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=摘  要>  目的:利用高效液相色谱法测定叶酸-青霉素G 酰化酶( PGA)对 N-苯乙酰化阿霉素( DOXP)的催

化活性,为叶酸导向的酶催化前体药物的肿瘤治疗 ( FDEPT )研究奠定理论基础。方法: 色谱柱为 Diamonsil C18

( 250 mm@ 416 mm, 5Lm) ; 流动相为乙腈-水,用 85%磷酸调节 pH 至 214; 梯度程序: 0~ 3 min 为 24%乙腈, 3~ 15

min为 80%乙腈;紫外检测波长: 495 nm; 流速: 1 mL/ min。结果: DOXP 和酶解产物阿霉素的 tR分别为 51 5 min 和

1213 min, 原酶PGA和叶酸-PGA偶联酶对 DOXP的 K m 和 vmax分别为 15Lmol/ mL , 01094Lmol/ ( min#mg)和19Lmol/

mL, 01086Lmol/ ( min#mg)。结论: DOXP为 PGA的较好底物, 叶酸与 PGA 偶联对酶的催化活性的影响较小。
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  维生素叶酸能高度特异性结合肿瘤相关抗原
) ) ) 叶酸受体( FR) [ 1, 2]。以叶酸导向的酶催化前

体药物的肿瘤治疗( FDEPT)是以叶酸替代抗体靶

向酶催化的前体药物治疗( ADEPT)中起靶向作用

的抗体,将叶酸与前药的专一性活化酶偶联, 酶选

择性靶向于 FR阳性肿瘤,使前药特异性地在肿瘤

组织内转化为活性细胞毒分子。与抗体导向酶相

比,叶酸导向酶对肿瘤细胞的亲和力更强, 且叶酸

导向酶的体积小, 免疫原性低, 且容易制备和保

存[ 1]。

青霉素 G酰化酶( penicillin-G acylase, PGA, EC

31511111)对苯乙酰基具有高度选择性,不仅可以

催化B内酰胺环上的苯乙酰基解离,还可以催化苯

乙酰基从其他胺、醇或者肽链上酶解。青霉素 G

酰化酶为非人类酶, 因此常作为前药活化酶应用于

ADEPT 的研究中[ 3- 5]。前药活化酶对底物的特异

性和催化速度是导向酶的药物前体治疗的关键[ 3]。

因此本实验通过高效液相色谱法测定了叶酸-PGA

偶联酶催化 N-苯乙酰化阿霉素[ N-( phenylacetyl )

doxorubicin, DOXP, 图 1] 释放阿霉素 ( doxorubicin,

DOX)的活性,为叶酸-PGA联合阿霉素前药的肿瘤

治疗研究奠定了理论基础。

Fig11 Chemical st ructure of N-( phenylacetyl) doxorubicin

1  材  料

青霉素 G 酰化酶( PGA, M r 约 70 000 Da, 56

mg/mL)、青霉素 G 钾盐( PeniG-K)、1-乙基-3-( 3-二

甲氨基丙基 )碳二亚胺( EDC) ( Sigma 公司) ; BCA

( Bicinchoninine acid assay)蛋白定量试剂盒和无水

DMSO( Pierce 公司) ; Sephadex G-25 ( Amersham Bio-

sciences公司)。聚氧乙烯蓖麻油( cremophor EL, 巴

斯夫公司) ;阿霉素( DOX, 浙江海正药业股份有限

公司) ; N-苯乙酰化阿霉素( DOXP, 参考文献[ 5]制

备,纯度大于 99%)。756型紫外可见分光光度计

(北京瑞利仪器厂) ;Waters 600高效液相色谱仪, 配

有 2996 型二极管阵列检测器, 717 自动进样器和

Empower PDA数据处理工作站。色谱柱为 Diamon-

sil C18( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm)。
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2  实验方法

211  叶酸-PGA的制备

取适量叶酸溶于无水 DMSO 中, 加入 5 倍的

EDC, 23 e 于暗处搅拌 1 h 得叶酸活化酯。将 218
mg/ mL 的PGA加入到 30倍的叶酸活化酯中,在 pH

815的磷酸盐缓冲液中, 23 e 于暗处搅拌 30 min后

用G-25柱纯化。以牛血清白蛋白为标准, 按 BCA

法测定酶含量。根据测定的酶含量以及叶酸在

363 nm 处的摩尔吸收系数 6 197[ 6] , 计算叶酸与

PGA的偶联比。

212  叶酸-PGA催化酶解DOXP的HPLC测定

色谱条件  流动相: 乙腈-水, 85% 磷酸调节

pH为 214[ 7]。梯度程序: 0~ 3 min为 24%乙腈, 3~

15 min 为 80% 乙腈。检测波长 495 nm, 流速

1 mL/ min, 进样量 10 LL。

活性测定  取50 Lg/ mL 叶酸-PGA,加入 DOXP

[ 50~ 500 Lg/ mL,用 1% cremophor EL/ PBS( wBv )溶
解] , 37 e 下反应, 振荡 15 min, 取样,用乙腈稀释,

离心,取上清液进样。

以每分钟生成 DOX的量来表示初速度, 以不

同浓度的底物 DOXP 和初速度的双倒数作图, 计算

K m值及 vmax。

3  结果与讨论

311  叶酸-PGA酶解DOXP的反应介质

DOXP 在含 10% DMSO的 PBS 溶液中溶解度

较低(小于 10
- 5
mol/ L)

[ 5]
, 因此本文选用 cremophor

EL 溶解 DOXP,再用PBS稀释后与酶混合。按 MTT

法检测 cremophor EL 对叶酸受体阳性细胞 HeLa细

胞和 SKOV3细胞的毒性。结果显示: cremophor EL

在浓度高于10 mg/ mL(培养液稀释)时均无细胞毒

性。

312  工作曲线的制备

配制117, 0185, 0117, 01085, 01017 mmol/ L 的阿

霉素标准溶液, 以阿霉素的峰面积( A)对浓度( c ,

mmol/ L)作工作曲线, 测得回归方程为: A = 21448
@ 10

2
+ 11879 @ 10

4
c, r= 01999 8。

313  叶酸-PGA酶解DOXP的色谱分析

阿霉素和 DOXP 的紫外吸收光谱显示两者的

最大吸收波长和特征波长一致,因此不宜采用紫外

分光光度法进行测定。利用高效液相色谱法,当检

测波长为 495 nm, 采用梯度程序: 0~ 3 min 为 24%

乙腈, 3~ 15 min为 80%乙腈, DOX和 DOXP 的保留

时间分别为 515 min 和 1213 min(图 2)。将叶酸-

PGA偶联酶和原酶 PGA与 DOXP 反应 1 h 后进行

高效液相色谱分析(图 3) , DOX的峰出现在 6 min

左右, DOXP 的峰在 12 min左右。

Fig12 Chromatogram of ( 1) doxorubicin and ( 2) N-phenylacetyl doxoru-

bicin( DOXP)

Fig13 Chromatograms of 100 Lg/mL DOXP catalyzed by 50 Lg/ mL pen-i

cillin-G acylase

A1Parent enzyme; B1Folate- conjugated enzyme

314  叶酸-PGA酶解 DOXP的动力学

PGA 或叶酸-PGA ( 50 Lg/ mL ) 与适量底物

DOXP作用, 反应 2 h,以酶解产生的 DOX或消耗的

DOXP的峰面积对时间作图。图 4表明, 底物的减

少和产物的增加基本上是一致的,可见酶对 DOXP

有较高的催化活性。偶联酶催化酶解 DOXP 释放

DOX的量在 1 h前较原酶慢,但 1 h后两者变化趋

于一致, 2 h 内均能将 DOXP 完全酶解, 1 h的转化

率均达到 90%左右, t1/ 2分别为 20 min和 30 min。

叶酸-PGA酶解DOXP的反应初速度以每分钟

生成 DOX的量来表示。以不同浓度的底物 DOXP

和初速度的双倒数作图,原酶 PGA和叶酸-PGA 偶

联酶 Km 和 vmax分别为 15 Lmol/ mL, 01094 Lmol/
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(min#mg)和19 Lmol/ mL, 01086 Lmol/ ( min#mg)。可
见DOXP为 PGA 的一个较好底物, 且偶联酶和原

酶对 DOXP 的催化活性相似, 叶酸的修饰对 PGA

的影响不大。

) v ) Parent enzyme, parent drug; ) w ) Parent enzyme, DOXP; ) o )

Conjugated enzyme, parent drug; ) p ) Conjugated enzyme, DOXP

Fig14  Enzymatic hydrolysis of 100 Lg/mL N-( phenylacetyl ) doxorubicin

( DOXP) by 50 Lg/mL parent enzyme or 50 Lg/ mL conjugated enzyme as

determined by reversed- phase HPLC
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HPLC Determination of Enzymatic Hydrolysis of

N-( Phenylacetyl) Doxorubicin Catalyzed

by Folate-conjugated Penicillin-G Acylase
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na)

=ABSTRACT>  AIM:To invest igate enzymatic hydrolysis of N-( phenylacetyl) doxorubicin ( DOXP) catalyzed by fo-

late-conjugated penicillin-G acylase ( PGA) . METHODS: The determination of prodrug DOXP and cleavage product

doxorubicin was monitored by HPLC. A Diamonsil C18 column ( 250 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm) was used with 1 mL/ min

flow rate of 85% phosphoric acid in water ( pH 2. 4) with a gradient of acetonitrile created according to the following

scheme: 24% for 3 min and then constant at 80% for 12min. RESULTS: PGA effected the hydrolysis of DOXP, and

HPLC analysis confirmed that doxorubicin was formed. The K m and vmax were 15 Lmol/ mL, 01094 Lmol/ ( min#mg)

and 19 Lmol/ mL, 01086 Lmol/ (min#mg) for the parent enzyme or for the conjugate enzyme, respectively. CONCLU-

SION: DOXP was a good substrate for PGA. Folate-conjugated PGA did not significantly compromise PGA catalytic ac-

tivity.

=KEY WORDS>  Folate; Penicillin-G acylase; N-( Phenylacetyl) doxorubicin; Catalytic activity;HPLC
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