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摘  要: 研究了迷迭香酸对大肠杆菌 L-天冬酰胺酶促反应动力学的影响, 结果表明, 迷迭香酸能

降低天冬酰胺酶的表观米氏常数, 是该酶的激活剂; 亚铁离子能显著促进迷迭香酸的抗菌活性, 
吸收光谱分析显示, 迷迭香酸与亚铁离子存在直接的相互作用, 二者的结合比为 1:1。 
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Abstract: Effect of rosmarinic acid on the kinetics of L-asparaginase catalyzed reaction was studied. The 
result showed that rosmarinic acid could reduce the apparent kinetic parameters (apparent Michaelis-Menten 
constant, Kmapp) of the enzyme, which indicated that rosmarinic acid was an activator of L-asparaginase. 
Ferrous ions could increase the antibacterial activity of rosmarinic acid. Absorption spectra analysis indi-
cated that there existed a direct interaction between rosmarinic acid and ferrous ions, with a mole ratio of 
1:1.  
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迷迭香酸(Rosmarinic acid, 简称 RosA)是一种
天然的酚酸化合物, 最早于 1958年由Ellis在迷迭香
中分离提取, 因而得名。RosA广泛存在于唇形花科
和紫草科植物中[1]。RosA的药理功能丰富, 有抗炎、
抗氧化、抗菌、抗病毒、抗凋亡、抗凝集、抗过敏、

抗抑郁、抗辐射的作用[2-6], RosA对黄嘌呤氧化酶的
抑制作用使其有可能成为治疗高尿酸血症和痛风的

药物[7], RosA还在抗肾炎、肺炎、肝炎、关节炎; 抗
癌; 抗血栓, 抗抑郁治疗过敏性疾病(如过敏性哮喘)
等领域有良好的应用前景。由于其抗氧化活性、抗
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紫外线能力, 抑制弹性蛋白的降解和增加细胞膜的
稳定性等特性, 可使其成为优质的化妆品添加剂[8]。 

迷迭香酸是一种广谱性的抗菌化合物, 已知对
属于革兰氏阴性细菌的大肠杆菌、属于革兰氏阳性

细菌的金黄色葡萄球菌以及多种植物病原真菌均有

不同程度的抑制作用[3,4]。孙峋等研究证实迷迭香酸

能增加细菌细胞膜的通透性, 导致蛋白质、氨基酸
等物质外泄, 抑制 Taq DNA聚合酶的活性, 改变胞
内蛋白质的代谢, 从而导致代谢紊乱而发挥其对细
菌的抑制作用[9]。共聚焦扫描成像结果显示, 迷迭香
酸处理黑曲霉(Aspergillus niger)菌丝可导致其细胞
骨架受损、细胞间隔解体、细胞表面扭曲和多细胞

核过渡期的出现[10]。这些结果暗示微生物细胞中可

能存在多个迷迭香酸作用的靶点。 
L-天冬酰胺酶(L–Asparaginase; EC3.5.1.1)是生

物体中普遍存在的一种酶, 催化天冬酰胺水解产生
天冬氨酸和氨, 在大肠杆菌中为胞内酶 [11], 该酶在
维持细胞内氨水平的平衡方面发挥着重要作用, 而
Fe2+是维持大肠杆菌正常生长代谢所必需的金属离

子。本文研究了迷迭香酸对大肠杆菌 L-天冬酰胺酶
促反应的动力学以及 Fe2+对迷迭香酸的抗菌活性的

影响, 以期为揭示迷迭香酸的抗菌机理与应用研究
提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
迷迭香酸购自 Aldrich公司, 纯度大于 97%; 大

肠杆菌[E. coli BL21(DE3)]购自 Novagen 公司, 由
本实验室保存, AB-8大孔吸附树脂购自南开大学化
工厂, 其它试剂均为国产分析纯。 

1.2  L-天冬酰胺酶的提取   
参照文献[12]进行。大肠杆菌单菌落接种入 50 mL 

LB 培养液中于 37°C 振荡培养过夜, 培养物于 4°C
条件下 10000 r/min 离心 2 min, 收集菌体; 10 mL 
TE缓冲液(50 mmol/L Tris·Cl, 1 mmol/L EDTA, pH 
7.4)重悬浮菌体, 10000 r/min 离心 2 min, 去上清, 
洗去培养基; 加入 5 mL 冰冷的 TE缓冲液悬浮细胞, 
超声波破碎细胞, 细胞裂解液于 4°C, 10000×g离心
15 min, 上清液即为酶的粗提取液。 

1.3  迷迭香酸对 L-天冬酰胺酶活性的影响   
天冬酰胺酶活性测定参考史雅珍等的方法 [13], 

并作了修改。样品组反应体系中含 TE缓冲液 0.7 mL、

一定浓度的天冬酰胺溶液 0.1 mL、粗酶 0.1 mL、一
定浓度迷迭香酸溶液 0.1 mL, 45°C水浴加热 10 min, 
加入 0.1 mL 20%三氯乙酸终止反应。相应的对照组
依次加入 TE缓冲液 0.7 mL、天冬酰胺溶液 0.1 mL、
迷迭香酸溶液 0.1 mL、20%三氯乙酸 0.1 mL、粗 
酶 0.1 mL。反应体系 10000 r/min离心 5 min后加 
0.3 mL AB-8大孔树脂悬浮液, 充分振荡 20 min后
10000 r/min 离心 5 min 以去除溶液中的迷迭香酸, 
避免对随后检测的影响, 分别取样品组、对照组上
清 110 μL于 4.89 mL蒸馏水中, 加 0.1 mL Nessler
试剂, 振荡使之充分混匀后于 395 nm处测定吸光度, 
以 NH4Cl为标准, 计算氨离子浓度, 酶促反应速度(V)
以每分钟产生的游离氨的微摩尔数(μmol/min)表示。 

1.4  Fe2+对迷迭香酸抑菌效果的影响   
用乙酸-乙酸钠缓冲液(50 mmol/L, pH 4.4)分别

配制浓度为 18 mmol/L、9.0 mmol/L、2.3 mmol/L、
0.58 mmol/L、0.13 mmol/L迷迭香酸溶液及等摩尔
浓度的 FeSO4溶液。取过夜培养的大肠杆菌菌悬液

200 μL加至无菌平皿(Φ9 cm)中, 立即倒入 15 mL融
化后冷却至 45°C 左右的 LB 培养基, 混匀后待凝; 
在凝固的平板上打直径 5 mm 的孔穴, 再分别加入
20 μL不同浓度的迷迭香酸溶液、FeSO4溶液以及等

体积迷迭香酸与 FeSO4 的混合溶液, 每一处理重复
3 次。于 37°C恒温培养箱内培养 24 h 后测定抑菌
圈直径大小表示其抗菌活性, 每个抑菌圈十字交叉
测量 2 次直径, 以其均数代表测得的抑菌圈大小, 
实际抑菌圈直径=测得抑菌圈直径−孔径。 

1.5  迷迭香酸与 Fe2+的结合比的测定 
取浓度为 1.0 mmol/L迷迭香酸溶液 200 μL, 分

别与 pH为 3.6、4.5、5.6、6.5的不同浓度的 Fe2SO4

溶液(0.1 mol/L乙酸-乙酸钠缓冲液配制)混匀, 使迷
迭香酸与 FeSO4的摩尔比从 8:1 至 1:5, 蒸馏水定容
至 4 mL, 于 260 nm~380 nm范围内测定溶液的吸收
光谱, 求结合比[14,15]。 

2  结果 

2.1  迷迭香酸对 L-天冬酰胺酶的抑制动力学 
实验发现, 随着反应体系中的迷迭香酸浓度的

增加, 单位时间内产生的氨量逐渐增加, 说明迷迭
香酸对大肠杆菌 L-天冬酰胺酶具有明显的激活作用, 
以反应速度(μmol/min)的倒数对底物浓度(mol/L)的
倒数进行作图, 结果如图 1 所示, 反应体系没有迷 
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图 1  迷迭香酸对 L-天冬酰胺酶促反应动力学的影响 
Fig. 1  Effect of rosmarinic acid on the kinetics of reaction 
catalyzed by L-asparaginase 
注: 1-5: 迷迭香酸的浓度分别为 0, 0.375×10−4 g/mL, 0.75×10−4 g/mL, 
1.5×10−4 g/mL, 3×10−4 g/mL. 

Note: 1-5: The concentrations of rosmarinic acid were 0, 0.375×
10−4 g/mL, 0.75×10−4 g/mL, 1.5×10−4 g/mL, 3×10−4 g/mL, re-
spectively. 
 

迭香酸时, L-天冬酰胺酶的表观米氏常数为 0.44642

×10−4, 与已报道大肠杆菌的 L-天冬酰胺酶的Km类似
[16], 当体系中迷迭香酸浓度分别为 0.375×10−4 g/mL、

0.75×10−4 g/mL、1.5×10−4 g/mL、3.0×10−4 g/mL

时, L-天冬酰胺酶的表观米氏常数分别为 0.38297×

10−4、0.32515×10−4、0.28539×10−4和 0.21888×10−4, 

随着迷迭香酸浓度的提高, L-天冬酰胺酶的表观米

氏常数逐渐降低, 说明迷迭香酸在其较低浓度时就

有显著的促进作用。 

2.2  Fe2+对迷迭香酸抑菌效果的影响 
抗菌活性分析表明, 当浓度达到 2.3 mmol/L 时, 

迷迭香酸溶液对大肠杆菌有较明显的抑制作用, 当

FeSO4浓度达到 9.0 mmol/L 时, 也表现出一定的抗

菌活性, 而低于此浓度, 二者分别测定的抗菌活性

不明显, 当等摩尔浓度的 FeSO4 溶液和迷迭香酸溶

液按 1:1(V/V)混合, 二者浓度分别为 0.29 mmol/L时, 

即有明显的抗菌活性(图 2, 表 1), 说明亚铁离子对

迷迭香酸具有抗菌增效作用。 
 

 
 

图 2  Fe2+离子对迷迭香酸的抗菌增效作用 
Fig. 2  The increasing antibacterial effect of ferrous ions on rosmarinic acid 

注: A: 迷迭香酸; B: 硫酸亚铁; C: 迷迭香酸和硫酸亚铁. A和 B 1-5: 浓度分别为 18 mmol/L、9.0 mmol/L、2.3 mmol/L、0.58 mmol/L、0.13 
mmol/L; C 1-5: 浓度分别为 9 mmol/L、4.5 mmol/L、1.1 mmol/L、0.29 mmol/L、0.065 mmol/L. 
Note: A: Rosmarinic acid; B: FeSO4; C: Rosmarinic acid and FeSO4. 1-5 for Panel A and B: 18 mmol/L, 9.0 mmol/L, 2.3 mmol/L,  
0.58 mmol/L, 0.13 mmol/L, respectively; 1-5 for Panel C: 9 mmol/L, 4.5 mmol/L, 1.1 mmol/L, 0.29 mmol/L, 0.065 mmol/L, respectively. 
 
2.3  Fe2+与迷迭香酸的摩尔比对溶液吸收光谱的

影响 
当体系 pH为 5.4时, Fe2+、迷迭香酸及 Fe2+与迷

迭香酸等摩尔比的紫外扫描结果如图 3所示。 随着

Fe2+和迷迭香酸的摩尔比的改变, 反应体系的紫外

吸收光谱也有明显地改变, 其特征吸收峰发生红移, 

从而证明迷迭香酸与 Fe2+发生了反应。 

2.4  Fe2+与迷迭香酸结合比的测定 
各 pH乙酸-乙酸钠缓冲液 260 nm~380 nm的紫

外波长范围无明显吸收, 故选择 260 nm~380 nm为

结合比测定的扫描范围。扫描得 RosA 最大吸收峰 

在 325 nm附近, 因此选择在 325 nm处测定 RosA与
Fe2+的结合比。在各 pH条件下, 以 RosA在 325 nm
处的吸光度值为纵坐标, 以 Fe2+与 RosA 的摩尔比
(CFe

2+/CRosA)为横坐标作图, 曲线拐点处两者的摩尔
比即为 RosA 与 Fe2+的结合比率。不同浓度 Fe2+与

RosA溶液的吸光度如图 4所示, 在 pH 3.6时, 改变 
Fe2+与迷迭香酸的摩尔比, 反应体系在 325 nm处吸
光度没有明显变化, 说明在此 pH 条件下, Fe2+与迷

迭香酸没有发生结合反应。当体系 pH为 4.5、5.6、
6.5、7.6且 CFe2+/CRosA为 1时, 曲线出现拐点, 说明
RosA与 Fe2+是以 1: 1结合的。随着 pH升高, 反应体 
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表 1  不同浓度迷迭香酸与铁离子的抑菌圈直径(mm)
Table 1  The diameters of inhibition  

zones with different concentrations of rosmarinic  
acid and ferrous ion (mm) 

编号 
Item No 

图 2 A 
A 

图 2 B 
B 

图 2 C 
C 

1 1.97 2.67 4.73 

2 1.10 1.43 3.33 

3 0.33 0.13 1.93 

4 0 0 0.13 

5 0 0 0 

注: A: 迷迭香酸; B: 硫酸亚铁; C: 迷迭香酸和硫酸亚铁. 图 2 A和
图 2 B 1-5: 浓度分别为 18 mmol/L、9.0 mmol/L、2.3 mmol/L、 

0.58 mmol/L、0.13 mmol/L; 图 2 C 1-5: 浓度分别为 9 mmol/L、 

4.5 mmol/L、1.1 mmol/L、0.29 mmol/L、0.065 mmol/L. 
Note: A: Rosmarinic acid; B: FeSO4; C: Rosmarinic acid and FeSO4. 
1-5 for Panel A and B: 18 mmol/L, 9.0 mmol/L, 2.3 mmol/L,  
0.58 mmol/L, 0.13 mmol/L, respectively; 1-5 for Panel C: 9 mmol/L, 
4.5 mmol/L, 1.1 mmol/L, 0.29 mmol/L, 0.065 mmol/L, respectively. 

 
 
图 3  Fe2+离子与迷迭香酸摩尔比对反应体系吸收光谱的

影响 
Fig. 3  Effect of ferrous ions on the absorption spectra of 
rosmarinic acid-Fe2+ system 

 
系的吸光度变化更加明显, 说明随着 pH 升高这种
结合反应也更趋于完全。 

 

 
 

图 4  Fe2+与迷迭香酸摩尔比对体系吸光度的影响 
Fig. 4  Effect of ratio of Fe2+/RosA on the absorbance of rosmarinic acid-Fe2+ system 

Note: A: pH 3.6; B: pH 4.5; C: pH 5.6; D: pH 6.5. 
 
3  讨论 

已有的研究表明, 迷迭香酸是一种广谱的抗菌
成分, 该成分能增加细菌细胞膜的通透性, 本研究
发现迷迭香酸进入大肠杆菌细胞内, 可能直接提高
了胞内酶 L-天冬酰胺酶的活性, 加速天冬酰胺分解, 
一方面减少了大肠杆菌合成蛋白质所必需的原料 , 
另一方面又提高了胞内的氨含量, 进而引起胞内代 

谢紊乱并导致大肠杆菌的死亡。我们实验中还发现, 
迷迭香酸与亚铁离子结合后能显著提高其抗菌活性, 
但迷迭香酸亚铁是否也能作用于 L-天冬酰胺酶这个
靶点上, 尚需作进一步研究。 

另外, 在临床使用 L-天冬酰胺酶治疗癌症的过
程中, 常常引起一些副作用, 从轻度的过敏反应到
危险的过敏性休克和血栓栓塞、胰腺炎等[17], 这与
细菌蛋白引起的免疫反应有关, 这种不良反应限制 
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了 L-天冬酰胺酶在治疗方面的应用。减弱免疫反应
则有利于 L-天冬酰胺酶作为治疗癌症药物的应用。
微量迷迭香酸能显著激活 L-天冬酰胺酶, 理论上可
以通过降低外源 L-天冬酰胺酶的用量, 从而减弱人
体的免疫反应。 
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