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摘 要 钙通道阻滞剂节普地尔在体外非竞争性抑制大鼠心肌质膜 ca
, 十 ,

M g , ` 一 A T P 酶
,

抑制

常数 K一 43
.

0士 1
.

3 “ m ul /L
,

半数抑制浓度 Ics
。 = 67 士 6 “ m ol / L

,

表明其钙泵和或钙调素拮抗作用较

维拉帕米强
。

关健词 节普地尔
;

aC
: + ,

M矛长 APT 酶
;
抑制动力学

;

钙通道阻滞剂

节普地 尔 ( be rP iid l
,

eB p )是一种新型的

钙通道阻滞剂 「’ ]
,

在体 内可消退 l
一

甲状腺素

诱发升高的 aC
Z+ .

M g
Z十 一

A T P 酶活力 z[]
.

在体

外其对该酶的抑制动力学研究未见报道
。

本

文研究了 eB p 体外抑制心肌质膜 ca
Z十 ,

M g +2
-

A T P 酶的动力学
,

对其抑制机制和药理学意

义作了探讨
。

材料和方法

酶活 力浏定

方法同文献 2[]
。

1
.

4 蛋 白质的沮」定

蛋 白质的测定用 Br ad f or d 法川
,

以牛血

清白蛋白作为标准品
。

1
.

5 酶动 力学参数的测定

根据 臼 id e 一
H o fs et e 动力学曲线作线性 回

归求得 ` ,

和 , m: 、 ! ` 〕
。

用 D ix o n 抑制动力学曲

线作线性回归求得 K
i s〕 。

1
.

1 动物

s D大鼠
,

体重 20 0~ 22 0 9
,

雌雄不拘
。

由

南京医科大学实验动物中心提供
。

1
.

2 药品和试 荆

eB p 盐酸盐
,

常州第四制药厂
。

A T P
·

N a : .

5 1脚
a
公司

。 o u a b a i n
,

M e r e k 公司
。

咪哇
,

lF u k a
公司

。

其余试剂均为国产分析纯
。

1
.

3 大鼠心肌质膜 制备及 aC
, + ,

M g
, + 一

A T p

2 结 果

2
.

1 eB p 对大 鼠心肌 质膜 aC
, + ,

M g ,
一 A T p

酶活 力的抑制作用

在不同的 A T P 浓度反应体系中
,

随着加

入 氏 p 终浓 度的 升高 ( 0
,

1 0
,

5 0
,

1 0 0 林n l o l /

L )
,

e a , + ,

M g , + 一

A T P 酶的活 力逐渐降低
。

见

表 l
。

aT b 1
.

In h i b i t i o n o f 加 p r i d i l ( eB p ) o n ar t m y
cao dr ia l s a r e o le m m a C a 士币 .

M g , +
一

A T Pa货 a e ri v i r y
.

ll
= 6

, 了
士

。

A T P C O n 份n t r a t i o n s

m m o l / L 氏 P , ” m o l / L

ca
, 十 ,

M g : + A T aP se A e一sv i t y
,
, m o一 P一 / m g p r o : e i n

·

h
一

注

0 1 0 5 0

.l0
0

.

7 5

0
.
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.
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.
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.
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.
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4
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.
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1士 0
.
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.
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7
.

1士 0
.
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4
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.

7

6
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6士 0
.
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5
.

6土 0
.

4

4
.

2士 0
.

7

2
.

6+ 0
.

4

4
.

0 5士 0
.

2 ]

3
.

6 士 0
.
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2
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6 7士 0
.
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2
.

2 浅 p的抑制作用机制

在 八 T P浓度 为0
.

5 2
,

0
.

5
,

0
.

75 和 1
.

0

m m ol / L 时
,

求得不同浓度 eB p 存在时的 K 。

和 犷。
、 ,

见表 2
。

发现 l才 .
%

值随 eB p 浓度的升

高而降低
,

而 K m

值基本保持不变
。

说明 氏 p

对 C a Z一 ,

M g Z’ 一

A T P 酶的抑制机制是非竞争

性 的
。

1
’

a b 2
.

E f f e e t s o f be P r i d i奋(既 P ) o n r a 一 I n y
cao

r d i a l as r e o le m m a

〔 U 竺于
、

M g Z 斗 A T P a阴 k i n 七 t i e 闪
r a m e t e r s

.

A T P e o n忱 n tr a . io n s

r 翻 。 s , , :吕 f r o m 0
.

25 m : n u l / L
一0 l

.

o m m o l / L
,

K o a n d l
’

.
: w e r e

e口 l e 飞11泣 t e d b y l一n ea
r r e

gr
e
ss i o n a e的 r d i n g E冶d ie

一

H o f s t优 P l ot

里n c Lh以 1

B c P e o n c c n t r a t i q n s 万 二 I了 .
x

“ n l ` J I / L : , , r n o l / L A T P ” m o l P i / m g P r o t e in · h l

0 1
.

2 7 2 9
.

2 4

10 1
.

3 4 2 6
.

3 0

5 0 1
.

0 7 1 3
.

5 1

10 0 1
.

2 0 9
.

0 3

T a 卜 4
.

In h ib i t ion o f 加 P r泪 11 ( eB p )

ma aC
之+ ,

M s : + 一 ^ T P姗
a ct i v i t y

·

on
r a t m y o c a r d i a l s a r c o l e m

-

A T P c 0 O C e 们 ! m t i o n i n e n
-

z ym e a , 瀚 y s y s t e m w as 1
.

0 m m o 叮/ L
.

t i叨 o r i n h i b i t诬n名 5 0% e n z y m e a e t i v i t y

aC
: +

,

M s : + 一 ^ T p ase
a e t i v i ty

N o
.

pm o l P i / m s p
rot

e i n · h l

优 5 0 : i n h ib娜t o r co n份 n t r a
-

IC ` o

p m o l / L
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4
.

0 6 0
.

5

4
。

4 7 4
。

4

3
.

9 6 5
.

5

4
.

2 6 9
.
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4
.

1 7 1
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4
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.

3 Il e p 水尸制 C a Z + ,

M g , + 一
A T P 畴 的 人 .

和

】(二: o

在不同的 玫 p 浓 度 ( 0
,

1 0
,

5 0
,

1 0 0 o m o l /

L ) 时
,

根据 iD
x o n 抑制动力学曲线作线性 回

归
,

求得 B叩 抑制 C a , 十 ,

M g
, + 一

A T P 酶的 K .

为

遭3
.

0士 1
.

3 o m o l / L
,

见表 3
。

1
’ a b 3

.

T h e i n h一b i t o r e o o s t a n t ( K
。
) q f be P r i d i l ( eB P ) fo r ar t m y

-

。 e a r d一a】以 r e o 一e m m a C a , +
,

M g : 千
一

A T P a “
.

eB P c o 们 ce n r ra t i 0 O s

! n o n z y n 、 e a s劝 y m曰 ia w e r e o
, 1 0

,

5 0 a n d 1 00 ” m m a l / L
r。 沐c

-

t iv e ly
.

人
.
场 a s 口 I c u l a t司 b y 】i n ea

r r e gr 积铝洲” 1 a c c o rd i n g D诬x叨
p 】o 一 n 飞七 t hod

A T P C o n e e n t r a t i o n s

,n n l o l / L

0
.

5

0
.

7 5

1
.

0

爪
一

i

p m o l / L

4 3
.

5 4

4 1
.

5 6

4 4
.

0 2

4 3
.

0士 1
.

3

在 A T P 浓度 为 1
.

0 m m ol / L 时
,

测定不

同浓度 leI p 存在时 ca
, 十 ,

M g
Z十 一

A T P 酶活力
.

经线性 回归分析
,

求得 次 p 抑制 aC
Z十 ,

M g
, +

A T P 酶的半数抑制浓度为 67 士 6 o m oj / L
,

见

表 4
。

钙调素 ( e a 一m川 u一in
,

aC M )
,

受 aC M 的激活和

调控困
。

当细胞兴奋时
,

胞浆游离 aC
, +

浓度升

高
,

ca M 通过 与 ca
,十 ,

M g Z + 一

A T P 酶结合
,

可

大大提高该酶活性
,

使该酶
“
泵

”

钙能力大为

提高
.

因此
,

质膜 aC +2
,

M g
, ’ 一

A T P 酶 ( aC
, + -

泵 )在维持细胞静息态低钙浓度的过程中具

有十分重要的作用
。

2) 在体外
,

eB p 对 ca
, 十 ,

M g Z十 一
A T P 酶的

基础活力 ( 无 ca M 存在时的酶活力 )的抑制

大大弱于对 ca M 对 aC
Z+ ,

M g
,十 一

A T P 酶激活

作用的抑制
￡’ 〕。

因此 决p 对质膜 aC
, + ,

M g
, 十 -

A T P 酶的非竞争性抑制作用
,

可能是通过与

酶蛋白的接合实现的
。

Ik p 与酶蛋白的接合

只抑制 了 ca
Z + ,

M g
Z十 一

A T P 酶的活性
,

而不影

响该酶与 aC M 或底物的接合
。

3 ) 文献报道
,

维拉帕米 ( v e r a哪m i l )在 l

m m of / L 浓度时 仅抑 制 aC M 依 赖 的 质膜

ca
Z+ .

M S ,十 一

^ T P 酶活力的 3 5写 [ . ]
,

即维拉帕

米对该酶的亲和力较弱
。

相比而言
,

eB p 对质

膜 aC
, 十 ,

M g
Z十 一

A T P 酶 (或其结 合的 aC M )的

较高亲和 力 (低 tI’ .

和 I C
: 。
)表明

,

e3I p 在发挥

其药理学作 用时
,

ca
, 十 ,

M g
, + 一

A T P 酶亦可能

是其主要作用靶点之一
,

其 aC
Z十 一

泵和或钙调

素拮抗作用较维拉帕米强
。
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