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精胺对猪血小板膜中磷酸肌醇和 47 K蛋白质磷酸化的影响 
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Effects of s0ermine on#os#orylation of ph∞ph0．啪～ 
sitideand 47K proteiuinplateletmemh-lⅡesofpig 

DING Ke-Hong ，LIANG Nian--Ci 

(Department ofBiochemistry，ZhanjiangMedicalCol- 

lege，Zhanfiang 524023，China) 

ABSTRACT In the presence of M g and 

exogenous phosphatidylinosito卜4_phosphate，swine 
thromboeytic membranes wBI"~ incuba*w．d witla 

Iy-32P]ATP at 30℃ for 3 min and the incorporations 

of P jnto phospholipids and proteins were 

measured． Sp-eraline stimulated the formafion of 

phosphatidylinositol-4，5— s曲osphate(0ptimal coll- 

centration 0 25 InmoI． L 1 and inhibited the 

phosphorylafion of 47 K protein Oc5o 1 mmol 
· L- 1． This helps to clarify the effect of spcrmine on 

cell growth and proliferation． 

KEY W ORDS spermine； blood platelets； cell 

membrane； phosphoinositides；membrane proteins； 

phosphorylation 

提要 在 Mg 和外源性磷 脂酰肌醇_4一磷酸存在 

下，用猪血 小板 膜与[-r-32P3ATP在 30℃下保温 3 

min，捌定”P掺人磷脂和蛋白质 精胺促进磷脂酰肌 

醇_4，卜二磷酸的生成(最有效浓度 0 25 mmo]·L )， 

并抑制 47 K蛋白质的磷酸化(IC l mmol·L )． 
选有助于阐明精胺影响细胞生长增殖的作用． 

关键词 煎壁； 量 细胞膜；碡肌醇类；膜蛋 

白；磷酰化作用五卑画 凡画孽 蕞扫瞧 
精胺属于多胺类化合物，存在于所有高级 

真核生物细胞中，对细胞生长增殖具有促进作 

用(”．在生长旺盛的组织和恶性肿瘤病^的 
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血、尿中，多胺的含量明显增多( ．磷酸肌 

醇在生物信号跨膜传递中起重要作用，并与细 

胞增殖和肿瘤形成有密切关系( ．为了探讨精 

胺的作用机制，本文研究其对血小扳中磷酸肌 

醇和蛋白质磷酸化的作用． 

MATERIALS AND M ETHODS 

精胺，ATP(sigma)；蛋白质分子标准(Pharmac_吼)； 

磷 脂 酰 肌 醇 _4一磷 酸 (phosphatidylinosit01-4- 

phosphate， PIP)，磷 脂 酰 肌 醇 --4，5一二 磷 酸 

(phosphatidylinositol-4，5一bisphosphate，PIP2)， 淘 

Sigma产 品 ；[~ P]ATP (185 GBq mo" )I 

Amersham产品，其它均为国产 AR试剂． 

猪， ，体重约 100 kg，电击昏后塑料离心管采 

血 ，预 先加 入 ACD 溶液 抗 凝 (ACD： 猪血 = 

0．15：0．85)，ACD成分为：柠檬酸 71，拧檬酸三钠 

85，葡萄糖 1Ilmmol·L～． 

血小扳膜制备 ACD抗凝血 25℃下 200 g离 

心 15min，吸取上层富血小扳血浆，1500 g离心 15 

min，沉淀为血小板．加入改良 Tyrode-Hcpes鲤冲 

液，成分为：BGTA 1，NaCI 134，NaHCO l2， 

KCI 2,9，Na2HPO~ 0 34， M鲫 2 1，葡萄糖 5， 

Hepes 5mmol L～，pH 7,4．然后 I 500 g离心 l5 

min，如此洗涤两次后加入 5倍于沉淀体积的低渗 

液 ： EGTA 5， PMSF 0．I， Tfis-HCI l0 mnlol 

· L～，pH 7,4．混匀后于-20℃下冻融 3次．置冰浴 

下匀浆 30min，匀浆液在 4'C下 90 000 g离心 30 

min，沉淀即含血小板膜．在沉淀中加入 2倍体积含 

Triton X-100 I％的低渗液．冰浴下匀浆 l0 mitt，置 

4'C过夜后同 离心得血小板膜溶解液，小管分装． 

- 20℃贮存备用． 

蛋白质测定 用 F01i 酚试剂法国，牛血清蛋白 

作标准． 

磷瞌臻酸化反应 向反应混台物中补充PIP 50 
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#tool-L f预先与0．1％ TrltonX一10o和 T —Ha 

溶液在 30U下超声 3 rain)，中止反应后加入少量 PIP 

和 PIP1作为标志．用酸化氯仿 ／甲醇法抽提磷脂， 

硅殷板薄层色谱加以分离 经放射自显影后，以i疰体 

闪烁计数测定 P放射性强度． 

蛋白质磷酸化反应 用 SDS-~丙烯酰胺凝腔 

垂直板电泳分离蛋 白质，电冰后凝腔用 Coomassic 

brillant blue染色，置于滤纸上用凝腔真空干燥机烘 

干．干胶作放射自显影，液闪计数蔫定放射性标记的 

蛋白带 

且ESUI 

精胺促进 PIP 生成 在 M 和外源性 

PIP存在的条件下，精胺(O．13，0．25，0．5， 

1．O，2．O mmol。L- )耐f P]PIP，的生成有明 

显促进作用，在 O．25 mmol-L- 时作用最强 

= 6)，生成的 PIP 约为对照的275％；精胺 

浓度再增高时促进作用有所减弱，但仍明显高 

于对照(Fig 1)． 

精胺抑制血小板中 47K聋白磷酸化 蛋 

白质磷酸化后，以其三氯乙酸不溶物作 SDS一 

聚丙烯酰胺凝胶电泳及放射白显影．结果提 

示，精胺对血小板中47K蛋白质的磷酸化有 

强烈抑制作用(经与蛋白质标准品反复比较确 

定分子量)'在一定浓度范围内随着精胺浓度 

增大其抑制fgJB~ (Fig 1)．精胺的半数抑制 

浓度(IC50)约为 1 mmol。L =6)，在低于 

0．5mmol。L 时作用最敏感，浓度为 2 

mmo]。L 时，磷酸化的蛋白质仅为对照的 

36％． 

DIsCUSS10N 

本实验中精胺促进 PIP，生成，表明对 

PlP激酶具有擞活作用．由此推想精胺的生物 

作用机制可能与此有关．血小板中47 K蛋白 

质是蛋白激酶 C(PKC)的主要底物m，精胺抑 

制血小板中此多肤的磷酸化，提示它可能对 

PKC的括性有调节作用，这与文献结果f9)相 

～  

0 0．25 0．5 

Spe,mi,~／●n●”o1·L 

Fig 1． Effects ofspm I眦 Oilformation ofPIP2 a耐 

—啪phory 帅 of 47 K—劬 ．啪s-如 pI_teIet m棚 ． 

Mams． ^：6。 ± ． 

符，但精胺抑制 PKC的作用机制及意义有待 

研究． 

本文初步提示精胺与肌醇磷脂信使系统的 

关系，这有助于阐明它的分子作用机制． 
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胺碘酮对普鲁卡因胺及其主要代谢物在兔体内处置动力学的影响 

塑 墨娄、 兰皇(中国药科大学药理教研室，I~210009，中国)3-．?6々 7 

Effects of amiodarone on kinetics of prneainamide and 

its major metaboOte disposition in rabbit 

LIU Xiao-Quan，EUANG Sheng—Kai 

(Department of Pharmacology，China Pharmaceutical 

University，Nanfing 210009，China) 

ABSTRACT The effects of steady state amiodarone 

on the kinetics of procainamide(PA1 and its major 

metabolite， acetylprocainamide(NAPA)， disposi． 

tion in rabbits wuffil-e examined． When PA was given 

alone， the pharmacokinetic parameters dt， ． 

丘 。 。 ，were 0 20±0 04，0．016±O003， 
0．027 ± 0 01．and 0．043 ± 0 02 m in一．respectively 

W hen PA was 西veu in combination with amio— 

daroue， the coresponding values were 0．37± 0 08． 

0 0059 ± 0．002．0．0096 ± 0 004．and 0．016 ± 0．003 

min—i， respectively The results lndicated  that the 

disposition kinetics of both PA and NAPA were 

significantly changed by stead)'state amiodarone． 

KEY W ORDS procainamide； amiodarone 

pharmacokinetics；combination drug therapy 

的药物动力学模型，研究稳态胺碘酮对 PA及 NAPA 

在兔俸内处置动力学的影响 兔单独 iv PA后，其 

， ， 。 ， Kj ·Vl’ 分 别为 0．20±0．04， 

0016 ±0003， 0．027 ±001和 0．043 ±0．02 min ： 

台用胺碘酮后，其值分别为 0．37±0．08，0．0059± 

0002，0．00％ ±0．004和 0．016±0．003 min～ 结果 

说明PA及NAPA的处置动力学均发生明显变化． 

关键词 

物疗法 
昔鲁卡园胺 ! 塑塑垫 兰；联合药 

胺碘酮(amiodarone)和普鲁卡因胺(pro— 

cainamide，PA)为临床常 用的抗心 律失常 

药，临床上常将胺碘酮与其它药物合用，以减 

小其副作用，提高疗效．然而，联合用药会 

出现药物间的相互作用，若使用不当会使药物 

的毒副作用增强．胺碘酮与许多药物有相互 

作用“)．本文用 PA及其主要代谢物乙酰普鲁 

卡因胺(NAPA)的药物动力学模型，综合分析 

胺碘酮对 PA及 NAPA处置动力学的影响， 

探讨其相互作用的药物动力学机制． 

提要 用普鲁卡园胺(PA)及乙酰普鲁卡因胺(NAPA) M
ATERIALs AND M E1，HoDs 
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