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二氢叶酸还原酶抑制剂的高效毛细管电泳法

筛选模型的建立与应用

贾 + 蕊，+ 栗 + 娜，+ 朱若华

（ 首都师范大学化学系，北京 &"""$#）

摘要：建立了一种采用毛细管电泳法（7,）测定二氢叶酸还原酶（89:;）反应动力学参数的新方法。以含 ". ""!<
=#./+$% 的 %" --’( > ? 的硼砂缓冲溶液（@9 (. &’）作为电泳介质，检测波长 !’" 5-，于 &( -.5 内实现了体系中各组

分的基线分离。根据酶反应过程中反应物和反应产物的浓度变化计算有关反应动力学参数。将已知的氨甲喋呤、

甲氧苄胺嘧啶和叶酸 $ 种抑制剂作用于所建立的二氢叶酸还原酶体系，测得抑制剂的半数抑制浓度与文献值相接

近，证明本体系可用于二氢叶酸还原酶抑制剂（89:;A）的筛选。
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+ + 二氢叶 酸 还 原 酶（89:;）在 人 体 中 能 参 与 癌

细 胞 的 繁 殖 和 复 制，其 主 要 功 能 是 将 二 氢 叶 酸

（:9! ）还原为四氢叶酸（:9- ），进而合成四氢叶酸

类辅酶，参与体内核酸和氨基酸的合成，促进癌细胞

的生长和成熟。因此抑制 89:; 的催化活性，可以

达到防止癌扩散，治疗癌症的目的。二氢叶酸还原
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酶抑制剂大都具有与二氢叶酸类似的结构，可以竞

争性地结合酶蛋白，使酶蛋白的活性降低，从而阻止

二氢叶酸被 还 原 成 四 氢 叶 酸，抑 制 癌 细 胞 的 生 长。

目前常见的二氢叶酸还原酶抑制剂有氨甲喋呤、甲

氧苄胺嘧啶等。测定二氢叶酸还原酶活力及其抑制

剂抑制率的常规方法有紫外分光光度法［#］、同位素

检 测 法［!］、荧 光 光 度 法［$］ 和 高 效 液 相 色 谱 法

（!"#$）［%，"］等。这些方法都存在一些不足，如紫外

分光光度法的方法灵敏度低，荧光光度法需要试剂

用量较大，同位素检测法操作繁琐，而高效液相色谱

法需 要 引 入 大 量 的 有 机 溶 剂。 高 效 毛 细 管 电 泳

（!"$%）是近年来发展起来的一种新型高效的分离

分析技术，在生物分析和生命科学领域中有极为广

阔的应用 前 景［&，’］。毛 细 管 电 泳 法 的 分 离 效 率 高，

分析速度快，试剂用量很少，因而比较经济。目前尚

未见用毛细管电泳法对二氢叶酸还原酶体系的研究

报道。本文 选 用 二 氢 叶 酸 还 原 酶、&!! 和 ’()"!
（ 还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸，还原辅酶 **）
作为反应体系，采用毛细管电泳法，反应物（)!&+、

&!! 和 ’()"!）和 产 物（&!% 和 ’()"（ 烟 酰 胺 腺

嘌呤二核苷酸磷酸，辅 酶 **））能 够 在 #( ,-. 内 基

线分离，因此可以利用反应物和产物的峰面积和峰

高的变化来研究在酶反应过程中反应物和反应产物

的浓度变化，据此计算有关反应动力学参数。将该

体系用于二氢叶酸还原酶抑制剂（)!&+*）的筛选，

结果令人满意。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

) ) " / ($% 0)1 毛 细 管 电 泳 仪（2345,6. $789:
;3<），配备 二 极 管 阵 列 检 测 器；熔 融 石 英 毛 细 管 柱

（ 河北永年锐沣色谱器件公司，&* 4, + ’" !,，有效

长度 "* 4,）；=>(& :2 快 速 混 匀 器（ 江 苏 新 康 医 疗

器械有限公司）。

) ) 二 氢 叶 酸 还 原 酶（ 美 国 ?-@,6 公 司，*, !"
8.-;）；二 氢 叶 酸（ &9856 公 司，# --, -A，3.BC,D
纯）；四 氢 叶 酸（ &9856 公 司 ）；’()"!（ &9856，#
(*, *A，!"#$ 纯 ）；氨 甲 喋 呤（0E=）、甲 氧 苄 胺 嘧

啶、叶酸为分析纯（?-@,6 公司）；四硼酸钠（ 化学试

剂公司，分 析 纯）；2<-F:$"（ ?-@,6 公 司，分 析 纯）；! :
巯基乙醇（ 天津市福晨化学试剂厂，分析纯）。

) ) 二氢叶酸标准溶液：准确称取二氢叶酸粉 末 "
,@，加入适量含 *, *!A（ 体积分数）巯基 乙 醇 的 "*
,,79 / # G! ’, * 磷酸盐缓冲溶液使其溶解，并稀释

至 # ,#，配成 " ,@ / ,# 标准溶液，使用时逐级稀释

至所需浓度。

) ) 四氢叶酸标准溶液：准确称取四氢叶酸粉末 !"
,@，加入适量含 *, *!A 巯基乙醇的 "* ,,79 / # G!
(, $ 硼酸盐缓冲溶液使其溶解，并稀释至 !" ,#，配

成 # ,@ / ,# 标准溶液，使用时稀释至所需浓度。

) ) ’()"! 标 准 溶 液：准 确 称 取 ’()"! 粉 末 "
,@，加入 *, *% ,,79 / # 氢氧化钠溶液使其溶解，并

稀释至 # ,#，配成 " ,@ / ,# 标准溶液，使用时稀释

至所需浓度。氨甲喋呤、甲氧苄胺嘧啶、叶酸等抑制

剂均用水配制。所用水为二次去离子水。

! ! #" 实验方法

! ! # ! !" 毛细管电泳分离条件

) ) 运行缓冲液为含 *, **!A（ 质量分数）2<-F:$" 的

G! (, #- "* ,,79 / # 的硼砂缓冲溶液，分离温度 !"
H，分离电压 !" 5I，进样压力 $ D %" 5"6（*, " GJ-），

进样时间 #* J，检测波长 !-* .,，电流 #$" !(。

) ) 新毛细管在使用前用 # ,79 / # ’6K! 溶液活化

# L。每次进样前分别用 *, # ,79 / # ’6K! 溶液、二

次去离子水和运行缓冲液依次冲洗 # ,-.，# ,-. 和

$ ,-.。每进样两次后更换缓冲溶液。使用后，分别

用 *, # ,79 / # ’6K! 和超纯水冲洗 " ,-.，然后将毛

细管吹干保存。

! ! # ! #" 时间进程曲线的测定

) ) 于 $** !# 样 品 管 中 依 次 加 入 $* !# "*
,,79 / # G! &, * 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液，#* !# *, *!"
,@ / ,#二 氢 叶 酸 溶 液，#* !# 二 氢 叶 酸 还 原 酶

（*, !" 8.-;），" !# *, " ,@ / ,# ’()"! 溶 液，充 分

混匀 # ,-.，分 别 在 室 温 下 放 置，反 应 不 同 时 间（’，

#"，$*，%*，&* ,-.），同 时 做 空 白 实 验（ 即 不 加 二 氢

叶酸还原酶的体系），进行毛细管电泳分析，计算反

应不同时间的四氢叶酸和二氢叶酸峰面积的差值。

! ! # ! $" 抑制剂半数抑制浓度（ *$"*）的测定

) ) 于 $** !# 样 品 管 中 依 次 加 入 !" !# "*
,,79 / # G! &, * 磷酸盐缓冲溶液，" !# 不同浓度的

抑制剂，#* !# *, *!" ,@ / ,# 二氢叶酸溶液，#* !#
二氢 叶 酸 还 原 酶（ *, !" 8.-;），" !# *, " ,@ / ,#
’()"! 溶液，反应总体积 "" !#。充分混匀 # ,-.，

于室温下放置 $* ,-.。同时以 " !# "* ,,79 / # G!
&, * 磷酸盐缓 冲 溶 液 代 替 抑 制 剂 做 对 照 实 验，以 不

加二氢叶酸还原酶的体系做空白实验，毛细管电泳

自动进样分离，以四氢叶酸和二氢叶酸峰面积的差

值计算半数抑制浓度。

#" 结果与讨论

# ! !" 毛细管电泳的分离条件及重现性实验

) ) 分 别 实 验 了 不 同 浓 度 的 G! !, * . (, - 的

!$"K% :>!!"K% 、$!$$KK!:$!$$KK’6、’6!!"K% :

·*(#·
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!""#$%# 、&’()*!"%#、!""+#%$ ·%&#"% 等 几 种 运

行缓冲溶液，发现 ’& ,,-. / 0 的 1# () %* 的硼砂缓

冲溶液可以实现二氢叶酸、四氢叶酸、!23$、!23*
$# 和蛋白酶 ’ 种组分峰的基线分离。并且由于二

氢叶酸还原酶属于碱性蛋白，容易在毛细管管壁产

生吸附，导致蛋白峰的严重拖尾，因此在缓冲溶液中

加入了 &) &&"4 +’(5*+’ 非 离 子 表 面 活 性 剂，使 蛋 白

质的峰形良好。本文确定的毛细管电泳的最佳分离

条件如 下：运 行 缓 冲 液 为 含 &) &&"4 +’(5*+’ 的 1#
() %* ’& ,,-. / 0 的硼砂缓冲溶液，分离温度 "’ 6，

分离电 压 "’ 78，进 样 压 力 + 9 #’ 7$"，进 样 时 间 %&
)，检测波长 "*& :,，电流 %+’ !2。

! ! 于 +&& !0 样 品 管 中 依 次 加 入 +& !0
’& ,,-. / 0 1# ,) & 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液，%& !0 &) &"’
,; / ,0 二 氢 叶 酸 溶 液，%& !0 二 氢 叶 酸 还 原 酶

（&) "’ <:(=），’ !0 &) ’ ,; / ,0 !23$# 溶液。充分

混匀 % ,(:，于室温下放置 +& ,(:，按上述电泳条件

平行测定 , 次，迁移时间、峰面积的重现性（ 以相对

标准偏差（>?3）计）见表 %。

表 !" 毛细管电泳法对体系底物和产物分离的重现性（! - ,）

!"#$% !" &%’()*+,-#-$-./ )0 .1% 2%’"(".-)3 )0
2+#2.(".%2 "3* ’()*+,.2 #/ 45（! - ,）

@-,1-:A:=
B(;’"=(-:
=(,A / ,(:

>?3 -C B(;’"=(-:
=(,A / 4

>?3 -C 1A"7
"’A" / 4

!23$ %+ 9 "& & 9 #* " 9 ,,
D## %# 9 &, & 9 ’" + 9 #%
D#" %# 9 "( & 9 ’, * 9 +#
!23$# %$ 9 "+ & 9 #( & 9 (*

! ! 由表 % 数据可以看出，该体系中各化合物迁移

时间的重现性良好，二氢叶酸的峰面积的重现性相

对较差。由于二氢叶酸不稳定，购买的试剂中含有

一定量的四氢叶酸，需要扣除空白，步骤较为繁琐。

因此在二氢叶酸还原酶抑制反应动力学的研究中，

我们以四氢叶酸和二氢叶酸峰面积的差值来探讨抑

制剂 的 抑 制 效 果，, 次 测 定 的 相 对 标 准 偏 差 为

") $4。

# 6 #" 反应模式的选择

! ! 柱外反 应 模 式 为 反 应 物 在 柱 外 反 应 一 段 时 间

后，加电进样分离。柱上反应模式又称电泳媒介微

分析（EBB2）法，是 将 底 物 和 酶 注 入 毛 细 管（ 淌 度

较 小 的 先 进 样 ），加 一 段 低 电 压；由 于 电 泳 淌 度 不

同，两区带相遇直至完全重叠；充分反应后，加高电

压实现分离。如果反应介质与背景电解质不同，可

以结合部分填充技术（1"’=C(..(:;），采用夹心式进样

模式，进样端毛细管填充酶反应介质*酶*底物*酶*酶
反应介质，其他部分填充背景电解质，用于底物和产

物的分离。

! ! 实验中考察了柱外和柱上两种反应模式的反应

效果并进行了比较，结果 表 明，虽 然 EBB2 法 较 柱

外反应法节省试剂，使反应物的用量由 !0 变为 :0
数量级，易控温，操作简便，省时，但是由于毛细管内

径较细，柱内反应不够彻底，也不好控制，两段相差

很大的电压使得基线不平，检测灵敏度降低，并且夹

心式进样法由于扩散的影响，反应迁移时间和峰面

积的重现性差。因此，最终选择了柱外反应模式，重

现性好，易于控制。

# 6 $" 时间进程曲线

! ! 时间进程曲线反应了体系在不同时间内反应的

状态。图 % 为反应 $，+& 和 ,& ,(: 后 的 电 泳 谱 图。

图 " 为体系中加入 %& !0 酶的时间进程曲线，即按

照“%) ") "”节 中 所 述 的 实 验 方 法，以 不 同 反 应 时 间

的峰面积的差值对反应时间做曲线。曲线方程为：

" - %&,) + . %$") (# / &) $%#"（ 相 关 系 数 为

&) ((( %），其中 # 为反应时间（,(:），" 为四氢叶酸

和二氢叶酸的峰面积差。

! ! 由 图"的 时 间 进 程 曲 线 可 知 ，在 反 应 开 始 到#&

图 !" 不同反应时间条件下体系的电泳谱图

7-86 !" 5$%,.()’1%()8("92 )0 (%",.-)3 2/2.%9 +3*%(
*-00%(%3. (%",.-)3 .-9%2

@F’-,"=-;’", %：$ ,(:；GF’-,"=-;’", "：+& ,(:；GF’-*
,"=-;’", +：,& ,(:9

图 #" 时间进程曲线

7-86 #" !-9% ,)+(2% 0)( .1% %3:/9".-, (%",.-)3

·%(%·
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!"# 时间内，酶促反应保持一定的速率，产物的生成

浓度与反应时间成正比；随着反应时间的不断增加，

反应物 $%! 的浓度不断减少，当底物浓度减少到一

定程度时，$%# 的浓度增加的趋势渐缓，反应速度降

低，曲线逐渐偏离直线。

! ! "# 二氢叶酸还原酶抑制剂的筛选

$ $ 对常见的几种二氢叶酸还原酶抑制剂的抑制效

果进行了实验，计算抑制剂的半数抑制浓度。抑制

剂的抑制率用公式（%）进行计算。

! & " ’ #
"

( %))& （%）

式（%）中 ! 为抑制剂对二氢叶酸还原酶的抑制率；"
为对照组四氢叶酸和二氢叶酸峰面积的差值；# 为

添加抑制剂 之 后 二 氢 叶 酸 和 四 氢 叶 酸 峰 面 积 的 差

值。

$ $ 抑制剂 的 半 数 抑 制 浓 度（ ’(")）为 抑 制 率 达 到

")& 时的抑制剂浓度，以抑制率 ! 对抑制剂的浓度

做标准曲线，由线性方程可求得半数抑制浓度。

$ $ 氨甲喋呤、甲氧苄胺嘧啶和叶酸是二氢叶酸还

原酶常见的抑制剂，用二次去离子水配制不同浓度

的抑制剂溶 液，按 照“%* !* +”节 中 所 示 的 实 验 方 法

进行毛细管 电 泳 分 离，根 据 式（%）计 算 各 种 抑 制 剂

对二氢叶酸还原酶反应的抑制率，由抑制率对抑制

剂浓度作图，得到抑制剂的抑制曲线，由此计算抑制

剂的半数抑制浓度。图 + 为加入氨甲喋呤抑制剂后

的电泳谱图和抑制曲线。计算结果见表 !。

表 !# 二氢叶酸还原酶抑制剂的抑制效果

"#$%& !# "’& ()*&+,- ). /0’-/1).)%#*& 1&/2,*#3& 0+’0$0*)13

’#)"*"+,- ’#)"*"+,-. /012+",# $ ’(") 3（!,4 3 5）

6!/+),7+/-"# % & +" 8 ," - . 8 .%&% ) 8 ///) % 8 ,/ ( %) ’ 0

$,4"9 29": % & ’ " 8 ,/ - . 8 %,&! ) 8 //./ . 8 ). ( %) ’ .

;-"!/+),7-"! % & % 8 ), - %! 8 "!&+ ) 8 ///, + 8 "" ( %) ’ #

$ %：+)/ "#)"*"+,-. -2+/，& ；&：9,#9/#+-2+",#；+)/ 1#"+ ,<
&% ：%) ’ . !,4 3 5；+)/ 1#"+ ,< &! ：%) ’ , !,4 3 5；+)/ 1#"+ ,< &+ ：

%) ’ + !,4 3 58

$ $ 由测定结果可知，氨甲喋呤、甲氧苄胺嘧啶和叶

酸 + 种已知的抑制剂均可以有效地抑制二氢叶酸还

原酶的活性。文献［0］采用紫外分光光 度 法，在 +.
=、7% .* + 的 条 件 下，对 从 大 肠 杆 菌（’()*+$,)*,-
)./,0 ）表达体系中提纯得到的人二氢叶酸还原酶进

行了测定，氨甲喋呤和甲氧苄胺嘧啶的半数抑制浓

度分别为 %* !) ( %) ’ / !,4 3 5 和 0* !" ( %) ’ " !,4 3 5。

本实验的测定值与文献值较为接近，表明该体系可

图 $# （#）加入不同浓度的氨甲喋呤后体系的电泳谱图

和（$）氨甲喋呤的抑制曲线

405! $# （#）6%&,*1)(’&1)51#73 80*’ 9#10)23 #7)2+*3 ).
#7&*’)(*&10+ #+/（$）0+’0$0*0)+ ). #7&*’)(*&10+

0+ &+:-7& 1&#,*0)+
28 +)/ 9,#9/#+-2+",# ,< 2!/+),7+/-"# "# 9)-,!2+,>-2! %：

% ( %) ’ 0 !,4 3 5，+)/ 9,#9/#+-2+",# ,< 2!/+),7+/-"# "# 9)-,!2+?
,>-2! !：+ ( %) ’ . !,4 3 5，+)/ 9,#9/#+-2+",# ,< 2!/+),7+/-"# "#
9)-,!2+,>-2! +：0 ( %) ’ . !,4 3 5； *8 +)/ 9,#9/#+-2+",# ,<
2!/+),7+/-"#：% ( %) ’ 0 ’ 0 ( %) ’ . !,4 3 58

用于二氢叶酸还原酶抑制剂的筛选。
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