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摘  要: 鸟氨酸脱羧酶 (Ornithine decarboxylase，ODC) 是多胺生物合成途径中的关键酶，其主要功能是催化鸟

氨酸脱羧生成腐胺。在多种疾病和肿瘤细胞中，ODC 的表达水平和催化活性都高于正常细胞，因此抑制 ODC 的

活性是相关疾病预防和治疗的一个潜在途径。ODC 抑制剂的发现和检验依赖于对其催化反应进程的监测，常采用的

途径包括利用高效液相色谱法检测腐胺产量和利用同位素标记法检测二氧化碳的产量等。这些检测方法的繁琐操作和

成本极大地限制了其应用，尤为突出的问题是这些方法很难实现高通量检测和实时检测。文中研究了基于大环分子葫

芦[6]脲 (Cucurbit[6]uril，CB6) 与荧光染料 DSMI (Trans-4-[4-(dimethylamino)styryl]-1-methylpyridinium iodide) 的

ODC 酶活实时无标记检测法，系统分析了其应用范围和局限性，并对其进行了优化。最后，利用优化后的方法

实现了对不同机制 ODC 抑制剂的活性评价。 
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Optimization of a cucurbit[6]uril-based real-time label-free 
method for analyzing the activity of ornithine decarboxylase 
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Abstract:  Ornithine decarboxylase (ODC) is a key enzyme in the biosynthetic pathway of polyamines and catalyzes the 

decarboxylation of ornithine to produce putrescine. Inhibition of ODC activity is a potential approach for the prevention and 

treatment of many diseases including cancer, as the expression levels and the activities of ODC in many abnormal cells and 

tumor cells are generally higher than those of normal cells. The discovery and evaluation of ODC inhibitors rely on the 

monitoring of the reaction processes catalyzed by ODC. There are several commonly used methods for analyzing the activity 

of ODC, such as measuring the yield of putrescine by high performance liquid chromatography, or quantifying the yield of 

isotope labelled carbon dioxide. However, the cumbersome operation and cost of these assays, as well as the difficulty to 

achieve high-throughput and real-time detection, hampered their applications. In this work, we optimized a real-time label-free 

method for analyzing the activity of ODC based on the macromolecule cucurbit[6]uril (CB6) and a fluorescent dye, DSMI 

(trans-4-[4-(dimethylamino) styryl]-1-methylpyridinium iodide). Finally, the optimized method was used to determine the 

activities of different ODC inhibitors with different inhibition mechanisms. 

Keywords:  ornithine decarboxylase, inhibitor, real-time, label-free, enzyme activity analysis 

 

多胺 (主要指腐胺、精脒和精胺) 是一类在

几乎所有细胞中都存在的天然有机小分子，它们

对细胞的正常生长至关重要，在细胞发育、蛋白

质合成与功能、DNA 氧化性损伤、细胞增殖和分

化等[1-4]多种细胞活动中发挥功能。在细胞内，生

物合成、分解代谢和跨膜运输三者协同作用，维

持胞内多胺浓度的稳定，从而保障细胞的正常功

能[5]。研究发现，多胺生物合成速率的上升和细

胞内多胺浓度的增加在多种肿瘤细胞中都有出

现，因此多胺生物合成途径是肿瘤治疗的潜在靶

标[6-8]。鸟氨酸脱羧酶 (Ornithine decarboxylase，

ODC) 是一种磷酸吡哆醛 (Pyridoxal 5′-phosphate，

PLP) 依赖性酶，它催化鸟氨酸脱羧成腐胺，后者

为精脒和精胺的合成提供原料[9]。ODC 是多胺生

物合成途径的第一个限速酶，其活性与多种组织

中 DNA 合成和细胞增殖的速率呈正相关[10]。因

此，ODC 被认为是治疗多种癌症的潜在靶点，而

ODC 抑制剂的发现也成为研究热点。α-二氟甲基

鸟氨酸  (α-difluoromethylornithine， DFMO) 是

ODC 的不可逆自杀性抑制剂，该化合物被催化脱

羧并与 ODC 形成不可逆共价结合，从而抑制 ODC

活性[11]。磷酸吡啶氧基-鸟氨酸 (N-(4′-pyridoxyl)- 

ornithine (BOC)-OMe，POB) 是 ODC 的共价辅酶-底

物加合物，是一种基于过渡态原理发现的 ODC

非共价抑制剂 [12]。多年的研究 [11-12]发现，虽然

DFMO 和 POB 抑制 ODC 活性的机制不同，但是

两者在体外和细胞水平都能显著抑制 ODC 的活

性。遗憾的是，DFMO 和 POB 迄今都还没有在肿

瘤的临床治疗上得到应用，因此新的 ODC 抑制剂

的发现将具有重要潜在价值。 

为了筛选、比较和评价 ODC 抑制剂，建立方

便、有效的 ODC 酶活检测方法具有重要意义。目

前，较常用于 ODC 酶活检测的方法有同位素标记  

法 [13]、分光光度检测法 [14]、高效液相色谱法 [15]
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等，其原理都是通过检测产物的生成量来反映

ODC 的活性。然而，同位素标记法和高效液相色

谱法的样品制备烦琐、成本较高，而分光光度法的

灵敏度较低，这些缺点限制了这些方法的应用范

围。更为重要的是，这些方法都很难实现对反应进

程的实时监测，也很难应用于抑制剂的高通量筛

选。近年来，Nilam 等[16]运用超分子偶联酶法[17]

建立了一种 ODC 酶活性的无标记连续荧光检测

法，该方法利用大环受体葫芦[6]脲 (Cucurbit[6]uril，

CB6) 和荧光染料 DSMI (Trans-4-[4-(dimethylamino) 

styryl]-1-methylpyridinium iodide) 组成的报告对

进行实时检测。适量的 DSMI 可与 CB6 结合产生

荧光信号。在反应过程中，ODC 酶促反应的产物

腐胺与 CB6 有更高的亲和力，因此其竞争性置换

与 CB6 结合的 DSMI，引起荧光信号降低。这种

方法提供了一种简单、廉价、灵敏且无标记的方

法来实时监测 ODC 的酶促反应，可能具有更为广

泛的应用前景。 

为了探讨 Nilam 等 [16]的方法  (本文简称为

ODC-CB6 法) 在 ODC 抑制剂发现与评价中的应

用价值，我们在本研究中对该检测方法进行了系

统分析，发现该方法虽然能够检测 DFMO 的抑制

能力，但并不能检测 POB 的抑制效果。因此，我

们对 ODC-CB6 法进行了条件优化，建立了具有更

广泛适用范围的改进方法 (简称为 ODC-CB6-opt

法)。最后，利用 ODC-CB6-opt 法定量分析了我

们近期发现的一种新型 ODC 多功能抑制剂的抑

制效果。本研究建立的 ODC-CB6-opt 法将对 ODC

抑制剂的筛选和评价具有重要价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

三羟甲基氨基甲烷 (Tris)、异丙基硫代半乳

糖苷 (IPTG)、4-羟乙基哌嗪乙磺酸 (HEPES)、十

二烷基硫酸钠 (SDS)、甘氨酸 (广州赛国生物科

技有限公司)；DSMI、CB6、腐胺、二硫苏糖醇 

(DTT) (美国 Sigma 公司)；L-鸟氨酸、磷酸吡哆醛 

(PLP)、Bradford 法蛋白质定量检测试剂盒 (生工

生物工程 (上海) 股份有限公司)；乙二胺四乙酸 

(EDTA)、吐温-80、Na2HPO4·12H2O、NaCl (中国

国药集团化学试剂有限公司)；DFMO (美国 MCE

公司)；POB (德国 MERCK公司)；黑色 96孔板 (德

国 Greiner Bio-One 公司)；透明 96 孔板 (3599) (美

国 Corning 公司)；Ni-NTA 琼脂糖树脂 (生工生

物工程 (上海) 股份有限公司)；咪唑 (中国上海

阿拉丁生化科技股份有限公司)；SDS-PAGE 凝胶

快速制备试剂盒 (中国上海雅酶生物科技有限公

司)；5×SDS-PAGE 上样缓冲液 (中国上海碧云天

生物技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

PHS-2C 精密 pH 计 (中国上海司乐仪器有限

公司)；电热恒温培养箱 (DH3600B Ⅱ型) (天津市

泰斯特仪器有限公司)；Synergy H1 多功能荧光酶

标仪 (美国 BioTek 公司)；电子天平 (XB 220A) 

( 瑞士 Precisa 公司 ) ；高压均质细胞破碎仪 

(AH-1500) (中国苏州安拓思纳米技术有限公司)；

Sephacryl S-200 HR 层析柱 (美国 GE 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 

配制 10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 的缓冲溶

液；用 10 mmol/L Tris-HCl 配制 260 μmol/L DSMI、

130 μmol/L CB6、 1 mmol/L PLP；临用前用     

10 mmol/L Tris-HCl 配制含 1 mmol/L EDTA、   

25 mmol/L DTT、1 mmol/L PLP、1%吐温-80 的

ODC-PLP 储 备 液 以 及 含 1 mmol/L EDTA 、       

25 mmol/L DTT、1%吐温-80 的 ODC 储备液；用

10 mmol/L Tris-HCl 配制不同浓度的 L-鸟氨酸和

腐胺标准品。 

1.3.2  光谱检测 

使用多功能荧光酶标仪和透明 96 孔板在 

460 nm 处检测 DSMI (10 μmol/L) 中加入 CB6 

(0–6 μmol/L) 的吸光度值；使用多功能荧光酶
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标仪和黑色 96 孔板进行 CB6 与 DSMI 的结合荧

光测定和之后的酶促反应连续监测，检测荧光

强度时，使用的滤光片组为激发 485/20 nm、发射

528/20 nm。 

1.3.3  结合测定 

DSMI (3 μmol/L) 中加入 CB6 (0–1 μmol/L)

检测其荧光强度；L-鸟氨酸 (0–10 mmol/L) 或腐

胺 (0–1 μmol/L) 加入到含 CB6 (0.5 μmol/L) 和

DSMI (3 μmol/L) 的体系中检测其竞争性荧光强

度；检测体系为 10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 的

缓冲溶液，检测 (λexc=460 nm，λem=590 nm) 时的

荧光强度。 

1.3.4  ODC 蛋白的表达与纯化 

将人野生型 ODC 序列克隆到 pET28a 载体

中，获得 pET28a-hODC 的质粒，然后将质粒转化

到大肠杆菌 Escherichia coli BL21 中。在 28 ℃条

件下，用 0.5 mmol/L 异丙基硫代半乳糖苷 (IPTG) 

诱导蛋白过表达 6 h 后收集得到菌泥，并将菌泥

用含有 20 mmol/L 咪唑、20 mmol/L Na2HPO4 和   

500 mmol/L NaCl (pH 7.6) 的缓冲液重悬后经高

压均质细胞破碎仪破碎得到粗提取物，高速离心

得蛋白裂解液上清。将蛋白裂解液上清上样至含

有 Ni-NTA 琼脂糖树脂填料的重力柱，使用含有

20 mmol/L 咪唑、20 mmol/L Na2HPO4 和 500 mmol/L 

NaCl (pH 7.6) 的缓冲液冲洗重力柱以除去杂蛋

白。然后用含有不同浓度咪唑 (50、100、150、

250、350、500 mmol/L)、20 mmol/L Na2HPO4 和

500 mmol/L NaCl (pH 7.6) 的缓冲液进行梯度洗

脱，于 50 mmol/L 和 100 mmol/L 咪唑浓度时得

到目的蛋白。接着将所得目的蛋白使用含有     

0.1 mmol/L EDTA、20 mmol/L NaCl 和 10 mmol/L 

HEPES (pH 7.5) 的缓冲液在 Sephacryl S-200 HR

层析柱中进行进一步纯化，得到高纯度的目的蛋

白。最后用 Bradford 方法测定目的蛋白浓度，用

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE) 

分析目的蛋白纯度。 

1.3.5  酶促反应连续监测 

ODC-CB6法：将 234 μL含有 3 μmol/L DSMI、

0.5 μmol/L CB6、10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 的

溶液加入黑色 96 孔板的孔中并在 37 ℃条件下平

衡 10 min，然后加入 24 μL 含有 EDTA、DTT、

PLP、ODC 和 1%吐温-80 的 ODC-PLP 储备液，

得到含 0.1 mmol/L EDTA、2.5 mmol/L DTT、   

0.1 mmol/L PLP 、 0.1% 吐 温 -80 和 1 ng/μL      

(约 19 nmol/L) ODC 的溶液；最后通过加入 2 μL  

10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 溶液配制的鸟氨酸引

发反应，反应初始体系中鸟氨酸浓度为 200 μmol/L。

对于含抑制剂的体系，需将抑制剂与 ODC、PLP

在 37 ℃下孵育 40 min 后再进行反应，并且每个孔

终体积为 260 μL。在开始反应后，将黑色 96 孔板

立即放入酶标仪中，并以特定的时间间隔记录每

个孔的荧光强度 (λexc=460 nm，λem=590 nm)。 

ODC-CB6-opt 法：将 232 μL 含有 6 μmol/L 

DSMI、2 μmol/L CB6、10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 

的溶液加入黑色 96 孔板的孔中并在 37 ℃下平衡

10 min，然后加入 26 μL 不含 PLP 的 ODC 储备液，

得到不含 PLP、其他物质浓度与 ODC-CB6 法相

同、ODC 浓度为 4 ng/μL (约 77 nmol/L) 的溶液；

最后通过加入 2 μL 10 mmol/L Tris-HCl (pH 7.5) 

溶液配制的鸟氨酸和 PLP 混合液引发反应，PLP

终浓度为 75 nmol/L，鸟氨酸最终浓度 2 μmol/L。

对于含抑制剂的体系，需将抑制剂与 ODC 在

37 ℃下孵育 40 min 再进行反应，每个孔终体积为

260 μL。在开始反应后，操作同 ODC-CB6 法。 

1.3.6  数据分析 

每组实验重复测定 3 次，结果表示为平均

值 ±标准偏差  ( x ±s)，其中结合常数 Ka 根据

Y=Bmax*X/(1/Ka+X) 进行拟合，米氏常数根据

Michaelis-Menten 方程拟合分析，而抑制剂的抑制

常数 Ki 则根据希尔方程拟合，采用 GraphPad 

Prism 8.0 软件进行处理分析。 
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2  结果与分析 

2.1  ODC-CB6 法的验证 
2.1.1  CB6/DSMI 报告对的表征 

葫芦[n]脲 (CB[n]，简称 CB) 及其衍生物由

于其特殊的性能被广泛关注，其中 CB6 对某些生

物胺具有较高结合力，尤其是多胺中的腐胺[18]。

与此同时，CB6 还可与具有紫外吸收的荧光染料 

如 DSMI 进行结合[19]。DSMI 是一种阳离子半菁

染料，与 CB6 结合后在激发光照射下可产生强烈

的荧光信号[20]。结果显示，CB6 的加入不会显著

影响 DSMI 在 460 nm 处的吸光度 (图 1A)，但是

会使体系产生明显的荧光发射信号 (λexc=460 nm，

λem=590 nm)，并且信号强度具有显著的剂量依赖

性 (图 1B)。通过 λem=590 nm 处的荧光数值和对 
 

 
 

图 1  CB6/DSMI 报告对的表征 
Fig. 1  Characterization of CB6/DSMI report pairs. (A) Absorption spectral changes upon addition of CB6       
(0–6 µmol/L) to 10 µmol/L DSMI. (B) Fluorescence changes upon addition of CB6 (0–1 µmol/L) to 3 µmol/L DSMI.  
(C) Binding constant of CB6 and DSMI. (D) Competitive fluorescence intensity of L-ornithine for CB6/DSMI reporter 
pair. (E) Binding constant of CB6 and L-ornithine. (F) Competitive fluorescence intensity of L-ornithine for CB6/DSMI 
reporter pair. (G) Binding constant of CB6 and putrescine. 
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应的 CB6 浓度拟合得到 CB6 与 DSMI 的结合常数

Ka 为 (4.5±0.1)×105 L/mol (图 1C)。L-鸟氨酸的加

入使 CB6/DSMI 荧光强度略有降低，但浓度依赖

趋势不变 (图 1D)，拟合得到 CB6 与 L-鸟氨酸的

结合常数 Ka 为 (146±20) L/mol (图 1E)。图 1F 是

加入腐胺后 CB6/DSMI 的荧光变化图，拟合得到

CB6 与腐胺的结合常数 Ka 为 (3.7±0.2)×106 L/mol 

(图 1G)。以上结合常数的数据与文献[16]数据相

当。这些数据表明，ODC 酶促反应中底物鸟氨

酸与 CB6 的结合能力远低于 DSMI 或腐胺与

CB6 的结合能力，因此对 CB6/DSMI 报告对的

影响很微弱。同时，腐胺与 CB6 的亲和力显著

高于 DSMI 与 CB6 的亲和力，能够竞争性取代

与 CB6 结合的 DSMI，而且腐胺存在时的荧光强

度与腐胺的浓度呈线性关系  (在 0–0.5 μmol/L 

范围内 R2>0.99)，可见 CB6 与腐胺的结合是定

量的。 

2.1.2  酶动力学的测定 

首先，我们获得了高纯度的 ODC 蛋白    

(51.7 kDa)，接下来，我们利用 ODC-CB6 法进行

了 ODC 酶催化活性的实时监测 (图 2)。如图 2B 所

示，随着 ODC 浓度的增加，根据荧光强度变化计

算得到的 DSMI 被替换速率也更快，反映出随着酶

浓度的增加，酶初始反应速率也随之增加 (图 2C)。

在固定的 ODC 浓度下，底物鸟氨酸浓度的增加也

使 DSMI 的被替换速率加快 (图 2D)，反映出酶初始

反应速度对底物浓度具有依赖性。经 Michaelis- 

Menten 方程拟合分析 (图 2E) 得出 ODC 对鸟氨

酸的 Km 为 (16±2) μmol/L，kcat 为 (0.36±0.10) s–1。

该数据与文献报道数据相当(Km=(24±1) μmol/L，

kcat=(0.12±0.01) s–1[16]；Km=80 μmol/L，kcat=3.3 s–1[21])，

验证了 ODC-CB6 法的可靠性。 

 
 

 
 
图 2  酶动力学测定 
Fig. 2  Determination of enzyme kinetics. (A) Purified ODC. (B) Kinetics of enzymatic reactions with different ODC 
concentrations (0.1–1.0 ng/μL). (C) Dependence of the initial reaction rate on enzyme concentration (with 200 µmol/L 
L-ornithine). (D) Kinetics of enzymatic reactions with different ornithine concentrations (1–256 μmol/L). (E) Dependence of 
the initial reaction rate on substrate concentration (with 1.0 ng/µL ODC). 
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2.1.3  抑制常数的测定 

DFMO 是目前研究最广泛的 ODC 自杀性抑制

剂，它在脱羧后与 ODC 活性位点中的半胱氨酸残

基形成共价键，从而不可逆地抑制 ODC 活性[22]。

根据上述 ODC-CB6 方法，我们实时检测了在不同

浓度 DFMO 存在下 ODC 的酶促反应过程 (图 3A)，

通过拟合荧光曲线获得酶初始反应速度，进一步

得到不同浓度 DFMO 的抑制率，拟合得到 DFMO

对 ODC 的 Ki 等于 (0.45±0.10) μmol/L (图 3B)。

该数据与文献[16]中的 Ki 值 (4.4±0.2) µmol/L 较

为接近。因此，ODC-CB6 方法可有效定量评价

DFMO 对 ODC 的抑制能力。 

2.2  ODC-CB6 法的应用局限性 

2.2.1  鸟氨酸脱羧酶抑制剂 POB 对 ODC 的作用 

磷酸吡啶氧基-鸟氨酸  (POB) 是基于 ODC

的辅酶 PLP 与底物鸟氨酸在反应过程中形成的过

渡态复合物而设计的过渡态类似物[12]。我们使用

ODC-CB6 法检测了 POB (0.25% DMSO) 对 ODC

的抑制作用，但是该方法未能准确反映出 POB 对

ODC 酶活的抑制作用 (图 4)。 

2.2.2  溶剂 DMSO 对检测体系的影响 

在上述实验中我们注意到，DFMO 溶解于水

中，而 POB 溶解于 DMSO 中，同时考虑到多数

有机分子也常利用 DMSO 进行溶解，因此我们分

析了 DMSO 对 ODC-CB6 法的影响。如图 5A 和

5B 所示，随着 DMSO 浓度的增加，体系的荧光

强度逐渐减弱。为了分析 DMSO 是否影响对 ODC

抑制剂的评价，我们在 1% DMSO (V/V) 存在下

检测了不同浓度 DFMO 对 ODC 的抑制作用。结

果显示，虽然 DMSO 会导致体系荧光强度降低且 

 

 
 

图 3  DFMO 抑制常数的测定 
Fig. 3  Determination of the DFMO inhibition constant. (A) Kinetics of enzymatic reaction of ODC in the presence of 
different concentrations of DFMO (0–1 000 μmol/L). (B) Inhibition constant of DFMO. 
 

 
 

图 4  鸟氨酸脱羧酶抑制剂 POB 对 ODC 的影响 
Fig. 4  Effects of ornithine decarboxylase inhibitor POB on ODC. (A) Fluorescence changes upon addition of POB  
(0–1 000 µmol/L) to the CB6/DSMI reporter pair (DSMI: 3 μmol/L; CB6: 0.5 μmol/L). (B) Kinetics of enzymatic 
reaction of ODC in the presence of different concentrations of POB (0–1 000 μmol/L). 
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图 5  溶剂 DMSO 对检测系统的影响 
Fig. 5  Effect of solvent DMSO on detection system. (A) Fluorescence changes upon addition of DMSO (0–1%) to the 
CB6/DSMI reporter pair (DSMI: 3 μmol/L; CB6: 0.5 μmol/L). (B) Fluorescence intensity at λem=590 nm in the presence 
of different concentrations of DMSO (0–1%). (C) Effects of DFMO at different concentrations (0–1 000 μmol/L) on 
ODC in the presence of 1% DMSO. (D) Inhibition constant of DFMO. 
 

拟合曲线波动增大(图 5C)，但是并不显著影响对

DFMO 抑制作用的定量评价 (Ki=(0.32±0.10) μmol/L) 

(图 5D)。因此，ODC-CB6 法未能准确反映出 POB

对 ODC 酶活的抑制作用并不是 DMSO 所导致的。 

2.3  ODC-CB6 法的优化与应用 

2.3.1  DSMI 与 CB6 量的优化 

以上实验表明 DMSO 对 DSMI/CB6 检测体系

的荧光强度有淬灭作用，所以为了提高荧光强度，

以增强数据分辨率和稳定性，我们对体系中 DSMI

和 CB6 的终浓度进行了优化。DSMI 与 CB6 以 1︰1

的比例进行结合[20]，因此为使 CB6 饱和，DSMI

的浓度要高于 CB6。为便于小分子抑制剂的评价

和筛选，我们在体系中添加了 1% (V /V )  的

DMSO。如图 6 所示，随着 DSMI 和 CB6 的浓度

的升高，体系的荧光强度随之增强。基于该结果，

同时结合后期 ODC 催化反应的浓度设置区间情

况，我们将 DSMI 的终浓度设定为 6 μmol/L， 

 
 

图 6  在 1% DMSO 存在下 CB6/DSMI 的荧光强度 
Fig. 6  Fluorescence intensity of CB6/DSMI in the 
presence of 1% DMSO. 

 
CB6 的终浓度设定为 2 μmol/L。 

2.3.2  ODC、鸟氨酸和 PLP 的量的优化 

磷酸吡哆醛 (PLP) 是 ODC 的重要辅因子，而

鸟氨酸是 ODC 的底物[23]。Nilam 等[16]提到 PLP 在

DSMI 的激发波长下有一定的光吸收 (在 0.1 mmol/L 

PLP 时约 0.4)，因此，在上述优化 DSMI 和 CB6

浓度的基础上，我们参考分光光度检测法[14]和高
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效液相色谱法[15]，将体系中 PLP 的终浓度调整为

75 nmol/L。同时，按照 ODC︰PLP=1︰1 的比例

将 ODC的终浓度调整为 4.0 ng/μL (约 77 nmol/L)。

我们利用优化后的条件实时检测了酶反应对底物

浓度的依赖性，并拟合得到鸟氨酸对 ODC 的 Km

为 (20±3) μmol/L，kcat 为 (0.14±0.01) s–1 (图 7)。

该结果与原方法得到的结果 (图 2) 相当。为了在

检测过程中可以使 CB6 被腐胺完全饱和，实现荧

光值的最大变化量，我们将抑制剂评价时体系中

鸟氨酸浓度确定为 2 μmol/L。为便于区分，将优

化后的体系命名为 ODC-CB6-opt 法。 

2.3.3  ODC-CB6-opt 法检测 DFMO 和 POB 对

ODC 的抑制作用 

为了验证 ODC-CB6-opt 法的可靠性，我们分析

了 DFMO 和 POB 对 ODC 的抑制作用。图 8A 为在

1% DMSO 存在时 DFMO 对 ODC 抑制作用的实时

检测曲线，结果经拟合得到 Ki为 (4.94±0.98) μmol/L 

(图 8B)，该数据与前述 ODC-CB6 法的检测结果

相当 (图 3)。由于共价抑制剂的抑制作用具有时

间依赖性，因此我们检测了 DFMO 对 ODC 抑制

作用的时间依赖 (图 8C)。结果表明，随着孵育

时间的延长，DFMO 的抑制效果越好，符合其

共 价 抑 制 剂 的 特 性 。 进 一 步 ， 我 们 利 用

ODC-CB6-opt 法检测了 POB 对 ODC 的抑制作用 

(图 8D)，并拟合得到其 IC50为 (15.52±0.49) μmol/L，

Ki 为 (13.80±0.44) μmol/L (图 8E)，虽没有文献报

道 POB 在体外对 ODC 的抑制效果，但 Wu 等[12]

发现 POB 在 LN229 细胞中的 IC50 约 50 μmol/L。

由于 POB 为非共价抑制剂，且其机制与 DFMO

不同，其实时检测曲线不如 DFMO 显著，但该结

果明显体现出 ODC-CB6-opt 法比 ODC-CB6 法具

有更好的适用范围。 

2.3.4  ODC-CB6-opt 法检测 ODC-MPI-1 对

ODC 的抑制作用 

近期我们发现了一类新型 ODC 多功能抑制

剂，其中最具有代表性的是 ODC-MPI-1[24]。我们

利 用 ODC-CB6 法 和 ODC-CB6-opt 法 对

ODC-MPI-1 的 ODC 酶活抑制能力进行了的检测。

首先，ODC-MPI-1 不影响 CB6/DSMI 检测体系的

荧光信号，表明其不干预 CB6 与 DSMI 的结合 

(图 9A)。其次，利用 ODC-CB6 法无法显著检测

到 ODC-MPI-1 对 ODC 的抑制作用 (图 9B)。但

是 ， 利 用 ODC-CB6-opt 法 能 够 明 显 检 测 出

ODC-MPI-1 对 ODC 的抑制作用 (图 9C–D)。 

3  讨论 

多胺的生物合成速率和细胞内多胺浓度与肿

瘤的发生密切相关，而 ODC 作为多胺生物合成途

径中的重要限速酶，被认为是肿瘤治疗的潜在靶

标。DFMO 和 POB 为具有代表性的两种 ODC 抑 

 

 
 
图 7  ODC 的米氏常数 
Fig. 7  Km of ODC. (A) Kinetics of enzymatic reactions with different ornithine concentrations (2–300 μmol/L). (B) 
Dependence of the initial reaction rate on substrate concentration (with 4.0 ng/µL ODC). 
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图 8  ODC-CB6-opt 法检测 DFMO 和 POB 对 ODC 的抑制作用 
Fig. 8  Using ODC-CB6-opt method to analyze the inhibitory effect of DFMO and POB on ODC. (A) Kinetics of 
enzymatic reaction of ODC in the presence of different concentrations of DFMO (0–1 000 μmol/L). (B) Inhibition 
constant of DFMO. (C) Time-dependent decrease of ODC activity with increasing incubation times with DFMO    
(4.0 ng/µL ODC, 100 µmol/L DFMO). (D) Kinetics of enzymatic reaction of ODC in the presence of different 
concentrations of POB (0–982 μmol/L). (E) Inhibition constant of POB. 

 
制剂，其中 DFMO 为底物类似物，POB 为底物与

辅酶的过渡态类似物。虽然 ODC 抑制剂暂时还没

有在肿瘤的临床治疗中获得应用，但 DFMO 已被

用于多种肿瘤治疗的临床试验中。DFMO 的主要

缺点是其有效浓度非常高，并有不同程度的副作

用 (如暂时性失聪)[25]。因此，发现新的 ODC 抑

制剂具有重要的价值。 

高通量筛选是药物发现的一个重要且有效的

途径，但是目前常采用的几种 ODC 活性检测方法

具有较大的局限性，不能有效应用于 ODC 抑制剂

的高通量筛选。Nilam 等[16]提出的 ODC-CB6 法

利用超分子偶联酶法建立了一种 ODC 酶活的无

标记连续荧光检测法，其操作流程简单，实验成

本低廉，也可以高通量进行。但是我们研究发现

ODC-CB6 法的适用范围具有一定的局限性。因此

我们在原 ODC-CB6 法的基础上对其进行了优化，

首先调整了 DSMI 和 CB6 的配比组成，使其可以

在 DMSO 的存在下进行灵敏、稳定的检测。其次，

我们调整了 ODC、鸟氨酸和 PLP 的终浓度，并建

立 了 ODC-CB6-opt 法 。 我 们 的 研 究 表 明 ，

ODC-CB6-opt 法可以适应不同机制 ODC 抑制剂 

(DFMO 和 POB) 的评价。最后，我们利用

ODC-CB6-opt 法对本实验室近期发现的一种新型

ODC 多功能抑制剂 ODC-MPI-1 进行了验证。 

在 使 用 ODC-CB6-opt 法 检 测 POB 和

ODC-MPI-1 的抑制作用时，荧光曲线比 DFMO

体系的波动大。我们认为可能是由于 DFMO 的作

用机制与 POB 和 ODC-MPI-1 不同导致。例如， 
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图 9  ODC-CB6-opt 法检测 ODC-MPI-1 对 ODC 的抑制作用 
Fig. 9  Using ODC-CB6-opt method to analyze the inhibitory effect of ODC-MPI-1 on ODC. (A) Fluorescence changes 
upon addition of ODC-MPI-1 (0–1 000 µmol/L) to the CB6/DSMI reporter pair (DSMI: 3 μmol/L; CB6: 0.5 μmol/L).  
(B) ODC-CB6 method to detect the effect of ODC-MPI-1 (0–1 000 μmol/L) on ODC. (C) OPT-CB6 method to detect the 
effect of ODC-MPI-1 (0–100 μmol/L) on ODC. (D) Inhibition of ODC by ODC-MPI-1. 
 

DFMO 是共价抑制剂，其并不影响 ODC 活性二

聚体的稳定性，而 ODC-MPI-1 能够在抑制 ODC

的同时推动 ODC 形成无活性二聚体[24]。但是，

这种荧光信号的波动并不显著影响对抑制剂效果

的评价。同时，这也暗示该方法有可能可以进一

步应用于 ODC 抑制剂作用机制的分析研究。 

综上所述，本研究改进和建立了一种经济、便

捷、无标记的ODC活性实时检测方法ODC-CB6-opt

法，并利用其实现了对多种 ODC 抑制剂的定量评

价。该方法未来将有助于新型 ODC 抑制剂的发现

和评价。 
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