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　　摘　要：目的　建立一种简单的Ｓ同型半胱氨酸甲基转移酶（ＨＭＴ）活性测定方法，确定 ＨＭＴ的最佳使用条件，并初步探索

ＨＭＴ的保存方法。方法　采用原核表达系统制备 ＨＭＴ，经镍亲和层析和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５两步纯化。ＳＤＳＰＡＧＥ对目的蛋白进

行理化性质鉴定。基于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的原理，通

过检测同型半胱氨酸的减少量来计算酶活性，确定 ＨＭＴ最佳活性测定条件。比较添加和不添加甘油的两组 ＨＭＴ酶液置于不

同温度下保存，定期测定活力；在 ＨＭＴ酶液中加入不同浓度的不同保护剂，比较冷冻干燥后的活性保留率。结果　重组表达的

酶纯度高达９５％以上，相对分子质量为３６０００，具有良好的催化活性，比活为２０００Ｕ／ｍｇ。在３７℃、ｐＨ７．４的ＨＥＰＥＳ缓冲液中

反应２５ｍｉｎ为酶活性测定最佳条件。加入甘油能明显延长酶的保存时间并且酶液在６个月内的活力保留一半。冷冻保护剂甘

露醇和海藻糖的添加对 ＨＭＴ酶冻干品的酶活保留率分别为１０４．０％和１００．０％。结论　通过基因工程技术获得 ＨＭＴ，建立了

简单的 ＨＭＴ活性测定方法，并确定了该酶的最佳保存方法，为临床应用奠定了基础。
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　　生物大分子的甲基化修饰在信号传导、蛋白修复、生物合

成、基因沉默、染色体表达调控［１４］和硒解毒［５６］等方面发挥着

重要作用。Ｓ同型半胱氨酸甲基转移酶（ＨＭＴ）可以利用Ｓ腺

苷甲硫氨酸为甲基供体将同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）转化为Ｓ腺苷

同型半胱氨酸和甲硫氨酸［７］，是现在临床上循环酶法测定 Ｈｃｙ

的关键酶之一。研究表明，该酶的异常水解与老年痴呆症、抑

郁症、帕金森综合征、癌症等多种疾病有关，因其特有的高灵敏

度和特异性而被广泛地应用到临床心血管疾病和相关疾病的

诊断中。目前，ＨＭＴ活性的检测多采用放射性底物法和纸层

析法［８９］。放射性底物法通常采用１４Ｃ或３Ｈ 标记 ＡｄｏＭｅｔ，甲

·６２５１· 国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２

 基金项目：国家高技术研究发展计划（“８６３”计划）资助项目（２０１１ＡＡ０２Ａ１１１）。　作者简介：刘培，女，主要从事诊断试剂原料开发研究。

　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｔｉａｎｙｐ＠３０１ｈｏｓｐｉｔａｌ．ｃｏｍ．ｃｎ。



基转移反应后，通过同位素扫描成像仪观察生成放射性标记产

物的量，从而检测该酶的活性。该方法底物与产物后续色谱分

离工作繁琐，费时费力，重复性差，难以达到准确定量；另外，

１４Ｃ或３Ｈ标记ＡｄｏＭｅｔ昂贵的价格以及放射性废物高成本的

处理费用也是该方法难以克服的缺点［１０］。基于５，５′二硫基

双（２硝基苯甲酸）（ＤＴＮＢ）可以特异性地与含巯基的化合物

快速发生化学反应的原理［１１］，通过检测 Ｈｃｙ的减少量来推测

酶活，本研究尝试建立了一种更简单、准确、稳定、安全、可靠的

ＨＭＴ活性检测方法，并初步探索了 ＨＭＴ酶的保存方法。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌种和试剂　本实验室保存的质粒ｐＥＴ３０ａ（＋）、大肠

杆菌ＤＨ５α、ＢＬ２１（ＤＥ３）；由本实验室构建并保存的ｐＥＴ３０ａ

ＨＭＴ质粒。层析柱及纯化填料购自ＧＥ公司；酵母粉、蛋白胨

购自 Ｏｘｏｉｄ公司；硫酸卡那霉素、异丙基硫代β半乳糖苷

（ＩＰＴＧ）、甘露醇、海藻糖、甘油等购自国药集团北京试剂有限

公司。无特殊说明均为分析纯。

１．１．２　主要仪器　纯化仪为 ＧＥ公司 ＡＫＴＡｐｒｉｍｅ；酶标仪

为Ｔｈｅｒｍｏ公司产品。

１．２　方法

１．２．１　ＨＭＴ表达及鉴定　将合成的 犎犕犜基因序列克隆至

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，采用ＳＤＳＰＡＧＥ电泳方

法检测表达产物产量。

１．２．２　ＨＭＴ表达及纯化
［１２］
　用超声破碎仪破坏菌体后离心

取上清，０．２２μｍ膜过滤后，用镍亲和层析柱纯化，上样缓冲

液：ＰＢ２０ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化钠５００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４；洗脱缓冲液：

ＰＢ２０ｍｍｏｌ／Ｌ，氯化钠５００ｍｍｏｌ／Ｌ，咪唑５００ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ

７．４，０％～１００％线性洗脱。收集各个峰进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳

检测，将含有目的蛋白的峰用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１５进行脱盐并加甘

油保存。

１．２．３　ＨＭＴ酶活测定　（１）酶活测定最佳反应条件确定：按

照反应体系的要求，分别加入各种试剂（缓冲液、Ｈｃｙ、ＳＡＭ、

酶）反应一段时间后，加ＤＴＮＢ显色，４１２ｎｍ读取吸光值。实

验分别设置不同梯度的条件，对反应时间、ｐＨ、缓冲液、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

Ｈｃｙ作为标准曲线按照上述最优反应体系条件进行反应，确定

反应减少的 Ｈｃｙ的量，从而计算出酶活性。（３）酶保存方法的

选择：分别添加不同的防腐剂、稳定剂、表面活性剂将同一批酶

分别保存在４、－２０、－８０℃，选取合适的时间在最优条件下测

定酶的活性，以获得最优的酶保存条件。

２　结　　果

２．１　ＨＭＴ菌种表达　ＨＭＴ表达菌活化后，菌液吸光值达到

０．６～０．８时，加异丙基硫代β半乳糖苷诱导表达，分别破碎诱

导前和诱导后的菌体并经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测，如图１所示，

结果表明，经过诱导后 ＨＭＴ有大量表达，表达量在１５％左

右，可以进行纯化。

２．２　ＨＭＴ纯化　称适量菌体于上样缓冲液中混匀，超声破

菌后离心取上清纯化。经镍亲和层析纯化后，再脱盐，相对应

的ＳＤＳＰＡＧＥ电泳结果如图２所示（见《国际检验医学杂志》

网站“论文附件”）。结果显示，经两步纯化可得到纯度较高的

ＨＭＴ酶。ＨＭＴ相对分子质量为４０×１０３，纯度为９５％。

　　Ｍ：蛋白质标记物。

图１　　ＨＭＴ诱导表达ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果

２．３　ＨＭＴ酶活测定

２．３．１　酶活测定最佳反应条件确定　分别选择 ＰＢ、Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ、ＨＥＰＥＳ三种常用的试剂为不同缓冲液体系，作为反应环

境，并对不同的ｐＨ、温度、时间条件下进行酶活测定。结果见

图３（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。在对缓冲体

系选择时，三种缓冲体系吸光值分别为０．１０、０．０９、０．０６，吸光

值越小，反应减少的 Ｈｃｙ量越多，由结果可以看出 ＨＥＰＥＳ缓

冲液为最佳反应缓冲体系。随着反应时间增加，显色反应减

弱，在２５ｍｉｎ后基本达到平台期，所以反应时间应控制在１０～

２５ｍｉｎ。选择６．０～９．０ｐＨ范围内观察酶活变化，最后确定最

佳ｐＨ为７．４。酶反应最佳反应温度在２５～３７℃，所以选择

０～４５℃测定酶的最佳反应温度，最终确定酶的最佳反应温度

为３７℃。

２．３．２　ＨＭＴ活力测定 　所有缓冲液新鲜配制，总测定体系

０．２ｍＬ，３７℃反应２５ｍｉｎ，测定波长４１２ｎｍ。稀释不同浓度

的 Ｈｃｙ作为标准曲线（犢＝０．００５８Ｘ＋０．０４８２，狉
２＝０．９９７２），

按照上述反应体系条件进行反应，确定反应减少的 Ｈｃｙ的量，

１个酶活性单位定义为每２５ｍｉｎ消耗１μｍｏｌ／Ｌ反应物（Ｈｃｙ）

所需要的酶量，由此计算出比活为２０００Ｕ／ｍｇ。

２．３．３　ＨＭＴ酶液的稳定性　将新制备的酶分为加甘油和未

添加甘油２组，分别置于４、－２０、－８０℃条件下，每间隔７ｄ

测定酶活力１次。以纯化后的 ＨＭＴ酶液的酶活力为１００％，

分别计算酶活保留率（％）。测定不同温度下２组 ＨＭＴ酶液

活力（狀＝３），并计算酶活保留率，得到 ＨＭＴ在半年内的稳定

性数据并作图。由图３可知，ＨＭＴ酶液常温保存时酶活性丧

失最快，１个月后酶活保留率小于１０％；－２０℃和－８０℃条件

下保存时，－８０℃下的酶活丧失略小于－２０℃的，半年后两者

的酶活保留率都在５０％以上，且两者酶活丧失都远小于常温

保存。由此可以看出，低温保存有利于 ＨＭＴ酶液的稳定。另

外，从图３还可以看出，加入３０％甘油有利于 ＨＭＴ酶液的稳

定，加入甘油的酶液酶活保留率都高于不加甘油组。－８０℃

下含３０％甘油的 ＨＭＴ酶液最为稳定。

２．４　保护剂添加对冻干过程中的 ＨＭＴ活力稳定性的影响　

分别将常见的具有保护作用的冻干保护剂山梨醇、海藻糖、甘

露醇添加到 ＨＭＴ酶液中，进行冷冻干燥。以冷冻干燥前酶活

力作为１００．０％，比较不同保护剂对酶液冷冻干燥过程中

ＨＭＴ稳定性的影响，见表１。在 ＨＭＴ冻干过程中，４％的甘

露醇和８％的海藻糖对 ＨＭＴ酶液保护效果最好，酶活保留率
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都达到１００．０％。其余不同添加量的海藻糖和甘露醇，酶活保

留率虽然都在１００．０％以下，但都高于对照组（未加保护剂）。

这说明海藻糖、甘露醇对 ＨＭＴ冻干都有保护作用。山梨醇保

护能力最差，低浓度山梨醇的 ＨＭＴ冻干品酶活保留率竟低于

对照组，山梨醇浓度达到 ８％ 以后酶活保留率才提高到

９０．６％。由数据还可看出，海藻糖、山梨醇对 ＨＭＴ冻干过程

的保护作用具有浓度依赖性，酶活保留率随浓度的升高也在上

升；而８％甘露醇时酶活保留率反而下降，因此其最适浓度为

４％。

表１　　不同保护剂对 ＨＭＴ冻于过程的影响

保护剂 浓度（％） 酶活保留率（％）

山梨醇 ２ ５６．８

４ ７８．９

８ ９０．６

海藻糖 ２ ９５．６

４ ９５．６

８ １００．０

甘露醇 ２ ９６．６

４ １０４．０

８ ８９．９

未加保护剂 ０ ８１．５

３　讨　　论

ＨＭＴ在生物大分子的甲基化修饰方面发挥着重要作用。

近些年随着 ＨＭＴ在临床上的应用越来越广泛，ＨＭＴ的制备

和特性研究成为关键，尤其以建立简单快速的 ＨＭＴ酶活测定

方法和保存条件最为重要。

ＥＬＬＭＡＮ试剂显色迅速、稳定，在蛋白领域是一种常用

的显色试剂。本文就是基于ＥＬＬＭＡＮ试剂ＤＴＮＢ的显色原

理，同反应物 Ｈｃｙ发生特异显色反应，从而通过显色深浅推断

出底物减少的多少进而计算酶活。ＤＴＮＢ显色反应受环境因

素影响小且迅速；另外，４１２ｎｍ属于可见光区，普通实验室即

可具备此条件［１３］。

冷冻干燥中的脱水过程会损伤蛋白质，使得复水后的蛋白

质很容易失去活性。因此，必须加入保护剂以减少酶活力的损

失。保护剂对蛋白质起保护作用的优先作用假说［１４］被广为接

受，其主要原理是保护剂优先被排斥在蛋白质区域外（优先排

斥），蛋白质则优先与水作用（优先水合）。在这种情况下，蛋白

质表面就比其外部溶液分布有较多的水分子，形成稳定蛋白质

的水化膜，从而对蛋白质起保护作用。这可解释本研究中甘油

对 ＨＭＴ酶液的保护作用。

目前，对于保护剂稳定生物分子的机制主要有“水替代”和

“玻璃态”假说［１４］。“水替代”假说认为冷冻干燥过程中，保护

剂的羟基能替代蛋白质表面失去的水的羟基，使蛋白质表面形

成一层假定的水化膜，保护氢键的联结位置不直接暴露在周围

环境中，从而稳定蛋白质的高级结构。另一种“玻璃态”假说认

为当保护剂浓度足够大，且不会发生保护剂的结晶，在干燥过

程中，保护剂、水混合物就会玻璃化。在这种状态下，具有黏性

的保护剂形成一种玻璃体，包围在蛋白质分子的周围，阻止蛋

白质的伸展和沉淀，从而维持蛋白质分子三维结构的稳定，起

到保护作用。本研究中４％甘露醇不仅可以保护冻干过程中

的 ＨＭＴ，而且对溶解后的 ＨＭＴ也具有活性保护作用。因

此，甘露醇是 ＨＭＴ的一种理想的冻干保护剂。

综上所述，ＨＭＴ活性测定方法克服了采用放射性标记

ＡｄｏＭｅｔ分析甲基转移酶费时、无法定量、重复性差以及反应

产物分离步骤繁琐等缺点，并探讨了 ＨＭＴ活性检测的最佳反

应条件、影响因素以及酶液保存条件，为 ＨＭＴ的临床应用奠

定了基础。
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ｍｏｄｅｌｂａｓｅｄｖｉｒｔｕａｌｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＪＣｈｅｍＩｎｆＭｏｄｅｌ，２０１２，５２（３）：７７７７９１．

［１４］张玉华，凌沛学，籍保民，等．糖类在生物活性物质冷冻干燥中的

保护作用及其作用机制［Ｊ］．中国生化药物杂志，２００６，２７（４）：

２４７２４９．

（收稿日期：２０１４０１２２）

·８２５１· 国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１２


