核糖核酸酶活力检测方法
[bookmark: _Toc460870998]编 制 说 明
（征求意见稿）
一、任务来源
本国家标准的制定任务列入国家标准化管理委员会《二О一五年国家标准制修订项目》，项目编号“20154059-T-424”。本项任务由中国标准化研究院提出并归口，定于2016年完成。本标准起草工作组由中国标准化研究院、浙江工商大学、河北农业大学等单位共同组成。
[bookmark: _Toc460871000]二、标准制定的背景及意义
核酸分解的第一步是水解核苷酸之间的磷酸二酯键，在高等动植物中都有作用于磷酸二酯键的核酸酶，其本质是蛋白质。不同来源的核酸酶，其专一性、作用方式都有所不同。有些核酸酶只能作用于RNA，称为核糖核酸酶（RNase），有些核酸酶只能作用于DNA，称为脱氧核糖核酸酶（DNase），核糖核酸酶和脱氧核糖核酸酶统称为核酸酶（Nuclease）。
核糖核酸酶是一类广泛存在于动植物体内的核酸水解酶，从20世纪60年代以来一直作为一种模型蛋白被普遍用于分子生物学研究。RNase家族包括RNase A、RNase B、RNase C、RNase H、S-RNase、RNase P、RNase T等，主要生理功能是控制细胞内RNA的种类与数量分布，除参与核糖核酸转录后的剪切、修饰和降解等过程外，还与某些植物的自交不亲和性、器官发生、宿主的防御机制、控制肿瘤血管生成、杀灭肿瘤细胞及抑制病毒复制等有关。核糖核酸酶A一般被认为是核糖核酸酶的典型代表，分子量约为13.64 kDa，通过X射线衍射和质谱分析结果表明，它的空间结构呈肾形分布，见图1。
由于核糖核酸酶具有重要的生理学作用，引起了国内外广泛的关注。目前已经商业化生产和销售，但是作为核糖核酸酶的重要质量指标之一的酶的活力，根据文献调研显示相应的测定方法目前仍然没有形成统一的检测和分析标准，各生产和销售厂商对其活力的质量控制各自定义，同一种酶选用不同的活力测定方法结果显示大小差异显著。这实际上已经成为核糖核酸酶产品可持续发展的瓶颈问题，给消费者造成了极大的不便。鉴于此，开展核糖核酸酶活力检测方法标准的制定，具有重要的现实意义，可有助于规范市场上此类产品的乱象，切实保障消费者的使用。经济全球化浪潮使标准竞争上升到了战略地位，特别是进入21世纪以后，生物技术和生物产品发展迅速，发达国家纷纷制定包括核酸酶等在内的各自的标准化发展战略，以应对因经济全球化对自身带来的影响。此外，此类标准的制定也同样满足《国家中长期科学和技术发展规划纲要（2006-2020年）》中明确把实施技术标准战略作为我国科技发展的两大战略之一的目标，有助于保障国家科学发展、社会和谐。
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图1 牛胰腺核糖核酸酶A空间结构
三、标准制定原则及主要内容
（一）标准编制原则
标准的制定过程中采用文献调查法、专家座谈法、凝胶电泳方法等多种研究方法，方法科学先进、过程周密严谨、数据真实可信、结果明确。
本标准是为相关组织核糖核酸酶活力检测提供技术支撑，考虑到生产、监管等不同需求，在方法选择上，主要基于现状、现有成熟的技术以及结果及验证基础确定的，因此实用性较强。
（二）标准制订主要依据
1、标准编写遵循GB1.1-2009《标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则》的有关要求。
2、标准编写内容参考了与核糖核酸酶活力检测相关文献，标准参照了GB/T 6379.1-2004《测量方法与结果的准确度（正确度与精密度）》第1部分 总则与定义和GB/T 6379.2-2004《测量方法与结果的准确度》第2部分 确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法。
（三）本标准的主要内容
本标准主要包括以下7个部分：
（1） 范围；
（2） 术语和定义；
（3） 原理；
（4） 仪器设备及器具；
（5） 主要试剂；
（6） 分析步骤；
（7） 结果分析等。
[bookmark: _Toc460871001]四、主要工作过程
1、组成标准起草小组
根据国家制修订有关程序和要求，2015年10月下旬，中国标准化研究院主持在北京召开了《核糖核酸酶活力检测》国家标准制定研讨会。会上，组成了标准起草工作组，进一步明确了任务要求，根据研究内容详细安排了工作进度，并成立了标准起草工作小组。会议研究讨论了《核糖核酸酶活力检测》初稿，对起草小组在标准起草过程中的一些思考及难点问题进行了深刻讨论，各单位代表结合各自的优势和特长就标准内容及方法选择进行了讨论，为核糖核酸酶活力的测定奠定了必要的基础。
2、开展相关调研情况
核糖核酸酶活力检测标准属于生物产业领域的标准，是支撑生产方、第三方组织开展产品评价的技术依据。起草工作小组首先针对生产和检测开展了大量的调研工作。从满足实际检测需要出发，开展了国内外相关资料的收集和确认工作，资料的检索和信息的收集过程中，分析比较了大量的国内外文献方法，在符合标准化工作规划和标准化计划要求的基础上，初步形成了检测方法的制定思路, 期间参与人员也进行了多次交流和讨论。
3、标准起草完善过程
在广泛调查研究的基础上，标准起草单位组织相关技术人员对核糖核酸酶活力检测标准项目进行了预研，课题组成员广泛收集了国内外核糖核酸酶活力的标准、文献，了解了国内外相关技术动态，并且明确了工作思路和进程安排，分析了通过前期的实验摸索、反复论证，确定了本标准方法设定的一系列重要参数：其中包括底物浓度，酶活最适测定范围等指标参数，开展了实际样品的检测。然后依据GB/T 1.1—2000《标准化工作导则  第1部分：标准的结构和编写规则》、GB/T 1.2—2002《标准化工作导则  第2部分：标准中规范性技术要素内容的确定方法》等标准编制要求，对《核糖核酸酶活力检测》标准开展了起草工作。于2016年3月中旬，起草工作小组完成了《核糖核酸酶活力检测》国家标准（草案）。2016年6月，在北京组织有关单位和专家分别召开了标准草案讨论会，重点对核糖核酸酶活力检测和流程提出了完善建议。同时对方法进行了验证，针对验证所出现的问题，在2016年11月11组织专家对标准逐字逐句进行了讨论完善，形成了《核糖核酸酶活力检测》国家标准征求意见稿。
[bookmark: _Toc460871002]五、国内外研究概况
目前国内外对于核糖核酸酶活力的检测方法主要有单相酶扩散法和紫外-可见分光光度法两种。其中单相酶扩散法其原理是当荧光染料溴化乙锭（Ethidium Bromide, EB）与RNA结合后可以形成一种荧光络合物，在紫外光照射下发出较强的荧光。在含有EB与RNA的琼脂板上打孔加样，孔中的RNase逐渐向周围扩散，水解琼脂板中的RNA形成水解环，在紫外透射仪下可见为不发荧光的暗环。在一定条件下水解环的大小与RNase的活力成正比。实验结果证明该方法重复性好，受外界环境影响小，但检测时间长，并且使用的EB染料具有较大的污染和安全隐患。研究表明，核糖核酸酶适用于紫外分光光度法检测其活力，核酸的最大吸收波长在260 nm，核酸降解后，由于碱基外露，碱基中电子的相互作用更有利于紫外吸收，因此吸光度会增加，即产生增色效应。通过在波长260 nm处吸光度A260nm值的改变来鉴定核酸酶的作用，可进一步对核酸酶的酶活力进行定量研究。故本标准采用紫外-可见分光光度吸收法，该方法不但重复性较好，而且反应时间短，并且没有污染，安全环保。
[bookmark: _Toc460871003]六、关键试验内容和技术指标说明
6.1 分析方法及其条件的选择与优化
6.1.1 分析方法的选择
根据文献调研和报道，核糖核酸酶适用于紫外分光光度法检测其活力，核糖核酸的最大吸收波长在260 nm，核糖核酸降解后，降解产物的吸光度会相应的增加，即产生增色效应。通过吸光度A260 nm值的改变来测定分析核糖核酸酶的活力作用，进而对核糖核酸酶的酶活力进行研究。
6.1.2 反应条件的选择
[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK11]核糖核酸酶可以水解RNA上嘧啶残基的3′端和相邻核苷酸形成的磷酸二酯键，根据前期试验结果，本方法设定反应温度范围为25-75℃、反应时间范围为1-15分钟、反应pH值为3.0-7.0等，通过酶活力的测定分析确定最终体系的反应温度、反应时间和pH值。
6.1.3 酶活力定义
核糖核酸酶活力：以浓度为0.15 mg/mL的1.5 ml酵母RNA为底物，在50 ℃且pH 5.0的条件下，1分钟内使反应液在260 nm处吸光度增加0.001所需要的酶量为一个活性单位（U）。
6.2 方法的建立
6.2.1 结果分析与计算
按照式（1）计算：
	C（U/mg）=△A260×1000×稀释倍数              （1）
其中式中：
C——核糖核酸酶活力。
△A260——检测管与空白对照管在260 nm处测定得到的吸收值差。
1000——吸光度原值与活力规定中规定吸光度0.001的换算系数。
6.3 方法特异性
6.3.1 标准曲线的制定
由于RNA的分子量不固定，没有一个统一的恒定分子量，另外脱氧核糖核酸酶催化底物生成的物质也存在不确定性，所以无法参考常规酶活力的检测方法，即无法通过计算脱氧核糖核酸酶催化底物RNA生成的量来表示酶的活力，因此没有制定相应的标准曲线。
6.3.2 仪器设备及器具
恒温水浴槽。
紫外-可见分光光度计：吸光度精确至0.001。
pH计：精确至0.01。
1 cm 比色皿。
电子天平：精度为0.0001 g。
电子天平：精度为0.01 g。
[bookmark: _Toc460871004]6.3.3 溶液配置
本方法所用试剂均为分析纯，除特殊说明外，实验用水为GB/T 6882规定的二级水。
（1）0.1 mol/L NaAc/HAc缓冲液，pH 5.0
称取8.20 g NaAc溶于水中，缓慢加入HAc调pH至5.0，混匀后定容至1000 mL。
（2）酵母核糖核酸
来源于圆酵母（Torula Yeast），含量≥98%。
6.3.4 吸光值测定方法
同一样本取4只离心管，设置空白对照管1只，检测管3只，其中空白管中依次加入酵母RNA溶液1.5 mL、水0.5 mL与NaAc/HAc缓冲液1.0 mL；检测管中依次加入酵母核糖核酸（RNA）溶液1.5 mL、待测酶液0.5 mL以及NaAc/HAc缓冲液1.0 mL。每个待测酶液设定三个重复即3个检测管，50 ℃恒温水浴反应时间为15 min，底物浓度、反应时间、反应温度等根据优化过程中的实际实验情况确定。
6.3.5 结果记录与计算
记录各个稀释倍数下各样品管在260 nm紫外光的吸收值A260，并计算与空白管的差值△A260。
6.4 实验结论
6.4.1 底物浓度的确定
酶促反应的底物浓度非常重要。低浓度的底物由于提供的底物不足，酶活力测定值偏小，并且由于吸光度值吸光度变化过小，往往是千分位上的变化，测定不准确。加大底物浓度，能提供足够的反应底物，催化反应速度增加，酶活力测定值也增大，但如果底物浓度过大，酶促反应将过于迅速，导致相对标准偏差增大，因此必须选择合适的底物浓度。不同RNA底物浓度所测得的核糖核酸酶活力值和相对标准偏差参见表1。由表中可见，该反应中核糖核酸酶催化的底物为酵母核糖核酸（RNA），底物浓度在0.070 mg/mL-0.175 mg/mL之间时，核糖核酸酶活力测得值随底物浓度的增加而显著增加。但超过0.15 mg/mL时，变化不显著，而且当底物浓度为0.15 mg/mL时，RSD最小为0.8%，因此底物浓度0.15 mg/mL时为最优浓度。后续的核糖核酸酶活力检测采用的底物酵母核糖核酸RNA浓度为0.15 mg/mL。

表1 底物浓度对酶活力测定的影响（n=3）
	底物浓度（mg/mL）
	酶活力（U/mL）
	RSD（%）

	0.075
	78
	2.1

	0.100
	96
	1.3

	0.125
	108
	0.9

	0.150
	132
	0.8

	0.175
	138
	1.5

	0.200
	144
	2.2



6.4.2 待测液酶活范围的确定
核糖核酸酶活力的大小与多种因素有关，待测液酶的浓度也是其中重要的因素。由于酶促反应底物浓度是一定的，所以加入的待测酶溶液的酶活力浓度需要选择在比色的线性阶段。不同酶浓度对核糖核酸酶吸光度差值测定的影响参见图2，由图2显示结果可知，不同核糖核酸酶酶浓度对酶吸光度差值具有一定的影响，随着酶浓度的增加，核糖核酸酶的活力逐渐增强，当待测酶溶液的酶浓度在0.4-0.7 mg/mL之间有良好的线性关系，但是在0.4-0.5 mg/mL之间由于吸光值差值较低，相对标准偏差较大，因此建议测定时待测液的核糖核酸酶浓度确定为0.7 mg/mL。
[image: ]
图2 不同酶浓度对酶吸光度差值测定的影响

6.4.3 反应温度的确定
核糖核酸酶等酶的催化作用受温度的影响很大，一方面与一般化学反应一样，提高温度可以增加酶促反应的速度。通常温度每升高10 ℃，反应速度加快一倍左右，最后反应速度达到最大值。另一方面酶的化学本质是蛋白质，温度过高可引起蛋白质变性，导致酶的失活。因此，反应速度达到最大值以后，随着温度的升高，反应速度反而逐渐下降，以至完全停止反应。反应速度达到最大值时的温度称为某种酶作用的最适温度。高于或低于最适温度时，反应速度逐渐降低。但是，一种酶的最适温度不是完全固定的，它与作用的时间长短有关，反应时间增长时，最适温度向数值较低的方向移动。
通常测定酶的活性时，在酶反应的最适温度下进行。为了维持反应过程中温度的恒定，一般利用恒温水浴等恒温装置。酶对温度的稳定性与其存在形式有关。已经证明大多数酶在干燥的固体状态下比较稳定，能在室温下保存数月以至一年。溶液中的酶，一般不如固体的酶稳定，而且容易为微生物污染，通常很难长期保存而不丧失其活性，在高温的情况下，更不稳定。
不同反应温度对核糖核酸酶吸光度差值的影响参见图3，由图3可见不同反应温度对于核糖核酸酶的活力具有不同程度的影响，在反应温度25℃到75℃的范围内，酶活力呈现先升高后降低的趋势，差异显著性分析表明，45℃和55℃条件下酶活力差异不显著，结合国内外相关文献资料，本实验中确定核糖核酸酶活力的测定温度为50℃。
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6.4.4 反应时间的确定
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研究表明，即使在适宜的条件下酶的催化效率也不是一成不变的，酶在工作一段时间后会发生钝化现象，即催化能力下降、丧失。不同反应时间对核糖核酸酶吸光度差值的影响参见图4，由图4可见，随着反应时间的延长，酶活力呈现先升高然后进入平稳期、再升高最后下降的趋势，数据统计分析表明，酶体系反应15分钟的酶活力与反应1分钟、3分钟、5分钟和10分钟比较，均具有显著的差异，但是反应10分钟与1分钟、3分钟和5分钟的条件下，酶活力差异不显著，此外，酶活力在15分钟与20分钟和25分钟比较，差异不显著，并且有下降趋势，因此，综合考虑分析本实验中的结果，标准中确定核糖核酸酶活力测定反应时间为15分钟。
6.4.5 反应pH值的确定
[bookmark: _GoBack]反应体系pH值对于核糖核酸酶等酶的活力影响很大，其中相关机制很复杂，目前主要有下列几个方面。一是当pH过小（过酸）或者过大（过碱）都能使酶蛋白变性而失活；二是pH的改变能影响酶活性中心上必须基团的解离程度，同时也可以影响底物和辅酶的解离程度，从而影响酶分子对底物分子的结合和催化，只有在特定的pH下，酶、底物和辅酶的解离状态最适宜它们相互结合并发生催化作用，从而使酶反应速度达到最大值。因此，一般来讲酶的最适pH不是一个常数，它的大小与底物的种类和浓度、缓冲液的性质和浓度、介质的离子浓度、温度、反应时间等有关。
 (
图
5
 
不同
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对酶
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测定的影响
)[image: ]










    不同反应pH值对核糖核酸酶吸光度差值测定的影响参见图5。由图5可见，不同反应体系pH值对酶活力具有不同程度的影响，随着pH值的增加，酶活力呈现先下降再升高的趋势，尽管pH 7.0的条件下，核糖核酸酶活力高于pH 5.0条件下的活力，但是根据数据统计学分析，核糖核酸酶活力在pH 5.0和pH 7.0的条件下差异并不显著。因实验中选择的NaAc/HAc缓冲液pH 5.0，所以结合实验的可操作性、催化效率和失活速率，核糖核酸酶活力测定标准中确定酶活力测定体系的pH值为5.0。
[bookmark: _Toc460871005]七、验证情况及结果分析
采用本方法对市售公司核糖核酸酶产品A、B进行了活力检测，其结果如下。根据试验结果产品A、B的酶活分别为150 U/mg和161 U/mg。
[bookmark: _Toc460871006]八、标准属性的建议
本标准属于管理服务标准，建议作为推荐性标准批准发布。
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