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【摘) 要】目的：考察用线性动力学方法表征 L#苯丙氨酸对兔

小肠黏膜碱性磷酸酶抑制作用的可靠性, 方法：测定碱性磷

酸酶水解对硝基苯酚磷酸酯（OTOO）的产物生成初速度, 用

两个底物浓度下标定比活性计算米氏常数（K1 ）和最大反应

速度（V1），再据二者对抑制剂浓度的响应确定抑制剂类型

和抑制常数, 结果：双倒数分析法重复测定发现 %"X的 K1 和

V1 随抑制剂浓度升高而同步下降，两动力学参数变化对应抑

制常数的比值为（$, * Z ", (，& [ &）, 线性动力学方法所得参

数精度稍高，K1 和 V1 随抑制剂浓度升高同时下降的出现率

约 ="X，两抑制常数之比为（$, " Z ", =，& [ !"），两参数变化

对应的抑制常数及两抑制常数之比都与双倒数分析法一致,
如允许两抑制常数之比在 $, + 倍内波动，则两种方法都表明

L#苯丙氨酸为此碱性磷酸酶的反竞争性抑制剂, 结论：此线

性动力学方法可用于表征反竞争性抑制剂,
【关键词】L#苯丙氨酸；反竞争性抑制；碱性磷酸酶；线性动力

学方法；抑制常数
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FG 引言

反竞争性抑制剂用作临床药物有明显优势［! ‘ $］,
寻找反竞争性抑制剂需测定酶动力学参数（K1 和

V1）对抑制剂浓度的响应以确定抑制类型及对应的

抑制常数 K39 和 K3R
［$ ‘ ’］, 用双倒数分析法测定动力

学参数寻找反竞争性抑制剂时需用从远低于 K1 到

远高于 K1 范围内的底物浓度, 常规定量方法灵敏度

有限，在很低底物浓度下测定初速度可靠性差，这限

制了用常规定量方法和双倒数分析法筛选反竞争性

抑制剂, 此前发现线性动力学方法只用高于 K1 的两

个底物浓度也能表征竞争性抑制剂［* ‘ +］, 用较高底

物浓度有利于用常规方法定量测定初速度, L#苯丙

氨酸对大鼠小肠黏膜碱性磷酸酶为反竞争性抑制作

用［(］, 我们以兔小肠黏膜碱性磷酸酶为模型，考察此
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线性动力学方法表征 !"苯丙氨酸对兔小肠黏膜碱性

磷酸酶抑制作用的可靠性#

!" 材料和方法

!# !" 材料" $"%&’()"$"&*+,-."/"01)0%().（234，美国

5.67% 公司）；!"苯丙氨酸（美国 2&1*89) 公司）；对硝

基苯酚磷酸酯（美国 :’;&% 公司）；其余为常规国产试

剂# 成年大白兔 < 只，雌雄不拘（ 本校实验动物中

心）# 新茂 => ?@AB 分光光度计#
!# #" 方法

/# $# /C 碱性磷酸酶制备［?］C 将 < 只大白兔小肠黏膜

用 $@A &! 生理盐水制成匀浆，/# A &). D ! E%FG 调到

0G ?# @；四层纱布过滤，BH下 /<AA ! 离心 BA &’(；上

清用 $# A &). D ! 醋酸钠（0G I# <）调至 0G @（出现白

色沉淀），BH静置过夜再 /<AA ! 离心 BA &’(；沉淀用

/@A &! 生理盐水溶解，A# @ &&). D ! E%$JFI 调到 0G
?# @# 再离心、调到 0G @ 后收集沉淀，用 /AA &! 冷蒸

馏水溶解，冰水浴中缓慢加入 BA &! 正丁醇，I<H 水

浴 @ &’(，离心收集下层无色水液约 /AA &!，搅拌下

缓慢加（EGB）$:FB 粉末 /AA ; 后过夜，离心收集水相

和有机相间黏稠状不溶物，用 0G K# < 的 234 溶解，

离心去沉淀后 L /AH保存# 临用前融化后用 0G K# <
的 234 缓冲液稀释#
/# $# $C 碱性磷酸酶反应监测C 缓冲液为 /AA &&). D
! 234"GJ.（0G K# <），其它试剂均用此缓冲液配制#
用 /I# M（&&). D !）L /·9& L/的消光系数，据酶完全作

用后的产物量标定对硝基苯酚磷酸酯浓度# 酶反应

体系总体积 $# A &!，加底物启动反应 BA 8 后，在 $# A
&’( 内且底物消耗 N MO 时段的平均速度为初速度#
用 A# /$ &&). D ! 底物标定酶活性，换算成酶活性单位

数（(7%+）#
/# $# IC 抑制类型和抑制常数确定C 线性动力学方法

所用低浓度底物（:!）为 A# A?A &&). D !，高浓度底物

（:G）为 A# $<A &&). D !，酶量为适当稀释的碱性磷酸

酶液（ N /# II !7%+ D !）IA，BA，@A，MA !!# 线性回归

得两底物浓度下每 /A !! 酶液的比活性，用相关系数

大于 A# KK 的比活性数据计算 P& 和 >&
［B L @］# 用双倒

数分析法时所用底物浓度为 A# A/<，A# AIM，A# A?$，

A# /A<，A# /BB &&). D !，适当稀释酶液 @A !!# 两种方

法所用苯丙氨酸都小于 ?# A &&). D !# 据 / D >& 和 / D
P& 对抑制剂浓度响应的有效性、两抑制常数比值确

定抑制剂类型和对应的抑制常数#
统计学处理：以回归分析有统计学显著意义的数

据用于后续分析# 结果用 " # $ 表示，用 :2: <* 进行

统计分析，% 检验比较均值，& 检验比较变异系数，!$

检验比较 P& 和 >& 各种变化特征的出现率，’ N A# A@
为差异显著#

#" 结果

#$ ! " 双倒数分析法表征 %&苯丙氨酸的抑制作用"
无抑制剂时双倒数分析得兔小肠黏膜碱性磷酸酶 P&

为（?I Q ?）!&). D !（( R /I）；所用苯丙氨酸浓度下

>& 变异系数小于 /AO，优于测定 P& 的精度# 用双

倒数法 /I 次重复测定抑制作用，发现近 ?AO 的 P&

随抑制剂浓度升高而显著降低，其余 P& 对抑制剂无

有效响应；仅 / 次所得 >& 对抑制剂无显著响应，其

余 >& 随抑制剂浓度升高而显著降低；P& 和 >& 随抑

制剂 浓 度 升 高 而 同 步 降 低 者 接 近 ?AO，P’S D P’7 为

（$# B Q A# M，( R K），大于 /# A（ % 检验，’ N A# AA/）# 两

参数都下降时所得 P’S D P’7都大于 /# / 但小于 I# @，其

中小于 $# A 者约 IAO，小于 $# @ 者约 <AO #
#$ # " 线性动力学法表征 %&苯丙氨酸的抑制作用"
相同抑制剂浓度下线性动力学法所得 P& 与双倒数

分析法一致，测定 >& 的精度也优于测定 P&（ 表 /）#
此法重复测定 /I 批次，仅 / 次所得 >& 对抑制剂浓度

无显著响应，其余 >& 随抑制剂浓度升高而显著降

低；所得 P& 中 <AO 随抑制剂浓度升高而显著降低，

其余 P& 对抑制剂浓度无显著响应；两参数随抑制剂

浓度升高同时下降出现率约 <AO，所得 P’7和 P’S与双

倒数分析法对应结果一致（表 $）# 此法测定 P& 精度

略优于双倒数分析法，其 P’S D P’7为（$# A Q A# <）（( R
/A），也大于 /# A（’ N A# A/）且与双倒数分析法一致

（’ T A# /K）；所得 P’S D P’7 都大于 /# / 而小于 I# K，其

中小于 $# A 者占 ?AO，小于 $# @ 者占 <AO # 此法所得

P& 和 >& 中任一个随抑制剂浓度升高而显著下降、

二者随抑制剂浓度升高同时显著下降这三种情况的

出现率都与双倒数分析法无显著差异（!$ 检验，’ T
A# M@<）#

表 /C 两种方法测定兔小肠黏膜碱性磷酸酶 >& 和 P&（" # $）

!"4,*
（&&).
D !）

线性动力学方法

P&

（!&). D !）

>&［（!&). D
!）D &’(］

双倒数分析法

P&

（!&). D !）

>&［（!&). D
!）D &’(］

A ?A Q ? $# ? Q A# $ ?I Q ? K# ? Q A# @

$# A B? Q M $# / Q A# / BI Q K ?# B Q A# ?

B# A I? Q B% /# ? Q A# /% IB Q /B M# B Q /# /

M# A $K Q I% /# @ Q A# / $< Q /B @# @ Q /# A

线性动力学方法测定 /A 次，双倒数分析法测定 K 次# %’ N A# A@ )$ 双

倒数分析法#
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表 !" 两种方法所得 #$%，#$&及 #$% ’ #$&的比较（(()* ’ +，! " #）

项目
双倒数

分析法

线性动力

学方法

均值检验

概率（双尾

$ 检验）

标准差检验概

率（% 检验）

#$% ,- . / !- 0 1- 0 / .- 0 2 .- 0!. 3 .- .4

#$& 5- 1 / !- ! 6- 7 / 4- 7 2 .- 50. 2 .- .1

#$% ’ #$& !- 6 / .- 8 !- . / .- , 2 .- 40. 2 .- 4.

线性动力学方法共测定 4. 次，双倒数分析法共测定 0 次-

!" 讨论

反竞争性抑制剂同时降低米氏酶的 #( 和 9( 且

改变 #( 和 9( 的效力应相当，即 #$% 与 #$& 比值应接

近 4- .［,］- 双倒数分析法所得 #( 和 9( 同时降低者

达到 1.:，但如要求 4 ’ #( 和 4 ’ 9( 对反竞争性抑制

剂浓度变化响应的两个抑制常数比值小于 4- 4.，则

双倒数法的结果表明苯丙氨酸对此酶只能属于混合

型抑制剂，不可能为反竞争性抑制剂- 不同方法测定

#( 精度都比测定 9( 精度低，实践中所用抑制剂浓

度范围也有限，这些都会降低据 #( 和 9( 变化所得

两个对应抑制常数的可靠性，使得二者的比值存在较

大波动- 模拟分析发现即使双倒数分析法的随机误

差很小，如只允许两个抑制常数的比值在 4- 4 倍内波

动，则反竞争性抑制剂被误定为其它抑制剂的比例可

达 ,.:以上；当允许其比值在 !- . 倍范围内波动时，

确定反竞争性抑制剂的准确度可提高到 17: 左右

（数据待发表）- 因此，考虑到实验误差的影响，设定

反竞争性抑制剂对应 #$% ’ #$&的临界值为 !- .，则线性

动力学法表明苯丙氨酸最可能是兔子小肠黏膜碱性

磷酸酶的反竞争性抑制剂，而双倒数分析法表明苯丙

氨酸可能是此碱性磷酸酶的混合型或反竞争性抑制

剂- 设定此临界值为 !- 7 则两种方法一致表明苯丙

氨酸为此碱性磷酸酶的反竞争性抑制剂- 可见，考虑

到实验误差的影响允许两个动力学参数变化对应抑

制常数比值在较大范围内波动，则两种方法都表明苯

丙氨酸可能是兔小肠黏膜碱性磷酸酶的反竞争性抑

制剂，且此线性动力学法对应的两个抑制常数比值波

动范围更窄，结果可靠性可能更高-
竞争性抑制剂会升高 #(，此线性动力学法表征

竞争性抑制剂时需较高的底物浓度才能在有抑制剂

时使预设 ;+ 仍在 #(的 .- , 倍以上，但底物浓度过高

会降低测定竞争性抑制剂的灵敏度- 反竞争性抑制

剂会降低 #(，将 ;+ 定为无抑制剂时 #( 的 .- , 倍以

上而 ;< 为 ;+ 的 6 倍时可保障满足此线性动力学法

的要求，且用较高底物浓度可提高测定反竞争性抑制

剂的敏感性- 另外，此线性动力学法仅用较高底物浓

度有利于用常规方法定量测定初速度- 但设定所需

的两个底物浓度后，此线性动力学法所允许的酶 #(

变化范围仍然有限［6 = 7］，测定竞争性或反竞争性抑制

作用时还需优化所用抑制剂浓度- 非竞争性抑制剂

不改变酶 #(，使得此线性动力学用于筛选非竞争性

抑制剂的可靠性更有保障- 综上所述，在靶酶 #( 过

低或定量方法灵敏度有限时，此线性动力学方法有利

于用常规定量方法快速筛选米氏酶的常见类型抑制

剂，且用于发现反竞争性抑制剂可能还有一定优势-
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