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筛选酶抑制剂常需测定米氏常数(Km)和最大 

反应速度(Vm)来确定抑制常数(Ki)l1．21。双倒数分 

析法测定 效率低，且靶酶 Km越高则成本越高。 

积分法 和线性动力学法 测定 所需底物浓度 

都高于Km，至今对高 Km靶酶都测定极低底物浓 

度下的半抑制浓度 ，或再换算成抑制常数表示抑制 

效力。但测定低浓度底物下的初速度要求高灵敏度 

的定量方法。实际上在低浓度底物下用简化积分法 

也可测定 Ki[71。Bacillus fastidiosus胞外尿酸酶 Km 

接近 0．2 mmol／L，黄嘌呤是其竞争性抑制剂 。本文 

用低浓度尿酸，比较测定初速度确定黄嘌呤半抑制 

浓度和简化积分法测定黄嘌呤抑制常数的差异。 

1 材料和方法 

1．1 试荆和材料 

尿 酸 、黄 嘌呤购 自 ICN，DEAE一纤维素购 自 Sigma， 

Bacillus fastidiosus(ATCC2961M)菌株购 自武汉大学菌种保 

藏中心，重蒸水，其余试剂均为国产分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1 胞外尿酸酶制备 Bacillus fastidiosus在 30％培养 12 

h，收集培养液上清 (共 3次 )，饱和硫酸铵沉淀蛋 白后溶于 

水 ，透析过夜，Tris—HC1缓冲液 (0．10 mol／L，pH8．0)平衡 

DEAE一纤维素柱，用 O．1～0．4mol／L氯化钠线性梯度洗脱，收 

集活性成份。测定 25％时氧化 75 mol／L尿酸的初速度，每 

分钟氧化 1．0 mol底物的酶量为一个单位 。 
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1．2．2 双倒数分析法测定抑制常数 所用黄嘌呤浓度为 

0～18．0 mol。此酶米氏常数较高，无法在 293 nm测定高于 

米氏常数底物浓度下吸收变化初速度，故测定 308 nm吸收 

变化确定 0．08～0．40 mmo1]L尿酸的初速度。所用酶浓度为 

0．01 U／ml，分析启动反应 30s后 lmin内数据，再用双倒数分 

析法确定表观动力学参数和对应 。 

1．2．3 测定低浓度底物下初速度确定抑制常数 用 20．0 

mol／L尿酸和 0．005 U／ml尿酸酶，测定不同浓度黄嘌呤抑 

制作用下 293 nm吸收变化初速度(Vi)。据 1／Vi的变化确定 

竞争性 Ki(与半抑制浓度 Ic 相对应 )。 

1．2．4 简化积分法测定抑制常数 用 20．0 mol／L尿酸和 

0．015U／ml酶量，(25±0．5)oC记录不同浓度黄嘌呤抑制下启 

动反应 40 s后反应 曲线 。用 VB程序 分析底 物从 15．0 

mol／L消耗到 1．5 mol／L反应 曲线确定 VmlKm。根据 

KmlVm随抑制剂浓度变化确定 ir7】。 

1．3 统计学分析 

结果为均值 ±标准差 (x±s)。用 SAS 8．2作统计分析 ， 

用 t检验比较均值。 

2 结果和讨论 

在 308 nm测定此尿酸酶作用于不同浓度尿酸 

的初速度 ，双倒数法分析得其 Km为 (212±12) 

mol／L(n：8)。根据 Km和 Vm随黄嘌呤浓度的变 

化确定抑制类型和 Ki，得竞争性 Ki为(35．5-4-2．5) 

mol／L(n=4)。根据低浓度尿酸时初速度变化可 

得与半抑制浓度对应竞争性 (表 1)。根据积分 

法所得 Vm／Km也可得竞争性 。这两种方法所得 

与双倒数法所得都无统计差异，且所得 都对 

初始底物浓度误差不敏感。根据半抑制浓度方法确 

定抑制常数需要无抑制剂Km。但此Km存在显著 

误差时(从 100 mol／L上升到 300 mol／L)，简化 
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积分法所得 无变化，而根据半抑制浓度方法所 

得 有显著变化(表 1)。 

表 1 不同预设 Km时测定黄嘌呤对 Bacillus fastidiosus 

胞外尿酸酶 Ki的比较 

Ki( mol／L) 
Km(mtool／L) ——————————————————_L—_—■—■—■_ 简化积分法 半抑制浓度法 

与双倒数法测定结果比较 ap>0．2，hp<0．02， P>0．05。 

抑制常数是筛选酶抑制剂的最合理指标。测定 

与半抑制浓度对应的 需要明确抑制类型、所用底 

物浓度及无抑制剂时Km等参数，而且要求所用底 

物浓度越低越好，故必需用尽可能高灵敏度的定量 

方法。但无论所用定量方法灵敏度多高，其所用底物 

浓度太低则所得初速度对底物浓度误差很敏感 ，这 

会显著降低所得 的可靠性。相反，用低浓度底物 

下的积分法测定酶活性和抑制常数对初始底物浓度 

误差都不敏感13,4gl，甚至不需要准确确定无抑制剂时 

Km。另外，本文结果表明用简化积分法测定 所需 

底物浓度低于 10％Km即可，并不需要低于 2％Km 

，这更可显著降低对定量方法灵敏度的要求，便于 

常规实验。因此，在实践中对于已知抑制类型抑制剂 

和其类似物，可根据定量方法灵敏度与 Km的相对 

大小选择测定抑制效力的方法；当反应不可逆且可 

连续监测反应曲线时，在较低底物浓度下用简化积 

分法测定Ki筛选抑制剂更便于实验。 

(通讯作者：廖飞。重庆医科大学生物化学与分子生物学教 

研室。Tel：86-23-68485073，E-maiL liaofeish@vip．sina．com)。 
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