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摘要 目的  模拟生物体内一族重要的含硒酶2甲状腺素脱碘酶 制备催化甲状腺素脱碘的含硒抗体酶 ∀方法

用杂交瘤技术制备出抗甲状腺素的单克隆抗体 ≤ 再用化学修饰法将催化基团硒代半胱氨酸引入到抗体的抗原结

合部位 得到含硒抗体酶 ≥2≤ 通过 方法测定抗体酶活力 ∀结果  抗体酶 ≥2≤有明显的催化甲状腺素脱碘

活性 其 ς¬为  ##
 催化反应速率与底物浓度的双倒数图为一组平行线 对底物甲状腺素

的特异性高于天然酶 2丙基22硫代尿嘧啶对其活力起抑制作用 是二硫苏糖醇⁄××的竞争性抑制剂 ∀结论  首

次制备出有天然脱碘酶活性的抗体酶 催化机制属于双底物乒乓反应机制 ∀
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    χ χ2四碘甲状腺原氨酸又称甲状腺素

× ∀在人和动物体中 它对机体的生长发育 !基础

代谢与脑和器官的形成发挥重要调节功能 这主要

通过其降解产物   χ2三碘甲状腺原氨酸×和

受体的相互作用来完成≈   ∀生物体内的 × 主要

由 × 在脱碘酶催化下脱碘产生 其生物活性是 ×

的   倍≈ ∀自 年代以来 生物体内已发现有 

种脱碘酶和 型
≈  

它们分别催化甲状腺

素的不同降解反应 共同协调甲状腺素的生理功

能≈ ∀其中 对 型脱碘酶的酶学性质 !催化机制 !

空间结构和生理功能等进行了系统研究 证实它为

一种分子量  ∏的含硒酶≈
含有一个硒代半胱

氨酸催化基团 能催化 × 降解为 × 和× ∀研究表

明 若将硒代半胱氨酸突变为其它氨基酸 则酶的活

性几乎全部丢失 ∀近几年 其基因克隆和表达已有

诸多报道≈ 
但此酶稳定性差 来源有限 基因表达

量低和分离纯化困难 因此 现在对其生化性质 结

构和应用研究一直很难取得进展 ∀

  为了阐明脱碘酶的脱碘机理和硒代半胱氨酸的

收稿日期 22 

基金项目 国家自然科学基金 中国科学院基础局

重大项目基金222 国家杰出青年科

学基金资助项目 

作者简介 廉革伟   男 博士研究生 

赵大庆   男 研究员 博士生导师 

3 通讯作者  × ∞2 

作用 一些研究者≈用含硒小分子化合物对脱碘酶

进行了模拟研究 并得到了有意义的结果 ∀但小分

子化合物无天然酶的蛋白部分 无法得到具有活性

的构象 因此不能象天然酶那样有高的活性 ∀抗体

酶的出现 为解决天然酶不足和模拟研究提供了新

的途径和方法 ∀自 年 等分别制备了具

有催化作用的抗体酶以来 抗体酶研究已得到迅猛

的发展 ∀目前已制备了能催化几十种不同反应的抗

体酶≈
有些达到或超过了天然酶的活力≈ ∀为了

探讨脱碘酶的催化机制和解决脱碘酶的不足 本文

以脱碘酶的结构和初步催化机制为基础 采用单克

隆抗体技术和化学修饰法制备了一种新的具有脱碘

作用的抗体酶 并对其动力学性质进行了研究 ∀此

研究为脱碘酶的人工模拟和治疗甲状腺疾病有关的

药物开发奠定了基础 ∀

材 料 和 方 法

  材料    χ χ2四碘甲状腺原氨酸五水钠盐

×   χ2三碘甲状腺原氨酸钠盐× 苯甲基磺

酰氟°≥ƒ 二硫苏糖醇⁄×× 2丙基22硫代尿嘧

啶 °× 牛血清白蛋白  ≥ 卵清白蛋白

√∏和兔抗鼠亚型抗体检测试剂盒购自

≥ 公 司  ×  ¬  

溶液和 ⁄ 培养液购自 ≤公

司 新生胎牛血清系大连生物试剂厂产品 Π小
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鼠由长春生物制品研究所提供 小鼠骨髓瘤细胞系

≥Π由长春解放军农业畜牧大学提供  °羊抗鼠

抗体购自华美公司 游离三碘甲状腺素放射免

疫检测试剂盒由白求恩医科大学医院提供 完全和

不完全佛氏佐剂自制 2  ≥⁄≥2聚丙烯酰胺凝

胶和蛋白  亲和柱购自 °公司 聚乙二醇

系 产品 细胞培养板购自 ∏公司 ∀

其他试剂均为分析纯 ∀

  抗原的制备 !纯化和半抗原连接量的测定   

 χ χ2四碘甲状腺原氨酸五水钠盐× 1 室

温搅拌下溶解于乙醇2碳酸钠缓冲液的混合液Β

1 中 向此溶液中慢慢加入含有 1 牛血清

白蛋白或卵清白蛋白溶液 1 ∀ 内加入

1 的戊二醛溶液  Λ搅拌过夜 ∀反应混合

物经透析 通过 2色谱柱 冻干 即得全抗原 ∀其

中甲状腺素2牛血清白蛋白全抗原用于免疫 甲状腺

素2卵清白蛋白全抗原用于 ∞≥ 检测 ∀ × 在碱性

溶液中于  有最大吸收峰 因此通过测定全抗

原在  和  的紫外光吸收值 可求出每

个全抗原中半抗原的连接量 ∀

  抗甲状腺素单克隆抗体细胞株的制备  选取 

只   周龄健康 Π α小鼠 尾部取血作空白对

照 ∀用甲状腺素2牛血清白蛋白抗原进行免疫 ∀第 

次向小鼠1 #抗原 1 与等体积完全

佛氏佐剂的乳化物 以后每两周用不完全佐剂与

1 #抗原的等体积乳化物对小鼠加强免疫

一次 ∀第 次用不含佐剂的 1 #的抗原溶

液  Λ经√免疫  取小鼠脾脏细胞与 ≥°Π

骨髓瘤细胞进行融合 ∀对肉眼可见克隆的上清

进行 ∞≥抗体检测 ∀经检测为阳性者 通过有限

稀释法进行再克隆 ∀经 轮筛选与克隆化培养 最

后达到  抗体阳性率 从而获得产生单抗的细

胞株 ∀

  腹水的制备和纯化  取 只健康的 Π小

鼠 1 降植烷 ∀后向小鼠单克隆细胞

株系 ≤的培养细胞 约   周小鼠腹腔中有腹水

产生 收集腹水   离心  上清用生理盐

水缓冲液°≥稀释一倍 不断搅拌下慢慢加入等

体积饱和硫酸铵溶液  1 ∀  ε 静止过夜 

 离心  弃上清 加入 Π 原体积的

 硫酸铵溶液   再次离心  ∀将沉淀

溶于 Π原体积的 °≥ 1中 用截留分子量为

 的透析袋透析  后 将抗体溶液通过

×° 柱 用甘氨酸2盐酸缓冲液 1

洗脱 收集蛋白峰 透析冻干 即得纯品 ∀

  抗体性质测定  抗体纯度用 ≥⁄≥2聚丙烯酰胺

凝胶电泳和  ⁄2×ƒ2≥测定 ∀解离常数用竞争

性 ∞≥ 法测定≈ ∀蛋白质含量测定用 

法≈ ∀用兔抗鼠的抗各种亚型检测试剂盒测定抗

体亚型 ∀

  硒氢化钠的制备  硒氢化钠按 法制

备≈ ∀

  含硒催化抗体的制备及硒含量测定  按 

 等≈方法制备含硒抗体酶 ∀将单克隆抗体可变

区的丝氨酸的羟基经 °≥ƒ活化 再与 ≥反应 

则可将丝氨酸转变为硒代半胱氨酸≥2≤ ∀

   单克隆抗体 ≤溶于 °≥ 1 中 加

入 1 #苯甲磺酰氟的乙氰溶液  Λ ε

反应  通过 2凝胶色谱柱 收集蛋白峰 浓缩

至 1 加入等体积的 1 #
≥溶液 

 保护下  ε 反应  用 ≤将 值调至 1 

通过 2凝胶色谱柱 收集蛋白峰 冻干保存 ∀用

⁄×法测定硒含量≈ ∀先用  将抗体中的硒

和二硫键还原成硒氢基和巯基 再与 ⁄×反应生

成红色化合物 比较硒化前后抗体生成的红色化合

物在  的吸光度值 可得出抗体中的硒含量 ∀

  催化脱碘作用和 Τ3 含量测定  含    Λ硒

化抗体的溶液加到不同浓度 ⁄×× 的溶液中  ε 孵

育  再加入不同浓度的甲状腺素溶液图  

用 °≥将体积调至 1 ∀ ε 反应    取

 Λ加入  的乙醇  Λ中   离心 

取上清  Λ用  #磷酸缓冲液

1稀释 倍后用放射免疫法测定 × 含量 ∀以磷

酸缓冲液代替硒化抗体溶液在相同条件下做对照实

验 ∀

结 果

1  抗原和单克隆抗体性质

戊二醛作偶联剂 甲状腺素与牛血清白蛋白

≥或卵清白蛋白反应制得全抗原×2≥ 

×2√∏ ×2≥ 经 ≥¬ 2柱色谱得到

较纯的全抗原图  用吸收光谱法测得它们每个

分子中各自含有 个和 个半抗原 ∀本文用杂交

瘤技术得到了 株稳定分泌抗甲状腺素单抗的杂交

瘤细胞 ∞和 ≤ ∀经 ∞≥ 检测 证明杂交瘤细

胞 ≤的腹水效价较高 因此选单抗 ≤作为硒化
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时的抗体 ∀腹水经多步纯化 最后通过对小鼠 

抗体有特异结合性的蛋白 亲和柱色谱 洗脱后只

得到单一色谱峰图  用兔抗鼠的抗各种亚型的

抗体鉴定 单抗 ≤为 型 ≥⁄≥2°∞电泳测得

单抗 ≤分子的轻链和重链分子量分别为 1 ∏

和 1 ∏≤的总分子量为  ∏用 ⁄2×ƒ2

≥方法测定 ≤的总分子量为 1 ∏说明抗

体纯度已很高 ∀用竞争性 ∞≥测定其解离常数为

1 ≅ 
 

与三碘甲状腺素的交叉反应  1  ∀

ƒ∏  °∏  ≥2×  ≥¬ 2

 ∏×∏ ∏∏

 #
 ∏ 1   

≥2× ∏

ƒ∏  °∏    ≤ 

°   ∏ ×∏ ∏

  #
×2≤Π1 #

≤

1 ∏ 1 #
∏

1  ∏  ≤

2  将单克隆抗体 4Χ5经硒化后制成含硒抗体酶 Σε2

4Χ5

  单克隆抗体 ≤的硒化反应过程为 

ƒ∏  ≤   ≥ 

 ≥≤∏°≥ƒ ≥

  苯甲磺酰氟在室温下能与抗体可变区的丝氨酸

羟基反应生成苯甲磺酰丝氨酸酯 ∀它再与 ≥

反应 苯甲磺酰基被取代生成硒代半胱氨酸 ∀硒氢

基和巯基都能与 ⁄×反应生成红色化合物 因此 

测定生成的红色化合物在  的吸光度可求得

抗体中硒含量为每摩尔抗体平均含两摩尔硒 ∀经硒

化后酶活测定 含硒抗体酶 ≥2≤的最大酶活力为

 ##
 ∀

3  抗体酶 Σε24Χ5的催化反应动力学

本文用不同浓度 ⁄×× 对 ≥2≤催化的甲状腺

素×脱碘作用进行了研究 ∀结果表明 不同 ⁄××

浓度下 脱碘速率对甲状腺素浓度作双倒数图 得一

组平行线图 左 ∀同样在不同 × 浓度下 ≥2≤

的催化速率对 ⁄×× 浓度作双倒数图 也得相同结

果 ∀在图 中 将平行线在 轴的截距对 ⁄×× 浓度

的倒数再作图 得到一条直线图 右 其在 轴截

距的倒数即为 ς 值 在 ¬轴截距的负倒数即为 Κ

⁄××值 同样得出 Κ×的值 ∀将其与文献≈报

道的肾脏匀浆液的天然脱碘酶动力学常数列于表

 ∀由表 可见 含天然脱碘酶的肾脏匀浆液的 Κ

×比催化抗体的高 倍多 而催化抗体 ≥2≤的

Κ⁄××和 ς 分别比含脱碘酶的肾脏匀浆液的高

1和 倍 ∀从图 可知 ≥2≤催化的甲状腺素脱

碘反应与天然脱碘酶一样是双底物乒乓型反应 ∀

Ταβλε 1  Μιχηαελισ χονσταντσ ανδ µαξιµ υµ ϖελοχιτψ

ϖαλυεσφορ Σε24Χ5 ανδ ρατ κιδνεψ ηοµογενατε

∏
Κ× Π

Λ#


Κ⁄×× Π

#

ςΠ ×
#



≥2≤  1 1 

  1 1 

3
≤

4  62丙基222硫代尿嘧啶(ΠΤΥ)对 Σε24Χ5 的催化抑

制作用

°×对天然脱碘酶有强烈抑制作用≈ ∀为了

研究 °×对 ≥2≤的抑制作用 我们在不同 °×浓

度下将 ≥2≤与 1 Λ#
× 和不同浓度 ⁄××

反应 ∀生成 × 的速率对 ⁄××浓度做双倒数图 得到

一组相交于 ≠ 轴一点的直线图  可见 ≥2≤的

催化活力随 °×浓度增加而下降 °×呈现较强的

抑制作用 随 ⁄××浓度的增加 °×抑制作用逐渐减

弱 说明 °×是 ⁄××的竞争性抑制剂 ∀即 ≥2≤的

中间氧化态可能与 °×形成了稳定复合物 造成酶

活力下降 ∀
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ƒ∏  ⁄∏2    √∏×  √ ⁄×× 

°≥2≤ ∏   Λ ∏ ∏√¬

√¬ ⁄×× 1 #
 π 1 #

 ο 1 #
υ

1 #
 τ  ∏   ε × 

¬∏∏¬×√

ς  #
 ×× ¬#



ƒ∏    ×  

°× °∏   Λ≥2≤ 

∏∏ ¬1 Λ#


√ ∏  ⁄××    √

°×  Λ#

 π 

Λ#

 ο    Λ#


 υ   ×

 ∞¬

讨 论

  小分子模拟物在有机溶剂中高温回流能使甲状

腺素发生脱碘作用 生成 × 和× 等 但其缺陷是 

由于没有天然酶那样的活性构象 不能有效降低反

应的活化能 因此催化温度高 !效率低 ∀抗体酶 ≥2

≤克服了小分子模拟物的缺陷 用抗体方法既模

拟了天然酶的蛋白部分 又用化学修饰法组装了活

性基团硒 从而起到了模拟天然酶特异结合底物 降

低反应活化能的特点 并发挥了催化基团硒代半胱

氨酸≥≤的催化功能 ∀与小分子模拟物相比 具

有反应条件温和 !催化活力高的特点 ∀另外 含硒抗

体酶是一种硒蛋白 含硒量低 因此没有含硒小分子

那样的毒性 ∀但鼠源抗体酶应用于临床治疗与甲状

腺素有关的疾病 易引起机体的抗原抗体反应 因

此 还需进行抗体酶的人源化工作 制备无免疫原性

的人源脱碘抗体酶 ∀

  抗体酶 ≥2≤的动力学研究显示 它催化的反

应速率与底物浓度的关系遵从乒乓反应速度方程

ς¬Π∂  ΚΠ≈  ΚΠ≈   ∀不同 ⁄×× 浓度下

反应速率与甲状腺素浓度的双倒数图是一组平行

线 ∀°×作为 ⁄×× 的竞争性抑制剂 随浓度的增

加 其抑制作用逐渐增强 ∀由其动力学和含硒小分

子模拟研究结果推断 抗体酶 ≥2≤的催化机制可

能是 甲状腺素×首先和抗体酶 ≥2≤结合 在

结合部位催化基团如氨基 羧基或咪唑基等参与

下外环的酚式结构转化成酮式结构 使碳2碘键活

化 再与催化基团硒代半光氨酸≥≤反应脱去 χ

位的碘生成 × 同时抗体酶 ≥2≤被氧化成酶碘复

合物∞2≥ ∀此复合物再与 ⁄××反应 将抗体酶还

原 同时生成 
 ∀抑制反应中 °×可能与中间态

的复合物∞2≥反应生成一种不可逆产物∞2≥2

°× 使抗体酶 ≥2≤不能恢复还原态 导致了酶

活力的下降 ∀

  甲状腺素具有多种脱碘降解路线 能够生成 ×

和× 也可进一步降解为 × 等 ∀本文只对抗体酶

催化 × 到 × 的转变作了研究 催化其他几种反应

的研究还正在进行中 ∀相信随着脱碘抗体酶工作的

深入进行 将有助于更好地理解脱碘酶的催化机制 

进一步促进半抗原的优化和抗体酶制备 ∀

致谢 在甲状腺素的测量过程中曾得到白求恩医科大
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学第一附属医院王全师教授和姚笛老师的大力支持 ∀

ΡΕΦΕΡΕΝΧΕΣ 
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   

≈   ≥   ≤ ετ αλ

√ ∏∏    

∏√ ≈  Ενδοχρ Ρεϖ 8    

≈ ∞√   ×     

∏ ≈  Σχιενχε  240    

≈ ≥ ⁄   ≈   Τρενδσ

Ενδοχρινολ Μεταβ  5    

≈ ≥    ≤  

   χ2
≈  ϑ Βιολ Χηεµ  266    

≈ ≤∏ •  ⁄√ ≤   ∂   ετ αλ ≤ 

     

 ¬∏∏  

∏≈  ϑ Χλιν Ινϖεστ  98    

≈ ≥≤ °  ∞ ετ αλ 

         Ν2
22 ≈  ΦΕΒΣ Λεττ   335

    

≈   ∏   °  ×  

   2  ≈  

Νατυρε  349    

≈ ∂χ√   ∞   

⁄  ο οχ2∏ ∏∏

≈  ϑ Οργ Χηεµ  63    

≈ ≥∏ °      ƒ ∏ √ 

 ∏  ≈  Σχιενχε 

 269    

≈ ⁄∏ ∏±  ετ αλ

 ∏2     

∏ ¬  ≈  Βιοχηεµ ϑ  332

    

≈ ƒ∏≤ƒ ⁄ ετ αλ ∏

∏   ∏  2
¬ 2∏ ≈  ϑ

Ιµ µυνολ Μετηοδσ 77    

≈   ∏ ƒ° ∏

ƒ °≈  ϑ Βιολ Χηεµ  193 

   

≈  ⁄ ×≥   ∏ ∏

 √≈  ϑ Αµ Χηεµ Σοχ  95

  

≈  ƒ • ∏ °  ετ αλ ∏ 

¬ √  ∏ ≈  Βιοχηεµιστρψ

 32    

≈ ≤√⁄  ×  ⁄∏ ≥  ⁄ 

∏ ∏   ≈  Νατυρε   212

    

≈   ×¬ χ2√

   √  √   

  ∏ ≈  Ενδοχρινολογψ 103

    

ΑΝ ΑΒΖΨΜΕ ΤΟ ΧΑΤΑΛΨΤΙΖΕ ΤΗΕ ∆ΕΙΟ∆ΙΝΑΤΙΟΝ ΟΦ ΤΗΨΡΟΞΙΝΕ

2 ≤∞

 


⁄


 ⁄2 2∏

(1 . Κεψ Λαβορατορψοφ Ραρε Εαρτη Χηεµιστρψ ανδ Πηψσιχσ, Χηανγχηυν Ινστιτυτε οφ Αππλιεδ Χηεµιστρψ, Χηινεσε

Αχαδεµψ οφ Σχιενχεσ , Χηανγχηυν 130022 , Χηινα ; 2 . Ινστιτυτε οφ Μιλιταρψ ςετεριναρψ Σχιενχεσ, Χηανγχηυν

Υνιϖερσιτψ οφ Αγριχυλτυρε ανδ Ανιµαλ Ηυσβανδρψ Σχιενχεσ, Χηανγχηυν 130021 , Χηινα)

ΑΒΣΤΡΑΧΤΑΙΜ ×  2¬× 

∏2 ×  ΜΕΤΗΟ∆Σ   2×  

   √ ∏2    

×√∏  ΡΕΣΥΛΤΣ  ×

√× ∏× ∏
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