
死亡[１０].LC３和BclinＧ１是自噬正向调控相关蛋白,
一些研究已经使用它们来检测自噬[１１].本研究的

结果表明,脊髓神经元在 H２O２ 处理后,LC３和

BclinＧ１的表达上调.与此同时,流式凋亡和 CCKＧ
８的增殖结果表明凋亡增加,细胞增殖减慢.而干

扰 NIX的表达后,LC３和 BclinＧ１的表达被抑制,
凋亡减少,细胞增殖加快,这意味着干扰 NIX 可

以通过抑制自噬减缓 H２O２ 诱导神经元损伤.
综上所述,H２O２ 通过促进 NIX的表达介导自

噬诱导大鼠神经元损伤,而干扰 NIX 抑制自噬促

进神经元的存活.因此,NIX有望成为恢复神经元

功能一个靶点.
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【摘　要】　目的　基于体外微量反应,体外筛选有效的５α还原酶抑制物.方法　从SD大鼠肝脏中获得５α还原酶的

粗酶,建立体外微量反应体系,通过反应前后睾酮量的变化来评价受试甾醇类化合物对５α还原酶的抑制作用.结果　在反

应体系中加入二甲基亚砜 (DMSO),解决非那雄胺及受试甾醇类化合物在水相中溶解度低等的问题,确保微量反应有效进

行,从而得到可靠的筛选结果.结论　羊毛甾醇在体外具有较好的５α还原酶抑制效果,或许可以成为新型的５α还原酶抑

制物.
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【Abstract】　Objective　Toscreeneffectiveinhibitorsof５αＧreductaseinvitro,basedoninvitromicroreactions．Methods
　Thecrudeenzymeof５αＧreductasewasobtainedfromtheliverofSDrats,andthenestablishedamicroreactionsystemin
vitro．Theinhibitoryeffectofthetestedsterolcompoundson５αＧreductasewasevaluatedbythechangesintestosteronelevels
beforeandafterthereaction．Results　Theadditionofdimethylsulfoxide(DMSO)tothereactionsystemsolvedtheproblemof
lowsolubilityoffinasterideandtestedsterolcompoundsintheaqueousphase,ensuringeffectivetracereactionsandobtaining
reliablescreeningresults．Conclusion　Lanosterolhasagoodinhibitoryeffecton５αＧreductaseinvitro,andmaybecomeanew
typeof５αＧreductaseinhibitor．
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　　人体毛发部位的５α还原酶将睾酮转化为具有

生物活性的二氢睾酮 (DHT),二氢睾酮是导致雄

激素性脱发的主要因素.目前推荐的临床用于治疗

雄激素性脱发的口服药物为非那雄胺,该药物通过

竞争性结合５α还原酶从而抑制酶活性,减少头皮

部二氢睾酮生成,达到治疗脱发的目的.５α还原酶

具有３种同工酶,其中Ⅰ型酶和Ⅱ型酶的主要功能

是将睾酮转化为二氢睾酮.非那雄胺是人工合成的

４Ｇ氮杂甾体化合物,是目前治疗雄激素性脱发的有

效药物.有研究发现,许多植物中分离出来的黄

酮、三萜类化合物具有抑制５α还原酶的作用[１].
本文选择茶油中分离出来的某些甾醇类化合物作为

筛选目标,通过建立体外微量反应体系,以非那雄

胺为阳性对照药物,以筛选有效的 ５α还原酶抑

制物.

１　材料与方法

１􀆰１　材料　色谱柱;蔗糖 (麦克林);DTT (生工

生物 工 程);EDTA (麦 克 林);TrisＧHclPH８􀆰０
(上海源叶生物);SD大鼠 (杭州医学院实验动物

中心);９８％睾酮 (上海吉至生化);还原型辅酶Ⅱ
(NADPH,瑞士罗氏制药);１００％甲醇 (默克);
非那雄胺 (麦克林);DMSO (Sigma);羊毛甾醇

(上海阿拉丁);环阿屯醇 (麦克林);１００％乙醇

(国药集团);eppendorf２ mL 离 心 管;恒 温 箱;

MerckMillipore０􀆰２２μm 滤膜;５０mL玻璃匀浆器

(四川蜀 牛);BCA 蛋 白 浓 度 测 定 试 剂 盒 (赛 默

飞)等.

１􀆰２　方法

１􀆰２􀆰１　匀浆液配制　配置１００mL匀浆液,称取蔗

糖１０􀆰９５g、DTT１􀆰５４mg、EDTA２９􀆰２mg,使

用２０mmol/LTrisＧHcl１００mLpH８􀆰０的缓冲液溶

解后放冰盘上备用.蔗糖为饱和溶液,室温下容量

瓶底部有少量蔗糖固体未溶解.

１􀆰２􀆰２　粗酶提取　取SD大鼠１只,脱髓处死后迅

速取出肝脏组织,剥离可见脂肪组织 (可减少对

BCA蛋白定量的影响),用上述匀浆液清洗组织后

置于陶瓷研磨器中加入约４０mL匀浆液,剪碎组织

并转移至５０mL玻璃匀浆器中,进一步研磨至肝脏

组织全部呈浆状即可,分装入两管５０mL离心管,
用剩余的匀浆液配平后离心.离心机须提前预冷至

４℃,６０００g,１５min离心１次.取出离心管置于

冰盘上,清理掉最上层漂浮的白色脂肪.中间层即

为粗酶,最下层为离心沉淀下来的固状组织物,将

两管中间层取出,置于一支新的５０mL离心管中混

合均匀,分装入eppendorf２mL离心管,每管１~
１􀆰５mL.分装后迅速置于－８０ ℃冰箱中保存.上

述提取方法参照崔心禹等[２]的研究方法,并进行部

分调整.

１􀆰２􀆰３　BCA 蛋白浓度测定　标准曲线浓度设定７
个浓度梯度:０mg/mL、０􀆰２５mg/mL、０􀆰５mg/

mL、１􀆰０mg/mL、１􀆰５mg/mL、１􀆰７５mg/mL、２
mg/mL.粗酶原液稀释１６倍为待测蛋白,标准蛋

白和待测蛋白均设置３个复孔.３７℃恒温箱中孵育

１０min后,将９６孔板置于酶标仪中进样检测,波

长５６２nm.线性关系回归方程Y＝０􀆰５８３６５６X＋
０􀆰０９７７５５６,R２ ＝０􀆰９９９,提 取 的 粗 酶 浓 度 为

２４􀆰６７２mg/mL.

１􀆰２􀆰４　反应体系组成　２０ mmol/LpH８􀆰０TrisＧ
Hcl９０μL;DMSO２１０μL;１􀆰５２mg/mL粗酶５００

μL;１mmol/L 睾酮 ５０μL;２ mmol/L NADPH
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１００μL;７５％乙醇 (空白组)/非那雄胺 (阳性对

照组)/受试药物 (实验组)５０μL,阳性对照组和

实验 组 设 ０􀆰０２、０􀆰０４、０􀆰０８、０􀆰１６、０􀆰２４、０􀆰３２

μmol/L６个浓度梯度.反应体系体积１mL,分０
min和３０min两管.反应在０min时间吸取５００

μL液体加入１mL甲醇淬灭反应,剩余５００μL液

体放３７℃恒温箱孵育３０min后加入１mL甲醇淬

灭反应.０min和３０min两组均有明显蛋白沉淀

后,置于离心机中５０００g,室温下离心６min.用

５mL注射器吸取离心管上清液过０􀆰２２μm 滤膜,
注入液相进样小瓶中 (不用内衬管),密封待检测.

１􀆰２􀆰５　 色谱条件色谱柱 　C１８ (２５０ mm×４􀆰６
mm,５μm)不锈钢柱;流动相:甲醇/水 ＝７０/

３０;柱温:室温;检测波长２４２nm;流速为１􀆰０
mL/min;进样体积２０μL.

１􀆰２􀆰６　５α还原酶抑制率　为尽可能减小不同批次

提取粗酶活性不同等因素对酶促反应的影响,抑制

效率计算采取如下方法进行校正.抑制率＝ (阳性

对照组或实验组反应前睾酮峰面积Ｇ阳性对照组或

实验组反应后睾酮峰面积)/ (空白组反应前睾酮

峰面积－空白组反应后睾酮峰面积)

２　结果

２􀆰１　非那雄胺抑制作用　非那雄胺组重复多次实

验并排除实验假阳性数据后,发现非那雄胺随着药

物浓度提升呈现出明显抑制的趋势曲线,抑制作用

在０􀆰２４μmol/L时达到最强,之后继续提升浓度则

无抑制作用.见图１.

图１　非那雄胺抑制作用曲线图

２􀆰２　羊毛甾醇抑制作用　利用非那雄胺建立的５α
还原酶抑制作用曲线,绘制受试药物羊毛甾醇的抑

制曲线与阳性对照组非那雄胺进行比较.受试药物

羊毛甾醇虽然整体抑制效率低于非那雄胺,但是呈

现与非那雄胺类似的抑制曲线,提示其具有较稳定

的５α还原酶抑制作用.见图２.

图２　非那雄胺和羊毛甾醇抑制曲线图

２􀆰３　环阿屯醇抑制作用　受试药物环阿屯醇对５α
还原酶的抑制作用在各个浓度下大致呈现齐同水

平,在０􀆰０２~０􀆰２４μmol/L区间内没有呈现明显的

抑制作用趋势,提示其对５α还原酶无抑制作用.
见图３.

图３　非那雄胺和环阿屯醇抑制曲线图

３　讨论

反应体系中 NADPH 作为微量反应的辅酶,起

到向睾酮 “递氢”的作用,从而实现睾酮向二氢睾

酮的转化过程.NADPH 自身在酸性溶液中不稳

定,容易被氧化成 NADP＋ ,本研究在pH８􀆰０的碱

性环境中建立微量反应体系,避免辅酶的不稳定对

酶促反应造成负面影响,旨在通过非那雄胺在反应

体系中的抑制作用来评价其他受试药物.有研究报

道[３],实验通过pH５􀆰５和pH７􀆰５来调控５α还原酶

中Ⅰ型酶和Ⅱ型酶的活性来区分两种酶的活性作

用,由于Ⅱ型５α还原酶采用pH５􀆰５的 TrisＧHcl缓

冲液,出现了睾酮抑制率为负数的情况,即睾酮的

量反应后比反应前多,本研究利用液相色谱检测的

样品中也发生过类似的情况考虑可能的原因是辅酶

被氧化后,微量反应出现了逆向反应,但是目前较

少相关报道,有待进一步的研究证实.
由于SD大鼠肝脏较附睾等组织大,提取的酶

液量较多,可以减少实验动物.匀浆液提取的粗酶

蛋白浓度在２４mg/mL以上,使用反应蛋白浓度太

高,在上述非那雄胺浓度下其抑制作用无法体现出
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来.经过反复试验,在兼顾 DMSO 环境下使 用

１􀆰５２mg/mL的抑制作用较为有效.另外,要避免

２次离心造成酶活性下降,尤其在 DMSO 环境中２
次离心后酶活性影响更甚.

反应体系中粗酶蛋白属于水溶性物质,而非那

雄胺以及其他受试药物则易溶于有机相,难溶于水

相.体系中的酶和酶的抑制物的溶解性质是相背离

的,因此,本 研 究 在 反 应 系 统 中 创 新 性 的 加 入

DMSO来弥合,两者 “背离”的问题.经过反复实

验,在 DMSO 环境下同时兼顾粗酶活性,最 后

DMSO添加量为总反应体积的２１％,这是一个比

较好的平衡点.根据 LOFTSSDN 等[４]提供的文献

资料,非那雄胺在纯水中的溶解度按照雅尔考斯基

方程计算的结果是１０μmol/L.结合本文,非那雄

胺在０􀆰３２μmol/L浓度时没有抑制作用,可能是非

那雄胺在反应体系中处于过饱和溶液的状态,０􀆰３２

μmol/L则进入了过饱和溶液的 “不稳定区”,药物

被迅速析出晶体,造成溶解量大幅减少.
通过３组数据估算筛选体系中非那雄胺对粗酶

的半抑制浓度 (IC５０).实验重复３次,利用空白

组、非那雄胺组反应前后睾酮峰面积差值,通过

SPSS软件拟合曲线的方式来估算半抑制浓度,最

终２次曲线模型拟合效果好,并通过曲线估算筛选

体系中非那雄胺的半抑制浓度为０􀆰３０４μmol/L.
有报道[５],通过体外筛选实验获得非那雄胺的半抑

制为２１２nmol/L,考虑因实验方法的不同导致的

偏差.另外,本研究中的羊毛甾醇和环阿屯醇则拟

合计算失败,可能是抑制效能不够的原因.
本研究筛选的羊毛甾醇和环阿屯醇２个甾醇类

化合物,从抑制曲线得出羊毛甾醇的抑制作用与非

那雄胺相似度较高,虽然整体效能不如人工合成的

非那雄胺,考虑羊毛甾醇为天然存在的甾醇类化合

物,不管在水相还是有机相中的溶解度均不如非那

雄胺.
综上,羊毛甾醇在体外具有较好的５α还原酶

抑制效果,羊毛甾醇或许可以成为新型的５α还原

酶抑制物.
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miRＧ１４９Ｇ３p通过调控NIS促进甲状腺乳头状癌增殖和迁移
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【摘　要】　目的　探讨 miRＧ１４９通过调控钠/碘共同转运体 (Sodium/IodideSympoter,NIS)调控甲状腺乳头状癌

(PapillaryThyroidCarcinoma,PTC)细胞增殖和迁移能力.方法　对选取的 GSE１１３６２９转录组数据进行数据处理,筛选其

中表达差异较为明显且在PTC组织中表达明显增高的 MicroRNA (miRNA)作为研究分子.通过在线数据库预测目标 miRＧ

NA的下游靶基因,随后检测调控目标 miRNA表达后靶基因变化情况并观察靶基因水平改变对甲状腺癌细胞生物学行为的

影响.结果　在 GSE１１２６２９数据集中,研究发现 miRＧ１４９Ｇ３p在PTC组织中高表达.通过对 miRＧ１４９Ｇ３p预测靶基因进行维

恩分析,我们发现 NIS是 miRＧ１４９Ｇ３p的重要靶基因.通过分析 GEPIA 和 UALCAN 数据库,我们发现 NIS在 PTC样本中
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