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摘　 要:目的 探讨新型吴茱萸次碱衍生物的细胞毒性、血管舒张活性及其作用机制ꎮ 方法 合成了 ６ 个吴茱萸

次碱衍生物ꎬ并通过血管环试验对其血管舒张功能进行了测试ꎬ通过 ＣＣＫ￣８ 细胞增殖实验和血管内皮细胞毒性实

验对化合物的细胞毒性进行了评价ꎮ 选取活性高的化合物ꎬ采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行分子对接ꎬ分析与 ｅＮＯＳ 酶的

相互作用模式ꎮ 结果 共合成得到 ６ 个吴茱萸次碱衍生物ꎬ对其血管舒张功能结果显示吴茱萸次碱衍生物均对苯肾

上腺素预收缩的大鼠肠系膜动脉具有舒张作用ꎬ其中吴茱萸次碱衍生物 ４ｃ 的舒张作用最强ꎮ 细胞毒性评价显示ꎬ
吴茱萸次碱衍生物中化合物 ４ｂ、４ｅ、４ｆ 对肝癌细胞的抑制率略低ꎬ细胞毒性比原药略微有所下降ꎻ化合物 ４ａ 与原药

的细胞毒性相当ꎬ化合物 ４ｃ、４ｄ 细胞毒性略高于原药ꎮ 内皮细胞存活率测定结果显示ꎬ化合物 ４ｃ 对内皮细胞的毒

性与原药相当ꎮ 分子对接结果显示ꎬ活性较高的化合物与 ｅＮＯＳ 酶具有很好的能量匹配ꎬ并且与该蛋白的活性氨基

酸残基形成氢键ꎬ配体与受体具有良好的结合能力ꎮ 结论 分子对接结果与活性测定实验结果一致ꎮ 这类吴茱萸次

碱衍生物很可能通过激活 ｅＮＯＳ 酶的活性而具有了良好的血管舒张能力ꎮ
关键词:吴茱萸次碱衍生物ꎻ细胞毒性ꎻ血管舒张活性ꎻ分子对接
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　 　 高血压是最常见的中老年慢性病之一ꎬ也是心

脑血管疾病最主要的危险因素[１￣２]ꎮ 因此ꎬ慢性病

的治疗一直是相关科学工作者一项重要的研究课

题ꎮ 天然产物是一个巨大的药物开发宝库ꎬ天然产

物的研究与开发历来是人类寻找新药以及向疾病作

斗争的重要手段ꎬ从中药中研制开发新药具有广阔

的前景[３]ꎮ 近来临床和实验研究不断证明中药单

体或复方能有效调节血管内皮的收缩和舒张功能的

平衡[４]ꎮ 从天然原型分子出发ꎬ经结构修饰或类似

物的合成及活性研究ꎬ从中总结构效关系ꎬ是研究天

然产物活性成分的主要思路和方法ꎬ是创制新药物

的一条有效途径ꎬ也是开展中药现代化的主要内容

之一ꎮ
吴茱萸次碱是一种吲哚吡啶并喹唑啉类生物

碱ꎬ是中药吴茱萸的主要生物碱之一[５]ꎮ 吴茱萸是

一种应用广泛的传统中药[６￣８]ꎬ始载于«神农本草

经»ꎬ为芸香科植物吴茱萸及其变种石虎和疏毛吴

茱萸的干燥近成熟果实ꎮ 吴茱萸苦辛ꎬ性温热ꎬ为温

中散寒ꎬ疏肝止痛的常用药[９]ꎮ 研究表明吴茱萸次

碱及其衍生物具有降血压[１０￣１１]、抗炎[１２]、抗癌[１３]、
抗肥胖[１４] 和神经保护[１５] 等多种药理活性[１６]ꎮ 其

中在血管舒张方面ꎬ研究证实吴茱萸次碱主要通过

激活内皮细胞 Ｃａ２＋ ￣ＮＯ￣ｃＧＭＰ 通路减少平滑肌的张

力以发挥血管舒张作用[１１]ꎻ也有研究表明ꎬ吴茱萸

次碱的降血压和血管扩张效果与刺激降钙素基因相

关肽(ＣＧＲＰ)的合成ꎬ激活辣椒素受体有关[１０]ꎮ 但

是ꎬ吴茱萸次碱具有一定的肝肾毒性[１７]ꎬ限制了其

在降血压及血管舒张方面的应用ꎮ 因此ꎬ经过结构

修饰或改造ꎬ研发毒性低、药效好的吴茱萸次碱衍生

物具有重要意义ꎮ
噻吩结构存在于很多具有重要生理活性的药物

分子中[１８￣１９]ꎮ 为了寻找血管舒张活性更好、毒性更

低的吴茱萸次碱衍生物ꎬ课题组合成了 ６ 个含有噻

吩结构的吴茱萸次碱衍生物ꎮ 化合物的制备采用以

下合成路线[２０](见图 １)ꎬ简单高效地合成了 ６ 个吴

茱萸次碱衍生物ꎮ 通过血管环法测定这些化合物的

血管舒张活性ꎬ试验结果表明吴茱萸次碱衍生物及

吴茱萸次碱均对苯肾上腺素(ｐｈｅｎｙｌｅｐｈｒｉｎｅꎬＰＥ)预
收缩的大鼠肠系膜动脉具有舒张作用ꎬ其中吴茱萸

次碱衍生物 ４ｃ 的舒张作用最强ꎮ 新合成的吴茱萸

次碱衍生物中化合物 ４ｂ、４ｅ、４ｆ 对肝癌细胞的抑制

率略低ꎬ细胞毒性比原药略微有所下降ꎻ化合物 ４ａ
与原药的细胞毒性相当ꎬ化合物 ４ｃ、４ｄ 细胞毒性略

高于原药ꎮ 内皮细胞存活率测定结果显示ꎬ化合物

４ｃ 对内皮细胞的毒性与原药相当ꎮ
血管张力的调控是血管收缩与舒张的动态平

衡ꎬ其张力代表着内源性收缩与舒张物质的合力ꎮ
而机体主要通过神经调节、内皮源性舒张因子、扩血

管激素及脂肪细胞因子的生成和释放等机制调节血

管舒张功能[２１]ꎮ 其中ꎬ一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)
是血管内皮细胞合成和释放的重要活性物质ꎬ其在

血管张力调节中发挥至关重要的作用[２２]ꎬ而 ＮＯ 受

内皮型一氧化氮合酶(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ＮＯＳꎬｅＮＯＳ)调控ꎮ
研究表明ꎬ吴茱萸次碱可以通过增加 ｅＮＯＳ 的磷酸

化而促进 ＮＯ 的生成ꎬ用于预防内皮功能障碍ꎬ并有

利于心血管健康[２３]ꎮ 课题组通过分子对接模拟计
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算ꎬ发现吴茱萸次碱衍生物 ４ｃ 可以很好的与 ｅＮＯＳ 酶进行对接ꎮ

图 １　 吴茱萸次碱衍生物的合成路线

１　 仪器与材料

１.１　 仪器　 ＸＴ￣４ 熔点测定仪(北京泰克仪器有限

公司)ꎻＢｒｕｋｅｒ ＡＲＸ￣４００ 核磁共振仪(瑞士 Ｂｒｕｋｅｒ 公
司ꎬＴＭＳ 为内标)ꎻＭＰ５００Ｚ 分析天平(上海恒平科学

仪器有限公司)ꎻＳＺＣＬ￣４ 数显智能控温磁力搅拌器

(巩义市予华仪器有限公司)ꎻＲＥ￣２０００Ａ 旋转蒸发

仪(西安予辉仪器有限公司)ꎻＤＨＧ９０７０Ａ 电热恒温

鼓风干燥箱 (巩义市予华仪器有限责任公司)ꎻ
ＣＯＤＡ 动物无创血压测量系统(美国 Ｋｅｎｔ 公司)ꎻ
ＤＭＴ ６３０Ｍ 型离体微血管张力测定系统(丹麦 ＤＭＴ
公司)ꎻＣＬＭ￣１７０￣８￣ＮＦ ＣＯ２培养箱(新加坡艺思高科

技有限公司)ꎻＩｍａｒｋ 酶标仪(美国 ＢＩＯＲＡＤ 公司)ꎻ
ＰＬ２６０４ 肌张力描记记录系统(澳大利亚 ＡＤＩｎｓｔｒｕ￣
ｍｅｎｔｓ 公司)ꎻＳＺ５１ 体式解剖显微镜(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ
公司)ꎮ
１.２　 试药　 ＣＣＫ￣８ 试剂盒:ＧＬＰＢＩＯ 品牌(ＧＫ１０００１)ꎻ
吴茱萸次碱(上海麦克林生化科技有限公司ꎬ纯度

≥９９％ꎬ 批号 Ｃ１１１１５０４３ )ꎻ 苯肾上腺素 ( Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 上海贸易有限公司ꎬ纯度≥９９％)ꎬ其他实验

所用化学试剂均购自天津市天力化学试剂有限公

司ꎮ 液体试剂用前均按照标准操作进行纯化处理ꎮ
血管舒张活性测定所用大鼠动脉血管环自行制备ꎮ
１.３　 动物　 ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠ꎬ体质量(２００±２０)ｇꎬ
６~ ８ 周龄ꎬ由西安交通大学实验动物中心提供ꎬ实
验动物生产(使用)许可证号 ＳＣＸＫ(陕)２０２０￣０３０ꎮ
动物饲养于陕西中医药大学中药药理实验室ꎬ室温

(２３±２)℃ꎬ光照周期为 １２ ｈꎬ饲养期间动物自由进

食饮水ꎮ
２　 方法

２.１　 血管舒张功能检测　 ＳＤ 大鼠脱颈处死ꎬ无菌

条件下分离出大鼠肠系膜ꎬ浸泡于经滤过除菌并预

冷的 Ｎａ＋ ￣ＰＳＳ 缓冲溶液 ( １１９ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＮａＣｌ、
１５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＨＣＯ３、 １. ２ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＭｇＣｌ２、

１.２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＮａＨ２ ＰＯ４、 ４. ６ ｍｍｏｌ 􀅰 Ｌ－１ ＫＣｌ、

１.５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＣａＣｌ２和 ５. ５ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ 葡萄糖)中ꎮ
在显微镜下将肠系膜动脉周围的脂肪以及组织用显

微剪和显微镊轻轻剥离ꎬ将血管剪成 １.５ ~ ２ ｍｍ 的

血管环ꎮ 将血管浸没于充满氧气以及 ５ ｍＬ Ｎａ＋ ￣
ＰＳＳ 溶液的 ＤＭＴ 恒温浴槽(３７ ℃)中ꎮ 采用两根

２０ μｍ 的不锈钢金属丝将肠系膜动脉血管环悬挂于

固定架上ꎬ固定架一端与微固定器相连来固定血管ꎬ
另一端与张力传感器连接以测量血管张力变化ꎮ 血

管环固定好后ꎬ将血管张力调至０ ｍＮꎬ平衡 ４０ ｍｉｎꎬ
每 １５ ｍｉｎ 施加 ０.５ ｍＮ 的预张力ꎬ直至 ２ ｍＮꎮ 期间

每隔 ２０ ｍｉｎ 更换一次浴槽中的 Ｎａ＋ ￣ＰＳＳ 缓冲溶液ꎮ
平衡完毕后ꎬ加入 ５ ｍＬ Ｋ＋ ￣ＰＳＳ 缓冲液检验动脉环

收缩活性ꎬ若动脉环在 ２ 次 Ｋ＋ ￣ＰＳＳ 缓冲液中的收缩

幅度均大于 ５ ｍＮꎬ且 ２ 次收缩差异低于 １０％时ꎬ取
此动脉环备用ꎮ

动脉环给予苯肾上腺素(ＰＥ)预收缩ꎬ待其收缩

至稳定后ꎬ采用浓度梯度累计法加入吴茱萸次碱或

其衍生物(１０－１０ ~ １０－６.５ｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎬＰｏｗｅｒＬａｂ 系统记

录血管张力的变化曲线ꎬ研究吴茱萸次碱衍生物对

大鼠血管舒张功能的影响ꎮ
分别取正常雄性 ＳＤ 大鼠的肠系膜动脉制备血

管环ꎬ预先用 １０ μＭ 的 ＰＥ 诱发血管环收缩ꎬ收缩曲

线稳定后再累积加入浓度梯度的吴茱萸次碱及其衍

生物ꎬ使用血管张力检测仪记录血管张力变化ꎮ
２.２　 ＣＣＫ￣８ 细胞增殖实验　 首先进行细胞培养ꎬ再
进行细胞铺板ꎮ 取对数生长期的肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞ꎬ
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胰酶消化ꎬ收集细胞ꎬ以 １０００ ｒｐｍ􀅰ｍｉｎ－１离心ꎬ弃上

清ꎬ新鲜培养液重悬细胞ꎮ 对细胞计数ꎬ调整细胞密

度ꎬ吸取 ２００ μＬ 细胞悬液加入 ９６ 孔板中ꎬ使细胞密

度为每孔 ５×１０３个细胞ꎬ每组设置 ６ 个复孔ꎬ并设置

空白组、对照组、阳性对照组(顺铂)和溶剂对照组ꎬ
置培养箱中常规培养 ２４ ｈꎮ 之后配备一定精确浓度

的药物ꎮ 称取测试药物及顺铂ꎬ配置母液浓度为

２００ μＭ 的二甲基亚砜溶液ꎬ依次用二甲基亚砜稀释

为浓度 １、３、１０、３０、５０ μＭ 用于给药ꎮ 然后进行给

药ꎮ 次日ꎬ空白组、对照组更换新鲜培养液ꎬ给药组

更换含药物(１、３、１０、３０、５０ μＭ)的培养液ꎬ阳性对

照组更换含顺铂(１、３、１０、３０、５０ μＭ)的培养液ꎬ溶
剂对照组加入 １ μＬ 的二甲基亚砜ꎬ分别置培养箱中

常规培养 ２４ ｈꎮ 最后ꎬ对吸光度值进行检测ꎮ 给药

２４ ｈ 后ꎬ每孔加入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ８ 溶液ꎬ置于培养箱

中继续孵育 ２.５ ｈꎮ 用酶联免疫检测仪在 ４５０ ｎｍ 波

长处测定每孔的吸光度值 Ａꎬ计算每组吸光度的平

均值ꎮ 按照下列公式计算抑制率: 抑制率％ ＝

[(Ａ对照组－Ａ给药组) / (Ａ对照组－Ａ空白组)]×１００％ꎮ
２.３　 血管内皮细胞存活率实验 　 首先进行细胞培

养ꎮ 取人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣ 采用含有 ２０％胎

牛血清、１％双抗(青霉素和链霉素)的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２
培养基培养ꎮ 之后进行细胞铺板ꎮ 取对数生长期的

人脐静脉内皮细胞 ＨＵＶＥＣꎬ胰酶消化ꎬ收集细胞ꎬ以
１０００ ｒｐｍ􀅰ｍｉｎ－１离心ꎬ弃上清ꎬ新鲜培养液重悬细

胞ꎮ 对细胞计数ꎬ调整细胞密度ꎬ吸取 １００ μＬ 细胞

悬液加入 ９６ 孔板中ꎬ使细胞密度为每孔 １×１０４个细

胞ꎬ每组设置 ６ 个复孔ꎬ并设置空白组及对照组ꎬ置
培养箱中常规培养 ２４ ｈꎮ 之后给药ꎮ 次日ꎬ空白组

及对照组更换新鲜培养液ꎬ给药组更换含药物(１、
３、１０、３０、５０、１００ μＭ)的培养液ꎬ置培养箱中常规培

养 ２４ ｈꎮ 最后进行检测ꎮ ２４ ｈ 后ꎬ每孔加入 １５ μＬ
浓度为 ５ ｍｇ􀅰ｍｉｎ－１的 ＭＴＴ 溶液ꎬ置于培养箱中继

续孵育 ３ ｈꎮ 然后小心吸尽各孔中的培养液ꎬ每组各

孔加入 １００ μＬ 的二甲基亚砜ꎬ使结晶物充分溶解ꎮ
用酶联免疫检测仪在 ４９０ ｎｍ 波长处测定每孔的吸

光度值 Ａꎬ计算每组吸光度的平均值ꎮ 按照下列公

式计算抑制率和存活率ꎮ 抑制率％ ＝ [( Ａ对照组 －

Ａ给药组 ) / ( Ａ对照组 － Ａ空白组 )] × １００％ꎬ 存 活 率％ ＝
１００％－抑制率％ꎮ

２.４　 分子对接模拟研究 　 为了研究化合物血管舒

张作用机制并且验证配体￣受体结合情况ꎬ选取血管

舒张经典靶点 ｅＮＯＳ 酶[２４] 为受体ꎬ在 ＰＤＢ(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ)数据库中ꎬ选取 Ｗｅｂｅｒ 等报道的晶体

结构(ＰＤＢ ＩＤ:３ＮＯＳ) [２５] 做为靶点进行研究ꎮ 分子

对接研究使用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ ４.２ 软件进行ꎮ 选取具有显

著生物活性的吴茱萸次碱衍生物(４ｃ)作为配体与

受体 ｅＮＯＳ 酶进行分子对接ꎮ 在 ＣｈｅｍＤｒａｗ Ｕｌｔｒａ
１９.０中进行三维定向绘制和优化ꎬ并使化合物最小

能量化ꎬ能量最小化后的配体用于分子对接研究ꎮ
配体￣蛋白质相互作用通过 ＰｙＭＯＬ 软件将结果可

视化ꎮ
２.５　 统计学方法　 采用 ＳＰＳＳ ２５.０ 统计软件统计分

析ꎬ计量资料用平均值±标准差( ｘ±ｓ)表示ꎬ组间比

较用单因素方差分析检验各组间差异显著性ꎬ以
Ｐ<０.０５ 为有统计学差异ꎬＰ<０.０１ 为统计有显著性

差异ꎮ
３　 结果

３.１　 血管舒张活性 　 吴茱萸次碱衍生物及吴茱萸

次碱均对 ＰＥ 预收缩的大鼠肠系膜动脉具有舒张作

用ꎬ其中吴茱萸次碱衍生物 ４ｃ 的舒张作用最强

(见图 ２)ꎮ

图 ２　 吴茱萸次碱衍生物及吴茱萸次碱

舒张大鼠肠系膜动脉的作用

３.２　 ＣＣＫ￣８ 细胞增殖实验结果 　 吴茱萸次碱及其

衍生物对肝癌细胞的抑制率具体结果如表 １ꎮ 测定

结果显示ꎬ新合成的吴茱萸次碱衍生物中化合物

４ｂ、４ｅ、４ｆ 对肝癌细胞的抑制率略低ꎬ细胞毒性比原

药略微有所下降ꎻ化合物 ４ａ 与原药的细胞毒性相

当ꎬ化合物 ４ｃ、４ｄ 细胞毒性略高于原药ꎮ
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表 １　 吴茱萸次碱及其衍生物对肝癌细胞的抑制率

浓度(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) １ ３ １０ ３０ ５０

吴茱萸次碱 －１.４０±１.７８ １.３２±０.７８ ４.４７±２.２３ ８.１１±２.２５ ９.７９±１.８１

４ａ ０.１３±０.７５ １.２２±１.４２ ３.４４±２.２９ ６.３３±０.８１ １０.４１±１.９１

４ｂ －０.１０±０.６２ １.０１±１.２６ ２.１５±１.４５ ３.８０±１.１７ ６.３１±２.９２

４ｃ ０.１４±１.２４ ０.９８±０.３９ ５.３０±２.３７ ９.２３±０.６３ １３.０５±２.２７

４ｄ －０.０７±０.３９ １.１０±１.１８ １０.２０±０.１８ １４.６６±１.８３ ２０.０９±３.０１

４ｅ －０.１９±１.０４ ０.７８±０.８８ ４.７４±１.３５ ６.４０±１.１１ ７.４８±１.４４

４ｆ －０.９１±１.７０ ０.７２±１.０８ ２.１２±０.８１ ３.８０±０.９１ ４.８５±０.６９

３.３　 血管内皮细胞存活率实验结果　 化合物 ４ｃ 和

吴茱萸次碱对血管内皮细胞的影响见表 ２ꎮ

表 ２　 吴茱萸次碱和化合物 ４ｃ 对内皮细胞的存活率

浓度(μｍｏｌ􀅰Ｌ－１) ４ｃ 吴茱萸次碱

１ １０１.４４±３.３１ ９７.８４±１.９３

１０ ８５.２５±１.８６ ８９.５７±１.３５

３０ ８１.２９±１.４４ ８６.３３±０.６４

５０ ７９.２６±１.０６ ８５.７３±１.２４

１００ ７２.４２±１.８６ ８３.３３±０.５４

　 　 内皮细胞存活率测定结果显示ꎬ化合物 ４ｃ 对内

皮细胞的毒性与原药相当ꎮ
３.４　 分子对接模拟研究 　 对接结合能及相互作用

键见表 ３ꎮ 配体与受体相互作用图见图 ３ꎮ 活性最

强的化合物 ４ｃ 与 ｅＮＯＳ 酶的结合模式三维图如图 ４
所示ꎮ

表 ３　 分子对接结果

化合物 ４ｃ

结合能(ｋａｌ􀅰ｍｏｌ－１) －９.６５

氢键作用 Ａｒｇ１０７ Ａｒｇ１８３ Ｔｙｒ４７５

图 ３　 化合物 ４ｃ 与 ｅＮＯＳ 酶氨基酸残基的作用模式图

图 ４　 化合物 ４ｃ 与 ｅＮＯＳ 酶的结合模式三维图

４　 讨论

本实验简单高效地合成了 ６ 个含有噻吩结构的

吴茱萸次碱衍生物ꎮ 虽然这些衍生物的细胞毒性与

原药相比并没有明显改善ꎮ 但是ꎬ在一定浓度下化

合物 ４ｃ 舒张血管作用比吴茱萸次碱原药强ꎮ 通过

采用 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件进行计算机对接ꎬ分析了 ４ｃ 与

ｅＮＯＳ 酶的相互作用模式ꎮ 分子对接结果表明ꎬ化合
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物与 ４ｃ 与 ｅＮＯＳ 酶口袋中的不同氨基酸有较好的

结合ꎬ分子对接结果与活性测定实验结果相一致ꎮ
对接结果提示ꎬ该化合物可以通过氢键、疏水作用等

类型的相互作用与受体 ｅＮＯＳ 酶很好地对接ꎮ 化合

物 ４ｃ 与受体 ｅＮＯＳ 酶氨基酸中的 Ａｒｇ１０７ ( ｄ ＝
２.１Å)、Ａｒｇ１８３(ｄ＝ １.８Å)、Ｔｙｒ４７５(ｄ ＝ １.８Å)残基分

别形成了三个氢键ꎬ这表明该化合物与 ｅＮＯＳ 酶蛋

白可以很好地对接ꎮ 喹唑啉环上羰基和氮的存在、
吲哚环上甲氧基的存在对配体和受体之间氢键的形

成起到了关键作用ꎮ 对接结果表明这类吴茱萸次碱

衍生物舒张血管的机制可能是由于激活了 ｅＮＯＳ
酶ꎮ 噻吩环对吴茱萸次碱的影响并不显著ꎬ仍然需

要进一步探究ꎻ而吲哚环的结构改造显示氧原子的

存在对与受体结合有积极影响ꎬ具有进一步研究的
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ＲＲꎬｅｔ ａｌ.Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｎｉｔｒｉｃ￣ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ:ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ

ｃｏｌｉꎬｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎬａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｂｉｏｐｔｅｒｉｎ ｉｎ

ｄｉｍｅｒ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ １９９６ꎬ ２７１

(１９):１１４６２￣１１４６７.

[２５]ＦＩＳＣＨＭＡＮＮ ＴＯꎬＨＲＵＺＡ ＡꎬＮＩＵ ＸＤꎬｅｔ ａｌ.Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ￣

ｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｉｓｏｆｏｒｍｓ ｒｅｖｅａｌｓ ｓｔｒｉｋｉｎｇ ａｃｔｉｖｅ￣ｓｉｔｅ ｃｏｎ￣

ｓｅｒｖａｔｉｏｎ[Ｊ] .Ｎａｔｕｒｅ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ１９９９ꎬ６(３):２３３￣２４２.

(修回日期:２０２２￣１２￣０１　 编辑:崔春利)




