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牛磺熊去氧胆酸对谷丙转氨酶活性的影响

刘 煌 郭向敏
,

李继衍

(中国药科大学生物化学教研室
,

南京 2 1 0 0 09)

摘 要 通过测定谷丙转氨酶 ( G P )T 活力的方法
,

观察了牛磺熊去氧胆酸 (T U刃〔 A )对 G P T 的

作用
。

发现 T u E ( A 对 G rP 呈抑制作用
。

且随其浓度的增加
,

抑制作用增强
,

当 T U D C A 浓度为 0
.

833

m g / m l 时
,

对 G PT 的抑制率达 到 81 %
。

动力学实验还表明
,

增加底物浓度
,

并不能消除 T U刃 C A 对

G盯 活力的抑制作用
,

K
.

值不变
, V .

值作减小
,
K一「。

值增大
,

呈现出非竞争性抑制作用
。

同时用

c cl
`

小 鼠肝损伤模型
,

观察了 口服 T U D C A 与 U IX 二A 对皿清 G PT 活性的影响
,

提示 T U IX 二A 对肝脏

无损害
,

较 U DC A 为优
。
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牛磺熊 去氧胆 酸 ( T a u r o u r s阅 e x y e h o 一ie

ac id
,

简称 T U
DC

A ) 是一种结合型天 然胆汁

酸
,

广泛存在于人及动物胆汁中
,

熊科动物胆

汁 含量最高
,

是胆汁中镇静及抗惊厥作用的

主要有效成分 〔 `〕
。

为研究 T U D c A 的生理
、

药

理 效应
,

本实验观察了人工合成的 T u o c A

对 血清谷 丙转 氨酶 ( G PT ) 活性的影响
,

并测

定了 T U D C A 对谷丙转氨酶动力学性质的影

响
。

同时
,

用 C CI
;

造成小鼠肝损伤模型
,

观察

了 T U D C A 与熊 去氧胆酸 ( U D C A ) 对小 鼠血

清谷 丙转氨酶活性的影响
,

以便为研制药用

T U D C A 提供有关理论依据
。

1 实验部分

1
.

1 仪器与试剂

T u D c A 由本室合成
; G PT 底物溶液 a(

-

酮戊二酸 0
.

2 9 2 m g / m l
,

d x
一

丙氨酸 0
.

0 1 7 8 9 /

m x ) ; p H 7一
,

0
.

1 m o l / L 磷酸缓冲液
; 2

,

4
一

二

硝基苯麟 溶 液 ( 0
.

1 9 5 m g / m l ) ; 0
·

4 m o l / L

N a o H 溶液
; 丙酮酸标准溶液 ( 0

.

2 2 m g / m ! ) ;

( 以上五种溶液均按文献 [ 2〕配制 )
。

G PT 标

准酶液 由健康小 鼠肝脏匀浆液上清稀释至

3 2 0 u / m l 即得
;恒温水浴

; 7 2 1分光光度计
。

1
.

2 标准 谷丙转氛酶的 制备和稳定性试验

称取健康小鼠新鲜肝脏 0
.

5 9
,

加生理盐

水 10 ml 用 eT f e on 玻璃匀 浆器 匀 浆
,

后 经

3 0 0 0 : / m认 离心 力 m in
,

取上清液用生理盐

水稀释 20 倍即得
。

该酶液置冰箱 4℃保存
,

每隔 l d 测其 活 力一 次
,

测 定方法见 文献

[ 2〕
。

一周 测定结果
,

该酶液酶 活平均值为

32 0士 I O u / m l
,

表明该酶于 4℃放置一周活力

不减失
,

稳定性良好
。

G PT 活力单位定义
: 1 m l 小 鼠肝匀浆液

上清稀释液于 37 ℃与底物作 用 30 m in
,

每产

生 2
.

5 阳 丙酮酸为一个 G PT 活力单位
。

1
.

3 谷 丙转氮酶标准 曲线的绘制

取干燥洁净试管 6 只编号
,

分别加入丙

酮 酸 标 准 溶 液 0
,

0
.

0 5
,

0
.

1 0
,

0
.

15
,

0
.

2 0
,

0
.

2 5 m l ; 加 入相 应 G PT 溶液 1
.

0 0
,

0
.

9 5
,

0
.

8 5
,

0
.

7 5 m l
.

各管再加入 0
.

1 m o l / L p H 7
.

4

磷酸缓冲液 0
.

20 ml 后测 各管 G盯 活力
,

方

法 同 1
.

2
,

以各管光密度与空白管光密度差

值为纵座标
,

以 G rP 活力单位为横坐标作标

准曲线
,

得回归方程
。

A 5 2。
= 5

.

0 9 X 1 0
一 ” u

+ 0
.

0 2 3 7
,
一 0

.

9 9 6 3 (
:
= 5 )

1
.

4 T u
co

A 浓度对谷 丙转氛晦的作用
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取浓度为 10 m s/ ml 的 T U D c A 溶液等倍

稀释成 6 种不同浓度的溶液
。

取干操洁净试

管 6 支
,

分别加入相 应浓度的 T U D c A 溶液

0
.

1 m l
,

另取 1 支试管以磷酸缓冲液 0
.

1 m l

替代 T U D c A 溶液
,

各管均 加入标准酶液 0
.

1

m l 及 G rP 底物溶液 0
.

5 m l 后混匀
,

按文献

[ 2〕测 G盯 活力
,

两次结果取平均值 ;另取 7

支试管作空白
。

以 T U D C A 浓度为横座标
,

以

G叮 活力为纵座标作图
,

结果见图 1
。

F ig 2
.

T七e U en w e a ve r 一 B ur k e u r ve 明 r

eac
t泣ve r a比

扭
.

n叮 m al C盯 v e o f r e扭 tC i o n

b
.

T t】DC A 一卜泊 r in g r e a c目v e e u
vr

e

0050的别.3.2.2L

.101、p

o ; ” 2 70
.

0 5 3 ” ; ’ ”50
.

: 褚: `几
.

5 5 3

C / m名
·

回
一 卫 T UD〔 A

F 19 1
.

T h e e ff ec t o f T U】X 二A o n ht e a e Uv iit es o f G P I
, .

1
.

5 T u
oc

A 对谷丙转氛晦动力学的影响

1
.

5
.

1 谷丙 转 氛酶反应动力学曲线 于 7

支干燥洁净试管中分别加入 G rP 底物溶液

0
,

0
.

1 5
,

0
.

2 0
,

0
.

2 5
,

0
.

3 0
,

0
.

4 0
,

0
.

5 0 m l
,

各

管分别用 p H 7
.

4
,

0
.

1 m of / L 磷酸缓冲液 补

充至 总体积为 0
.

7 ml
,

然后各管加入 G盯 标

准酶液 0
.

s ml
,

按文献【2〕方法测 G PT 活力
。

两次结果取平均值
,

另取 7支试管做空白
。

以

吸光度倒数 1 /击
: 。

为纵座标
,

以底物浓度倒

数 C 一 ’

为横座标作图
,

结果见图 2 (a)
。

1
.

5
.

2 T u oc A 存在时谷 丙转氛晦反应动力

学曲线 取 7 支干燥洁净试管
,

各加 G PT 底

物溶液 0
,

0
.

15
,

0
.

2 0
,

0
.

2 5
,

0
.

3 0
,

0
.

4 0
,

0
.

5 0

m l
,

用磷酸缓冲液补充至各管体积为 0
.

5 m l
,

各管再加 0
.

6 2 5 m s / m l 的 T U
oc

A 溶液 0
.

2

m l 和 G rP 标准酶液 0
.

S iln
,

按文献 [ 2〕测
G rP 活力

,

结果见图 2 ( b)
。

l
·

6 T U D c A 对 c c l ; 引起 的小 鼠急性 肝损

伤的作用 3[]

取小 鼠 40 只
,

雌雄各半
,

随机分为 4组
,

分别 po 生理盐水 (两 组 )
,

T u o c A 1 00 m g /

k g
,

U
oc

A 1 0 0 m s / k s
,

连续 7 d
,

于 d 6 按 1 0

m l / kg 灌以 1 , 7 00 的四氯化碳油溶液
,

制备

急性肝损伤模型
,

其中一组以生理盐水替代

CC I . 作为正常对照组
,

20 h 后摘眼球取血
,

测

血清 G rP 活力 (高单位血清以生理盐水稀释

5 倍 )
,

方法见文献【幻
,

结果见表 1
。

T a b 1
.

E f f。目比 o f T U】叉二A on h e 8P t is i n d u c司 by C C I一 i n

m o” s e
.

. 一 1 0

G rou P 以” . ,

m s 八 g G F】
, 。 u

幼】In e C o n t r 0 I

C C I一 c o n tr o l

T U 〔 ( A

U l ) C A

10 0

10 0

4 2
.

9 8土 1 2
.

1 7
“

二

3 7 5
.

8 7士 4 0
.

4 8

3 7 7
.

5 9士 9 7
.

0 5
“

4 0 8
.

3 2士 1 2
.

8 3
“

. P < 0
.

0 5
, “ .

P > 0
.

0 5
,

…
P > 0

.

0 1 ( vs C C I一 co n tr o l )

2 讨论

1) 国内外关于 T U
oc

A 对谷丙转氨酶作

用的研究未见报道
,

本研究发现 T u D C A 对

体外谷丙转氨酶呈抑制作用
,

且随其浓度升
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高作用增强
,

当 T U oc A 浓度为 0
.

8 33 m s/ ml

时
,

对 G盯 活力的抑制率达 81 %
。

至于该性

质与熊科动物生理活动的相关性
,

有待进一

步研究
。

2) 动力学实验表明
,

即使增加底物浓度
,

也不能消除 T U oc A 对谷丙转氨酶的抑制作

用
。

此外
,

在 T u
oc

A 存在下
,

反应速度与底

物浓度在 L讯 e w e a v e r 一 B u r k 曲线与正常酶促

反应的 L in e w ea ve r 一 B ur k 曲线相 比
,

K
。

值不

变
,

v
.

值减小
,

K 。

/ V
。

值增大
,

呈现出非竞争

性抑制作用
.

3) 对小鼠的整体试验表明
,

T u oc A 组与

生理盐水组无显著性差异
,

而 U D C A 组 G叮
活力较生理盐水组 明显升高

。

表明 T U
oc

A

对肝脏无损害
,

较 u
oc

A 为优
,

至 于 T U
DC

A

对小鼠肝细胞作用机理及 u D C A 对小鼠肝

细胞是否有破坏作用
,

尚待进一步研究
。
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G u o iX a n g m i n g
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L i J ih e n g

烧阿 t n洲耐 of B如he 饥议勺
, `决如以 月公邢阴浇恻应对 口几动即城夕
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A sb tr a e t T h i s aP pe r d e a is m a in l y w i t h t h e e f f e e st o f T U D C A o n a e t i v i t ie s o f G P I
, .

T h e s t u d ies s h o w

t h a t T U D C A 15 a k in d o f e o m po u n d s w h ie h in ih b i st a e ti v i t i es o f G盯
.

T h e r a t e o f i n 址b i t io n 15 8 1% a t

0
.

8 3 3 m g / m l e o n e e n t r a tion
o r T U D c ^

.

功 t h e k i n e t ies s t u d ies
,

we f o u n d i t im p o SS i b le t o r e li e v e th e

in h i ib t i o n d e ep n d i n g o n i n e r e a s i n g t h e e o n e e n t r a it on of
s u 加 t r a t e

.

hT
e v a l u e o f K

一

/ V
一 i n T U D C A

一

加a r -

i n g r ea e io n 15 比hg
e r t ha n th a t in n o r m ia

.

F u r t h e r m o r e ,

w e s t u d i ed t h e a e t iv i t es o f T U D C A i n m ie e
.

T h e r e s u lst Sh o w t h a t T U】〕 ( !A 15 h a r m le SS to ll v e r
-

K e y w o dr aT
u r o u r s o d e o x y e h o l i e a e id ( T U D C A ) ; G l u ta m ie yP

r u vi e T r a n sa m in ase ( G ly l
,

) ; 人e t iv i
-

t y ; I n h i b ir i o n


