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摘要：聚唾液酸（Ｐｏｌｙｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ，ＰＳＡ）因其更为有效的安全性，被公认为传统药用缓释材
料———聚乙二醇（ＰＥＧ）的理想替代材料。作者对蛋白质药物———铜锌超氧化物歧化酶（ＣｕＺｎ－
ＳＯＤ）的聚唾液酸修饰进行了初步研究。研究了修饰反应的主要条件：聚唾液酸经高碘酸钾氧化
后生成的活化体，与超氧化物歧化酶以４０∶１的摩尔比反应２４ｈ，可以达到理想修饰效果，生成
的聚唾液酸修饰的超氧化物歧化酶衍生物（ＰＳＡ－ＳＯＤ）平均交联比达到了３．９±０．３。该衍生物
经过ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳和原子力显微镜（ＡＦＭ）检测测得其平均相对分子质量为９０　０００～
１００　０００，分子粒径为１０～１５ｎｍ，约为天然超氧化物歧化酶的４倍。除此，ＰＳＡ－ＳＯＤ呈单颗粒
包覆和多颗粒包覆两种显微形态。ＰＳＡ－ＳＯＤ进行稳定性试验表明，经聚唾液酸修饰的超氧化物
歧化酶的酸碱稳定性、热稳定性和抗酶解稳定性都有了较大程度的提高。
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　　超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）是一种专一清除氧自
由基的金属酶类，可以治疗由氧自由基引起的一系
列疾病如：关节炎、类风湿关节炎等综合症等，此外
在抗辐射、抗肿瘤和预防衰老等方面也发挥着重要
作用［１］。但是，该酶与其他蛋白质类药物一样，在
常温下稳定性差，耐热、耐酸、耐碱能力低，不易保
存，摄入机体后易被体内酶降解，并且通常具备较
强的免疫原性，极易引起机体免疫反应，导致其在
机体内半衰期较短，限制了它在临床上的推广应
用。对该酶进行化学修饰是目前解决上述问题的
主要方法，所用的修饰材料主要是一些亲水性的大
分子如聚乙二醇（ＰＥＧ）、右旋糖苷、白蛋白、明胶和
淀粉等聚合物［２］，其中报道以ＰＥＧ修饰效果最佳，
并获得美国ＦＤＡ批准［３］。

ＰＥＧ化（ＰＥＧｙｌａｔｉｏｎ）是目前化学修饰蛋白及
多肽类药物的主流方法，但目前第二代ＰＥＧ修饰
技术用的大分子ＰＥＧ进入机体后无法降解和排
出，ＰＥＧ本身可能形成新的免疫原，因此尚难评估
积累该物质对机体的长期效应。基于这一点，Ｇｒｅ－
ｇｏｒｉａｄｉｓ等人［４］提出可使用聚唾液酸代替ＰＥＧ分
子来修饰蛋白和肽类药物。Ｃｏｎｓｔａｎｔｉｎｏｕ等人［５－６］

也通过研究发现，经聚唾液酸修饰后肿瘤抗体稳定
性提高，免疫原性降低，有效延长了抗体在机体内
的半衰期。聚唾液酸是一种通过微生物发酵制备
的Ｎ－乙酰神经氨酸（唾液酸）的多聚分子，具有强亲
水性和生物可降解性，与蛋白质具有很好的相容
性［４］。由于唾液酸是动物细胞表面糖蛋白和糖脂
的末端寡糖，在细胞之间粘附和信号识别等生物过
程中起重要作用，因此含聚唾液酸或者唾液酸的物
质进入机体则表现非免疫原性［４］。
作者首次尝试将通过微生物发酵制备并纯化

的聚唾液酸用于修饰铜锌超氧化物歧化酶，并且研
究了修饰反应的主要条件。另外，通过酶活稳定性
测试，确证了聚唾液酸修饰对铜锌超氧化物歧化酶
稳定性的影响，并采用蛋白凝胶电泳和原子力显微
镜对修饰酶进行了形态分析。

１．１　材料与试剂

１．１．１　材料　聚唾液酸粗品：作者所在研究室制
备［７－８］；铜锌超氧化物歧化酶：浙江康基生物公司
提供。

１．１．２　试剂　蛋白质相对分子质量标准品：购自
上海生工。唾液酸标准品（Ｎ－乙酰神经氨酸）和

ＮａＣＮＢＨ３：Ｓｉｇｍａ公司产品；胃蛋白酶（Ｐｅｐｓｉｎ）：购
自上海聚源生物公司产品；胰蛋白酶（Ｔｒｙｐｓｉｎ）：国
药试剂公司产品。

１．２　方法

１．２．１　聚唾液酸含量测定　采用间苯二酚法［９］。

１．２．２　聚唾液酸的分离纯化　发酵液经乙醇沉
淀，氯代十六烷基吡啶（ＣＰＣ）络合和解离后，透析
（透析膜截留相对分子质量为７　０００）２４ｈ，冷冻干燥
后保藏备用。聚唾液酸产品重新溶解，上 ＤＥＡＥ
Ｆａｓｔ　Ｆｌｏｗ（ＧＥ，美国）凝胶层析柱，收集聚唾液酸洗
脱峰，透析脱盐，冻干即得聚唾液酸纯品，－２０℃保
存［１０－１１］。

１．２．３　聚唾液酸平均相对分子质量及纯度的鉴定

　采用高效液相凝胶过滤色谱法（ＨＰＧＦＣ），色谱
条件：色谱柱 Ｕｌｔｒａｈｙｄｒｏｇｅｌ　ＴＭＬｉｎｅａｒ　３００ｍｍ×７．８
ｍｍ×２ ｍｍ；示 差 检 测 器，流 动 相 ０．１ ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＮＯ３，流量０．９ｍＬ／ｍｉｎ；柱温４５℃。

１．２．４　蛋白质含量测定　考马斯亮蓝法［１２］。

１．２．５　内毒素测定　凝胶法［１３］。

１．２．６　聚唾液酸的激活［１４］　聚唾液酸纯品在高碘
酸钠的作用下，非还原末端Ｃ－７上的邻二醇结构被
氧化为活性醛基。将１００ｍｇ纯化的聚唾液酸与１０
ｍＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ高碘酸钠混合，在２０℃水浴避光振
荡１５ｍｉｎ。再加入２０ｍＬ乙二醇终止反应，继续振
荡３０ｍｉｎ，反应液质量分数在０．０２％ （ＮＨ４）２ＣＯ３
溶液中透析（截留相对分子质量为７　０００）２４ｈ。

１．２．７　聚唾液酸对ＳＯＤ的修饰［１４］　活化聚唾液
酸与ＣｕＺｎ－ＳＯＤ表面的自由氨基在 ＮａＣＮＢＨ３ 的
作用下，发生希夫碱反应生成ＰＳＡ－ＳＯＤ交联体。
将ＳＯＤ（１ｍｇ／ｍＬ）溶于磷酸缓冲液（ｐＨ　７．２），加入
活化的聚唾液酸（过量）和 ＮａＣＮＢＨ３（５ｍｇ／ｍＬ），
置于密封管中在２５℃下振荡２４ｈ。将反应液用分
子筛层析分离去除未反应的试剂，收集修饰酶冻干
保存。

１．２．８　聚唾液酸修饰ＳＯＤ交联比的测定［９］　将上
述反应液用三氯乙酸（ＴＣＡ）进行蛋白沉淀（游离聚
唾液酸在ＴＣＡ条件下不沉淀，交联聚唾液酸随着
交联蛋白一块沉淀），然后测定上清液中游离聚唾
液酸的含量。用差量法计算交联聚唾液酸的含量
与ＳＯＤ总量摩尔之比（交联比），即平均每个ＳＯＤ
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分子交联上的聚唾液酸分子数。实验操作：定时取

１００μＬ反应液，加入ＴＣＡ至１０ｇ／ｄＬ，４℃下静置

３０ｍｉｎ，使酶充分沉淀，３　０００　ｇ离心３０ｍｉｎ，取上清
液测定游离聚唾液酸含量。

１．２．９　ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）　
电泳浓缩胶质量浓度４．５ｇ／ｄＬ，分离胶质量浓度１２
ｇ／ｄＬ，以蛋白 Ｍａｒｋｅｒ为对照，测得经聚唾液酸修饰

ＳＯＤ的相对分子质量。

１．２．１０　原子力显微镜（ＡＦＭ）　样品用Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ
３１００（Ｖｅｅｃｏ，加拿大）在轻敲模式下拍摄，探针选择
为硅，共振频率３２０ｋＨｚ，弹簧常数４２Ｎ／ｍ。扫描
频率１Ｈｚ，扫描行数５１２。

１．２．１１　ＣｕＺｎ－ＳＯＤ活测定　参照ＣｕＺｎ－ＳＯＤ试剂
盒说明书（南京建成生物工程研究所提供）。

酶活保留率（％）＝
修饰后ＳＯＤ活力
修饰前ＳＯＤ活力 ×１００％

２．１　聚唾液酸的纯化及相对分子质量的测定
聚唾液酸粗品经多步分离除杂后，去除了大部

分蛋白，再经ＤＥＡＥ柱层析，收集含聚唾液酸的洗
脱峰，检测纯度为９９．７％。收集峰经鲎试剂测定，
内毒素去除率大于９９．８％；经考马斯亮蓝法测定低
于蛋白质检出限（１μｇ／ｍＬ），表明ＤＥＡＥ柱可很好
地去除杂蛋白质和大部分内毒素。聚唾液酸样品
通过ＨＰＧＦＣ分析，其平均相对分子质量为１６　２００，
分布宽度为１．４２５。

２．２　聚唾液酸对ＣｕＺｎ－ＳＯＤ的修饰
将ＰＳＡ与 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ分别按２０∶１，４０∶１，

６０∶１和１００∶１的摩尔比混合进行交联反应。结
果如图１所示，该交联反应最初是个快速反应，８ｈ
后反应趋缓，约１２ｈ后，交联反应趋于平衡，交联比
达到一个稳定值。不同ＰＳＡ∶ＳＯＤ反应条件下，测
得平均每个ＳＯＤ交联１．８～４．８个聚唾液酸。随着
反应体系中ＰＳＡ∶ＳＯＤ从２０∶１增加到４０∶１，交
联比增长明显，ＰＳＡ∶ＳＯＤ继续增加，交联比则增
长缓慢。这可能是聚唾液酸的强电负性造成的电
荷竞争和分子空间位阻共同影响形成的结果。从
实验效果出发，选用ＰＳＡ∶ＳＯＤ摩尔比４０∶１，反
应时间为２４ｈ即可满足要求。在该条件下，制得的
修饰酶的平均交联比为３．９±０．３，由聚唾液酸相对
分子质量（１６　２００）和 ＣｕＺｎ－ＳＯＤ 相对分子质量

（３２　０００）计算得到修饰酶的平均相对分子质量为

９５　０００±４　９００。

图１　ＰＳＡ修饰ＣｕＺｎ－ＳＯＤ的交联比曲线
Ｆｉｇ．１　Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇ　ｒａｔｉｏ　ｃｕｒｖｅ　ｆｏｒ　ＰＳＡ－ＳＯＤ

２．３　修饰酶的形态分析

２．３．１　 天然酶和修饰酶的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分析 　
ＣｕＺｎ－ＳＯＤ修饰前后的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ结果如图２所
示，天然酶的相对分子质量约为３２　０００，打开二硫
键后的天然酶亚基相对分子质量约为１６　０００，这与

Ｚｅｌｋｏ等人［１５］的报道结果一致。经聚唾液酸修饰后
的ＳＯＤ相对分子质量明显增大，使其在凝胶电泳
中的迁移速率大大减慢。如图２中ｂ条带所示，修
饰酶相对分子质量约为９０　０００～１００　０００，这与上文
交联比测得的平均相对分子质量（９５　０００±４　９００）
相符，表明修饰的ＳＯＤ的水合能力大大增强。

ａ：蛋白 Ｍａｒｋｅｒ；ｂ：修饰酶；ｃ：天然酶；ｄ：天然酶亚基

图２　天然酶与修饰酶的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ图谱
Ｆｉｇ．２　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ｏｆ　ｎａｔｉｖｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｎｄ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ
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２．３．２　天然酶和修饰酶显微形态分析　ＡＦＭ 可
以得到纳米级的、清晰的生物样品三维结构图像，
测算出分子的宽度和高度。图３（ａ）、（ｂ）和（ｃ）分别
为ＳＯＤ修饰先后的 ＡＦＭ 图像，观测范围均为１

μｍ×１μｍ。修饰前天然酶呈均匀的小颗粒，分子
粒径约为２．５～３．５ｎｍ。经聚唾液酸修饰后的

ＳＯＤ表面有一层云状包覆，平均分子粒径增加为

１０～１５ｎｍ，约为修饰前酶分子粒径的４倍。修饰
酶有两种形态，一种是单颗粒包覆形态（图３ｃ中白
箭头），另一种是多颗粒包覆形态（图３ｃ中黑箭

头）。分析是修饰位点数量和电荷排斥等原因共同
造成的：ＳＯＤ表面有多个可修饰ε－ＮＨ２位点［１７］，由
包覆形态推测进行的是多点修饰。聚唾液酸本身
带强负电性［４］，由于修饰聚唾液酸相互间的电荷排
斥作用，使修饰酶呈现单个ＳＯＤ被多个聚唾液酸
包覆的形态；当酶分子距离较近时，活化聚唾液酸
不仅能修饰酶分子，还能发生自聚合而使多个修饰
体连接，所以呈现多颗粒包覆形态。另外，图３（ｂ）
和（ｃ）显示修饰酶横向宽度差异较大，分析是云母基
底表面酶分子的取向不同所造成的。

（ａ）天然酶的ＡＦＭ图；（ｂ）修饰酶的ＡＦＭ图；（ｃ）修饰酶的ＡＦＭ图，白箭头指向单颗粒包覆形态，黑箭头指向多颗粒包覆形态

图３　天然酶与修饰酶的ＡＦＭ图谱
Ｆｉｇ．３　ＡＦＭ　ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ｎａｔｉｖｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｎｄ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ

２．４　修饰酶的稳定性研究

２．４．１　修饰酶的酸碱稳定性　取等量天然酶和修
饰酶，溶于２ｍＬ　ｐＨ 缓冲液中，３７℃水浴保温，定
时测定酶活力，结果如图４所示。

图４　修饰酶的酸碱稳定性
Ｆｉｇ．４　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｐＨ

　　在测试的ｐＨ　２～１１范围内，修饰酶的相对活
力均高于天然酶，尤其在强酸性（ｐＨ　２～３）和强碱
性（ｐＨ　１１）环境下，抗酸碱稳定性显著提高。在ｐＨ
２～３的酸性条件下，１ｈ后修饰酶酶活保留率为

６４％～７４％，而天然酶活力保留率急剧下降，仅为

２０％～３８％。２ｈ后，差异更加明显，天然酶活力保
留率仅剩１０％～２５％，而修饰酶酶活保留率仍有

５３％～６８％。在ｐＨ　１１碱性条件下，处理２ｈ后修
饰酶活力保留率约为８５％，也比天然酶高出近

１１％。聚唾液酸修饰明显改善了ＳＯＤ在酸性条件
下的稳定性，对于ＳＯＤ人体服用具有重要意义。

２．４．２　修饰酶的热稳定性　将等量天然酶和修饰
酶溶于ＰＢＳ（ｐＨ　７．４）中，于７０℃和８０℃水浴保
温，定时取样测定ＳＯＤ活，结果如图５所示。

图５　修饰酶的热稳定性
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｒｍａｌ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ
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　　在７０℃条件下，处理时间内修饰酶比天然酶
高出３５％～５５％。在更高的８０ ℃条件下，修饰

ＳＯＤ也比天然酶高出３１％～４５％。在高温下天然
酶酶活快速降低，当反应到３ｈ时，天然酶已几乎失
活，相比修饰酶仍有４９％～６１％的剩余酶活，聚唾
液酸修饰显著地提高了ＳＯＤ的热稳定性。

２．４．３　修饰酶的抗酶解稳定性　将等量天然酶和
修饰酶分别加入人工胃液（胃蛋白酶，ｐＨ　５．０，以
排除强酸影响）和人工肠液中（胰蛋白酶，ｐＨ　６．８），
于３７℃保温，定时取样测定ＳＯＤ活，结果如图６所
示。

图６　修饰酶抗酶解稳定性
Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ

　　在人工胃液中，修饰酶的酶活保留率比天然酶
高出２０％～３５％。在人工肠液中，修饰酶比天然酶
酶活保留率高出近１５％。随着反应时间的增加，修
饰酶逐渐显示出比天然酶更佳的抗酶解稳定性。

ＰＥＧ对酶进行修饰时，酶的稳定性有明显提高。

Ｖｅｒｏｎｅｓｅ等［１８］推测ＰＥＧ与蛋白质分子结合后，由
于修饰程度较高，其ＰＥＧ长链在溶液中可在蛋白
质周围自由移动，对蛋白质起到保护作用，使蛋白
质的稳定性提高。相比聚唾液酸修饰ＳＯＤ的修饰
程度低于ＰＥＧ，修饰酶的抗热、抗酸碱和抗酶解方
面稳定性得到了有效的增强，分析推测是以下３个
原因：（１）聚唾液酸具有高度亲水性，使得修饰酶分
子表面的酶解位点被聚唾液酸所掩蔽，形成了一个
多糖水化保护层；（２）聚唾液酸具有强负离子性，它
与相邻的带相反电荷的氨基酸残基相互作用，形成
了第二层保护层；（３）推测修饰酶的四级构象有所
变化，使分子表面暴露的酶解位点移位至分子内部
而被掩盖，从而增强了其稳定性。

　　采用相对分子质量为１６　２００的高纯度聚唾液
酸对ＣｕＺｎ－ＳＯＤ进行修饰，当聚唾液酸与超氧化物
歧化酶以４０∶１的摩尔比反应２４ｈ，可以达到理想
修饰效果。在此条件下生成的ＰＳＡ－ＳＯＤ衍生物的
平均交联比达到了３．９±０．３。该衍生物经过ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳检测测得其平均相对分子质量增大为

９０　０００～１００　０００。并首次用原子力显微镜观察到
修饰酶分子粒径１０～１５ｎｍ，约为修饰前的４倍，修
饰酶的表面有一层云状包覆，呈单颗粒包覆和多颗
粒包覆两种显微形态，分析推测进行的是多点修
饰。与天然ＳＯＤ相比，ＰＳＡ－ＳＯＤ衍生物在酸碱稳
定性、热稳定性和抗酶解稳定性方面都有显著提
高，修饰效果与相关文献报道中ＰＥＧ修饰的效果
类似［１９，２０］。
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