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太湖蓝藻素抑制作用机理研究 

敖 宗 华 ．陶 文 沂 孙 微 许 正宏 

(江南太学 生物工程学院 生物制药研究室．江苏 无锡 214036) 

摘 要 ：太湖蓝藻素是一种竞争性胰蛋白酶抑制剂。太湖蓝藻素可能是克通过分子中所奢有的精氨酸类似 

基团 Agmafin与胰蛋 白酶活性中心相识别和结合。然后通过脯氨鲢相似基团 Choi sulfate抑制胰蛋 白酶的水 

样功 能 。 
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Studies on the inhibitory mechanism of Taihunosin 
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Abstract：Taihunosin is a competitive inhibitor of trypsin．By agmatin (arginine like group)， 

Taihunosin recognize and bond tO the active center of trypsin．Then，by Choi sulfate (proline 

like group)、Taihunosin inhihite hydrolys~ activity of trypsin． 

Key words：Taihunosin；trypsin inhibitor；competitive 

太湖蓝藻水华是微囊藻属(Microcystis) 

蓝藻爆发形成的。近 10年来 ．已有多种结构 

新颖，活性较强的各类酶抑制剂从该属 蓝藻 

中发现，如从自然来源的第一个三环缩肽 ]． 

被 看作 是新药 先导化 合物 的 一个 独特 来 

源1 太湖蓝藻素是本课题组进行江苏省社 

会发展项 目《太湖蓝藻水华胰蛋白酶抑制剂 

的 开 发研究 》中发现 的 ，其结构 与 Aerugi— 

nosin 98一A同质嘲，如图 1所示。体外活性1侧 

定显示 ，该化合物具有很强的胰蛋 白酶抑制 

活性 。 

由于微囊藻属蓝藻多肽类酶抑制剂的发 

现时间较晚，因而对其结构与功能关系的探 

讨报道较少。Ishida，K．等 通过对铜绿微囊 

藻中同时 发现 的多个胰凝乳蛋白酶抑制剂 

Micropeptins 88一A到 88一F的比较认为它们 

的胰凝乳蛋白酶抑制活性强弱与化合物中位 

于 Tbr(苏氨酸 )和 Ahp(3-amino一6一hydroxy一 

2 piperidone，3-氯 基一6一羟基一2一哌 啶酮 )之 间 

的氨基酸残基有关 

圉 1 太湖蓝藻素的结构 

本文就太湖蓝藻素对胰蛋白酶的抑制曲 

线作了测定，同时对其作用机理、结构与功能 

的关 系作了初步探讨 ，希望能对以后新药的 

研究与开发以及药效更好的化合物的合成提 

供依据 

1 材料与方法 
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太湖蓝藻素样品从无锡太湖梅粱湖水域 

蓝藻中获得，分离方法参照文献[2] 用甲醇 

分别配成 0．3mg·L 和 0．1ing·L 溶液。 

胰蛋白酶(1：250，上海华美生物工程公 

司)；TAME(Na一对 甲苯磺酰一L一精氨酸 甲酯 

盐 酸 盐，Na-Toluene—P—Sulphonyl—L—argi— 

nine methyl ester hydrochloride，上海丽珠东 

风生物技术有限公司)。其余试剂为分析纯。 

胰 蛋 白酶活 性 的测 定方法 参 照 Wor— 

thington法 “。酶反应速度单位为在 247nm 

处每分钟吸光度的变化值。共测定了 3组曲 

线 ，每组 曲线测定了 4～5个 TAME浓度，这 

3组曲线的不同之处是不加抑制剂(A)，每毫 

升反应液 中含抑制剂 0．0033mg·L (B)， 

0．0ling ·L一 (C) 

紫 外测 定所用仪器为 751G型紫外一可 

见分光光度计(上海分析仪器厂)。 

2 结果与分析 

胰蛋白酶反应速度 v与底物浓度is]关 

系表 示于 图 2。 

[s]作图，如图 3所示。 

将 以上 3组数据作趋势线，其回归方程 

和回归系数分别表示如下 ： 

A．y= 4．7593x+ 30．56． R 一 0．8776 

B．Y= 6．9048x+ 33．1 9， R0= 0．8748 

C．Y一 1 3．618x+ 29．749， R 一 0．9650 

睛 例 

蛋 数 

基至 
叵 = 

塞主 
度 i 

的 曼 

TAME的浓度的倒数 z／Is](L·g。。) 

◆ 无抑制剂(A)，■太湖蓝藻素在 是应难中的浓度 

0 0033mg·I (c)和▲ 为 0．0lmg·I _。(B) 

图 3 胰蛋白酶反应速度倒数与底物浓度倒数的 

关系 

从以上 回归方程中可以看 出，它们在 Y 

轴上的截距基本相同，分别为3o．56．33．1 9． 

29．75。按照米氏学说 ，Y轴上的截距代表 l／ 

V⋯ 即酶最大反应速度的倒数，因此可以看 

出 3者的反应最大速度基本相同．因而说明 

此抑制剂是竞争性抑制剂 

0 o【 0 2 0|3 0．4 3 讨论 

TAME的浓度Is](g·L。。) 

◆无抑常j荆(A)，■太)胡蓝藻素在反应液中曲浓度 

为 O．0033mg·L一 (B)，▲ 为 0．01mg·1 _。(c) 

图 2 胰蛋 白醵反应速 度与底物浓度的关系 

从图 2中可以看出，随着底物浓度的加 

大，酶反应速度逐渐增大并接近不加抑制剂 

时的最大速度 屙时，随着抑制剂浓度的加 

大 ，其 Km值逐渐加大。这说明了此抑制剂与 

底物之间的竞争关系 将所得数据以 1／v一1／ 

胰蛋白酶活性中心由 His(Histidine，组 

氨 酸)57，Asp(Aspartic acid，天 冬 氨 酸 )102 

和 Set(Serine，丝氨酸)195三个基团组成。胰 

蛋 白酶 的专 一性袋穴 比较深．在其底 部为 

Asp189而带有一个负电荷。这个袋穴可用来 

接受长而带正电荷的碱性侧链，例如精氨酸 

或赖氨酸 。现在 已知 ，胰蛋白酶水解的肽段 

氨基端应含有精氨酸或赖氨酸残基 ．羟基端 

如含有脯氨酸则水解受到抑制 ]。 

太湖 蓝藻 素分 子中所含有 的 Agmatin 

吣 ㈣一 。 

 ̂》、a～ 

嚷蛋白酶反应速度 
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(1一amino一4一guanidinobutane，1-氨基一4一胍基 

丁烷 ．即精胺)含有胍基，瓤基后是 4个亚甲 

基 ，分子长度与粗氨酸侧链长度相近 。Choi 

sulfate (2-carboxy一6．hydroxyoctahydroindole sul— 

fate，2-羟基一6一羟基八氢吲哚硫酸盐)与脯氯 

酸具有相似的结构，都含有叔胺基 图 4比较 

了Agmatin与精氨酸 ，脯氨酸与 Choi sulfate 

的结构。因此，太湖蓝藻素具有抑制胰蛋白酶 

水解活性的基本结构。 

卫 
上  

圈 4 精氨酸与 Agmatin 脯氨酸与 Choi的残 基 

结构 

现将含脯氪酸残基的肽与太湖蓝藻素对 

胰蛋 白酶活性中心电子中继系统的影响表示 

如 图 5。 

爵 。 
I f 

i j 
／ 

‘ 0 

图 5 含脯氨酸的肚和太湖蓝藻素对胰蛋白酶 活 

性中心电子中继系统的影 响 

从图 5中可以较直观地看出：Agmatin 

的长度与胰蛋白酶中心袋穴的长度吻合．正 

好使其中的胍基伸入袋穴与 Asp189相互 吸 

引；Choi sulfate上的叔氨基氮原子与 His57 

竞争性吸引 Ser195上的质子 因此．推导该 

化合物对胰蛋白酶的抑制机理可能为 

1、太湖蓝藻素利用与精氯酸残基相似的 

基团——Agmatin与胰蛋白酶活性中心的袋 

穴结 合 ： 

2、Chol sulfate带孤对电子的氮原子，对 

胰蛋 白酶活性中心 Ser]95上质子产生吸引 ； 

3、由于 Chol sulfate与脯氨酸有相似结 

构，肽键不能断裂与解离 ，占据了胰蛋白酶的 

活性中 t2"，因而达到了对酶水解功能的抑制 。 

． 现有的治疗胰腺炎的合成药物相对分子 

质量在 400~500左右(其中，FOY 417，FUT 

540，Foipam 494) J，aeruginosin 98一A 相 对 

分子质量为 689，因此其将 来在临床上的疗 

效可能不会弱于现有的化学合成药物。从太 

湖蓝藻素结构与功能的初步分析可以看出， 

该化台物是一潜在的、优秀的新药先导化合 

物 。 
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