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【摘 要】目的：合成4-硝基-1-萘基磷酸酯 (4-nitro-1-naphthyl phosphate，NNPP)为显色底物测定牛小肠粘膜碱性磷酸酶 (alkaline phosphatase, ALP)。方法：4-硝基-1-萘酚(4-nitronaphthol, 4-NNP)与三氯氧磷反应，经硅胶柱纯化制得NNPP；检测产物吸收跟踪水解过程测定初速度，双倒数法测定米氏常数(Michaelis-Menten constant, Km)。结果：ALP水解NNPP产物最大差吸收峰接近460 nm，等吸收波长接近405 nm。与p-硝基苯酚相比，在pH 6.0~7.0间4-NNP消光系数为其3倍以上，在pH 7.0以上为其2倍以上。ALP对NNPP的Km约12mol/L而p-硝基苯基磷酸酯的Km约35mol/L，产物磷酸相对NNPP的竞争性抑制常数接近20mol/L。ALP催化NNPP水解效率接近水解p-硝基苯基磷酸酯的40％。结论：NNPP可用于测定ALP活性, 且有望与作用于p-硝基苯酚类显色底物的其它酶联用实现单通道两种酶同步测定。
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Assay of alkaline phosphatase with 4-nitro-1-naphthyl phosphate 
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[Abstract] Objective: 4-nitro-1-naphthyl phosphate (NNPP) as a chromogenic substrate was synthesized for the assay of alkaline phosphatase (ALP). Methods: (4-nitronaphthol, 4-NNP) was reacted with phosphorus oxychloride to yield NNPP. By recording the absorbance of 4-NNP during the hydrolysis of NNPP, initial rates of ALP were estimated. Michaelis-Menten constant (Km) was estimated by Lineweaver-Burk plot. Results: The hydrolysis of NNPP by ALP gave the product with a maximum absorbance peak around 460 nm and an isoabsorbance wavelength around 405 nm. In comparison to the absorptivity of 4-nitrophenol, the absorptivity of 4-NNP is at least three-times at pH from 6.0 to 7.0, and is about twice at pH over 7.0. Km for NNPP is about 12 mol/L while that for 4-nitrophenylphosphate is about 35 mol/L; the competitive inhibition constant of phosphate against both substrates was about 20 mol/L. Activity of ALP on NNPP is about 40% of that on 4-nitrophenylphosphate.  Conclusion: NNPP is an effective chromogenic substrate for the assay of ALP and is promising for simultaneous assay of two enzymes in one reaction solution by using a derivative of 4-nitrophenol as the chromogenic substrate of another enzyme. 
[Keywords] alkaline phosphatase;  4-nitro-1-naphthyl phosphate;  4-nitrophenylphosphate

测定酶活性广泛用于筛选酶抑制剂类药物、测定血清酶及免疫分析标记酶、监测有毒有害酶抑制剂等 [1-5 ]。测定酶活性常用显色底物测定吸收连续跟踪反应过程。4-硝基苯酚(4-nitrophenol, 4-NP)为常用显色团，其对应显色底物在405 nm附近有强吸收，但测定时pH对其吸收有显著影响，在pH 7.5以下跟踪酶反应过程的灵敏度很低。因此，筛选新型显色团用于设计测定酶活性的显色底物仍有重要意义。
酶联免疫吸附测定(Enzyme-linked immunoabsorbent assay, ELISA)应用广泛，但其分析效率低[1]。
普通光度计(如国产Mapda UV1600)及酶标仪(如Biotek ELX 800)都能以不到0.5 s间隔切换波长同步测定多波长吸收。用一对标记酶及相应显色底物组合，通过快速切换测量波长同步跟踪两种酶反应过程，可实现单通道两组分同步ELISA；此技术比常规ELISA效率提高1倍[6,7]，但其必须所需缓冲液及pH相容的两种高专一性标记酶，且一种标记酶的显色底物同其显色产物消光系数相等的波长(即等吸收波长)与另一种标记酶显色产物吸收峰接近[6]。辣根过氧化物酶专一性低，不适于此类双组分ELISA；其它
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免疫分析标记酶常用4-NP类显色底物测定405 nm吸收，且最适pH大多小于8.0。因此，获得在pH 8.0 以下定量灵敏度高、等吸收波长接近405 nm而可与4-NP通过多波长吸收同步测定的新显色团，对设计测定酶活性的新型显色底物有重要意义。
牛小肠粘膜碱性磷酸酶(ALP)比活性很高，是ELISA常用标记酶之一[1]。目前测定ALP活性常用4-硝基苯基磷酸酯(p-nitrophenyl phosphate, pNPP)为显色底物。但ALP对pNPP亲和力较低，需1.0 mmol/L以上才能有较好灵敏度；为避免来自显色底物中杂质的潜在干扰，pNPP需很高纯度。因此，仍需要测定ALP活性的新显色底物。
4-硝基-1-萘酚(4-nitronaphthol, 4-NNP)吸收峰在458 nm附近，可用普通酶标仪测定吸收，且其消光系数在pH 6.0以上都较高，有望用于设计水解酶的新型显色底物。可检索文献中，未见用4-硝基-1-萘酚衍生物为显色底物测定酶活性的报道。4-硝基-1-萘酚磷酸酯(4-nitro-1-naphthyl phosphate, NNPP)很早有合成报道却至今未用于ALP测定[8]。因此，本文比较NNPP与pNPP测定ALP活性的差异，为设计以4-NNP为显色团的新型显色底物测定酶活性奠定基础。
1  材料与方法

1.1 主要试剂与器材  

4-硝基-1-萘酚和4-硝基苯基磷酸酯（pNPP）均购自Alfa Aesar；牛小肠粘膜碱性磷酸酶(alkanine phosphatase, ALP) 购自Sigma-Aldrich；三氯氧磷为国产化学试剂；其余试剂为国产分析纯。用Shimadzu UV 2550测定吸收光谱，用上海Mapda UV-1600紫外分光光度计及对应软件跟踪吸收变化曲线。用恒奥德HWC-RDY-1B熔点仪测定熔点。
1.2 NNPP的合成 
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在500 mL三口烧瓶中，依次加入4-硝基-1-萘酚10g (0.053mol)、250 mL苯和三氯氧磷5mL (0.053mol)，升温回流，缓慢滴加吡啶4.6 mL (0.057mol)。回流反应5h，室温自然冷却，过滤去沉淀，减压蒸馏除去苯，剧烈搅拌下向烧瓶中缓慢滴加5％NaOH水溶液100mL。搅拌反应3h，过滤收集滤液，将滤液在冰浴条件下用HCl缓慢调节pH至4.0，少许固体析出为原料4-硝基-1-萘酚，过滤并回收再用。滤液减压蒸馏并控制温度在45℃之下。所得固体用热丙酮溶解除去不溶无机盐，收集丙酮滤液再减压蒸干，得NNPP粗品~2.0 g，经硅胶色谱柱纯化 (展开剂为甲醇:四氢呋喃=1:6) 收集极性最大的成分，减压蒸馏后得浅黄色固体, 熔点180-183°C，与文献报道的熔点接近[8]。
1.3 ALP活性、酶动力学参数测定
如未说明则用0.10 mol/L Tris-HCl pH 7.5缓冲液。NNPP用二甲亚砜加热溶解配成10 mmol/L，pNPP用缓冲液配成20 mmol/L。用Shimadzu UV 2550分光光度计扫描测定吸收光谱并扣除缓冲液吸收。测定ALP活性时，在Mapda分光光度计上以5s以上间隔记录单波长或多波长吸收变化。用显色产物吸收线性增加的初速度测定ALP活性，每分钟生成1微摩尔产物的酶量为一个单位。用纯度大于99％的4-硝基苯酚和4-硝基-1-萘酚测定二者的摩尔消光系数。用双倒数法分析初速度随底物浓度变化确定 Km。分析ALP被抑制比例对抑制剂浓度对数响应确定半抑制浓度，据半抑制浓度随底物浓度变化判断抑制类型。
1.4 其它测定
    蛋白浓度用Beadford法测定，以牛血清清蛋白为参考。定量测定的结果至少独立重复1次。用MS Excel内嵌的t-检验函数进行统计比较，P < 0.05为差异显著。
2 结果与讨论 

2.1 NNPP在ALP作用下吸收光谱的变化 

从ALP 催化NNPP水解的吸收光谱变化可见，4-NNP相对NNPP的差吸收峰接近460 nm(Fig. 1)。NNPP在ALP作用下正好在405 nm附近为等吸收波长；即使反应体系在460 nm吸收已增加近0.800时，在405 nm吸收变化仍低于检测限；405 nm是测定4-硝基苯酚吸收最常用的波长，故NNPP作为显色底物测定ALP用于免疫分析，有望与其它作用于4-硝基酚衍生物类显色底物的标记酶同步测定[6]。测定在25.0 min内NNPP自发水解时460 nm吸收变化低于检测限。因此，NNPP适合于测定ALP活性。

图1. ALP水解0.030 mmol/L NNPP过程中吸收光谱变化 

 Fig 1 Absorption spectra during hydrolysis of 0.030 mmol / L NNPP
   (ALP约1.5 U/L，温度25 ℃；单独4-NNP为0.030 mmol/L) 


图2. pH值对4-NNP和4-NP消光系数的影响 

Fig 2 Effects of pH on 4-NNP and 4-NP extinction coefficients
4-NP在405nm及4-NNP在460 nm附近的吸收来自其电离后阴离子。在pH >8.5 时4-NP和4-NNP电离接近完全；4-NNP在460 nm消光系数接近30(mmol·cm/L)-1，比4-NP在405 nm消光系数高约1倍；4-NNP在450 nm和460 nm消光系数相差较小。从4-NP和4-NNP消光系数随pH的变化可见(Fig 2)，在pH 6.0以下4-NP在405 nm吸收基本消失，而在pH 6.0附近时4-NNP的消光系数仍在15.0 (mmol·cm/L)-1以上。可见，在pH 6.0~7.0间4-NP所对应显色底物不宜用于连续跟踪反应，而4-NNP所对应显色底物仍可用于连续跟踪酶反应过程测定酶活性。所以，4-NNP类显色底物用于测定最适pH<7.0水解酶活性有显著优势。

2.2 ALP水解NNPP和pNPP的动力学特征比较 
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图 3. ALP水解 (a) pNPP 和 (b) NNPP的动力学过程  
Fig 3 Reaction curves of ALP on (a) pNPP and (b) NNPP  

 (图3a：pNPP浓度:Ⅰ, 3.00 mmol/L;Ⅱ,1.00 mmol/L;  图3b：NNPP浓度: Ⅲ, 0.25 mmol/L; Ⅳ,0.35 mmol/L)  
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图 4 测定ALP对底物的Km (a) pNPP, (b) NNPP 
Fig 4 Estimation of Km for pNPP and NNPP, respectively 
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图 5用0.30 mmol/L (a) pNPP, (b) NNPP测定初速度对ALP量的线性响应 

Fig 5 Response plots of initial rates at 0.30 mmol/L of pNPP (a) and NNPP (b)

从反应过程可见，只要两种底物浓度足够高，在吸收大于1.0以前产物量都线性增加 (Fig. 3)，但所需NNPP浓度低得多。ALP水解pNPP米氏常数为(35.0±1.5) μM (n = 3)，水解NNPP米氏常数为(12.0±0.9) μM (n = 5)，这表明ALP对NNPP亲和力更高 (Fig. 4) 。4-NNP更高消光系数及ALP对其更高亲和力，提供了较低NNPP浓度下产物吸收线性增加的较宽范围，这是用NNPP测定ALP的优势之一。在底物浓度均为0.30 mmol/L时，ALP作用于NNPP的吸收变化初速度线性响应上限接近0.540/min，作用于pNPP的吸收变化初速度线性响应上限接近0.390/min (Fig. 5)。可见当底物浓度较低时，用NNPP测定ALP的上限更高。
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图 6 磷酸根对ALP水解pNPP (a) 和NNPP (b) 的影响 
Fig 6 Effects of phosphate on ALP activity on pNPP (a) and NNPP (b)
磷酸对ALP有显著抑制作用(Fig. 6 a 和b) 。用pH 7.5的磷酸钠缓冲液作为磷酸的来源，从抑制率对磷酸浓度对数响应曲线可知，磷酸针对0.30 mmol/L pNPP的半抑制浓度为(0.23 ± 0.03) mmol/L (n = 3)，对应竞争性抑制常数约22 mol/L；针对0.10 mmol/L NNPP半抑制浓度为 (0.20 ± 0.02) mmol/L (n = 3)，对应竞争性抑制常数约17 mol/L；这两种抑制常数无统计差异(P > 0.05)。但4-NNP测量灵敏度高，在产物积累到40 mol/L以前吸收就达到1.000；如所用NNPP在其米氏常数20倍以上，在吸收增加到1.000以前抑制作用可忽略而使得吸收线性增加。

ALP在碱性条件下比活性更高，但多数免疫分析适用标记酶最适pH小于8.0。在pH低于8.0时，ALP作用于0.25 mmol/L NNPP的比活性接近作用于1.0 mmmol/L pNPP的40% (表1)。考虑到两种显色产物定量灵敏度的差异，测定吸收时用此两种底物测定ALP的灵敏度相当。因此，用NNPP为显色底物，和最适pH接近中性且作用于4-NP类显色底物的标记酶联用有望实现单通道两种标记酶的同步测定，从而实现单通道两组分同步ELISA；此方法所需测量波长可分别为405 nm及450nm，在常见酶标仪上就可实现。我们用此ALP和大肠杆菌的-半乳糖苷酶为标记酶联用，成功实现单通道两组份同步ELISA，此方法已申请中国发明专利(201010579675.8)，结果将另文报道。

表1 两种底物测定ALP的比活性比较 (n = 3) 

Tab 1 Comparison of activities of ALP on two substrates (n = 3)
	pH
	ALP水解pNPP比活力（U/mg）
	ALP水解NNPP比活力（U/mg）

	7.5
	226 ± 7 
	90 ± 3 

	8.0
	281 ± 10 
	112 ± 4 

	8.5
	386 ± 12 
	152 ± 5 
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