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壳寡糖修饰多聚半乳糖醛酸酶优化条件研究

刘小林
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摘　要：以水溶性低分子量壳寡糖作为修饰剂对已纯化的多聚半乳糖醛酸酶进行化学修饰，通过

单因素试验和正交试验探讨ｐＨ值、温度、修饰时间、壳寡糖的用量等因素对修饰效果的影响和最

佳修饰条件的优化筛选。结果表明，通过正交试验筛选出最佳修饰反应条件为：８０ｍｇ活化的多聚

半乳糖醛酸酶，反应体系中ｐＨ为４．０，反应温度为３℃，反应时间为１２ｈ，壳寡糖用量为１５０ｍｇ，
修饰效果最佳。利用此条件对多聚半乳糖醛酸酶进行化学修饰具有显著的激活作用，修饰后酶的

比活力是３４０．１０Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，比修饰前提高了１５３．４２％。
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　　利用大 分 子 或 小 分 子 修 饰 剂 对 酶 分 子 的 侧 链

进行改造，以获得具有临床和工业应用价值的酶蛋

白，是目前应用最广泛的酶化学修饰技术。多聚半

乳糖醛酸酶（ＥＣ　３．２．１．１５，ｐｏｌｙｇａｌａｃｔｕｒｏｎａｓｅ，简称

ＰＧ）能随机地从多聚半乳糖醛酸内部打开α－１，４－糖

苷键，产生聚合度为１０～１４的寡聚半乳糖醛酸［１］。

ＰＧ在植物抗 真 菌 感 染 机 理 研 究，植 物 果 实 软 化 和

脱落，种子成熟 等 基 础 领 域 有 广 泛 的 研 究［２－５］。此

外，ＰＧ在食品工业，农业，化妆品业，造纸业等领域

也有广泛的应用，是当今国际生物科学研究领域的

热点［６－７］。目前，应用 较 多 的 小 分 子 修 饰 剂 主 要 有

氨基葡萄糖、乙 酸 酐、丁 酸 酐、邻 苯 二 酸 酐 等，而 应



用较为广泛的大分子修饰剂有右旋糖苷、聚乙二醇

（ＰＥＧ）、单氧甲基聚乙二醇（ｍＰＥＧ）、壳寡糖等。
壳寡糖也叫 壳 聚 寡 糖，也 称 几 丁 寡 糖，学 名β－

１，４－ 寡聚葡 萄 糖 胺。壳 寡 糖 是 将 壳 聚 糖 经 特 殊 的

生物酶技术处理而得到的一种全新的产品，一般把

由２０个以下氨基葡萄糖组成的低聚壳聚糖称为壳

寡糖。壳寡糖 是 水 溶 性 较 好、功 能 作 用 大、生 物 活

性高的低分子量产品［８－９］。壳寡糖能够与糖蛋白的

侧链 起 作 用，它 可 以 与 蛋 白 质 的 糖 链 连 接，使 糖 链

延长，从 而 改 变 蛋 白 质 的 分 子 构 象，进 而 影 响 蛋 白

质分子的 生 物 活 性。壳 寡 糖 作 为 酶 化 学 修 饰 剂 目

前有报道仅用于蔗糖酶的化学修饰［１０］，特别是低分

子量的壳寡糖（相对分子质量小于５　０００）作为化学

修饰剂应 用 于 酶 的 化 学 修 饰 更 未 见 报 道。为 了 提

高多聚半乳糖醛酸酶的催化活性，提升此酶在工业

生产中的应用价值，本试验以水溶性低分子量壳寡

糖（Ｃｈｉｔｏｓａｎ　ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，简 称ＣＯＳ）作 为 修 饰

剂对已纯化的多聚半乳糖醛酸酶进行化学修饰，通

过单因素试验和正交试验，探讨ｐＨ值、温度、修饰

时间、壳 寡 糖 的 用 量 等 因 素 对 修 饰 效 果 的 影 响，筛

选最佳的修饰条件，以图为快速、廉价地提高ＰＧ的

活力和稳定性提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验材料

多聚半乳糖醛酸酶（ＰＧ）为Ｆｌｕｋａ公司产品，桔
子果胶（９９％）为Ｓｉｇｍａ公司产品，壳寡糖购于深圳

汉邦多糖科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　蛋 白 质 含 量 测 定　参 照Ｂｒａｄｆｏｒｄ［１１］的 方

法，以牛血清清蛋白为标准。

１．２．２　酶活力测定　修饰酶和未修饰酶活力测定

参照王小 敏 等［１２］的 方 法 进 行 改 进，酶 促 反 应 体 系

ｐＨ　４．０，反应温度为５５℃，反应时间是３０ｍｉｎ，采

用ＤＮＳ法测 定 生 成 的 半 乳 糖 醛 酸 量，在 上 述 反 应

条件下，每分钟产生１μｇ半乳糖醛酸的酶量定义为

１单位ＰＧ酶活（Ｕ）。酶的比活力用 Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ
表示。

１．２．３　中性糖含量测定　采用硫酸－苯酚法［１３］。

１．２．４　氨基修饰率的测 定　采 用ＴＮＢＳ法［１４］，分

别对ＰＧ及ＣＯＳ－ＰＧ进行游离氨基的测定，并计算

每毫克蛋白质被结合的氨基。

１．２．５　单 因 素 试 验　采 用 不 同ｐＨ 值（分 别 为

３．０、３．６、４．０、４．６、５．０、５．６）、不 同 反 应 时 间（分 别

为４、８、１２、１６、２０、２４ｈ）、不 同 高 碘 酸 钠 用 量（分 别

为２０、４０、６０、８０、１００、１２０ｍｇ）、不同壳寡糖用量（分

别为４０、８０、１００、１２０、１５０、２００ｍｇ）、不 同 反 应 温 度

（分别为３、５、１０、２０、３７、４５℃）对酶进行化学修饰，
比较不同反应条件对ＰＧ修饰效果的影响。

１．２．６　正 交 试 验　选 用Ｌ１６（４５）正 交 试 验 方 案 对

修饰条件进行优化，正交试验综合考虑了反应体系

中ｐＨ（Ａ）、温 度（Ｂ）、反 应 时 间（Ｃ）、壳 寡 糖 用 量

（Ｄ）、ｐＨ与温度的交互作用（即ｐＨ×温 度）（Ｅ）等

对ＰＧ化学修饰效果的影响，正交试验 因 素 条 件 设

计如表１所示。
表１　正交试验因素

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｔｅｓｔ

水平

因 素

Ａ
ｐＨ值

Ｂ
温度／
℃

Ｃ
反应

时间／ｈ

Ｄ
壳寡糖

用量／ｍｇ

Ｅ
ｐＨ×
温度

１　 ３．０　 ３　 ４　 ５０　 １

２　 ３．６　 ５　 ８　 １００　 ２

３　 ４．０　 １０　 １２　 １５０　 ３

４　 ４．６　 ２０　 １８　 ２００　 ４

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果

２．１．１　不同ｐＨ 值对ＰＧ修饰效果 的 影 响　结 果

见图１。由图１可知，在一定条件下，ｐＨ 以３．６时

修饰效果 最 好，修 饰 后，ＰＧ的 酶 活 力 提 高 最 为 显

著，修饰 后 酶 的 比 活 力 为３１６．７６Ｕ／ｍｇ，比 修 饰 前

提高了１３６．３８％。

图１　不同ｐＨ值对ＰＧ修饰效果的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａ－
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＧ

２．１．２　不同反应时间对ＰＧ修 饰 效 果 的 影 响　结

果见图２。由图２可见，在一定条件下，反应时间以

８ｈ时修饰效 果 最 好，修 饰 后，ＰＧ的 酶 活 力 提 高 最

３１８　第６期 刘小林：壳寡糖修饰多聚半乳糖醛酸酶优化条件研究



为显著，修 饰 后 酶 的 比 活 力 为３１８．９２Ｕ／ｍｇ，比 修

饰前提高了１３７．８２％。

图２　不同反应时间对ＰＧ修饰效果的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｃｈｅｍｉｃａｌ

ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＧ

２．１．３　不同用量的高碘酸钠对ＰＧ修 饰 效 果 的 影

响　结果见图３。由图３可见，在一定条件下，高碘

酸钠用量以６０ｍｇ时修饰效果最好，修饰后，ＰＧ的

酶活力提高最为显著，修饰后酶的比活力为３１３．３１
Ｕ／ｍｇ，比修饰前提高了１３３．６４％。

图３　不同高碘酸钠用量对ＰＧ修饰效果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｄｉｕｍ　ｐｅｒｉｏｄａｔｅ　ｄｏｓａｇｅ　ｏｎ

ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＧ

２．１．４　不同壳寡糖用量对ＰＧ修 饰 效 果 的 影 响　
结果见图４。由图４可见，在一定条件下，修饰剂壳

寡糖用量以１５０ｍｇ时 修 饰 效 果 最 好，修 饰 后，ＰＧ
的酶 活 力 提 高 最 为 显 著，修 饰 后 酶 的 比 活 力 为

３１６．３５Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ，比修饰前提高了１３５．９０％。

２．１．５　不同反应温度对ＰＧ修饰 效 果 的 影 响　结

果见图５。由图５可见，在一定条件下，反应温度以

１０℃时修饰效果最好，但与修饰温度为５℃时差异

不显著，修饰 后，ＰＧ的 酶 活 力 提 高 显 著，修 饰 后 酶

的 比 活 力 为 ３０１．８９ Ｕ／ｍｇ，比 修 饰 前 提 高 了

１２５．１２％。

图４　不同的壳寡糖用量对ＰＧ修饰效果的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＣＯＳ　ｄｏｓａｇｅ　ｏｎ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉ－
ｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＧ

图５　不同反应温度对ＰＧ修饰效果的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄ－
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＧ

２．１．６　正交试 验 结 果　正 交 试 验 见 表２。从 表２
可知，因 素Ａ（ｐＨ）以 第３水 平 为 最 好，因 素Ｂ（温

度）以第１水平为最好，因素Ｃ（反应时间）以第三水

平为最好，因素Ｄ（壳寡糖用量）以第三水平为最好，
因此，最优水平搭配为Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ３，即以８０ｍｇ活化

的ＰＧ为底物，反应体系中ｐＨ 值为４．０，反应温度

为３℃，反应时间为１２ｈ，壳寡糖用量为１５０ｍｇ，修
饰效果最佳，对ＰＧ具有显著的激活作用，修饰后酶

的比活力是３４０．１０Ｕ／ｍｇ，比修饰前提高了１５３％。
极差分析表明，影 响ＰＧ化 学 修 饰 效 果 因 素 的

主次顺序为：ｐＨ（Ａ）＞ｐＨ×温度（Ｅ）＞温度（Ｂ）＞
反应时间（Ｃ）＞壳寡糖用量（Ｄ），说明ｐＨ对ＰＧ化

学修饰的效果影响最大，是影响ＰＧ化 学 修 饰 的 关

键因素。

２．１．７　壳寡糖对ＰＧ修饰效果的检 验　以８０ｍｇ
活化的ＰＧ为底物，按照正交试验得出 壳 寡 糖 修 饰

ＰＧ的最佳条件（即反应体系中ｐＨ 值为４．０，反 应

温度为３℃，反 应 时 间 为１２ｈ，壳 寡 糖 用 量 为１５０
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ｍｇ）进行验证性试验对正交试验结果进 行 验 证，得

到修 饰 酶（ＣＯＳ－ＰＧ），修 饰 前 后 酶 活 性、糖 含 量、氨

基修饰率、酶活力回收率的比较见表３。

表２　壳寡糖对ＰＧ化学修饰的正交试验

Ｔａｂ．２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｔｅｓｔ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＰＧ　ｗｉｔｈ　Ｃｈｉｔｏｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

水平 Ａ
ｐＨ值

Ｂ
温度／℃

Ｃ
反应时间／ｈ

Ｄ
壳寡糖用量／ｍｇ

Ｅ
ｐＨ×温度

酶比活力／
（Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）

１　 ３．０　 ３　 ４　 ５０　 １　 ２８６

２　 ３．０　 ５　 ８　 １００　 ２　 ３２５

３　 ３．０　 １０　 １２　 １５０　 ３　 ３３０

４　 ３．０　 ２０　 １８　 ２００　 ４　 ２６３

５　 ３．６　 ３　 ８　 １５０　 ４　 ３１１

６　 ３．６　 ５　 ４　 ２００　 ３　 ３０３

７　 ３．６　 １０　 １８　 ５０　 ２　 ３２３

８　 ３．６　 ２０　 １２　 １００　 １　 ２９１

９　 ４．０　 ３　 １２　 ２００　 ２　 ３５４

１０　 ４．０　 ５　 １８　 １５０　 １　 ３１３

１１　 ４．０　 １０　 ４　 １００　 ４　 ３０９

１２　 ４．０　 ２０　 ８　 ５０　 ３　 ２９９

１３　 ４．６　 ３　 １８　 １００　 ３　 ２８３

１４　 ４．６　 ５　 １２　 ５０　 ４　 ２７８

１５　 ４．６　 １０　 ８　 ２００　 １　 ２６５

１６　 ４．６　 ２０　 ４　 １５０　 ２　 ２９０

Ｋ１ 平均 ３０１．０００　 ３０８．５００　 ２９７．０００　 ２９６．５００　 ２８８．７５０

Ｋ２ 平均 ３０７．０００　 ３０４．７５０　 ３００．００１　 ３０２．０００　 ３２３．０００

Ｋ３ 平均 ３１８．７５０　 ３０６．７５０　 ３１３．２５０　 ３１１．０００　 ３０３．７５０

Ｋ４ 平均 ２７９．０００　 ２８５．７５０　 ２９５．５００　 ２９６．２５０　 ２９０．２５０

Ｒ　 ３９．７５０　 ２２．７５０　 １７．７５０　 １４．７５０　 ３４．２５０

　　由表３可知，修 饰 后，ＣＯＳ－ＰＧ的 酶 比 活 力、糖

含量 有 大 幅 度 的 提 高，与 天 然 酶 相 比，修 饰 酶 的 比

活力提高了１５３．４２％，糖质量分数提高了４１．８２％，
氨 基 修 饰 率 为 ３２．８５％，酶 的 活 力 回 收 率 为

１２６．５１％。
表３　修饰前后ＰＧ酶活性、糖含量、氨基修饰率和酶活力回

收率的比较

Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉｔｙ，ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ，ａｍｉｎｏ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ，ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｒｅ－
ｔｒｉｅｖｅ　ｒａｔｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｎｄ　ｎａｔｕｒａｌ　ｅｎ－
ｚｙｍｅ

酶
酶比活力／
（Ｕ／ｍｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ）

糖质量
分数／％

氨基
修饰率／％

酶活力
回收率／％

ＰＧ　 １３４．２０　 ３．１８　 ０　 １００

ＣＯＳ－ＰＧ　 ３４０．１０　 ４．５１　 ３２．８５　 １２６．５１

３　讨　论

酶分子的化学修饰，就是在分子水平上对酶分

子进行改造。这种改造包括两个水平上的改变：即

对酶分子主链 结 构 的 改 变［１５］和 对 其 侧 链 基 团 的 改

变［１６］。利用大分子或 小 分 子 修 饰 剂 对 酶 分 子 的 侧

链进行改造，以获得具有临床和工业应用价值的酶

蛋白，是目前应用最广泛的酶化学修饰技术。本试

验用壳寡糖 来 修 饰ＰＧ，取 得 了 较 好 的 效 果。事 实

上，修饰效果受到ｐＨ值、温度、修饰时间、壳寡糖的

用量等因素的综合影响。
首先，ｐＨ 是 控 制 修 饰 反 应 的 重 要 条 件 之 一。

有报道认为，对木瓜凝乳蛋白酶而言，增加ｐＨ可以

提高反 应 速 率，降 低ｐＨ 可 以 减 小 反 应 速 率［１７］。

ｐＨ能改变肽 链 的 二 级 结 构，因 为 改 变 了 侧 链 基 团

的电荷而引起构象的变化［１８］。ｐＨ决定了酶蛋白分
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子中反应基团的解离状态，所以控制反应的ｐＨ，也

就控制了各功能基的解离程度，从而影响修饰的效

果。本实验 结 果 表 明，ｐＨ４．０条 件 下，最 适 合ＰＧ
的化 学 修 饰。这 可 能 是 由 于 ＰＧ 的 最 适 ｐＨ 为

４．０［１９－２０］，当ｐＨ为４．０时，ＰＧ酶分子活性部位的反

应基团处于最适于反应的解离状态。此时，用水溶

性的壳寡糖进行修饰，壳寡糖就容易交联到酶蛋白

表面上。
其次，温度也是影响酶分子修饰效果的重要因

素。一般情况下，酶分子是不耐高温的。温度过高

酶分子会变性失活。反过来，温度太低也不利于反

应。不同的 酶 对 温 度 的 敏 感 性 差 异 很 大。在 酶 分

子化学修饰过程中，必须考虑酶的稳定性和活化后

修饰剂的稳定性两方面。酶分子是蛋白质，凡是使

蛋白质变 性 的 温 度 都 能 使 酶 失 去 活 性。酶 在 常 温

下也 会 逐 渐 失 活，这 是 因 为 不 管 在 任 何 温 度 下，总

会有少量酶分子处于较高的能量状态，这些分子会

越过能障成为非活性分子，称之为热失活［２１］。温度

越高，处 于 高 能 状 态 的 酶 分 子 就 越 多，宏 观 上 表 现

出酶分子 越 不 稳 定。本 试 验 的 单 因 素 试 验 结 果 表

明，当用水溶性的壳寡糖修饰ＰＧ时，修饰温度为５
～１０℃时修饰效果最好，修饰后酶活性最高。而正

交试验结果则表明，修饰温度为３℃时修饰效果最

好，修饰后酶活性最高。其原因可能是由于壳寡糖

修饰ＰＧ的活化过程是高碘酸钠将糖蛋白分子糖链

上的羟基氧化为醛基，形成一个含有二醛的中间产

物，中间产物极不稳定，温度高 时，经 活 化 的ＰＧ不

稳定而导致不利于化学修饰的进行。
再次，修 饰 时 间 也 影 响 修 饰 效 果。一 般 而 言，

修饰 时 间 稍 长，酶 与 修 饰 剂 结 合 率 就 高，修 饰 效 果

就应该较 好。但 修 饰 时 间 也 不 是 越 长 越 好。本 试

验的单因素试验结果表明，修饰时间为８ｈ时修饰

效果最好，修饰后酶活性最高。但正交试验结果则

表明，修饰时间为１２ｈ时修饰效果最好，修饰后酶

活性最高。修 饰 时 间 对 修 饰 效 果 的 影 响 主 要 表 现

在：一方面，修饰时间过短，修饰剂与酶未能充分结

合；另一方面，由于活化的ＰＧ不 稳 定，过 长 的 修 饰

时间有可能导致ＰＧ分子之间的交联或 失 活，反 而

不利于酶分子的化学修饰。
最后，壳寡糖的用量也会影响修饰效果。用量

过少，酶 分 子 的 基 团 未 能 全 部 修 饰，会 使 修 饰 效 果

差。反之，壳寡糖用量过多也不一定就能得到好的

修饰效果，更会造成材料浪费。本研究通过正交试

验得出壳寡糖的最适用量是１５０ｍｇ。
经过细致的探索，本 实 验 筛 选 出 对ＰＧ的 最 佳

修饰反应条件为：以８０ｍｇ活化的多聚半乳糖醛酸

酶为底物，反应体系ｐＨ 为４．０，反 应 温 度 为３℃，
反应时间为１２ｈ，壳寡糖用量为１５０ｍｇ，修饰效果

最佳。经修 饰 后 的 多 聚 半 乳 糖 醛 酸 酶 的 比 活 力 是

３４０．１０Ｕ／ｍｇ，比修饰前提高了１５３％。
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