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宋　歌１，２△，胡显腾１，２△，孔令超１，２，刘军华１，刘小宇 １

１．第二军医大学基础部生物化学与分子生物学教研室，上海２００４３３

２．第二军医大学研究生管理大队，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　探讨人白细胞弹性蛋白酶（ＨＬＥ）与其底物反应的最适条件，建立一种高通量的 ＨＬＥ抑制剂体外筛选模
型。方法　通过测定反应产物———对硝基苯胺（ｐＮＡ）的光密度值，研究电解质浓度、反应温度、反应体系ｐＨ值、酶和底物
作用浓度、反应时间及检测波长等对酶促反应的影响程度，确定酶与底物反应的最佳条件。结果　确定的最优反应条件为：
ＨＬＥ（０．２Ｕ／ｍｌ）３０μｌ，底物（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）１００μｌ，含１．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的Ｔｒｉｓ缓冲液（ｐＨ７．５），反应温度３７℃，反应时间２４ｈ，

检测波长为５４５ｎｍ。结论　建立了一种稳定的 ＨＬＥ抑制剂体外筛选模型，该模型灵敏度高、准确性和重复性强，可用作筛
选 ＨＬＥ抑制剂的平台。
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　　人体内弹性蛋白是细胞外基质中十分重要的结
构性蛋白，主要由弹性纤维构成。人体多种组织如
肺、肝脏、肾脏、皮肤、韧带和动脉壁等都富含弹性蛋
白，从而保持一定的弹性和张力。人白细胞弹性蛋
白酶（ｈｕｍａｎｌｅｕｋｏｃｙｔｅｅｌａｓｔａｓｅ，ＨＬＥ）是多形核白
细胞（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｏｎｕｃｌｅａｒｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ，ＰＭＮＬ）受炎
症刺激而释放出的一种破坏性丝氨酸蛋白酶。它可
水解如弹性蛋白、粘蛋白和某些胶原蛋白等组织连

接蛋白，因而可直接作用于肺、肝脏、肾脏等结缔组
织中的多种胞外基质。体内弹性蛋白酶表达过多或
活性过高均可导致严重的组织损伤，成为如肺气肿、
囊性纤维化、慢性支气管炎、急性呼吸窘迫综合征、
脓血症、肾炎、类风湿关节炎和某些皮肤病等多种疾
病的诱因之一［１３］。因此，在治疗炎症相关疾病的同
时，抑制 ＨＬＥ也成为抗炎治疗的靶点之一。另外，
过多的ＨＬＥ还会破坏胶原纤维及组织基底膜层，在
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肿瘤的形成和转移方面也起关键作用［４５］。

　　目前 ＨＬＥ抑制剂的体外筛选模型大多采用酶
与化学标记的底物反应，测定生成的产物在４０５ｎｍ
处的光密度值［６７］。但在实际操作中，由于许多天然
产物都具有４０５ｎｍ处的吸收，测定时的误差较大，
所以，对于待筛选样品的颜色有较大的限制。同时，
现有的反应条件如缓冲体系、反应时间等都存在着
个样化、不统一、过程烦琐、操作复杂等问题，这给真
正大规模筛选ＨＬＥ抑制剂带来困难。因此，建立一
个灵敏度高、重现性好、适用面广、方便简单的 ＨＬＥ
抑制剂体外筛选模型意义重大。

　　本研究拟采用化学标记的多肽底物 Ｎ琥珀酰
丙氨酰丙氨酰丙氨酰对硝基苯胺（Ｎｓｕｃｃｉｎｙｌ
ＡｌａＡｌａＡｌａｐＮＡ，ＳＴＡＮＡ）与 ＨＬＥ作用，通过重
氮化作用间接测定水解释放的对硝基苯胺（ｐＮＡ）
的浓度来检测反应的进行程度，以建立一种高通量
的ＨＬＥ抑制剂体外筛选模型。同时，通过对酶促反
应的底物浓度、酶浓度、缓冲液组分、ｐＨ值及作用时
间等反应条件进行优化，并以ＨＬＥ特异性抑制剂西
维来司钠（ｓｉｖｅｌｅｓｔａｔｓｏｄｉｕｍ）验证该模型的实用性。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　ＨＬＥ、ＳＴＡＮＡ和西维来司
钠（ｓｉｖｅｌｅｓｔａｔｓｏｄｉｕｍ）购自Ｓｉｇｍａ公司，７６２型分光
光度计（上海精密仪器有限公司），Ｔｒｉｓ碱、ＮａＮＯ２、
氨基磺酸铵、Ｎ（１萘基）乙二胺二盐酸盐［Ｎ（１
Ｎａｐｈｔｈｙｌ）ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＮＥＤ
ＤＣ］购自上海医药集团。

１．２　ＨＬＥ活性测定原理　ＨＬＥ在合适的条件下
催化底物ＳＴＡＮＡ 水解，产生ｐＮＡ［８］。反应方程
式如下：

　　ＮｓｕｃｃｉｎｙｌＡｌａＡｌａＡｌａｐＮＡ→ＮｓｕｃｃｉｎｙｌＡｌａ
ＡｌａＡｌａ＋ｐＮＡ
　　采用测定ｐＮＡ光密度的方法来检验酶促反应
的进行程度。为了提高检测的灵敏度，本实验采用重
氮化偶联的方法对反应生成的ｐＮＡ进行衍生。其
原理是：在低温条件下，底物ＳＴＡＮＡ 经 ＨＬＥ水解释
放的ｐＮＡ与亚硝酸进行重氮化反应，生成芳香重氮
盐，该芳香重氮盐再与酚类进行偶合反应，偶合产物
在５４５ｎｍ处有特定吸收，通过测定５４５ｎｍ处光密度
值可间接测定ＨＬＥ活性。反应方程式如下：

　　ＡｒＮＨ２＋ＮａＮＯ２＋２ＨＸ→ＡｒＮ≡Ｎ＋Ｘ－ ＋
ＮａＸ＋２Ｈ２Ｏ
　　ＡｒＮ２Ｘ＋ＲＯＨ→ＡｒＮ＝ＮＯＲ＋ＨＸ（Ｘ＝Ｃｌ、

Ｂｒ、ＮＯ２、ＨＳＯ４）

１．３　ｐＮＡ标准曲线的建立　分别取１ｍｍｏｌ／Ｌ

ｐＮＡ标准液１．００、２．００、３．００、４．００、５．００、６．００
ｍｌ于２５ｍｌ棕色容量瓶中，加２０ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲液至标线，取该标准溶液１．４ｍｌ，在冰浴中
依次添加０．１％ 亚硝酸钠溶液、０．５％ 氨基磺酸铵

溶液、０．１％ ＮＥＤＤＣ溶液，各２００μｌ，混匀后继续冰
浴１５ｍｉｎ进行重氮化偶联反应，反应结束后在５４５
ｎｍ处读取光密度（Ｄ）值，重复实验３次，取平均光
密度（Ｄ）值。以ｐＮＡ的浓度为横坐标，５４５ｎｍ处
的平均（Ｄ）值为纵坐标，绘制标准曲线。

１．４　方法考察

１．４．１　缓冲液离子组成对酶促反应的影响　参照
文献［９］，用分别含０．５ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２、０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２、１．０ ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ 的 ＴｒｉｓＨＣｌ 缓 冲 液
（ｐＨ７．５）作为缓冲体系，加入０．２Ｕ／ｍｌ的酶５０μｌ
和５０ｍｍｏｌ／Ｌ的底物ＳＴＡＮＡ１００μｌ，３７℃ 反应，
分别于反应的１ｈ和８ｈ处终止反应，采用１．３项下
的方法进行重氮化衍生，并测定其在５４５ｎｍ处光密
度（Ｄ）值，重复实验３次，取平均光密度（Ｄ）值，比较
不同金属离子对酶促反应的影响。

１．４．２　缓冲液成分、反应温度、反应时间及离子强
度对酶促反应的影响　为了进一步考察离子强度、
缓冲液组分、反应时间及反应温度对酶促反应的影
响，本研究设计如下实验（表１）：首先分别配制２０
ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｔｒｉｓ缓冲液（ｐＨ７．５）和 Ｈｅｐｅｓ缓冲液
（ｐＨ７．５），其中分别含０．５ｍｏｌ／Ｌ和１．０ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，将５０μｌ酶（０．２Ｕ／ｍｌ）和１００μｌ底物（５０
ｍｍｏｌ／Ｌ）置于其中（具体数值参照表１），混合均匀
后，分别放置于２５℃和３７℃条件下反应，分别于３、

８、２４ｈ时终止反应，重氮化衍生后测定５４５ｎｍ处光
密度（Ｄ）值，重复实验３次，取平均光密度（Ｄ）值。

１．４．３　底物浓度对酶促反应的影响　分别取５０
ｍｍｏｌ／Ｌ的底物ＳＴＡＮＡ２５、５０、７５、１００、１５０、２００、

２５０μｌ，ＨＬＥ（０．２Ｕ／ｍｌ）５０μｌ，置于含１．０ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ的２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７．５）中，

３７℃水浴反应２４ｈ后，采用上法进行重氮化衍生，
反应结束后在５４５ｎｍ处测定光密度（Ｄ）值，重复实
验３次，取平均光密度（Ｄ）值。

１．４．４　酶量对酶促反应的影响　取５０ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＳＴＡＮＡ１００μｌ，分别加入０．２Ｕ／ｍｌＨＬＥ５、１０、２０、

３０、４０、５０μｌ，置于含１．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的２０ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液中，３７℃水浴反应２４ｈ，采用上法
进行重氮化衍生，反应结束后在５４５ｎｍ波长处测定
光密度（Ｄ）值，重复实验３次，取平均光密度（Ｄ）值。

１．４．５　西维来司钠抑制实验　取５０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＳＴＡＮＡ１００μｌ，０．２Ｕ／ｍｌ酶３０μｌ，分别加入５ｍｇ／

ｍｌ的西维来司钠５、１０、２５、５０、１００、１５０、２００μｌ于反
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应体系中，３７℃水浴反应２４ｈ，取出部分等体积反
应溶液在４０５ｎｍ波长处测光密度值，将其余的反应
体系进行重氮化衍生，在５４５ｎｍ波长处测定光密度
（Ｄ）值，重复该实验３次，取平均光密度（Ｄ）值。

表１　缓冲液成分、温度、时间及离子强度对酶促反应的影响

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｕｆｆｅｒｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，

ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ，ａｎｄｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

Ｎｏ． Ｅｎｚｙｍｅ
Ｖ／μｌ

Ｂｕｆｆｅｒ ＮａＣｌ
ｃＢ／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
θ／℃

１ ５０ Ｔｒｉｓ １．０ ３７
２ ５０ Ｔｒｉｓ ０．５ ３７
３ ５０ Ｈｅｐｅｓ １．０ ３７
４ ５０ Ｈｅｐｅｓ ０．５ ３７
５  Ｔｒｉｓ  ３７
６  Ｈｅｐｅｓ  ３７
７ ５０ Ｔｒｉｓ １．０ ２５
８ ５０ Ｔｒｉｓ ０．５ ２５
９ ５０ Ｈｅｐｅｓ １．０ ２５
１０ ５０ Ｈｅｐｅｓ ０．５ ２５
１１  Ｔｒｉｓ  ２５
１２  Ｈｅｐｅｓ  ２５
１３  Ｔｒｉｓ １．０ ３７
１４  Ｔｒｉｓ ０．５ ３７
１５  Ｔｒｉｓ １．０ ２５
１６  Ｔｒｉｓ ０．５ ２５
１７  Ｈｅｐｅｓ １．０ ３７
１８  Ｈｅｐｅｓ ０．５ ３７
１９  Ｈｅｐｅｓ １．０ ２５
２０  Ｈｅｐｅｓ ０．５ ２５

１．５　统计学处理　组间比较采用ｔ检验，检验水平
（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｐＮＡ标准曲线的建立　从图１中可以看出，
随着ｐＮＡ浓度的升高，光密度值也相应增加，线性
方程为ｙ＝５．１１８６ｘ＋０．２４５，相关系数为０．９９１１，
线性程度较高，说明重氮化衍生的方法完全可以用
于检测反应生成ｐＮＡ的量，本实验线性良好，故
在本实验中取最低实验浓度为检测限。

２．２　缓冲液离子组分对酶促反应的影响　结果见
图２，离子种类的不同对反应的进行程度有很大影
响，在离子强度相当的情况下，ＮａＣｌ的促进能力最
强。同时通过这个实验也看出，随着反应时间的延
长，反应体系光密度值也逐渐增高，说明酶促反应更
加彻底。

２．３　缓冲液成分、缓冲液ｐＨ、反应温度、反应时间
及离子强度对酶促反应的影响　由于 ＨＬＥ体内反
应环境为ｐＨ７．５，且相关文献均支持此为最佳ｐＨ
条件［１０］，本实验模拟体内反应环境认为缓冲液ｐＨ

７．５为最佳反应条件，故此处省略对缓冲液ｐＨ条件
的讨论。缓冲液成分、反应温度、时间及离子强度的
影响见图３。实验结果表明：反应时间越长，反应越
充分，光密度值越高，其中以２４ｈ处光密度值最高
（图３Ａ）；采用Ｔｒｉｓ缓冲液效果比 Ｈｅｐｅｓ缓冲液好
（图３Ｂ）；当ＮａＣｌ溶液的浓度为１．０ｍｏｌ／Ｌ时酶促
反应进行程度最高（图３Ｃ）；采用３７℃水浴的条件比

２５℃水浴反应效果好（图３Ｄ）。因此，在后续实验中，
我们确立反应的缓冲液为Ｔｒｉｓ缓冲液，其中含１．０
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液，反应条件为３７℃水浴反应２４ｈ。

图１　ｐＮＡ标准曲线

Ｆｉｇ１　ｐＮＡｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅ

图２　离子种类对酶促反应的影响

Ｆｉｇ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｕｆｆｅｒ

ｉｏｎｓｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　底物浓度对酶促反应的影响　不同底物浓度
的反应结果见图４。从图中可以看出光密度值与底
物浓度呈良好线性关系，线性方程为ｙ＝０．０５１ｘ＋
０．１８７，相关系数为０．９５２９。底物浓度为６ｍｍｏｌ／Ｌ
时，既有明显的光密度值，又不至于浪费试剂。因
此，在后续的抑制剂筛选实验中，均采用６ｍｍｏｌ／Ｌ
的底物浓度。

２．５　酶量对酶促反应的影响　酶量对酶促反应的
影响结果见图５，酶加入量在３０μｌ（０．２Ｕ／ｍｌ）左右
出现拐折点，说明此时酶浓度已达到饱和，因此，在
后续的筛选实验中，加入３０μｌ酶量（０．２Ｕ／ｍｌ）。
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图３　反应时间及离子强度（Ａ）、缓冲液成分（Ｂ）、

ＮａＣｌ离子浓度（Ｃ）、反应温度（Ｄ）对酶促反应的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｉｏｎｉｃｓｔｒｅｎｇｔｈ（Ａ），

ｂｕｆｆｅｒｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ（Ｂ），ｉｏｎｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ｃ），

ａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（Ｄ）ｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ
１４，７１０ｗａｓｔｈｅＮｏ．ｉｎｔａｂｌｅ１．Ａ：Ｐ＜０．０１ｖｓ３ｈｇｒｏｕｐ；Ｂ：
Ｐ＜０．０５ｖｓＨｅｐｅｓｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｐ＜０．０５ｖｓ０．５ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ

ｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｐ＜０．０５ｖｓｗａｔｅｒｂａｔｈ２５℃ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图４　底物浓度对酶促反应的影响

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图５　酶量对酶促反应的影响

Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｖｏｌｕｍｅｓ（０．２Ｕ／ｍｌ）

ｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．６　西维来司钠抑制实验　西维来司钠抑制实验
的结果如图６所示，从图６Ａ中可以看出，进行重氮
化后，光密度值比非重氮化组高。从图６Ｂ中可以看
出，随着抑制剂西维来司钠浓度的增加，反应体系的
抑制率升高，ＩＣ５０为０．０９３４ｍｇ／ｍｌ，结果说明该模
型的实际应用效果良好。

图６　重氮化组和非重氮化组光密度值的比较（Ａ）

以及西维来司钠抑制率与浓度的关系（Ｂ）

Ｆｉｇ６　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｓｂｅｔｗｅｅｎ

ｄｉａｚｏｔｉｚａｔｉｏｎａｎｄｎｏｎｄｉａｚｏｔｉｚａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（Ａ）

ａｎｄｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｓｉｖｅｌｅｓｔａｔｓｏｄｉｕｍ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ（Ｂ）

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＨＬＥ抑制剂作为治疗炎症相关疾病药物和抗
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癌药物，目前已经成为药物研发的新热点，尤其近几

年来由于流感不能得到有效治疗和艾滋病患者晚期

因免疫能力降低而导致严重肺部感染等原因，肺部

感染已经成为继心脑血管疾病和癌症之后的另一大

致死原因，所以迫切需要低毒、高效的 ＨＬＥ抑制剂

类药物。目前国内外一些公司已开展了此类药物的

研发，抑制剂筛选的模型也有多种［１１］。

　　目前文献均是利用分光光度法的原理，采用化

学标记的底物与 ＨＬＥ反应，以４０５ｎｍ处的光密度

值直接检测ｐＮＡ的生成量，但在实际应用中，该波

长检测灵敏度不够理想，同时由于许多天然产物本

身可能具有４０５ｎｍ特征吸收，因而直接测定法易受

到待测样品自身颜色的影响而降低测定结果的准确

性。

　　为了解决上述问题，本研究根据ｐＮＡ的化学

结构，选择采用重氮化偶联反应对产物ｐＮＡ进行

衍生，即采用含１．０ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ的２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液（ｐＨ７．５），其中加入０．２Ｕ／ｍｌ的

ＨＬＥ３０μｌ，５０ｍｍｏｌ／Ｌ的底物１００μｌ，３７℃反应

２４ｈ后进行衍生，使衍生产物的最大吸收波长位于

５４５ｎｍ。本研究发现，重氮化衍生方法与传统直接

测定ｐＮＡ方法的检测下限分别为０．０５ｍｍｏｌ／Ｌ、

０．１６ｍｍｏｌ／Ｌ，说明重氮化衍生方法较直接测定ｐ

ＮＡ的方法灵敏度明显提高。同时重氮化衍生方法

由于采用５４５ｎｍ波长检测，可以降低待测样品本身

颜色对实验结果的影响，从而提高检测的准确性和

可信度。因此我们认为重氮化衍生方法较传统直接

测定法灵敏度高，准确性、重复性强，是一种稳定的

体外高通量筛选 ＨＬＥ抑制剂的方法。
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