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   唾液酸酶  （EC 3.2.1.18)
（来源于基因工程菌）
NEURAMINIDASE（NanH）：RECOMBINANT
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一、产品介绍
	外    观：
	白色无定形粉末

	比 活 性：
	≥100U/mg

	稳 定 性：
	-20℃至少稳定6个月

	分 子 量：
	45KD

	等 电 点：
	约8.8

	米氏常数：
	Km=1.04mM（唾液乳糖）

	抑 制 剂：
	不受叠氮钠的抑制

	pH稳定性：
	3.5～10.5（20℃ 16hr）                   （Fig. 1）

	最 适 pH：
	5．5～8.0                              （Fig. 2）

	最适温度：
	＞50℃                                 （Fig. 3）

	热稳定性：
	50℃以下30min                         （Fig. 4）


二、酶活测定方法
1. 检测原理
                [image: image1.emf]
2. 酶活定义
1U唾液酸酶等于在下述反应条件中每分钟水解1umol 唾液乳糖（或氧化1umol NADH）所需要的酶量。

3. 检测方法
3.1   酶活检测试剂配制方法
A. 50mM PbS-K, pH 7.5，4℃保存。
B. 8.0mM 唾液乳糖 (N-Acetylneuraminosyl-D-lactose) 

52.5mg 3'-Sialyllactose (sodium salt，MW= 655.53，Carbosynth)溶于10ml 预冷的Buffer A。冰浴备用，或分装后冻存于-20℃。
C. 100U/ml NAL 
用预冷的Buffer A将唾液酸醛缩酶(N-acetylneuraminic acid aldolase，Toyobo NAL-301) 稀释至100U/ml，冰浴备用。 4℃保存。
D. 100U/ml LDH 
用预冷的Buffer A将LDH(乳酸脱氢酶)稀释至100U/ml，冰浴备用。4℃保存。
E. 2.5mM NADH 
17.8mg NADH (MW=709.4) 溶于10ml去离子水，分装后，-20℃保存；临用前解冻，冰浴备用。
F. 酶稀释液

125mg BSA溶于100ml Buffer A中，至终浓度为0.125%（W/V），冰浴备用。4℃保存。

3.2  待测样品的配制 

检测前称量所需酶，酶称量时，应至少称量10毫克的酶，以保证称量的准确性。用酶稀释液溶解，定容到配制体积，室温放置1小时。测定前使用酶稀释液(E)稀释至200-500u/l线性范围。
3.3  酶活检测步骤 

3.3.1按下表将测活试剂混合，配制成液体双试剂R1/R2，冰浴备用，或4℃短期保存。


	Reagent
	Solution
	ul

	R1
	A
	2500

	
	B
	6000

	
	E
	1000

	R2
	C
	1250

	
	D
	1250


3.3.2按“R1+R2=475ul+125ul”添加至“d=1.0cm，容积为800ul”的石英比色皿中，充分混匀，37℃温浴2min；然后加入25ul待测酶液，充分混合均匀，37℃温育反应至10min；记录第7-10min内OD340的变化，并计算每分钟吸光值变化（△As/min）。测活历程如下：
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3.3.3重复以上步骤，用25μl酶稀释液F作为阴性对照。记录空白吸光值（△Ab/min）。
3.3.4活力计算：
△A/min=△As/min-△Ab/min

	Vt
	反应总体积(625ul)

	ε
	NADH在340nm处的吸光系数为6.22cm2/umol

	Vs
	样品体积(25ul)

	d
	光路长度(1cm)

	D
	稀释倍数

	反应类型
	降反应

	线性范围
	200~500U/L


1、 参考资料：

[1]TOYOBO NRH-301说明书

注意事项：

1. 磷酸盐（如PBS或Pbs-K）能与CaCl2形成沉淀，使测活反应呈升反应，干扰唾液酸酶测活。按东洋纺测活规程进行时，可将NAL和LDH脱盐至50mM Tris-HCl（pH7.5）中。

2. 底物唾液乳糖不稳定，配制时必须使用预冷的Buffer A，冰浴备用，尽量减少在室温下的时间。唾液乳糖在酸性溶液（如100mM PIPES，pH6.5）中易发生酸水解，本底反应较高。

3. 测活时，所用测活试剂需要冰浴备用，降低本底反应。

4. NanH比活很高，在脱盐处理NAL和LDH时尤其要防止NanH污染，充分冲洗AKTA管道和层析柱。

三、 附图
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Sheet1

		热稳定性试验：20120301 用100mM NaAc pH6.5配制的0.125% BSA稀释2500倍至3U/ml，不同温度下各温预30min后，测定活力，计算保留率。

				温度(℃)		25000x		%

		1		-20.0		231		89.2

		2		4.0		259		100.0				加速试验

		3		25.0		247		95.4				4℃ x 0days(kU/L)		42℃ x 4days(kU/L)		%

		4		28.7		254		98.1				2.59		2.44		94.2

		5		37.9		254		98.1						37℃ x 7days(kU/L)		%

		6		42.6		250		96.5						2.48		95.8

		7		52.1		119		45.9

		8		61.2		9		3.5						V1(U/L)		260

		9		65.0		9		3.5						S1(mM)		0.768

														V2(U/L)		165

														S2(mM)		0.384

														Km(mM)		1.04

														Vmax(U/L)		612

		最适反应温度 20120301

				温度(℃)		20000x		%

		1		24		125		33.0

		2		30		225		59.4

		3		37		379		100.0

		4		42		431		113.7

		5		48		507		133.8

		6		50		520		137.2

		7		55		550		145.1

		8		60		557		147.0

		NO		pH		活力(U/L)保留率(%)

		1-3		2.01		1705		46.2

		2-3		2.49		1915		51.9

		3-3		3.99		3690		100.0

		4-3		4.97		3650		98.9

		5-3		6.49		3600		97.6

		6-3		7.34		3570		96.7

		7-3		8.81		3480		94.3

		8-3		9.83		3240		87.8

		9-3		11.30		0		0.0

		10-3		12.00		0		0.0

		最适pH

				100mM Buffer		pH		U/L				本底

		1		NaAc		4.00		73		14.7

		2				5.00		195		39.4		浑

		3				5.51		365		73.7

		4				6.03		444		89.7

		5		PIPES		6.03		380		76.8		浑

		6				6.50		460		92.9

		7				7.01		462		93.3		98(本底反应高)

		8		Tris-HCl		7.01		509		102.8

		9				7.51		520		105.1

		10				8.02		359		72.5

		11				8.51		208		42.0

		12				9.01		95		19.2

		13				9.58		34		6.9

		14		Pbs-K		5.99		400		80.8		浑

		15				6.52		500		101.0		半浑

		16				7.01		526		106.3		微浑

		17				7.45		495		100.0

		18				7.50		500		101.0

		19				8.02		336		67.9
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Sheet1

		热稳定性试验：20120301 用100mM NaAc pH6.5配制的0.125% BSA稀释2500倍至3U/ml，不同温度下各温预30min后，测定活力，计算保留率。

				温度(℃)		25000x		%

		1		-20.0		231		89.2

		2		4.0		259		100.0				加速试验

		3		25.0		247		95.4				4℃ x 0days(kU/L)		42℃ x 4days(kU/L)		%

		4		28.7		254		98.1				2.59		2.44		94.2

		5		37.9		254		98.1						37℃ x 7days(kU/L)		%

		6		42.6		250		96.5						2.48		95.8

		7		52.1		119		45.9

		8		61.2		9		3.5						V1(U/L)		260

		9		65.0		9		3.5						S1(mM)		0.768

														V2(U/L)		165

														S2(mM)		0.384

														Km(mM)		1.04

														Vmax(U/L)		612

		最适反应温度 20120301

				温度(℃)		20000x		%

		1		24		125		33.0

		2		30		225		59.4

		3		37		379		100.0

		4		42		431		113.7

		5		48		507		133.8

		6		50		520		137.2

		7		55		550		145.1

		8		60		557		147.0

		NO		pH		活力(U/L)保留率(%)

		1-3		2.01		1705		46.2

		2-3		2.49		1915		51.9

		3-3		3.99		3690		100.0

		4-3		4.97		3650		98.9

		5-3		6.49		3600		97.6

		6-3		7.34		3570		96.7

		7-3		8.81		3480		94.3

		8-3		9.83		3240		87.8

		9-3		11.30		0		0.0

		10-3		12.00		0		0.0

		最适pH

				100mM Buffer		pH		U/L				本底

		1		NaAc		4.00		73		14.7

		2				5.00		195		39.4		浑

		3				5.51		365		73.7

		4				6.03		444		89.7

		5		PIPES		6.03		380		76.8		浑

		6				6.50		460		92.9

		7				7.01		462		93.3		98(本底反应高)

		8		Tris-HCl		7.01		509		102.8

		9				7.51		520		105.1

		10				8.02		359		72.5

		11				8.51		208		42.0

		12				9.01		95		19.2

		13				9.58		34		6.9

		14		Pbs-K		5.99		400		80.8		浑

		15				6.52		500		101.0		半浑

		16				7.01		526		106.3		微浑

		17				7.45		495		100.0

		18				7.50		500		101.0

		19				8.02		336		67.9
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