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!，" # $%&’(’)*+,-)-. 具有异常活跃的氧化还

原性质，它在与生物体系发生作用的过程中能干扰

体系的氧化还原环境和电子传递链，它可以耗尽它

所在环境中的蛋白硫醇和氧化 /01 2! #3 4。!，"$5 对

谷胱甘肽过氧化氢酶 6/01 # 78 9 有抑制作用，在线

粒 体 内 能 通 过 /00/ 和 $:;71 的 反 应 体 系 在

/00/ 还原酶的催化下耗尽 $:; 67 91 2" 4。!，"$5
一方面具有很高的氧化还原电位 6 < 3=>? 9 2@ A = 4，另

一方面它又能耗尽 /01 和 $:; 67 91，同时产生大

量氧活性因子 6 B.%C( ,D. )8EF.- G&.C,.G 9，它的存在

会使细胞处于氧化胁迫之下，致使钙通道门控机制

受到影响，胞内钙浓度急剧上升，进而造成细胞功能

受损及死亡。近年的研究表明，氧化胁迫所造成的

抗氧化防御系统的损伤与运动后肌肉疲劳，老年化

以及某些癌症的生理或病理成因密切相关。因此通

过 !，"$5 对生物系统的氧化干扰研究，能为这些

生理或病理的成因提供有益的参考依据。

骨骼肌肌质网 HEH! 已经被证明是一个氧化还

原感受器 6 B.I)8 G.-G)B 9，具有确定的氧化还原电

位，并且由 J7K 识别的特异敏感性硫醇参与了氧

化还原调控作用 2L 4。 在离体实验中，氧压的降低

6从 MNN 百帕到 !3 百帕 9 能控制 HEH! 上还原态硫

醇的数量从 MO 个升高到 3@ 个 2P 4。在骨骼肌细胞

内，氧化还原环境主要是由 /001 Q/01 维持，泡外

/01 R /00/（比率）比泡内高一个数量级，只有在此

状态下，HEH! 才有正常的门控行为 2O 4。众多的硫醇

氧化剂都对此通道有双相调控作用，这种共性反映

了体系的某种普遍规律，即硫醇 # 氧化还原电势调

控的共同机制，这些结果进一步支持了我们以前提

出的硫醇调控模型 2!N 4。

在前期研究结果中，我们已经揭示了在 HEH!
蛋白上至少有两个作用部位分别控制通道的激活和

抑制 2@，!! 4。在本文的实验中，我们用 J7K 来固定特

异敏感性硫醇 2@，L 4，以此研究这些硫醇与 !，"$5 对

HEH! 的激活和抑制关系。

作为一个荧光试剂，J7K 能不可逆地结合于自

由硫醇之上，阻断其参与氧化还原反应，并产生荧

光。所产生的荧光可作为检验 J7K 作用的标志。实

验证明，在 HEH! 通道关闭时由 J7K 所识别的特

异敏感性硫醇与 J7K 结合敏感度远远高于一般背

景下的硫醇，因此可以用此方法鉴别特异敏感性硫
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摘要 R 利用 L # I,.(’ET%>,-) # 3 # 6 " X # >%T.,>,IET&’.-ET 9 # " # >.(’ETC)+>%B,- 6J7K 9 甲基化钙通道

HEH! 上的特异敏感性硫醇的方法，对由 !，" # -%&’(’)*+,-)-. 6 ! A "$5 9 诱导的双相性作用进行了研究，发现

J7K 能明显阻碍由 !，"$5 诱导的对 HEH! 的激活，但对由 !，"$5 产生的抑制没有明显作用。用经 J7K 预处理过

和没有处理过的样品与 !，"$5 温育后离心清洗，发现未经 J7K 处理的样品经激活和抑制浓度的 !，"$5 温育后，

离心清洗不能消除 !，"$5 对 HEH! 的激活和抑制。而经 J7K 处理后的样品，在 !，"$5 的激活浓度和抑制浓度下，

离心清洗后未能观测到 !，"$5 诱导的激活态，但抑制态仍然明显存在。以上结果说明，J7K 所识别的特异活性硫

醇参与了 !，"$5 激活作用：J7K 与此硫醇发生甲基化作用，因此阻断了 !，"$5 对 HEH! 上的激活部位硫醇发生

作用，使钙通道不能被激活。
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醇 $% &’ &(，)) *。我们利用此方法对 )，"+, 的作用进行了

检测。

! 材料和方法
! " ! 试剂和材料

-./ 购 自 / 01234156 .06728 & 94:2; &
<62:0; & = >?。)，"+,，@>A，BC C ，9@C? 等购自

>D:E5 -F2ED351 -0 G。 $HA * I 6J5;0KD;2 和

6J5;0KD;2 购自 B4 .06L，其中 $HA * I 6J5;0KD;2 的

比 放 射 活 性 为 ’% I M# -D N EE01。 -./ 溶 于

B/ ><， 避 光 存 于 I !#O 。 使 用 时 稀 释 为

)#!E01 N P，一次性使用。)，"+, 溶于 B/ ><，避光

存于 I "O。两种 6J5;0KD;2 存于 I !#O。@>A 和

@>>@ 配制为 # G %E01 N P 的水溶液，加入 %!E01 N P
的 9@C?，QA ’G )R@>A S 或 ’ G "R@>>@ S，液氮保

存，一次性使用，保存期限不超过 ! 个月。

>T 囊泡样品的制作主要参照 / 53P2;;5; 的

方法由新西兰白兔后腿和双侧背肌制备 $)! *，并在第

一次离心悬浮液中除原有成份 之 外 ， 另 加 入 了

)##!E01 N P 9@C?，)##!E01 N P BC C 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 )##EE01 N P U-1， !# EE01 N P
.V.9>，QA ’G ) 悬浮液内，置于液氮中保存。

! " # $%& 预处理

在 暗 室 条 件 下 ， !# I )## ;E01 N P -./
R)# EE01 N P 母 液 S 加 入 搅 动 中 的 含 有

# G % E: N E1 >T 样 品 的 6J5;0KD;2 结 合 悬 浮 液

R )EE01 N P -5-1!， !% EE01 N P .V.9>，

!%# EE01 N P U-1，)% EE01 N P +5-1，QA ’G ) S
中，反应 "ED;，最后加入 # G (% EE01 N P 的 9@C?，

样品置于冰上待用。 同时作平行的荧光光谱确认

实验 R激发波长：HM%;E，发射波长："W’;E S：在 >T
样品在加入 -./ 后荧光信号瞬间有大幅度的升

跃，此表明 -./ 已经结合在相关的硫醇上。

! " ’ 平衡结合实验

# G %E: N E1 >T 样品悬浮于常规 6J5;0KD;2 结

合溶液中，加入 (M G %!E01 N P -5-1!，%#!E01 N P
9@C?。不同浓度的 )，"+, 加入相应的试管中，与

>T 温育于 H’O，H 小时，@X N Y 滤纸过滤，置于液闪

液摇床过夜，由液闪记数仪计数，然后计算出

6J5;0KD;2 平衡结合度 Y。

! " ( )*+,-./,0 动态结合实验

溶液 ? ：) E: N E1>T 悬浮于 % G " E1 常规

6J5;0KD;2 结 合 溶 液 中 ， 另 加 入 (M G %!E01 N P

-5-1!，%#!E01 N P 9@C?，QA ’G )，置于冰上。溶液

Y ：! ;E01 N P $HA * I 6J5;0KD;2 R 6J5;0KD;2 S 初

结合率试验的溶液 Y 中含有 " ;E01 N P $HA * I
6J5;0KD;2，不含未标记 6J5;0KD;2 S，(M G %!E01 N P
-5-1!，%#!E01 N P 9@C?，!M ;E01 N P 6J5;0KD;2
和相应的 )，"+, 或有关试剂 R两倍浓度 S 加入

% G "E1 常规 6J5;0KD;2 结合溶液中，分置于 "M 个玻

璃试 管 中 ， 每 个 试 管 )##!1。 在 预 定 的 时 间 将

)##!1 溶液 ? 加入每个装有溶液 Y 的试管，以启动

6J5;0KD;2 结合反应。如果是用来计算 6J5;0KD;2
初结合率，" 个点为一组，分别为 )!，(，W，HED;。

H’O。如果要经 -./ 处理，则在 ? 中含 ) EE01 N P
-5! Z ， 再 加 入 -./ ， 反 应 "ED; 后 加 入

# G (% !E01 N P 9@C?。Y 中含有 ) EE01 N P -5! Z

和 # G (% !E01 N P 9@C?。 到 所 设 定 的 时 间 时 ，

@X N Y 滤纸过滤，置于液闪 液摇床过夜，由液闪记

数仪计数，然后计算出 6J5;0KD;2 动态结合度 Y 或

者初始结合率 Y’。

! " 1 计算初始结合率 2’

利 用 >D:E5.10L % G # 的 线 性 回 归 程 序 对

6J5;0KD;2 动态结合度 Y 对于时间进行线性回归，

计算出回归直线的斜率，即 Y’。

! " 3 离心清洗实验

将经过 R实验样 S或者没经过 R对照样 S不同浓度

的 )，"+, 或 -./ 处理过 # G %: N P>T 样品 R悬浮于

常规 6J5;0KD;2 结合溶液中，总容量根据具体实验

所确定 S，在 H’O温育 W# 分钟，然后分装于 " I W 个

C VW# 离心管中，在 !O温度下离心，H%###6 N E D;，

H%ED;。取出离心沉淀物 R >T S，匀浆，再次悬浮于常

规 6J5;0KD;2 结合溶液中，测蛋白质浓度。用此样品

进行 6J5;0KD;2 动态结合实验。

# 实验结果
# " ! $%& 对由 !，(45 诱导的初始结合率二相性

的影响

在此实验中主要采用初始结合率，辅以常规的

平衡结合度作为实验指标。此方法的优点为消除了

平衡结合实验中不可避免的由长时间温育而引起的

系统不稳定因子的干扰和氧环境对样品的氧化作

用。初始结合率 Y’的变化能很好地反应钙通道的状

态，而且使通道的激活比比平衡实验更高。比较图 )
和图 !，可以看出图 ! 中通道对 )，"+, 的反应特性

于图 ) 的相同，而且最大激活比较之图 ) 上升了将

近 H 倍。但也发现 )，"+, 的最大激活浓度由平衡实



第 ! 期 "#$ 抑制了由 !，%&’ 诱导的对骨肌肌质网 () 钙通道 )*)! 的激活效应 +,

验中的 ,!-./ 0 1 提高到 !2!-./ 0 1，抑制相也相应

延迟。

由图 ! 至图 % 可以看出，"#$ 明显抑制了

!，%&’ 对钙通道 )*)! 的激活。加入 32，!22，

!42 5-./ 0 1 "#$ 对激活态的抑制随其浓度的升

高而加剧 6图 +7。"#$ 浓度最高达到 !!-./ 0 1 6数
据没有显 示 7 都不能完全抑制 !，%&’ 诱导的激

活。类似作用亦可在图 8 中的钙依赖性曲线中反应

出来：!22 5-./ 0 1 "#$ 对 ,!-./ 0 1 的 !，%&’ 的

激活产生了压抑，使最大初结合率下降了 +89，但

对 !22!-./ 0 1 !，%&’ 和对照的曲线没有产生作

用。"#$ 的标记没有改变 !，%&’ 的钙依赖性质。

图 % 显示了经 "#$ 处理过和没经 "#$ 处理过的

!，%&’ 对 )*)! 作用的时间依赖的 :*;5.<=5> 动态

结合特性，可以看出经过 "#$ 处理之后 !，%&’ 对

)*)! 的 激 活 都 明 显 降 低 ： 在 存 在 ,!-./ 0 1，

,2!-./ 0 1 和 !22!-./ 0 1 的 !，%&’ 情况下，"#$
使相应的 :*;5.<=5> 结合度分别下降了约 889 ，

8,9，和 ,49。特别值得注意的是 "#$ 对激活浓度

的 &’ 的激活压抑是从初始时刻一直延续到 %?，而

对更高浓度的 !，%&’ 的压抑仅仅产生在最初的几

十分钟内，对后续的反应没有发生效果。

在经激活浓度的 !，%&’ 的温育后，再经 "#$
处理，通过荧光光谱实验证明 "#$ 不能结合到特

异活跃性的硫醇之上；而经抑制浓度的 "#$ 处理

后的样品，仍然可以看到初始的荧光信号的跃迁，但

跃迁幅度明显变小 6篇幅原因，结果不显示 7，因为

"#$ 仅能在通道关闭时结合到特异性硫醇上，此结

果说明 !，%&’ 作用于 "#$ 所识别的特异性硫醇

并使通道开放或关闭。同时钙离子释放实验也证实

了 !，%&’ 不能诱导经 "#$ 处理后的 () 囊泡样

品的钙释放 6结果不显示 7。
! " ! 离心清洗对 #，$%& 诱导的时间依赖二相性的

影响

做离心清洗试验的目的是考查 !，%&’ 对钙通

道蛋白的作用是否可逆，由此区分在反应中 !，%&’
与通道蛋白的反应是属氧化作用，还是芳基化作

用。图 , 中经 82 @ !22 !-./ 0 1 的 !，%&’ 温育后的

’() " # "#$ A:> @ /;B>/=5C ;DD>EF F?> ! G % &’
E.5E>5F:;F =.5 <>A>5<>5F :*;5.<=5> B=5<=5C

’() " ! HDD>EFI .D "#$ .5 F?> ;EF =J;F =.5 A?;I> ;5<
F?> =5?=B=F =.5 A?;I> .D ! G % &’ <>A>5<>5F =5=F =;/
:*;5.<=5> B=5<=5C :;F>

’() " $ HDD>EF .D "#$ .5 F=-> <>A>5<>5F =5=F =;/
:*;5.<=5> B=5<=5C :;F>I

’() " * HDD>EFI .D ! G % &’ ;5< "#$ .5 F?> ";+ K

E.5E>5F:;F =.5 <>A>5<>5F =5=F =;/ :*;5.<=5> B=5<=5C
:;F>I
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!"# $ % $%%&’() *% +*)( ’&,(-.%/0.,0 1 2)3 2,4 (3&
5+6 7-& 8 92:&9.,0 *, (3& ( .;& 4&7&,4&,( :.732).’
7-*%.9& .,4/’&4 :< = > ? @A

-<2,*4.,& 结合曲线处于部分或完全均抑制相，而

没 有 激 活 相 ， 这 是 因 为 "#;., 的 温 育 已 经 使

=，?@A 对通道的作用进入抑制区，而离心实验所需

要的时间能使抑制更加加深。在 BC 样品经 5+6 预

处理后再经以上各种浓度的 =，?@A 温育，经清洗

后，发现 D!;*9 E F 的 =，?@A 对通道的激活效应基

本消除；而抑制浓度的 =，?@A 对通道的影响与不经

5+6 处理的的效果相似。

& 讨论与结论
C<C= 是一个含有多达 =## 个半胱氨酸残基的

大分子。在分子中众多的硫醇基团中，大约 D# 个能

被氧化 G=H I，其中一小部分是特别活跃的能参与氧化

还原反应的高活性硫醇，它们参与了通道的门控行

为，是调节通道的关键成份之一。5+6 已经被证实

它所识别的 C<C= 上的高活性硫醇即为参与氧化还

原调控钙通道的关键硫醇 J但它们在蛋白 上的位置

仍待确定 K，说明这一组硫醇的氧化还原状态与通道

的门控机制密切相关。在此文中，我们利用 GLH I 8
-<2,*4.,& 结合测最初结合率，测平衡结合度，钙染

料测 BC 囊泡的钙流释放率，和荧光光谱方法考察

了 5+6 对 =，?@A 与钙通道相互作用之间的关系，

发现 5+6 的靶目标硫醇是参与激活 C<C= 通道的

=，?@A 的激活部位的硫醇。证据如下：在 BC 被

5+6 标记之后，激活浓度的 =，?@A 诱导的 GLH I
8 -<2,*4.,& 结合度和初结合率明显下降，清洗实验

中激活浓度的 =，?@A 诱导激活相消失，=，?@A 诱

导的钙释放行为消失等。在我们以前的实验结果中

已经证明，C<C= 上具有一类能感受胞内氧化还原

环境的硫醇，当它们被 5+6 标记之后，C<C= 就失

去了对环境的氧化还原状态的感受能力，通过此硫

醇的“感觉”，通道蛋白能通过提高或者降低自身的

氧化还原电势调节门控行为；此电势的降低利于通

道的开放，它的提高有利于通道的关闭 GM I。另外证明

了如果当 BC 样品事先被 =，?@A 处理过后，5+6
就不能标记到那些高活性的硫醇之上 GD I。从这些实

验结果可以看出，=，?@A 所作用的激活部位的硫醇

很可能就是作为 C<C= 氧化还原感受器的那个特异

硫醇。考虑到 =，?@A 是脂溶性的小分子，而 5+6
是较大的分子，我们认为，=，?@A 有可能跨膜进入

BC 腔内与硫醇发生反应，抑制通道。而 5+6 较难

进入 BC 腔内，因此不能干扰 =，?@A 的抑制作用。

由于 =，?@A 的氧化还原电位 J N H";O K 大大

高于 C<C= 的氧化还原电位 J 8 =DM;O GD， " I K，当

=，?@A 被加入到样品中后，必然对 C<C= 产生氧化

胁迫，使该特异硫醇被锁定为某个特定的氧化还原

状态，从而通道处于开放状态。从图 = 和图 ! 可以看

出，5+6 对阻碍 =，?@A 对通道的激活虽然是明显

的但也是不完全的，这可能是因为：（=K5+6 没有将

所有高活性硫醇都固定住，留有残余的自由高活性

硫醇仍然在与 =，?@A 发生作用；J ! K 在钙通道的

=，?@A 激活结合部位上可能有其它的 5+6 不能

识别的硫醇参与反应； J H K 在此激活部位上除硫醇

外，还有其它不同的残基或基团参与，而它们不能被

5+6 识别；J ? K 非特异敏感性硫醇被 =，?@A 氧化，

此过程产生氧自由基，从而激活 C<C=。在本文中我

们还不能判断是哪一种因素在起作用，仍待进行更

深入的研究。=PPP 年 +&))23 提出 =，?@A 与钙通道

进行作用的三中可能的机制：氧化还原循环，芳基

化，氧化还原感受器 GD I。他认为第二种模型比较可

能，因为通过置换单通道实验池的溶液的方法可以

去除掉 =，?@A 的作用。我们重复了此实验，结果和

他的相反，=，?@A 与通道蛋白的作用不能够通过

置换溶液的方法去除，而且本文中的离心清洗实验

更是另一个有力的证明。又由于 =，?@A 被氧化后，

必需有氧化剂存在才能使它进入下一次循环，因此

第一种机制的可能性不太大。我们比较趋向于第三

个模型。考虑到 QBL 能有效消除 =，?@A 对通道的

激活和抑制效应，但也不排除以下可能性：即 =，

?@A 对钙通道的作用涉及到两种机制，一方面 =，

?@A 使通道激活部位的硫醇被氧化使之形成双硫

桥，同时通过提高氧化还原电位对作为氧化还原感

受器的硫醇发出通道开放的信号。另外，还有一个

因素也应该考虑到：=，?@A 具有强氧化能力，在它

被氧化时伴生超氧自由基，随后超氧又被岐化为



第 ! 期 "#$ 抑制了由 !，%&’ 诱导的对骨肌肌质网 () 钙通道 )*)! 的激活效应 +,

-+.+，这些活跃氧物质的累积也会对钙通道复合体

产生氧化胁迫，使门控行为受到影响。虽然我们在

以前的工作中使用 (./ 和 01213145 对 !，%&’ 产生

氧自由基的行为作过测试，但现在看来还不够规范

和系统。这方面的工作仍有待进一步的深入。虽然

!，%&’ 和 "#$ 也能与 )*) 之外的蛋白和硫醇发

生 反 应 ， 但 由 于 6*1789:75 结 合 的 特 异 性 ，

6*1789:75 结合曲线只反应与通道有关的信息而其

它的信息则被过滤掉。

在以 前 我 们 所 假 设 的 双 硫 醇 氧 化 还 原 模 型
中 ;!< =，提出了钙通道上位于 () 囊泡外方的一对 硫

醇，它们的氧化态对应于通道的开放状态，还原态

对应于通道的关闭状态。本文仅对参与开放通道的

硫醇的行为及特性进行了考察，但对可能存在的另

外一对参与通道关闭的硫醇还没有结论，这是此文

留下的几个尚待解释的问题之一：（!）!，%&’ 是如

何关闭通道的？是不是通过氧化还原反应与另外一

对功能性硫醇发生了反应？（+）!，%&’ 具有很强的

产生氧自由基的能力，这些氧自由基是否能够与

"#$ 识别的高活性硫醇发生作用从而改变通道蛋

白的氧化还原状态？（>）如果采用提纯的 )*)! 样

品，是否还能观测到 !，%&’ 对通道的双相性行

为？这些都有待进一步研究。
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