膜流动性的影响．结果显示，高浓度的１，４ＮＱ和

Ｎａ２ＳｅＯ３ 处理使ＲｙＲ１通道活性和ＳＲ膜的流动性降低，并且导致ＳＲ上的膜蛋白交联形成大分

子交联复合物，而ＲｙＲ１参与了它的形成，ＤＴＴ可以逆转交联复合物的的形成．结果提示，高浓

度氧化剂对ＲｙＲ１通道的抑制作用，可能是由于氧化了负责关闭通道的职能巯基导致蛋白间错

误交联，从而影响了钙释放通道和钙释放单元的结构和功能．
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０　引　　言

胞内氧化还原环境的平衡依赖于各种胞内氧化还原（ｒｅｄｏｘ）缓冲系统
［１］．其中，还原型／

氧化型谷胱甘肽（ＧＳＨ／ＧＳＳＧ）和还原型／氧化型辅酶Ｉ（ＮＡＤＨ／ＮＡＤ＋）是建立胞内ｒｅｄｏｘ

电势平衡和稳定最重要的两个缓冲系统．如果因生理或病理原因导致这种平衡发生位移或

失稳，胞内局部ｒｅｄｏｘ环境就会向更加氧化的方向改变，并导致功能性蛋白被严重氧化从而

发生氧化损伤．细胞膜系中以钙释放通道为代表的离子通道是氧化胁迫威胁的主要目标之

一，一些骨骼肌和心肌疾病均与离子通道的氧化损伤有关［２］．研究发现，蛋白质的过度氧化

和交联，使这些蛋白不能进入正常的代谢程序而在细胞中堆积，这是细胞凋亡和与衰老相关

疾病的分子和病理基础［３］．

胞内钙释放通道（ＲｙＲ）对ｒｅｄｏｘ环境敏感，它位于肌质网ＳＲ膜上，由４个５６５ｋＤａ的

亚基组成，是调控胞浆钙离子浓度的重要蛋白，在骨骼肌兴奋—收缩偶联中，介导了Ｃａ２＋的

快速释放［４］．前期工作已经发现氧化型调控剂如醌类，亚硒酸类，Ｚｎ２＋等对ＲｙＲ１具有低浓

度激活和高浓度抑制的双相调控性［５，６］．骨骼肌型钙释放通道（ＲｙＲ１）的每个亚基有约１００

个含有巯基的半胱氨酸残基，分别由激活通道和关闭通道等不同职能巯基群组成，它们是通

道门控的ｒｅｄｏｘ调控机制的重要基团
［７，８］．ＲｙＲ１蛋白上存在众多调控剂的结合位点，可以

与不同的蛋白和通道调节因子相互作用，调控通道的活性或门控．另外，在ＳＲ膜上，ＲｙＲ１

与Ｊｕｎｃｔｉｎ，Ｃａｌｓｅｑｕｅｓｔｒｉｎ，Ｔｒｉａｄｉｎ等钙释放单元蛋白共同组成一个复杂的而稳定的蛋白质

复合体，是Ｃａ２＋释放的结构基础
［９］，一般被称为钙释放单元（Ｃａ２＋ｒｅｌｅａｓｅｕｎｉｔ）．

此项研究初步探讨在模拟的氧化胁迫条件下，ＲｙＲ１与周边ＳＲ相关蛋白的是否通过氧

化交联形成错误的大分子复合体，产生异常蛋白堆积物，从而抑制通道的活性进而妨碍钙释

放单元的功能．

本研究采用Ｒｙａｎｏｄｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇ方法检测ＲｙＲ１的功能状态，利用ＳＤＳＰＡＧＥ回收电

泳法和光子相干光谱法（ＰＣＳ）检测在高浓度氧化调控剂作用下ＳＲ膜上大分子交联复合体

的组成和蛋白质平均粒径，利用ＤＰＨ荧光偏振法检测ＳＲ膜的流动性．回收电泳法可以用

来检测收集到的ＳＤＳＰＡＧＥ的交联复合物的蛋白组成．光子相干光谱法（ＰＣＳ）实验参照胡

晓芳［１０］的方法，研究了溶液中的粒子粒度和测定粒子聚集状态的临界值的变化．

本工作将重点研究氧化型通道调控剂萘醌（１，４ＮＱ）和硒化合物（Ｎａ２ＳｅＯ３）在ＩＣ５０浓度

下模拟氧化胁迫条件，利用［３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合ＳＤＳＰＡＧＥ和ＰＣＳ实验，研究氧化胁迫对

兔骨骼肌ＳＲ钙释放通道（ＲｙＲ１）功能、ＳＲ膜蛋白的组成情况和蛋白平均粒径，和对ＳＲ膜

的流动性的影响，并用回收电泳实验和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测大分子交联复合体的组成．由

此可以初步探究高氧化胁迫对诱导异常胞内蛋白堆积的可能机制，从而可以更好地理解氧

化胁迫对细胞内钙调控机制／钙信号通路的影响及导致离子通道疾病的病理诱因．

３９
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１　实验材料与方法

１．１　试剂和材料

［３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ购自ＤｕＰｏｎｔ，放射活性为７５～８０Ｃｉ／ｍｍｏｌ．３［３（胆酰氨丙基）二甲

铵基］丙磺酸内盐（ＣＨＡＰＳ），哌嗪Ｎ，Ｎ′二（２乙磺酸）（ＰＩＰＥＳ），Ｎａ２ＳｅＯ３，１，４ＮＱ，乙二醇

双（氨基乙基醚）四乙酸 （ＥＧＴＡ），４羟乙基哌嗪乙磺酸 （ＨＥＰＥＳ）等试剂购于Ｓｉｇｍａ

ＣｈｅｍｉｃａｌＣｏ．Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ（卵磷脂，ＰＣ），１，６二苯１，３，５己三烯（ＤＰＨ）购自Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒＰｒｏｂｅｓＣｏ．１ｍｏｌ／Ｌ氯化钙（ＣａＣｌ２）溶液购于ＦｌｕｋａＣｏ．ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００ＨＲ购自Ａｍｅｒ

ｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ．丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、Ｔｒｉｓ、ＳＤＳ、甘氨酸、过硫酸胺、ＴＥＭＥＤ、考马

斯亮蓝、丽春红、Ｔｗｅｅｎ２０、ＥＣＬ和显影定影液等试剂购自碧云天生物科技公司．ＲｙＲ１特

异性抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚＣｏ辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记二抗购自北京鼎国生物科技公

司．其它试剂均为国产分析纯．

１．２　ＳＲ囊泡的制备和ＲｙＲ１蛋白提取

ＳＲ囊泡样品主要参照 ＭａｃＬｅｎｎａｎ
［１１］的方法由新西兰白兔后腿和双侧背肌制备，并在

第一次离心悬浮液中加入了１００ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ和１００μｍｏｌ／ＬＤＴＴ以清除悬浮金属离子

和减少制样时对钙通道的氧化损伤．样品悬浮于含有１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣｌ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．１的悬浮液内，液氮预处理后贮于－８０℃．

提取通道蛋白ＲｙＲ１采用了经修改后的 Ｗｅｓｔ
［１２］和尹长城［１３］的方法．ＳＲ囊泡在柱层析

之前经过ＴｒｉｔｏｎＸ１００抽提ＳＲ膜上的Ｃａ２＋Ｍｇ
２＋ＡＴＰａｓｅ，并用ＣＨＡＰＳ溶解ＳＲ膜

［１３］．将

处理的样品加到装有ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ３００ＨＲ凝胶的层析柱上并以０．７５ｍＬ／ｍｉｎ的速度用分

离ｂｕｆｆｅｒ（１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＰＩＰＥＳ，０．１５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，

２０ｍｍｏｌ／Ｌｓｕｃｒｏｓｅ，０．４％ＣＨＡＰＳ，和２ｍｇ／ｍＬＰＣ，ｐＨ７．４）洗脱蛋白．每２ｍｉｎ收集一

个洗脱样品，含有ＲｙＲ１的样品再进行羟基磷灰石（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ，ＨＡ）层析．先用平衡液

（０．４８％ＣＨＡＰＳ，０．２％ＰＣ，１０ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４，２ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，ｐＨ７．０）平衡柱，然后

用４个柱体积１００ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４ 和３个柱体积２００ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４（含平衡液）洗

脱，最后用 ５００ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｋ２ＨＰＯ４ 清洗柱床．整个过程洗脱流速为 ２ ｍＬ／ｍｉｎ．将

２００ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４洗脱液浓缩至２～３ｍＬ，所得蛋白经液氮预处理后贮于－８０℃．

１．３　［
３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合实验

［３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合实验参照Ｘｉａ
［１］的方法进行：０．５ｍｇ／ｍＬ的ＳＲ样品悬浮于实验

液中（１ｎｍｏｌ／Ｌ ［３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ，１４ｎｍｏｌ／Ｌｒｙａｎｏｄｉｎｅ，２５０μｍｏｌ／Ｌ ＫＣＬ，１５μｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，５０μｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，１００μｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，ｐＨ７．１）．一定浓度的

１，４ＮＱ和Ｎａ２ＳｅＯ３ 将根据要求以设定的浓度分别加入实验液中得到终溶液，３７℃温育３ｈ，

由气动过滤器过滤掉游离的ｒｙａｎｏｄｉｎｅ．所得样品由同位素液闪计数器（ＢｅｃｋｍａｎＬＳ６５００）

测量放射性活性．非特异性标记样品由上述终溶液中加入２００倍的ｒｙａｎｏｄｉｎｅ所获得．在

５０μＬ终溶液中加入３ｍＬ闪烁液获得放射活性总剂量．所得数据经Ｓｉｇｍａ软件计算并绘出

结合曲线．

１．４　蛋白质Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ的ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶梯度电泳检测

提纯的ＳＲ分为４组，第①、③组各用１ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３ 和２５０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ处理，

冰上反应１ｈ后，加入５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液（６０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，２５％ 甘油，２％
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ＳＤＳ，０．１％ 溴酚蓝）；第②、④组也用同样浓度的 Ｎａ２ＳｅＯ３ 和１，４ＮＱ 处理，加入含有

１．６０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ的上样缓冲液．每组样品的蛋白浓度均为３．２ｍｇ／ｍＬ．用３％～１５％的

ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离样品中的蛋白质．凝胶经考马斯亮蓝Ｒ２５０染色，冰醋酸乙

醇脱色后拍照成像．

１．５　蛋白质回收ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶梯度电泳和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测

蛋白质ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ的ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶梯度电泳结束以后，用考马斯亮蓝Ｒ２５０

染色液短暂染色后直接用２５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ溶液脱色，然后根据染色结果切下发生交联的

大分子蛋白条带凝胶，放入装有电洗脱缓冲液（５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ甘氨酸，

０．１％ＳＤＳ，ｐＨ８．９）的透析袋中，将透析袋置于水平电泳槽中，低温电泳２～３ｈ．回收蛋白

所用的缓冲液与电泳所用的缓冲液相同．透析袋中的蛋白质经过超滤管浓缩后，加入ＤＴＴ，

用同上的方法进行ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶梯度电泳检测．Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测将凝胶通过湿法

转移槽转移到醋酸纤维素薄膜上．第一抗体为抗ＲｙＲ１特异性抗体，第二抗体为辣根过氧化

酶连接的马抗山羊ＩｇＧ．使用ＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎ试剂盒检测结果．

１．６　光子相干光谱法测蛋白粒度分布

将提取的ＲｙＲ１蛋白用Ｂｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／ＬＰＩＰＥＳ，１ｍｍｏｌ／ＬＣＨＡＰＳ，０．３ｍｇ／ｍＬ

ＰＣ，５００μｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ，ｐＨ７．１）稀释至１０μｇ／ｍＬ浓度，再将溶液经滤器过滤，分装成

１．５ｍＬ的样品，然后加入不同的氧化剂，在摇床上摇３０ｍｉｎ后进行ＰＣＳ检测．

ＰＣＳ测定中所使用的仪器为ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ（ＭａｌｖｅｒｎＩｎｓｔｒｕｎｅｎｔｓＬｔｄ，ＵＫ）．使用

６３３ｎｍ的ＨｅＮｅ激光作为光源，检测角度为１３７°，检测温度为２５℃．溶质和颗粒的散射系

数分别设为１．３３０和１．５２０，溶液的粘度为１．００．

１．７　ＤＰＨ 荧光偏振测定肌质网膜的流动性

参照文献的方法［１４］，取适量的２μｍｏｌ／ＬＤＰＨ四氢呋喃溶液与０．５ｍｇ／ｍＬ肌质网混

合（磷脂总浓度为０．４ｇ／Ｌ，探针与磷脂分子比为１∶５００）．２５℃避光孵育１．５ｈ．用荧光分光

光度计（日立Ｆ４５００型）进行测定，激发波长为３６２ｎｍ，发射波长为４３２ｎｍ，狭缝为５ｎｍ．

本实验重复３次．

１．８　统计学处理

应用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ８．０软件对数据绘图和对数据进行线性或非线性回归处理，所有数据均

用Ｍｅａｎ±ＳＤ表示，数据分析用狋检验，犘＜０．０５认为有显著性差异．狀表示试验重复次数．

２　结　　果

２．１　氧化剂对钙释放通道ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合的影响

本实验考察了氧化胁迫对ＲｙＲ１ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合能力的影响．在５０μｍｏｌ／ＬＣａ
２＋作用

下，ＲｙＲ１处于开放状态，与ｒｙａｎｏｄｉｎｅ的结合能力表示ＲｙＲ１的活性．从图１可以看出，氧

化胁迫浓度的氧化剂（３０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ和３０μｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３）显著抑制了钙释放通道的

活性．加入氧化剂后其对ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合分别抑制了７９％和７３％．这说明经此浓度氧化剂处

理后，ＲｙＲ１的通道活性被严重抑制．下一步需要考察的是这种抑制效应是否是因在氧化胁

迫下，ＲｙＲ１与其它蛋白形成了大分子交联复合物的结果，这种交联可能导致ＲｙＲ１与ｒｙ

ａｎｏｄｉｎｅ的一些作用位点或者功能巯基被掩蔽，或者蛋白上的巯基被直接氧化，导致结合能

力活性降低．
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图１　氧化剂对ＳＲ［３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合能力的影响

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｏｘｉｄｉｚｉｎｇａｇｅｎｔｓｏｎｔｈｅ［
３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅｂｉｎｄｉｎｇｓ

注：Ｃｏｎ不加入任何调控剂，ＮＱ１，４ＮＱ，ＳｅＮａ２ＳｅＯ３；结果表示为 Ｍｅａｎ±ＳＤ，Ｃｏｎ狀＝９，其它实验组狀＝４，犘＜０．０１狏狊Ｃｏｎ

２．２　氧化剂导致ＳＲ蛋白间交联

图２结果显示了高浓度氧化剂对ＳＲ蛋白电泳分布的影响．从图中结果可以看出，经

Ｎａ２ＳｅＯ３和１，４ＮＱ处理过的ＳＲ囊泡样品中一些蛋白由于被氧化而产生了交联，形成了大

分子量的交联复合体，并在凝胶上部胶体孔径较大处聚集（黑色箭头）．胶中一些蛋白成份与

对照组相比有所减少甚至消失（白色箭头），如ＲｙＲ１和钙泵（Ｃａ
２＋Ｍｇ

２＋ＡＴＰａｓｅ）等蛋白所

在位置的条带．而这种蛋白之间的交联复合体被加入的ＤＴＴ所逆转．ＤＴＴ使由 Ｎａ２ＳｅＯ３

和１，４ＮＱ氧化形成的蛋白间交联被解除，说明由Ｎａ２ＳｅＯ３ 和１，４ＮＱ引起的蛋白交联是因

自由巯 基 被 氧 化 后 形 成 的 二 硫 键 的 结 果．由 于 电 泳 样 品 中 所 含 蛋 白 浓 度 较 大

（３．２ｍｇ／ｍＬ），故电泳实验中采用的Ｎａ２ＳｅＯ３和１，４ＮＱ的浓度也较大（分别达到１ｍｍｏｌ／Ｌ和

２５０μｍｏｌ／Ｌ）．下一步需要了解复合体的蛋白组分和ＲｙＲ１是否参与了复合体的形成．

图２　氧化剂处理后ＳＲ蛋白交联电泳图

Ｆｉｇ．２　ＯｘｉｄａｎｔｓｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｏｆＳＲｐｒｏｔｅｉｎｓ

注：Ｃｏｎ不加任何氧化剂的对照组；①和③ 各用１ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３和２５０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ处理；②和④ 先分别用Ｎａ２ＳｅＯ３

和１，４ＮＱ处理，再加入１６０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＴＴ；黑色箭头 大分子量的蛋白复合体；白色箭头　明显消失或减少的蛋白；狀＝５
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２．３　氧化剂引起的大分子交联复合物的组分考察

回收电泳实验和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ实验用以研究参与形成大分子交联复合物的蛋白组

成．图３和４的结果显示回收的大分子交联复合物的主要组分的蛋白分布．图３的结果显

示，当加入含有ＤＴＴ的上样缓冲液后，蛋白质间的二硫键被打开，经电泳分离后出现多条

蛋白质条带，根据分子量判断可能是 ＲｙＲ１，ｍｙｏｓｉｎ和Ｃａ
２＋Ｍｇ

２＋ＡＴＰａｓｅ（钙泵）等参与

Ｃａ２＋调控的蛋白．进一步，利用ＲｙＲ１特异性单抗以及辣根过氧化物酶标记的二抗对ＲｙＲ１

标记，进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ实验，结果由图４所示．在此结果中ＲｙＲ１显阳性，表明此蛋白

确实参与了氧化剂诱导的交联复合物的形成．以上实验说明氧化剂可以导致ＲｙＲ１之间和

ＲｙＲ１与ＳＲ其它重要功能性蛋白的巯基被氧化成二硫键，使这些蛋白聚集，形成大分子交

联复合体．这有可能是诱发胞内异常蛋白堆积的机制之一．

图３　ＳＤＳＰＡＧＥ分析大分子交联复合物的组成

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘｅｓｂｙＳＤＳＰＡＧＥ

注：①和② 回收的１ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３和２５０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ处理后形成的大分子交联复合体，

加入含ＤＴＴ的上样缓冲液，电泳后经过考马斯亮蓝染色

２．４　氧化剂对ＲｙＲ１的平均粒径的影响

为了研究氧化胁迫是否也导致ＲｙＲ１之间的交联，此项研究也对提纯ＲｙＲ１的粒度作

了检测和分析．蛋白质的平均粒度（Ｚａｖｅ）可以反映蛋白质的聚集情况，蛋白的聚集物增加

可以间接表明蛋白间的相互作用加强．此实验利用ＰＣＳ研究了高浓度氧化调控剂诱导的氧

化胁迫对ＲｙＲ１之间的交联的影响．图５反映了不同处理组的ＲｙＲ１样品的平均粒径．对照
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组ＲｙＲ１的平均粒径是（３９．５３±２．２）ｎｍ．经过５０μｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３ 和３０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ

处理后，ＲｙＲ１的平均粒径分别增加到（６９．０５±７．４）ｎｍ和（９８．１５±１９．４）ｎｍ，分别增加了

７５％和１４８％．表明在氧化胁迫条件下，溶液中的ＲｙＲ１形成了粒径较大的聚合物．两组样

品在经１０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ处理后，平均粒径分别降为（５５．９６±３．７）ｎｍ和（５１．１２±６．９）ｎｍ，分

别下降了２０％ 和４８％，表明ＤＴＴ作用后ＲｙＲ１间的聚合物被解除，进而说明ＲｙＲ１间的聚

合是由于氧化巯基形成二硫键而引起的交联．但实验结果表明，加入ＤＴＴ后，ＲｙＲ１的平均

粒径仍然比对照组大，这说明氧化胁迫下的ＲｙＲ１间自发地聚合，分子间的相互作用增强的

趋势不可以完全逆转，这可能是氧化胁迫对ＲｙＲ１产生了非可逆性损伤的分子基础，和进而

导致胞内异常蛋白堆积的原因之一．

图４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测ＲｙＲ１参与交联复合物的形成

Ｆｉｇ．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈａｔＲｙＲ１ｗａｓｏｎｅｏｆｔｈｅｃｏｎｓｔｉｔｉｕｅｎｔｓ

ｏｆｔｈｅｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘｅｓ

图５　ＰＣＳ测定经氧化剂、还原剂处理的ＲｙＲ１样品的平均粒径

Ｆｉｇ．５　ＰＣＳＭｅａｓｕｒｉｎｇｏｆｔｈｅＺａｖｅｒａｇｅｏｆＲｙＲ１ｔｒｅａｔｅｄｂｙｏｘｉｄａｎｔｓａｎｄｒｅｄｕｃｅｒｓ

注：样品中ＲｙＲ１的浓度均为１０μｇ／ｍＬ；Ｃｏｎ不经任何处理；Ｎａ２ＳｅＯ３和１，４ＮＱ分别用５０μｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３和

３０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ处理；Ｎａ２ＳｅＯ３＋ＤＴＴ和１，４ＮＱ＋ＤＴＴ分别用Ｎａ２ＳｅＯ３和１，４ＮＱ处理，冰浴０．５ｈ后用

１０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ处理；数据用 Ｍｅａｎ±ＳＤ表示；狀＝３；犘＜０．０１狏狊Ｃｏｎ
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２．５　氧化剂对肌质网膜流动性的影响

ＳＲ膜上的膜蛋白如受体、离子通道，它们的活性与膜的流动性有一定的相关性．当膜蛋

白因氧化形成错误交联的大分子复合体的时候，膜和蛋白之间，蛋白之间都不同程度加剧了

锚定效应，因此膜流动性会发生改变，这种使膜蛋白和脂质体灵活性受限的改变进而会再对

膜蛋白活性产生限制性的影响．因此此项研究考察了高浓度氧化调控剂对ＳＲ膜流动性的

影响．ＤＰＨ是一种脂溶性的荧光探针，它与膜脂结合后荧光偏振度反映了整体膜流动性．偏

振度数值随膜流动性降低而升高．表１的实验结果显示，对照组的偏振度值为０．１８６２±

０．００５４，３０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ处理组的偏振度值为０．２４９７±０．０１０９，５０μｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３

处理组的偏振度值为０．２２１１±０．００９２，阳性对照２ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋处理组的偏振度值为

０．２０４０±０．００７８．两者相比对照组偏振度值分别上升了３４％和１９％，明显高于阳性对照上

升的程度（１０％）．这说明经过氧化剂处理后，因膜蛋白形成了大分子交联复合物，使膜流动

性大大降低，影响膜蛋白的构象变化和移动，这可能是氧化胁迫影响膜蛋白的功能的重要原

因之一，也可能是氧化损伤引起的离子通道疾病的病理基础之一．

表１　氧化剂对肌质网膜流动性的影响（狓±狊，狀＝４，犘＜０．０１狏狊犆狅狀）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｏｘｉｄｉｚｉｎｇａｇｅｎｔｓｏｎｔｈｅｍｅｍｂｒａｎｅｆｌｕｉｄｉｔｙｏｆＳＲ（狓±狊，狀＝４，犘＜０．０１狏狊Ｃｏｎ）

组别 Ｃｏｎ ３０μｍｏｌ／Ｌ１，４ＮＱ ５０μｍｏｌ／ＬＮａ２ＳｅＯ３ ２ｍｍｏｌ／ＬＣａ２＋

荧光偏振度 ０．１８６２±０．００５４ ０．２４９７±０．０１０９ ０．２２１１±０．００９２ ０．２０４０±０．００７８

３　分析讨论

细胞的氧化还原缓冲系统保护细胞器和功能蛋白免受氧化损伤，提供了膜蛋白在膜上

的基本自由度．当处于航天环境或高海拔缺氧等极端条件下，在激烈运动和激烈情绪等氧化

应激状态下，或者在动脉粥样硬化等病理条件下，这一平衡被打破，胞内发生氧化胁迫，导致

蛋白巯基库存变小，自由基产率升高，使胞内抗氧化机制运转满负荷．这时胞内的生物大分

子就会受到氧化损伤．众多的研究发现，一些严重疾病的诱发机制是包括胞内的蛋白过氧化

和异常蛋白堆积［３］．由于蛋白被氧化的一个直接后果就是蛋白巯基的被氧化，进而诱发蛋白

间的错误交联．因此研究氧化胁迫在分子水平上的作用机理，应该了解氧化胁迫对蛋白间的

相互作用的影响，包括对蛋白交联和蛋白异常堆积等方面的影响．

１，４ＮＱ具有异常活跃的氧化还原性质，能干扰体系的氧化还原环境和电子传递链
［７］，

硒（Ｓｅ）是生物体必须的一种微量元素，在特异底物存在时，它具有氧化剂的性质
［１５］．它们可

以用来模拟氧化胁迫的环境．

研究氧化调控剂对ＲｙＲ１的影响可以揭示氧化胁迫对钙释放机制的损害性影响．本文

中的［３Ｈ］ｒｙａｎｏｄｉｎｅ结合实验结果表明，半抑制浓度的１，４ＮＱ和 Ｎａ２ＳｅＯ３ 严重抑制了钙

释放通道ＲｙＲ１的活性．前期工作
［１６］也发现在此浓度下，ＲｙＲ１的自由巯基数目减少了７０％

左右．ＲｙＲ１上的自由巯基按照对ＲｙＲ１的调控和对氧化环境的敏感度可分为负责打开通

道、关闭通道和蛋白结构稳定的巯基群，它们按先后顺序对氧化环境的敏感度逐渐降低．当

存在高浓度氧化型通道调控剂时，会通过氧化负责通道关闭的职能巯基群抑制通道活性，关

闭通道．因此自由巯基数目的急剧减少意味着通道蛋白功能的受限．

受氧化威胁的蛋白不仅功能受限，而且会发生错误氧化修饰，导致功能进一步受限或者

被抑制．此研究已经观察到，在氧化胁迫条件下，ＳＲ中的蛋白之间形成了可以被巯基特异性

９９



华东师范大学学报（自然科学版） ２０１０年

还原剂ＤＴＴ解除的大分子交联复合物，使ＲｙＲ１（包括聚合物）的平均粒径增加．结合以前

的研究结果，本项研究结果提示，氧化剂不仅降低了调节门控的ＲｙＲ１巯基群规模，而且作

用于影响蛋白结构的其它巯基，形成ＲｙＲ１之间、ＲｙＲ１与其它ＳＲ膜蛋白间的交联，形成大

分子复合物．有研究显示，在骨骼肌细胞中ＲｙＲ１与Ｔｒｉａｄｉｎ，Ｊｕｎｃｔｉｎ和钙结合蛋白等功能

蛋白形成一个钙释放单元复合体，胞浆内Ｃａ２＋浓度通过改变ＲｙＲ１与Ｔｒｉａｎｄｉｎ的相互作用

控制ＲｙＲ１的开放和关闭
［９］．在氧化胁迫下，ＲｙＲ１之间，或ＲｙＲ１与其它蛋白质间形成大分

子复合物，会影响此单元的结构和组成，破坏Ｃａ２＋释放机制的结构基础，进而影响调控剂对

ＲｙＲ１功能的调控．文中大分子交联复合物的回收电泳实验和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ检测的结果

证实了ＲｙＲ１参与形成由氧化胁迫诱导的大分子交联复合物．另外，ＲｙＲ１在氧化胁迫下聚

集相互作用增强，可能影响ＲｙＲ１间的协同性和灵活性，从而影响的Ｃａ
２＋正常释放．不仅如

此，这些发生错误交联的蛋白复合物因具有蛋白水解酶的抗性，难以进入正常的代谢途径，

会在细胞质，膜组织和细胞器中积累，它们将是诱发细胞病变的危险因素．例如在帕金森症

的发生过程中αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ蛋白的聚合和积累导致蛋白酶体失活和多巴胺神经元的死

亡［１７］，可见重要组织器官的细胞中异常蛋白堆积，必然会诱导相关疾病的发生，这也许也是

氧化损伤机制的长期效应之一．

Ｓｑｕｉｅｒ
［１８］曾报道膜流动性的改变会影响肌质网Ｃａ２＋ＡＴＰａｓｅ的构象和活性．Ｖａｒｅｅｓａｎ

ｇｔｈｉｐ等
［１９］报道成人多囊肾病人红细胞膜胰岛素受体敏感性降低 ，可能与膜流动性变化等

直接相关．氧化胁迫引起膜流动性的改变可能会影响到ＳＲ的膜蛋白的活性．实验结果提

示，高浓度的氧化调控剂诱导的氧化胁迫导致蛋白之间甚至蛋白和脂质体分子之间的交联，

进而引起蛋白的运动自由度严重下降，蛋白对膜的锚定作用加强，这可能是ＳＲ膜的流动性

下降的分子基础，也可能是氧化胁迫对ＲｙＲ１钙释放通道活性和ＳＲ上 Ｃａ
２＋调控系统抑制

的一个途径．

为了深入研究氧化调控剂引起的氧化环境的改变对ＳＲ上钙释放通道的作用机制，还

需要进一步确定是哪些巯基对氧化胁迫做出响应，并考察其它氧化调控剂，如高浓度的

Ｃａ２＋和Ｚｎ２＋等，检测它们是否影响ＲｙＲ１上自由巯基数目以及对ＲｙＲ１复合体的影响．

４　总　　结

本研究揭示了高浓度氧化调控剂（１，４ＮＱ和Ｎａ２ＳｅＯ３）诱导的氧化胁迫对骨骼肌型钙

释放通道ＲｙＲ１与相关蛋白的相互作用的影响．发现在氧化胁迫条件下，ＲｙＲ１和相关蛋白

上的自由巯基被氧化，形成大分子交联复合物．提示氧化胁迫可能通过氧化负责关闭通道的

巯基群和影响ＲｙＲ１钙释放单元复合体的结构，形成膜上的异常蛋白堆积物，来抑制通道的

活性和损伤钙释放机制．
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