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两面针碱对钙调蛋白依赖环核昔酸

磷酸二醋酶的抑制作用
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提 要 以钙调蛋 白依赖环核普酸磷酸二醋酶 ( C a M 一 P D E ) 为分子模型
,

应用正交试验证实两面针碱 ( iN
-

t id i n e ,

N i t )是一种新的 C a M 拮抗剂
.

实验结果表明
:

① N i t 抑制 C a M 一 P D E 活性 I e s 。为 56拌m o l / L
。

② 7 5拌m o l /

L N i t 对 。 ~ s o n g / m l e a M 存在 下
,

C
a

M 一 p D E V m a x 基本不变
,

半激活 浓度 ( A C 。。 )增大
,

抑制常数 ( K i ) 为

6 6拜m o l / L
。

提示 N孟t 以竞争方式拮抗 e
a

M 对其靶酶 ( P D E )的活化
。

③ 7 5拜m o l / L N i t 对 e
a

M 一 P n E 抑制动力学

研究
:

改变底物 ( e A M P )浓度
,

e a M 一 P D E 的 V二
二

减少
,

米氏常数 ( K 二 )值增大
,

K `
为 6 4 拌rn o l / L

, a

> 1
.

提示 N i t

对 C
a

M 一 P D E 的抑制作用是非竞争一竞争性混 合型抑制
.

由此推测 N it 可能通过与 C
a

M 竞争酶分子上的 C
a

M

结合位点从 而抑制 C a M 一 P D E 的激活活性
。
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1 9 5 8 年 A rt h盯 等从香港产的两面针植物中分

离出一种新的生物碱即两面针碱 ( N i t id in e ,

N it )
。

1 4

年后
,

M all 首次发现 iN t 具有很强的抗小鼠白血病

L
1 2 1。

的活性 [ ’ ]
。

有关 N it 与钙调蛋白 ( 。 a lm o
d

u li n
,

C
a
M )及其靶酶作用的研究迄今未见报道

。

鉴于肿瘤

细胞中 C a
M 水平增高2[]

。

C
a
M 拮抗剂具有潜在的

抗癌作用
。

我们推测 iN t 很可能是一种 C a
M 拮抗

剂
。

为此
,

本研究 以 C a
M 依赖环核昔酸磷酸二酷酶

( C
a
M 一 P D E ) 为分子 模型

,

用 正交 法观察 N it 对

C
a
M 一 P D E 的影响

。

现将 N it 对 C
a
M 的抑制作用和

动力学研究结果报道如下
。
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1 材 料

D E A E 一 S
e p h a

d
e x

A 一 2 5 ( P h
a r m a e ia 公司 ) ;

D E A E 一 C
e l l u l o s e

( W h
a t m a n

公司 ) ; c
A M P ( 上海东

风试剂厂 ) iN
t 和眼镜蛇毒分别 由本校天然药物研

究室和药理教研室 惠赠
,
其余试剂为分析纯级

,

牛辜

丸和牛心取 自广 州市越秀食品公司
,

一 50 ℃ 冻存或

新鲜使用
,

高速冷冻离心机 ( H I T A C H I 20 P R 一 5 2D

型 日立公司
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 C a
M 的制备 参照 G

u [ ,」的方法
。

纯化的牛

皋丸 C
a
M 具有激活 C a

M 一 P l ) E 的能力
,

半激活浓

度 ( A C
S。
)为 1 6 n g / m l

,

P A G E 和 S D S 一 P A G E 鉴定

呈单一电泳区带
。

1
.

2
.

2 C
a
M 一 P D E 的制备 参照 H o [` ]的方法

。

从

牛心肌中制备
,

最后经 D E A E 一 C el l ul os
e
层析

,

收集

C
a Z十

/C
a
M 依赖活性峰管

,

激活倍数为 8 倍
,

分装

一 2。℃冻存备用
。

1
.

2
.

3 C
a
M 一 P D E 活性 测定 参照 H ol

4 ]的方法加

以改良
。

反应体系含 10 个单位 C
a
M 一 P D E ( I U 一 水

解 I n m o
l /L

e
A M P /m in )

,

4 o m m o
l /L T

r is 一 H C I pH

7
.

5
,

4 o m m o l / L 咪哇
,
s m m o

l /L 醋酸镁
,
0

.

3 s m m o
l /

L C
a
C 1

2 ,

4 o n g C
a 入工

,
z

.

Zm m o
l / L

e A M p
,

加 入

c
A M P 后立即计时

,

30 ℃水浴保温 2 0m in 后加入 眼

镜蛇毒 0
.

l m g
,

继续保温 l o im n ,

加入 55 %三氯醋酸

0
.

l m l终止 反应
。

离心
,

取上清液测定无机磷川
:

所

测活性为 C a
M 一 P D E 激活活性

。

不加 C
a
M

,

并以 0
.

33 m m ol L/ E G T A 替代 C
a
CI

: ,

所测活性为 C
a
M 一

P D E 基础活性
。

观察药物作用和酶动力学实验
;
即

在上述基础 上
,

加药
,

改变 C
a
M 或

c
A M P 浓度

。

1
.

2
.

4 蛋 白质浓度测定 参照 B r a d f
o r d l “ 1

的方法
。

2 结 果

本研究 由中华医学基金会资助 ;

第一作者
,

19 3 8 年出生
,

男
,

副教授 ;
第二作者为卫生部国 内访 问学者 (皖南 医学院 ) ;
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两面针碱对钙调蛋白依赖环核昔酸磷酸二酷酶的抑制作用

2
.

1 N it 对 C
a
M 一 P D E 活性的影响

iN t 对 C
a
M 一 P D E 的激活活性有较强的抑制作

用
,

cI
s 。

为 8 6拌m ol / L
,

曲线拟合方程为 y 一 103
.

5 一

0
.

s l o l x + 0
.

0 0 2 3 0 0 x 2 ; N i t 对 C
a
M 一 P D E 的基础活

性几乎无影响 (附图 )
。

2
.

2 N it 对不同 C
a
M 浓度时的 C

a
M 一 P D E 活

性影响

测定分为 2 组 ; iN t 浓度分别为 。 和 75 拌m ol / L
,

结果见表 1
。

用 4 种方法对 (表 1) 的数据进行转换
,

建立直线回归方程
,

求得 V m ax 和 A C
S。 (表 2 )

。

100

}、 一姗雕
80 } 军

~
擞括活性

表 1 C a M 浓度对 N i t 抑制 C a M 一 P D E 活性影响

P D E 活性 ( U ” / m g )

C a M ( n g / m l )

对照 N i t Z )

0
.

0 1 2 7

2 1

2 4

l 4

14

ǎ冰)刘地目口d

4 0
.

0
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月000
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5 0 20 0 150 20 0 之丽二丽
N i t 浓度 (拌m

o l / L )
8 0

.
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1 ) I U = 水解 I n nr o l e A M P / m i n ; 2 ) N i t 一 7 5“ m o l / L

附图 N i t 对 C
a
M 一 P D E 活性的影响 ( , ,= 3 )

表 2 4 种不 同方法计算 e a M 一 P D E 的 A C 。。和 v 一
x

作图方法
A C s o

( n g / m l ) V .
二
( U , ) / m g )

对 照 N i t Z ) 对 照 N i t Z)
对 照 N i t Z)

n乙OU,工Q曰ōh工Jdōh亡d几hùÒ月r勺自
.

…
nJOQ甘Oō11q̀1二,且11AOù0.

…
nn己O曰O曰

,1L i n e
w

e a v e r
一 B u r

k 法

cS
o t t 法

cS
a t e b a r d 法

H i l l 法
3 )

4 6

5 7

5 7

5 6

0
.

9 9 6 5

0
.

9 9 8 5

一 0
.

9 8 7 9

0
.

9 8 7 0

0
.

9 7 3 6

0
.

9 9 19

一 0
.

8 7 3 9

0
.

9 8 5 6

1 ) I U = 水解 I n nr o l e
A M P / m i n ; 2 ) N i t = 7 5拼m o l / L ; 3 ) V 二 . x

计算和校正 (参见文献 7 )

由表 2 可以看出
,

有 N it 时 A C 50 增大
,

V 二 . 二

基本

不变
。

可以认为 iN t 是 C
a
M 竟争性拮抗剂

。

iN
t 的 iK

为 6 6科m o
l / L

。

2
.

3 iN t 对 C
a
M 一 P D E 抑制动力学研究

本实验测定了 N it 浓度为 。和 75 拜m ol / L 时
,

不

同底物浓度 (c A M P )对 C a
M 一 P D E 激活活性的影

响 (表 3 )
。

用 L in e w
e a v e r 一 B u r k 法对 (表 3 )数据进行转

换
,

建立直线回归方程
,

求得 K
二
和 V 。 . 二 ,

结果表明
:

在 iN
t 存在时

,

改 变
c
A M P 浓度

,

C
a
M 一 P D E 的

V 、
二

减少
,

K
.

值增大
,

K 为 6 4拌m o
l / L

, a ~ 2
.

7 5 (即
。

> 1) 提示 iN t 对 C
a
M 一 P D E 的抑制作用是非竞争

一竞争性混合型抑制
。

表 3 C
A M P 浓度对 N it 抑制 C

a

M 一 PD E 活性 影响 3 讨 论
e A M P ( nr nr o l / L )

p D E 活性 ( U
, ) / m g )

对照 N i t Z )

l ) I U ~ 水解 I n rn o l C A M P / m i n ; 2 ) N i t = 75户m o l / L

C
a
M 对其靶酶 如 C a

M 一 P D E 的激活有赖于

C a
M 与 C aZ +

结合之后其分子构象的改变
,

分子螺旋

度增加
,

暴露出疏水区
,

从而与靶酶的相应部位结合

使之激活
。

阻断 C
a
M 这一功能的实现可通过以下几

种方式
:

①降低 C a汁 ,

②金属离子与 C
a
M 结合 ,③

药物 与 C
a +2 一 C a

M 络合物结 合 ,④ 药物作用于
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C
a
M 的结合位点 ;⑤药物与 ca M 靶酶的活性 中心

结合〔, o ] .

本实验观察到 N it 对 C
a
M一 P D E 的激活活

性具有抑制作用
,

而对其基础活性几乎无影响
,

提示

iN t 是一种 C a
M 拮抗剂

.

iN t 与 aC M 作用的动力学

实验表明
:

在 iN t 存在时
,

V .
二

基本不变
,

而 A C 、。

值

增大
,

提示 iN t 是 C a
M 的竞争性拮抗剂

。

进一步研

究 N it 对 C
a
M 一 P D E 抑制作用的动力学

,

结果是在

N i t 存在时改变底物 ( e AM P )浓度
,

C a
M 一 P D E 的

V 。 二

减少
,

K
.

值增大
,

并且随着底物 ( c A M P ) 的增

加
,

抑制程度降低
,

表 明 iN t 是 C a
M 一 P D E 的非竞

争一竞争性混合型抑制剂
。

因此我们推测 iN t 可能

通过方式④
,

即与 C
a
M 竞争酶上的 C a

M 结合位点

来抑制 C a
M 对酶的活化

。

至于 N i t 对 C
a
M 一 P n E

的基础活性无明显作用
,

却是 C a
M 活化酶非竞争 一

竞争性混合型抑制剂
。

怎样解释 ?我们认为可能是在

C a , 十
和 C a

M 作用下促使 P D E 构象变化所致
。

(本校生化教研室马涧泉教授热情指导
,

天然药物研究

室王玫李教授惠赠两面针碱
,

深表感谢 )
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