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　　摘要：家蚕酪氨酸羟化酶（ＢｍＴＨ）是一种以酪氨酸为底物、铁离子和四氢生物喋呤为辅因子，可催化氧化酪氨酸
形成多巴的芳香族氨基酸羟化酶，目前检测分析酪氨酸羟化酶活性的方法耗时、繁琐且工作量大。建立了分光光度计

检测法快速测定家蚕酪氨酸羟化酶活性的新方法，采用高碘酸钠氧化反应产物 Ｌ－多巴生成多巴色素发色团，其在
４７５ｎｍ处有最高吸收峰。该方法快速准确，可用于酪氨酸羟化酶活性的测定。
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　　酪氨酸羟化酶（ＴＨ）在多巴胺（ＤＡ）的合成体系中是限速
步骤，氧化酪氨酸为左旋多巴（Ｌ－ｄｏｐａ），并进一步氧化为多
巴胺［１－２］。目前检测酪氨酸羟化酶活性的分析方法很多，包

括用放射性同位素化学法［３－６］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）分析
Ｌ－ｄｏｐａ的生成、二氧化碳碳十四的捕获［７－１１］。这些检测酪

氨酸羟化酶活性的方法都是可行的选择，但是这些检测方法

具有相当大的缺点。首先，这些方法是耗时的，例如高效液相

色谱法分析须要平均每２０ｍｉｎ采１次样，导致试验和数据分
析［８，１０］之间相当大的时间间隔。其次，常见酪氨酸羟化酶活

性的检测方法为放射性标记法，这些放射性的物质须要隔离，

须要购买昂贵的放射化学药品，并且涉及特殊的处理。如氚

释放试验要求广泛的繁琐后期检测工作，从反应混合物中分

离氚化水［７］；而另一种方法必须捕获二氧化碳碳十四，并且

检测碳十四。这２种检测方法都是耗时而缓慢的，并涉及液
体闪烁计数［１２－１３］。其次，这些方法中测定每一个产物的形成

发生在固定的时间点，不能实时检测酪氨酸羟化酶活性。本

研究采用基因重组家蚕酪氨酸羟化酶（ＢｍＴＨ）开发一种新的
实时检测方法，通过分光光度法监测生产的 Ｌ－ｄｏｐａ用以测
量ＢｍＴＨ活性，用高碘酸钠氧化Ｌ－ｄｏｐａ产生多巴色素，其在
４７５ｎｍ处有峰值。该方法简洁、灵敏、迅速，且对身体没有辐
射，方便推广使用，并可用于体内、体外ＴＨ活性的检测。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
高速离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；ＫＳ－Ｃ细胞破碎仪（浙

江宁波科生仪器厂）。

Ｌ－酪氨酸（Ｌ－Ｔｙｒｏｓｉｎｅ）、四氢生物蝶呤（ＢＨ４）、４－羟
乙基哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）、高碘酸钠和所有其他化学品均购

自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司（ＵＳＡ），除非另有说明。
１．２　反应液条件

采用反应液 Ａ和 Ｂ的混合液：将 ＴＨ、四氢生物蝶呤
（ＢＨ４）、Ｌ－酪氨酸、铁（Ⅱ）在冰上进行预混合孵育６ｍｉｎ（混
合液Ａ）；第２混合液使用浓度为１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（ｐＨ值
６８）的缓冲液配制高碘酸钠（混合液Ｂ）。Ａ和 Ｂ以１∶１的
比例混合，总体积 ８００μＬ，使酪氨酸羟化酶、ＢＨ４、亚铁
（ＦｅＳＯ４）、酪氨酸、高碘酸的终浓度分别为 ０．６２５μｇ／μＬ、
０．３ｍｍｏｌ／Ｌ、３μｍｏｌ／Ｌ、５５μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ。混合液于
３７℃ 孵育３０ｍｉｎ后转入石英比色皿中检测。
１．３　酪氨酸羟化酶的制备

体外表达家蚕ＴＨ样品的制备：家蚕ＴＨ开放阅读框被亚
克隆到表达载体 ｐＥＴ－２８－（ａ＋）上，用 ｐＥＴ－２８（ａ＋）－
ＢｍＴＨ的重组载体转化ＢＬ－２１（ＤＥ３）大肠杆菌。在３ｍＬ的
ＬＢ培养基中补充３μＬ（１００ｍｇ／ｍＬ）卡那霉素并在 ３７℃ 下
培养，扩大到１Ｌ的ＬＢ／Ｋａｎ，生长至Ｄ６００ｎｍ＝０．４，然后将烧瓶
冷却到１６℃并检测直到增长到Ｄ６００ｎｍ＝０．６；加入１ｍＬＩＰＴＧ
（１００ｍｇ／ｍＬ）诱导表达 ＢｍＴＨ，培养 ２０ｈ后，于 ６０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，使用超声波裂解沉淀，１８０００ｒ／ｍｉｎ离心４０ｍｉｎ，
上清液被保留下来，将 ＢｍＴＨ融合蛋白上清液与 Ｈｉｓ－Ｎｉ柱
孵育，使用 ＭＣＡＣ－咪唑（金属螯合亲和层析）２００ｍｍｏｌ／Ｌ
梯度洗脱，使ＢｍＴＨ达到９９％的纯度，详见图１。

１．４　酶活性的测定
取上述５００μｇ酪氨酸羟化酶样品，加入体积为４００μＬ
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的反应液 Ａ（０．６ｍｍｏｌ／Ｌ四氢生物蝶呤、６μｍｏｌ／ＬＦｅＳＯ４、
１１０μｍｏｌ／ＬＬ－酪氨酸），在冰上进行预混合孵育３０ｍｉｎ；反
应液Ｂ使用１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ（ｐＨ值６．８）的缓冲液配制高
碘酸钠（混合液Ｂ）。Ａ和Ｂ以１∶１的比例混合，使酪氨酸羟
化酶、ＢＨ４、ＦｅＳＯ４、Ｌ－酪氨酸、高碘酸纳的终浓度分别为
０．６２５μｇ／μＬ、０．３ｍｍｏｌ／Ｌ、３μｍｏｌ／Ｌ、５５μｍｏｌ／Ｌ、１００μｍｏｌ／Ｌ。
混合液于３７℃孵育３０ｍｉｎ后转入比色皿检测。

测定产物在４７５ｎｍ处的吸光度 Ｄ４７５ｎｍ，根据 Ｄ４７５ｎｍ计算
酪氨酸羟化酶的活性。使用多巴色素的摩尔吸收系数 ｅ＝
３７００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）［９］。ＴＨ活性单位定义为：在３７℃ 条件
下，１ｍｉｎ内Ｄ４７５ｎｍ变化０．１为多巴色素的１个活性单位（Ｕ）。
根据以下公式计算酶的活性：酶活性 ＝（Ｄ１－Ｄ０）×Ｖｔ／（ｅ×
ｄ×Ｔ×Ｖｓ）。式中：Ｄ１为样品反应液吸光度 Ｄ４７５ｎｍ；Ｄ０为阴性
对照Ｄ４７５ｎｍ（阴）；ｅ为摩尔吸收系数，ｅ＝３７００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）；ｄ
为光径，ｃｍ；ｔ为反应时间，ｍｉｎ；Ｖｔ为反应液总体积，ｍＬ；Ｖｓ为
酶溶液体积，ｍＬ。酶的活性（Ｕ／ｍｇ）计算公式如下：活性 ＝单
位体积内的活性单位数／单位体积内的蛋白质量。

２　结果与分析

２．１　背景物质对吸光度的影响
测定家蚕酪氨酸羟化酶活性，反应体系的Ａ液、Ｂ液中主

要有ＢｍＴＨ、四氢生物蝶呤、Ｌ－酪氨酸、ＨＥＰＥＳＢｕｆｆｅｒ、高碘酸
钠、ＦｅＳＯ４等物质。由表１可知，反应液中物质在４７５ｎｍ下
的吸光度不会干扰多巴色素的测定。

表１　背景物质的Ｄ４７５ｎｍ

组合

背景物质

ＨＥＰＥＳ Ｌ－酪氨酸 ＦｅＳＯ４ ＢＨ４ ＮａＩＯ４
酪氨酸

羟化酶

Ｄ４７５ｎｍ

组合１ ＋ － － － － － ０．０１９
组合２ ＋ ＋ － － － － ０．０１５
组合３ ＋ － ＋ － － － ０．０２１
组合４ ＋ － － ＋ － － ０．０２８
组合５ ＋ － － － ＋ － ０．０１９
组合６ ＋ － － － － ＋ ０．０１８
组合７ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ０．０２２
组合８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ０．０２５

　　注：“＋”“－”分别表示添加、未添加该物质。

２．２　实时分析ＢｍＴＨ酶活性
测定反应液在１０ｓ、５ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ内Ｄ４７５ｎｍ的

变化，可以实时观察ＢｍＴＨ酶活性。根据图２结果，按上述的测
定方法测得ＢｍＴＨ活性为１０．９５Ｕ，活性为２１．９Ｕ／ｍｇ。

２．３　反应终止时间的确定
将反应液Ａ、反应液Ｂ混合后于３７℃孵育３０ｍｉｎ后检

测发现，反应时间终止于 ２９ｍｉｎ左右，多巴色素发色团在
３０ｍｉｎ后的Ｄ４７５ｎｍ无明显变化（图３）。

３　结论

本研究是采用分光光度计检测重组ＢｍＴＨ活性而开发一
种新的实时检测方法，通过分光光度法检测高碘酸钠氧化

Ｌ－ｄｏｐａ的产物多巴色素发现其在４７５ｎｍ处有吸收峰，从而
可以简便快速检测 ＢｍＴＨ的活性。该方法简洁、灵敏、迅速，
且对身体没有辐射，方便推广使用，并可用于体内、体外 ＴＨ
活性的检测。
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［１０］ＰｈｉｌｉｐｐＥ．Ａｓｓａｙｆｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅｉｎｈｙｐｏｔｈａｌａｍｉｃｈｏｍｏｇｅ

ｎａｔｅｓｕｓｉｎｇｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，１９８７，４１９
（４１９）：２７－３６．

［１１］ＨａａｖｉｋＪ，ＦｌａｔｍａｒｋＴ．Ｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｓｓａｙｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅ３－ｍｏ
ｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｂｙｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｕｓｉｎｇｔｈｅｎａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＤＯＰＡ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｙ，１９８０，１９８（４）：５１１－５１５．
［１２］ＯｋｕｎｏＳ，ＦｕｊｉｓａｗａＨ．Ａｓｓａｙｏｆｔｙｒｏｓｉｎｅ３－ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅｕｓｉｎｇｔｈｅ

ｃｏｕｐｌｅｄｎｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｔｉｏｎｏｆｄｏｐａ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＢｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９８３，１２９（２）：４０５－４１１．

［１３］ＷｉｎｄｅｒＡＪ，ＨａｒｒｉｓＨ．Ｎｅｗａｓｓａｙｓｆｏｒｔｈｅｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅａｎｄ
ｄｏｐａｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＥｕｒｏｐｅａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ／ＦＥＢＳ，１９９１，１９８（２）：３１７－３２６．

赵　伟，邸迎彤，李　岑，等．臭常山喹啉生物碱化学成分及活性研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（６）：２８３－２８５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０６．０９３

臭常山喹啉生物碱化学成分及活性研究

赵　伟１，邸迎彤３，李　岑２，吕庆银１，张　于３，张　振２

（１．贵州大学酿酒与食品工程学院，贵州贵阳５５００２５；２．贵州理工学院制药工程学院，贵州贵阳 ５５００２５；
３．中国科学院昆明植物研究所，云南昆明６５００００）

　　摘要：从芸香科臭常山属臭常山（ＯｒｉｘａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ．）乙醇提取物中分离得到了５种喹啉生物碱，通过理化性质
和波谱分析鉴定为：米利纽碱（ｍｅｌｉｎｅｕｒｉｎｅ）、普拉迪斯碱（ｐｌａｔｙｄｅｓｍｉｎｅ）、巴福酮（ｂａｌｆｏｕｒｏｌｏｎｅ）、嘌度瑞叭啉碱（ｐｓｅｕｄｏｒ
ｉｂａｌｉｎｉｎｅ）和青花椒碱（ｓｃｈｉｎｉｆｏｌｉｎｅ），该５个化合物均首次从该属植物中分离得到。对这些化合物进行了鲍曼不动杆
菌、大肠杆菌、肺炎克雷伯氏杆菌、萎蔫短小杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌活性筛选试验，发现化合

物巴福酮（ｂａｌｆｏｕｒｏｌｏｎｅ）对肺炎克雷伯氏杆菌和金黄色葡萄球菌具有较好的抑制活性，且在５０ｍｍｏｌ／ｍＬ浓度下抑制率
分别达到５０．１％、５６．９％。
　　关键词：臭常山；喹啉生物碱；分离鉴定；抑菌活性
　　中图分类号：Ｒ９１４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０６－０２８３－０３

收稿日期：２０１５－０３－２８
基金项目：贵州省科学技术项目（编号：黔科合 Ｊ字［２０１１］３００４）；中
国科学院２０１３学西部之光项目。

作者简介：赵　伟（１９９０—），男，江苏靖江人，硕士，研究方向为天然
产物。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｏｗｅｉ１５１５２５＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

通信作者：张　振，教授，研究方向为天然产物，Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｚｈｅｎ＠
ｇｉｔ．ｅｄｕ．ｃｎ；张　于，研究员，研究方向为植物生物碱的化学研究，
Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｙｕ＠ｍａｉｌ．ｋｉｂ．ａｃ．ｃｎ。

　　臭常山（ＯｒｉｘａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ．）为芸香科臭常山属植物，
在《贵州民间方药集》《贵阳民间药草》《贵州草药》中称为臭

山羊、大山羊［１］、骚牯羊［２］、栀子黄［３］等。在贵州民间用其

根、茎、叶入药，主治风热感冒、咳嗽喉痛、脘腹胀痛、风湿关节

痛、跌打伤痛、湿热痢疾、疟疾等病症［４］；各部位煎出的汁用

以杀灭牛马身上的虱子。国内外有关臭常山的文献报道集中

在对其进行化学研究，而对生物活性的研究较少［５］，近代药理

研究也不多见，其有效部位、有效成分、作用机理仍不明确。本

试验对购自贵州贵阳的臭常山的乙醇提取物进行化学研究，分

离得到５个化合物，并进行７种抑菌活性筛选，以期得到具有
抗菌活性的先导化合物，为民族药新药开发提供物质基础。

１　仪器与材料

１．１　材料
臭常山于２０１２年４月购自贵州贵阳市中药材批发市场，

由贵阳医学院孙庆文副教授鉴定为芸香科植物臭常山。

１．２　试验菌株
贵州省中国科学院天然产物化学重点实验室保存菌株：

鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｉｉ）、大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）、肺炎克雷伯氏杆菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、萎蔫短小杆
菌（ｗｉｌｔｉｎｇｓｈｏｒｔｂａｃｉｌｌｕｓ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕ
ｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）和绿脓杆菌（Ｐｓｅｕｄｏ
ｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）。
１．３　仪器

ＢｒｕｋｅｒＡＭ－４００、ＤＲＸ－５００和 ＡｖａｎｃｅＩＩＩ－６００核磁共
振仪，以ＴＭＳ作为内标；ＥＳＩ质谱由Ｗａｔｅｒｓ２６９５ＨＰＬＣ－Ｔｈｅｒ
ｍｏｆｉｎｎｉｇａｎＬＣＱＡｄｖａｎｔａｇｅ离子阱质谱仪测定；高效液相 Ａｇｉ
ｌｅｎｔ１１００和１２００，色谱柱ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８；ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０
（Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；反相填充材料 ＬｉｃｈｒｏｐｒｅｐＲＰ－１８ｇｅｌ
（２０～４５μｍ）（德国默克公司）；柱色谱和薄层色谱硅胶
ＧＦ２５４型（山东青岛海洋化工厂）。显色剂为碘化铋钾溶液。
１．３　试验方法
１．３．１　提取与分离　取干燥的臭常山样品５ｋｇ，粉碎后用
１０倍量９５％的乙醇溶液超声提取３次（提取时间每次均为
３０ｍｉｎ）后过滤，合并滤液，减压回收乙醇得到浸膏，将浸膏加
水稀释后，依次用乙酸乙酯、正丁醇各萃取３次，减压回收溶
剂，得乙酸乙酯萃取物 １６０ｇ，采用硅胶柱层析、反相
ＲＰ－１８柱层析、ＳｅｐｈａｄｅｘＬＨ－２０以及 ＨＰＬＣ等各种方法分
离纯化。
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