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　　摘　要：目的　获得高纯度的重组Ｓ腺苷同型半胱氨酸水解酶（ＳＡＨＨ），并建立其活性测定方法。方法　运用基因工程技

术，在大肠杆菌系统中原核表达重组ＳＡＨＨ，经过镍亲和层析和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５两步纯化，得到目的蛋白对其进行理化性质鉴定，

并通过优化活性测定条件，确定ＳＡＨＨ活性测定方法。结果　终产物ＳＡＨＨ 纯度为９５％，相对分子质量为４９０００，比活性为

１６１５Ｕ／ｍｇ。在３７℃、ｐＨ７．５的 ＨＥＰＥＳ缓冲液中反应２０ｍｉｎ为酶活性测定最佳条件，抑制剂可有效抑制酶活性。结论　通过

基因重组技术可获得高纯度的ＳＡＨＨ，产物理化性质良好，活性测定方法成功建立，为循环酶法测定同型半胱氨酸工艺稳定放大

提供可循依据，并且为ＳＡＨＨ抑制剂科学研究提供一种可靠的方法。
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　　腺苷同型半胱氨酸水解酶（ＳＡＨＨ）是广泛存在于生物体

内的一种“管家酶”，ＳＡＨＨ 可以催化腺苷同型半胱氨酸

（ＡｄｏＨｃｙ）通过水解生成腺苷（Ａｄｏ）和同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）
［１］。

ＡｄｏＨｃｙ是Ｓ腺苷甲硫氨酸（ＡｄｏＭｅｔ）转甲基作用的唯一产

物，而代谢 ＡｄｏＨｃｙ的唯一途径即为 ＳＡＨＨ 催化途径，当

ＳＡＨＨ受到抑制时，会抑制ＡｄｏＨｃｙ的水解，进而抑制ＡｄｏＭ

ｅｔ的转甲基作用，因此，ＳＡＨＨ对生物体内 ＡｄｏＭｅｔ转甲基作

用及ＡｄｏＨｃｙ参与的反应起着重要的调节作用
［２］。

目前，ＳＡＨＨ的抑制剂在药物设计领域引起广泛关注，抑

制ＳＡＨＨ活性即可抑制相应的转甲基作用，因此，其抑制剂表

现出抗病毒、抗寄生虫等多种特性［３］。５，５二硫基双（２硝基

苯甲酸）（ＤＴＮＢ）可以特异性地与含有巯基的化合物快速发生

化学反应，可以通过检测同型半胱氨酸的生成量来推测酶

活［４］。ＳＡＨＨ抑制剂有效性的体现通过测定ＳＡＨＨ 酶活可

以进行评价，因此，一种简便标准化的ＳＡＨＨ酶活测定方法的

提出对其研究可以起到很大的推动作用。

此外，同型半胱氨酸测定已广泛应用于评价心血管疾病风

险，目前该项目多采用免疫化学分析方法，价格昂贵。循环酶

法［５］分析可有效降低成本，提供检测效率，该酶的制备与纯化

将推进循环酶法的发展与应用，基因工程方法制备生化酶类，

可有效降低成本，如果该酶纯化制备工艺稳定投入生产，将降

低同型半胱氨酸试剂盒生产成本，促进生化诊断试剂国产化

步伐。

１　材料与方法

１．１　材料　ｐＥＴ３０ａ（＋）质粒、大肠杆菌ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）均

为本实验室保存；ｐＥＴ３０ａＳＡＨＨ 质粒由本实验室构建并

保存。

１．２　仪器与试剂　纯化仪为 ＧＥ公司 ＡＫＴＡｐｒｉｍｅ；酶标仪

为Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；层析柱及填料购自ＧＥ公司；酵母粉、蛋

白胨均购自Ｏｘｏｉｄ公司；硫酸卡那霉素、异丙基硫代β半乳糖

苷（ＩＰＴＧ）、磷酸盐、氯化钠均为国产，购自国药集团北京试剂

有限公司。

１．３　方法

１．３．１　ＳＡＨＨ菌种表达及鉴定　由 ＮＣＢＩ上检索出ＳＡＨＨ

基因序列ＮＣ＿０００００６
［６］，将其编码区克隆至Ｐｅｔ３０ａ载体，由克

隆菌ＤＨ５α克隆，进而转化至表达菌ＢＬ２１（ＤＥ３）中扩大培养，

ＩＰＴＧ诱导表达，表达产物进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测表达量。

１．３．２　ＳＡＨＨ纯化
［７］
　表达菌体用超声破碎仪破菌后离心
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取上清，过滤后用镍亲和层析柱进行亲和层析，上样缓冲液为

２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢ，５００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠，ｐＨ７．４，洗脱缓冲液为２０

ｍｍｏｌ／ＬＰＢ，５００ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠，５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，ｐＨ７．４，

从０％～１００％线性洗脱。收集各个峰进行电泳检测，检测后

包含有目的蛋白的峰，再用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５进行脱盐加甘油保

存。ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳对相对分子质量进行估测；采用高效

液相色谱发对纯度进行鉴定；Ｎ端测序分析确定蛋白序列一致

性；采用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。

１．３．３　ＳＡＨＨ 酶活测定
［８］
　（１）酶活测定最佳反应条件确

定：按照反应体系缓冲液、显色底物ＤＴＮＢ、ＡｄｏＨｃｙ、酶、水，分

别加入各种试剂反应一段时间后，读取４１２ｎｍ处吸光值。实

验时分别设置不同梯度的条件对显色底物浓度、反应时间、反

应ｐＨ、反应缓冲液、反应温度进行优化，选择最优的反应条

件。（２）酶活测定：稀释不同浓度的同型半胱氨酸作为标准曲

线按照上述最优反应体系条件进行反应，确定反应生成的同型

半胱氨酸的量，从而计算出酶活。

２　结　　果

２．１　ＳＡＨＨ菌种表达　ＳＡＨＨ菌种由北京天一辉远生物公

司进行测序，结果见图１，测序结果显示插入的目的片段与基

因片段序列一致，克隆成功。ＳＡＨＨ 菌种活化后，在 ＯＤ值

为０．６～０．８时，用ＩＰＴＧ诱导表达，分别取诱导前和诱导后的

菌体进行破碎并ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳检测（图２），结果表明，

经过诱导后ＳＡＨＨ有大量表达，表达量在１５％左右，可以进

行纯化。

图１　　目的基因测序结果

图２　　ＳＡＨＨ诱导表达前后ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果

２．２　ＳＡＨＨ纯化　ＳＡＨＨ主要取可溶性上清进行纯化，首先

进行镍亲和层析纯化，再进行脱盐纯化，纯化层析图如图３所

示，与之对应的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测结果如图４所示，结果表

明，经过两步纯化可得到纯度较高的ＳＡＨＨ酶。ＳＡＨＨ相对

分子质量为４９０００，纯度为９５％，Ｎ端测序结果与理论序列

一致。

２．３　ＳＡＨＨ生物活性测定

２．３．１　酶活测定最佳条件确定　反应缓冲体系确定：选择

ＰＢ、ＴｒｉｓＨＣｌ、ＨＥＰＥＳ三种不同的缓冲液体系，作为反应环境

进行酶活测定，吸光值分别为０．１５、０．１８、０．１３，吸光值越大代

表反应生成的 Ｈｃｙ越多，因此反应缓冲体系选择 ＨＥＰＥＳ缓冲

液。显色底物浓度确定：分别加入不同量的ＤＴＮＢ显色底物，

观察显色 ＯＤ值，得出最佳 ＤＴＮＢ加入浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ。

酶活反应时间的确定：不同时间测得的反应ＯＤ值不同，随着

反应时间增加，显色反应增加，反应在３０ｍｉｎ后基本达到平台

期，所以选择反应时间应控制在１０～３０ｍｉｎ。反应ｐＨ对酶活

影响：由于文献报道该酶活催化最佳ｐＨ 为中性附近，故选择

中性ｐＨ附近的ｐＨ６．５～８．５作为最佳反应ｐＨ，发现在ｐＨ

７．５时反应最佳。反应温度的影响：选择不同的温度进行酶活

测试，发现在３７℃时，反应最佳。

图３　　ＳＡＨＨ两步层析图

图４　　ＳＡＨＨ纯化峰ＳＤＳＰＡＧＥ检测图

２．３．２　酶活性单位的确定　采用２００μＬ反应体系：ＨＥＰＥＳ

缓冲液５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＤＴＮＢ２５０μｍｏｌ／Ｌ，ＡｄｏＨｃｙ５００μｍｏｌ／Ｌ，

酶２０μｇ，水补足至２００μＬ，置于３７℃反应２０ｍｉｎ，测定４１２

ｎｍ的吸光值。同时将上述反应体系中的ＡｄｏＨｃｙ替换成 Ｈｃｙ

作为标准曲线以观察生成的 Ｈｃｙ的量，计算ＳＡＨＨ 活性，定

义酶的比活为２０ｍｉｎ内生成１μｍｏｌ／Ｌ产物所需要的酶量为１

单位。得到ＳＡＨＨ酶活测定标准曲线为犢＝０．００６犡＋０．０５０

（狉２＝０．９８６），由此计算出酶活性为１６１５Ｕ／ｍｇ。

２．３．３　抑制剂对酶活性影响　ＮｅｐｌａｎｏｃｉｎＡ（ＮＰＡ）及其类似

物可强烈抑制ＳＡＨＨ的活性，故选择该化合物作为ＳＡＨＨ抑

制剂的代表，验证本活性测定方法的有效性。反应体系中加入

０．０４μｇ／ｍＬＮＰＡ检测出酶比活为７００Ｕ／ｍｇ，活性有明显下
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降，证明该方法可以有效地检测酶活。

３　讨　　论

腺苷同型半胱氨酸水解酶是一种广泛存在于各种生物中

的调节酶类，主要作为Ｓ腺苷蛋氨酸转甲基作用的抑制剂发

挥调节作用。近年来，ＳＡＨＨ 抑制剂作为病毒抑制靶点方面

的研究得到了大力的推广和支持。ＳＡＨＨ抑制剂作为一种新

兴的药物设计靶点，各种与之匹配的科研方法还不十分齐备，

尤其以ＳＡＨＨ酶活测定方法的建立最为重要、快速、准确的测

定其活性能为药物筛选提供有力的支持［９］。

ＥＬＬＭＡＮ试剂是在蛋白领域常用的一种显色试剂，显色

迅速稳定，本文设计的方法就是基于ＥＬＬＭＡＮ试剂ＤＴＮＢ的

显色原理，同生成物 Ｈｃｙ发生特异显色反应，从而通过显色深

浅推断出生成物的多少进而计算酶活。ＤＴＮＢ显色迅速，加入

后即可发生反应，ＤＴＮＢ的显色不会受到太大环境因素的影

响，另外，选择４１２ｎｍ属于可见光区，对实验条件要求不高，普

通实验室即可具备此条件［１０］。

酶生物活性的多少由多种因素的影响，反应环境的温度、

ｐＨ、缓冲环境等都会影响到酶活的测定，因此，选择一个最佳

的酶反应环境也至关重要。分别改变不同影响因素做出酶活

曲线，从而判断出各个影响因素的最佳反应条件。最佳反应条

件的确定可以保证反应的可重复性和准确性，也为后续科研工

作提供可借鉴的数据。

综上所述，腺苷同型半胱氨酸水解酶活性测定方法［１１］可

以为抗病毒药物筛选靶点提供有效的依据和可靠的科研数据，

可以推进ＳＡＨＨ抑制剂在抗病毒药物领域的发展
［１２］。
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变，其各型毒株 ＨＡ变化也有所不同，在配制疫苗时，为保证

疫苗质量，非常有必要确定好半成品 ＨＡ含量的控制范围，对

保存的各型别的半成品，在使用时进行 ＨＡ含量的复测，以确

保半成品的 ＨＡ含量在控制范围之内。笔者根据稳定性试验

结果，将企业内控标准规定在疫苗配制时 ＨＡ 含量控制在

３３～３６μｇ／ｍＬ，在２０１１年制备的２０１１０７０１等批疫苗，ＨＡ含

量分别为：成人剂量型，Ｈ１Ｎ１３３．０４μｇ／ｍＬ（１６．５６／０．５ｍＬ）；

Ｈ３Ｎ２３５．５４μｇ／ｍＬ（１７．７７μｇ／０．５ｍＬ）；Ｂ３４．６６μｇ／ｍＬ

（１７．３３μｇ／０．５ｍＬ）。该疫苗含有较高的 ＨＡ，可提供适宜的

抗原量。卵清蛋白和细菌内毒素含量偏低，避免了不良反应的

发生，在小鼠的安全性和免疫性的研究中与国外疫苗效果基本

一致，Ｈ１Ｎ１、Ｈ３Ｎ２、Ｂ的保护率达到了９４％、９７％和７０％；各

型抗体的ＧＭＴ增加值均在４倍以上
［１１］，为进一步的临床研究

提供了依据。
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