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高效液相色谱法测定血管紧张素转化酶抑制剂的活性

吴琼英，( 马海乐，( 骆 ( 琳，( 吴守一
（江苏大学生物与环境工程学院，江苏 镇江 !$!"$+）

摘要：建立了体外直接测定血管紧张素转化酶抑制剂活性的高效液相色谱分析方法。以马尿酰 )组氨酰 )亮氨酸为
反应底物，血管紧张素转化酶为催化剂，反应所生成的马尿酸为测定指标，未加酶抑制剂的反应为空白对照。使用

*+,-./ 0-)1$/色谱柱（0B 6 22 3B 4B C $#" 22，填料粒径 # !2），柱温 !# 5，流动相为乙腈 )超纯水（体积比为 !#
6 ,#，各含 "B "#7（体积分数）三氟乙酸及 "B $7（体积分数）三乙胺），流速 "B # 28 9 23:，检测波长 !!/ :2。在马尿
酸浓度为 "B ""# . $B """ 22$% 9 8时，马尿酸浓度与其峰面积呈良好的线性关系（ ! ; "B --- -），最小检测限为 "B #"
!2$% 9 8；该方法对马尿酸的回收率为 -- & 0/7 < $"# & 607，相对标准偏差（,0=）为 ! & !"7（" ; 6）。该方法可适用
于血管紧张素转化酶抑制剂活性的体外测定，具有操作简便、精密度和准确性高的特点，为降血压药物的研制提供

了方便可靠的检测手段。
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( ( 血管紧张素转化酶（ D:A3$ME:N3:")K$:OEIM3:A
E:PB2E，简称 .1V）主要参与肾素)血管紧张素)醛
固酮系统的调节。.1V 催化血管紧张素"（ D:A3$)
ME:N3:"）能转变为具强效升高血压作用的物质
血管紧张素#（ D:A3$ME:N3:#）；同时，.1V 将

具降压作用的物质 舒缓激肽（ QID4BW3:3:）降
解，使之失去降压作用［$，!］。.1V 的这些性质在参
与血压调节方面发挥着重要作用。目前用于降血压

的药物，其降压原理主要是抑制 .1V 的活性。面对

高血压患者数量的不断增长，越来越多的工作者致

力于血管紧张素转化酶抑制剂（ D:A3$ME:N3:")K$:)
OEIM3:A E:PB2E 3:F3Q3M$I，简称 .1VU）的开发研究，
而在此过程中实现抑制剂降压效果体外检测的重要

途径就是测试其对 .1V 活性的抑制作用。因此，建
立一种快速、简便、准确度高的检测手段是提高降血

压制剂研究效率的保证。

( ( 目前，对于测定 .1VU 活性的研究主要采用 +
种方法：第一种是乙酸乙酯萃取法［+］，这种方法是
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将反应体系的产物先用乙酸乙酯萃取，然后真空挥

发去掉乙酸乙酯，再用蒸馏水溶解后在 !!# !" 处
紫外扫描。该方法操作步骤多，而且由于反应所生

成的马尿酸和组氨酰#亮氨酸均在 !!# !" 处有吸
收，因而易使结果偏高；第二种是高效毛细管电泳

法［$ % &］。第三种是高效液相色谱法（$%&’）［’］。在

初期的研究中，$%&’ 的检测样品是乙酸乙酯萃取
物；!((! 年，() 等［’］提出一种改进的直接用 $%&’
测定血管紧张素转化酶催化反应的方法，但采用的

洗脱方式是梯度洗脱。本文以常用的治疗高血压药

物 卡托普利（’*+,-+./0）作为 1’23，通过多次
试验，得出一种直接进样、等度洗脱便能达到良好分

析效果的 $%&’ 测定 1’23 活性的方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器、试剂与药品
4 4 15/06!,#))(( 高效液相色谱系统，配有自动进
样器、15/06!,#))(( 液相色谱工作站、二极管阵列检
测器（检测波长 )*( % ’(( !"），购自美国安捷伦公
司；生化培养箱、取液器，购自上海金林生化试剂仪

器厂；马尿酸（ 7/++)./8 *8/9，简称 $/+），购自中国
医药集团上海化学试剂公司；马尿酰#组氨酰#亮氨
酸（!#7/++).:0#$/;#&6) ,6,.*7:9.*,6，简称 $$&），
购自瑞士 <0)=* 公司；血管紧张素转化酶（取自兔
肺，2’" > $ > )+ > )），购自美国 ?/5"* 公司；卡托普利，
购自美国 ?/5"* 公司；乙腈，$%&’ 级；三乙胺、硼
酸、硼砂、氯化钠均为分析纯。

! ! #" 色谱条件
4 4 @ABC1D ?C#’)#分析用色谱柱（$, & "" /, 9,
- )+( ""，填料粒径为 + !"），柱温 !+ E，流动相
为乙腈#超纯水（体积比为 !+. ’+，各含 (, (+F（体积
分数）三氟乙酸及 (, )F（体积分数）三乙胺），流速
(, + "& G "/!，检测波长 !!# !"，自动进样，进样量 +
!&。
! ! $" 样品制备
! ! $ ! !" 试剂的配制
4 4 ’*+,-+./0 溶液：按所需配制的浓度，称取适量
’*+,-+./0 样品，用 ( > ) "-0 G & 硼酸缓冲液（+$ # > "，
含 ( > " "-0 G & H*’0）溶解，再用同种缓冲液配成所
需浓度的 ’*+,-+./0 溶液。
4 4 1’2 溶液：将 ) I 1’2 溶于 )( "& ( > ) "-0 G &
硼酸缓冲液（+$ # > "，含 ( > " "-0 G & H*’0）中即得。
4 4 $$& 溶液：取 $$& 适量，以 ( > ) "-0 G & 硼酸缓
冲液（ +$ # > "，含 ( > " "-0 G & H*’0）溶解配成 & > +
""-0 G & $$& 溶液。
4 4 马尿酸标准液的制备：取马尿酸标准品适量，用

双蒸水配制不同浓度的马尿酸标准液。

! ! $ ! #" 反应液的制备
4 4 取不同浓度的 ’*+,-+./0 溶液 )( !&，加入 + !&
1’2 溶液，在 "’ E下保温 + "/! 后加入 +( !& $$&
溶液开始反应，在 "’ E条件下反应 "( "/! 后加入
#+ !& ) > ( "-0 G & $’0 中止反应，得到反应液。
! ! $ ! $" 混合液及空白样品的制备
4 4 在反应液中加入不同浓度的马尿酸标准液即得
混合液。将该混合液用 (, $+ !" 滤膜过滤后用于
$%&’ 分析。同时用 )( !& +$ #, " 的硼酸缓冲液
替代 ’*+,-+./0 溶液制备反应液，作为空白对照组。
! ! %" 测定原理
4 4 三肽 $$& 在 1’2 的催化下快速地分解产生马
尿酸和二肽 $/;#&6)（简称 $&）。当加入 1’23 样品
时，1’2 的活性受到抑制，马尿酸和二肽的生成量
减少，因此可通过 $%&’ 测定马尿酸的生成量来评
价 1’23 对 1’2 活性的抑制率［! % ’］。计算公式为：

" # $ % &
$

J )((F （)）

式（)）中，" 为 1’23 样品对 1’2 的抑制率（F ）；$
为空白对照组中马尿酸的峰面积（"1I· ;）；& 为
添加 ’*+,-+./0 组中马尿酸的峰面积（"1I·;）。

#" 结果与讨论

# ! !" 检测波长的确定
4 4 用 (, ) "-0 G &的磷酸缓冲液（+$ #, "）配制 (, +
""-0 G &的 $$& 溶液，用双蒸水配制 ) ""-0 G &的
$/+，然后在 )*( % "(( !" 波长处扫描，$/+ 和 $$&
的紫外吸收波谱见图 )。图 ) 表明，马尿酸在 !!#
!" 波长处有最大吸收，$$& 在 !)( % !+( !" 波长
处有较宽的吸收峰，因此 $%&’ 检测时可以采用
!!# !" 作为检测波长。

图 !" 马尿酸（!）和 ""#（#）的紫外吸收波谱
$%&! !" ’()*+,%-(.) +/0-*/+12. 03.2)*+ -4

"%3（!）+15 ""#（#）

# ! #" 色谱分析
4 4 在“) > !”节选定的条件下得到的色谱图如图 !

·(#·
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所示。由图 " 可见，马尿酸、二肽和三肽能达到良好
分离，但加 "#$%&$’() 组马尿酸的峰面积比空白组马

尿酸的峰面积减小。图 " 还说明马尿酸的出峰时间
保持稳定。

图 !" !"#$ 测定 %$&’ 活性的色谱图
()*+ !" ,-. /-012341*0325 16 %$&’ 3/4)7)48 9.4.02):.9 ;8 !"#$

! ! #* +%#,-#’-；.* .)#,/ +#0$)1；2* .)#,/ +#0$)1 +$(/1- 3(%4 "#$%&$’()* 5&.()1 $4#+1：#21%&,(%’()16-(+%())1- 3#%1’（"#$ %#，7 8 7），.&%4
2&,%#(,(,9 & * &#: %’(;)<&’&#21%(2 #2(- #,- & * !: %’(1%4=)#0(,1；;)&3 ’#%1：& * # 0> 8 0(,；%10$1’#%<’1："# ?；-1%12%(&, 3#71)1,9%4：""’
,0*

! * @($；" * @>；( * @@>*

! + #" 线性关系及检测限
! ! 取浓度为 ! 00&) 8 >的马尿酸标准液，再用双蒸
水分别稀释成 &) #，&) !，&) &#，&) &!，&) &&# 00&) 8 >
系列浓度，经 &) *# !0 滤膜过滤后进样分析。结果
马尿酸峰面积 !（0AB·+）与浓度 "（00&) 8 >）的
线性回归方程为：! C !) "%" (! + !&*" D () #,* "’，#
C&) ,,, ,，表明马尿酸浓度与峰面积具有良好的线
性关系，因而样品中马尿酸的峰面积能够反映样品

中马尿酸的含量，进而反映 A"EF 的抑制活性。
! ! 将标准马尿酸溶液进一步稀释发现，当其浓度
为 & * #& !0&) 8 > 时，其峰面积与浓度仍符合上述线
性方程，而浓度继续降低，则所得的马尿酸峰面积逐

步偏离标准曲线。因此，此法测定马尿酸的检测限

为 &) #& !0&) 8 >。
! + $" 回收率及精密度试验
! ! 取 ( 种不同浓度（见表 ! 中的表注）的 "#$%&6
$’() 反应液，分别在 ( 种浓度的反应液中各自加入
两种不同浓度（见表 !）的马尿酸标准液作为混合
液。分别测定反应液、混合液、马尿酸标准液中马尿

酸的浓度并据此计算回收率，结果见表 !。
! ! 表 ! 表明，不同浓度 "#$%&$’() 所制备的反应液
中添加不同浓度的马尿酸标准液时，马尿酸的回收

率为 ,,) *’: G !&#) -*:，相对标准偏差（ HIJ）为
" * "&:（$ C-）。
! ! 将 &) &" !0&) 8 > "#$%&$’() 所制备的反应液中
马尿酸的峰面积重复测定 # 次，其 HIJ 为 ! * "#:，
方法的精密度良好。

表 %" %$&’ 样品（$3<41<0)=）反应液中马尿酸的回收率（$ % -）
,3;=. %" >./17.0).5 16 -)<<?0)/ 3/)9 ): 0.3/4)1:5 @)4-

9)66.0.:4 /1:/.:4034)1:5 16 $3<41<0)=（$ % -）

H1#2%(&,
K&* !）

L’(9(,#) 8
（!0&) 8 >）

A--1- 8
（!0&) 8 >）

M&<,- 8
（!0&) 8 >）

H12&71’= 8
:

! *# * &#! !&& !*’ * !!’ !&( * &-%
" *# * &#! #& ,# * -*, !&! * !,%
( !! * ’&% !&& !!! * "’% ,, * *’&
* !! * ’&% #& -* * -"* !&# * -(#
# * * %## !&& !&# * &-! !&& * (&%
- * * %## #& #- * "%% !&( * &**

! !）"&,21,%’#%(&,+ &; %41 #--1- "#$%&$’() 3#+ &) &" !0&) 8 >
(, ’1#2%(&,+ ! #,- "，&) &# !0&) 8 > (, ’1#2%(&,+ ( #,- *，&) !&
!0&) 8 > (, ’1#2%(&,+ # #,- - *

#" 结论

! ! 本法中反应液直接进样，只需等度洗脱便可使
@($、@>、@@> 达到良好分离，具有简便、快捷、精密
度和准确性高的特点，为降血压药物的药效提供了

方便可靠的体外检测手段。
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