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人源可溶性环氧化物水解酶抑制剂的高通量筛选 
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摘要: 本研究拟建立体外人源可溶性环氧化物水解酶 (hsEH) 抑制剂高通量筛选模型, 筛选 hsEH 抑制剂。

利用大肠杆菌表达重组 hsEH, 化学合成其特异性的底物PHOME, 建立了基于荧光测定的以 384孔微板为载体的

hsEH 抑制剂高通量筛选模型 (Z ' = 0.65)。对 47 360 种样品 (包括 25 040 种化合物和 22 320 种天然产物) 进行

初筛, 选择初筛抑制率大于 80%的 950 种样品作为活性样品进行复筛。最终确定 2 个化合物具有较强的抑制活

性, 其 IC50 值分别为 8.56 和 4.31 μmol·L−1。结果表明, 所建立的 hsEH 抑制剂高通量筛选模型具有灵敏、稳定、

重复性好的特点。 
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Abstract: To screen potential human soluble epoxide hydrolase (hsEH) inhibitors, a high-throughput 

screening model in 384-well microplate with total volume of 50 μL was established.  Recombinant hsEH   
was cloned and expressed in E. coli. and its specific substrate PHOME was synthesized.  The HTS model was 
based on fluorescence analysis with enhanced sensitivity and specificity (Z ' = 0.65).  A total of 47 360 samples 
(including 25 040 compounds and 22 320 natural products) were screened, of which 950 samples with inhibition 
greater than 80% were selected for further rescreening.  Finally, two compounds with high inhibitory activity 
were identified, whose IC50 value were 8.56 and 4.31 μmol·L−1, separately.  The results indicated that the 
method was stable, sensitive, reproducible and also suitable for high-throughput screening. 
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 环 氧 化 物 水 解 酶  (epoxide hydrolase, EH, 
EC.3.3.2.3) 是脊椎动物体内广泛存在的可以水解外

源性以及内源性环氧化物生成二醇衍生物的一种酶, 
由 554 个氨基酸残基组成, 分子质量约为 60 kDa。在
哺乳动物 EH 可以分为微粒体型、胆固醇型、白三烯

A4 型以及胞质型 (即可溶性 EH, sEH) 等类型。这几

种 EH 序列同源性很低 (氨基酸同源性<5%), 底物特

异性明显不同[1−3]。 
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环氧二十碳三烯酸 (EETs) 是参与调节血管稳

态、血压、缺血性损伤以及炎症等过程的一种旁分泌

和自分泌信号分子。它们广泛分布于肺、心脏和肾脏

微血管的内皮组织中[4, 5]。近年研究显示, EETs 就是

内皮源性超极化因子 (EDHF), 进一步证明了 EETs
具有重要的生理作用。EETs 是可溶性环氧化物水解

酶 (sEH) 的内源性底物, 后者是EETs的主要失活酶, 
是体内降低 EETs 水平的最重要途径, sEH 通过催化

EETs 等脂肪族环氧化物水解生成相应的二羟基衍生

物, 这一反应将 EETs 转化为难以掺入脂质双层的物

质, 增大其极性并使其生物活性丧失, 最后被排泌出
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体外[6]。多项研究显示, sEH 参与了高血压、缺血性

损伤等心脑血管疾病进程, 为临床治疗和药物研发

提供了一个新颖的作用靶点[7−11]。 
本研究通过利用大肠杆菌表达重组 hsEH 蛋白, 

并合成其特异性底物 PHOME, 建立了基于荧光分析

的灵敏、特异和操作性强的高通量筛选模型, 用于本

中心样品库的高通量筛选, 为寻找 hsEH 抑制剂提供

有力的工具。 
 

材料与方法 
样品与试剂   高通量筛选样品由中国医学科  

学院药物研究所国家新药筛选中心样品库提供; 重
组 hsEH 蛋白表达菌株 pET-32a/hsEH BL21, 由本实

验室保种; HEPES、BSA (牛血清白蛋白) 购自 Sigma
公司; sEH 的特异性底物 (3-phenyl-oxiranyl)-acetic 
acid cyano-(6-methoxy-naphthalen-2-yl)-methyl ester 
(PHOME) 由本所俞晓明教授合成, 以 DMSO (二甲

基亚砜) 配制成 100×贮备液 (5 mmol·L−1), 4 ℃保存; 
抗体 sEH (H-215) 购自 Santa Cruz 公司 (sc-25797)。
特异性 sEH 抑制剂 12-[3-adamantane-1-yl-ureido]- 
dodecanoic acid (AUDA) 购自 Cayman Chemical 公司, 
临用时以 DMSO (二甲基亚砜) 配成相应浓度。 

实验仪器  SpectraMax M5 型连续光谱酶标测

试仪 (SoftMax Pro Software 软件, 美国); EDR-384S
型自动分液系统 (日本); Costar 384 孔微板 (Corning 
Incorporated 公司, 美国); Hamilton Microlab® STARplus
自动工作站 (Hamilton Company, 瑞士)。 

人源可溶性环氧化物水解酶重组蛋白制备  以
人肝脏总 RNA 为模板, 经 RT-PCR 获得长度大约为 
1 700 bp 的特异性扩增片段, 与理论值 1 637 bp 基本

相符。将获得的 hsEH cDNA 与 pGEM-T 载体连接后

转化 Top10 E. coli, 进行蓝白斑筛选。从中挑取白斑, 
接种 LB 培养基中振摇培养, 用菌落 PCR 方法筛选 
阳性克隆, 并取阳性克隆质粒用 BamH I 和 Xho I 进
行双酶切鉴定, 证明目的基因已经连接到 pGEM-T
载体上。最后取菌液进行测序 (上海生工生物工程 
技术服务公司), 证明阳性克隆序列正确。然后构建

pET-32a/hsEH表达质粒, 转入大肠杆菌中, 0.5 mmol·L−1 
IPTG 诱导表达 12 h, 取菌体超声破碎, 13 000×g 离心

10 min; 取上清液经 0.22 μm 滤膜过滤, 加载 Ni-IDA
高亲和力纯化柱, 咪唑梯度洗脱, 测定 280 nm 处吸

收度监测各部分洗脱液, 将含有目标蛋白的部分进

行合并, 使用 Millipore Amicon Ultra-15 离心超滤管 

(截留分子质量为 10 kDa) 进行浓缩, 再次蛋白定量

后  −80 ℃保存。临用时现配制成工作液, 其中酶工作

液 A 的质量浓度为 5 μg·mL−1, 酶工作液 B 的质量浓

度为 2.5 μg·mL−1, 置冰上待加样用。 
人源可溶性环氧化物水解酶生物活性测定方法  

根据文献[12, 13]合成特异性底物 PHOME, 其本身无荧

光, 但在 hsEH的作用下发生水解生成产物 6-甲氧基- 
2-萘醛 (6-methoxy-2-naphthaldehyde), 后者能在 330 
nm 光波激发下发出波长为 465 nm 的荧光。动力学 
监测模式连续读取各时间点的荧光信号强度值, 代
表产物 6-甲氧基-2-萘醛的生成量, 按照酶反应速率

法, 其产物的生成速率可以反映酶的活力。 
人源可溶性环氧化物水解酶抑制剂筛选模型的

建立  根据酶反应动力学原理, 利用反应速率法测

定 hsEH 的酶活性。在反应曲线上选取初始阶段最接

近直线的一段, 即可计算其反应初速度 Vmax (标示酶

活性水平)。求出各样品处理后酶的 Vmax, 然后与正常

对照进行比较, 计算出各样品的百分抑制率。 
本实验选择 30 ℃和 pH 7.0 的 25 mmol·L−1 

HEPES 缓冲液 (含 0.1 mg·mL−1 BSA) 作为该酶反应

的温度与缓冲系统。在黑色 Costar 96 孔微板中反应

体积为 200 μL 的前提下, 对底物浓度、酶浓度、反

应时间等进行了优化。然后又对 384 孔微板适用 50 
μL 反应体系进行了确认和优化。 

高通量筛选实验评价及验证  Z'因子法是评估

高通量筛选模型优劣的一种重要方法, 可根据公式

计算: Z' = 1 − 3 × (SDsig + SDback)/(Msig − Mback), SD: 标
准差 , M: 均值 ; 其中“sig”代表信号 , 孔中加入

hsEH 蛋白和底物反应; “back”代表背景, 孔中不加

hsEH 蛋白只含底物孵育。384 孔板中各取 96 个孔的

数据进行分析和计算。 
另外, 为了进一步验证本模型的可靠性, 采用本

模型对已获得一致认可的 sEH 特异性抑制剂 AUDA
进行了 IC50 测定。 

人源可溶性环氧化物水解酶抑制剂高通量筛选  
按照建立的 HTS 实验方法, 对 47 360 种样品 (包括

25 040种化合物和 22 320种天然产物) 进行初筛, 选
择抑制率大于 80% 的样品作为活性样品进行复筛, 
复筛程序同前。根据复筛结果, 选择抑制率大于 80% 

的样品, 10 倍比依次稀释 5 个浓度: 1×10−1、1×10−2、

1×10−3、1×10−4 及 1×10−5 mg·mL−1, 最后根据测定结

果利用软件 Origin 7.0 计算 IC50。 
统计学分析  实验数据以 x ± s 表示, 组间比较
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采用方差分析。 
 

结果 
1  人源可溶性环氧化物水解酶重组蛋白制备 

大肠杆菌表达的 hsEH 蛋白是一个融合蛋白, 除
了目的蛋白外 , 它的蛋白序列上还包含 Trx 蛋白、

S-tag 及 His-tag, 所以经计算该融合蛋白的分子质量

约为 77 kDa。用 Ni-IDA 高亲和力纯化柱对诱导表  
达的重组 hsEH 进行纯化, 咪唑洗脱结合的蛋白, 测
定 280 nm处吸收度 (A280) 值代表不同管洗脱液中的

蛋白洗脱量 (图 1A)。收集 A280 值高于空白的洗脱峰

进行 SDS-PAGE 电泳分析, 发现所洗脱的蛋白呈单

一条带, 经分析鉴定目的蛋白纯度大于 90%。然后用

特异性的 hsEH 抗体对细菌裂解物进行了 Western 
blotting 分析, 可以看到在 77 kDa 处有一明显的条带 
(图 1B)。 
2  酶用量及监测时间的确定 

根据作者前期的酶动力学初步研究显示, 该酶

的 Km 值为 6.72 μmol·L−1, Vmax 为 1.16 nmol·min−1, 综
合考虑底物 PHOME 水溶性的限制, 暂定 200 μL 反

应体系中底物 PHOME 的终浓度为 50 μmol·L−1。实

验中先以黑色 96 孔微板为载体进行考察, 各反应孔

依次加入酶工作液 A: 0、1、3、5、7、10、12、15
及 18 μL, 其余则以反应缓冲液补足。30 ℃孵育 90 
min, 每隔 5 min 测定荧光强度 (Ex: 330 nm, Em: 465 
nm, cutoff: 455 nm), 结果 (图 2) 可见, 随着酶用量

的增加, 反应曲线的斜率也在稳步上升, 但是在 12 
μL时酶相对于底物基本呈现饱和, 15及 18 μL曲线亦

证实了这一点, 为保持底物的过量, 酶工作液 A 的用

量以 10 μL 较好。 
在酶动力学研究中, 测定酶活力的所有反应速

率的比较都必须依赖该曲线的线性部分, 因此要测

定酶促反应的最初反应速度。根据该酶的动态反应曲

线, 先是在 30 ℃孵育 5 min, 然后连续动态监测 6 
min, 间隔 2 min 读取一次荧光强度, 共计读取 4 个时

间点的荧光强度, 这 4个读值点均处于良好的线性区

段内 (图 2), 可用于计算 Vmax。 
 

 
Figure 2  The time-relative fluorescent intensity units (RFU) 
curve of 200 μL reaction volume in 96-well black microplate.  
The volume of hsEH varied as followed: 0, 1, 3, 5, 7, 10, 12, 15, 
and 18 μL.  The fixed concentration of substrate PHOME is 50 
μmol·L−1.  n = 4, x ± s 

 
3  底物浓度的确定 

在确定酶的用量和监测时间后, 还要考察底物

PHOME 的理想浓度。预实验中设置底物的浓度分别

为: 15、20、30、40、50 及 60 μmol·L−1。结果 (图 3) 
可以看到, 随着底物浓度的增加, 荧光信号强度也随

之上升, 并且信号窗也在加大, 到达 50 μmol·L−1 时

可知此时底物已经处于对酶的过量状态, 于是确定

反应体系中底物浓度选用 50 μmol·L−1。 
4  384 孔微板筛选体系优化 

为节约待筛样品、酶和底物的用量, 降低筛选成

本, 提高通量, 在前面 96 孔微板检测体系的基础上

将适用于 96孔微板的 200 μL反应体系按比例缩小至 

 

 
Figure 1  The purification (A) and identification (B) of hsEH in E.coli 
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Figure 3  The time-relative fluorescent intensity units (RFU) 
curve of 200 μL reaction volume in 96-well black microplate.  
The concentration of substrate PHOME varied as followed: 15, 
20, 30, 40, 50, and 60 μmol·L−1.  The fixed volume of hsEH 
extract is 10 μL.  n = 4, x ± s 

 
384 孔微板适用的 50 μL 体系: 底物 PHOME 工作液

25 μL (终浓度为 50 μmol·L−1), 反应缓冲液 22.5 μL, 
酶工作液 A 用量为 2.5 μL。另外, 对酶工作液 A (5 
μg·mL−1) 进行 2 倍稀释, 使之成为酶工作液 B (2.5 
μg·mL−1), 此时酶工作液加样体积为 5 μL, 反应缓冲

液相应调整为 20 μL。结果如图 4 所示, 酶反应曲线

仍然较好地符合酶动力学。 
 

 
Figure 4  The time-relative fluorescent intensity units (RFU) 
curve of 50 μL reaction volume with or without 2% DMSO in 
384-well black microplate.  The fixed concentration of PHOME 
is 50 μmol·L−1 and the fixed volume of hsEH extract is 10 μL in 
50 μL reaction volume.  n = 4, x ± s 

 
5  DMSO 对该筛选模型的影响 

DMSO 对于有机化合物有着良好的溶解性。在

高通量筛选中, 通常采用 DMSO 来溶解样品。采用

384 孔微板, 每孔反应总体积为 50 μL, 其中DMSO 含

量 1 μL, 使此检测体系中 DMSO 的含量为 2%, 超过

实际筛选时 1% 的水平, 结果 (图 4) 显示, 2% DMSO

对酶反应曲线没有明显影响。 
6  高通量筛选模型评价及验证 

分别测定 96 个正常对照孔 (Control: buffer 20 
μL, enzyme 5 μL, PHOME 25 μL) 和 96 个空白对照

孔 (Blank: buffer 25 μL, PHOME 25 μL) 的 Vmax, 结
果 (图5) 求得Control孔的值为1.37 ± 0.14, 而Blank
孔的值为 0.002 1 ± 0.014 1, 计算 Z ' 值为 0.65。另外, 
本模型测定 sEH 特异性抑制剂 AUDA 的 IC50 值为

9.95 nmol·L−1, 与文献[12−14]报道基本平行。因此可以

认为本模型是一种灵敏度高、稳定性好的高通量筛选

方法。 
 

 
Figure 5  The Vmax values of 96 control wells and 96 blank 
wells. Control: buffer 20 μL + hsEH 5 μL + PHOME 25 μL; 
Blank: buffer 25 μL + PHOME 25 μL 

 
7  人源可溶性环氧化物水解酶抑制剂高通量筛选[15] 

按照建立的 HTS 实验方法对 47 360 种样品进行

了筛选 (图 6), 然后对抑制率大 (等) 于 80%的 950
种样品进行了复筛, 选择活性较高、量效关系较好的

样品进行 IC50 的测定。最终确定 J14577 和 J14592 两

种化合物对人源可溶性环氧化物水解酶有较强的抑

制活性 , 其中 J14577 的 IC50 值为 8.56 μmol·L−1, 
J14592 的 IC50 值为 4.31 μmol·L−1 (图 7)。 
 

讨论 
sEH 通过对体内 EETs 水平的调控参与血管功能

调节、炎症反应等过程。对于心脑血管疾病, 抑制 sEH
活性, 使体内 EETs 水平增加, 发挥其生理或药理作

用, 是一种很有前景的治疗途径。寻找 sEH 抑制剂已

经成为世界各大制药公司新药研发的热点。目前最好

的抑制剂是 1, 3-二烷基脲类 (dialkylureas), 但是这

类化合物与其他类型抑制剂一样具有难以克服的弱

点, 理化性质不够理想、生物利用度很低以及安全性 
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Figure 6  The distribution of inhibitory activities of 47 360 
samples on hsEH.  Panel A: The scatter curve of inhibitory 
activities of 47 360 samples on hsEH.  Panel B: Line a presented 
an appromix normal distribution curve of 47 360 samples on 
percentage inhibition; line b and floating column c presented the 
accumulated distribution curve of 47 360 samples on percentage 
inhibition; t marked the threshold inhibition ratio of 80% which 
950 hits exceeded in the initial screening 
 

 
Figure 7  The concentration-response curves of J14577 (A) and 
J14592 (B) on hsEH.  The IC50 value of J14577 is 8.56 μmol·L−1, 
the IC50 value of J14592 is 4.31 μmol·L−1 

较差都导致其成药性较差, 限制了其进一步开发成

为临床安全有效的治疗药物[14, 16]。迄今为止, Arete 
Therapeutics 公司的 1, 3-二取代脲类化合物 AR9281
是唯一获准进入临床研究的 sEH 抑制剂[10]。在这种

背景下开发其他更为合理的、安全、有效的新型抑制

剂具有重要意义和广阔的应用前景。 
目前已经分别从人、大鼠、小鼠、鸡以及植物如

马铃薯等克隆和表达了 sEH。重组蛋白在分子量、水

解活性、抑制以及免疫原性等方面都与人肝脏分离的

蛋白非常相似。其中 hsEH 已经从人肝脏克隆并利用

杆状病毒表达系统在 SF21 昆虫细胞重组表达成功, 
但是在原核系统表达未见报道[17−19]。本研究采用大

肠杆菌原核表达体系成功克隆表达 hsEH, 其蛋白诱

导表达量非常高, 而且已经证实具有很好的生物学

功能, 完全可以满足其抑制剂高通量筛选的要求。 
在 sEH 的水解酶活性检测方面, 最初采用放射

性同位素标记的底物, 后又采用色谱法检测, 均比较

费时费力, 代价也高。后来渐渐为分光光度法所取代, 
利 用 4-nitrophenyl-trans-2, 3-epoxy-3-phenylpropyl 
carbonate (NEPC) 作为底物进行动力学观察, 以评

价有效的酶抑制活性。但是分光光度法的局限性在于

其需要的底物浓度较高, 而且底物需要进行化学修

饰以消除自身干扰。近年有报道将一系列具有荧光的

α-cyanoesters 和 α-cyanoethers 作为 sEH 的底物用于

酶抑制剂的研究[12], 从此基于荧光分析的酶活性测

定方法得到了快速发展。本研究根据文献合成 sEH
特异性底物 PHOME, 用于重组 hsEH 的活性检测。

另外, 此前文献[13, 20]均采用终点法, 需要长时间孵

育, 并需要额外加入终止液终止反应, 结果也容易受

到干扰。本研究根据酶动力学原理采用反应速率法, 
克服了反应时间的限制, 降低了假性结果出现的可

能性, 增强了灵敏度、特异性和可操作性; 并且将 96
孔反应体系缩减为适用于 384孔微板, 提高了筛选效

率。 
本研究利用此模型对中心样品库进行了大规模

筛选 , 得到了两种具有较强抑制活性的化合物

J14577 和 J14592, 其化学结构与目前已知的抑制剂

相比具有新颖性。虽然这两种化合物对 sEH 的抑制

作用并不是特别强, 距离新药开发也需要很多更深

入的探索性研究, 但是其仍具有一定的价值。在下一

步的工作中, 除了以其为基础进行结构优化外, 作者

亦将借鉴系统生物学和多靶点药物治疗的新思路 , 
不仅仅局限于 sEH 此单一靶点, 还要针对其他影响
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EETs 水平的靶点诸如细胞色素 P450 表氧化酶、水解

酶等进行研究, 考察化合物是否能够从多个靶点、多

个层次调控 EETs 的代谢, 从而尝试寻找基于 EETs
的多靶点药物。 
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