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在高于米氏常数的底物浓度下用积分法测定尿酸酶活性

廖) 飞，朱小云，王咏梅，曾昭淳，左渝萍) （重庆医科大学生物化学教研室，重庆 ’"""!*

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""+#!"#",；) 修回日期：$""’#"%#!,

基金项目：国家自然科学基金（+"$""$**）

通讯作者：廖) 飞（!&*&#），男（汉族），四川省盐亭县人- 理学硕士，副

教授- ./0-（"$+）*,’,("%+；123-（"$+）*,’,(!!! ) 45260- 06278/69:;

<6=- 96>2- ?75

!""#$ %& ’()*#"+ #*,)-),$ .$ )/,+0(#,+1
2+,3%1 #, "’.",(#,+ *%/*+/,(#,)%/
3)03+( ,3#/ 4)*3#+5)"64+/,+/ *%/",#/,
!"#$ %&’，()* +’,-./01，2#34 /-15.6&’，(734 (8,-.9801，
(*$ /0.:’15
@/=2AB5/>B 78 C67?:/569BAD，E:7>FG6>F H>6</A96BD 78 I/J6?20 K?6#
/>?/9，E:7>FG6>F ’"""!*

【!.",(#*,】!74：!" #$%# #&$ ’$()*+)()#, "- #&$ ).#$/’*#$0
1$#&"0 -"’ #&$ *%%*, "- $.2,1$ *3#)4)#, *# %5+%#’*#$ 3".6
3$.#’*#)". *+"4$ #&$ 7)3&*$()%67$.#$. 3".%#*.#（ !"）8
489:;<=：9’)3*%$ ’$*3#)". 35’4$ :*% 1".)#"’$0 +, *+6
%"’+*.3$ *# $&+ .1，*.0 )# :*% -)# #" #&$ ).#$/’*#$0 7)3&*$6
()%67$.#$. ’*#$ $;5*#)". :)#& #&$ <’$0)3#"’ 4*’)*+($ "- ’$*36
#)". #)1$ -"’ )’’$4$’%)+($，%)./($ %5+%#’*#$ ’$*3#)". :)#& #&$
+*3=/’"5.0 *+%"’+*.3$ *% * .".().$*’ <*’*1$#$’ :&)($ !"
*% * <’$%$# 3".%#*.#8 >8=?@9=：#" :*% %$.%)#)4$ #" ’$%)06
5*( %5+%#’*#$ 3".3$.#’*#)". :&)($ )# :*% ’$%)%#*.# #" #&$
+*3=/’"5.0 *+%"’+*.3$8 >)#& ’$%)05*( 5’)3 *3)0 +$(": $8 (
!1"( ? @，#&$’$ :$’$ ." 0)--$’$.3$% *1"./ #" *# ).)#)*( %5+6
%#’*#$ 3".3$.#’*#)".% -’"1 !" #" %" !1"( ? @8 !&$’$ :$’$ ().$6
*’ ’$%<".%$% "- +"#& #" *.0 ).)#)*( ’*#$% #" #&$ *1"5.# "-
5’)3*%$ :)#& ).)#)*( %5+%#’*#$ 3".3$.#’*#)". *# $( "’ %" !1"( ? @
)- #&$ ’$%)05*( %5+%#’*#$ :*% +$(": $8 ( !1"( ? @8 !&$ (":$’
()1)#% "- #" +, #&)% ).#$/’*#$0 1$#&"0 %&":$0 ." 0)--$’$.3$
*# #&$%$ #:" ).)#)*( %5+%#’*#$ 3".3$.#’*#)".% *.0 :$’$ 3"16
<*’*+($ #" #&"%$ "- ).)#)*( ’*#$%8 A5# #&$ 5<<$’ ()1)# "- #"
:*% #:)3$ *+"4$ #&*# "- ).)#)*( ’*#$，*.0 #&)% 0)--$’$.3$ :*%
1"’$ <’"."5.3$0 *# (":$’ %5+%#’*#$ 3".3$.#’*#)".%8
A;BA@?=7;B：!&)% ).#$/’*#$0 1$#&"0 :)#& ’$*3#)". #)1$
*% #&$ <’$0)3#"’ 4*’)*+($ ). #&$ ).#$/’*#$0 ’*#$ $;5*#)". )%
’$()*+($ -"’ $.2,1$ *3#)4)#, *%%*, *# %5+%#’*#$ 3".3$.#’*#)".
*+"4$ #&$ !" 8
【C+$D%(1"】!&$ ).#$/’*#$0 7$#&"0；5’)3*%$；).)#)*( ’*#$；

<’$0)3#"’ 4*’)*+($；5<<$’ ()1)#；%5+%#’*#$ 3".6
3$.#’*#)".；$.2,1$ *3#)4)#, *%%*,

【摘) 要】目的：以尿酸酶为模型，考察在底物浓度高于酶米
氏常数（;<）时用积分法测定酶活性（=<）的可靠性- 方法：
用 $&+ >5光吸收记录尿酸酶反应曲线- 用以反应时间为自
变量的积分速度方程，以尿酸酶 ;< 为常数而本底为非线性参

数拟合尿酸酶反应曲线，搜寻对应最好拟合的 =< - 结果：此
积分法测定 =< 主要受剩余底物浓度影响，本底基本没有干

扰- 剩余底物低于 $- ( !570 L M时用 !" N %" !570 L M起始底物
所得 =< 无差异- 用 $( 和 %" !570 L M 起始底物浓度时初速度
和 =< 都与酶量呈正比- 在此两种底物浓度下积分法的下限
相同，且与初速度法下限无明显差异- 但用积分法测定酶活
性的上限明显高于初速度法，而且起始底物浓度越低则差异

越显著- 结论：在积分法中使用以反应时间为自变量的积分
速度方程拟合酶反应曲线，在高于 ;< 的底物浓度下能可靠测

定酶活性-
【关键词】积分法；初速度；尿酸酶；自变量；上限；底物浓

度；酶活性测定

【中图号】O((；O(((- ,) ) )【文献标识码】P

EF 引言
底物浓度受成本、溶解度或仪器直接测定底物的

范围限制时，测定酶反应初速度上限通常很低- 用以
反应时间为自变量的积分速度方程拟合酶反应曲线，

可用很低浓度底物测定最大反应速度（=<），而且上

限很高［! Q ’］- 此积分法可用于单底物和双底物酶［+］，
还可用于筛选酶抑制剂［’］- 理论上此积分法所测定
=< 应和底物浓度无关

［$］- 但当底物浓度高于芳香酯
酶酶米氏常数（;<）的 $(R［$］，或高于谷胱甘肽#K#转
硫酶表观 ;< 一半

［+］，积分法所得 =< 随底物浓度升

高而逐步降低- 当酶 ;< 很低且定量灵敏度很低时，

积分法需要较高底物浓度才能获得足够数据用于曲

线拟合- 但在较高底物浓度下此积分法是否可靠还
未确定- 尿酸酶反应曲线容易测定，动力学过程简
单［(］- 我们用纯化的 ?2>J6J2 SB6069尿酸酶为模型，考
察在高于酶 ;< 的底物浓度下用积分法测定酶活性

的可靠性-

GF 材料和方法
G- GF 材料F 尿酸和 >,1?’?, 0@’A’B尿酸酶（4E !- %- +-
+）购自 TEU，>,1?’?, BC&>’&B尿酸酶购自 K6F52- 其余
试剂为分析纯-
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!! "# 方法
"! #! "$ 反应曲线记录$ 缓冲液为 %& ’’() * +硼酸钠
（,- .! #，含 %& ’() * + 铁离子络合剂二乙基三氨基
五乙酸）［%，/］! 测定体系含 "! & ’+缓冲液，及适量底
物和酶液共 "! #& ’+! 用 012’3456 78 #/% 在（#% 9
"）:记录启动反应 ;& < 后的吸收变化曲线，间隔为
"& <，直到光吸收变化降低到刚开始阶段的 "&=以
下! 初速度为从对应起点开始反应半分钟的平均
速度!
"! #! #$ 测定 !" $ 取尿酸在 #.; >’ 的消光系数（!）
为 ""! %（’’() * +）? "·@’ ?" ! 对于存在恒定本底的
反应体系，任意反应时刻（ #$）的吸收（%$）同尿酸浓度

（&$）关系为 AB（"）!
%$ ’ ! ( &$ ) %* （"）

$ $ 设初始尿酸浓度为 &&，将其单底物不可逆反应

速度方程积分得 AB（#）［" ? ;，C ? .］!
)>（&& + &$）)（&& , &$）+ -" ’（!" + -"）( #$ （#）

$ $ 以启动反应 D& < 的数据点（ #.，%.，&）为起点（其

吸收 %&，.为起点吸收而反应时间为零，即 #/$ ’ #$ , #.）!
双倒数分析独立测定 0123$31 4#$5$.尿酸酶 -"为 "#! %
"’() * +（未发表数据）! 把被分析酶的 -" 设为对应

的固定常数，则根据 AB（"）可将 AB（#）左边转变
成 6$ !

6$ E )>（%&，. , %*）) %&，. +（ ! ( -"）? )>（%$ , %*）

, %$ +（! ( -"） （;）
$ $ 取 %* 为非线性参数（从比被分析的最小吸收低

&! &&# 开始恒定步长下调到 ? &! &#&），据误差传递确
定 6$ 的误差，以其误差平方的倒数加权，方差分析为

判据，用 AB［D］非线性拟合反应曲线［" ? /］，

6$ ’ 1 ) * ( #/$ （D）
或同时以 -"为非线性参数拟合反应曲线，对应

最好拟合的参数 %*，!" * -"［AB（D）中的斜率］组合
为所需参数，根据预设常数 -" 计算得 !"

［" ? ;］! 用经
典积分法时数据转换同文献，仍然用本底为非线性参

数在相同范围调节搜寻对应最好拟合的参数［C］!
"! #! ;$ 程序设计$ 参照以前用 FG3<2@ D! % 编写，数
据转换和加权因子相应按上述方程确定［" ? ;，H，.］!
统计学处理：用决定系数（7#）判断用 AB［D］拟合

反应曲线及酶活性对酶量响应曲线的线性程度，用单

因素方差分析比较均值的差异!

"# 结果
以 -" 为常数时此积分法测定 0123$31 4#$5$.尿酸

酶 !" 受剩余底物浓度影响；但不受本底干扰! 初始

尿酸为 C& "’() * + 时，剩余底物从 #! % "’() * + 升高
到 "& "’() * + 使 !" 增加 %&=；但剩余底物浓度在
#! % "’() * + 以下变化所引起的 !" 变化 I #= ! 用
"& JC& "’() * +尿酸测定 !" 的变异系数都 I %=，数
据转换后用 AB（D）拟合反应曲线的决定系数都
K &! ..%（ 2 E %）! 剩余底物低于 #! % "’() * + 时用
"& J C& "’() * +底物所得 !" 无显著差异而初速度随

底物浓度呈显著变化（L3G "）! 用此积分法在 C& 或
#% "’() * +底物时所得 !" 对尿酸酶量都成正比（M2N
"，回归分析决定系数 K &! ..H）! 以偏离响应直线小
于回归估计标准差的两倍为界限，在 #% "’() * +尿酸
时此积分法测定 !" 的上限同用 C& "’() * +尿酸时相
比无差异! 以回归估计标准差两倍为下限，只要剩余
底物低于 #! % "’() * +，在上述两种底物浓度下测定
!"的下限也无差异! 但初始底物为 C& "’() * + 时需
要更长的反应时间才能达到所要求的剩余底物浓度!

表 "$ 初始底物浓度对不同方法测定尿酸酶活性的影响
L3G "$ AOOP@Q< (O <6G<QR3QP @(>@P>QR3Q2(>< (> 6R2@3<P 3@Q2S2QT 3<U
<3TP4 GT 42OOPRP>Q ’PQ1(4< （2 E ""，8 9 .）

VPQ1(4
06G<QR3QP @(>@P>QR3Q2(>（"’() * +）

"& #& ;& %&

W>2Q23) R3QP<! %! D 9 &! D C! C 9 &! D H! H 9 &! D .! . 9 &! D

!" GT Q12< 2>QPU
$ NR3QP4 ’PQ1(4!!

"D! & 9 &! / ";! % 9 &! % ";! / 9 &! D ";! H 9 &! D

!" GT @)3<<2@3)
2>QPNR3QP4 ’PQ1(4!

#! % 9 &! D .! D 9 &! / "&! D 9 &! / ";! / 9 &! /

X)) RP3@Q2(> R3QP< YPRP 2>（ "’() * +）* ’2>! M(R @(’,3R2<(>，Q1P <3’P RPU
3@Q2(> @6RSP Y3< 3>3)T5P4 GT 42OOPRP>Q ’PQ1(4<! 0,P@2O2P4 ,(2>Q 2> Q1P RP3@U
Q2(> @6RSP Y2Q1 2>42@3QP4 <6G<QR3QP @(>@P>QR3Q2(>（0&）Y3< <P)P@QP4 3< Q1P
2>2Q23Q2>N ,(2>Q，3>4 2Q Y3< @(’G2>P4 Q( Q1P <3’P P>42>N ,(2>Q Y2Q1 RP<2463)
6R2@ 3@24 GP)(Y #! % "’() * + O(R 3>3)T<2< GT 42OOPRP>Q 2>QPNR3QP4 ’PQ1(4< Q(
NPQ P>5T’P 3@Q2S2QT（!"）! W>2Q23) R3QP< 3Q Q1P 2>42@3QP4 <6G<QR3QP @(>@P>QR3U
Q2(>< YPRP Q1P 3SPR3NP (O RP3@Q2(> R3QP Y2Q12> ;& <! L1PRP YPRP "" 2>4PU
,P>4P>Q RP3@Q2(> @6RSP< O(R 3>3)T<2< 3>4 Q1P POOP@Q< (O <6G<QR3QP @(>@P>QR3U
Q2(>< (> 6R2@3<P 3@Q2S2QT YPRP 3>3)T5P4 GT : QP<Q! ! L1PRP YPRP <2N>2O2@3>Q
POOP@Q< (O <6G<QR3QP @(>@P>QR3Q2(>< (> G(Q1 2>2Q23) R3QP< 3>4 !" GT Q1P @)3<<2U
@3) 2>QPNR3QP4 ’PQ1(4 3< 4P<@R2GP4 2> RPOPRP>@P［C］（ ; I &! &"）! !!
L1PRP YPRP >( 42OOPRP>@P< 3’(>N !" 3Q 42OOPRP>Q <6G<QR3QP @(>@P>QR3Q2(><（;
E &! &H.#）!

$ $ 在初始底物为 %& "’() * + 时，以 -"为参数拟合

剩余底物在 % "’() * + 以下的反应曲线测定 !" 的变

化 I /=（2 E H）! 以 -" 为参数分析剩余底物 I "&=
的反应曲线，底物浓度在 "% J C& "’() * +之间变化时
所得 !" 也无显著差异（数据未给）! 在竞争性抑制剂
黄嘌呤（"& "’() * +）存在下，只要初始底物浓度高于
表观 -" 而剩余底物低于 #! % "’() * +，所得 !" 也无

明显变化! 但对来自 0123$31 .<=0$=. 尿酸酶的反应体
系，只有剩余底物低于 "! & "’() * + 且初始底物浓度
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在较小范围内变化所得 !" 才无变化! 把本底作为非
线性参数，用经典的积分速度方程经过数据转换后拟

合分析相同的 #$%&’&$ ()’*’+尿酸酶反应曲线［"］，当分
析包含启动反应 #$ % 前的数据，或被分析反应曲线
数据中含有本底，或初始底物浓度低于 &’ !()* + ,
时，所得 !" 中都有接近 #$-为无意义的负值!
测定尿酸酶初速度（!.）的变异系数也 / 0- ! 在

一定范围内初速度同 #$%&’&$ ()’*’+ 尿酸酶量成正比
（1.2 &）! 用 "$ 或 ’0 !()* + ,尿酸测定初速度的下限
没有差异，但用 ’0 !()* + ,尿酸时初速度的上限仅为
用 "$ !()* + ,底物的一半! 在初始底物为 ’0 !()* + ,
时此积分法测定的酶活性与酶量成正比，其测定上限

可达到相同底物浓度下初速度上限的两倍! 用 "$
!()* + ,底物时积分法的上限仍然接近初速度法上限
的两倍（1.2 &）! 只要剩余底物低于 ’! 0 !()* + ,，在
"$ !()* + ,或 ’0 !()* + , 底物时此积分法和初速度
法下限都没有差异! 如被分析尿酸酶反应曲线只记
录到 &$ (.3，则初速度的下限为积分法的一半! 根据
初速度法和积分法所得酶活性的关系（见 456 & 附
录），可计算得出 #$%&’&$ ()’*’+ 尿酸酶的 ," 为（&&! "
7 $! 0）!()* + ,，与双倒数法无差异（- / $! $0）! 对
#$%&’&$ +./#’/+尿酸酶，在 "$ !()* + ,和 ’0 !()* + ,底
物时初速度上限的差异很小；在 "$ !()* + ,底物时积
分法和初速度法的上限无明显差异，而在底物浓度为

’0 !()* + , 时，积分法的上限仍然接近于初速度法的
两倍!

895 :5%;)3%5 ;*)< )6 =:.>?%5 ?><.@.<A（!"）<) <95 ?()=3< )6 =:.>?%5 %)*=<.)3

（0，6:)( ’ <) &’$ !,）B?% !" C $! $0 D $! $"# E 0，B.<9 F5<5:(.3?<.)3 >)G

566.>.53< 1’ H $! III ?3F %<?3F?:F 5::): )6 5%<.(?<5 + C $! #J，:5%;5><.@5*A!

1.2 &K 45%;)3%5% )6 :5?><.)3 :?<5%（L）?< "$ !()* + , =:.> ?>.F <)

<95 ?()=3< )6 =:.>?%5

图 &K 在 "$ !()* + ,尿酸时反应速度对尿酸酶量的响应

!" 讨论
MN（J）只能描述稳态反应过程，分析启动反应 J$

%后的数据有利于保障结果的可靠性! 用 #$%&’&$ ()’2

*’+尿酸酶表明，底物浓度从接近于 ," 上升到 ," 的

五倍也不改变 !"；且所得 !" 都对酶量为线性响应；

据初速度和 !" 关系计算所得 ," 也和双倒数法结果

一致! 可见在高于酶 ," 的底物浓度下用此积分法测

定 !" 仍是可靠的! 在底物浓度远低于 ," 时此积分

法的可靠性已证实［& O J］! 因此，此积分法所测定的酶
活性与底物浓度无明显联系，需要时就可用高于 ,"

的底物浓度测定酶活性! 芳香酯酶在底物浓度高于
," 的 ’0-以后下降，谷胱甘肽GPG转硫酶在底物浓度
高于 0$- ," 以后也下降，可能是酶样品纯度低，所

用积分速度方程和真实速度方程有差异造成的［’，#］!
3$&’&$ +./#’/+尿酸酶的 ," 接近 Q !()* + ,［&$］! 底物
浓度相对于 ," 足够高后初速度上限难以再提高! 而
测定 ," 为 &’! 0 !()* + , 的 #$%&’&$ ()’*’+ 尿酸酶表
明，积分法在低浓度底物时上限仍然比用底物浓度五

倍于 ," 的初速度上限高! 比较以 ," 为常数和 ,"

为参数测定酶活性表明，以 ," 为常数用此积分法测

定酶活性更有利! 因此，此积分法测定酶活性对底物
浓度无依赖，可根据定量灵敏度和测定上限的需要使

用低于或略高于酶 ," 的底物浓度，从而用方便的定

量方法和较低的底物浓度就达到所需要的测定上限!
但此积分法测定低活性的样品时需要很长反应时间

是其明显缺陷!
经典积分速度方程所用自变量含有误差且分布

范围窄［"］，用于分析实验曲线给出无意义 !"，表明其

不能用于实践! 我们所述积分法所用积分速度方程
以反应时间为自变量，无随机误差但有反应起点不确

定造成的系统误差! 选择所记录曲线上达到稳态反
应的反应时刻对反应时间进行转换，可降低反应起点

误差的干扰! 实际上此积分法所需参数都和反应起
点无关，所测参数受起点误差的干扰肯定很小! 这种
自变量性质的差异可能是两种积分法的可靠性存在

差异的主要原因! 已发现在积分法中用以反应时间
为自变量的积分速度方程拟合分析反应曲线还可预

测最大产物生成量［R O I］，或预测本底进行动力学法测

定底物量，也可测定不高于初始底物浓度的 ,"（未发

表数据）! 综上所述，只要所用微分速度方程有效，用
其对应的以反应时间为自变量的积分速度方程拟合

分析酶反应曲线有望可靠测定酶活性等参数!

致K 谢K 兰州大学生命科学院钟其顶、李士勇在重庆医科大
学完成了 #$%&’&$ +./#’/+尿酸酶的实验!
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胆源性胰腺炎 !"# 例的腹腔镜治疗

袁志林，王克成，谢昊玲，冯建龙

（解放军 9@7 医院腹腔镜治疗中心，陕西 西安 <766@9）
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!$ 临床资料$ 7??P : 5668收治胆源性胰腺炎患者 789（男 @?，
女 <@）例，年龄 5< ‘ <7 岁4 胆囊结石合并胆总管结石 ?5 例，
单纯胆囊结石伴急性胆囊炎 8? 例，单纯胆囊炎、胆总管无结
石但明显增宽 8 例4 轻中型 77P 例，重症 7; 例4 轻中型患者
行急诊手术，从入院到手术时间为（7P a @）)4 重症患者经保
守治疗无好转或加重即行手术，入院到手术时间为（PP a 5;）
)4 均行腹腔镜下胆囊切除，胆总管结石和胆总管增宽者行胆
总管切开探查 [型管引流 ?@ 例4 其中 P8 例探查有结石，75
例术前胆总管结石和胆总管增宽者探查阴性，可能探查中结

石进入十二指肠所致4 单纯胆囊结石伴急性胆囊炎患者仅行

AF手术 8? 例4 全部患者分别于小网膜孔和盆腔放置引流管4
9;例患者打开胃结肠韧带于胰腺上下缘放置两根引流管，7;
例重症胆源性胰腺炎患者仅用剪刀剪开部分胰腺包膜未行局

部坏死组织清除，在胰腺上下缘及表面放置引流管4 术后禁
食、胃肠减压、抑制胰酶分泌，控制感染及胃肠外营养4 待腹
痛消失，体温正常，血、尿淀粉酶正常，腹腔引流管无液体引

出，可拔除引流管4 盆腔小网膜孔引流管术后 8 ‘ 9 1拔除，胃
后壁引流管冲洗时间 8 ‘ ; 1，术后 P ‘ 56 1出院，平均住院时
间 774 P 14 轻中型患者全部顺利恢复，重症患者死亡 7 例，出
院后随访 9 I(以上 785 例无复发，无二次手术4

%$ 讨论$ 胆源性胰腺炎主张个体化治疗，对轻、中型急性胆
源性胰腺炎，我们认为可以积极手术治疗，给予有效的引

流［7 = 8］，很快改善了患者的病情4 对于重症患者手术要慎重，
仅在保守治疗无效并经过充分的术前准备后再行手术4

【参考文献】

［7］张肇达，田伯东4 急性胆源性胰腺炎［ 3］4 中华肝胆外科杂志，

5665；P（5）：?84

［5］周总光，袁朝新，孙> 炜，等4 急性重症胰腺炎腹腔镜手术治疗

的临床研究［3］4 中华外科杂志，5667；8?（9）：5<5 = 5<94

［8］周永高，扬建辉，唐一飞，等4 急性重症胰腺炎的早期诊断及手

术时机的选择［3］4 肝胆外科杂志，5668；77（7）：7P = 7?4

编辑> 潘伯荣

!""# 第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）344!；3"（#5）6 *))7：8 8 9&’(1:-; <==’; ./’; >1


