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摘要 组蛋白乙酰转移酶(HAT)参与真核细胞基因转录的调节，其抑制剂由于具有调节转录并产生抗病毒、抗炎、抗氧化等
作用，有希望成为一类新药．非放射性分光光度 HAT测定方法虽然可替代广泛使用的放射性检测方法，但缺乏灵敏度和准
确性．建立了一种简单的非放射性荧光检测方法，即测量辅酶 A(CoASH)与邻苯二甲醛(OPA)和巯基乙醇反应的荧光产物．
此法与分光光度法相比具有更高的准确性，可进行多种化合物 HAT抑制活性的筛选．这种新方法有望成为研究转录调节和
新药开发方面的一种有效工具．
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真核细胞的染色质是高度有组织的蛋白质与

DNA的动态复合体，它的基本单位是核小体，每
个核小体由长度约 180 bp的 DNA双螺旋和核心组
蛋白所组成，核心组蛋白包括一个 H3/H4四聚体
和两个 H2A/H2B二聚体[1]．在核心组蛋白的 N端
尾部，具有一个遗传保守的区域，在此处可进行甲

基化、磷酸化、泛素化、乙酰化等多种修饰 [2, 3]，

这与细胞 DNA复制、转录、损伤修复等多种生物
活性密切相关[4]．乙酰化是一种研究最为广泛的组

蛋白翻译后修饰，组蛋白乙酰化水平由组蛋白乙酰

转移酶(histone acetyltransferases, HATs)和组蛋白去
乙酰酶(histone deacetylases, HDACs)共同决定并维
持其动态平衡．HATs和 HDACs活性异常可导致
从神经性病变到癌症等多种疾病的产生．目前已发

现并合成了多种 HDAC抑制剂，部分活性较高的
HDAC抑制剂已经进入临床研究，其中 SAHA 已
成功上市．随着人们研究的逐步深入，发现 HAT
过表达可以促进 HIV 病毒转录 [5]，诱发如癌症[6]、

哮喘[7]、心肌肥大[8]等疾病，而 HAT抑制剂由于具
有调节转录[8]、抗病毒[5]、抗炎、抗氧化[7]等特性，

很可能发展成为一类新药．目前已知的 HAT抑制
剂只有寥寥数种，为了找到更多的 HAT抑制剂进
行深入研究，急需一种快速、准确性高的 HAT抑

制剂检测方法．

HAT催化反应的主要原理是 HAT催化乙酰辅
酶 A(acetyl-CoA，AcCoA)的乙酰基转移到核心组
蛋白氨基端特定 Lys残基的 着-氨基基团上，产物
是乙酰组蛋白和辅酶 A(CoASH)(图 1)．目前的检
测方法有同位素法———检测产物乙酰组蛋白的含

量[9, 10]，分光光度法———检测产物 CoASH的含量来
反映 HAT活性[11]．前者虽然灵敏度高，但是操作

复杂，技术要求高，同时不可避免地造成一定的环

境污染；后者虽然操作相对简单，但是分光光度法

的测定数值较小，准确度不高．邻苯二甲醛(OPA)
是一种多用于检测伯胺含量的化学试剂[12]，OPA、
伯胺和巯基有机物三者在弱碱性水溶液中可反应生

成单一荧光衍生物，反应在 1 min内即可完成，反
应机制如图 2所示．利用这一特性，既可使伯胺与
过量的 OPA和巯基化合物反应生成荧光物质，用
于检测伯胺[12]，同样地，也可使巯基化合物与过量

的 OPA和伯胺反应生成荧光物质，用于巯基化合
物的检测[13]．我们将 CoASH与过量的 OPA和乙醇
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Fig援 2 Reaction with OPA converts thiol to
a fluorescent isoindole derivative

胺(一种伯胺)混合产生荧光物质，以荧光强度反映
HAT反应产物 CoASH的含量，进而反映 HAT活
性．HAT活性的改变与否可直接反映待测样品是
否具有 HAT抑制活性．该方法操作简单，无放射
性污染，同时具有较高的灵敏度和准确性．

1 材料和方法

1.1 试剂与仪器

Histone域-S 购自 Sigma公司，其余均为国产
分析纯试剂． 姜黄素 (Curcumin)DMSO 配制成
500 mmol/L贮存液，置于-20℃保存，临用前用双
蒸水稀释到所需浓度．

荧光酶标仪为美国 Molecular Devices 公司产
品，型号为 Spectra MAX Gemini XS．
1.2 CoASH的检测
1.2.1 荧光法检测 CoASH．不同浓度的 CoASH
(6.25 ～200 滋mol/L) 与 OPA 检测液 [14] (含有
2.985 mmol/L OPA 和 6.557 mmol/L 乙醇胺的
50 mmol/L硼酸溶液，pH 10)充分混匀，检测荧光，
激发波长 340 nm，发射波长 450 nm．
1.2.2 分光光度法检测 CoASH． 不同浓度的
CoASH(6.25～200 滋mol/L)，用 100 mmol/L Na2HPO4-
NaH2PO4 (pH 6.8)调节 pH， 加入终浓度为

500 滋mol/L的 DTNB，412 nm检测吸光度．
1.3 HAT粗制品的制备

HAT 粗制品提取自大鼠肝脏，方法参考文
献[15]，稍有修改．具体操作如下：雄性大鼠肝脏
剪碎，在 3倍体积的等渗蔗糖溶液(0.25 mol/L蔗

糖 ， 5 mmol/L MgCl2， 0.2 mmol/L PMSF，
10 mmol/L Tris-HCl(pH 8.0))中电动匀浆，匀浆液过
滤(250目筛网)制成单细胞悬液，1 000 r/min离心
10 min，沉淀物在含有 0.1% Triton X-100的等渗蔗
糖溶液中再次匀浆，匀浆液在 6～7 倍体积的
2.2 mol/L 蔗糖， 5 mmol/L MgCl2， 0.2 mmol/L
PMSF，10 mmol/L Tris-HCl(pH 8.0)中 28 000 r/min
离心 60 min，沉淀用 5倍体积的等渗蔗糖溶液洗
2次，在 5 ml 含有 500 mmol/L NaCl，0.5 mmol/L
EDTA， 0.2 mmol/L PMSF， 12.5% 甘 油 ，

10 mmol/L Tris-HCl(pH 7.5)的溶液中第 3 次匀浆，
32 000 r/min 离心 30 min，取上清在 20 mmol/L
Tris-HCl(pH 8.0)，0.5 mmol/L EDTA，100 mmol/L
KCl, 10%甘油中透析 18～24 h[16]，12 000 r/min离
心 10 min，以上操作均在 4℃进行．取上清使用
Bradford方法，牛血清白蛋白作为标准进行蛋白质
定量，分装后-20℃保存．
1.4 HAT活性检测
以 50 mmol/L Hepes (pH 7.9), 0.1 mmol/L

EDTA，50 mg/L BSA 为检测缓冲液的 50 滋l 反应
体系中，含有 12 滋g 组蛋白 (Histone 域 -S)，
150 滋mol/L AcCoA，11.2 滋g HAT粗制品．将酶与
底物分别温育至 30℃后混合，30℃水浴反应 12 h，
3次重复．反应液加入 OPA检测液检测荧光，激
发波长 340 nm，发射波长 450 nm．以荧光强度代
表 HAT活性，荧光值越大则 HAT活性越高．
1.5 HAT抑制剂的检测
以 50 mmol/L Hepes (pH 7.9), 0.1 mmol/L

EDTA, 50 mg/L BSA为检测缓冲液的 50 滋l反应体
系中，含有 12 滋g Histone 域 -S， 150 滋mol/L
AcCoA，11.2 滋g HAT粗制品和不同浓度的待测样
品．将酶与底物(含有不同浓度的待测样品)分别温
育至 30℃后混合，30℃水浴反应 12 h，3次重复．
反应结束时加入 OPA检测液检测荧光，激发波长
340 nm，发射波长 450 nm．如果待测样品对本底
有影响(如姜黄素)，则在反应结束时使用终浓度为
0.6%的三氯乙酸(TCA)沉淀蛋白质，高速离心后取
上清液，同样加入 OPA检测液检测荧光．
以三氯乙酸在反应开始时抑制 HAT活性为阳

性对照，抑制率为 100%；以不加入待测样品为阴
性对照，抑制率为 0，计算样品不同浓度的抑制
率．用计算机程序 SigmaPlot拟和量效曲线，并计
算 IC50．

抑制率 /%越(待测样品荧光强度-阴性对照荧光强

Fig援 1 Enzyme reaction catalyzed by HAT
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Fig援 4 HAT activity of rat liver crude lysate
Released CoASH were measured fluorescently without (HAT1) or with
TCA precipitation (HAT2) after HAT reaction．A control was present
by TCA precipitation before the reaction．Data are x 依 s (n=3)． ***P <
0.001 vs control.

2.2 荧光法测定HAT活性
我们参考 Yukioka 的方法 [15]制备了 HAT粗制

品，为了降低高浓度一价盐(NaCl)对 HAT活性的
抑制作用，对粗酶进行了透析．Yukioka 在提供
HAT粗制品制备方法的同时，使用同位素方法证
明了提取的粗酶具有较好的 HAT活性．图 4为我
们使用荧光法测定粗酶 HAT活性的结果，反应组
HAT1，HAT2的荧光强度明显高于没有发生反应
的对照组，这说明从大鼠肝脏提取的酶粗制品具有

良好的 HAT活性，与 Yukioka的结果相同．同时，

HAT1组的荧光值较 HAT2组稍高，这是由于 OPA
和乙醇胺不仅可与反应释放的 CoASH结合，也可
与反应体系中蛋白质的巯基结合产生荧光，成为反

应的本底值．本底在对照组和反应组中同时存在，

所以在数据处理时将之减去即可．此方法可用于

HAT 活性检测，同时也可用于 HAT 抑制剂的
检测．

2.3 HAT抑制剂的检测
我们将待测样品与酶和底物共同孵育，而后通

过以上荧光法测定 HAT活性，根据所测得活性的
变化来观察 HAT抑制活性，从而测定待测样品是
否为 HAT 抑制剂． 近年研究表明，姜黄素
(Curcumin)是一个典型的 HAT抑制剂，可直接抑
制细胞 HAT 活性 [9, 10]．由于姜黄素是一个巯基

(—SH)修饰剂，可以直接修饰蛋白质巯基从而改变
蛋白质活性[17]，因此在应用 HAT抑制剂荧光检测
法之前，应首先检测姜黄素对 CoASH和作为本底
值的蛋白质巯基的修饰作用是否影响该方法的结果

分析．

2.3.1 姜黄素对 CoASH的修饰作用．我们先将高
中低 3 个浓度的 CoASH 与不同浓度的姜黄素混
合，再使用 OPA 检测液检测混合物中 CoASH 的

Fig. 3 Determination of CoASH by fluorescence (a) and Optical density (b)
Different concentration CoASH(6.25～200 滋mol/L) was reacted with OPA (a) or DTNB (b) as described in Materials and Methods and fluorescence

or A was measured．Data are x 依 s (n=3).

度)/(阳性对照荧光强度-阴性对照荧光强度)伊100%.
1.6 统计学分析

所有数据以 x 依 s 表示，采用 t检验进行统计
学分析．

2 结 果

2.1 荧光法和分光光度法检测 CoASH的比较
我们将 CoASH(6.25～200 滋mol/L)与过量的

OPA(2.985 mmol/L)和乙醇胺(6.557 mmol/L)充分混
合后检测荧光强度(激发波长 340 nm，发射波长
450 nm)．由图 3a可见，在 6.25～200 滋mol/L范围

内，OPA均可与 CoASH形成荧光物质，且荧光强
度随 CoASH浓度的增加而增加，呈线性关系．我
们同时使用分光光度法检测 CoASH，在 6.25～
200 滋mol/L内 CoASH 和 DTNB 结合物的 A 值也
随 CoASH浓度的增加而增加，同样呈现良好的线
性关系(图 3b)．这说明无论是荧光法还是分光光度
法检测 CoASH，两者的检测灵敏度基本相同．但
是计算回归方程发现，荧光法的斜率为 3.69，远远
大于分光光度法 0.001 4的斜率值，具有更高的准
确度．因此选用荧光法检测 HAT催化反应释放的
CoASH．
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浓度．由图 5可见，低浓度姜黄素(< 25 滋mol/L)对
高浓度 CoASH(150 滋mol/L)与 OPA-乙醇胺结合的
抑制作用不明显，只有在姜黄素浓度较高时

(> 25 滋mol/L)才会对结合产生较明显的抑制作用．
而对于中低浓度 CoASH(75或 37.5 滋mol/L)，姜黄
素浓度在 0～200 滋mol/L间对 CoASH-OPA- 乙醇
胺的结合都没有明显的抑制作用．结合图 3a 和
图 4可知本文建立的荧光检测方法中 HAT催化生
成 CoASH的含量 < 50 滋mol/L，因此姜黄素对反应
释放的 CoASH与 OPA-乙醇胺结合形成的荧光衍
生物没有明显的抑制作用．由此可见，姜黄素对反

应释放 CoASH的巯基修饰作用并不明显，对 HAT
活性分析不构成突出影响．

2.3.2 姜黄素对本底值的影响．

我们将不同浓度的姜黄素和固定浓度的酶蛋白

混合，而后使用 OPA 检测液检测蛋白质的本底
值．发现，随着姜黄素浓度的增加，酶蛋白巯基与

OPA-乙醇胺结合产生的荧光物质明显减少(图 6)，
说明姜黄素对蛋白质巯基的修饰作用逐渐增强．由

于不同浓度姜黄素对蛋白质巯基与 OPA-乙醇胺结
合的抑制作用不同(低浓度抑制率约 20%，高浓度
抑制率约 60%)，由此组间本底值产生了明显差
异．如不将反应本底除去而直接进行结果分析，将

得到高于实际的 HAT抑制活性，就会产生不必要
的偏差，因此使用姜黄素验证 HAT抑制剂荧光检
测方法时必须先行排除本底干扰．

我们在 HAT反应结束时先行除去体系中的蛋
白质，而后检测反应释放 CoASH的含量，以排除
本底干扰．通过比较高氯酸(HClO7)和三氯乙酸的

沉淀效果，发现高氯酸具有强氧化作用，单独使用

即可催化 AcCoA转化为 CoASH，影响结果分析，
因此使用三氯乙酸来进行蛋白质沉淀．有文献报道

不同体积的三氯乙酸对蛋白质的沉淀效果不同[18]，

经检测选择对 CoASH回收率较高(70%～80%)且沉
淀效果较好的终浓度为 0.6%的三氯乙酸进行蛋白
质沉淀．

2.3.3 姜黄素抑制 HAT活性的量效曲线．排除本
底影响后使用 HAT抑制剂荧光检测方法检验姜黄
素的 HAT抑制活性，量效曲线如图 7所示，IC50

为 53 滋mol/L．有文献报道，使用同位素方法检测
姜黄素对细胞 HAT 粗制品抑制作用的 IC50 为

44 滋mol/L[10]，对重组表达 p300/CBP蛋白抑制作用
的 IC50为 25 滋mol/L[9]，与我们使用荧光法测定姜

黄素 HAT抑制活性的 IC50基本相同，从而验证了

荧光法的可靠性．

Fig援 5 Effect of Curcumin on the CoASH
converted fluorescence

CoASH was incubated with Curcumin and fluorescence was measured

after OPA reaction．Data are x 依 s (n=3)． : 150 滋mol/L; :

75 滋mol/L; : 37.5 滋mol/L.

▲ ▲

■ ■

● ●

Fig. 6 Effect of Curcumin on the protein
converted fluorescence background

Protein from rat liver crude lysate was incubated with Curcumin and
fluorescence was measured after OPA reaction．Data are x 依 s(n=3).

Fig. 7 Dose鄄response curve of Curcumin
on HAT inhibition

HAT activity was assayed in the presence of different concentrations of
Curcumin (The protein was precipitation by 0.6% TCA after HAT
reaction)．Data are x 依 s(n=3).
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3 讨 论

以往的 HAT检测方法不是操作复杂就是准确
性低，都不能适应现代快速高效的检测要求，因此

我们建立了一种基于荧光检测 CoASH的 HAT活性
检测方法．虽然很早以前就有人提出使用 OPA直
接检测谷胱甘肽(GSH)[19]，但是其灵敏度低，需要

添加金属离子等试剂来增强荧光值，因此很少有人

使用 OPA 直接检测巯基．本实验中利用 OPA、
CoASH和乙醇胺三者在弱碱性条件下结合形成单
一荧光物质的特性，使用 OPA检测液检测 HAT反
应释放的 CoASH的含量．这种荧光法检测 CoASH
的灵敏度与分光光度法持平，而准确性则高出许

多．我们将待测样品与酶和底物共同孵育，而后通

过荧光法测定 HAT活性，从而建立了一种简便可
靠的 HAT抑制剂荧光检测方法．随后，我们使用
姜黄素这一具有可靠 HAT抑制活性的化合物来验
证该检测方法．结果表明，荧光法得到的姜黄素

HAT抑制活性的 IC50值与文献结果基本相同，进

一步验证了该方法的可靠性．

本文建立的 HAT抑制剂荧光检测方法操作简
单，只需两步：首先，将待测样品、HAT粗制品
和底物共同孵育进行反应，第二步，加入 OPA检
测液检测 HAT反应释放的 CoASH，即可计算出样
品的 HAT抑制活性．如果待测样品对反应的本底
有一定的影响(如姜黄素)，在两步之间加入一步蛋
白质沉淀排除本底干扰即可．此法与以往的同位

素、分光光度法相比具有操作简单、无同位素污

染、高灵敏度、高准确性的优点，可用于快速高效

的 HAT抑制剂筛选．
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A Simple Reliable Fluorescent Assay Method for Histone
Acetyltransferase (HAT) Inhibitors

ZHAO Jin-Yan, YAN Zheng, LIU Zi-Liang, WANG Nan*

(Institute of Materia Medica Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing 100050, China)

Abstract Histone acetyltransferases (HATs) are involved in the regulation of gene transcription in eukaryotic
cells and their inhibitors could be a promising class of drugs due to their ability to modulate transcription and exert
antiviral, anti-inflammatory as well as antioxidant effects. Nonradioactive spectrophotometric HAT assay is an
alternative method to the widespread radioactive assay but suffers from drawbacks as lack of sensitivity and
accuracy. A simple, non-radioactive fluorescent assay that measures the production of CoASH was established by
its facile reaction with O-phthalaldehyde and 2-amino-ethanol. This method gives much higher accuracy compared
to spectrophotometric assay, and allows screening of various compounds with potential HAT inhibition. The novel
assay should be a valuable tool in transcriptional research and especially drug discovery.

Key words histone acetyltransferases(HATs), coenzyme A(CoASH), O-phthalaldehyde(OPA)
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