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� �  摘要!� 目的: 研究注射用胶原酶对炎性物质磷脂酶 A2 ( PLA2 )的水解作用和对其活性的抑制作

用。方法: 制备不连续 SDS�PAGE垂直平板凝胶, 将 3种酶促反应体系的不同酶解时间的反应液样品,

进行电泳、固定、染色、脱色。同时在 PLA2活性测定体系中, 加入定量的胶原酶溶液, 测定各反应体系

的 PLA
2
活性相当值。以不含胶原酶的 PLA

2
活性测定体系为标准,求出不同活性单位胶原酶体系的

PLA2相对活性,并依据实验所获得的数据,绘制 L inew eaver�Burk图加以识别。通过对注射用胶原酶在

PLA
2
水解卵磷脂过程中所起的作用, 确定注射用胶原酶对 PLA

2
活性的抑制机制。结果:注射用胶原酶

对 PLA2无水解作用, 但在体外对 PLA2的活性有明显的抑制作用,其抑制类型为竞争性抑制, 且抑制作

用随胶原酶剂量的增加而增强。结论: 虽然注射用胶原酶在体外对炎性物质 PLA 2的活性有明显的抑

制作用, 但根据酶促反应动力学的基本理论, ∀针抵患处、酶达底物#是构成化学溶解术这一微创技术的
基本要素和应用该技术时必须遵守的基本原则。

 关键词!� 胶原酶类; � 磷脂酶 A2; � 酶抑制
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ABSTRACT� Objective: To investiga te the hydro ly sis o f co llagenase fo r in jec tion to inflamm a to ry sub�

stance�phospho lipaseA 2 ( PLA2 ) and the inh ib ition to activ ity. M ethods: Uncontinuous SDS�PAGE vertical s lab

ge l were prepared. Reaction so lution samp le in d ifferent enzym o lys is tim e of three kinds o f enzyma tic reaction

system we re electrophoresis, fixed, sta ined and decolored. A t the sam e tim e, quantitative co llag enase so lution

w ere added in PLA2 activem easur ing system and PLA2 active value o f each reactive system w erem easured. A s

PLA2 activ em easuring sy stem w ithout conta ining co llagenase standa rd to calculate PLA 2 re la tive activ ity in dif�
ferent active un it co llagenase system and draw L inew eaver�Burk d iag ram according to data from experim ent.

Acorrding to the action o f co llag enase fo r injection in the process of PLA2 hydro lyzing lec ith in to asce rtain the

inh ibitivem echanism of co llag enase fo r injection to the activ ity of PLA2. R esu lts: Co llagenase for in jection had

no hydro lysis to PLA2, bu t the inh ib ition was obv ious in v itro. The inhib itive typew as com pe titive inh ibition and

the inhibition increase as the increscence o f co llagenase do se. Conclusion: A lthough co llagenase fo r in jection

has obv ious inh ib ition to inflamm atory substances�phospho lipaseA
2
∃s activ ity in v itro. The basic theory o f enzy�

m atic reac tion dynam ics ∀ needle to the site, enzym e to the substrate# constitutes the basic e lem ent of chemo lys�
is o f one k ind of m icro traum atic techn ique and the basic princ ip le hav ing to be obeyed as apply ing th is tech�

n ique.
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� � 注射用胶原酶的化学名为胶原蛋白水解酶 ( Co llagenase)

[ EC3. 4. 24. 3] , 简称胶原酶, 临床用于治疗腰椎间盘突出

症 [ 1]。由于它在人体生理 pH值及正常体温下, 可对椎间盘

组织成分 % 胶原蛋白进行特异性溶解, 使突出物体积减小或

消失, 进而解除其对神经根的刺激和压迫, 而不损伤其他蛋白

质和组织, 达到治疗或治愈的目的。就胶原酶的作用机制而

言,在选择好适应证和控制好用药剂量的前提下,注射方法以

盘内或突出物内给药为佳。因为从理论来说, ∀针抵突出处,

溶酶达底物#是化学溶解术这一技术构成的基本要素, 盘外

给药的疗效理论上应该不理想, 但临床实践表明盘外注射也

是一种有效的注射方式 [1]。在穿刺针未达突出处、溶解酶未

达底物的情况下, 是否还有其他因素参与其疗效? 其中一个
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非常重要的事实是: 在突出及疼痛椎间盘中, 致炎物质磷脂酶

A2 ( Pho spho lipase A2, PLA2 ) [ EC3. 1. 1. 4. ]的含量异常增

高 [ 2, 3], PLA 2具有强致炎性, 并导致椎间盘突出症引起的疼痛

加重 [ 4�6]。因此, 本研究旨在探讨注射用胶原酶在体外与

PLA2的关系。

1� 材料与方法
1� 1� 试剂 � 注射用胶原酶 (批号 20030301, 上海乔源生物制

药有限公司 ), PLA2 和胶原蛋白 &、∋、( ( S igm a ), T ris

( BB I),丙烯酰胺 ( BBI), 甲叉双丙烯酰胺 ( F luka ), 四甲基乙

二胺 ( S igm a), 月桂醇硫酸钠 (上海生工 ) ,卵磷脂 ( S igm a), 其

余均为国产分析纯试剂。

1� 2� 仪器 � M D100 - 1型电子天平 (上海天平仪器厂 ),

PHSJ- 3F型酸度计 (上海雷磁分析仪器厂 ), 电热恒温水浴箱

(江苏金坛仪器厂 ), UV - 9100紫外分光光度计 (北京瑞利分

析仪器公司 ), DYY型稳压稳流电泳仪 (北京六一仪器厂 ),

DYY- ∋型 28A型垂直板电泳槽 (北京六一仪器厂 ), 微量酸

碱滴定管。

1� 3� 方法

1� 3�1� 注射用胶原酶对 PLA2的水解作用
[ 6, 7] (以下简称实

验 1) � PLA2 冻干蛋白粉用反应缓冲液 ( 0�05 m ol/L T r is,

0� 01 m o l/L CaC l
2
, 0� 2 mo l/L NaC ,l pH 7� 5)配制成 1 mg /m l溶

液, 用前配制。注射用胶原酶 ( 1 200 U )用同样反应缓冲液配

制成不同比活的溶液 ,用前配制。

100� l( 1 m g /m l) PLA2溶液置 37 ) 水浴中预热 5 m in。

分别加入相同体积不同浓度的胶原酶溶液, 使反应体系胶原

酶终浓度分别为 0�6、600、2 000 U /m ,l混匀后置 37 ) 水浴保
温。胶原酶终浓度为 0�6、600 U /m l的反应体系, 每间隔

10 m in, 取出反应液 20 � ,l终止酶促反应于含有乙二胺四乙

酸盐 ( E thy lened iam ine tetraace tic acid, EDTA )和二硫苏糖醇的

聚丙烯酰胺凝胶 ( Scd ium dodecyl sulfate pc lyacry l am ide ge l e�

lectropho res is, SDS�PAGE)上样缓冲液中, 煮沸 5 m in后备用。

两种酶促反应进行 60 m in。胶原酶终浓度为 2 000 U /m l的反

应体系,分别在 40、60、80、100 m in时,取出反应液 20� ,l终止

酶促反应于含有 EDTA和二硫苏糖醇的 SDS�PAGE上样缓冲

液中, 煮沸 5 m in后备用。

参照文献方法 [ 8]制备不连续 SDS�PAGE垂直平板凝胶,

分离胶 ( 10 cm ∗ 10 cm ): T = 15%或 20% , C = 2�6% ; 堆集胶

( 0�6 cm ∗ 10 cm ) : T= 3� 0% , C= 2� 6% ( T: To ta l content总含

量。 C: Cross混合物。T%和 C%是通常用来表示凝胶中丙烯

酰胺组成的指标, T%是指丙烯酰胺总的含量W /V, C% 是指

交联的丙烯酰胺,即双丙烯酰胺与丙烯酰胺单体的比值W /W )

上述 3种酶促反应体系的不同酶解时间的反应液样品,沸水浴

5 m in后,分别定量加至各自的不连续 SDS�PAGE的样品孔, 按

文献方法 [ 9, 10]进行电泳、固定、染色、脱色。SDS�PAGE分离上

述 3种酶促反应体系样品的结果见图 1- 3。

1� 3�2� 注射用胶原酶对 PLA
2
活性的影响 (以下简称实验 2)

按文献 [ 9 ]配制 PLA2 酶促反应缓冲液, 即 1 mo l/L NaCl、

0�01 mol/L CaC l2、0�01 mo l/L去氧胆酸钠各 10 m ,l混匀, 用

1 mo l/L NaOH溶液调节 pH值至 8�0后,定容至100 m l。

注射用胶原酶用 PLA 2酶促反应缓冲液制成不同比活的

溶液,用前配制。

卵磷脂 500 m g, 加少许蒸馏水在 50 ) 水浴中保温
20 m in。超声处理使其呈悬浊液后, 冷却至室温 [ 11]。加

1 m o l/L NaC l、0�01 m o l/L CaC l2、0�01 mo l/L去氧胆酸钠各

10 m ,l混匀, 用 1 m ol/L N aOH 溶液调节 pH值至 8� 0后,定容

至 100 m ,l混匀即为 PLA 2底物溶液, 当天配制。

PLA2活性测定参照文献方法
[ 9]进行。5 m l PLA 2底物溶

液及 300� l酶促反应缓冲液, 37 ) 预热 5 m in后, 加 100 � l

PLA2 (用酶促反应缓冲液配制 ), 混匀后置于 37 ) 水浴中反

应 15 m in, 加 20 � l EDTA ( 0�5 m o l/L, pH 8� 0)终止反应。加

入 5滴甲酚红 - 百里酚蓝 (甲酚红 25 mg, 百里酚蓝 150 m g,

溶于 100 m l蒸馏水 )作为指示剂, 用 0�01 m ol/L KOH标准溶

液进行滴定。空白对照除在加 PLA2溶液前先加 20 � l EDTA

( 0� 5 m o l/L pH 8� 0)以灭活 PLA
2
外,其他同上操作。样品活

性测定体系所消耗 KOH 标准溶液量减去空白对照的即为该

样品 PLA
2
活性相当值。

在上述 PLA2活性测定体系中, 加入 300 � l胶原酶溶液,以

使每个体系中分别含胶原酶活性单位为 2�4、7�2、21�6、64�8、

194�4,同上测定各体系的 PLA2活性相当值。以不含胶原酶的

PLA2活性测定体系为标准, 求出不同活性单位胶原酶体系的

PLA2相对活性,分别为: 50%、34�2%、13�2%、7�9%、2�6%。
1�3�3� 注射用胶原酶对 PLA2活性抑制的类型 (以下简称实验

3) � PLA2底物溶液的量逐渐增加,并用 PLA2酶促反应缓冲液使

得总体积为 5m ,l从而建立由低到高 5种卵磷脂浓度的酶促反应

体系,以考察底物浓度对 PLA2活性的影响。上述 5种底物浓度

的反应体系在 37 ) 预热 5 m in后,分别加入 10� l( 52�6 U ) PLA2

溶液,混匀后 37 ) 水浴反应 15 m in,加 20� l EDTA ( 0�5 mo l/L,

pH 8�0)终止反应。加入 5滴甲酚红 -百里酚蓝 (甲酚红 25 mg,

百里酚蓝 150mg,溶于 100 m l蒸馏水 )作为指示剂,用 0�01mo l/L

KOH标准溶液进行滴定。空白对照组除在加 PLA2溶液前先加

20� l EDTA ( 0�5 mo l/L, pH 8�0)以灭活 PLA2外,其他同上操作。

样品反应体系所消耗 KOH标准溶液量减去空白对照的即为该样

品 PLA2活性相当值。即: 底物浓度 ( mg /m l) /消耗标准 KOH

容积 ( m l)的对应值分别为 0 /0、0�20 /0�13、0� 50 /0� 27、1�00 /

0�35、1�50 /0�45、2�00/0�50。

在上述 5种卵磷脂浓度的酶促反应体系中, 每个反应体

系先加入 10 � l( 52� 6 U )胶原酶溶液, 再加入 PLA 2溶液测定

其活性相当值。当底物浓度 ( m g /m l)为 0、0�20、0� 50、1�00、

1�50、2�00时, 其消耗标准 KOH 容积 ( m l)分别为 0、0�04、

0�10、0�16、0�20、0�29。

依据实验 2和实验 3所获得的数据,用 L inew eave r- Bruk

双倒数法 { 1 /v= ( Km /Vm ax ) ( 1/ [ S] ) + ( 1 /Vm ax ); y= ax+ b}

分别作图 (见图 4)。

2� 结果
� � 由实验 1的电泳图 1- 3结果可见, 不论胶原酶的比活是

0�6, 600 U /m ,l还是 2 000 U /m ,l与不同酶促反应时间的样品

间相比, PLA2的质量均未发生变化, 而且当胶原酶的比活达

到 2 000 U /m l时, 对 PLA
2
作用的结果也与 600 U /m l的一样,

因此, 在本实验的条件下, 注射用胶原酶对 PLA2 无水解作

用。
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图 1� 0�6 U /m l胶原酶水解 PLA
2
在 20% SDS�PAGE上的电泳分离结果 � A:胶原酶电泳带; B: PLA

2
电泳带; C:反应 10 m in时产物电泳带; D:反

应 20 m in时产物电泳带; E:反应 30 m in时产物电泳带; F:反应 40 m in时产物电泳带; G:反应 50 m in时产物电泳带; H:反应 60 m in时产物电泳

带; I:反应 70 m in时产物电泳带� 图 2� 600 U /m l胶原酶水解 PLA2 在 20% SDS�PAGE上的电泳分离结果 � A:胶原酶电泳带; B: PLA 2电泳带;

C:反应 0 m in时产物电泳带; D:反应 10 m in时产物电泳带; E:反应 20 m in时产物电泳带; F:反应 30 m in时产物电泳带; G:反应 40 m in时产物电

泳带; H:反应 50 m in时产物电泳带; I:反应 60 m in时产物电泳带 � 图 3� 2 000 U /m l胶原酶水解 PLA 2在 20% SDS�PAGE上的电泳分离结果 �

A:反应 100 m in时产物电泳带; B:反应 80 m in时产物电泳带; C:反应 60 m in时产物电泳带; D:反应 40 m in时产物电泳带; E:胶原酶电泳带; F:

PLA2 电泳带

F ig�1� Resu lt of 0�6 U /m l collagen ase hydro lysis phospho lipaseA 2, w h ich w ere separated on 20% SDS�PAGE (T 20% ; C 2�6% ) � Lane A: The sam p le

of collagenase; Lane B: Th e samp le ofPLA 2; Lane C: The p roduct of 10 m in; Lan e D: The p roduct of 20 m in; Lane E: The produ ct of 30 m in; Lane F: The

product of 40 m in; Lan eG: The p roduct of50 m in; LaneH: Th e p roduct of60 m in; L ane I: The produ ct of 70 m in� Fig�2� Resu lt of 600 U /m l collagen ase

hyd rolys is phosphol ipase A 2, w h ich w ere separated on 20% SDS�PAGE ( T 20% ; C 2�6% ) � Lan e A: Th e sam ple of collagenase; Lan e B: The samp le of

PLA2; Lane C: Th e product of 0 m in; Lane D: Th e p roduct of 10 m in; Lane E: The produ ct of20 m in; Lane F: The produ ct of30 m in; Lane G: The product

of 40 m in; Lane H: The p roduct of 50 m in; Lane I: The p roduct of 60 m in� Fig�3� Resu lt of 2 000 U /m l collagenase hydrolys is phospholipase A 2, w h ich

w ere separated on 20% SDS�PAGE ( T 20% ; C 2�6% ) � Lane A: The product of 100 m in; Lane B: The Produ ct of 80 m in; Lan e C: Th e produ ct of 60

m in; Lan e D: The p roduct of 40 m in; Lane E: Th e samp le of collagenase; Lane F: Th e samp le of PLA2

图 4� 胶原酶对 PLA2活性抑制作用曲线图

+ 存在胶原酶 � � � , 不存在胶原酶

F ig�4� The inh ib itory curve of collagenase solu tion to PLA 2

+ W ith co llagenase� � � , W ithout collagenase

� � 由实验 2结果可见, 注射用胶原酶对 PLA2无水解作用,

但对 PLA2 的活性具有抑制作用。在胶原酶活性单位为

2� 4 U的反应体系中, PLA
2
的相对活性为 50% , 而在胶原酶

活性单位为 194�4 U的反应体系中, PAL2 的相对活性仅为

2� 6% , 说明注射用胶原酶对 PLA2抑制程度是随注射用胶原

酶剂量的增加而增强的。

由图 4a的回归方程计算得知: 在本实验条件下, 卵磷脂

作为 PLA 2底物的 Km为 0� 95 mmo l/m l。由图 4b的回归方程

计算得知:在本实验条件下, 卵磷脂作为 PLA2的底物, 当反

应体系存在 PLA 2抑制剂 % 注射用胶原酶时, 其反应体系的

表观 Km 为 3�76 mmo l/m l。由于 PLA2反应体系存在抑制剂

与否的 Vm ax基本未改变, 而 Km变大, 符合酶竞争性抑制作用

特性。因此, 在本实验条件下,注射用胶原酶对 PLA2表现出

竞争性抑制作用。

3� 讨论
� � 在突出的椎间盘组织中, PLA 2呈异常性升高可能是腰

椎间盘突出症疼痛的重要病因,而且椎间盘突出症患者标本

中的 PLA 2具有致炎的特性
[ 4]。临床使用胶原酶注射治疗腰

椎间盘突出症的给药方式之一有盘外注射法, 这种给药方式

也是将酶制剂注射到突出物的周围或突出物的表面, 依靠酶

液的扩散和渗透并通过注射后控制患者体位, 以使胶原酶溶

液能够充分被引流到椎间盘突出部分而发挥作用。但在组
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织间的这种引流, 尤其是穿刺途径和注射方法不规范等, 势

必影响胶原酶与椎间盘突出部位胶原的接触, 从而影响其对

胶原的水解。此外, 临床使用胶原酶后, 尽管椎间盘突出物

未有明显改善或缩小, 但仍表现出较好的疗效, 尤其是对腰

痛和坐骨神经痛 [ 12]。因此, 一定会有其他因素参与其疗效,

否则无法解释盘外注射所取得的疗效。其中一个非常重要

的事实是腰椎间盘突出症及其病情发展与 PLA 2活性及其升

高密切相关。因此, 有必要了解注射用胶原酶与 PLA 2活性

的关系。最初认为注射用胶原酶可能水解 PLA2使其失活,

但实验结果表明, 剂量从 0� 6 U /m l到 2 000 U /m l的范围内,

均未发现注射用胶原酶对 PLA 2具有水解作用。进一步研究

表明, 注射用胶原酶在体外对 PLA 2的活性具有明显的抑制

作用, 且抑制程度随胶原酶剂量的增加而增强, 表现为竞争

性抑制作用。本研究首次探讨注射用胶原酶对 PLA2活性的

这种影响, 从一个侧面解释为什么在突出物周围或突出物表

面注射胶原酶, 在突出物体积未见有明显减小或消失情况

下, 也能表现出较好疗效的原因。

胶原酶化学溶解术治疗腰椎间盘突出症, 是利用酶对底

物的特异性和专一性水解作用,来达到其治疗的目的。根据

酶促反应动力学的基本理论,只有当酶和底物形成酶 % 底物
络合物、且底物浓度足以使酶饱和、同时在反应体系中没有

抑制剂等干扰因素存在时, 酶促反应才能发生并且得以进

行。所以, ∀针抵患处、酶达底物 #是构成化学溶解术这一微

创技术的基本要素。虽然使用盘外注射法在突出物周围和

突出物表面注射有较好的疗效,但盘外注射法的临床疗效与

影像学所表现的突出物缩小率不成正比 [ 12]。所以,在使用该

技术时应严格掌握适应证,在影像设备的监视下选择安全规

范的穿刺途径和注射方法, 正确合理地使用酶制剂, 是使用

该技术时应该遵守的基本原则。

由注射用胶原酶 3种浓度的 SDS - PAGE图谱可见, 对

PLA
2
的活性产生抑制作用的基团, 其主要成分除胶原酶外,

还有其他一些未确定成份。因此, 注射用胶原酶对 PLA2 产

生竞争性抑制作用的活性基团尚有待进一步研究。
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第二届国际创伤骨科高峰论坛通知

� � 由中华创伤骨科杂志社、中华医学会骨科学分会创伤骨科学组、香港骨科医学会和中华骨科交流学会 (台湾 )联合

主办, 南方医科大学附属南方医院承办的 ∀第二届国际创伤骨科高峰论坛#定于 2007年 3月 23~ 26日在广州白云国际

会议中心召开。

本届论坛的主题为: 中青年骨科医生论坛, 旨在为骨科中青年医生提供一个独立展示其学术水平、青春才俊的学术

舞台和良好机会。论坛由国内外知名专家组成专家评讲团,对每个主题进行精彩点评, 其权威性、导向性及其独特的组

织形式为本届论坛的一大亮点。本届论坛将特别强调学术互动、注重讨论的重要性, 届时讲、讨比例为 1− 1,以提高学

术交流的效果。出席本届论坛的将有来自美国、法国、德国、东南亚各国及国内著名的骨科专家与学者。多国学者的共

同参与、不同观点的学术碰撞,将使论坛具有浓厚的国际氛围。

征文内容: . 创伤骨科基础研究, / 计算机辅助骨科技术, 0 微创骨科技术, 1创伤骨科新技术, 2 关节外科新技

术, 3运动创伤新技术, 4脊柱、脊髓损伤治疗新技术。
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信息, 并可进行参会注册等。投稿截止日期: 2006年 12月 31日 � 联系电话: 020�61641748, 61360066( Fax)
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