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亚硒酸钠对人早幼粒白血病细胞的

� � 蛋白磷酸化的影响

刘 新光 于树玉

摘要 以 人早幼 粒白血病细胞 �� �
一

� �� 为 实验对 象
,

利 用 � �� ��� � 一

� ��� � �� � 方 法和

流式细胞仪分析
,

研 究亚硒酸钠对 � �
一

�� 细 胞的 � � 蛋 白产物磷 酸化的 影响和探讨其杭

癌机制
。

�
� � � � � �

一

� �� � � �� � 结 果显示
�

与对照组相 比
,

在第四天 �
�

�拌�� � �� � � � �� � �
�

可使

磷酸化 � � 蛋 白减少 � � �
,

去磷 酸化 � � 蛋 白仅轻度增加
,

但在加硒组中去磷 酸化 � � 蛋

白 占 � � 蛋白总量的 � �
�

� �
。

与 此同 时
,

细胞周期 的结 果表明
�

亚硒酸钠对 � 工
才 一

�� 细 胞的

�
�
� � 和 � 期有一定的 阻滞

。

该 实验在蛋白分子 水平上研究 了亚硒酸钠抑制 � 上
一

�� 细胞

增殖的作用机制
。

关键词 亚硒酸钠
� � �

一

�� 细胞
� � � 蛋 白磷 酸化

�
� �� ���

� 一

�� �� �� � 只 � 细胞周期

硒是 人类 的必 需微 量元素
,

硒 的抗肿 瘤 作用 已 引

起人 们 的广泛 重视
,

在 动物 模 型和体 外 实验 中 已 观察

到它 的抗肿 瘤作用川
。

我们 曾用亚 硒酸钠 进行 � �
一

��

细胞 生长与分化 的研究
,

发现 它可抑 制该细 胞 的增 殖
,

但未观察 到有 诱导分化作用
匕 �口

。

视 网膜母 细胞瘤抑癌 基因 �� �� 可作为一 已 知 的细

胞增殖和可能的细胞分化 的调 节剂 �� 
。

� � 蛋 白产物是

调控 细胞增 殖和 分化 的核 内磷 蛋 白
,

它 可 与许多 转 录

因子相互作 用
,

直接 和间接调 控转 录活性川
。

� � 蛋 白

引起的抑 增殖作 用
,

和 它与 � �  形成 复合 物 的能力 密

切相联 �� 
。

有研 究表 明民 �� �
在 静止 和终末 分化 的细胞

中
,

� � 蛋 白以 去磷 酸化 形式存 在
,

该形 式具 有抗 癌 活

性
�
而在快速增殖细胞 中则为磷 酸化形 式的

,

无抗癌 活

性
。

此外 � � 蛋 白的磷酸化状态 随细胞周期 而改变
,

在

细 胞 从 �
�

期 进 人 � 期 过 程 中 � � 蛋 白 常 需 磷 酸

化, 一 �口
。

为进一步探讨硒抑制 � � 一 �� 细胞增殖 的作用

机制
,

我们进行了本实验
。

� 材料与方法

�
�

� 材料 人早幼粒 白血病 细胞株 �� �
一
� ��

,

由中 日

友好 医院临床 医学研 究所惠 赠
。

亚硒酸钠 为北京 化工

厂产 品
。

� �� �
一
� �  � 培养基

,

鼠抗人 � � 蛋 白单 克隆抗

体 �� � �
一
� � �� 为美国 �� ��

。
产品

,

生物 素偶联 的山羊抗

鼠抗体为美 国 � � � � �� 产 品
,

抗生物素蛋 白偶 联的碱

作者单位
� � � � �  ! 湛江

,

广 东医学院 医用生化研 究所 �刘

新光 � � 中国医学科学 院肿瘤研究所生化室 �于树玉 �

性磷 酸酶
,

磷 酸 � � � �� � � ! ∀
一

�
� ,

固紫 � 盐 等为 美 国

� �� � �
产品

。

硝酸纤维膜 为美 国 � � � � �� � � � 乙 � � �� � ��公

司产 品
。

�
�

� 方法

��  � � 细胞培养 见 文献川

�
�

�
�

� 细胞 的裂 解和 蛋 白的提 取 在加 硒处 理第 四

天
,

每组 收集 � � ��
“
细 胞

,

用 冷 �� � 洗涤
,

加入 �� � 预

冷 的细 胞裂解 液
,

其 中含 ��� � � �� � � � ��
一

� � 
,

�� �
�

�
,

�
�

� �� � �� �
�
� � � �

,

�
�

� � � � � �� � � �
一
� �

,

�� � � �� � � �
�

� �
,

��� � � �� � �
� �

,

�� � � �� � �� � �
。

振荡混匀
,

于冰

浴 中作用 � � 分 钟
,

以 � �。。。只 � ,

� � 离心 � 分 钟
,

取上

清分 装备用
。

按 � � � �� 法川
,

以 � �� 为标准测定 蛋 白

质含量
。

�
·

�
·

� �  �
一

聚丙 烯酞 胺凝 胶 电 泳 按 � � � � � ���� �方

法
,

制备 。
�

�� � � 厚
,

�
�

� �分 离胶 进行垂直板 电泳
。

每

组上样 的蛋白量约 为 � �子堪
。

电泳结束后
,

测量分离胶 长

和 嗅 酚 蓝 的移 动 距离
。

切 下一 半 凝 胶用 银 染试 剂 盒

���
� 一
� �� �进行 银染 色

,

根据 已 知蛋 白质分 子量标 记物

的迁移率作标准 曲线
,

确定 ��� � � 和 � � �� � 蛋 白带在

凝胶 中的位置
。

�
·

�
·

� 免疫印迹 ��
� � � � � � 一

� �� � � �� � � 按
� � � � 等仁� �修改

法 进行
。

切下 的另一 部分凝胶 上 的蛋 白电转移至硝 酸

纤 维膜 �� � 膜 �上
。

取 出膜
,

装在相应大小 的塑料盒 内
,

用 溶 液 � �含 � � � � � �� � �
���

,

�
�

�� � �� � � � � �
,

�
�

� �

� � � � � 一
� �

,
� � � � � �浸泡 � � 膜

,

以 封 闭一抗非特异 性

结合点
,

置室温反应 � 小 时 以上
。

倾去溶液 � 后
,

立即
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