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近年来，由于人们生活环境和方式的改变，乳腺癌的发病率

也持续增加。乳腺癌给患者的身体健康带来很大病痛的同时，也

给患者带来了很大的心理压力。大约60%-70%的乳腺癌患者都是

荷尔蒙依赖性，患者体内癌细胞的增长依赖雌激素。而芳香化酶

能将患者体内的雄激素转化为雌激素，因此芳香化酶抑制剂对临

床上荷尔蒙依赖型乳腺癌有很好的治疗作用，因此芳香化酶抑制

剂成为预防和治疗激素依赖型乳腺癌的一个重要靶点。然而，目

前临床使用的抗乳腺癌药物大部分的毒性较高，药物的选择性较

低，而且患者使用这些药物后会出现很严重的耐药性。因此，研

究低毒性、高选择性的药物迫在眉睫，以芳香化酶为靶点的抗乳

腺癌药物，成为近年来研究治疗乳腺癌药物的热点。

筛选芳香化酶抑制剂的主要方法有以下几种：细胞株培养法、

酶联免疫吸附法、荧光法、毛细管电泳、3H
2
O 放射性标记法等。

3H
2
O放射性标记法利用放射性同位素标记测量，检测的灵敏度较

高，而且测量方法相对简便。因此，本实验利用3H
2
O放射性标记

法检测芳香化酶的活性。

1  材料和方法

1.1 材料和仪器

材料：人体胎盘，[1 β-3H]雄烯二酮(958.3TBq·mol-1)，雄烯

二酮，葡聚糖 T70，NADPH，exemestane，其他试剂均为国产分

析纯。

仪器：超速离心机，低温离心机，-86℃超低温冰箱，放射

性同位素检测仪。

1.2 方法

1.2.1 制备微粒体

本实验在温度为0～4℃条件下进行。先把新鲜的胎盘放在冰

上，除去大血管、绒毛膜之后，用0.01mol/L磷酸缓冲盐溶液(PBS)

清洗，之后剪碎，匀浆。利用离心机以 900xg 离心 70 分钟。去掉

沉淀物之后将上层清液再以10000xg离心70分钟，得到线粒体之

后，上层清液再以 125000xg 离心 70 分钟，得到微粒体部分。沉

淀用 0.01mol/L 的 PBS(含有 0.5 μ mol/L 雄烯二酮和 0.1mmol/

LEDTA)重悬浮，沉淀再用0.01mol/L PBS 重悬浮，对于悬浮的蛋

白，利用以 0.01mol/L PBS 为溶剂的 0.1％NP-40 溶解，直至蛋白

终浓度为 2-3g/L。采用 Bradford 法对蛋白浓度进行测定。

1.2.2 建立酶反应体系

将保存在无水乙醇中的[1β-3H]雄烯二酮取出稀释。加入缓

冲液，0.01ml 之前制备的微粒体，50pmol[1 β -3H]雄烯二酮，

0.02mgNADPH，制备成 0.4ml 的反应体系。实验温度条件 37℃，

分四组进行实验，分别反应2 分钟、5 分钟、10 分钟、15 分钟。在

体系中加入 1ml 氯仿，振荡 15 分钟，以 3200xg 离心 15 分钟，取
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0.8ml 上层清液，加入 0.8mol5% 葡聚糖包被活性炭，在 37℃温浴

条件，振荡 35 分钟，之后离心。测定上层清液中 3H，利用无微

粒体的反应体系作对比。

1.2.3 测定 Km 和 Vmax

0.4mL反应体系中，[s]的浓度分别取20，25，33.3，50，100nmol/

L，反应时间为 5min，反应体系的步骤同 1.2.2。

1.2.4 exemestane 抑制类型的检测

0.4mL 反应体系中，作为酶源的蛋白量分别加 0.012，0.02，

0.036，0.048，0.060，0.072mg，exemestane 浓度为 100nmol/L，反

应时间为 5min，反应体系的步骤同 1.2.2。

1.2.5 exemestane 的 IC50 的检测

0.4mL 反应体系，exemestane 浓度为 0.001，0.01，0.1，1 μ

mol/L，反应时间为 5min，反应体系的步骤同 1.2.2。

2  结果

利用梯度离心得到胎盘微粒体，从提取的缓冲液中测得 0.5

μ mol/L 雄烯二酮，雄烯二酮对于芳香化酶的稳定有积极影响。

2.1 进程曲线及抑制时间曲线

建立反应体系，选用[1 β-3H]雄烯二酮为底物，以微粒体为

酶源。通过图1 的时间曲线可看出，反应过程中的前5min基本呈

线性关系。利用5min的点计算胎盘中芳香化酶的活性，为30nmol·

(min·g protein)-1。再将芳香化酶抑制剂 exemestane 加入到反应

中，发现 exemestane 对于芳香化反应起到明显的抑制作用，其抑

制效率始终保持在 68％左右，且不随时间而改变，由此得出，采

用本实验方法，以胎盘微粒体作为芳香化酶酶源，用来检测芳香

化酶的活性是可行的。

2.2 测定底物的 Km 和 Vmax

对[1β-3H]雄烯二酮的浓度进行调整，并将产物量始终控制

在小于底物量的 5％范围，根据图 2，计算出 Km=113nmol/L，

Vmax=33.3nmol·(min·g protein)-1。

2.3  exemestane 的抑制类型和抑制活性的测定

对exemestane的浓度做改变，其他条件不变，可以得出图。由

图3可得，exemestane的浓度与其抑制活性有关，IC50=70nmol/L。

3  讨论
3H

2
O法主要依据底物雄烯二酮1β位上的H转移到产物水中

的机制，利用反应后的3H
2
O来进行检测，测量方法相对简单，操

作便捷，灵敏度较高。由此可得3H
2
O法可作为芳香化酶抑制剂的

筛选方法。

为检测本方法是否可用于药物筛选，本文采用 exemestane 作

为对比。通过图线可以看出，exemestane 对于酶的抑制类型属于

不可逆抑制，而且抑制效率较高，IC
50

=70nmol/L，与其介于 20-
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100nmol/L之间的标准相符。说明本文建立的测量模型是成功的。
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附图：

图 1      A不存在exemestane时雌性激素随反应时间变化

量，B存在exemestane时雌性激素随反应时间变化量

图 2       芳香化酶抑制剂动力学分析

图 3     exemestane含量与芳香化酶活性的关系


