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� � 胆石病是一种常见病和多发病. 胆石病不仅会引起急性胆绞痛, 还会引起心律失常、肝功能衰竭等并

发症, 严重的会导致糖尿病和胆囊癌.胆固醇、卵磷脂和胆汁酸盐是胆汁中的主要成分.胆固醇几乎不溶于

水,在胆汁中主要由胆盐与卵磷脂形成的胶体溶解,在胆汁中胆固醇过饱和而析出是胆固醇结石形成最主

要的原因.磷脂酶 A 2 ( PLA2 )是人的胰液与胆囊胆汁中含有的主要酶
[ 1]
.文献报道磷脂酶 A 2 ( PLA2 )的活

性对胆固醇结石的形成起着关键的作用
[ 2]
. 在模型胆汁中磷脂酶 A2 ( PLA2 )催化卵磷脂水解为游离脂肪

酸和溶血卵磷脂,其中,游离脂肪酸在模型胆汁中有成核效应
[ 3 ]
,溶血卵磷脂增溶胆固醇的能力仅为卵磷

脂的 50%
[ 4]
.故磷脂酶 A2活性的改变会直接导致卵磷脂浓度发生变化, 从而影响胆结石的形成.

目前在模型胆汁体系中研究药物对 PLA2作用的方法还未见报道, 我们通过考察模型胆汁体系中酚

红浓度、缓冲对浓度、酶浓度、反应温度、底物浓度等对脂酶 A 2催化卵磷脂水解反应的反应速率的影响,建

立了一种操作简便、实验误差小、重现性好、使用样品少且可以快速研究药物对 PLA 2作用的方法,并用本

方法考察了苦参碱、黄连素、抗坏血酸等一系列药物对模型胆汁体系中 PLA2的影响.

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
� � 试剂: 猪胰脏磷脂酶 A2、牛黄胆酸盐为 sigm a公司产品, 蛋黄卵磷脂为上海华东师大试剂厂产品,胆固

醇为上海国药集团有限公司产品,苦参碱为陕西林海生物工程有限公司产品,抗坏血酸为国药集团化学试

剂有限公司产品,黄连素为东北制药总厂产品,其余试剂均为国产级分析纯.

仪器: A g ilent8453紫外可见分光光度计,安捷伦科技有限公司; PHS- 2C数显酸度计, 上海宇隆有限

公司.

1�2� 实验方法

借助于 Sm all三角相图配制模型胆汁
[ 5]
. 具体方法是精确称取一定量的胆固醇、胆盐、卵磷脂混合溶

于氯仿 甲醇 (体积比为 2 /1)溶液中,用旋转蒸发仪使样品溶剂挥发后,样品呈玻璃态或粘糊状,抽真空至

恒重.加 pH = 7�5的 T ris- HC l缓冲液 (内含 0�15mo l/L的氯化钠溶液 ), 使总脂浓度达 3% ,再加入定量

的酚红溶液,放入 65� 水浴中孵化 1 h后, 使其自然降温至 37� ,恒温孵化 12 h, 再加入需要考察的药物的

溶液, 然后继续孵化 12 h.

磷脂酶 A 2催化卵磷脂水解的产物游离脂肪酸可与指示剂酚红作用,在 560 nm处产生特征吸收.用可

见一紫外分光光度计在线检测在 560 nm处吸光度随反应时间的变化.用油酸作标准曲线, 根据标准曲线

将磷脂酶 A2水解反应得到的 �吸光度 时间 �曲线转化为 �产物浓度 时间�曲线.由此计算该反应的初速

率和酶活性.
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2� 结果与讨论

2�1� 酚红浓度的影响
� � 酚红作为指示剂,是否干扰反应、影响反应速率,

浓度选择多少合适, 是实验方法建立时必须考虑的.

我们在模型胆汁体系中,研究了在不同浓度的酚红条

件下磷脂酶 A 2催化卵磷脂水解反应的反应速率, 结

果如图 1.可见酚红浓度对该反应的反应速率在误差

范围内没有影响. 但是考虑到酚红浓度太低,吸光度

很小, 检测误差大;酚红浓度太高, 可能会超出仪器的

检测量程.综合考虑我们选择了酚红浓度为 80 �mol

� L
- 1
作为检测所用浓度.

2�2� 缓冲对浓度的影响
缓冲对浓度决定着模型胆汁的酸碱性.缓冲对浓

度过低,不足以稳定溶液的 pH值, 影响酶的活性.缓

冲对浓度过高, 一方面会使本实验的灵敏性降低; 另

一方面缓冲对会阻碍酶与卵磷脂的结合, 使反应变

慢,酶活性降低. 我们考察了缓冲对浓度为 5、25、50、75、100mmo l� L
- 1
时酸碱度和灵敏度的变化. 结果显

示缓冲对浓度达到 50mmol� L
- 1
时,足以稳定溶液的 pH值; 50、75mmo l� L

- 1
时反应速率达到最大. 综合

考虑, 我们选择 50mmo l� L
- 1
作为本反应的缓冲对浓度.

2�3� 酶浓度的影响
酶浓度的大小决定反应速率,在整个反应体系中有着举足轻重的作用. 我们研究了在不同酶浓度时磷

脂酶 A2催化卵磷脂水解反应的反应速率,结果如图 2所示. 考虑到反应太快,不利于考察促进酶活性物质

的作用;反应太慢,因反应所需时间太长、溶剂的挥发、温度控制等方面的影响,使实验误差增加,也不利于

考察抑制酶活性物质的作用. 综合考虑后本研究最终选择磷脂酶 A 2的浓度为 10�2U � mL
- 1
作为检测

浓度.

2�4� 温度的影响
温度对酶活性的影响具有双重作用, 升高温度,一方面使反应体系活化能增加,进而使催化反应速率

增加; 另一方面可能使酶失活, 降低反应速率.图 3显示了温度对模型胆汁中磷脂酶 A 2催化卵磷脂水解反

应的反应速率的影响,由图 3可见, 30~ 40� 是磷脂酶 A 2作用的适宜温度, 结合实验体系是人体模型胆

汁,选择接近人体生理温度的 37� 为反应温度.

2�5� 实验方法的应用
用该方法考察了苦参碱、抗坏血酸、黄连素 3种药物对模型胆汁中磷脂酶 A2活性的影响. 结果表明,

苦参碱对模型胆汁中磷脂酶 A2的活性有很大抑制作用,随着其浓度从 2mg� mL
- 1
增加到 16mg� mL

- 1
,
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反应速率从 0�205 0mmol� L
- 1� m in

- 1
降低到 0�145mmo l� L

- 1 � m in
- 1
,并呈良好的线性关系;黄连素对

模型胆汁中磷脂酶 A 2的活性也有抑制作用,但影响不大;抗坏血酸对模型胆汁中磷脂酶 A 2的活性基本上

没有影响.

3� 结论

研究结果表明,我们建立的酚红在线分光光度法适用于模型胆汁中磷脂酶水解卵磷脂反应,可应用于

考察一些治疗胆结石的药物.该方法具有操作简便、实验误差小、重现性好、使用样品少等优点.我们应用

该方法考察了苦参碱、黄连素等多种药物,发现其中不少药物可抑制磷脂酶 A2活性, 可为临床治疗胆结石

病提供重要信息.
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