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摘 要

丫Va t e r s
一
4 8 0

缓冲液 ( p H

复性好
。

关链词

应用反相 H P L c 方法测定了大鼠心肌 ca
, 十 ,

M g , + 一
A T aP se 活力

。

高效液相色谱条件
:

高效液相色谱仪
,

w
a t e sr -C 1 8 高效反相色谱柱

,

流动相为 0
.

0 6 6 7 m o l / L K H : p o
;

/K
: H p o `

5
.

92 )
,

流速 1
.

5 m l/ m in
,

柱压 3 00 o aP
,

检测波长 2 54
n m

.

方法简便
,

快速
,

灵敏度高
,

重

反相 H P L e ;
钥蓝比色法

;

ca
Z+ ,

M g , +
一
A T p a se

A T P as e 活力测定方法主要有丙酮酸激

酶
一

乳酸脱氢酶偶联酶法
,
丫
一
” P

一

A T P 同位素

法和钥蓝比色法
。

后一方法采用酸性钥酸比

色测定 A T P 水解产生的无机磷 (P
.
)

。

在实验

中
,

酸性铝酸可 催化 A T P 非酶促水解
,

将严

重干扰酶活性测定 〔’ 〕
。

虽可利用柠檬酸淬灭

新生 P。 的干扰
,

但 加柠檬酸 的时机 不易掌

握
,

对酶活力测定仍会产生一定的影响
。

而且

该方法灵 敏度较 低
,

试 剂用 量大
,

耗时长
。

eR iin la 应用高效液相色谱方 法测定红细胞

膜 A T P as
e

活力川
,

简便
,

快速且准确
。

本文

参考上述工作
,

并对色谱条件改进后
,

建立

了反 相 H P L c 方 法
,

完 成 了对 心 肌 ca +2
,

M g , 十 一

A T aP se 活力的测试
。

同时与 比色法作

了比较
。

糖
,

1 0 m m o z/ L 咪哇
一

H e l 缓冲液 ( p H 7
.

5 )
。

空白缓冲液
:

含 E D T A 0
.

12 5 m m o l / L
,

M s C I
:

7
.

5 m m o l / L
,

Q C I: 0
.

3 7 5 m m o l / L
, o u a bs i n

1
.

2 5 m m o l / L 的 3 7
.

5 o m o 上/ L 咪哇
一

H CI 缓冲

液 ( p H 7
.

4 )
。

底物缓冲液
:

含 ^ T P
·

N a : 1
.

2 5

m m ol / L
,

其余同空白缓冲液
,

所有试剂 用水

均采用高纯水 (亚沸重蒸水 ) 并经超声脱气

处理
。

2 方 法

1 材 料

动物 s D 大白鼠
,

雌雄不拘
,

6 只
,

本校

动物房提供
。

仅器 高效液相色谱仪
:

w at er s 一 48 0 和

2 0
一 。 m w a t e r s e

一

1 8 高效反相色谱柱
。

试剂 咪哇 ( F一u k a 公司 )
,

A T p
·

N a Z
( 5 15

-

m a
公司 )

, o u a b a i n ( M e r e k 公司 )
,

其余均为国

产分析纯试剂
。

匀浆缓冲液
: 0

.

25 m ol / L 蔗

2
.

1 ca
Z ,

M g
Z

长 A T P as e 的制备

大鼠断头处死后
,

取心脏洗净
,

吸干水

份
,

以 1 ,

10 (重量体积 比 ) 加入匀 浆缓冲液

匀浆
,

2 5 0 0 r / m i n 离心 1 0 m i n
,

取上清备用
。

以上操作均在 4℃进行
。

2
.

2 H P L C 沮11定 C a Z + ,

M g Z

九 A T aP
s e 活 力

.2 .2 I A T P 标 准 曲 线 分别 取底物 缓冲液

8
·

0
,

6
·

4
,

4
.

8
,

3
.

2
,

1
.

6 m l
,

以空 白缓冲液

稀释到 10 m l
,

配成 A T P 浓 度分 别为 1
.

0
,

0
.

8
,

0
.

6
,

0
.

4
,

0
.

2 m m o l / L 的标准品
。

各浓

度的标 准品 每次进 样 20 时
,

重复 2 次
。

以

A T P 峰高平均值对 A T P 浓度进行直线回归
,

求得 A T P 标准 曲线方 程为 Y - 一 0
.

0 2 3 5 +

5
.

4 7 X 1 0 一 ’ X
, r

= 0
.

9 9 9 8
。
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. 2. 2 2反相 HP L C浏定a C2 +
,

M g Z七 A T aP se

活 力 取底物 缓冲液 80 时 加入酶液 20 川

(匀浆上 清液 ) 开 始反应
,

37 ℃ 水浴保温 10

m i n 后
,

加入 5 0 拼1 1
.

2 m m o l / L H c l o 。

终止反

应
,

加 K H C o 3 1 0 0 m g 中和 H C I认 并形成

K c 一O 。

沉淀
,

经 2 5 0 0 r /m i n 离心 10 m in 后
,

置

冰浴中保存备用
,

空白对照管在加酶液前先

加入 H cl o
; ,

其余操作同上
。

取上述上清液 20

拼l 进样
,

2 5 4 n m 检测反应剩余 ^ T P
。

H P L e 条

件
:

流动相为 0
.

0 6 6 7 m o l / L K H Z

阳
;

/ K
Z
H P o ;

缓 冲液 ( p H 5
.

9 2 )
,

柱压 3 0 0 0 aP
,

流速 1
.

5

m l/ m in
。

根据 A T P 标准曲线求出空白对照管

中 A T P 微摩尔数 (即 测定 时加入的 A T P 总

量 )和测定管中剩余的 A T P 微摩尔数
,

两者

之差 为反 应 中 C a 卜
,

M sz 十
一

A T p a s e 水解 的

A T p 微摩尔数
,

从而求出 c a Z + ,

M g
, + 一

^ T p a se

活力
。

样品蛋白质用 rB司 f or d 法测定
,

以牛血

清白蛋白为标准品 s[]
。

aC
,十 ,

M g
Z十 一

A T p a s e 活

力定义为在上述实验 条件下
,

每小时每毫克

蛋白水解 A T P 的微摩尔数 ( 。m of A T P m g rP 。

et in 一 ` ·
h 一 ’

)
。

用钥蓝比色法测定时
,

取底物

缓 冲液 0
.

s ml
,

加入 0
.

Z ml 酶溶液
,

于 37
’

℃

反应 1 0 m i n
,

加 1
.

2 m o l / L书 C l o 。
0

.

5 m l 终止

反应
,

加 K H e o 3 2 0 0 m g 中和 H e l o ;

并形成

K e lo ;

和变性蛋 白沉淀
,

2 5 0 0 r / m i n 离心 1 0

m sn
,

取 1
.

o m一上清 液用定磷试剂 ( 3 m o l / L

硫酸
一

2
.

5%钥酸按
一

10 %抗坏血酸
一

水
,

1 : 1

, 1 , 2
,
v / v )测定 P 。

含量
,

在加入定磷试剂

1 m in 后
,

加入 24 %柠檬酸钠
。

空白对照管设

置为 0
.

2 m l 酶液
,

先 以 H O O ;
0

.

5 m l 失活
,

然后再加入底物缓冲液
,

其余同测定管
。

T a b 1
.

OC m aP r i
son

o f C a Z+
.

M g Z+ 一 ^ T P a se a e t i v i t y m ea
s u r e -

m e n t m e ht od s 。 士
s , 几

= 6 )

S u b片 c st

aC
Z+ ,

M g , 十
一 A T p as e

a c t iv i t y

决 sn 谈d
v i yt (

n m o l / m且)

T im e ( m in )

T O切 1 v o l u〔 n e o f

aer
e t i o n s y s et m ( m l )

C o l o r im e tr y

3
.

2 5士 0
.

1 9

( U 一)

2 0

6 0

H P L C

2
.

39土 0
.

2 8

( U Z )

0
.

8

3 0

0
.
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U i : pm o l P
一
m s p r o 比 i n 一 l · h一 l ; U , : ” m o 一^ T P m g p r o et sn 一 玉

·
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4 讨 论

实 验结 果 表 明
,

用 钥 蓝 比 色法 所 测

ca
, + ,

M扩+ 一

A T aP se 活力显著高于 H p L c 方

法
。

钥蓝比色法是通过测定产物之一 P ,

来测

定 ca
, 十 ,

M g
, + 一

A PT ase 活力的
,

但干扰多
,

显

色不太稳定
,

故其所测结果偏高
。

H PL c 是通过直接测定酶活力
,

因此
,

用

H p L C 方法测定的 aC
Z + ,

M g Z七 A T aP
s e 活 力

更为准确
。

而且
,

H P L C 方法比钥蓝 比色法简

便
,

快速
,

干扰少
,

灵敏度高
,

因而是一种理想

的 ca
Z + ,

M g Z十 一

A T p as e 活力测定方法
。

本方

法亦可推广应用于测定其它 A T P a se 活力
。

对

于组织量很少的样品 (如眼球晶状体 ) A T Pase

的活力测定尤为适合
。

本方法与 R ie hi la 的相 比
,

色谱条件 已基

本改变
,

在我们的条件下
,

酶反应液中 A T P
,

A D P 和 AM P 的保 留时 间相距较大
,

分别为

1 1
,

29 和 49 5 ,

保证了本方法测定结果的准

确性
。

不足之处为每次只能测定一个 样品
,

当

样品数量较多时
,

耗时将与钥蓝比色法接近
,

而且需要高效液相色谱仪
,

一般实验室条件

可能难以满足
。

3 结 果
参 考 文 献

用钥蓝 比色法测定 ca
,十 ,

M g
, 十 一

A T aP se

比活 力 比反 相 H P L C 测定的结 果 高 36 写
,

日P L c 方法 灵敏度比铝蓝 比色法提高 10 倍
,

耗时减少一半
,

样品及试剂用量减少 10 倍
,

见表 1
。

比 n z e t at P A
.

A n im P r o v e d a ss a y

诬n o r sa n i e Ph os Ph a te
.

儿翻 r l 刀` r h班叨l

f o r n a n o m 0 1e a m o U n t S o f

R e i n i】a M
.

S比 n d a r d i z e d m e t h `x 」 f o r

19 7 9
,

1 0 0 ( l )
:
9 5

t h e d e t e rm i n a t i o n

m a n e r y t h r oc )
l

t e m e m b r a n e a d e n os i n e t r i P h o s Ph a t a s es
.

o f h u

z七川 ,

方脱洒
n ,

19 8 2
,

12 4 ( 1 )
: 19

B r a d f o r d M M
.

A r a P jd a n d s e n s i t i v e m e t h od fo r t h e q u a n t i ta
-

t io n o f m i e r o g r a m q u a n t i t ie s o f p r o t e i n u t i l i z i n g t h e P r i n e iPle

o f p r o t e in
一

d y e b i n d 一1 5
·

月山r l 召̀ 祀九 , J诬 ,

19 7 6
.

7 2 ( l
一

2 )
:
2 4 8



2期 陈丁丁等
:

反相高效液相色谱法测定 C a
: + ,

M g Z十 一
A T p as e

活力的方法 1 0 1

RP
一
Hp L c M e t h o d f o r D e t e r m in a t io n o f C a Z+ ,

M g Z+
-

A T P a s e A e t iv it y

C h e n D i n gd i n g
,
D a i D e z ia

,
L i u OB

几既教即 c几众秒奴如 of 月动下姗诚恻
,
口肠朋 几叨盯翻 〔玻“衣刀之口兀乞卿两

,

肠
刀
户岭 2 1 0 0 09

^ 加 tr a c t T h e r a t m y
oca

r d iu m aC
Z+ ,

M g
Z + 一

A T P a s e a e ti v i t y w a s m ca
s u r e d w i t h R P

一

H P L C m e t h od
.

T h e m e t h od 15 e o n v e n i e n t
,

ar P i d
, s e n s i ti v e ,

P r e c i se a n d r e P r ed u c i b le f o r A T aP
s e a 段以 y

.

T h e e o n d i t i o n s

o f H PL C w e r e a s f ul l o w s :
0

.

0 6 6 7 m o l / L K H ZP O ; 一 K Z
H P O ; b u f fe r ( p H 5

.

9 2 ) w as as m o b i le p h a se

s o l u t i o n , e l u t i o n r a t e w as 1
.

5 m l / m i n
, e o l u m n p r ess

u r e w a s 3 0 0 0 P a a n d d
e te e t i o n w a v e le n s t h w a s

2 5 4 n m
.

K e y w o r d s R P
一
H PL C ; M o ly bd a et b l u e e o lo r im e t r y ;

aC
Z+ ,

M g
Z+ 一

A T P a se

【文摘 0 2 2】 乙吗嚓嗦胃内滞留漂浮型缓释片的

研究 B M R eg m i
,

刘建平
,

屠锡德
.

药学学报
,
1 9 9 6

,

3 1 ( l )
:
5 4

研制了乙吗噬嗦胃内滞留漂浮型缓释片剂 ( E
-

H sB )
。

实验结果表明
:

本品的体外溶出符合一级动力

学过程 ( `
,

一 0
.

2 4 3 6 h 一
’
) ; 人体胃内 -Y 闪烁照像显

示 E
一
H BS 在胃内滞留时间长达 6 h 以上

,

明显 长于

市售普通片 ( E cr
l 一 1

.

s h)
;
血药浓度经时曲线平缓

持久
,

达到 良好的缓释效果
;

体内外实验数据有显著

的相关性 (P < 0
.

0 1 )
。

[ 文摘 0 2 3 ] 7一 (香豆素
一
3
一

甲酸胺 )
一
s [ l

一

(取代 )毗

咤基甲基」头抱菌素的合成 徐 镰
,

段廷 汉
,

李明

华
.

中国药学杂 志
,

1 9 9 6
,

3 1 ( l )
:
4 1

目的
:

探讨 31
一

乙酞氧基被 N
一

亲核试剂取代的反

应条件
、

分离精制方法和新头抱菌素的体外抗菌活

性
。

方法
:
7
一

(香豆素
一
3
一

甲酞胺 )头抱菌素在 N al 或

K s c N 的存在下与毗吮和 介 甲基毗吮反应
,

产物用大

孔吸附树脂及葡聚糖凝胶柱层析分离
。

结果
:

合成的

二个新头饱菌素化合物
,

由红外光谱
、

元素分析和核

磁共振谱确证其化学结构
。

体外抗菌试验表明
,

对某

些革兰阴性菌有一定的抑菌作用
。

结论
:

该反应中加

入大量的 N al 可缩 短反应时间并减少杂质
。

大孔吸

附树脂可有效地将头抱菌素与无机盐分离
。

【文摘 。 2 4】异波帕胺与哇巴因的正性肌力作用的

动力学比较 黄 嫦
,

戴 茵
,

仇怡堂等
.

中国 药理

学报
,

一9 9 6
,

1 7 ( 1 )
:
6 6

目的
:

比较异波帕胺 (I bo )与哇 巴因 ( o ua )正性肌

力作用药效的动力学
。

方法
:

以离体猫右心室乳头状

肌递增药浓观察正肌效应
。

最大反应是药物递增到

发生自发收缩前的反应
。

以 19「E
.

/ E~ 一 E ]对 lg c 得

iH u 方程
.

结果
:

iH u 方程中 S 值
:
I bo 及 o ua 分别为

1
.

1 6 与 1
.

9 7
,

I bo 的 s 值小于 o ua
,

使 伪
5

/ c
s
(产生

9 5 %及 5%最大药效的药浓 ) I加 ( 2 6 4 )是 o u a ( 2 2
.

9 )

的 11 倍
。

与 O ua 相比
:
I bo 起效浓度低

,

斜率小及最

大药效的浓度高
。

药浓下降时
,

I bo 的药效
一

药浓曲线

呈现逆时针滞后徐
,

比 O u a
更明显

。

结论
:

在药浓增

加及下降时
,

I bo 的正肌效应的变化比 o ua 为小
。


