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摘要 用正交设计观察了 6种中草药有效成分和三氟啦嗓 ( T F P ) 对钙调素依赖环核普酸 礴酸二

醋酶 ( C a
M
一 P D E ) 激活活性的影响

,

结果表明
: a ) 两面针碱 ( N i t )

、

拼皮素 ( Q u 。 ) 和 T F P

对 C a
M
一 P D E激活活性具有明显抑制作用 ( p < 0

.

0 1 )
,

其抑制强度
:

Q
u e > T F P > N it ;

小粟碱

( B e r )
、

麻黄碱 ( E P h ) 和鱼腥草素 ( H o u ) 对 C a
M
一 P D E无明显作用 ( P > 0

.

0 5 )
,

青藤碱

( S i n ) 对酶的作用可疑
; c )Q u e 与T F p

、

N i t与T F p之间有协同作用
。

结果提示 N i t 和 Q u e可

能是 C a
M拮抗剂

,

两者的作用位点似乎不同于 T F P
。

关健词 环核普酸磷酸二醋酶 钙调素 拮抗剂 两面针碱 拼皮素 正交设计

钙调素 ( c al m o d ul i n
,
C a M )是一种广泛存在于生物界 的重要 C a “ + 受体蛋白

,

具有多

种调节功能 〔工
, 2〕

。

自从 1 9 74 年W ie s s及其同事首先发现三氟啦嗦 ( T F P )抑制 C a M 依 赖环核

昔酸磷酸二酷酶 ( C a M 一P D E ) 以来
,
C a M 及其靶酶与药物相互作 用 的研 究受 到 人 们的关

注
,

陆续发现了多种 C a M拮抗剂〔 3, 。 ,

有的已作为研究 C a M 构象和生理功能 的重 要 工具

〔11 〕 ,

有的可望作为肿瘤治疗或辅助治疗的药物〔。
。

中草药具有作用温和
、

资 源 丰 富等特

点
,

从中草药有效成分中寻找毒性低
、

专一性强的 C a M拮抗剂及激活剂具有重要意 义
。

长春

花碱等中草药有效成分对 C a M一 P D E具有抑制作用〔`
,
5 〕, 两面针碱等对 C a M一 P D E是否有作

用
,

未见文献报道
。

本研究将正交设计应用到 C a M 一 P D E分子模型
,

观察两面针碱 等 6 种中

草药有效成分对 C a M 一P D E激活活性的影响
,

并对药物间的交互作用进行了初步分析
。

1 材料与方法

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 i a产品 ; D E A E一 C e l l u l o s e ,

W h a t m a n
产

品 , 蛇毒
,

中山医科大学药理教研室惠赠
; T F p

,
s i g m a

产 品 ; 两面针碱 (
n i t i d i n e ,

N i t )
,

小璧碱 ( b e
r b e r i n e ,

B e r )和鱼腥草素 ( h
o u t t u y n i n

,
H o u )由中山医科大学天然 药物研究室

提供 , 青藤碱 (s i n o m e in en
,

S i )n 由陕西凤县秦岭植物开发研究所陈冲赠
;
盐酸麻黄碱 ( e p -

h e d r i n e e h l o r i d e
,

E p h ) 扣懈皮素 ( q u e r c e t i n
,

Q u e )购自中国药品生物制品检定所 , 其

余试剂均为分析纯级
。

牛皋丸和牛心取自广州市越秀食品公司
, 一 50 ℃冻存或 新 鲜 使 用

。

53 W B U V / V ls 分光光度计
,

H I T A C H 2I 0 P R一 52 D 型高速冷冻离心机
,

日本
。

2 方法
2

.

1 高纯度 C a M 的制备
:

按文献〔 “
,

了〕的方法
,

从牛攀丸中纯化
。

纯 化 的 C a M具 有 激 活

C a M 一 P D E的能力
,

1 2
.

5% P A G E和 1 2
.

5% S D S一P A G E鉴定呈
一

单一区带
。

2
.

2 C a M 一 P D E的制备
:

参照文献 c8 〕 ,

由牛心肌制备
。

2
.

冬 蛋白质含量的测定
:
按 B r a d f or d法〔幻

,

以 B S A为标 准
。

2
.

4 C a M 一 P D E活性测定
:

按文献卿略加改动
。

反应体系含 1 0 5一 1 5 8协 9 C a M一 P D E
、

药

物
、 4 o m m o l / L T r i s / H C I p H 7

.

5
、

4 o m m o l / L 咪哇
、
5 m m o l / L醋酸 镁

、 0
.

3 3 m m o l / L

*

^ d d r e s s :

Y a n g n o n g l i
,
D e p a r t m e n t o f B i o c h e m i s t r y

,

W
a n n a n M e d i e a l C o ll e g e ,

W
u h u

现在地址
:

北京医科大学生化和生物分子实验室

△美国中华医学会 ( C M B ) 基金资助项目

.
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.



Ca C I
:、

40ng CaM
、

1
.

2m mo 扮 /L e AM P
。

加入
e AM P后立 即计时

, 3 0℃保温 Z o m i n
,

加蛇毒
o

.

l m g
, 3 0℃保温 l o m i n

,

加 5 5% T C A终止反应
。

反应液离心
,

取上清液定磷 〔 1 0〕 ; 此为 C a M

一 D E激活活性
。

不加 c a M
,

并以 o
.

3 3m m o l / L E G T A替代 C a c l
: ,

所测活性为 C a M一 p n E

基础活性
。

2
.

5 实验设计
:

本实验利用 C a M一 P D E分子模型
,

用正交设计来观察 7种因素即S in
、
E p .h

B e r 、

N i t
、

Q u e
、

H o u 和 T E p对 c a M 一p D E激活活性的影响
。

各因素均定为 2个水平 :选用 L : .

( 2
` “
)正交表安排实验

。
l水平浓度为。 , 2水平浓度为 10 0卜m o l选用 L : 。

( 2
: ’ “

)正交表安排实验
。

3 结果

3
.

1 S i n
、

E p h
、

E e r
、

N i t
、

Q u e 、
H o u 和 T F P对 C a M 一P D E激活活性的影响

:

由麦 l可

知
,

B e r
、

E p h和 H o u对 C a M 一p D E活性无明显作用 ( p > 0
.

0 5 )
,

而 Q u e
、

T F P
、

s i n和 N i t对

c a M 一 P D E的 C a M 激活活性有显著抑制作用 (尸< 0
.

0 1 )
,

从 R值来看
,

抑制强度 是 Q u e >

T F P > s i n > N i t
。

此外
,

交互作用 B e r x E p h
、

B e r x H o u
、

E P h x H o u
、

E p h x N i t也不容

忽视
。

裹 1 6种中草药有效成分对 C a

除 P O E滋活活性的影晌

列号

因素 B e t E P h B e r x E P h H o u B . r x H o u E P h x
H

o u

1
。
0 7 0

1
。

8 0 1

0 。 1 3 8

1
。
3 1 7

0
。
7 8 0

7
。

3 8 8

1
。
1 5 9

0
。

9 9 2

2
。

0 8 8

1
。
3 2 2

0
。

8 2 9

6
。

1 6 2

1
。
3 5 9

0
。

8 9 1

4
。

6 1 2

1
。
0 8 5

1
。
0 6 6

0 。 2 3 8

> 0
。
0 5 > 0

。
0 5 < 0

。

0 1 > 0
。

0 5 < 0
。 0 1 > 0

。

0 1

j
19曰X
`

日KKR妇尸

1 3 1 5

. . . . . . . . . . . . . . . .

8 q 1 0 1 1 1 2 1

一一
`1 4

N i t E P h x
N i t O u e 5 i n T F P

.

1
。

2 4 4

0
。 9 0 7

4 。
2! 2

1
。

0 7 3

1
。

0 7 8

一

0
。

0 6 2

1 。
19 9

0
。

9 5 2

3
。

0 8 8

1
。
46 6

0
。

6 8 5

9
。
7 6 2

1
。

0 5 6

1
。

0 9 5

一
0

。
0 4 9

l
。 3 1 7

0
。

8 3 4

0
。

0 3 8

i 。 3 9 3

0
。

7 5 8

7
。

9 3 7

l 一 1 3 2

1
。

0 1 9

l
。
4 1 3

< 0 。
0 1 一 < 0

。
0 5 < 0 。 0 1 一 < 0

。

0 1 < 0
。

0 1 一

△本实验按 L 1 6 ( 2
’ . )正交表设计

为了使 实验结果更可靠
,

我们还用 L 。

.
C a

M拮抗剂作为阳性对照

裹2

( 2
7
)正交表安排了实验

,

除 S i n和 B e r x E P h

的作用有 出入外
,

其余结果都一致
。

3批正

交试验结果均表明 Q u e
、

T F P和 N i t 能显著

抑制 C a M 一 D E P 激活活性 ( p < 0
.

0 1 )
。

因此
,

我们对Q u e
、

N it 和 T F P作了进一步分析
。

3
.

2 N i t
、

Q u e和 T F P之间的交互作用
:

本

Q u e x N i t
,

Q u e x T F P及N i t x T F P

交互作用分析裹

Q u e :

Q
二 e Z

0
。

5 9 9

0 。
5 8 0

0
。
0 4 7

O
。

2 2 2

N i t l N i t Z

N i t l

N i t Z

T F P I

T F P Z

2
。
3 43

1
。

7 95

3
。 4 9 5

0
。
6 4 3

。
2 7 4

。
6 6 8

。
1 6 8

。
3 0 7

项试验通过分析 N it
、

Q u e和 T F P的交互作
’

Q
u 。

表示 Q ue 取 1水平
,

余类推

用
,

试图得到有关Q u e 、
N it 作用位点的信息

。
3种 药均取 2个水平

, 1水平浓度为 0 , 2水平浓

度为
。 0协m o l / L

,

结果见表2
。

当 N i t和Q u e取 2水平
,
T F P取 2水平时对 c a M 一p D E激活活性的

抑 制作用更强
,

这说明在对 酶激活活性 的抑制上
,

Q u e 与 T P F
、

N i t 与T F P之间 具有协 同
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作用
。

4讨论

本实验将正交设计应用到 Ca M一 P E D分子模型
,

从中草药有效成分中筛 选 C a M 一 P D E

拮抗剂
,

能同时研究多个药物的作用
,

具有实验条件均一
,

对 比性强
、

结果 可 靠
、

经济
、

速等优点
。

实验不仅能从统计学角度得出何药有作用
,

何药无作用
,

而且还能从R 值直观快

判断何药作用强
,

何药作用弱
。

本实验表明Q u e 、
T F P和 N it 是 C a M一 P D E的拮抗剂

,

其中

Q u e和 T F P 与文献结果 〔峨
, “ 〕相符

,

N i t未见文献报道
。

我们还 观 察 到 Q u e
、

T F P和 N i t对

C a M 一 P D E基础活性几乎无影响
,

而对该酶的 C a M激活活性有明显抑制作用
,
I C

S。

值分别为

1 1
、

17 和 86 件m ol / L (另文发表 )
,

其强弱顺序与正交试验结果一致
。

值得一提的是正交设计虽然具有上述优点
,

但不是只做一批实验 即可作出可靠的结论
。

表

l中 S i n ( 13列 )对 C a M 一 P D E活性具有抑制作用
,

但与用 L
:

( 2
7
)正交表安排实验所得结果 (观

察资料 )不一致
。

为此
,

作者进一步观察了 0一 5 0叩 m ol / L is
n刘 C a M 一P D E基础活性和激活

活性的影响
,

结果表明s in 对酶活性不仅无抑制作用
,

反而对 C a M 一P D E的激活活性似有轻微

激活作用
。

表 1中 S i n ( 13列 )对 C a M一 P D E活性的抑制作用可能系 Q u e
( 1 2 列 ) 和 E p h x H o u

( 6列 )的交互作用存于该 列所致
。

C a M及其靶酶与C a M拮抗剂相互作用的研究
,

除用动力学方法外
,

目前多采用 生 物物理

学的手段 c4
,

11 〕
。

己知 C a M 上有多个位点与其拮抗剂和靶蛋白相互作用〔 4〕
。

T F P 是研
’

究得较

为清楚的C a M拮抗剂
,

用正交设计分析Q
`
le

、

N it 和 T F P之间的交互作用
,

结果表明Q u e与

T F P
、

N it 与 T F P之间有协 同作用
,

提示 Q u e和 N it 在 C a M 一 P D E反应体系中作用位点可能

不 同于 T F P
。
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