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胶原酶与不同药物相配伍对其酶活性影响的研究
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 摘要! 目的: 观察注射用胶原酶与不同药物相配伍后酶活性变化的情况, 探讨胶原酶与不同药物配伍对酶活

性的影响。方法: 将注射用胶原酶制剂与 12种药物分别配伍后, 将样品管、底物对照管和酶对照管各加入无水乙醇

0 5 m l终止酶反应,冷却过滤。取滤液稀释后置于 TU 1800 pc紫外可见分光光度计, 将样品管的吸收度减去底物对

照管和酶对照管的吸收度,再从标准曲线上查得亮氨酸的 g数,以胶原酶在 37 ∀ 、pH7 5条件下作用于胶原蛋白, 每

小时从胶原蛋白中释放的多肽相当于茚三酮显色 1 m ol亮氨酸量为一个活性单位来计算注射用胶原酶制剂的活性。

结果: 12种药物对注射用胶原酶的活性均有不同程度的影响, 轻者导致胶原酶的活性下降,重者导致胶原酶的活性丧

失。结论: 胶原酶的化学本质是蛋白质, 任何能改变蛋白质性质的条件,都会使酶的活性下降或失活。忽视胶原酶的

化学本质而随意配伍的不规范做法,有悖于酶促反应动力学的基本原理, 在临床工作中不应提倡。
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近年来, 在应用胶原酶 ( Collagenase)化学松解术治疗腰

椎间盘突出症的临床工作中, 屡有将不同药物与注射用胶原

酶制剂联合或混合应用的报道 [ 1 3]。为了研究不同药物与胶

原酶配伍后对其酶活性的影响, 使用文献报道 [1 3] 中经常与

其相配伍的 12种药物在体外与注射用胶原酶制剂配伍后, 依

照中华人民共和国卫生部 [W S 240( X 207) 96( 1) ]部颁标准

对其酶活性进行了测定,现将有关结果报告如下。

1 材料与方法

1 1 酶制剂 注射用胶原酶每支 600 U (辽宁味邦生物制药

有限公司, 批号: 031102);注射用胶原酶每支 1 200 U (上海乔

源生物制药有限公司 ,批号: 20020528)。

1 2 配伍药物 与注射用胶原酶制剂相配伍的 12种药物由

沈阳市食品和药品监督管理局提供。其中, 盐酸曲马多注射

液每支 2 m l/100 mg (德国格兰泰,批号: 404H ) ;枸橼酸芬太

尼注射液每支 2 m l/0 1 m g (宜昌人福药业, 批号: 040902);

盐酸布比卡因注射液每支 5 m l/37 5 mg (上海禾丰药业, 批

号: 4 H 03040); 盐酸罗哌卡因注射液每支 10 m l/10 mg (瑞典

阿斯利康制药, 批号: 021004); 盐酸利多卡因注射液每支

20 m l/400 mg (上海旭东海普药业, 批号: 031102); 盐酸普鲁

卡因注射液每支 2 m l/40 m g (上海旭东海普药业, 批号:

030601) ;碳酸利多卡因注射液每支 5 m l/86 5 mg (江苏济川

制药,批号: 030402); 盐酸吗啡注射液每支 1 m l/10 mg (沈阳

第一制药厂, 批号: 030608); 地塞米松磷酸钠注射液每支

1 m l/5 mg (河南开封前锋制药厂, 批号: 0306212); 维生素 B1

注射液每支 2 m l/100 m g(天津金耀氨基酸, 批号: 0309021);

维生素 B12注射液 1 m l/0 5 mg(天津金耀氨基酸,批号: 0311211);
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醋酸曲安奈德注射液每支 5 m l/50 m g(上海通用药业, 批号:

030409)。

1 3 仪器 本研究使用的仪器为 TU 1800pc紫外可见分光

光度计 (国家药品审评委员会指定产品、北京普析通用仪器

有限责任公司生产 )。

1 4 注射用胶原酶活性的测试 注射用胶原酶制剂以

0 9%氯化钠溶液 2 m l溶解, 将上述 12种药物在室温下与注

射用胶原酶制剂分别混合 (共 12支测试品 )静置 0 5 h, 依照

部颁标准 [W S 240( X 207) 96( 1) ]测定其酶活性。

1 4 1 对照品溶液的制备 精密称取试剂纯级亮氨酸适量,

用双蒸馏水配制成每毫升中含 50 g的溶液 (临用前制备 )。

1 4 2 测试品溶液的制备 将测试品用曲瑞斯缓冲液

( pH 7 5)稀释成每毫升含 1~ 7 U的溶液 (临用前制备 )。

1 4 3 标准曲线的制备 取大小相同的试管 7支,按顺序精

密加入亮氨酸对照品溶液 0、0 1、0 2、0 3、0 4、0 5、0 6 m l后

分别用双蒸馏水稀释至 1 m ,l再于各试管中依次加入枸橼酸

缓冲液 ( pH 5 0) 1 m l和氰化钾 -茚三酮试液 1 m ,l置沸水浴

中保温 15 m in后于冷水中冷却 10 m in, 然后在各管中加入

60%乙醇 3 m l摇匀,以 0管为空白, 依照分光光度法 (中国药

典 1 9 9 5年版二部附录∃ )在 570 nm波长处分别测定吸收

度, 以亮氨酸浓度为横坐标、吸收度为纵坐标绘制标准曲线。

1 4 4 测定 样品管: 将 12支测试品管各加入胶原蛋白

20 mg与曲瑞斯缓冲液 ( pH 7 5) 1 m l。底物对照管:取具塞试

管 12支各加入胶原蛋白 20 m g与曲瑞斯缓冲液 ( pH7 5 )

1 5 m l。酶对照管: 取具塞试管 12支各加入曲瑞斯缓冲液

( pH 7 5) 1 m l。样品管、底物对照管和酶对照管均置于 37 ∀
水浴中预热 5 m in。底物对照管、酶对照管分别加入测试液

0 5 m l置 37 ∀ 水浴中保温并振荡 ( 60次 /m in)准确 1 h。样

品管、底物对照管和酶对照管各加入无水乙醇 0 5 m l终止酶

反应, 冷却至室温后分别滤过, 各取滤液 0 5 m l加双蒸馏水

至 2 5 m l摇匀,分别取出 1 m l置于 TU 1800pc紫外可见分光

光度计, 将样品管的吸收度减去底物对照管和酶对照管的吸

收度, 再从标准曲线上查得亮氨酸的 g数, 按下式计算可

得: 注射用胶原酶活性单位 ( U ) = 亮氨酸 g数 % 4 % 5 %稀
释倍数 /131 2。式中 & 4∋为反应终止后过滤液取原液 1 /4,

& 5∋为滤液稀释 5倍, & 131 2∋为亮氨酸分子量。

1 4 5 注射用胶原酶活性单位的定义 胶原酶在 37 ∀ 、
pH 7 5条件下作用于胶原蛋白, 以每小时从胶原蛋白中释放

的多肽相当于茚三酮显色 1 mo l亮氨酸量为 1个活性单位。

2 结果

测试结果表明, 12种药物对胶原酶的活性均有不同程度

的影响, 轻者导致酶的活性下降, 重者导致酶完全失活。具体

结果如下:

胶原酶 1(每支 600 U,辽宁味邦生物制药,批号: 031102;

标示值 600 U,实测值 690 U,以下同 ) + 盐酸罗哌卡因, 配伍

后酶效价 606 U, 效价下降率 12 20% ; 胶原酶 1 +盐酸曲马

多, 配伍后酶效价 570 U, 效价下降率 17 40% ;胶原酶 1 +枸

橼酸芬太尼,配伍后酶效价 566 U,效价下降率 18 00% ; 胶原

酶 1 + 盐酸布比卡因, 配伍后酶效价 526 U, 效价下降率

23 80% ;胶原酶 1+盐酸普鲁卡因, 配伍后酶效价 299 U, 效

价下降率 56 70% ; 胶原酶 1+盐酸利多卡因, 配伍后酶效价

0, 效价下降率 100%。

胶原酶 2 (每支 1 200 U, 上海乔源生物制药, 批号:

20020528;标示值 1 200 U实测值 1 175 U,以下同 ) +碳酸利

多卡因, 配伍后酶效价 825 U,效价下降率 29 80% ; 胶原酶 2

+盐酸吗啡, 配伍后酶效价 745 U, 效价下降率 36 60% ;胶原

酶 2 + 醋酸曲安奈德, 配伍后酶效价 686 U, 效价下降率

41 60% ;胶原酶 2+维生素 B12,配伍后酶效价 595 U, 效价下

降率 49 40% ; 胶原酶 2 +地塞米松磷酸钠, 配伍后酶效价

295 U, 效价下降率 58 00% ; 胶原酶 2+维生素 B1, 配伍后酶

效价 0,效价下降率 100%。

3 讨论

近年来, 胶原酶化学溶解术治疗腰椎间盘突出症技术普

及,但是由于受专业思维和自身技术条件所限,在穿刺注射胶

原酶时多采用硬膜外途径。由于针不抵患处、酶未达底物, 导

致相当一部分经硬膜外途径单纯注射胶原酶的病例疗效不

佳 [ 4] ,故联 (混 )合用药的做法应运而生,目的是弥补穿刺的

不到位、以及利用激素类和麻醉类药物的作用以期取得一定

的临床疗效。但是, 这种联 (混 )合用药的做法首先是忽视了

不同药物的 pH值对酶活性的影响。

每种酶都有其最适 pH 值。经测定, 国产注射用胶原酶

制剂的最适 pH 值为 6 8~ 7 5, 在此范围内酶的活性最高。

如维生素 B1针剂,该药的 pH 值为 2 5~ 4 0, 注射用胶原酶

与其配伍后, 酶活性完全丧失。再者, 蛋白质 (酶 )的活性取

决于其构象是否完整。因此, 在其分子表面必须有一单层必

需水来维持它的活性构象。目前临床上经常使用的混悬型糖

类皮质激素中 (如醋酸曲安奈德、醋酸曲安缩松等 ) , 都含有

做为赋形剂而加入的有机溶剂聚乙二醇。胶原酶与混悬型糖

类皮质激素相配伍后酶活性的降低, 是因为聚乙二醇等与水

混溶的有机溶剂夺取了胶原酶分子表面的必需水, 从而导致

酶活性下降。盐溶作用对酶活性的影响也不容忽视。 SO4
2-、

C l-、B r-、NO
3

-、C lO
4

-、SCN-等能结合于蛋白质的带电基团

或结合于肽键的偶极子, 其结果是降低了蛋白质周围的水簇

数目,从而破坏了蛋白质构象的稳定性,这种作用将直接导致

酶蛋白发生盐溶。如盐酸利多卡因, 胶原酶与其相配伍后, 酶

活性丧失殆尽。
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