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【摘 要】目的：用阴离子变换HPLC分析环核苷酸磷酸二酯酶反应体系。方法：用Shim-PakWAX-I柱，30mmol／L的pH 4．0 

磷酸钾为流动相．洗脱速度0。5 mi／min，254 rim检测，峰面积定量。结果： 述离子变换HPLC体系可分离并定量测定cAMP 

和AMP。在硫酸铵分级粗制兔肝PDE反应混合物【}1，cAMP和AMP同杂质完全基线分离；随反应进行． 逐步下降， 

AMP上升到平台后再下碎。用米氏酶的积分速度打程作图分析cAMP下碎的进程曲线，发现硫酸铵分级粗制的兔肝PDE的米 

氏常数为负数。结论：此离子交换HPLC方法可以分析无杂酶干扰时PDE对cAMP的水解。 
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【Abstract】 Objective：Ion-exchange high-performance liquid chromatography(HPLC)was investigated for the 

analysis of cAMP hydrolysis catalyzed by rabbit liver cyclic nucleotide phosphodiesterase(PD已)．Methods：The 

HPLC column was Shim-Pak W AX-I，mobile phase was 30 mmol／L potassium phosphate at pH 4，0 eluted at 0
,5 

ml／min，detection Was absorhance at 254 nm，and quantification was performed with Deal(arc~a
。 ResuIts：cAMP 

and AMP were well-resolved and quantified by peak Rrea under this HPLC condition
． Rabbit liver PDE was 

partially purified by ammonium sulfate fractionation。In this PDE reaction mixture，residual contaminants after 

extraction were alI baseline-resolved from both cAMP and AMP．Th e time course of rabbit PDE reaction showed 

that cAM P continuously dropped but AM P increased to a plateau before dropping
．
Analysis of cAMP  dropping by 

the integrated Michaels·Menten rate equation of mono．substrate irreversible reaction lead to negative Michaelis 

constant。Conel~tSio1~：Th is ion．exchange l iPLC method Was desirable for the an alysis of cAM P hydrolysis by 

PDE without phosphatase interference。 

【Key words】Cyclic nucleotide phosphodie~terase：Ion-exchange high-performance liquid chromatography： 
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环核 苷酸 磷 酸 ■ 酯酶 (EC 3。1。4。17，cyclic 

nucleotide phosphodiesterase，PDE)水 解 cAMP 和 

cGMP成相应5’·单核苷酸，是环核苷酸的唯一灭活 

代谢途径 PDE有多种同工酶，旱组织特异性分 

布，不同的同lT酶对cAMP或cGMP的选择性不同。 

近年来，发现PDE同工酶选择性抑制剂有特殊药理 

作用，使PDE和其同工酶选择性抑制剂成为一个研 

究热点 。 

作者舟蛆l廖 1E(1969- )，男，讲师．硕 t 

PDE活性测定常用放射性底物，用核苷酸酶将 

产物脱磷酸转变成核苷，经常规柱层析分离核苷后 

再}攫闪定最 。此方法花费大，耗时，放射性危害 

大 。 高 效 液 相 色 谱 (high-performance liquid 

chromatography，HPLC)可快速地同步分离和定量 

测定核苷酸⋯ 本文用离了变换HPLC法研究兔肝 

PDE对cAMP的水解，为用此方法研究PDE抑制剂 

奠定基础。 
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材料和方法 

1．1 试剂和材料 

y．5'-cAMP，5'-AMP，3’，5'-cGMP和5-GMP均购自Sigma 

(纯度 )，其余试剂为分析纯。岛津Shim-Pak WAX-l柱(中 

4．0×50mm．粒衽3 m)：水荤燕并过WatersMill J Q柱 

I．2 HPLC系统 

预装的Shim-Pak WAX-I柱连接：~=JWaters HPLC系统．包 

括Waters510泵，W~ers484l口』调吸收检测器，Rheodyne7725i 

50 I进样器．及NEC APICTM微机．由Waters Baseline 8 10 

色谱 [作站软件控制，自动收集和处理数据。流动相为 30 

mmol／L磷酸钾 (pH 4．0) ”，流速0．5ml／min，254nm吸收检 

铷 ，AUFS设在0．002。 

I 3 ~-I-PDE的制备-。 

兔肝用无离子水制成匀浆，13000×窖离,IL,90min， t消 

用25％到55％硫酸铵分级。Sedaadex G 柱(1×15cm)脱盐， 

4mmol／L巯 基 己醇 洗 脱 (Az,o检 测)。4℃贮存 ，五 H内 

心。 

I．4 PDE反应体系 

终体秘200 I，含5 mmol／L Trls-HCI(pH 8．0 I mmol／L 

MgCI2，4 mlTioI／L巯基己醇．10 u moVL cAMP硬适量的酶． 

反应温度25℃。l00℃ 加热 lmin终止反麻。混合物用等体 

积二氧甲烷抽提，2 500×g离心8 rain．置冰水浴中，40 min 

内 卜HPLC柱。在反应进程曲线测定时．将反戊终体稃3按比 

例扩大,~tJ4．o ml，在指定反应时问取两份200 l反应混台物． 

加热终止并抽提后测定水相核苷酸。 

I．5 蛋白质测定 

用牛血清白蚩白为标准．Folin酚试剂法测定。 

2 结 果 

在所述HPLC条件下．cAMP和AMP完全基线 

分离(图I)。 
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图1 cAMP和AMP的离子交换HPLC色谱图 

cAMP峰在 5．44 min、AMP峰在 10．22 min 

cAMP和AMP的峰面积和上柱量呈正比 (图2， 

相关系数均大于0．993)。cGMP和GMP也可完全基 

线分离并用峰面积定晕 (数据未给出)。cAMP定 

量下限为10 pmol，且 受反应体系中M 浓度的 

影响。在1 mmol／L M 。溶液中AMP定量下限为2O 

pmoI，但在40mmol／L憎 ’溶液中．定量下限为90 

pmol：GMP 的定最下限也受M 体浓度的影响 (数 

据未给出)。测定重复性均在5％ 
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图2 cAMP和AMP的峰面积定量标准曲线、 

●一●代表Ct~,4P的标准曲线，▲一▲代表AM 的标 

准曲线 核苷酸均溶解于5mmoVL Tris-HCL，lmmolFL Mg 

中．各点三次重复测定的变化小于 5％ 

抽提后的PDE反应混合物中，残余杂质在4、2 

rain前洗脱，不干扰对cAMP和AMP的测定(图3) 
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图3 兔子肝脏 PDE反应混合物的离子交换HPLC色谱图 

底物浓度为 20 mol／L．25℃反应 I 5 mln，蛋白质终浓 

度 10 rn L反应混合物抽提后取2o u I上层水相进样分析核 

苷酸。 

用此HPLC体系分析兔肝PDE催化cAMP水解的 

进程曲线 ．发现cAMP持续下降，AMP 在前10 rain 

内基本线性增加，维持在平台很久后再下降 (图 

4)。在反应混合物中，cAMP和AMP的浓度之和随 

反廊延续而下降。10u mol／L AMP在同样的反应体 

系中30 min后，只剩余5．8±0．8 u mol／L("=2)。在 

初始cAMP为10、6 u mol／L时，用单底物不可逆反应 

米氏酶的积分速度方程作图，分析兔肝PDE反应的 

前40 min内cAMP下降的进程曲线．发现所得的l(-n 

无物理意义 (1(-n一14、7±I．7 moUL， -3，相关系 
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数均大于0．996)。 

React j0n Time (皿in) 

圉4 PDE反应的进程曲线 

初始底物浓度 (用 -确定)为10．6 u moI／L、终止反应 

井抽提后取 40 l水相进样 各数据点两次独立重复的变化 

小于5％。●一● 代表cAMP变化、▲一▲代表AMP变化。 

3 讨 论 

用磷酸盐为流动相能有效分离测定环核苷酸和 

其对麻的PDE水解产物。PDE反应体系通常使用高 

浓度的Mg"．Mg"降低AMP和GMP测定下限的机制 

清，为方便测定PDE反席进程曲线，选择 了低浓 

度M 。已报道的HPLC方法分析PDE反庶体系均测 

定产物5'-单核苷酸，但都未提及反应体系中有无其 

它酶干扰财产物的直接测定 。Wattcrson等曾用离 

了交换 HPLC测 定 粗 制 的 脑 组 织 膜 PDE水 解 

2mmol几cA P和cGMP生成AMP及GMP的活性， 

发现5min内产物生成角周酶量成正比 ～。奉义的结 

果表明．粗制兔肝PDE中存在磷酸酶 (可能包括5 

核苷酸酶)，对测定水解生成昀AMP有明显干扰。 

冈此这种方法 便于测定存在磷酸酶干扰的PDE粗 

制剂产物生成初速度。 

在组织中cAMP和cGMP灭活代谢JI有先水解成 

5 单核苷酸．水解反应 可逆，产物无抑制作用 

。 由于HPLC定量的精确度j{有5％， 能用离了交 

换HPLC~ 定反应体系中cAMP消耗的初速度。PDE 

同T酶水解cAMP的单底物米氏动力学方程．可以 

积分并转换成线 陛形式．据此对cAMP下降的进程 

曲线叫雌分析可得表观米氏常数 。。用硫酸铵分级 

租制的肝脏可溶PDE以PDE2为主。在pH7 4时，大 

鼠肝PDE2埘cAMP的水解早底物负协 同效应：在 

40mmol／LMg 和pH8 0时别构效应减弱．基奉为常 

规米 氏 。PDE2对cAMP的米氏常数较高。在 

1 mmol／LMg‘和pH8 0时，对兔肝PDE粗酶制剂催化 

cAMP水解进程 曲线，用单底物米氏酶不可逆反应 

的积分速度方程线性形式 l归分析。所得的Km无意 

义。这种现象可能是山于所用底物浓度_A低。。 ，或 

者是M 诹度过低，使粗制的兔肝PDE2,+；遵从米氏 

动力学；或者由于酶纯度低和离了变换HPLC定晕 

精度低等冈素造成。 

综上所述，离了交换HPLC可分析PDE催化的 

cAMP水解的过程，但jl有、 粗酶制剂中无磷酸酶 

等干扰时，此方法 能测定产物生成韧速度 封于 

肯定为米氏动力学的PDE周T酶，如骨髂肌PDE4． 

在所需要的底物浓度下用离了交换HPLC~IJ定cAMP 

下降的进程 曲线，再用米 氏方程的积分形武分析 

cAMP下降的进程曲线，仍可得到酶的表观米氏常 

数；利用竞争性抑制剂埘米氏常数的改变．可间接 

评价竞争性抑制剂。这方面的T作正在进行中。 
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