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太湖蓝藻水华胰蛋白酶抑制剂的含量测定

汤晓智， 敖宗华， 孙志浩， 熊筱晶， 陶文沂
（无锡轻工大学 生物工程学院，江苏 无锡!$#"/5）

摘 要：采用紫外分光光度法对太湖蓝藻提取液中的胰蛋白酶抑制剂进行了含量测定，测定的线

性范围在#!#""6／78)此法简单方便，精密度和回收率均较理想)
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!"世纪-"年代，太湖流域水质严重富营养化，

导致每年夏季蓝藻水华爆发，蓝藻水华的迅速爆发

和死亡进而导致太湖水质更加恶化，影响了居民的

生活健康)因此，迅速去除蓝藻水华以防止其在沿

岸的聚集和腐败是改善水质的主要方法)日本已成

功地用特制的捕捞船通过捞取去除水华［$］，如能利

用蓝藻开发新药，提高其水华经济价值，将会极大

地推动收集的力度)
产生太湖蓝藻水华的藻类是铜锈微囊藻（!"#

$%&$’()"(*%+,-".&(*）)作者通过近/年的研究，发现

太湖蓝藻水华中含有大量的胰蛋白酶抑制剂)胰蛋

白酶抑制剂在临床上有着重要的应用价值，可用于

治疗急性胰腺炎等胰腺或胰周感染性疾病［!］，还可

用于肺气肿、脑水肿及脑缺血等疾病的治疗［/］)太

湖蓝藻中提取得到的胰蛋白酶抑制剂由于其活性

高、相对分子质量小因而有可能成为开发此类新药

的首选［#］)目前，蓝藻中胰蛋白酶抑制剂提取过程

的定量方法国内外尚未有报道，作者采用紫外分光

光度法测定提取液中胰蛋白酶抑制剂的含量，结果

令人满意)

B 材料与方法

BCB 仪器

E&%4""紫外?可见分光光度计

BCD 试剂及材料

胰蛋白酶（$X!4"） 华美生物工程公司提供；

;:YZ（对苯甲磺酰?8?精氨酸甲酯酸盐） 上海丽
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珠东风生物技术有限公司提供；胰蛋白酶抑制剂

!"#$%&’()&’*+,-纯品（经核磁谱、质谱等鉴定）［.］；蓝

藻干粉 作者于/***年*月采集，喷雾干燥后在低

温干燥状态下保存0
!"# 方法

!0#0! 胰蛋白酶活性的测定 参照文献［1］进行0
!0#0$ 胰蛋白酶抑制剂样品活性的测定

抑制剂样品活性是指抑制剂样品对胰蛋白酶

活性的抑制能力0作者在每批样品活性测定的同

时，测定一空白对照，即不加样品的酶活性0胰蛋白

酶的抑制率可用下式表示：!2/3!"／!4
式中：!（5）为胰蛋白酶抑制剂对胰蛋白酶的

抑制率，!"为加酶抑制剂后的酶活 ，!4为不加抑

制剂的酶活0
抑制剂活性单位定义为：同样条件下，降低一

个酶活性单位所需的抑制剂量0
!0#0# 胰蛋白酶抑制剂 标准样品溶液和待测样

品的配制取!"#$%&’()&’*+,-标准样品/04446%，甲

醇溶解后定容于/467容量瓶中，得/44"%／67的

标准样品液，再分别稀释至.、/4、84、94、.4、14"%／

67待测定；取蓝藻干粉1%，室温下，用*45乙醇按

质量体积比/：/4浸提8.:，抽滤，取清液待测0
!0#0% 实验条件的选择

/）线性关系 在/;6 的比色皿中加入40967
<-=>底物溶液，精密吸取标准样品溶液（."%／

67）4044167，再用<#&),?@A缓冲液补充至80*
67，摇匀，调温至81B，迅速加入40/67酶液，在

8.C’6处测定0以未加样品的胰酶活性为空白对

照，计算出胰酶相对剩余酶活及抑制率0用同样的

方法测定/4、84、94、.4、14"%／67标准样品溶液，

以抑制率为纵坐标，酶抑制剂浓度为横坐标，作曲

线，结果见图/0

图! 胰酶抑制剂质量浓度&抑制率图

’()"! *+,-,./0(123+(45,06,,20-743(2(2+(5(01-812&
8,20-/0(12/29(2+(5(01-7-/0(1

由上图取线性范围内数据作标准曲线，其回归

方程为#280/4/C$D/09.8C，%240***E0

图$ 标准曲线

’()"$ :0/29/-98;-<,

8）样品的测定 将待测样品按以上测定方法测定，

得到胰酶抑制剂抑制率，在标准曲线上查得相应胰

蛋白酶抑制剂的质量浓度，从而推算提取得率0
9）精密度测定 取同一批蓝藻干粉，称取E份，每

份1%0在室温下用*45的乙醇按质量体积比/F/4
浸提，测定推得样品中胰酶抑制剂质量浓度，进一

步算出平均提取得率为4048*+5，GHI为/0E5（&
2E）0见表/0

表! 样品液精密度实验结果

*/5"! *+,-,3;.031=0+,4-,8(3(120,303

编号 提取得率／5 平均提取得率／5 GHI／5

/ 4048*4

8 4048*E

9 4048*9 4048*+ /0E

. 404948

1 404944

E 40494E

.）稳定性实验 取待测样品在室温放置8.:内多

次测定，结果较稳定，GHI2/0C50见表80
表$ 样品液稳定性实验结果

*/5"$ *+,-,3;.031=30/5(.(070,303

时间／: 抑制剂质量浓度／（"%／67）

4 4048*4

. 4048*E

+ 404948

/8 4048+*

/E 4048*4

8. 4048*8

1）加样回收率实验 取待测样品液进行加样回收

率实验0取167样品液加入/67/44"%／67的标

准品溶液，稀释至/467进行测定，计算得平均回

收率为/490.5，GHI为/0*（&2E），结果见表90
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表! 样品加样回收率实验结果

"#$%! "&’(’)*+,)-.(’/-0’(1,’),)

测定

样品

样品实际

量／!!

加入量／

!!

测得量／

!!

回收率／

"

平均回收

率／"
#$%"

& &’()*+ &,, -(.)+/ &,-),

- &’()*+ &,, 0,.)*, &,.).

0 &’()*+ &,, -(,)0. &,,)- &,0)+ &)(

+ &’()*+ &,, 0,.)*, &,.).

. &’()*+ &,, 0,,).’ &,0)*

/ &’()*+ &,, 0,,).’ &,0)*

2 讨论

2%3 定量测定方法建立的依据

关于胰蛋白酶抑制剂的定量测定方法，尚未见

报道，虽可以用高压液相色谱法进行测定，但操作

复杂，设备投资大)出于经济实用的角度考虑，选择

紫外分光光度计测定抑制酶的活性作为其定量测

定方法，简单方便，实验结果令人满意)由于杂质不

会引起吸光度的连续性改变，从而克服了紫外法受

杂质影响大的缺点，使化合物的定量分析结果较为

准确)
2%2 定量测定方法应注意的问题

由于本定量方法是建立在胰蛋白酶活性测定

方法的基础之上的，因此应注意测定过程中的温度

和12值的控制)胰蛋白酶酶反应的最适温度为-.
3左右，最适12值为*"(［.］，因此测定温度应尽

量保持在-.3左右，12值主要取决于4567缓冲液

的精确配制)
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