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Enzym t¸ch ra tõ näc r¾n hæ mang (Naja naja) 
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ViÖn Khoa häc vμ C«ng nghÖ ViÖt Nam 

 

Summary 

Studies on the inhibition of curcumin from Curcuma longa on phospholipase A2 from cobra 
venom (Naja naja) were carried out. The phospholipase was fractionated by ion-exchange 
chromatography on a CM-cellulose column (10 x 60 mm) following chromatography on a 
superdex G-75 column (16 x 90 mm) and its biochemical properties were studied accurately. The 
phospholipid�s hydrolysis catalyzed by phospholipase A2 has been inhibited by curcumine from 
Curcuma longa. It seems that, the phospholipase A2 inhibition is following the purely competitive 
mechanism. The constant of phospholipide hydrolysis KI and inhibition constant k2 have been 
calculated:  KI = 5.8×10-4 M, k2 = 0,21.10-3.s-1. 

 
I - Më ®Çu 

Phospholipaza A2 (EC 3.1.1.4)  thuéc nhãm  
c¸c enzym thñy ph©n liªn kÕt carboxy ester (EC 
3.1.1 Carboxylic Ester Hydrolases) [1]. 
Phospholipaza A2 cã tªn ph©n lo¹i (tªn khoa 
häc) lμ: phosphatidylcholine 2-acylhydrolase vμ 
c¸c tªn kh¸c: lecithinase A; phosphatidase; 
phosphatidolipase; phospholipaza A.  

Phospholipaza A2 lμ enzym ngäai bμo [2], 
®−îc t¸ch tõ c¸c nguån nh− näc r¾n ®éc [3 - 5], 
n·o thá [6]. 

Phospholipaza lμ enzym thñy ph©n 
phospholipide gi¶i phãng axit bÐo. C¸c s¶n 
phÈm thñy ph©n cña c¸c phospholipaza gäi lμ 
lysophospholipit cã thÓ lμ c¬ chÊt cho c¸c 
enzym acyltransferaza. VÒ c¬ chÕ, 
phospholipaza A2 t¸c ®éng tíi vÞ trÝ C-2 trong 
mμng phospholipide, gi¶i phãng axit 
arachidonic. AxÝt arachidonic ®−îc gi¶i phãng 
sÏ lμ c¬ chÊt ®Ó tæng hîp prostaglandins vμ 
leukotrien. 

Phospholipaza A2 cã ho¹t tÝnh sinh häc rÊt 
cao, cã b¶n chÊt myotoxin [7] cã tÝnh chÊt 
kh¸ng khuÈn vμ kh¸ng virus rÊt m¹nh [8], ®−îc 
øng dông nhiÒu trong y häc. 

C¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu cho thÊy r»ng, ion 
canxi  cã t¸c dông häat ho¸ [9], trong khi ®ã c¸c 
ion kÏm, bari, mangan � cã t¸c dông øc chÕ 
ho¹t tÝnh cña phospholipaza A2 [10]. C¸c nghiªn 
cøu gÇn ®©y cßn cho thÊy r»ng, curcumin tõ 
nghÖ curcuma longa còng cã t¸c dông øc chÕ 
m¹nh ho¹t tÝnh cña phospholipaza A2 [11]. Nh− 
vËy, ngoμi nh÷ng t¸c dông y häc quý kh¸c, cñ 
nghÖ cßn lμ ph−¬ng tiÖn ®Ó bμo chÕ thuèc ch÷a 
r¾n c¾n víi t¸c dông øc chÕ phospholipaza A2. 
§Ó hiÓu râ thªm t¸c ®éng cña curcumin, chóng 
t«i nghiªn cøu ®éng häc cña hiÖn t−îng øc chÕ 
nμy.  

II - Nguyªn liÖu vμ ph−¬ng ph¸p 
nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu, ho¸ chÊt vμ thiÕt bÞ nghiªn 
cøu 
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a) Nguyªn liÖu  

- Näc r¾n hæ mang(Naja naja) ®«ng kh« 
(d¹ng ampul 5 g) ®Ó t¸ch phospholipaza A2 ®−îc 
mua tõ lμng nghÒ nu«i r¾n VÜnh S¬n, huyÖn 
VÜnh T−êng, tØnh VÜnh Phóc.  

- Enzym phospholipaza A2 thu ®−îc tõ näc 
r¾n th« b»ng ph−¬ng ph¸p s¾c ký trao ®æi ion 
trªn CM-cellulose [12]. 

b) Dông cô vμ ho¸ chÊt 

- Cét s¾c ký trao ®æi ion -CM-cellulose. 

2. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

a) Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh protein [13] 

Hμm l−îng protein trong mÉu näc r¾n vμ 
dung dÞch ®−îc x¸c ®Þnh b»ng ph−¬ng ph¸p 
quang phæ: ®o hÊp thô protein ë c¸c b−íc sãng 
260 vμ 280 nm trªn m¸y quang phæ UV 1601 
Shimadzu.  

b) Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ho¹t ®é 
phospholipaza näc r¾n [14] 

Nguyªn t¾c cña ph−¬ng ph¸p: 

Lecitin  +  H2O   ⎯⎯⎯⎯⎯⎯→ lysolecitin + 
axit bÐo tù do 

L−îng axit ®−îc ®o bëi sù mÊt mμu cña 
thuèc chØ thÞ ë 578 nm. 

III - KÕt qu¶ Nghiªn cøu øc chÕ 
phospholipaza A2 bëi curcumin 

§Ó nghiªn cøu ®éng häc cña hiÖn t−îng øc 

chÕ, tr−íc hÕt cÇn xem xÐt ®éng häc t¹o s¶n 
phÈm P = f(t) khi ch−a cã chÊt øc chÕ. Sau ®ã 
xem xÐt ¶nh h−ëng cña chÊt øc chÕ tíi ®éng häc 
nh− thÕ nμo. 

Chóng t«i sö dông c¬ chÊt víi c¸c nång ®é 
kh¸c nhau trong c¸c ®iÒu kiÖn pH vμ nång ®é 
enzym [E] thÝch hîp. KÕt qu¶ xem xÐt ®éng häc 
t¹o s¶n phÈm P = f(t) khi ch−a cã chÊt øc chÕ 
®−îc tr×nh bμy trong b¶ng 1. 

KÕt qu¶ nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña chÊt øc 
chÕ tíi ®éng häc cña ph¶n øng ®−îc tr×nh bμy 
trong b¶ng 2 vμ 3. 

Tõ c¸c kÕt qu¶ thùc nghiÖm ghi trong b¶ng 
1, dùa vμo ph−¬ng ph¸p gÇn ®óng Niut¬n-
Gregori [15] cho phÐp tÝnh tèc ®é ban ®Çu (V0) 
cña ph¶n øng. C¸c gi¸ trÞ tèc ®é ban ®Çu (V0) 
cña ph¶n øng ®−îc ghi trong b¶ng 4. 

Tõ c¸c kÕt qu¶ tÝnh to¸n thu ®−îc trong 
b¶ng 4, lÊy c¸c gi¸ trÞ nghÞch ®¶o cña [S0]  vμ V0 

vÏ ®å thÞ 1/ V0 = f (1/ [S0]) víi c¸c gi¸ trÞ nång 
®é chÊt øc chÕ kh¸c nhau, thu ®−îc c¸c ®−êng 
th¼ng c¾t nhau t¹i mét ®iÓm trªn trôc tung (h×nh 
1). 

§å thÞ thu ®−îc lμ mét chïm ®−êng th¼ng 
c¾t nhau t¹i trôc tung. §iÒu nμy chøng tá, ®©y lμ 
hiÖn t−îng øc chÕ c¹nh tranh (purely 
competitive inhibition). Trong tr−êng hîp nμy, 
chÊt øc chÕ chØ kÕt hîp víi enzym, kh«ng kÕt 
hîp víi phøc enzym - c¬ chÊt [ES], ®ång thêi 
chÊt øc chÕ kh«ng g©y ¶nh h−ëng tíi VM chØ g©y 
¶nh h−ëng tíi KM. HiÖn t−îng øc chÕ nμy ®−îc 
m« t¶ theo s¬ ®å d−íi ®©y [15]: 

  
B¶ng 1: §éng häc cña qu¸ tr×nh t¹o s¶n phÈm P = f(t) tõ c¸c nång ®é c¬ chÊt 

[S] kh¸c nhau trong c¸c ®iÒu kiÖn pHopt khi ch−a cã chÊt øc chÕ 

t (phót) 
[S],  
mg/ml 

10 
 

20 
 

30 
 

40 
 

50 
 

60 
 

70 
 

80 
 

90 
 

100 
 

1,0 1,67 3,34 5,00 6,7 8,5 10,0 11,6 13,1 14,6 15,9

0,625 1,43 2,86 4,29 5,7 7,1 8,5 9,8 11,1 12,4 13,6

0,500 1,33 2,66 4,00 5,2 6,4 7,8 9,1 10,3 11,4 12,4

0,417 1,25 2,50 3,75 4,9 6,0 7,1 8,2 9,2 10,2 11,0

0, 264 1,00 2,00 3,00 4,0 5,0 6,0 7,0 7,8 8,6 9,3

phospholipaza 
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B¶ng 2: §éng häc cña qu¸ tr×nh t¹o s¶n phÈm P = f(t) tõ c¸c nång ®é c¬ chÊt 
[S] kh¸c nhau trong c¸c ®iÒu kiÖn pHopt khi chÊt øc chÕ [I] = 0,6.10-3, M 

t (phót) 
[S],  
mg/ml 

10 
 

20 
 

30 
 

40 
 

50 
 

60 
 

70 
 

80 
 

90 
 

100 
 

1,677 1,67 3,34 5,00 6,68 8,35 10,0 11,6 13,1 14,6 16,0

1,00 1,43 2,86 4,29 5,71 7,10 8,5 9,8 11,1 12,4 13,6

0,625 1,18 2,36 3,54 4,69 5,89 7,02 8,24 9,3 10,3 11,3

0,500 1,04 2,08 3,12 4,15 5,18 6,23 7,21 8,17 9,12 9,93

0,33 0,83 1,66 2,48 3,31 4,10 4,94 5,75 6,50 7,32 8,08
 

B¶ng 3: §éng häc cña qu¸ tr×nh t¹o s¶n phÈm P = f(t) tõ c¸c nång ®é c¬ chÊt 
[S] kh¸c nhau trong c¸c ®iÒu kiÖn pHopt khi chÊt øc chÕ [I] = 3,0.10-3, M 

 
t (phót) 

[S],  
mg/ml 

10 
 

20 
 

30 
 

40 
 

50 
 

60 
 

70 
 

80 
 

90 
 

100 
 

5,000 1,56 3,11 4,66 6,21 7,7 9,31 10,85 12,3 13,7 15,1

1,677 1,00 2,00 2,99 4,00 5,01 5,98 7,01 7,8 8,6 9,4

1,000 0,77 1,43 2,29 3,05 3,83 4,57 5,31 6,08 6,75 7,5

0,625 0,57 1,13 1,7 2,26 2,83 3,41 3,94 4,48 5,05 5,5

0,500 0,45 0,89 1,33 1,73 2,11 2,55 3,01 3,5 3,86 4,32

B¶ng 4: Tèc ®é ban ®Çu (V0) cña ph¶n øng khi ch−a vμ cã chÊt øc chÕ [I]: 
a- [I] = 0,             b - [I] = 0,6.10 - 3, M,         c- [I] = 3,0.10 - 3, M 

 
[I] = 0 [I] = 0,6.10-3, M [I] = 3,0.10-3, M 

[S].104, M V0.106, M. 

min 10 -1 
[S].10 4, M V0.106, M. 

min 10 -1 
[S].104, M V0.106,M. 

min 10 -1 

1,000 

0,625 

0,500 

0,417 

0,264 

1,67 

1,43 

1,33 

1,25 

1,00 

1,677 

1,000 

0,625 

0,500 

0,330 

1,62 

1,43 

1,18 

1,04 

0,83 

5,000 

1,677 

1,000 

0,625 

0,500 

1,56 

1,00 

0,77 

0,57 

0,45 
 

                 E +  S                     ES    ⎯→⎯ 2k
    E + P    

           

              EI 

 Ks

Ki 
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Khi Êy, cã thÓ tÝnh tèc ®é ph¶n øng nh− sau: 

                                      Vi = k2 [ES]   

  [E]0  = [E] + [ES] + [EI]  =  [ES] ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
++

[S]
K.

K
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K S
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S  
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⎭
⎬
⎫

⎩
⎨
⎧

⎥
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⎢
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⎡
++

i

S
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⎞
⎜⎜
⎝

⎛
++

i

S

0

K
[I]1

[S]
K1

[E]
;   

Nh− vËy, tèc ®é ph¶n øng cã thÓ viÕt b»ng biÓu thøc sau:      

             Vi  =  

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
++

i

S

02

K
[I]1

[S]
K

1

[E]k
;               Vi  = 

[S]
K
[I]1K

[S][E]k

i
S

02

+⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

                  

  hoÆc Vi  = 
]S[K

]S[V

Mi

M

+
                                     

   KMi  = KS ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
+

iK
[I]1                              

                                                                                     KI = 
3

3

k
k−  

VMi = k2[E]0                  Suy ra: VMi =VM 

  Tõ c«ng thøc cho thÊy, chÊt øc chÕ hoμn toμn c¹nh tranh kh«ng g©y ¶nh h−ëng tíi VM chØ 
g©y ¶nh h−ëng tíi KM.   

 

  c - [I] = 3.10 - 3, M 

  b - [I] = 6.10 - 4, M 

  a - [I] = 0 

1/Vi 

1/[S]

  H×nh 1
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III - kÕt luËn 

§· nghiªn cøu ¶nh h−ëng øc chÕ curcumin 
tõ nghÖ Curcuma longa tíi ph¶n øng thñy ph©n 
phospholipide xóc t¸c bëi phospholipaza A2 t¸ch 
tõ näc r¾n hæ mang (Naja naja). KÕt qu¶ cho 
thÊy, curcumin cã t¸c dông øc chÕ m¹nh ho¹t 
tÝnh cña phospholipaza A2 vμ hiÖn t−îng øc chÕ 
nμy x¶y ra theo c¬ chÕ c¹nh tranh.  

§· tÝnh to¸n c¸c th«ng sè ®éng häc cña 
ph¶n øng thñy ph©n phospholipit xóc t¸c bëi 
phospholipaza A2. 

KI = 5,8.10-4 M, k2 = 0,21.10 -3.s-1 

C«ng tr×nh nμy ®−îc hoμn thμnh víi sù hç trî 
kinh phÝ cña Ch−¬ng tr×nh nghiªn cøu c¬ b¶n. 
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