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罕见病酶替代疗法药物重组人 α半乳糖苷酶 Ａ酶活性测定方法研究
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摘要：目的　基于酶反应动力学理论对重组人α半乳糖苷酶Ａ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎαｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅＡ，ｒｈαＧＡＬ）酶活性测定
反应条件进行系统研究，建立更灵敏简便、准确稳定的 ｒｈαＧＡＬ酶活性测定方法。方法　优化反应体系后的最适条件为：
以５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１对硝基苯基αＤ吡喃半乳糖苷的为底物，酶质量浓度为１６７μｇ·ｍＬ－１，于３７℃水浴准确反应１５ｍｉｎ后，
加入甘氨酸缓冲液（ｐＨ１０５）终止反应，采用酶标仪在４００ｎｍ波长处测定产物对硝基苯酚的光密度值。结果　该方法专属
性良好，ｒｈαＧＡＬ在（０８３～２５１ｍｇ·ｍＬ－１）（ｒ＝０９９９８）质量浓度范围内与酶促反应速率呈良好的线性关系；ｒｈαＧＡＬ在
５０％、８０％、１００％、１２５％及１５０％浓度水平验证溶液的回收率在９４２％ ～１０１８％范围内（ｎ＝１８），测定结果的变异系数
（ＣＶ）在２０％～５５％（ｎ＝１８）；同一份供试品溶液的１２次独立测定结果的ＣＶ为２２１％；考察反应体系中的水浴温度、反
应时间和底物浓度微小变化对测定结果的影响，结果表明方法的耐用性较好；复溶后的样品于２～８℃存放４８ｈ稳定性较
好；水解产物对硝基苯酚在（００１～０１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）（ｒ＝０９９９７）范围内与光密度呈良好的线性关系，５个浓度水平的回
收率在９４９％～１０５１％之间（ｎ＝９），ＣＶ均小于２％（ｎ＝９）；采用该法分析２个已上市产品的酶活性。结论　建立了生
色底物法测定 ｒｈαＧＡＬ的酶活性，该方法灵敏度高、精密度及准确度较好，可用于 ｒｈαＧＡＬ产品的酶活性评价和质量
控制。
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　　罕见病用药是用于治疗、诊断、预防罕见疾病的
药品，这类疾病具有发病率低、诊断难度大、治疗可

及性差的特点［１］。溶酶体贮积症（ｌｙｓｏｓｏｍａｌｓｔｏｒａｇｅ
ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＬＳＤ）是一种与遗传因素密切相关的代谢
性罕见病，由于溶酶体内的酶、转运蛋白或酶修饰剂

等缺陷致使代谢物无法被有效降解而在溶酶体中过

度贮积，引发进行性的多器官多系统病变［２３］。法布

里病是一种位于 Ｘ染色体上编码 α半乳糖苷酶 Ａ
基因突变导致的遗传性溶酶体贮积症，已被列入中

国首批罕见病目录，酶替代疗法（ｅｎｚｙｍｅｒｅｐｌａｃｅ
ｍｅｎｔｔｈｅｒａｐｙ，ＥＲＴ）是目前公认最有效的治疗手
段［４５］，患者需持续终生用药。注射用阿加糖酶 β
（ｆａｂｒａｚｙｍｅ，法布赞）和阿加糖酶 α注射用浓溶液
（ｒｅｐｌａｇａｌ，瑞普佳）分别于２０１９年和２０２０年在我国
获准上市，目前尚无国产药物上市［６］。上述两个产

品均系利用重组 ＤＮＡ技术生产的重组人 α半乳糖
苷酶 Ａ（ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎαｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅＡ，ｒｈα
ＧＡＬ），这是一种能够特异性催化 α半乳糖从中性
糖鞘脂（ｎｅｕｔｒａｌｇｌｙｃｏｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄ）分子上水解的人
溶酶体酸性水解酶。这种以 α半乳糖为末端的中
性糖鞘脂主要是酰基鞘氨醇三己糖苷（ｇｌｏｂｏｔｒｉａｏｓｙｌ
ｃｅｒａｍｉｄｅ，ＧＬ３），还包括半乳糖神经酰胺（ｇａｌａｂｉｏ
ｓｙｌｃｅｒａｍｉｄｅ）等［７８］。

ｒｈαＧＡＬ（ＥＣ３２１２２）是一种相对分子质量
约为１×１０５的同源二聚体糖蛋白，由２个相对分子
质量约为５×１０４的亚基组成，每个亚基含３９８个氨
基酸。成熟的 ｒｈαＧＡＬ通过切除信号肽，随后在４
个Ｎ连接糖基化位点引入糖链，进行翻译后糖基化
修饰，通过甘露糖６磷酸（Ｍ６Ｐ）受体介导的路径靶
向进入溶酶体［９］。作为一个结构复杂的糖基化修

饰重组蛋白酶，酶活性是反映此类产品有效性的关

键质量属性，研究建立特异性强、快速简便、准确稳

定的酶活性测定方法对于产品的质量控制至关重

要。目前，已上市产品采用可以被 ｒｈαＧＡＬ催化水
解的合成底物来测定其酶活性，分别为荧光底物４
甲基伞形酮基αＤ吡喃半乳糖苷和生色底物对硝
基苯基αＤ吡喃半乳糖苷，通过定量酶解底物产生
的荧光分子４甲基伞形酮或发色基团对硝基苯酚
检测酶活性。荧光底物法利用荧光分光光度计依次

测定配制的标准曲线溶液和酶底物反应溶液中

４甲基伞形酮的荧光值，由于４甲基伞形酮的荧光
衰减较快，不够稳定，方法的准确性有待提高。与荧

光底物法相比，生色底物法检测时间更短，产物对硝

基苯酚也更稳定。但该方法采用外标法测定样品反

应液中的对硝基苯酚，依赖于经标化的对硝基苯酚

标准品，为充分溶解底物，在稀释溶液中加入了乙

醇，这不仅会影响酶促反应速率，其挥发性还会导致

方法精密度变差。因此，有必要对现有的酶活性测

定方法进行优化，进一步提高方法的灵敏度、准确度

和精密度。

本研究以酶反应动力学理论为指导，对生色底

物法酶活性测定体系中的底物浓度、酶量、缓冲液的

ｐＨ值、反应时间进行了优化，利用对硝基苯酚在
４００ｎｍ波长下的摩尔消光系数对该物质进行定量，
建立了更灵敏、快速简便、准确稳定的 ｒｈαＧＡＬ酶
活性测定方法，并按照国际人用药品注册技术协调

会分析方法验证（ＩＣＨＱ２）进行了方法学研究。

１　仪器与试药
１１　仪器

多功能酶标仪（美国ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司，型
号：ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５ｅ）；恒温水浴锅（美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ公司，型号：ＨＡＡＫＥＳ３０）；电子天平（ＭＥＴ
ＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司，型号：ＡＧ２４５）；超纯水机（美
国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，型号：ＭｉｌｌｉＱＩＱ７０００）。
１２　试药

ｒｈαＧＡＬ产 品 （企 业 Ａ，科 室 留 样，批 号：
ＤＷ０３０５、ＤＷ０３０６、ＤＷ０２８３，每瓶５ｍｇ）；ｒｈαＧＡＬ产
品 （企 业 Ｂ，科 室 留 样，批 号：ＴＲＶＬ２２Ａ０４、
ＴＲＶＪ１８Ａ０１、ＴＲＶＢ０４Ａ０６，每瓶３５ｍｇ，３５ｍＬ）；对硝
基苯基αＤ吡喃半乳糖苷、对硝基苯酚、柠檬酸一
水合物、无水磷酸氢二钠、甘氨酸、氢氧化钠、牛血清

白蛋白、氯化钠（美国Ｓｉｇｍａ公司）分析纯；实验用水
为纯化水。

２　方法与结果
２１　溶液制备
２１１　稀释缓冲液　称取枸橼酸一水合物４１５ｇ，
无水磷酸氢二钠４３０ｇ，加水９００ｍＬ，加入５％ 牛
血清白蛋白溶液２０ｍＬ，混匀后测定溶液的 ｐＨ值，
如有必要，以１ｍｏｌ·Ｌ－１枸橼酸溶液或１０ｍｏｌ·Ｌ－１

氢氧化钠溶液调节 ｐＨ值至 ５００，加水稀释至
１０００ｍＬ。以稀释缓冲液作为空白溶液。
２１２　底物溶液　称取对硝基苯基αＤ吡喃半乳
糖苷１５００ｇ，加入稀释缓冲液１０００ｍＬ，于室温下
搅拌混匀９０ｍｉｎ直至完全溶解，制成每１Ｌ含对硝
基苯基αＤ吡喃半乳糖苷５０ｍｍｏｌ的底物溶液，分
装冻存于－８０℃。

·９３７·
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２１３　终止缓冲液　称取甘氨酸 ３７５４ｇ，加水
９００ｍＬ充分溶解，以１０ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液调
节ｐＨ值至１０５０，加水稀释至１０００ｍＬ。
２１４　供试品溶液　取 ｒｈαＧＡＬ，照说明书加注
射用水复溶为每１ｍＬ含５ｍｇｒｈαＧＡＬ的溶液，采
用稀释缓冲液，先连续进行２次１０倍稀释，再稀释
３０倍，３次共稀释 ３０００倍，即为每 １ｍＬ含
ｒｈαＧＡＬ１６７ｍｇ的供试品溶液。
２２　测定方法

于３７℃水浴中避光解冻底物溶液，直至所有固
体完全溶解，将底物溶液置于 ３７℃保温（不超过
５ｈ）。取稀释缓冲液 ５００μＬ，加入终止缓冲液
５００μＬ，混匀后加入酶标仪配套的光程校正比色皿
中，放入酶标仪的比色皿槽中，用于校正最终反应混

合液在９６孔板中的液面光程。
精密量取底物溶液２２５μＬ于１２ｍＬ微管中，

置于３７℃保温５ｍｉｎ。用排枪加入供试品和空白溶
液各２５μＬ，立即计时，于３７℃准确反应１５ｍｉｎ，加
入终止缓冲液２５０μＬ。混匀后取上述各反应混合
溶液２００μＬ于透明９６孔板中，打开酶标仪的光程
路径校正，在４００ｎｍ波长下测定空白和供试品溶液
的光密度。在上述条件下，定义每分钟水解底物产

生１μｍｏｌ·Ｌ－１对硝基苯酚所需要的酶量为１个酶
活性单位Ｕ，按公式１计算比活性：

比活性＝
ΔＯＤ４００×稀释倍数×２０

Δｔ×ε×ρ
公式（１）

式中比活性为每 １ｍｇｒｈαＧＡＬ的酶活性；
ΔＯＤ４００为供试品反应液与空白溶液光密度之差；Δｔ
为 反 应 时 间 １５ ｍｉｎ；ε为 摩 尔 消 光 系 数
１８３Ｌ·ｍｍｏｌ－１·ｃｍ－１；ρ为酶质量浓度，约 ５ｍｇ·
ｍＬ－１；２０为供试品溶液在反应体系中的稀释倍数。
２３　方法优化

酶活性测定的本质就是以最大反应速率表征酶

量，因此需要对酶促反应体系中的关键实验条件进

行优化，使得反应速率趋近于最大反应速率。

２３１　底物浓度　取 ｒｈαＧＡＬ，照“２２”项下方法
测定其在底物浓度分别为０５、２５、６０、１２０、１９２、
３６０、４２０、４８０ｍｍｏｌ·Ｌ－１时的酶活性。以底物浓
度对比活性作图，得到ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ方程，计算酶
动力学参数 Ｋｍ和 Ｖｍａｘ，Ｋｍ为５０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１，Ｖｍａｘ为
８８Ｕ·ｍｇ－１。当底物浓度足够大时，反应速率趋近
于最大反应速率，反应速率不受底物浓度影响，而

与酶质量浓度成正比，见图１。根据酶反应动力学
理论，底物浓度通常选择 ５～１０Ｋｍ，本方法中为

２５～５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，同时还应综合考虑底物分子
的溶解性［１０］。原方法采用了更高浓度的底物溶液

（１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１），为了提高底物的溶解性，采用
含乙醇的缓冲液进行配制，有机溶剂的加入不利

于酶底物反应，其挥发性也会影响方法的精密度。

本实验采用无有机溶剂的稀释缓冲液配制浓度为

５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１（１０Ｋｍ）的底物溶液，可实现充分溶
解。通过进一步优化反应体系中底物和酶的加入体

积，最终反应体系中底物与酶的摩尔比高于原方法，

更有助于消除底物浓度对酶活性测定的影响。综上，

选择５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１的底物浓度进行酶活性测定。

图１　底物浓度对酶促反应速率的影响（ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎ曲
线）．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　 Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅ
（ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｅｎｃｕｒｖｅ）．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２３２　酶质量浓度　按照“２２”项下方法测定不
同稀释倍数（１２０００、６０００、３０００、１５００、７５０、３７５）
对应的不同酶质量浓度（０４２、０８３、１６７、３３３、
６６７、１３３３ｍｇ·ｍＬ－１）供试品溶液的酶促反应速
率 （ΔＯＤ４００·ｍｉｎ

－１），考察酶质量浓度与反应速率

的关系。根据ＭｉｃｈａｅｌｉｓＭｅｎｔｏｎ方程，当酶质量浓度
远小于底物浓度时，反应速率与酶质量浓度成正比，

当反应体系达到酶饱和后，底物浓度的迅速下降会

使得反应速率增加变慢。当加入的酶质量浓度在

０４２～３３３ｍｇ·ｍＬ－１时，反应速率与酶质量浓度
成线 性 增 加；当 加 入 的 酶 质 量 浓 度 大 于

３３３ｍｇ·ｍＬ－１时，反应速率增加幅度变小，不再与
酶质量浓度成线性关系，见图２。由此可见，应选择
小于等于３３３ｍｇ·ｍＬ－１的酶质量浓度。酶质量浓
度为３３３ｍｇ·ｍＬ－１时，酶标仪测得的 ＯＤ４００为４６
左右，超出了仪器的检测上限４０。而当酶质量浓
度为１６７ｍｇ·ｍＬ－１时ＯＤ４００读数为２８左右，较好
地处于仪器检测范围内，因此反应体系中加入的酶

质量浓度应为１６７ｍｇ·ｍＬ－１。
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Ａ－ｒｈαＧＡＬ酶质量浓度０．４２～１３３３ｍｇ·ｍＬ－１时的反应速率；Ｂ－ｒｈαＧＡＬ酶质量浓度０４２～３３３ｍｇ·ｍＬ－１时的反应速率。

Ａ－ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｗｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｈαＧＡＬｉｓ０４２－１３３３ｍｇ·ｍＬ－１；Ｂ－ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｗｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｈαＧＡＬｉｓ０４２－３３３ｍｇ·ｍＬ－１．

图２　重组人α半乳糖苷酶Ａ（ｒｈαＧＡＬ）在不同酶质量浓度下的反应速率．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＲｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｒｈαＧＡＬｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２３３　反应时间　取 ｒｈαＧＡＬ，照“２２”项下方法
测定不同反应时间（２、５、１０、１５、２０、３０ｍｉｎ）的酶促
反应速率（μｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１），结果见图３。在反
应时间２～１５ｍｉｎ内，反应速率较为恒定。随着酶
催化反应的进行，底物浓度不断降低，反应速率越来

越慢。反应时间超过 １５ｍｉｎ后，反应速率开始下
降。由于反应时间较短时，测定误差较大，本实验选

择１５ｍｉｎ作为反应时间进行酶活性测定。

图３　ｒｈαＧＡＬ在不同反应时间的反应速率．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ３　ＲｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｒｈαＧＡＬｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２３４　稀释缓冲液的 ｐＨ值　影响酶促反应速率
的因素，除上述内因以外，还包括反应 ｐＨ、离子强
度、反应温度等。为考察不同 ｐＨ值对反应速率的
影响，本实验采用不同 ｐＨ值的稀释缓冲液制备供
试品溶液。共配制９种不同 ｐＨ值的稀释缓冲液，
分别为３０、４０、４３、４５、５０、５５、７０、８０和９０。
稀释缓冲液ｐＨ值为５０时，反应速率最大，酶的催
化能力最强。ｐＨ值小于４或大于５５时，偏离了最

适ｐＨ范围，过酸或过碱导致酶失活，酶促反应速率
显著下降。以５０为最适 ｐＨ值，也与 ｒｈαＧＡＬ在
人溶酶体ｐＨ为５的酸性环境中对底物进行水解的
生物学功能相适应。见图４。

图４　ｒｈαＧＡＬ在不同ｐＨ条件下的反应速率．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ４　ＲｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｒｈαＧＡＬｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｃｏｎｄｉ

ｔｉｏｎｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２３５　反应温度和离子强度　作为ＥＲＴ治疗用产
品，ｒｈαＧＡＬ最终进入人体细胞的溶酶体中发挥其
水解作用。为更接近人体生理温度，选择３７℃作为
方法的反应温度。在考察离子强度这一影响因素

时，尝试配制了７种磷酸钠浓度不同的稀释缓冲液，
分别为５、１０、２０、３０、４０、５０和６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１。结果
表明，磷酸钠浓度不同的稀释缓冲液测得的酶活性

没有显著差异（４１９２４、４２４７１、４１４４０、４２１９２、
４１６５６、４１７８３、４１４５１Ｕ·ｍＬ－１，Ｐ＞００５）。

３　方法学验证
３１　专属性

以ｒｈαＧＡＬ制剂缓冲液作为辅料空白溶液、以
·１４７·

中国药学杂志２０２４年４月第５９卷第８期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｐｒｉｌ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ８



稀释缓冲液代替供试品溶液作为样品空白溶液，取

ｒｈαＧＡＬ分别按“２２”项下方法进行测定。辅料空
白溶液、样品空白溶液和 ｒｈαＧＡＬ的光密度平均值
分别为０８８７、０８８６、２７３４，表明样品中的辅料基
质对酶活性测定无干扰。

３２　中间精密度
本验证考察不同实验人员、不同检测时间对方

法中间精密度的影响，采用稀释缓冲液对 ｒｈαＧＡＬ
溶液（批号：ＤＷ０３０５）进行稀释，得到５个酶质量浓

度为０８３、１３４、１６７、２０９、２５１ｍｇ·ｍＬ－１的待测
溶液，ｒｈαＧＡＬ浓度水平分别为５０％、８０％、１００％、
１２５％及１５０％。由２名实验人员按“２２”项下方法
在３ｄ内进行酶活性测定，每天每人重复测定３次，
每次以２份结果的均值为测定值，结果见表１。５个
稀释水平测定值的平均值分别为：４１１６９、４０２７４、
４０３１５、３９０５１、３７９８３；变异系数（ＣＶ）分别为
２００％、３３３％、３４２％、５５３％、５５１％，符合中间
精密度的可接受标准（≤１５％）。

表１　不同稀释水平ｒｈαＧＡＬ酶活性测定结果ｎ＝１８
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｈαＧＡＬａｃｔｉｖｉｔｙｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｉｏｎｒａｔｉｏｓｎ＝１８

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓ／％

ＡｎａｌｙｓｔＡ／Ｕ·ｍＬ－１ ＡｎａｌｙｓｔＢ／Ｕ·ｍＬ－１

Ｄａｙ１ Ｄａｙ２ Ｄａｙ３ Ｄａｙ１ Ｄａｙ２ Ｄａｙ３

５０ ４０３７０ ４４１７０ ４２２０６ ４１６１２ ３７４２６ ４２６１６
３８３６８ ４５０６６ ４１７３８ ４２３０８ ３８８５２ ４３５９２
３９６４２ ４３１７４ ４３１７４ ３８９２８ ３７７４４ ４００５４

８０ ４１５５４ ４４０４４ ４０７７６ ３９４３８ ３８４９９ ３８０４６
４０６０４ ４４２２６ ４１１０３ ３８７２８ ３９１７１ ３７７２５
４２３９０ ４３００８ ４１４５３ ３９１７１ ３８６２６ ３６３６５

１００ ３９８２２ ４０２６７ ４０７２４ ３８７２６ ４０９７１ ４２３２２
３９６２２ ４０６０２ ４０５０８ ３８８７０ ３９１３５ ４４２８７
３９５７３ ４０４７０ ４０１３５ ３８４９５ ３９８６９ ４１２６９

１２５ ４０９０８ ３９４４０ ３９９１９ ３７７７１ ３７４４６ ３８７２１
４０６２３ ３９２６０ ３９６９２ ３８３１６ ３７０３１ ３９６９２
４０４１１ ３９４１６ ４０２４２ ３７４６２ ３６６５２ ３９９１９

１５０ ３８５１５ ３８４６７ ３７５３２ ３６８１９ ３７６０３ ３９３８７
３８３５８ ３８０５７ ３８０４３ ３６９５８ ３７４４４ ３８８９１
３８４３７ ３８１４５ ３７３５１ ３７１８１ ３７２９５ ３９２２０

３３　重复性
取同一批ｒｈαＧＡＬ（批号：ＤＷ０３０５），由２名实

验人员分别按“２１”项下方法平行制备６份，在同
一天内按“２２”项下的方法测定酶活性。１２份供试
品溶液的测定结果的平均值为 ４０３１０Ｕ·ｍＬ－１，
ＣＶ为２２１％，符合重复性的可接受标准（≤１０％）。
３４　准确度

以本文中间精密度和重复性测定结果的平均值

作为该批次 ｒｈαＧＡＬ（批号：ＤＷ０３０５）酶活性的参
考值（４０３１３Ｕ·ｍＬ－１），以反映测定值与参考值之
间的接近程度回收率（公式２）来评价准确度。表１
中 ５个稀释水平 （５０％、８０％、１００％、１２５％ 和
１５０％）的 回 收 率 分 别 为 ９４２２％、９６４７％、
１０００１％、９９１８％、１０１８１％，均在９０％ ～１１０％范
围内，符合准确度的验证标准（７５％～１２５％）。

回收率（％）＝酶活性测定值／酶活性参考值 ×
１００％ 公式（２）
３５　线性与范围

以“３２”项下 ５个待测溶液的酶促反应速率
（μｍｏｌ·Ｌ－１·ｍｉｎ－１）参考值为Ｘ轴，以相应的测定

值为Ｙ轴，线性回归方程为Ｙ＝０９１１６Ｘ＋００６７９，
ｒ＝０９９９４，斜率接近于１０，表明本方法在５０％ ～
１５０％的稀释水平范围内具有良好的线性。
３６　耐用性

考察反应温度、反应时间、底物浓度发生微小变

化对实验结果的影响。取ｒｈαＧＡＬ，按照“２１”项下
方法制备供试品溶液，按照“２２”项下方法，将水浴
锅温度分别设置为 ３６５、３７０、３７５℃，测定酶活
性；将同一份供试品溶液加至底物溶液中，分别反应

１４、１５、１６ｍｉｎ后测定其酶活性；取浓度为 ４５、５０、
５５ｍｍｏｌ·Ｌ－１的底物溶液用于分析同一份供试品溶
液的酶活性。结果表明，上述参数发生微小变化时，

测定结果的ＣＶ均小于５％，方法的耐用性符合可接
受标准（≤１０％）（表２）。
３７　样品溶液的稳定性

取ｒｈαＧＡＬ加水复溶后存放于２～８℃，分别
于０、８、２４、４８ｈ取样进行酶活性测定。计算 ８、
２４、４８ｈ相对于０ｈ酶活性测定结果之比，分别为
９８３４％、９６８６％、９４１２％，均 在 ９０％～１１０％
之间。

·２４７· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ａｐｒｉｌ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ８　　　　　　　　 　 　 　　　 中国药学杂志２０２４年４月第５９卷第８期



表２　ｒｈαＧＡＬ酶活性检测方法耐用性考察结果
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓｏｆａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｆｏｒｒｈαＧＡＬ

　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ Ａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ·ｍＬ－１ ＣＶ／％

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ ３６５ ３９１７３ ２４４

３７０ ４０４６５

３７５ ４１１０１

Ｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅ／ｍｉｎ １４ ４００２３ １０３

１５ ４０６５９

１６ ４０８０８

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅ ４５ ４０１６０ ０５４

ｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｍｏｌ·Ｌ－１ ５０ ３９８５１

５５ ３９７４６

３８　对硝基苯酚的检测范围
本方法定义单位时间内 ｒｈαＧＡＬ水解底物产

生１μｍｏｌ·Ｌ－１对硝基苯酚所需的酶量为１个酶活
性单位，采用消光系数法对产物对硝基苯酚进行定

量。因此，除了考察酶浓度与酶促反应速率的线性

关系以外，还应考察对硝基苯酚与光密度的线性范

围。根据“３１”项下样品空白溶液的测定结果可
知，底物溶液在４００ｎｍ处存在较高的背景光密度，
因此本研究在底物溶液中配制不同浓度的对硝基苯

酚。为模拟酶促反应体系，于上述含不同浓度对硝

基苯酚的底物溶液中加入等体积的终止缓冲液，通

过测定各溶液在４００ｎｍ波长下的光密度计算对硝
基苯酚浓度，从而评价对硝基苯酚在检测范围内的

准确度和精密度。

３８１　准确度　精密称取对硝基苯酚２７８ｍｇ于
２５ｍＬ量瓶中，加入“２１”项下的底物溶液溶解并稀
释至刻度线，即为对硝基苯酚浓度为８ｍｍｏｌ·Ｌ－１

的底物溶液。将含８ｍｍｏｌ·Ｌ－１对硝基苯酚的底物
溶液逐步稀释为每 １Ｌ含对硝基苯酚 ００２、００４、
０１０、０２０和０５０ｍｍｏＬ的底物缓冲液，以底物溶
液为空白溶液。于上述各溶液中分别加入等体积的

终止缓冲液，取２００μＬ于透明９６孔板中，打开酶标
仪的光程路径校正，在４００ｎｍ波长下测定ＯＤ，计算
各溶液的ΔＯＤ４００。共进行３次实验，每次实验报告
３份溶液测定结果的均值，通过消光系数法计算对
硝基苯酚的毫摩尔浓度，通过计算回收率（测定值

与理论值之比）评价准确度，测定结果见表３。加入
等体积终止缓冲液后，底物溶液中对硝基苯酚理论浓

度分别为００１、００２５、００５、０１０和０１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
５个浓度水平的回收率均在９００％ ～１１０％之间，回
收率较好。

３８２　线性与范围　以表３中对硝基苯酚的理论
浓度对３次测定的 ΔＯＤ４００作图，结果见图５，线性

回归方程为 Ｙ＝１７６０Ｘ＋００１５８，ｒ＝０９９９７，水
解产物对硝基苯酚在００１～０１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１浓度
范围内与光密度呈线性，对应的 ΔＯＤ４００范围为
０１８３～２７４５。该范围可涵盖本方法酶质量浓度
范围（０８３～２５１ｍｇ·ｍＬ－１）下测得的对硝基苯
酚上下限（００５～０１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１）。

图５　对硝基苯酚在不同浓度下的光密度．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　Ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｏｆｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３８３　精密度　计算表３中各对硝基苯酚浓度水
平的ＣＶ值，分别为０４７％、１５５％、０９３、０９０％和
０２５％，本方法在００１～０１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１对硝基苯
酚范围内的精密度小于２％。
３９　样品测定

采用本方法对已上市的两种ｒｈαＧＡＬ产品进行
酶活性测定，每批样品平行制备３份，来自生产企业
Ａ的３批ｒｈαＧＡＬ产品的比活性分别为８２３７、８１１１、
８４５１Ｕ·ｍｇ－１，来自生产企业Ｂ的３批ｒｈαＧＡＬ产品
的比活性分别为７９７４、８８３９和８５７２Ｕ·ｍｇ－１。

４　讨论与结论
我国的罕见病患者人数已超过２０００万［１１］，为

改善ＥＲＴ罕见病治疗酶类药物目前完全依赖国外
进口的现状，国家大力支持罕见病用药的研制和生

产，国内 ＥＲＴ罕见病酶类产品的开发正逐渐发
展［１２１３］。然而ＥＲＴ罕见病酶类产品大多为含有多
个糖基化位点的复杂糖蛋白，其质量评价方法的开

发仍是国内企业开发此类药物的主要技术挑战。作

为ｒｈαＧＡＬ的关键质量属性，酶活性测定方法的优
化与建立不仅有利于推动此类产品的质量标准提升

与国际接轨，也为国内同类产品的早期研发、工艺优

化、提升产品质量的可控性提供技术支持。

本研究对生色底物法测定体系中的关键因素

·３４７·
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　　　　表３　对硝基苯酚验证溶液回收率测定结果．ｎ＝９
Ｔａｂ．３　ｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．ｎ＝９

ｃ（ｐＮｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ）／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｔｅｓｔ ＭｅａｎΔＯＤ４０ ｃ（Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ）／ｍｍｏｌ·Ｌ－１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＭｅａｎＲｅｃｏｖｅｒｙ／％

００１ ｔｅｓｔ１ ０１９２ ００１０ １０４７４ １０５０７
ｔｅｓｔ２ ０１９３ ００１１ １０５６５
ｔｅｓｔ３ ０１９２ ００１０ １０４８４

００２５ ｔｅｓｔ１ ０４３４ ００２４ ９４９４ ９５５１
ｔｅｓｔ２ ０４４５ ００２４ ９７１９
ｔｅｓｔ３ ０４３２ ００２４ ９４４０

００５ ｔｅｓｔ１ ０８９４ ００４９ ９７７３ ９８５６
ｔｅｓｔ２ ０９００ ００４９ ９８３９
ｔｅｓｔ３ ０９１１ ００５０ ９９５５

０１０ ｔｅｓｔ１ １８１５ ００９９ ９９１９ ９８８３
ｔｅｓｔ２ １７９０ ００９８ ９７８２
ｔｅｓｔ３ １８２１ ００９９ ９９４９

０１５ ｔｅｓｔ１ ２６４２ ０１４４ ９６２４ ９５９７
ｔｅｓｔ２ ２６３３ ０１４４ ９５９２
ｔｅｓｔ３ ２６２９ ０１４４ ９５７６

进行了优化，根据酶反应动力学理论确定了最适底

物浓度、酶浓度、反应时间、水浴温度和稀释缓冲液

的ｐＨ值，确定了最适酶促反应条件。采用该条件
降低了所使用的底物浓度，解决了高浓度底物不易

溶解的问题，避免了助溶剂乙醇的加入，提高了检测

的灵敏度。本方法无需使用对硝基酚标准品，提高

了检测效率，节省了检测成本，可以更灵敏、简便、准

确地表征 ｒｈαＧＡＬ的酶活性。根据 ＩＣＨＱ２对所建
立的方法进行了完整的方法学验证，采用 ５０％、
８０％、１００％、１２５％和１５０％共５个不同的酶稀释水
平评价方法的中间精密度和准确度，通过对同一份

供试品溶液的１２次测定评价重复性。此外，微调酶
促反应温度、反应时间和底物浓度并未给实验结果

带来明显变化。复溶后的样品于２～８℃存放４８ｈ
后，溶液稳定性较好。为确保产物对硝基苯酚在其

检测范围内可被准确定量，采用底物溶液配制５个
不同浓度的对硝基苯酚溶液，考察对硝基苯酚浓度

与光密度的线性关系，通过计算各浓度水平测定值

相对于其理论值的回收率百分比以及各浓度水平９
个测定结果的ＣＶ考察对硝基苯酚检测范围内的准
确度和精密度。最后，应用本研究建立的方法，测定

了不同企业的ｒｈαＧＡＬ产品的酶活性。
综上所述，本研究优化建立了一种生色底物法

测定ｒｈαＧＡＬ的酶活性。与现有方法相比，本方法
操作更简便、灵敏度更高、结果更稳定准确，可作为

常规检验方法用于ｒｈαＧＡＬ产品的质量控制。
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