
２００８： ２９４．
［ ４ ］ 　 胥　 戈， 边　 宇． 柏子仁炮制历史沿革初探［Ｊ］． 中药饮片，

１９９２， ２（３）： １８⁃２１．
［ ５ ］ 　 叶定江， 原思通． 中药炮制学辞典［Ｍ］． 上海： 上海科学

技术出版社， ２００５： ３６３．
［ ６ ］ 　 王昭云． 柏子仁用干燥箱制霜法简介 ［ Ｊ］ ． 中药通报，

１９８７， １２（５）： ２９．
［ ７ ］ 　 李彦灵， 叶雪兰， 李卫民， 等． ＣＯ２ 超临界制备的柏子仁

油及柏子仁霜的安神功效研究［ Ｊ］ ． 北方药学， ２０１１， ８
（９）： ３０⁃３１．

［ ８ ］ 　 张　 怀， 单国顺， 于晓黎， 等． 柏子仁制霜工艺比较研究

［Ｊ］ ． 时珍国医国药， ２０１０， ２１（８）： １９８７⁃１９８９．
［ ９ ］ 　 徐新刚， 闫雪生， 张　 晶． 柏子仁生品及霜品中总皂苷的

含量测定［Ｊ］ ． 中国中药杂志， ２００９， ３４（７）： ８３３⁃８３５．

［１０］ 　 吴　 伟， 崔光华， 陆　 彬． 实验设计中多指标的优化： 星

点设计和总评 “归一值” 的应用 ［ Ｊ］ ． 中国药学杂志，
２０００， ３５（８）： ５３０⁃５３３．

［１１］ 　 ＧＢ ５００９􀆰 １６８⁃２０１６， 食品中脂肪酸的测定［Ｓ］．
［１２］ 　 李天庆． 中药 “霜” 药的概念、 制法及应用［ Ｊ］ ． 甘肃中

医学院学报， ２０１２， ２９（３）： ７０⁃７３．
［１３］ 　 孙付军， 宋卫国， 虞慧娟， 等． 不同含油量柏子仁药效学作

用研究［Ｊ］． 中华中医药学刊， ２０１０， ２８（９）： １８３６⁃１８３８．
［１４］ 　 孙付军， 陈慧慧， 王春芳， 等． 柏子仁皂苷和柏子仁油改

善睡眠作用的研究［ Ｊ］ ． 世界中西医结合杂志， ２０１０， ５
（５）： ３９４⁃３９５．

［１５］ 　 徐新刚， 付加雷， 闫雪生． 柏子仁和柏子仁霜中脂肪酸的

ＧＣ⁃ＭＳ 比较分析研究 ［ Ｊ］ ． 齐鲁药事， ２００９， ２８ （ ９ ）：
５２３⁃５２４．

蒜酶对同型半胱氨酸的催化裂解作用

哈米旦木·艾合买提江１， 　 张婷婷１， 　 任　 锐１， 　 敬　 爽１， 　 摆富叶１， 　 李新霞１，２∗， 　 王　 艳１，２∗

（１． 新疆医科大学药学院， 新疆 乌鲁木齐 ８３００１１； ２． 新疆天然药物活性组分与释药技术重点实验室，
新疆 乌鲁木齐 ８３００１１）

收稿日期： ２０２１⁃０４⁃０７
基金项目： 新疆天然药物活性组分与释药技术重点实验室项目 （ＸＪＤＸ１７１３）； 新疆医科大学博士科研启动基金 （２０１９⁃１３）
作者简介： 哈米旦木·艾合买提江（１９９４—），女（维吾尔族），硕士，从事现代药物分析技术及体内药物分析研究。 Ｔｅｌ：１７６９０９２１３６１，

Ｅ⁃ｍａｉｌ：２７２９３４９０６６＠ ｑｑ．ｃｏｍ
∗通信作者： 李新霞 （１９６８—）， 女， 博士， 教授， 从事现代药物分析及体内药物分析研究。 Ｔｅｌ： （０９９１） ４３６５０３４， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｘｘ６６６８＠

１６３．ｃｏｍ
王　 艳 （１９８０—）， 女， 博士， 副教授， 从事天然产物研究。 Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗａｎｇｙａｎ＿ １０６０＠ １６３．ｃｏｍ

摘要： 目的　 考察蒜酶对同型半胱氨酸的催化裂解作用。 方法　 采用 ＨＰＬＣ 法测定同型半胱氨酸含量， 分析蒜酶对同

型半胱氨酸的催化动力学。 结果　 同型半胱氨酸在 １０ ～ １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ 范围内线性关系良好（ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ４）， 加样回收率

９８􀆰 ３９％ ～１０１􀆰 ２６％ ， ＲＳＤ ０􀆰 ５８％ ～ １􀆰 ６１％ 。 蒜 酶 可 催 化 裂 解 同 型 半 胱 氨 酸， 转 化 率 达 到 ８０％ 以 上， Ｋｍ 为

３１６􀆰 ７８ μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｖｍａｘ为 ２２􀆰 ０３ μｍｏｌ ／ （Ｌ·ｍｉｎ）。 结论　 蒜酶对同型半胱氨酸有催化裂解作用， 可为该酶类在心血管系

统疾病预防和治疗中的应用提供可靠依据。
关键词： 蒜酶； 同型半胱氨酸； 催化裂解作用
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　 　 同型半胱氨酸 （Ｈｃｙ） 又称为高半胱氨酸， 是体内蛋

氨酸和半胱氨酸代谢的中间产物［１］ ， 它是含硫氨基酸， 血

浆中存在 ２ 种形式， 一种是还原型 （ ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ）， 结构中

含有巯基； 另一种是氧化型 （ ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ）， 其结构是还原

型以二硫键所形成的， 当血浆中其水平高于 １５ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，
即可诊断为高同型半胱氨酸血症［２］ 。 研究表明， 高水平

Ｈｃｙ 能够通过各种途径直接或间接的造成血管内皮细胞损

伤， 增强血小板功能活性， 促使血栓形成， 影响低密度脂

蛋白的氧化过程， 诱导和促进血管平滑肌细胞增殖［３］ ， 现

已被公认为是心脑血管疾病的独立危险因素之一［４⁃５］ ， 并寻

找降低体内其水平的潜在药物对心血管系统疾病的诊断与

防治具有重要意义。
大蒜及其制品在医药和保健品方面已得到普遍认可，

具有降血脂、 预防动脉粥样硬化、 抗血小板聚集等多种药

理作用［６⁃８］ ， 在防治高同型半胱氨酸血症并冠心病、 脑梗死

等方面的临床及实验研究已有报道［９⁃１０］ 。 蒜酶又称蒜氨酸

裂解酶， 是二聚体糖蛋白［１１］ ， 也是存在于大蒜中的内源

酶， 能裂解蒜氨酸 Ｃ⁃Ｓ 键， 生成大蒜辣素和系列含硫化合

物， 从而表现出大蒜特性［１１］ ， 其适宜底物为 Ｓ⁃烷基⁃Ｌ⁃半胱

氨酸亚砜类化合物， Ｈｃｙ 结构与蒜酶的天然底物蒜氨酸结
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构相似， 后者是否可通过催化裂解作用来降低前者水平值

得探讨。 本实验通过测定 Ｈｃｙ 减少量， 来探索蒜酶对其催

化裂解作用。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 高效液相色谱仪 （型号 ＬＣ⁃２０ＡＤ⁃ＳＰＤ⁃ＲＩＤ， 日

本岛津公司）； 紫外分光光度计 （型号 ＵＶ⁃２５５０， 日本岛津

公司）； 低温高速离心机 （型号 ＭＵＬＴＩＦＵＧＥ Ｘ３Ｒ， 美国赛

默飞世尔公司）； 分析天平 （型号 ＡＢ１５３⁃Ｓ， 瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃
Ｔｏｌｅｄｏ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ （纯度≥９８％ ， 美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ （纯度≥９０％ ， 上海源叶生物科

技有限公司）； 三 （２⁃羧乙基） 膦盐酸盐 （ＴＣＥＰ） （上海

阿拉丁生化科技股份有限公司）； ７⁃氟苯呋咱⁃４⁃硫酸铵盐

（ＳＢＤ⁃Ｆ） （美国 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）。 蒜酶 （新疆埃乐欣药

业有限公司， 批号 ２０１８０１００１）。 甲醇为色谱纯； 磷酸二氢

钠、 无水磷酸氢二钠、 盐酸、 氢氧化钠、 四硼酸钠、 乙二

胺四乙酰二钠、 三氟乙酸、 冰乙酸、 结晶乙酸钠均为分

析纯。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 溶液制备

２􀆰 １􀆰 １　 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 对照品溶液　 精密称取 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 对照

品 １５ ｍｇ， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， 磷酸盐缓冲液溶解定容， 即

得 （浓度为 ２ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 使用时用磷酸盐缓冲液稀释至

所需浓度。
２􀆰 １􀆰 ２　 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 试剂溶液　 精密称取 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ ２７ ｍｇ，
置于 １００ ｍＬ 量瓶中， 磷酸盐缓冲液溶解， 即得 （浓度为

１ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ）。
２􀆰 １􀆰 ３　 蒜酶溶液 　 精密称取蒜酶适量， 置于量瓶中， ｐＨ
７􀆰 ０ 磷酸盐缓冲液涡旋溶解， 摇匀， 即得。
２􀆰 ２　 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 还原反应条件筛选 　 参考文献 ［１２⁃１３］
报道， 固定还原温度、 还原时间分别为 ３７ ℃、 １０ ｍｉｎ。
２􀆰 ２􀆰 １　 吸收波长　 精密量取［Ｈ］⁃Ｈｃｙ 对照品溶液 ２ ｍＬ，置
于 １０ ｍＬ 量瓶中，加 ｐＨ ５􀆰 ５ 磷酸盐定容，在 ２００ ～ ８００ ｎｍ波

长范围内进行紫外光谱扫描。 结果，Ｈｃｙ 在２０６ ｎｍ处有最大

吸收，但该处属于末端吸收，故确定 ２１０ ｎｍ 作为检测波长。
２􀆰 ２􀆰 ２　 色谱条件 　 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相 ０􀆰 ０４％ 三氟乙酸； 体积流量 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ２５ ℃； 检测波长 ２１０ ｎｍ； 进样量 ２０ μＬ。 色谱图见

图 １。
２􀆰 ２􀆰 ３　 还原剂用量　 取 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 溶液 ２ ｍＬ，
分别加入比例为 １ ∶ １、 １ ∶ ２、 １ ∶ ４、 １ ∶ ８、 １ ∶ １２ 的

１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＣＥＰ 还原剂， ３７ ℃水浴反应 １０ ｍｉｎ， 反应液

过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 在 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项色谱条件下进样测

定。 结果， ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 峰面积随着还原剂剂量与［Ｏ］⁃Ｈｃｙ 比

例增加升高， 达到 １ ∶ ８后不再变化， 故确定两者比例

为１ ∶ ８。
２􀆰 ３　 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 衍生化反应条件选择

２􀆰 ３􀆰 １　 检测波长 　 精密量取 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ １ ｍＬ，

注： Ａ 为 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ， Ｂ 为 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 还原后。

图 １　 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 还原后 ＨＰＬＣ 色谱图

加不同比例 ＳＢＤ⁃Ｆ 溶液， ７０ ℃水浴反应 ６０ ｍｉｎ 后立刻放入

冰水浴中冷却 １０ ｍｉｎ， 定容至 １０ ｍＬ， 扫描紫外吸收光谱，
发现最大吸收波长为 ３８４ ｎｍ。
２􀆰 ３􀆰 ２　 色谱条件 　 ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相 ｐＨ ４􀆰 ５ 醋酸盐缓冲液 （Ａ） ⁃甲醇 （Ｂ）， 梯

度洗脱 （０～ １６ ｍｉｎ， ２％ ～ ５％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ２５ ℃； 检测波长 ３８４ ｎｍ； 进样量 ２０ μＬ。 色谱图见

图 ２。

注： Ａ 为 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 衍生化后， Ｂ 为 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 衍生化后。

图 ２　 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ、 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 衍生化后 ＨＰＬＣ 色谱图

２􀆰 ３􀆰 ３　 衍生剂用量 　 取 ０􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ １ ｍＬ， 分

别加入比例为 １ ∶ １、 １ ∶ ２、 １ ∶ ４、 １ ∶ ６的 ＳＢＤ⁃Ｆ 衍生化溶

液， ７０ ℃水浴反应 ６０ ｍｉｎ 后冷却 １０ ｍｉｎ， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项

色谱条件下进样测定。 结果， 当 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 与 ＳＢＤ⁃Ｆ 比例

为 １ ∶ ２时衍生化反应可达到完全， 故确定两者比例

为１ ∶ ２。
２􀆰 ４　 方法学考察

２􀆰 ４􀆰 １　 线性关系考察　 将 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 对照品用磷酸盐缓冲

液溶解， 摇匀定容， 得 ３２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 贮备液， 磷酸盐缓冲液

稀释至 １０、 ２０、 ４０、 ８０、 １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ， 分别量取适量， 加

入 ＳＢＤ⁃Ｆ 工作液， ７０ ℃水浴反应 ６０ ｍｉｎ 后冷却 １０ ｍｉｎ， 在

“２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定。 以衍生化 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 浓

度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行测定， 得方

程为 Ｙ＝ ６ ０３４􀆰 ９Ｘ－７３ ７６９（ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ０）， 在 １０～ １６０ μｍｏｌ ／ Ｌ
范围内线性关系良好。 同时， 检测限为 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 精密度试验　 制备 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 对照品溶液， 同一天

在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定 ５ 次， 计算日内精密

度； 连续测定 ５ ｄ， 计算日间精密度， 测得两者 ＲＳＤ 分别

为 ０􀆰 ５９％ 、 ０􀆰 ８３％ ， 表明仪器精密度良好。
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２􀆰 ４􀆰 ３　 重复性试验　 制备 ６ 份 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 对照品溶液， 在

“２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 测得峰面积 ＲＳＤ 为

０􀆰 ９％ ， 表明该方法重复性良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 稳定性试验 　 取 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 对照品溶液适量， 于

０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样

测定， 测得峰面积 ＲＳＤ 为 １􀆰 ３９％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定

性良好。
２􀆰 ４􀆰 ５　 加样回收率试验　 取低、 中、 高浓度标准溶液各 ３
份， 加样后在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 计算回

收率， 结果见表 １。
表 １　 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 加样回收率试验结果 （ｎ＝３）

原有量 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

加入量 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

测得量 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

回收率 ／
％

ＲＳＤ ／
％

５４ ２０ ７４􀆰 ０３ ９９􀆰 １７ ０􀆰 ５８
５４ ４０ ９４􀆰 ５１ １０１􀆰 ２６ １􀆰 ０８
５４ ８０ １０４􀆰 ０３ ９８􀆰 ３９ １􀆰 ６１

２􀆰 ５　 蒜 酶 对 Ｈｃｙ 的 催 化裂 解 作 用 　 分别取 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 溶液 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０３、 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 ０６ ｍＬ，
加入蒜酶溶液 ０􀆰 ４ ｍＬ， ３５ ℃ 水浴反应 １０ ｍｉｎ， 分别加入

ＴＣＥＰ 溶 液 ０􀆰 ０１、 ０􀆰 ０２、 ０􀆰 ０３、 ０􀆰 ０４、 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 ０６ ｍＬ，
３７ ℃ 水浴反应 １０ ｍｉｎ， 分别加入 ＳＢＤ⁃Ｆ 贮备液 ０􀆰 １２、
０􀆰 ２４、 ０􀆰 ３６、 ０􀆰 ４８、 ０􀆰 ６０、 ０􀆰 ７２ ｍＬ， ７０ ℃水浴反应 ６０ ｍｉｎ
后冷却 １０ ｍｉｎ， 作为供试品溶液； 另以磷酸盐缓冲液替代

蒜酶溶液加入反应体系， 作为空白对照溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２”
项色谱条件下进样测定， 结果见表 ２。 由此可知， 蒜酶可

使 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 含量在反应后有所降低， 即对后者有一定的

催化裂解作用。
表 ２　 蒜酶对 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 溶液中 Ｈｃｙ 的催化裂解作用 （ｎ＝

３）
反应前［Ｈ］⁃
Ｈｃｙ 浓度 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

反应后［Ｈ］⁃
Ｈｃｙ 浓度 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

［Ｈ］⁃Ｈｃｙ 浓度

减少量 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

转化率 ／
％

ＲＳＤ ／
％

２０􀆰 ７５ １５􀆰 ３１ ５􀆰 ４４ ２６􀆰 ２２ ０􀆰 ３６
５７􀆰 １０ ４４􀆰 ８３ １２􀆰 ０５ ２１􀆰 ２８ ０􀆰 ９９
６８􀆰 ０９ ５６􀆰 ２７ １１􀆰 ８２ １７􀆰 ３６ ０􀆰 ８８
９１􀆰 ８６ ８０􀆰 １７ １１􀆰 ６５ １２􀆰 ７３ ２􀆰 ０９

１０５􀆰 ９１ ９５􀆰 ６８ １０􀆰 ２３ ９􀆰 ６６ １􀆰 ９９
１１８􀆰 ２３ １０９􀆰 ４０ ８􀆰 ８３ ７􀆰 ４７ １􀆰 ９２

　 　 取大鼠血浆 ９０ μＬ， 置于 ＥＰ 管中， 加入 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ
１０ μＬ、 ０􀆰 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 高 氯 酸 １００ μＬ， １４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心

１０ ｍｉｎ， 吸取上清液 １００ μＬ， 加入蒜酶 ４００ μＬ， ３５ ℃水浴

反应 １０ ｍｉｎ， 加入 ＴＣＥＰ 溶液 ３０ μＬ， ３７ ℃ 水浴反应

１０ ｍｉｎ， 加入 ＳＢＤ⁃Ｆ 贮备液 ４３０ μＬ， ７０ ℃水浴反应 ６０ ｍｉｎ
后冷却 １０ ｍｉｎ， 作为供试品溶液； 另以磷酸盐缓冲液代替

蒜酶溶液加入反应体系， 作为空白对照溶液， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２”
项色谱条件下进样测定， 结果见表 ３。 由此可知， 蒜酶也可

催化裂解大鼠血浆中的 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ， 转化率可达到 ５０％ 。
２􀆰 ６　 蒜酶 ／ Ｈｃｙ 催化动力学研究

２􀆰 ６􀆰 １　 反应时间对酶促反应的影响 　 精密量取蒜酶溶液

　 　 　 　 　表 ３　 蒜酶对大鼠血浆中 Ｈｃｙ 的催化裂解作用 （ｎ＝３）
时间 含量 ／ μｇ 减少量 ／ μｇ 转化率 ／ ％

反应前 ４􀆰 ７８ — —
４􀆰 ６０ — —
４􀆰 ４８ — —

反应后 ２􀆰 ２２ ２􀆰 ５５ ５３􀆰 ４５
２􀆰 ２３ ２􀆰 ３６ ５１􀆰 ４５
２􀆰 ０６ ２􀆰 ４３ ５４􀆰 １２

０􀆰 ４ ｍＬ， 精密加入 １ ０００ μｍｏｌ ／ Ｌ ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 溶液 ０􀆰 １ ｍＬ，
３５ ℃水浴反应 ５、 １０、 １５ ｍｉｎ， 按 “２􀆰 ５􀆰 １” 项下方法处

理， 微孔滤膜过滤， 取 ２０ μＬ， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下

进样测定， 计算 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 含量， 结果见表 ４。 由此可知，
随着反应时间延长， 转化率无明显变化， 故选择反应时间

为 １０ ｍｉｎ。
表 ４　 反应时间对酶促反应的影响 （ｎ＝３）

反应时间 ／ ｍｉｎ 转化率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
５ ５０􀆰 ４６ １􀆰 ４１
１０ ５０􀆰 ９５ １􀆰 ９６
１５ ４９􀆰 ６６ １􀆰 ２９

２􀆰 ６􀆰 ２　 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 与蒜酶比例对转化率的影响　 精密量取

［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ ０􀆰 １ ｍＬ、 不同浓度蒜酶溶液 ０􀆰 ４ ｍＬ， ３５ ℃水浴

反应 １０ ｍｉｎ， 按 “２􀆰 ５􀆰 １” 项下方法处理， 微孔滤膜过滤，
取 ２０ μＬ， 在 “ ２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 计算

［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 含量， 结果见表 ５。 由此可知， ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 与蒜

酶比例为 １ ∶ ６􀆰 ０ （即 ６􀆰 ０ Ｕ 蒜酶可催化裂解 １ μｇ ［Ｏ］ ⁃
Ｈｃｙ） 时， 转化率可达到 ８０％ 以上。
表 ５　 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 与蒜酶比例对转化率的影响 （ｎ＝３）

［Ｏ］⁃Ｈｃｙ 与蒜酶比例 转化率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ∶０􀆰 ８ ２５􀆰 ３８ １􀆰 １５

１ ∶１􀆰 ２ ３５􀆰 ５４ １􀆰 ７１

１ ∶２􀆰 ４ ４６􀆰 １７ ２􀆰 ２０

１ ∶４􀆰 ８ ７７􀆰 ３２ １􀆰 ６８

１ ∶６􀆰 ０ ８２􀆰 ７８ ０􀆰 ２５

１ ∶８􀆰 ０ ８０􀆰 ５９ １􀆰 ４２

１ ∶１０􀆰 ０ ８２􀆰 ３７ １􀆰 ９９

２􀆰 ６􀆰 ３　 底物浓度对酶促反应初速度的影响　 精密量取蒜酶

溶液 ０􀆰 ４ ｍＬ， 精 密 加 入 不 同 浓 度 ［ Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 溶 液 各

０􀆰 １ ｍＬ， ３５ ℃水浴反应 １０ ｍｉｎ， 按 “２􀆰 ５􀆰 １” 项下方法处

理， 微孔滤膜过滤， 取 ２０ μＬ， 在 “２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下

进样测定； 另取 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 对照品溶液， 同法处理， 在

“２􀆰 ３􀆰 ２” 项色谱条件下进样测定， 计算含量， 测定反应速

度， 以反应速度 Ｖ 对相应底物浓度作图， 在直线范围内作

趋势线， 其斜率即为酶促反应的初速度（Ｖ０），结果见图 ３～
４。 由此 可 知， 当 磷 酸 盐 缓 冲 液 ｐＨ 为 ５􀆰 ５ 时， 在 ０ ～
１２９􀆰 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ范围内 Ｖ０ 为 ０􀆰 ０９ μｍｏｌ ／ （Ｌ·ｍｉｎ）；ｐＨ 为 ５􀆰 ５
时，在０～６４􀆰 ７８ μｍｏ ／ Ｌ 范围内 Ｖ０ 也为 ０􀆰 ０９ μｍｏｌ ／ （Ｌ·ｍｉｎ）。
２􀆰 ６􀆰 ４　 动力学常数测定　 以反应速度倒数为纵坐标 （Ｙ），
［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 浓度倒数为横坐标 （Ｘ）， 采用双倒数作图法作
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图 ３　 底物浓度对酶促反应速度的影响 （ｐＨ ５􀆰 ５）

图 ４　 底物浓度对酶促反应速度的影响 （ｐＨ ６􀆰 ８）

图。 结 果， 当 磷 酸 盐 缓 冲 液 ｐＨ 为 ５􀆰 ５ 时， Ｋｍ 为

４ ７１０ μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｖｍａｘ为 ３８４􀆰 ６２ μｍｏｌ ／ （ Ｌ·ｍｉｎ）， 回归方程

为 Ｙ＝ １２􀆰 ２４８Ｘ－０􀆰 ００２ ６ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ７）； ｐＨ 为 ６􀆰 ８ 时， Ｋｍ 为

３１６􀆰 ７８ μｍｏｌ ／ Ｌ， Ｖｍａｘ为 ２２􀆰 ０３ μｍｏｌ ／ （Ｌ·ｍｉｎ）， 回归方程

为 Ｙ＝ １４􀆰 ３８２ Ｘ－０􀆰 ０４５ ４ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ４）。
３　 讨论

研究蒜酶对 Ｈｃｙ 催化裂解作用的前提是建立准确、 可

靠和简便的检测方法， 目前有气相色谱质谱联用法、 化学

发光免疫法、 ＨＰＬＣ 法等［１４⁃１６］ ， 其中最常用的是 ＨＰＬＣ
法。 由于血浆中 Ｈｃｙ 的存在形式有氧化型、 还原型及其蛋

白结合物等， 故其 ＨＰＬＣ 法测定的都是总 Ｈｃｙ， 首先加入

还原剂使 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 都转换成 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ， 然后用巯基衍

生剂进行柱前衍生化， 最后采用荧光检测器进行检测［１７］ 。
本研究在参考相关文献的基础上， 考虑到紫外检测器应用

广泛、 线性范围和检测灵敏度较高等优点， 将 Ｈｃｙ 还原、
柱前衍生后采用紫外检测器检测， 建立了 Ｈｃｙ 的 ＨＰＬＣ 紫

外检测方法。 另外， 血浆样品处理复杂， 存在很多干扰因

素， 不利于快速筛选和研究蒜酶对 Ｈｃｙ 的催化裂解作用，
故又建立了体外筛选 Ｈｃｙ 的体系和检测方法， 人体血浆中

９９％ 为 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ， 购买的 Ｈｃｙ 试剂即为 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ， 可

实现这一体系。 另外， Ｈｃｙ 对照品为 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ， 以其制

作标准曲线后作为衍生化反应的反应物对样品的前处理条

件 （还原反应及衍生化反应） 进行考察。 为了更好地考

察还原反应和衍生化反应， ２ 个反应分别采用了 ２ 种色谱

条件， 均能实现待测物与反应液中各成分的分离， 该方法

与血浆中 Ｈｃｙ 的分析方法类似， 但省去了血浆样品前处理

的繁琐步骤， 准确灵敏， 快速简便， 可作为体外筛选和评

价预防和治疗高同型半胱氨酸药物的手段。
Ｈｃｙ 升高作为心脑血管疾病的危险因素， 正日益受到

学者们的重视。 本实验依据 Ｈｃｙ 是氨基酸半胱氨酸的异种，

其结构与蒜酶最适底物蒜氨酸的结构具有相似性， 探索蒜

酶对同型半胱氨酸是否具有催化裂解作用， 以已建立的

［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 的 ＨＰＬＣ 分析方法测定蒜酶与不同浓度 ［Ｏ］ ⁃
Ｈｃｙ 反应前后 ［Ｈ］ ⁃Ｈｃｙ 的含量变化， 发现该酶类具有一

定的催化裂解作用， 可使后者转化率达 ８０％ 以上。 另外，
Ｈｃｙ 易溶于酸性溶液， 故本实验首先用 ｐＨ ５􀆰 ５ 磷酸盐缓冲

液研究体外蒜酶对 Ｈｃｙ 的催化动力学， 测得其 Ｋｍ 为

４ ７１０ μｍｏｌ ／ Ｌ。 人体体液 ｐＨ 约在 ７ 左右， 为了更接近该数

值， 本实验选择 ｐＨ ６􀆰 ８ 磷酸缓冲盐研究蒜酶对 Ｈｃｙ 的催化

动力学， 测得其 Ｋｍ 为 ３１６􀆰 ７８ μｍｏｌ ／ Ｌ， 小于 ｐＨ ５􀆰 ５ 下的

Ｋｍ 值， 表明蒜酶与 ［Ｏ］ ⁃Ｈｃｙ 的亲和力较好。
４　 结论

本实验建立了 Ｈｃｙ 的 ＨＰＬＣ 紫外检测方法， 通过测定

其减少量来探索蒜酶对同型半胱氨酸是否具有催化裂解作

用， 可为寻找降低体内 Ｈｃｙ 的潜在药物在心血管系统疾病

诊断与防治中的应用提供参考。

参考文献：

［ １ ］ 　 ＭｃＣｕｌｌｙ Ｋ Ｓ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ． Ⅴ．
Ｔｈｉｏｒｅｔｉｎａｍｉｄｅ， ｔｈｉｏｒｅｔｉｎａｃｏ， ａｎｄ ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ， ２０１１，
４１（４）： ３０１⁃３１４．

［ ２ ］ 　 周燕利， 王昭文． 血同型半胱氨酸、 叶酸及维生素 Ｂ１２ 水

平监测在脑卒中患者临床诊疗的有效性评价［ Ｊ］ ． 中国临

床保健杂志， ２０１５， １８（３）： ３０１⁃３０３．
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ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１１， ３４８
（１⁃２）： ２１⁃３２．

［ ４ ］ 　 ｖａｎ Ｍｅｕｒｓ Ｊ Ｂ， Ｄｈｏｎｕｋｓｈｅ⁃Ｒｕｔｔｅｎ Ｒ Ａ， Ｐｌｕｉｊｍ Ｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ．
Ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｔｉｃ ｆｒａｃｔｕｒｅ ［ Ｊ］ ．
Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ， ２００４， ３５０（２０）： ２０３３⁃２０４１．

［ ５ ］ 　 刘璐璐． 血浆同型半胱氨酸与冠心病及其危险因素的相关

性研究［Ｄ］． 长春： 吉林大学， ２０１６．
［ ６ ］ 　 马丽娜， 李峰杰， 陈　 坚， 等． 大蒜主要活性成分及药理

作用研究进展 ［ Ｊ］ ． 中国药理学通报， ２０１４， ３０ （ ６ ）：
７６０⁃７６３．

［ ７ ］ 　 陈　 坚． 药用大蒜近代研究进展 （综述） ［Ｃ］ ／ ／ 中国药学

会． ２０１３ 年中国药学大会暨第十三届中国药师周论文集．
南宁： 中国药学会， ２０１３： １２３７⁃１２５２．

［ ８ ］ 　 闫淼淼， 许 　 真， 徐 　 蝉， 等． 大蒜功能成分研究进展

［Ｊ］ ． 食品科学， ２０１０， ３１（５）： ３１２⁃３１８．
［ ９ ］ 　 常全娥， 赵　 立， 苟　 萍． 大蒜活性物质对高血脂小鼠肝

细胞的影响［Ｊ］ ． 新疆大学学报 （自然科学版）， ２０１３， ３０
（２）： ２２４⁃２２８．

［１０］ 　 常　 萍， 刘德山， 张维东． 大蒜素对高同型半胱氨酸血症

大鼠自由基代谢的影响［ Ｊ］ ． 中国医院药学杂志， ２０１１，
３１（３）： ２２１⁃２２４．

［１１］ 　 Ｗｅｉｎｅｒ Ｌ， Ｓｈｉｎ Ｉ， Ｓｈｉｍｏｎ Ｌ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｉｏｌ⁃ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
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ｓａｔｉｖｕｍ） ［Ｊ］ ． Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｃｉ， ２０１０， １８（１）： １９６⁃２０５．
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血浆中 ４ 种硫醇物的浓度 ［ Ｊ］ ． 复旦学报 （医学版），
２０１４， ４１（５）： ６７９⁃６８４．

［１３］ 　 何　 俊， 丁　 敏， 张晓清， 等． 高效液相色谱法同时测定血

浆同型半胱氨酸及其相关硫醇物浓度方法的建立［Ｊ］ ． 中华

检验医学杂志， ２００６， ２９（３）： ２０３⁃２０６．
［１４］ 　 Ｈａｎ Ｊ Ｃ， Ｌｉ Ｇ， Ｗａｎｇ Ｘ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｉｎ ｄｒｉｅｄ ｂｌｏｏｄ ｓｐｏｔｓ ｕｓｉｎｇ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃
ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ， ２０１６， ３４
（６）： ５６７⁃５７１．

［１５］ 　 Ｉｖａｎｏｖ Ａ Ｖ， Ｂｕｌｇａｋｏｖａ Ｐ Ｏ， Ｖｉｒｕｓ Ｅ Ｄ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｐｉｌｌａｒｙ
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ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙｓｔｅｉｎｅ ａｎｄ
ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｂｌｏｏｄ ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｕｒｉｎｅ ［ Ｊ ］ ．
Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ２０１７， ３８（２０）： ２６４６⁃２６５３．

［１６］ 　 Ｎｏｌｉｎ Ｔ Ｄ， Ｍｃｍｅｎａｍｉｎ Ｍ Ｅ， Ｈｉｍｍｅｌｆａｒｂ Ｊ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ， ｃｙｓｔｅｉｎｅ， ｃｙｓｔｅｉｎｙｌｇｌｙｃｉｎｅ，
ａｎｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｌａｓｍａ ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ： ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ． ［ Ｊ］ ．
Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ｂ Ａｎａｌｙｔ Ｔｅｃｈｎｏｌ Ｂｉｏｍｅｄ Ｌｉｆｅ， ２００７， ８５２（１⁃２）：
５５４⁃５６１．

［１７］ 　 邬天凤， 赵世晶， 李　 文， 等． 高效液相色谱法同时测定小

鼠肝脏中 Ｓ⁃腺苷甲硫氨酸和 Ｓ⁃腺苷同型半胱氨酸［Ｊ］ ． 卫生

研究， ２０１５， ４４（４）： ６３２⁃６３５．
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摘要： 目的　 对连花清瘟制剂上市后临床再评价文献进行分析。 方法　 整理 ＣＮＫＩ 中关于连花清瘟制剂上市后临床再

评价的相关文献， 采用 ＣｉｔｅＳｐａｃｅＶ 软件对作者、 机构、 关键词绘制知识图谱， 并对其有效性、 安全性、 经济性文献进

行分析。 结果　 临床上连花清瘟制剂大多与其他药物联合使用； 除了与其说明书一致的适应症外， 可能的潜在适应疾

病为甲型 Ｈ１Ｎ１、 手足口病、 带状疱疹等； 不良反应主要表现为胃肠道和皮肤症状； 缺少相关药物经济学评价文献。
结论　 连花清瘟制剂临床应用广泛， 有效性突出， 但其用法用量、 适应症、 联合用药、 不良反应、 特殊人群用药等信

息仍需大量临床文献作进一步分析和评价。
关键词： 连花清瘟制剂； 上市； 临床再评价； 文献分析
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　 　 中成药上市后再评价的文献研究是通过获取、 分析药

品的相关研究文献， 对药品的有效性、 安全性、 经济性等

进行基于文献证据的综合评估， 是中成药上市后临床再评

价独立而又不可或缺的一部分［１］ 。 连花清瘟制剂是由银翘

散合麻杏石甘汤化裁而来［２］ ， 目前有片剂、 胶囊、 颗粒 ３
种剂型［３］ 。 近年来， 流行性感冒、 甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感、 手足

口病、 新型冠状病毒肺炎 （ＣＯＶＩＤ⁃１９） 等病毒性传染病高

发［４］ ， 连花清瘟制剂表里双解， 清瘟解毒， 宣肺泄热， 具

有抗病毒、 抗菌、 抗炎、 解热、 调节免疫等多种功效［５］ ，
多次在抗击病毒性传染病过程中发挥重要作用， 是中华人

民共和国卫生部发布的 《流行性感冒诊断与治疗指南

（２０１１ 版） 》 《人感染甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感诊疗方案 （２００９

版） 》 推荐用药， 也被国家中医药管理局列入 《２０１２ 年乙

型流感中医药防治方案》 推荐用药， 是我国应对传染性公

共卫生事件的代表药物［６⁃８］ 。 ２０２０ 年 １ 月 ２７ 日， 连花清瘟

被列入国家卫生健康委制订的 《新型冠状病毒感染的肺炎

诊疗方案 （试行第四版） 》 ［９］ ， 并在后面的诊疗方案中连

续成为推荐药物。 为了更好的指导临床用药， 发掘潜在优

势病种， 促进中成药可持续化发展， 本研究对连花清瘟制

剂上市后临床评价相关文献进行整理研究， 以期为药物再

评价提供依据。
１　 材料与方法

对 ＣＮＫＩ 中国学术期刊 （网络版） 中收录的国内公开

发表的中文期刊进行主题检索， 检索词 “连花清瘟” ＯＲ
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