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行酶学分析、免疫沉淀、质谱分析、ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ验证，从而找到未知底物。

【材料】　大肠杆菌ｐＮＰＰ分子筛ＰＣＲ试剂 浓缩柱 酶标板 多肽底物等。

【可行性】　（１）已探索出一种ＰＰＭ１Ａ的突变体，对底物的特异性和亲和力不变，但催化活性很弱。（２）已表

达纯化出ＰＰＭ１Ｄ和ＰＰＭ１Ｇ的部分突变体，并进行了酶学分析。

【创新性】　（１）揭示ＰＰＭ１Ａ最基本的催化机制与酶学特性；（２）首次在丝氨酸／苏氨酸蛋白磷酸酶家族中提

出底物陷阱分子技术，在未来科研与临床应用中拥有广阔的前景。
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　　【立论依据】　淋巴酪氨酸磷酸酶（ＬＹＰ）是经典ＰＴＰ家族的非受体型成员之一，在免疫细胞的信号调控中发

挥关键作用。研究显示，ＬＹＰ的单核苷酸多态Ｃ１８５８Ｔ与多种自身免疫性疾病相关，该单核苷酸多态使ＬＹＰ产生

功能增强型的Ｒ６２０Ｗ 突变，因此，发展ＬＹＰ抑制剂是治疗自身免疫性疾病的一种潜在方法。

【设计思路】　我们的目的是快速、高通量地从化合物库中筛选ＬＹＰ抑制剂，进行生化研究，筛选出潜在的抑

制剂，并排除假阳性结果、筛选对ＬＹＰ具有选择性的抑制剂，并利用晶体结构分析、构建点突变等方法探究抑制剂

与ＬＹＰ作用的分子机制，同时研究抑制剂在体内的作用效果，为加快临床抗自身免疫药物的研究做贡献。

【实验内容】　我们应用了靶点结合基础上的虚拟筛选方法来确定ＬＹＰ的抑制剂，并把筛选方法和酶活测定

结合在一起。主要的研究内容如下：（ａ）运用虚拟筛选方法从化合物库中选择ＬＹＰ的潜在抑制剂。（ｂ）初筛，测定

抑制剂浓度为１０μＭ时ＬＹＰ对ｐＮＰＰ的水解能力，选择使ＬＹＰ活力降低的化合物进一步研究。（ｃ）测定抑制剂的

ＩＣ５０，排除初筛时的假阳性。（ｄ）测定抑制剂对其他ＰＴＰ的ＩＣ５０，检测抑制剂的选择性。（ｅ）测定抑制剂对ＬＹＰ

的林贝双倒数曲线，确定结合方式。（ｆ）将ＪｕｒｋａｔＴ细胞与抑制剂孵育，给予ａｎｔｉＣＤ３刺激，检测ＴＣＲ信号通路

中ＥＲＫ、ＬＣＫ的磷酸化水平。

【材料】　大肠杆菌ｐＮＰＰ分子筛ＰＣＲ试剂 浓缩柱 酶标板等。

【可行性】　我们根据晶体结构筛选到了２３种可能的新型抑制剂，其中９个在体外酶活实验中对ＬＹＰ蛋白有

较好的抑制结果，这些抑制剂的Ｋｉ均小于３０μｍｏｌ／Ｌ。其中，抑制效果最好的４个（Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３和 Ｍ４）抑制剂对

其它磷酸酶具有一定的选择性。进一步结果显示这些化合物是ＬＹＰ的竞争性抑制剂，抑制效果最好的是 Ｍ１，其

Ｋｉ是２．８７μｍｏｌ／Ｌ。细胞实验显示 Ｍ１和 Ｍ２能够上调ＴＣＲ介导的信号途径。

【创新性】　（１）利用虚拟筛选的方法筛选ＬＹＰ的抑制剂；（２）通过寻找蛋白磷酸酶的抑制剂来探索自身免疫

疾病的治疗靶点。
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