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摘要  目的 }研究羟苯氨酮k²¬¼³«̈ ±¤°²±̈ o �¬¼l强心作用的生化机理 ∀方法 }采用 �¤n o�n2�×° 酶活性和

¦� � °2°⁄∞活性 !肌浆网 ≤¤u n2�× °酶活性和¦� � °含量以及心肌肌原纤维 ≤¤u n o� ª
u n2�×°酶活性等测定法 o研究

�¬¼对它们的影响 o并与 °¬̄µ¬±²±̈ 和 � ≤�2txw作比较 ∀结果 }�¬¼对 �¤n o�n2�×°酶和 °⁄∞无抑制作用 o也不影响

心肌 ¦� � °含量 o但能显著增强心肌肌原纤维对 ≤¤u n的敏感性 o高浓度时轻度抑制心肌肌浆网 ≤¤u n2�×°酶活性 ∀

结论 }�¬¼的强心作用方式不同于强心苷 !Β受体激动剂和 °⁄∞抑制剂等强心药 o可能为一种新的钙增敏性强心药

物 ∀

关键词  羟苯氨酮 ~钠 o钾2三磷酸腺苷酶 ~磷酸二酯酶 ~钙2三磷酸腺苷酶 ~环2磷酸腺苷 ~钙增敏剂

  羟苯氨酮k²¬¼³«̈ ±¤°²±̈ o �¬¼l系中国医学科

学院药物研究所合成的新化合物 o经离体 !整体和分

子水平的实验研究表明有显著的强心和扩血管作

用≈t ou  ∀为探讨 �¬¼强心作用的生化机理 o本文研

究了 �¬¼对 �¤n o�n2�×°酶 !磷酸二酯酶k°⁄∞l !

¦� � °含量和肌浆网 ≤¤u n2�×°酶以及去膜心肌肌

原纤维钙敏性的影响 ∀

材 料 和 方 法

材料  羟苯氨酮由我院药物研究所合成室提

供 o用蒸馏水稍加温制成母液 ∀米利农k °¬̄µ¬±²±̈ o

�¬̄l由重庆医工所提供 o用少量 s1t °²̄ #�pt �≤¯

溶解后用碱液调至 ³� 中性备用 ∀毒毛旋花子甙 �

k¶·µ²³«¤±·«¬±2� o ≥·µl购自 ≥¬ª°¤公司 o用 xs h ∗

ys h乙醇溶解后用缓冲液稀释配成母液 o乙醇的终

浓度不超过 t h ∀上述母液的浓度均为 ts

°°²̄#�pt o实验前用缓冲液稀释至所需浓度 ∀v �2

¦� � ° 购自中国原子能研究所 o比活性为 tsu{1y

�� #́°°²̄ p t ∀

Να+ , Κ+ 2ΑΤΠ酶制备及其活性测定[ 3]  用经

典方法从猫肾皮质提取纯化得到较纯的 �¤n o�n2

�×°酶制备 o制备的比活性为 vs ∗ ws ∏# °ª
p t

收稿日期 }t||{2sw2s|
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家自然科学基金kv|tzs{wwl
3 ×¨̄ }kstslyxu|ywsu o ƒ¤¬}kstslyxuwsxu| o ∞2°¤¬̄}º¤±³¬±ª�
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k蛋白l o占总酶的k|s ∗ |xl h o浓度为 t °ªk蛋白l#

°̄ p t ∀测定酶活性的方法简述如下 }反应液成分

k°°²̄#�ptl }�¤≤¯ tss o � ª≤ ū x o �≤¯ tx o ∞⁄× �

s1t和 ×µ¬¶2�≤¯ xs o ³� z1w ∀酶制备约 s1t °ª#

°̄ p t o总体积 t °̄ ∀空白管不加酶制备 o� ª
u n2�×°

酶管加 ≥·µt °°²̄#�pt o总酶管不加 ≥·µo药物管加

不同浓度测试药物 ∀vz ε 保温 ts °¬± 后 o加入

�¤u�×° w °°²̄#�pt启动反应 ∀ts °¬±后 o加 tx h

三氯醋酸k× ≤ �l终止反应 ∀各管置冰浴降温 ts

°¬±o离心kv sss µ#°¬±p t o常温l ts °¬±取上清液 t

°̄ o按 �²±·¬±ª法
≈w 测释放的无机磷量 ∀酶活性单

位为 Λ°²̄ °¬# °ª
p tk蛋白l#«p t o总酶和 � ª

u n2�×°

酶的差即为 �¤n o�n2�×°酶活性 ∀药物对酶活性

的影响按下式计算 } h对照值 �加药管酶活性r无

药管酶活性 ≅ tss ∀

磷酸二酯酶(Π∆Ε)的制备及其活性测定  参考

文献≈x 法 o取豚鼠心室肌约 t ª加 x 倍量缓冲液

k°°²̄#�pt } � ª≤ ū x o ×µ¬¶2�≤¯ xsl o离心k{ sss ≅

ªow ε l vs °¬±o上清液为酶制备 o置 p us ε 冰箱保

存 o用前加缓冲液稀释 ∀

¦� � °2°⁄∞k¦��°2°⁄∞l活性测定原理 }

≈v � ¦� � °k¦� � °l
°⁄∞n � ª

u n

≈v � xχ� � °kxχ� � °l
蛇毒

≈v � 腺苷

用 ± �∞2≥ ³̈«¤§̈ ¬柱分离 ≈v � ¦� � °k¦� � °l

和≈v � 腺苷 o测定≈v � 腺苷的放射性 o以≈v � ¦� � °

转化成≈v � 腺苷的转化率表示 °⁄∞活性 ∀药物对
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酶活性的影响的计算同 �¤n o�n2�×° 酶 ∀测定

°⁄∞ 酶 的 方 法 简 述 如 下 } 反 应 液 的 成 分

k°°²̄#�ptl } � ª≤ ū x o×µ¬¶2�≤¯xs o³� z1w o≈v � 

¦� � °k¦� � °l¦³°为 {s sss ∗ tss sss °¬±p t o一

定量酶制备和测试药物 o总体积 uxs Λ̄ ∀空白管加

入灭活酶制备或不加酶制备 ovz ε 反应 tx °¬±后 o

置沸水 zx ¶终止反应 ∀冷却后加入蛇毒 kts

°ª# °̄ p tl tx Λ̄ o再温育 ts °¬±kvz ε l o加腺苷kux

°°²̄#�ptl zvx Λ̄ o然后将全部液体倒入色谱柱 o用

ts °̄ 小瓶收集 ∀待液体全部流出后 o加甲酸铵kus

°°²̄#�ptlw °̄ 洗脱 ∀收集洗脱液于同一小瓶中 o

另取≈v � ¦� � °k¦� � °l xs Λ̄ o加腺苷 |xs Λ̄ 和甲

酸胺k浓度均同上l w °̄ o作为放射活性参比管 o最

后从上述小瓶中各取 t °̄ 液体至闪烁杯中 o加甲苯

2×µ¬·²± ÷ tss闪烁液 z °̄ o混合后测放射计数 ∀

心肌 χΑΜΠ含量测定  豚鼠左心房固定于预

先通 |x h �u n x h ≤ �u 的 vu ε �µ̈¥¶2� ±̈¶̈¯̈¬·液

k°°²̄ # �pt } �¤≤¯ tt{ o �≤¯ w1{ o ��u°�w t1s o

� ª≤ ū t1u o ≤¤≤ ū t1w o �¤�≤ �v uz1u o 葡萄糖

tt1t o³� z1wxl的浴糟中 o给予 w °¶ot �½和 t1x

倍的阈电压场刺激以引发收缩 o前负荷为 t ªo平衡

t «后 o加入 vs Λ°²̄#�pt普萘洛尔阻断内源性儿茶

酚胺的作用 o待收缩力再度平衡后分别加入相应浓

度和体积的 �¬¼ o�¬̄和等体积的蒸馏水 o待收缩力

达到最大时 o将心肌标本迅速放入液氮中冷却并保

存 o参考文献≈y oz 提取并测定¦� � °含量 ∀

心肌肌浆网 Χα2 +2ΑΤΠ酶制备及其活性测定  

参照 �²±̈ ¶方法≈{ 从犬心室肌提取肌浆网 ≤¤u n2

�×°酶制备 ∀修改后测定 ≤¤u n2�×° 酶活性的方

法简述如下 }测定 ≤¤u n o� ª
u n2�×°酶活性k总酶l

管的反应液成分k°°²̄ #�ptl } �≤¯ tss o � ª≤ ū x o

≤¤≤ ū s1sx o �¤�v x o ≥·µs1t 和 ×µ¬¶2�≤¯ xs o ³�

z1w o� ª
u n2�×°酶管反应液成分除无 ≤¤u n和加 s1x

°°²̄#�p t ∞�× � 外 o其他成分同总酶管 ∀酶制备

s1u ∗ s1w °ª# °̄ p t o药物管加测试药物 o温育 ts

°¬±后 o加 �¤u�×° x °°²̄ #�pt启动反应 ∀以下步

骤同 �¤n o�n2�×°酶 ∀ ≤¤u n2�×°酶活性 � ≤¤u n o

� ª
u n2�×°酶活性 p � ª

u n2�×°酶活性 ∀

去膜心肌肌原纤维制备及其 Χα2 + , Μγ
2 + 2ΑΤΠ

酶活性测定  参考 � ²̄∏¶和 °¤ªª±¬等
≈| ots 方法制备

去膜心肌肌原纤维 ∀给狗¬√戊巴比妥钠麻醉 o肝素

抗凝 ∀开胸 o迅速取出心脏 o用冰冷的 �µ̈¥¶2

� ±̈¶̈¯̈¬·液洗 u ∗ v次 o取左室游离壁分成数份 o立

即提取或置 p ws ε ∗ p {s ε 保存 ∀每次测定取 t

份 o迅速剪成碎块 o加匀浆液 k °°²̄ # �pt }咪唑

ux1s o�≤¯ys1sl uss °̄ o用高速匀浆器研磨 x ¶≅ ts

次kt sss µ# °¬±p tl o再用 × ©̈̄²± 匀浆器以 xss

µ#°¬±p t匀浆 us次 ∀组织悬液过 tus目筛 o用 � 液

k°°²̄#�pt }咪唑 ux1s o�≤¯ys1s o � ª≤ ū u1sl tΒt

稀释 otu sss ≅ ª离心 ts °¬±o共 v次 o弃去上清液 o

沉淀部分置含有 t h ×µ¬·²± ÷2tss的 �液 tss °̄ 中

搅拌 us °¬±ov sss ≅ ª 离心 ts °¬±o用含 t

°°²̄#�pt ∞�× � 的 � 液 tss °̄ 洗 u次 ∀沉淀悬

浮于 xs °̄ �液k°°²̄#�p t }咪唑 ux1s o�≤¯ ys1s o

� ª≤ ū t1sl o先后以 v sss ≅ ª与 tu sss ≅ ª各离心

tx °¬±∀最后 o用 � 液调节制备的蛋白量至 w

°ª# °̄ p t左右 ∀以上各步均在 s ∗ w ε 下进行 o³�

为 z1s ∀

去膜心肌肌原纤维 Χα2 + , Μγ
2 +2ΑΤΠ酶活性测

定[ 9 ,10]  取上述制备用反应液k °°²̄ # �pt } �≤¯

ys o咪唑 vs o � ª≤ ū z1x o∞�× � s ∗ t1s o ≤¤≤ ū s ∗

t1x ∀反应液中的游离 ≤¤u n浓度 o采用 � ²¥̈µ·¶²±法

的计算机程序≈tt l 配成一系列 ³≤¤{1ss ∗ x1ss各

管k³≤¤� p ²̄ª ≤¤u n °²̄#�p tl ∀除空白管外 o各管

都加制备约 s1w °ªk蛋白l# °̄ p t和不同浓度测试药

物 o总体积 t °̄ o³� z1s ovs ε 温育 ts °¬±后 o加 x

°°²̄ # �pt �¤u�×° 启动 ots °¬±后加 t °̄ tx h

× ≤ �终止反应 ∀测磷和计算方法同 �¤n o�n2�×°

酶 ∀酶活性单位以 ±°²̄ °¬# °ª
p tk蛋白l# °¬±p t表

示 ∀

为观察药物对收缩蛋白/ ≤¤u n敏感性0的影响 o

比较药物和对照液对 ³≤¤和 ≤¤u n o� ª
u n2�×°酶活

性间反应曲线的影响 o同时测定 ³≤¤为 z1s时 o药物

与去膜肌原纤维 ≤¤u n o� ª
u n2�×°酶活性间的量效

和时效关系 ∀

统计  上述实验均用双管测定 o实验数据以 hξ
? σ表示 o组间比较用·检验 ∀

结 果

1  对 Να+ , Κ+2ΑΤΠ酶活性的影响

≥·µ对 �¤n o�n2�×°酶的最低有效浓度为 s1t

Λ°²̄#�pt o抑制率为 tw1y h o�≤xs为 u Λ°²̄ #�pt ∀

�¬¼ 在正性 肌力 作 用 浓 度 范 围 ks1t ∗ tss

Λ°²̄#�p tl内 o不抑制 �¤n o�n2�×°酶活性 o最低

有效浓度为 vss Λ°²̄ #�pt o抑制率为 ut1t h ∀与

≥·µ比较 o两者作用强度相差近千倍以上 o显示 �¬¼
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不影响 �¤n o�n2�×°酶活性k图略l ∀

2  对心肌 Π∆Ε的影响

�¬̄ ts Λ°²̄#�pt已显示抑制 ¦� � °2°⁄∞的作

用 o�≤xs为 {x Λ°²̄ #�pt o而 �¬¼的浓度高至 tss

Λ°²̄# �p t才有抑制作用 o抑制率为 ut1{ h ovss

Λ°²̄#�pt的抑制率为 v|1| h ∀两者比较 o作用强度

相差近 ts倍 ∀它们对 ¦�� °2°⁄∞活性的抑制作用

都很弱 o�¬̄和 �¬¼ tss Λ°²̄#�pt的抑制率分别为

uz1x h和 uy1x h ovss Λ°²̄ # �pt的抑制率分别为

xs1z h和 wt1s h ∀两者比较经统计学处理均无差别

k图略l ∀表明 �¬̄选择性抑制 ¦� � °2°⁄∞o不抑制

¦�� °2°⁄∞o与文献报道一致≈tu otv  ∀�¬¼对上述两

种 °⁄∞均无抑制作用 ∀

3  对心肌细胞内 χΑΜΠ水平的影响

对照 组 平 均 ¦� � ° 含 量 为 s1yw ? s1tt

³°²̄#°ªp t o�¬̄ vs Λ°²̄#�pt的 ¦� � °含量为 t1tt

? s1t| ³°²̄#°ª
p t o增加 zv1v h o与对照组比较差

别非常显著 o表明 �¬̄有增加胞内 ¦� � °的作用 ∀

�¬¼ vs和 tss Λ°²̄#�pt的¦� � °含量分别为ks1y{

? s1tvl和ks1ys ? s1tvl ³°²̄ # °ª
p t o与对照组比

较差别均不显著 o两个浓度间比较差别也不显著 o表

明 �¬¼不影响心肌细胞内¦� � °含量 ∀

4  对心肌肌浆网 Χα2 +2ΑΤΠ酶的影响

�¬¼ tss Λ°²̄ # �pt时对心肌的肌浆网 ≤¤u n2

�×°酶的抑制率为 uz1z h o�≤xs为 uss Λ°²̄ #�p t o

提示高浓度 �¬¼对心肌肌浆网 ≤¤u n2�×°酶有一定

的抑制作用 ∀

5  对心肌肌原纤维 Χα2 + , Μγ
2 +2ΑΤΠ酶的影响

本研究得到的去膜心肌肌原纤维 ³≤¤和 ≤¤u n o

� ª
u n2�×°酶活性关系曲线与文献≈| ots 相似 ∀

图 t显示 �¬¼ xs Λ°²̄#�pt使肌原纤维 ≤¤u n o

� ª
u n2�×°酶活性和 ³≤¤曲线明显向左上方移动 o

而对最大酶活性的影响不显著 ∀图 u显示 ³≤¤为 z

时 o�¬¼增强酶活性作用呈浓度依赖关系 o∞≤xs �ts

Λ°²̄#�p t ∀图 v显示反应液中加入不同浓度 �¬¼

后 o温育时间与肌原纤维释放无机磷量 k ≤¤u n o

� ª
u n2�×°酶活性l的时效曲线 o�¬¼ v ots 和 vs

Λ°²̄#�p t的时效曲线均显著高于对照曲线 ∀以上 v

种实验结果均支持 �¬¼有增强收缩蛋白对 ≤¤u n敏

感性的作用 ∀

ƒ¬ª t  ∞©©̈ ¦·²© ²¬¼³«̈ ±¤°²±̈ ¤·xs Λ°²̄ #�pt ²±

·«̈ µ̈ ¤̄·¬²±¶«¬³ ¥̈·º¨̈ ± ³≤¤ ¤±§ ·«̈ ¦¤µ§¬¤¦

°¼²©¬¥µ¬̄̄¤µ ≤¤u n o � ª
u n2�×°¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ q ο ) ο

¦²±·µ²̄ ~ π ) π ²¬¼³«̈ ±¤°²±̈ q 3 Π � s1sx o 3 3 Π �

s1st ¦²°³¤µ̈§ º¬·«·«̈ ¦²µµ̈¶³²±§¬±ª¦²±·µ²̄ √¤̄∏̈ q

hξ ? σo ν � w q

ƒ¬ª u  ≤²±¦̈±·µ¤·¬²± §̈ ³̈ ±§̈ ±¦̈ ²© ·«̈ ©̈©̈ ¦·²©

²¬¼³«̈ ±¤°²±̈ ²± ·«̈ ¤¦·¬√¬·¼ ²©¦¤µ§¬¤¦ °¼²©¬¥µ¬̄̄¤µ

≤¤u n o � ª
u n2�×°¤¶̈ ¤· ³≤¤ z q 3 3 Π � s1st

¦²°³¤µ̈§ º¬·«·«̈ ¦²±·µ²̄ √¤̄∏̈ ks °²̄#�p tl q hξ ? σo
ν � w q

ƒ¬ª v  ×¬°¨ ¦²∏µ¶̈ ²© °¬k¬±²µª¤±¬¦ ³«²¶³«¤·̈l

¬̄¥̈µ¤·¬²± ¥¼ ¦¤µ§¬¤¦ °¼²©¬¥µ¬̄¶ ¬±¦∏¥¤·̈§ º¬·«

²¬¼³«̈ ±¤°²±̈ vs Λ°²̄#�ptk π ) π l ots Λ°²̄ # �p t

k τ ) τ l ov Λ°²̄#�ptkυ ) υl ¤·³≤¤z q ≤²±·µ²̄ k ο )
οl q hξ ? σo ν � w ∗ z q

讨 论 从豚鼠离体心肌收缩肌力实验结果可见 �¬¼

有明显的增强心肌收缩力的作用 o其最高效应为给
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药前的 v倍 o有效浓度为 t ∗ tss Λ°²̄ #�p t ∀当前

常用的强心药物有强心苷 oΒ受体激动剂和磷酸二

酯酶k°⁄∞l抑制剂等 o它们的化学结构和强心作用

途径各不相同 o但最终都是通过提高心肌细胞内的

≤¤u n浓度 o增强肌原纤维收缩而加强肌力 ∀ �¬¼系

新化合物 o它增强心肌收缩力 o但不增加心率 o其强

心作用机理是否与上述药物不同 �为此 o我们系统

研究了 �¬¼强心的生化药理作用并与 ≥·µ和 �¬̄等

药物作了比较 ∀

抑制 �¤n o�n2�×°酶是强心苷正性肌力的主

要机制 ∀我们用经典方法从肾皮质提取得到的较纯

的 �¤n o�n2�×°酶制备 o有酶比活性高 !�¤n o�n2

�×°酶占总酶比例高 o和一次提取收获量大等优

点 o而其性质与心肌 �¤n o�n2�×°酶相同 ∀所以 o

很多实验室用这种酶制备来研究强心药物 ∀ ≥·µ是

该酶的特异性抑制剂 o为一种常用的研究该类药物

的工 具 药 ∀ 本 文 结 果 显 示 ≥·µ的 �≤xs 为 u

Λ°²̄#�pt o与文献报道相符 ∀ �¬¼的浓度高至 vss

Λ°²̄#�pt的抑制率只有 ut h o此浓度已超过其强心

作用的浓度范围 ∀因此 o可认为 �¬¼的强心作用方

式与 ≥·µ等强心苷不同 ∀

°⁄∞抑制剂的种类很多 o心肌的 °⁄∞又可分

为 v型 ∀多数 °⁄∞抑制剂如 �¬̄等均选择性作用

第 v 型即依赖 ¦� � ° 型 k简写 ¦� � °2°⁄∞l o对

¦�� °2°⁄∞型无抑制作用 ∀文献采用纯化 °⁄∞制

备和粗制备 ∀前者纯化方法复杂 o作者采用后者 o即

以同位素≈v � ¦� � °和≈v � ¦� � °为底物分别测定

¦� � °2°⁄∞和¦�� °2°⁄∞活性 o此方法简便易行 o

结果 显示 �¬̄ 抑制 ¦� � °2°⁄∞ 的 �≤xs � {x

Λ°²̄#�pt o介 于 文 献 用 粗 酶 k �≤xs � ttw

Λ°²̄#�ptl≈tu 和纯酶k�≤xs � wx Λ°²̄ # �p tl≈tv 之

间 o对 ¦�� °2°⁄∞无显著抑制作用 o与文献报道相

符 ∀ �¬¼不抑制上述两种 °⁄∞的结果表明 o�¬¼的

强心方式不同于 °⁄∞抑制剂 ∀

增强腺苷酸环化酶活性和抑制 °⁄∞活性的药

物如 Β激动剂和 °⁄∞抑制剂均能增加 ¦� � °含量 ∀

本研究结果显示 �¬¼不影响心肌 ¦� � °含量 o其强

心作用似与¦� � °的变化无关 o再次表明 �¬¼既非

Β受体激动剂又不是 °⁄∞抑制剂 ∀

高浓度 �¬¼对心肌肌浆网的 ≤¤u n2�×°酶有轻

度抑制作用 o我们也发现 �¬¼kvs Λ°²̄#�ptl使心肌

收缩静息后增强效应提高近 tx h k另文资料l o可推

理高浓度 �¬¼能轻度抑制心肌肌浆网 ≤¤u n再摄取

和增加心肌肌浆网 ≤¤u n的释放 ∀

钙增敏剂是近年来研究强心药的热点 o肌原纤

维去膜 ≤¤u n o� ª
u n2�×°酶活性测定是研究该类药

物有无 / 钙增敏性0的一种常用方法 ∀ ≥²̄¤µ²等证

明 o药物如能使肌原纤维 ≤¤u n o� ª
u n2�×°酶活性

增高 o使酶活性2³≤¤曲线向左上方移动 o便认为该

药物有钙增敏性≈tw otx  ∀本文 �¬¼的结果与上述特

性完全相符 ∀作者同时比较了 �¬¼的几个衍生物 o

�¬̄和已知的 /钙增敏剂0 � ≤�2txw o发现有强心作

用的 �¬¼ 化合物均有增敏作用而无强心作用的

�¬¼化合物均无钙增敏作用 ~tss Λ°²̄ #�pt � ≤�2

txw使曲线向左向上移动 o结果与文献一致 ~tss

Λ°²̄#�p t �¬̄不影响反应曲线甚至比对照组曲线

还低k另文资料l ∀这些结果均支持 �¬¼的强心作

用与/钙增敏0作用相关 ∀

综上所述 o可以认为 �¬¼是一种非强心苷 !非 Β

受体激动剂和非 °⁄∞抑制剂的强心药 o其增强心肌

收缩蛋白系统对钙离子的敏感性可能是其主要的强

心作用机理 ∀高浓度时 o可能有抑制心肌肌浆网

≤¤u n重吸收和增加心肌肌浆网 ≤¤u n释放的机理参

与 o值得进一步研究 ∀
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