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摘要 目的  建立高效毛细管电泳测定血管紧张素转化酶抑制剂 抑制活性的方法 ∀方法  用紫外分光

光度计确定了马尿酸的特征吸收波长为   ∀高效毛细管电泳的条件 熔融石英毛细柱 电泳缓冲液为  1的

 #磷酸缓冲液 进样压力 1 °进样时间  分离电压  ∂ 检测波长   ∀结果  在  内使反

应物和生成物完全分离 标定了 的 ≤值为 1 Λ#


经过酶反应动力学判断 为竞争性抑制

剂 ∀结论  该方法准确 !简便 !快速 可用于 抑制活性的分析 ∀

关键词 高效毛细管电泳 血管紧张素转化酶抑制剂

中图分类号       文献标识码      文章编号       

∆ετερµινατιον οφ τηεινηιβιτορψ αχτιϖιτψ οφ ανγιοτενσιν2χονϖερτινγ
ενζψµεινηιβιτορ χαπτοπριλ βψ ηιγη περφορµ ανχε χαπιλλαρψ ελεχτροπηορεσισ

÷2  23
 •  ≥∏2⁄ ≤∏2∏

( Χολλεγε οφ Βιολογιχαλ ανδ Ενγινεερινγ , ϑιανγσυ Υνιϖερσιτψ, Ζηενϕιανγ 212013 , Χηινα)

Αβστραχτ  Αιµ  ×  √ 2√
  Μετηοδσ  ×√

√ ∏ ∏√   × 

 ∏ #
 1 ∏∏∏1 °

 √ ∂  √  Ρεσυλτσ  ×∏

   ≤   1 Λ#


 ≤  √

√ Χονχλυσιον  ×∏

 ∏  √ 

Κεψ ωορδσ2√

收稿日期 22 

基金项目 江苏省/青蓝工程0科研资助基金 

3 通讯作者  ×     ƒ¬     

∞2 ∏∏¬  

  血管紧张素转化酶 2√

≤∞∞≤    在人体血压调节过程中

起重要作用 催化血管紧张素 从 ≤2端裂解二肽形

成血管紧张素 同时 钝化血管舒张剂 ) ) ) 舒缓激

肽≈ ∀≤∞这种双重作用使血压升高 如果抑制

≤∞活性则血管紧张素 的生成和舒缓激肽的钝

化均减少 从而达到治疗和预防高血压的目的≈ ∀

目前 临床上用于治疗高血压的血管紧张素转化酶

抑制剂2√ ≤∞

多为合成类药物 ∀如卡托普利≥± !

依那普利等 ∀

对 ≤∞体外抑制活性测试常规是利用 ≤∞酶

解三肽 ) ) ) 马尿酰组氨酰亮氨酸  22∏

生成的马尿酸∏和二肽2∏

来定量的 其中多以马尿酸的生成量定量 ∀常

用的是紫外比色法≈
但操作繁琐 ∀ • ∏

≈报道了萃

取过程中将部分三肽 22∏萃取出来与马尿

酸混在一起 而三肽在  也有吸收 致使分析

结果偏高 ∀ °≤法≈ 不需预处理 操作简便 分析

时间大大缩短 但溶剂用量大 ∀
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高效毛细管电泳°≤∞是近年来发展起来的

一种新型高效分离分析技术 ∀ 等≈采用毛细

管区带电泳法测定了 ≤∞的体外活性 建立了分析

≤∞活性的新方法 但未将生成物 2∏和底物

22∏完全分离 ∀ ≤∞体外活性测定方法尚

无人建立 本文在此基础上 用 °≤∞测定 ≤∞

的抑制活性 ∀

≤∞体外活性测定的有关反应式 

22∂2×222°2°23 ∏ 

≤∞

22∂2×222°2° 2∏ 

≤∞体外活性测定原理见图  ∀由图可见 血

管紧张素 在 ≤∞的作用下生成血管紧张素 而

在 ≤∞的作用下生成马尿酸及二肽 ∀因

此 通过测定 2∏和马尿酸的生成量就可间接反

映 ≤∞的活性 ∀当 ≤∞与 ≤∞作用后 ≤∞活性

受到抑制 其与 作用生成的马尿酸量减少 测

定加入抑制剂前后马尿酸的生成量可反映 ≤∞的

抑制作用 ∀

ƒ∏   °   

√

材料与方法

仪器与试剂  ≤×∞ °Π≤∞× 毛细管电泳

仪公司 ≤ ≠ 紫外分光光度计≤

公司 ≤∞马尿酸和卡托普利均购于 ≥

公司 其他化学试剂为国产分析纯 ∀

马尿酸和 ΗΗΛ的特征吸收波长  马尿酸和

特征吸收波长的测定采用紫外扫描法 ∀用 1

#磷酸缓冲液 1分别配制 1 #

和  #马尿酸 然后在  ∗  进

行扫描 ∀

  ΗΠΧΕ法测定 χαπτοπριλ的活性  根据 ≤∏

⁄•
≈方法进行并有改进 ∀将  用 1

#磷酸缓冲液 1配成 1 Λ#
溶

液 吸取  Λ加入 ≤∞溶于 1 #磷酸

缓冲液  ! 1 含  #
≤中

Λ于  ε 保温  随后加入 1 #


溶于和 ≤∞相同的缓冲液中 Λ在  ε 恒温

水浴中保温  然后加入  #
≤ Λ

中止反应 反应总体积  Λ∀同时用  1的磷

酸缓冲液  Λ作空白实验 ∀毛细管电泳自动进样

分析 ∀电泳条件 熔融石英毛细管柱  ≅  Λ

⁄ 电泳缓冲液为  1的  #磷酸盐缓

冲液含  的 ≥⁄≥ 电泳温度  ε 进样压力 1

°进样时间  分离电压  ∂ 检测波长 

∀

由酶活定义可得 

ς
Λ ≅ Χ


  ≅ 

 
Χ 

式中 ς为反应速率Λ#

 Χ 为马尿

酸浓度Λ#

 ∀

≤对 ≤∞的抑制率用下式计算 

Ρ 
Α Β
Α

≅   

式中 Ρ为 对 ≤∞的抑制率 Α为对照

组的马尿酸峰面积值 Β为添加 后的马尿

酸峰面积值 ∀

Χαπτοπριλ的酶反应动力学  分别以 1 

1 1 1 1和 1 #的 

为底物 用 ≥ 表示 分别添加 1 与 1

Λ#
的 与 ≤∞反应 同时作对照实验 

根据反应中生成的马尿酸量按式计算反应速度 

作 Πς对 ΠΣ的双倒数图图  ∀

结果与讨论

1  马尿酸和 ΗΗΛ的特征吸收波长

由紫外扫描图可见 马尿酸在  有最大特

征吸收波长 在  ∗  有较宽的吸收峰 

该波长范围包括马尿酸的最大特征吸收 因此在

°≤∞检测时可采用  作为检测波长 ∀

2  硼酸盐缓冲液和磷酸盐缓冲液电泳效果的比较

≤抑制 ≤∞的电泳图见图  ∀首先 参

照文献≈ ∀用  1 的  #
含   的

≥⁄≥硼酸盐缓冲液电泳 马尿酸和其它物质很好的

分离 但 和 没有完全分离 Ρ为 1 ∀改

用  #
 1磷酸缓冲液含  的 ≥⁄≥ 

和 完全分离  Ρ为 1 ∀因此采用 

#
 1磷酸缓盐冲液作为电泳缓冲液 ∀

3  马尿酸浓度和峰面积的相关性

精密称取马尿酸标准品用  #
 1

磷酸缓冲液配成浓度为  #的对照液 再用

相同的缓冲液稀释至所需浓度用毛细管电泳直接自

动进样分析 ∀以峰面积 Ψ对浓度 Ξ进行回归分析 

所得线性回归方程为 Ψ   Ξ    相关系
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数 ρ  1  线性范围为 1 ∗ 1 #

 ν   平均回收率为 1   ≥⁄为 1   ν 

 检测限 1  # ∀因此可用峰面积测

定马尿酸的生成量 再由式确定反应速度 ς由

式确定 对 ≤∞的抑制率 ∀

4  Χαπτοπριλ对 ΑΧΕ的抑制效果

≤对 ≤∞的抑制效果见图  ∀分别用磷

酸缓冲液配制 1 1 1 1 1

Λ#
的 按上述测定方法与 ≤∞作用 

每个浓度平行反应 次 测定反应液中马尿酸的生

成量 按式测定 对 ≤∞的抑制率 根据

测定结果求得 的 ≤抑制   ≤∞活性

所需抑制剂的浓度为 1 Λ#
 ∀与 ƒ∏


≈用紫外比色法测得结果1 Λ#


相比

偏小 可能是紫外比色法测定过程中有少量三肽

22∏与马尿酸一起被萃取出 而三肽在 

也有吸收 致使分析结果偏高 ∀

   2√   ∏2Λ22Λ2∏ 
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∏ ¬∏
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σ ≤ υ   Λ#
  ω  Λ#
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      √ 
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5  Χαπτοπριλ对 ΑΧΕ的抑制反应动力学

≤对酶的抑制反应动力学见图  由图可

见 对照组和添加不同浓度的 条线均与 ≠

轴交于一点 附合 √2∏方程 表明 

为竞争性抑制剂 ∀

该法简单 !准确 !快速 除可分析 对

≤∞的抑制活性外 也可分析其他 ≤∞对 ≤∞的

抑制活性 并有可能用于筛选新的同类型药物 ∀
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