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摘要：建立了一种快速、高效测定天冬酰胺合成酶 7（89,7）酶活性的反相高效液相色谱法（:;,<;=>）。酶反应体

系中的氨基酸经 !，% ,二硝基氟苯（?(@7）柱前 衍 生，通 过 :;,<;=> 测 定 酶 反 应 体 系 前 后 底 物 及 产 物 的 变 化 来 分

析酶的活性。采用的色谱柱为 82/#*1A >(* 柱（!’" -- . %/ , --，’ !-），以 ’" --&# B = 醋酸钠缓冲液（C< ,/ !）,乙
腈（ 体积比为 (’0 *’）为流动相，流速为 (/ " -= B -/1，柱温为 )" D ，检测波长 ),’ 1-，于 , -/1 内 实 现 了 各 组 分 的

基线分离。通过该方法测定反应动力学参数进行 89,7 的抑制定量分析。将已知 89,7 抑制剂 =,谷氨酸 ,!,甲酯作

用于酶反应体系，测得的抑制剂的抑制常数与文献值相接近，证明该方法可用于 89,7 抑制剂的筛选。
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! ! 天冬酰胺合 成 酶 !（ "#$"%"&’() #*(+,)+"#) !，

-./!）（01 #$ %$ &$ "）是 广 泛 存 在 于 原 核 和 真 核 生

物体内的一类氨基转移酶，以氨或谷氨酰胺以及天

冬氨 酸 为 底 物 催 化 天 冬 酰 胺 的 生 物 合 成。 它 是

’((( 年新发现的除草剂作用靶标酶，单萜烯化合物

)，" /桉树脑及其衍生物环庚草醚可以抑制 -./! 的

活性［)］，从而影 响 植 物 蛋 白 的 合 成，导 致 植 物 的 死

亡。研究也表明急性淋巴细胞性白血病（-22）细胞

对治疗剂天冬酰胺酶（-.3"#)）抗性的产生与 -./!
的表达相关［’］，体 外 实 验 显 示 -./! 的 抑 制 剂 "4)/
(*5"+)4 #65789’:’() 可 以 抑 制 -.3"#) 抗 性 的

;<2=/" 细胞的生长［%］，这为 -./! 抑制剂可以作为

临床上 -22 的治疗剂提供了 直 接 的 证 据。’((# 年

加拿大的 >)( 等［"］揭示了 -./! 与结核病的病原菌

!" #$%&’($)*+,+ 对多种抗生素的先天抵抗力有关，

这将为设计治疗非典型分支杆菌感染的药物提供新

的策略。目前关于 -./! 的特异性抑制剂还处于研

发阶段，因此抑制剂高效筛选方法的建立将会极大

提高化合物的筛选效率。

! ! 国内尚无 有 关 -./! 活 性 测 定 的 报 道，国 外 的

分析方法包括 )"1 标记法或通过测量酶反应中生成

的焦 磷 酸 来 测 定 -./! 酶 活 性 及 其 抑 制 剂 抑 制

率［& * +］，但这两种方法对设备 条 件 的 要 求 较 高 或 成

本较高。另外，通过测定酶反应体系中氨基酸量的

变化也可作 为 研 究 -./! 酶 活 性 的 方 法 之 一［%，,，-］。

氨 基 酸 的 检 测 方 法 主 要 有 高 效 液 相 色 谱 法

（?@21）、毛 细 管 电 泳 法 和 氨 基 酸 分 析 仪 测 定

法［)( * )’］，但毛细管电泳和氨基酸分析仪需要专门的

仪器设备，考 虑 到 一 机 多 用，大 多 数 的 研 究 者 采 用

?@21 方法［))，)%］。’，" /二硝基氟苯（A3B!）是氨基

酸柱前衍生常 用 的 衍 生 试 剂 之 一，在 避 光、#( C 条

件下，能与一、二级氨基酸反应生成一种稳定的衍生

产物，该衍生 物 在 %#& (: 波 长 处 有 较 强 的 紫 外 吸

收。本文在 借 鉴 前 人 研 究 的 基 础 上［%，-］，以 A3B!
为衍生试剂将酶反应体系中的氨基酸衍生化后，通

过 1), 反相色谱柱在 # :’( 内实现了谷氨酸（D56）、

谷氨酰胺（D5(）、天冬氨酸（-#$）、天 冬 酰 胺（-#(）

衍生物（A3@/氨 基 酸 ）的 很 好 分 离，分 析 时 间 大 为

缩短；并利用反应体系中氨基酸量的变化计算有关

反应动力 学 参 数 来 研 究 酶 的 活 性。 将 该 体 系 用 于

-./! 抑制剂的筛选，结果令人满意。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

! ! -&’5)(+ ))(( 高 效 液 相 色 谱 仪，包 括 四 元 泵

（D)%))-）、在 线 真 空 脱 气 机（D)%+--）、紫 外 检 测

器（ D)%)&!）、柱 温 箱（ D)%)#-）、手 动 进 样 器

（D)’’,!）和 -&’5)(+ 色 谱 工 作 站（ 美 国 -&’5)(+ 公

司）；EF/’’(( 型超声波清洗器（ 昆山市超声仪器有

限公司 ）；A.G/’ /" 水 浴 锅（ 余 姚 市 长 江 温 度 仪 表

厂）；;’55’/F 纯水系统（ 美国 ;’55’$8%) 公司）。

! ! 大豆 -./! 由本实验室通过基因工程菌表达纯

化获得；A3B!、D56、-#$、D5(、-#( 和 三 磷 酸 腺 苷

（-=@）购自 .’&:" 公司；抑制剂 2/谷氨酸/!/甲酯购

自梯希爱（ 上海）化成有限公司；碳酸氢钠和醋酸钠

为国产分析 纯；乙 腈 为 色 谱 纯（ 迪 马 公 司）；水 为 去

离子水。

! ! #" 色谱条件

! ! 色谱柱为 -&’5)(+ 1), 柱（)&( :: . "$ # ::，&

!:），流动相为乙腈/&( ::85 H 2 醋酸钠缓冲液（$?
#$ ’）（ 体积比为 )& / ,&），流速为 ) :2 H :’(，检测波

长为 %#& (:，柱温为 %( C，进样量为 )( !2。

! ! $" 标准溶液的配制

! ! 天冬酰胺标准溶液：准 确 称 取 2/-#( 固 体 粉 末

’& :&，加入适 量 的 )(( ::85 H 2 =%’#（ 三 羟 甲 基 氨

基甲烷）/?15 缓冲溶液（$? ,$ (）使其溶解，并稀释

至 ’& :2，配成 ) & H 2 标准储备溶液。适当稀 释 标

准储 备 溶 液，配 制 质 量 浓 度 分 别 为 ,((，#((，"((，

)((，&( !& H 2 的标准溶液。

! ! 氨基酸 混 合 液：分 别 准 确 称 取 2/D56、2/-#$、2/
D5( 和 2/-#( 固 体 粉 末 各 ’& :&，加 入 适 量 的 )((
::85 H 2 =%’#/?15 缓冲溶液（$? ,$ (）使 其 溶 解，并

稀释至 ’& :2，配 成 每 种 氨 基 酸 的 质 量 浓 度 均 为 )
& H 2 的标准溶液。

! ! %" 酶反应和衍生化反应

! ! 酶反应 和 衍 生 化 反 应 主 要 参 考 文 献［-，)"］的

方法 进 行。酶 反 应 体 系 的 组 成：)(( ::85 H 2 =%’#/
?15 缓 冲 溶 液（ $? ,$ ( ）、)(( ::85 H 2 3"15、&
::85 H 2 -=@、)( ::85 H 2 ;&15’ 、)( ::85 H 2 2/
-#$、)( ::85 H 2 2/D5( 和 ’ !& 大 豆 -./!，总 体 积

为 ) :2，充 分 混 匀 后 于 %+ C 水 浴 锅 中 反 应 )&
:’(，随后加入 &(( !2 乙 醇 并 置 于 沸 水 浴 中 & :’(
终止 反 应，然 后 于 )% ((( % H :’( 速 率 下 离 心 )&
:’(，收集上 清 液 备 用。同 时 以 不 加 酶 的 反 应 体 系

做空白实验。

! ! 取上述溶液 )(( !2，加入 ’(( !2 &(( ::85 H 2
碳酸钠溶液（$? -$ (）、’( !2 二甲基亚砜（A;.<）

和 # !2 ’(I A3B! 的乙醇溶液，混匀后置于 #( C
水浴中避 光 反 应 ) ,，待 冷 却 后 取 出 )(( !2，用 )(
::85 H 2 磷酸盐缓冲液（$? +$ (）稀释至 ) :2，经滤

膜过滤，滤液供 ?@21 分析。
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! ! "# 抑制剂抑制常数的测定

# # 反应体系的组成：$%% !!"# $ % &’()*+,# 缓冲液

（-+ &’ %）、$%% !!"# $ % ./,#、( !!"# $ % 0&1、$%
!!"# $ % 23,#! 、$% !!"# $ % %*0)-、$% !!"# $ % %*
4#5、! !3 大 豆 06*7 及 各 种 浓 度 的 抑 制 剂 %*谷 氨

酸*!*甲酯，总 体 积 为 $ !%，充 分 混 匀 后 于 )" 8 水

浴锅中反应 $( !(5，随 后 加 入 (%% !% 乙 醇 并 置 于

沸水浴中 ( !(5 终止反应，然 后 于 $) %%% ’ $ !(5 速

率下离心 $( !(5，收集上清液备用。同时以不加抑

制剂的反应体 系 做 对 照 实 验，以 不 加 06*7 的 体 系

做空白实验，样品经 +1%, 分析后，通过双倒数图计

算出 06*7 的表观米氏常数，最终求出 06*7 抑制剂

的抑制常数。

$# 结果与讨论

$ ! !# "#天冬酰胺的线性范围

# # 将配制的一系列天冬酰胺标准液衍生化，然后

按照上述色谱条件进样分析，每个样品测定 ( 次，测

定峰面积，并取平均值。以衍生化产物 9.1*0)5 的

峰面积为纵坐标 !、其质量浓度为横坐标 "（!3 $ %）

绘制标准曲线，得线性回归方程为 ! * !’ !+, +" -
$%!’ +，# * %’ ... ,，表明天冬酰胺的质量浓度为 $%%
/ &%% !3 $ % 时，其峰面积与浓度之间呈良好的线性

关系。

$ ! $# 高效液相色谱分离条件的优化

# # 采用 的 流 动 相 体 系 为 乙 腈*醋 酸 盐（ -+ +’ !），

但乙腈浓度达到 !%:（ 体积分数）可导致 9.1*0)-
和 9.1*4#; 的 峰 重 叠，而 乙 腈 浓 度 低 于 $%: 时

9.1*0)5 和 9.1*<+ 的峰重叠。通 过 不 同 浓 度 的

试验最终确定 流 动 相 中 乙 腈 的 浓 度 为 $(:，此 时 ,
种氨基酸的分离度较好且出峰时间短（ 见图 $）。

图 !# "#$%&，"#’()，"#$%* 和 "#’(* 混合标准衍生物的色谱图

+,-! !# ./012341-032 15 4/6 760,834,86% 15 "#$%&，

"#’()，"#$%* 3*7 "#’(* %43*7307%
$ = %*0)-；! = %*4#;；) = %*0)5；, = %*4#5；( = 9.1*<+=

$ ! %# 酶反应产物的分离

# # 将酶活反应液及对照反应液按 $’ , 节的方法处

理，衍生后进样测定，每个样品测定 ) 次，色谱图见

图 !。由图 ! 可 以 看 出，酶 促 反 应 中 的 生 成 物 天 冬

酰胺与其他组分分离完全，不影响天冬酰胺的测定。

图 $# （3）对照反应液及（9）酶促反应液衍生物的色谱图

+,-! $# ./012341-032% 15 4/6 760,834,86% 15（3）9(3*:
;12&30,%1* 3*7 （ 9 ） 4/6 6*<=234,; 063;4,1*
2,>4)06

$ = %*0)-；! = %*4#;；) = %*0)5；, = %*4#5；( = 9.1*<+=

$ ! &# 加标回收率及精密度

# # 取 , 份相同的酶促反应液样品各 %’ . !%，其中

$ 份为本底，其余 ) 份分别加 入 低、中、高 ) 种 浓 度

的 %*天冬酰胺标准溶液 $%% !%，按前述方法进行衍

生。取 $% !% 衍生物进样测定，各进样 ( 次，结果见

表 $。由表 $ 可见方法的回收率和精密度较好。

表 !# 酶促反应液样品中 "#天冬酰胺的

加标回收率和精密度（! ’ "）

?39(6 !# @6;1860= 3*7 @AB 15 "#3%&303-,*6 ,* 3*
6*<=234,; 063;4,1* 2,>4)06（! ’ "）

0>>?> $（!3 $ %） @";5> $（!3 $ %） A?B"C?’D $ : A69 $ :
$(% = % $,. = ( .. = " $ = $)
(%% = % ,." = + .. = ( $ = %(
"%% = % "%% = + $%% = $ $ = !%

$ ! "# $A#C 抑制剂抑制常数的测定

# # 对 06*7 抑制剂 %*谷氨酸*!*甲酯的抑制效果进

行了实验，计算抑制剂的抑制常数。固定酶和其他

底物的浓度，改变底物谷氨酰胺的浓度，测定不同浓

·,",·
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度抑制剂 对 酶 活 力 的 影 响，由 "#$%&%’(%)*!+), 双

倒数作图得到一组纵轴截距不变的直线，说明这组

抑制剂浓度不影响最大反应速度 !-’.，只影响米氏

常数 "- ，其抑制机理表现为竞争性类型。以不同浓

度抑 制 剂 下 测 定 的 表 观 米 氏 常 数 "-（ ’//）对 抑 制 剂

的浓度 #（--01 2 "）做 标 准 曲 线，得 到 的 线 性 方 程

为 "-（ ’//） # $ %& ’(’# ) *& "’，$ # %& ++(，其 横 轴 截

距 (& ,- --01 2 " 即为抑制剂的抑制常数。

! ! 文献曾 报 道 抑 制 剂 "*谷 氨 酸*!*甲 酯 对 来 源 于

!%&$%’ ()’*+$,+ 及大肠杆菌的 34*! 的抑制常数分

别为 .& + --01 2 " 和 ,& , --01 2 "［*(，*,］。本 实 验 的

测定值 与 文 献 值 较 为 接 近，表 明 该 体 系 可 以 用 于

34*! 抑制剂的高通量筛选。

!" 结论

! ! 本实验采用反相高效液相色谱柱前衍生法实现

了 34*! 酶反应 体 系 中 各 氨 基 酸 组 分 的 分 离，通 过

反应前后天冬酰胺量的变化可用于分析酶的活性。

该方法灵敏度高，分析时间较短，可用于 34*! 特异

性抑制剂的高通量筛选，在实际工作中具有很高的

应用价值。
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