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蒜酶催化大鼠血浆中同型半胱氨酸作用研究 
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3. 新疆天然药物活性组分与释药技术重点实验室, 乌鲁木齐  830011) 

摘  要: 目的  研究蒜酶对血浆中同型半胱氨酸的催化裂解作用。方法  采用分子对接的方法对蒜酶与蒜氨

酸、同型半胱氨酸、半胱氨酸的结合能打分, 初步探索蒜酶对同型半胱氨酸的催化裂解作用; 通过高效液相色

谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)检测血浆中的同型半胱氨酸, 研究蒜酶对血浆中的同型半

胱氨酸催化裂解作用。结果  蒜氨酸、同型半胱氨酸、半胱氨酸与蒜酶分子对接, 获得其亲和力分别为-5.8、

-4.7、-4.4 kcal/mol, 它们与蒜酶具有一定的结合活性, 同型半胱氨酸与蒜酶的反应作用小于蒜氨酸, 而大于半

胱氨酸。同型半胱氨酸在 10~128 μmol/L 浓度范围内线性良好(r=0.9991), 回收率为 93.39%~104.55%。蒜酶催

化裂解血浆中的同型半胱氨酸转化率达 49.59%。结论  蒜酶对血浆中的同型半胱氨酸具有一定的催化裂解作

用, 为蒜酶用于心血管系统疾病的预防和治疗提供了研究基础。 

关键词: 血浆; 同型半胱氨酸; 蒜酶; 分子对接; 高效液相色谱法 

Catalytic effect of alliinase on homocysteine in rat plasma 
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ABSTRACT: Objective  To study the catalytic cleavage of alliinase on homocysteine in plasma. Methods  The 

molecular docking method was used to score the binding energy of alliinase with alliin, homocysteine and cysteine, 

and the catalytic cleavage of alliinase on homocysteine was preliminarily explored. Plasma was detected to study the 

catalytic cleavage of homocysteine in plasma by alliinase by high performance liquid chromatography. Results  

Alliin, cysteine, and homocysteine were docked with alliinase molecules, and their affinities were -5.8, -4.7, and -  

4.4 kcal/mol, respectively, indicating that they had a strong affinity with alliinase. Certain binding activity, but the 

reaction between homocysteine and alliinase was less than alliin and greater than cysteine. Homocysteine had a good 

linearity in the concentration ranges of 10‒128 μmol/L (r=0.9991), and the recoveries rate were 93.39%‒104.55%. 
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Alliinase catalyzed the cleavage of homocysteine in plasma with a conversion rate of 49.59%. Conclusion  Alliinase 

can catalyze the cleavage of homocysteine in plasma, which has certain reference significance for the prevention and 

treatment of cardiovascular diseases by alliinase. 

KEY WORDS: plasma; homocysteine; alliinase; molecular docking; high performance liquid chromatography 
 

 

0  引  言 

同 型 半 胱 氨 酸 (homocysteine, Hcy) 是 蛋 氨 酸

(methionine, Met)代谢的中间产物。Hcy 是一种含硫氨基酸, 

绝大部分以二硫化合物的形式存在, 还有约 1%以还原型

的形式存在[1]。结合形式与游离形式的 Hcy 的总和统称为

Hcy。血浆 Hcy 来源于蛋氨酸脱甲基反应, 并且高 Hcy 在

人体蛋白质代谢过程中通过甲基和转硫化途径产生蛋氨酸

和四氢叶酸[2‒3]。 

高 Hcy 升高, 容易导致动脉样硬化性血管疾病的发生, 

因高 Hcy 可以使血管内皮细胞损伤, 导致血管平滑肌细胞

的增殖, 并可以增强血小板功能, 从而形成血栓。血浆中

的 Hcy 的水平高于 15 μmol/L 时, 即可诊断为高同型半胱

氨酸血症[4]。研究表明, 高水平的 Hcy 现已被公认为是心

脑血管疾病的独立危险因素之一[5‒7], 因此降低体内 Hcy

的含量对心血管系统疾病的防治具有参考意义。大蒜及大

蒜制品在医药和保健品方面已得到普遍的认可, 大蒜在多

方面都具有较强的药理活性作用, 具有降血压、降血脂、

预防动脉粥样硬化、防治心血管疾病等多种作用[8]。蒜酶

是存在于大蒜中的内源酶, 能够裂解存在于大蒜中的天然

底物蒜氨酸的 C-S 键, 生成大蒜辣素和系列含硫化合物, 

从而表现出大蒜的特性。 

分子对接(molecular docking)是在 FISHER 的受体

学说的基础上发展而来的一种利用计算机进行分子模

拟的技术 , 对接时将小分子配体放入受体的活性位点 , 

之后按照能量互补、几何匹配及化学环境互补的原则 , 

对配体与受体相互作用的好坏进行实时评价, 找到配体

与受体分子间最佳的结合模式(包括合理的位置与构象), 

这在药物设计上有非常重要的意义 [9]。本研究在上述研

究背景的基础上, 根据同型半胱氨酸的结构中含有巯基, 

与蒜氨酸的结构相似具有相似性, 故首先利用分子对接

方式将蒜酶分别与蒜氨酸、Hcy、半胱氨酸对接获得结

合能分数, 初步探索蒜酶对同型半胱氨酸的催化作用。

对 Hcy 进行还原及衍生化[10‒12], 然后通过高效液相色谱

法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定

蒜酶与 Hcy 反应前后的减少量来探索蒜酶能否催化裂解

血浆中的 Hcy, 以期为进一步研究蒜酶催化血浆中 Hcy

提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  仪  器 

LC-20AD-SPD 高效液相色谱仪 (日本岛津公司 ); 

MULTIFUGE X3R 低温高速离心机(美国 Thermo 公司); 

AB153-S 分析天平(德国 Mettler toledo 公司)。 

1.1.2  试  剂 

7- 氟 苯 呋 咱 -4- 硫 酸 铵 盐 (7-fluorobenzo furazan- 

4-sulfonic acid ammonium salt, SBD-F)、甲醇(色谱纯)、同

型半胱氨酸对照品(纯度≥98%)(美国 Sigma 公司); 同型半

胱氨酸(纯度≥90%, 上海源叶有限公司); 三(2-羧乙基)膦

盐酸盐(TCEP hydrochloride, TCEPꞏHCl)(上海阿拉丁公司); 

氢氧化钠(分析纯, 天津永晟精细化工有限公司); 磷酸二

氢钾(分析纯, 天津市知远化学试剂有限公司); 磷酸氢二

钠(分析纯, 天津市盛奥化学试剂有限公司); 四硼酸钠(分

析纯, 天津市光复精细化有限公司); 乙二胺四乙酸二钠

(分析纯, 天津市福晨化学试剂厂); 高氯酸(分析纯, 天津

市申泰化学试剂有限公司); 蒜酶(批号 201801001, 新疆埃

乐欣药业公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  蒜酶与配体的分子对接 

通过 pubchem 网站得到化合物蒜氨酸(alliin)、L-半胱

氨酸(L-cysteine)、Hcy 的 SDF结构文件, 并利用 Open Babel 

2.3.2 软件将 SDF 文件转化为 PDB 文件, 从 Protein Data 

Bank (http://www.rcsb.org/pdb) 数据库中检索获得蒜酶

(PDB ID: 2hor)晶体结构。化合物与蒜酶的结构用 Autodock 

Tools 1.5.6[13]转化为 PDBQT 格式。利用 AutoDock Vina[14] 

(版本: 1.1.2, http://vina.scripps.edu/index html)对蒜酶与配

体小分子分别进行分子对接。 

1.2.2  色谱条件 

色谱柱: XBridge C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm); 检测

波长 384 nm; 流动相: A 相, pH=4.5 的醋酸盐缓冲液; B 相, 

甲醇; 洗脱程序为: A 相的体积变化为 0~16 min, 98%~95%, 

B 相 的 体 积 变 化 为 0~16 min, 2%~5%; 体 积 流 量       

0.8 mL/min; 柱温 25 ℃; 进样量 20 μL。 

1.2.3  样品前处理 

pH=6.8 磷酸盐缓冲液的配制: 称取磷酸氢二钠 15 g、

磷酸二氢钾 11 g 置于 1 L 量瓶中, 加水溶解, 用 NaOH 调

pH 至 6.8。 
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硼酸缓冲液的配制 : 称取四硼酸钠 4.77 g, 置于   

100 mL 容量瓶中, 加 4 mmol/L 乙二胺四乙酸二钠溶液溶

解定容, 即得 0.125 mol/L 的硼酸缓冲液。 

Hcy 储备液: 称取一定量的 Hcy 对照品置于量瓶中, 

加入 pH=6.8 磷酸盐缓冲液溶解。 

还原剂的配制(TCEP): 精密称取 TCEP 11.5 mg, 置

于 5 mL 容量瓶中, 纯水定容, 得 8 μmol/mL 的 TCEP 还

原溶液。 

衍生化试剂的配制(SBD-F): 精密称取 SBD-F 10 mg, 

加硼酸缓冲液溶解至 10 mL, 得 1 mg/mL SBD-F 溶液。量

取 1 mL SBD-F溶液, 置于 10 mL 容量瓶中, 加硼酸缓冲液

定容, 得 0.42 μmol/L 的 SBD-F 储备液。-20 ℃冰箱保存。

SBD-F 工作液是由 SBD-F 储备液:硼酸缓冲液:1.55 mmol/L

氢氧化钠=1:2.5:0.2 (V:V:V)的比例配制。 

取大鼠血浆 100 μL, 加入 0.6 mol/L 的高氯酸 100 μL, 

样品离心(14000 r/min, 10 min), 吸取上清液 100 μL, 加入

0.8 μmol/L TCEP 溶液 100 μL, 加入 4.2 μmol/L SBD-F 储备

液 200 μL, 70 ℃水浴反应 70 min, 冷却 10 min, 即得待用

样品。 

1.2.4  线性范围 

取一定量的 Hcy 标准品, 用 pH=6.8 缓冲液稀释, 配

制成一定浓度的 Hcy 标准储备液, 于 4 ℃冰箱中保存。 

分别精密吸取 5、2.5、1.25、0.625 mL Hcy 储备液

(C=1280 μmol/L)置于 10 mL 量瓶中, 加 pH=6.8 磷酸盐缓

冲液溶解, 定容。并稀释得到 5 个不同质量浓度(1280、640、

320、160、80 μmol/L)的 Hcy 溶液。 

取空白血浆 90 μL, 依次加入上述系列浓度 Hcy 标准

溶液 10 μL, 得质量浓度为 8.0、 16.0、 32.0、 64.0、      

128.0 μmol/L 的标准样品溶液, 按“样品前处理”项下方法

操作, 进样分析, 得峰面积(A)。 

1.2.5  准确度和精密度实验 

取 20 份的 90 μL 空白血浆分别加入 10 μL 不同质量

浓度(80、160、640、1280 μmol/L)的 Hcy 标准溶液, 每一

质量浓度制备 5 个样品, 按“样品前处理”方法操作, HPLC

分析, 记录峰面积。1 d 内进行连续测定, 考察日内准确度

和日内精密度。并连续测定 5 d, 考察日间精密度。 

1.2.6  回收率实验 

取血浆 90 μL, 依次加入最低检出限、低、中、高(80、

160、640、1280 μmol/L)质量浓度的 Hcy 标准溶液 10 μL, 每

一浓度制备 6 个样品 , 按“样品前处理”项下方法操作 , 

HPLC 分析 , 记录峰面积值。另取血浆 100 μL, 加      

0.6 mol/L 的高氯酸 100 μL, 涡旋混匀 2 min, 离心(4 ℃、

12000 r/min) 10 min, 取上清液 90 μL, 依次加入 Hcy 标准

溶液 10 μL, 同法还原和衍生, 摇匀, 70 ℃水浴反应 70 min, 

冷却 10 min, 进样分析, 记录峰面积值。 

1.2.7  稳定性实验 

本研究所用的血浆均是从大鼠中得到的, 即按照“样

品前处理”项下操作后, 进行连续测定, 考察了其稳定性。 

取血浆 90 μL分别加入不同质量浓度(80、1280 μmol/L)

的 Hcy 标准溶液, 每个质量浓度制备 5 个样品, 按“1.2.2”

项下进行操作, 在 4 ℃条件下放置 0、2、4、8、12、24 h, 

HPLC 分析 , 计算各样品中 Hcy 浓度的相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)值。 

1.2.8  蒜酶对大鼠血浆中 Hcy 的催化裂解作用 

取血浆 90 μL 于 EP 管中, 加入 Hcy 10 μL, 加入    

0.6 mol/L 高氯酸 100 μL, 样品离心(14000 r/min, 10 min), 吸

取上清液 100 μL, 加入蒜酶 400 μL, 于 35 ℃水浴反应 10 min, 

加入 0.8 μmol/mL 的 TCEP 溶液 100 μL, 37 ℃水浴反应    

10 min, 加入SBD-F储备液 200 μL于 70 ℃水浴反应 70 min, 

冷却 10 min, 作为供试品溶液备用, HPLC 测定。 

另外以磷酸盐缓冲液替代蒜酶溶液加入反应体系 , 

作为反应的试剂空白对照, HPLC 测定。 

2  结果与分析 

2.1  蒜酶与配体的分子对接 

2.1.1  分子对接结合能分数 

由表 1 结合能分数得知, 蒜酶分别与蒜氨酸、Hcy、

半胱氨酸对接 , 获得其亲和力分数分别为 -5.8、 -4.7、   

-4.4 kcal/mol, 说明它们与蒜酶都具有一定的结合活性。因

配体与受体结合的构象稳定时能量越低, 发生的作用可能

性越大, 所以 Hcy 与蒜酶的反应作用能力小于蒜氨酸, 而

大于半胱氨酸。 

 
表 1  结合能打分及对接参数结果 

Table 1  Binding energy scoring and docking parameter results 

名称 网格尺寸/cm 亲分数和/(kcal/mol) 

蒜酶 40×40×40 
蒜氨酸 半胱氨酸

同型半胱

氨酸 

-5.8 -4.4 -4.7 

 
2.1.2  结合模式分析 

采用分子对接的方法研究受体蛋白与蒜氨酸、半胱氨

酸、Hcy 之间的结合模式, 图 1(A)为受体蒜酶与蒜氨酸之

间的结合模式 , 氨基酸残基 Ser250、Thr133、Val132、

Tyr165、Arg259 与蒜氨酸配体小分子形成氢键相互作用, 

氨基酸残基 Gly131、Thr248、Val227、Tyr228、Asp225 与

蒜氨酸配体小分子形成疏水相互作用。图 1(B)为受体蒜酶

与半胱氨酸配体小分子之间的结合模式 , 氨基酸残基

Thr253 与半胱氨酸配体小分子形成氢键相互作用, 氨基酸

残基 Gly254、His255、Trp73、Glu70、Leu69 与半胱氨酸

配体小分子形成疏水相互作用。图 1(C)为受体蒜酶与 Hcy

配体小分子之间的结合模式, 氨基酸残基 Val132、Thr133、

Arg259、Ser250、Tyr165 与 Hcy 配体小分子形成氢键相互
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作用, 氨基酸残基 Val227、Thr248、Gly131 与配体小分子

形成疏水相互作用。这些氢键相互作用是蛋白质和化合物

之间最主要的作用力。所有的这些相互作用使得蛋白质和

化合物形成稳定的复合物。 

2.1.3  线性范围和定量限 

以 Hcy 的质量浓度(X, μmol/L)为横坐标, 峰面积均值 Y

为纵坐标作线性回归曲线图, 得回归方程 Y=102.41X＋581.5, 

r=0.9991, 表明Hcy 在 10~128 μmol/L 浓度范围内线性关系良

好。根据峰面积的分离度确定 10 μmol/L 为定量下限。 

2.1.4  回收率和精密度 

结果显示, 不同浓度 Hcy 标准样品溶液的相对标准偏

差(relative standard deviation, RSD)分别为 8.09%、3.71%、

2.79%、2.17%, 均小于 15%, 精密度符合生物样品分析方

法 要 求 。 表 2 结 果 显 示 , 加 标 回 收 率 范 围 为

93.39%~104.55%, RSD 分别为 0.79%、0.51%、3.84%和

1.54%, 均小于 15%, 满足检测要求。 

 

 
                    A                            B                            C 

 
注: A 为蒜氨酸与蒜酶的结合模式图; B 为半胱氨酸与蒜酶的结合模式图; C 为同型半胱氨酸与蒜酶的结合模式图。 

图 1  受体和蒜酶的结合模式图 

Fig.1  Binding pattern of receptor and alliinase 
 

表 2  回收率结果(n=6) 
Table 2  Recoveries rate results (n=6) 

分类 峰面积 A1 峰面积 A2     A1/A2/% A1/A2/% RSD/% 

最低检出限浓度 

1682 1724 97.56 

98.24 0.79 

1692 1713 98.77 

1595 1612 98.95 

1649 1687 97.75 

1607 1622 99.08 

1638 1683 97.33 

低 

2628 2801 93.82 

93.39 0.51 

2631 2815 93.46 

2635 2802 93.74 

2612 2811 92.92 

2598 2803 92.69 

2644 2822 93.69 

中 

6546 6388 102.47 

104.55 3.84 

6161 5785 106.50 

6414 6342 101.14 

6371 6096 104.51 

6576 5895 111.55 

6440 6368 101.13 

高 

11874 12228 97.11 

97.05 1.54 

11642 12219 95.28 

11903 11955 99.57 

12294 12573 97.78 

11751 12189 96.41 

11399 11854 96.16 
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2.1.5  稳定性实验 

各样品中Hcy浓度的RSD值分别为 1.54%、2.47%, 均

小于 15%, 结果表明样品溶液在 4 ℃放置 24 h 稳定。 

2.1.6  蒜酶对大鼠血浆中 Hcy 的催化裂解作用 

表 3 结果显示, 蒜酶可催化裂解血浆中 Hcy, 转化率

平均可达到 49.59%。 

 
表 3  蒜酶对大鼠血浆中 Hcy 的催化裂解作用结果(n=3) 

Table 3  Results of the catalytic cleavage of Hcy in rat plasma by 
alliinase (n=3) 

反应顺序 浓度/(μmol/L) 含量/μg 减少量/μg 转化率/%

反应前 21.32  4.15 - - 

反应后 11.17  2.17 1.98 47.53 

反应前 52.02 10.31 - - 

反应后 25.62  4.98 5.32 51.64 

 

3  结论与讨论 

本研究通过分子对接分别获得了蒜酶与蒜氨酸、Hcy、

半胱氨酸对接的结合能分数, 按照结合能(score)来判断活

性成分与靶点的匹配度, 一般认为配体与受体结合的构象

稳定时能量越低, 发生作用的可能性越大[15‒16]。分子对接

结果表明蒜氨酸、Hcy、半胱氨酸可与蒜酶结合, 并通过结

合模式可知, 氨基酸残基 Val132、Thr133、Arg259、Ser250、

Tyr165 与 Hcy 配体小分子形成氢键相互作用, 氨基酸残基

Val227、Thr248、Gly131 与配体小分子形成疏水相互作用。

这些氢键相互作用是蒜酶和化合物 Hcy 之间最主要的作用

力。所有的这些相互作用使得蒜酶和化合物 Hcy 形成稳定

的复合物。 

研究蒜酶对血浆中 Hcy 的催化裂解作用的前提是建

立准确、可靠和简便的 Hcy 的检测方法, 目前 Hcy 的检测

方法有气相色谱质谱联用法、化学发光免疫法及 HPLC 法

等[17‒20]。故本研究首先采用 HPLC 法, 文献报道的 HPLC

法中测定的都是总的 Hcy, 本研究选择还原剂 TCEP 和衍

生剂 SBD-F 进行柱前还原和衍生, 并比较蒜酶与大鼠血浆

中 Hcy 反应前后 Hcy 的含量, 蒜酶在血浆中对 Hcy 的转化

率为 49.59%, 较前期实验非血浆中的转化率低, 降低的原

因可能是蒜酶在血浆中的酶活力受血浆中其他成分的影响, 

为后续详细研究蒜酶在血浆中对 Hcy 的催化裂解提供依

据。本研究采用分子对接和 HPLC 法探索了蒜酶对大鼠血

浆中同型半胱氨酸的催裂解作用。研究结果表明, 蒜酶对

大鼠血浆中 Hcy 具有一定的催化裂解作用, 为深入研究蒜

酶对血浆中同型半胱氨酸催化作用奠定了基础, 也为蒜酶

用于心血管系统疾病的预防和治疗提供了研究基础。 
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