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壳聚糖修饰羊毛防毡缩用蛋白酶的制备及其酶学性质
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摘要：为了减少防毡缩整理中蛋白酶对羊毛纤维主体结构的破坏作用，利用水溶性碳二亚胺将

壳聚糖大分子偶联到蛋白酶（Ｓａｖｉｎａｓｅ　１６Ｌ）分子上，增大蛋白酶分子量，从而将水解作用限制在

纤维表面。研究结果表明，壳聚糖修饰后蛋白酶的二级结构 更 加 规 整，整 体 结 构 更 加 紧 凑；Ｋｍ

从２０．６２ｇ／Ｌ提高到３５．２１ｇ／Ｌ，表明其对底物的亲和力变小；修饰酶的最适温度为５５℃，在该

温度下的热稳定性较好，且在７０℃以上的高温下，修饰酶显示出优于未修饰酶的稳定性。
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　　羊毛纤维表面覆盖着致密的鳞片层，由于纤维

间的 定 向 摩 擦 效 应，使 得 毛 织 物 在 洗 涤 过 程 中，发

生严重的毡缩现象，导致织物尺寸缩小。传统的氯

化防毡缩整理虽然可以达到较好的防毡缩效果，但

是会产生有机氯化物等对环境有害的物质。因此，

环境友好的 生 物 酶 防 毡 缩 整 理 方 法 越 来 越 受 到 重

视［１－３］。
生物酶防 毡 缩 整 理 主 要 是 利 用 酶 分 子 对 羊 毛

纤维表面鳞 片 的 水 解 作 用，破 坏 鳞 片 层，达 到 防 毡

缩目的。羊毛 防 毡 缩 用 蛋 白 酶Ｓａｖｉｎａｓｅ　１６Ｌ分 子





ＣＨＥＮ　Ｒｅｎ－ｒｅｎ，ｅｔ　ａｌ：Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｃｈｉｔｏｓａｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｕｓｅｄ　ｆｏｒ

Ｓｈｒｉｎｋ　Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　Ｗｏｏｌ　ａｎｄ　Ｉｔｓ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ
量相对较小，只有２６－２９ｋＤａ，很 容 易 通 过 鳞 片 间

隙的细胞膜复合物层扩散进入纤维主体，水解细胞

间质，对纤维强力造成严重损伤［１，４－５］。相关研究表

明，通 过 化 学 修 饰 使 蛋 白 酶 分 子 量 增 大 到 一 定 程

度，则 可 将 酶 的 作 用 范 围 限 制 在 纤 维 表 面，降 低 对

纤维主体的损伤［１］。
已报道的 可 用 于 酶 修 饰 的 大 分 子 有 聚 乙 二 醇

（ＰＥＧ）及其衍生物、环糊精（Ｃｙｃｌｏ－ｄｅｘｔｒｉｎ）、葡聚

糖（Ｄｅｘｔｒａｎ）、壳 聚 糖（Ｃｈｉｔｏｓａｎ）等［６－７］。其 中，壳

聚糖是甲壳素脱乙酰基后的产物，基本单元是带有

氨基的葡萄 糖，分 子 链 上 分 布 着 大 量 羟 基 和 氨 基，
性质活泼，是 比 较 合 适 的 大 分 子 修 饰 剂。目 前，以

壳聚 糖 为 固 定 化 载 体，戊 二 醛 为 交 联 剂，将 酶 固 定

化的研究较多［８－９］。但 在 均 相 体 系 中，将 壳 聚 糖 大

分子与蛋白 酶 偶 联 以 改 变 蛋 白 酶 性 能 的 研 究 还 未

见报道。由于大分子的规整性和氢键作用，壳聚糖

只能溶于稀 酸 中，不 溶 于 水 和 绝 大 多 数 有 机 溶 剂，
因此，壳聚糖改性的物质可以随着环境ｐＨ 值的变

化而改变其溶解性［１０］。本文正是利用该性质，实现

壳聚糖修饰酶与未修饰酶的分离纯化。

ＥＤＣ（１－ｅｔｈｙ－３－（３－ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）ｃａ－
ｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ　ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）是可溶于水的碳二亚胺，
具有活化羧基的作用，可以引发羧基和伯胺的缩合

反应［４］。本文利用ＥＤＣ活化蛋白酶分子的羧基，使
之与壳聚糖分子中的伯氨基之间发生缩合反应，形

成壳聚糖－蛋白酶偶联物，从而达到增大蛋白酶分子

量的目的。

１．１　实验材料

１．１．１　主 要 实 验 试 剂　Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ　Ｓ－２００凝 胶 填

料：北 京 拜 尔 迪 公 司 提 供；蛋 白 酶（Ｓａｖｉｎａｓｅ　１６Ｌ，

１６　０００Ｕ／ｇ）：Ｎｏｖｏｚｙｍｅｓ公 司 提 供；壳 聚 糖（脱 乙

酰度≥９０％，粘 均 分 子 量 约４０万）：国 药 集 团 化 学

试 剂 有 限 公 司 产 品；碳 二 亚 胺 （ＥＤＣ，纯 度 ≥
９８．５％）：上海晶纯实业有限公司产品；其他化学试

剂均为分析纯。

１．１．２　主 要 实 验 设 备　ＭＦ９９－３自 动 液 相 色 谱 分

离层析仪，层析柱（内径１．６ｃｍ，长５０ｃｍ）：上海沪

西分析仪器 厂 产 品；Ｆ－４６００荧 光 分 光 光 度 计：日 本

Ｈｉｔａｃｈｉ公司产品；ＭＯＳ　４５０圆二色谱仪：法国Ｂｉｏ－
ｌｏｇｉｃ制造。

１．２　试验方法

１．２．１　蛋白酶的化学修饰　壳聚糖对蛋白酶的化

学修饰过程如图１所示。

图１　ＥＤＣ将壳聚糖偶联到酶分子上的反应历程

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｗｉｔｈ　ｃｈｉｔｏｓａｎ

　　参照文献［１０－１３］的 方 法 对 蛋 白 酶 进 行 修 饰

和分离纯 化。先 将 壳 聚 糖 溶 解 在１％（Ｗ／Ｖ）醋 酸

溶液中，配制成２０ｇ／Ｌ溶液，备用。配制反应液，调
节ｐＨ至４，最 终 体 系 中 含 有５％（Ｖ／Ｖ）蛋 白 酶、８
ｇ／Ｌ壳聚 糖。先 在 室 温 下 震 摇３０ｍｉｎ，充 分 混 匀

后，加入４０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＣ，继续于室温反应４ｈ。反

应结束后，用５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．５）缓冲液

调节溶液ｐＨ 至 弱 碱 性，使 产 物 沉 淀。再 将 其 以４
０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，将壳聚

糖－蛋白酶偶联物分离出来。

１．２．２　酶活和蛋白质浓度测试　采用酪蛋白为底

物，测 试 蛋 白 酶 在３７℃的 活 力。酶 活 测 定 采 用 紫

外分光光度法［１４］，将每分钟催化酪蛋白水解生成１

μｇ酪氨酸的酶量定义为一个活力单位。
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蛋白质浓度测试采用考马斯亮蓝法［１５］。

１．２．３　体 积 排 阻 色 谱 检 测　利 用 紫 外 检 测 仪 在

２８０ｎｍ 检 测 蛋 白 酶 的 出 峰 时 间。洗 脱 液 为２０
ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸－醋 酸 钠 缓 冲 液（ｐＨ　４．５），其 中 含 有

１５０ｍｍｏｌ／Ｌ氯化钠。

１．２．４　荧光光谱分析　激发波长为２８０ｎｍ，狭缝

宽度均为５ｎｍ，测定蛋白酶在２５０～５００ｎｍ内的发

射光谱。

１．２．５　圆 二 色 性 谱 图（Ｃｉｒｃｕｌａｒ　ｄｉｃｈｒｏｉｓｍ　ｍｅａｓ－
ｕｒｅｍｅｎｔｓ，ＣＤ）分析　扫描波长范围１９０～２５０ｎｍ，
响应时间为１ｓ，比色皿光程为１ｍｍ。

１．２．６　米氏常数（Ｋｍ）的测定　采 用Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－
Ｂｕｒｋ双倒数法，固定蛋白酶浓度，测 试 在 不 同 底 物

浓度下的初速度，以１／［Ｖ］为纵坐标，１／［Ｓ］为横坐

标作图，求出Ｋｍ。

２．１　洗脱谱图分析

由于蛋白酶自身既含有羧基又含有伯胺基，在

ＥＤＣ的作用下，很可能发生自身交联。为了验证该

交联反应是否会发生，按照相同的修饰配方和反应

条件，在不加壳聚糖的情况下，将ＥＤＣ加入蛋白酶

溶液中进行 反 应。反 应 结 束 后，取ＥＤＣ修 饰 和 壳

聚糖修 饰 反 应 液 进 行 凝 胶 层 析 实 验，结 果 如 图２
所示。

图２　修饰酶和未修饰酶的体积排阻色谱洗脱曲线
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Ｓａｖｉｎａｓｅ

　　比 较 洗 脱 曲 线１和２可 以 发 现，未 修 饰 酶

（ＳＡＶ）只有一个峰，而ＥＤＣ修饰酶（ＥＤＣ－ＳＡＶ）反

应液有两 个 洗 脱 峰。经 检 测，ＥＤＣ－ＳＡＶ反 应 液 的

两个峰都 有 酶 活，且 第 一 个 峰 的 出 峰 时 间 比ＳＡＶ

提前约２０ｍｉｎ，第二个峰应该是在交联反应中没有

被修饰 的 酶，其 峰 值 比 反 应 前 小。这 说 明 在 ＥＤＣ
的作用下，反 应 液 中 出 现 了 新 的 大 分 子 量 物 质，很

有可能蛋 白 酶 分 子 自 身 发 生 了 交 联 反 应。实 验 中

发现，随着反应时间的延长，ＥＤＣ－ＳＡＶ反应液洗脱

曲线中，第一 个 洗 脱 峰 的 峰 值 逐 渐 变 大，而 第 二 个

峰值不断减小。
在单 独ＥＤＣ修 饰 反 应 中，进 行 蛋 白 酶 活 力 测

试，发现随着 反 应 时 间 的 延 长，酶 活 并 没 有 发 生 明

显变化。这表明，分子间交联反应没有对酶的活性

中心造成影响。
壳聚糖分子中含有大量伯胺基，当酶分子被大

量壳聚糖分子包围时，在ＥＤＣ的作用下，理论上可

以形成以酰胺键连接的 壳 聚 糖－蛋 白 酶 偶 联 物。比

较壳聚糖修饰酶（ＣＳ－ＳＡＶ）反应液和壳聚糖（ＣＳ）溶

液的洗脱曲线可知，前者也有两个洗脱峰。第一个

峰的出峰时 间 虽 然 没 有 比 单 独 壳 聚 糖 溶 液 明 显 提

前，但在２８０ｎｍ的吸收增大，这表明部分蛋白酶被

偶联后分子量变大，提前被洗脱出来。同时由于壳

聚糖相对分子质量（４０万）比 较 大，且 分 布 比 较 宽，
与小分子量的蛋白酶偶联后，分子量分布并没有发

生显著变化，造成出峰时间与壳聚糖相比没有太大

区别。第二个峰是反应中未被修饰的蛋白酶，随着

反应时间的延长，峰值逐渐变小。

２．２　圆二色性光谱（ＣＤ）分析

在远紫外区进行ＣＤ测 试，观 察 蛋 白 酶 被 修 饰

后的构象变化。ＣＤ谱的变化直接反应了蛋白质二

级结构的 变 化。图３为 修 饰 前 后 蛋 白 酶 的ＣＤ谱

图，表１为根据图３计算得到的各结构单元的百分

含量。

图３　修饰酶和未修饰酶的圆二色性谱图
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表１　修饰后蛋白酶二级结构变化

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｓａｖｉｎａｓｅ

蛋白酶 α－螺
旋／％

β－折
叠／％

转角／
％

无规
卷曲／％

ＳＡＶ　 ３４．８　 １１．３　 ２３．４　 ３２．１

ＥＤＣ－ＳＡＶ　 ３４．７　 １１．４　 ２３．５　 ３２．１

ＣＳ＋ＳＡＶ　 ３４．８　 １１．５　 ２３．７　 ３２．０

ＣＳ－ＳＡＶ　 ８０．６　 ０．４　 ５．８　 １５．３

　　从图３可 以 看 出，ＳＡＶ的 椭 圆 度［θ］在２２０ｎｍ
处达到 最 低 值，ＥＤＣ－ＳＡＶ的 最 低 值 也 在２２０ｎｍ，
而ＣＳ－ＳＡＶ在２１７ｎｍ 处 值 最 小，峰 位 发 生 蓝 移。
结合表１可以发现，未修饰酶分子以α－螺旋构象和

无规卷曲为主；单独ＥＤＣ修饰后，酶分子的各结构

单元含量 均 未 发 生 变 化。为 了 更 好 地 说 明 壳 聚 糖

修饰后蛋白酶分子的结构变化，直接将蛋白酶与壳

聚糖按照修饰配方物理混合（ＣＳ＋ＳＡＶ）后进行ＣＤ
测试，发现α－螺旋和β－折叠等各结构单元含量基本

不变；加入ＥＤＣ使 壳 聚 糖 与 蛋 白 酶 偶 联 后，α－螺 旋

的含量从３４．８％提高到８０．６％，而无规卷曲的含量

下降 到１５．３％，β－折 叠 和 转 角 的 含 量 也 相 应 减 少，
说明ＣＳ－ＳＡＶ的二级结构发生了较大变化。

２．３　荧光光谱分析

在天然蛋白质分子结构中，酪氨酸（Ｔｙｒ）、色氨

酸（Ｔｒｐ）和苯丙氨酸（Ｐｈｅ）这３种 氨 基 酸 会 发 射 荧

光。由于Ｔｙｒ、Ｔｒｐ和Ｐｈｅ侧链的疏水性，一般情况

下，这些基团分布在蛋白质内核的疏水区［１６－１７］。修

饰和未修饰酶的荧光发射光谱如图４所示。
在２８０ｎｍ的 激 发 波 长 下，未 修 饰 酶 的 最 大 发

射波长为３４０．４ｎｍ；ＥＤＣ修饰后，最大发射波长未

发生变化；壳聚糖与蛋白酶物理混合后最大发射波

长红移到３４６．４ｎｍ，荧光强度下降了７０．９％；壳聚

糖修饰酶的最大发射波长为３４５．４ｎｍ，荧光强度比

未 修 饰 酶 弱，稍 强 于 两 者 直 接 物 理 混 合 的 荧 光 强

度。在２８０ｎｍ处 激 发 产 生 的 荧 光，主 要 是 色 氨 酸

残基的荧光发射［１６－１７］。上述现象，可能是由于壳聚

糖修 饰 后，蛋 白 酶 的 结 构 更 加 紧 凑，色 氨 酸 被 包 埋

的更深所致。此外，单独ＥＤＣ修饰蛋白酶后，荧光

强度也有 所 降 低。殷 海 波 在 半 乳 糖 修 饰 葡 萄 糖 氧

化酶的研究中也发现类似现象，即修饰酶的发射峰

位红移，荧光强度明显降低［１８］。

图４　修饰酶和未修饰酶的荧光发射光谱
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　　综上可知，单独ＥＤＣ修饰后，蛋白酶的结构和

性质变化都不大。因此，接下来的实验中均只研究

壳聚糖修饰后蛋白酶的酶学性质变化。

２．４　壳聚糖修饰酶的表观米氏常数变化

Ｋｍ 是 酶 催 化 反 应 动 力 学 的 重 要 常 数，反 映 酶

与底物 亲 和 力 的 大 小。根 据Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ方

程，可计算Ｋｍ。图５为 壳 聚 糖 修 饰 前 后 蛋 白 酶 的

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ双倒数图。
壳聚糖修饰后，蛋白酶的Ｋｍ 从２０．６２ｇ／Ｌ提

高到３５．２１ｇ／Ｌ，说明ＣＳ－ＳＡＶ与底物酪蛋白 之 间

的亲和力 变 小。这 可 能 是 由 于ＣＳ－ＳＡＶ的 结 构 更

加规整、紧凑，造 成 酶 分 子 的 活 性 中 心 与 底 物 结 合

时，缺乏与底 物 结 合 所 必 要 的 分 子 链 柔 韧 性，构 象

变化受到限制，从而导致其与底物之间的亲和力减

小；也可能是 由 于 蛋 白 酶 被 修 饰 后，酶 分 子 量 和 体

积均增大，底 物 酪 蛋 白 的 分 子 量 也 比 较 大，在 空 间

位阻的作用 下，难 以 与 酶 的 活 性 中 心 接 近，故 表 观

米氏常数增大［４，１９］。

图５　修饰酶和未修饰酶的Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ图
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２．５　温度对壳聚糖修饰酶活力的影响

修 饰 和 未 修 饰 酶 在 不 同 温 度 下 的 活 力 如 图６
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所示。

图６　修饰酶和未修饰酶在不同温度下的酶活曲线
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　　从图６可 以 看 出，在ｐＨ　６的 磷 酸 盐 缓 冲 溶 液

（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）中，ＳＡＶ在５５℃时活力最高，并且在

７０℃以下温度范围内都具有很高活 力。蛋 白 酶 与

壳聚糖物理混合后，蛋白酶的温度－酶活曲线几乎没

有发生变化。壳聚糖修饰后，蛋白酶的最适温度仍

保持在５５℃；此外，ＣＳ－ＳＡＶ在８０℃还能保持最适

温度时６０％以 上 的 酶 活，而ＳＡＶ在８０℃只 残 留

３０％左右的酶活，表明ＣＳ－ＳＡＶ的适用温度范围更

宽。

２．６　壳聚糖修饰酶的热稳定性变化

蛋白酶的使用温度一般都在其最适温度，故考

察在最适温度５５℃保 温 不 同 时 间 后，修 饰 和 未 修

饰酶的稳定性，结果如图７所示。

图７　修饰酶和未修饰酶在５５℃的热稳定性曲线
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　　由图７可知，ＳＡＶ在５５℃、ｐＨ　５的醋酸－醋酸

钠缓冲溶液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ）中的热稳定 性 较 好，处 理

１８０ｍｉｎ后，仍能保留９０％以上的活力；蛋白酶与壳

聚糖物理混合后，蛋白酶的热稳定性没有受到显著

影响，仅 在 前９０ｍｉｎ内 酶 活 稳 定 性 稍 有 提 高；ＣＳ－
ＳＡＶ的稳定 性 也 很 好，稍 高 于ＳＡＶ。这 可 能 是 由

于壳聚糖共价偶联到酶分子上后，在较高温度下酶

分子的构象变化受到限制，减少了分子内部基团的

热振动，使其 不 易 失 活［１６］；也 可 能 是 由 于 壳 聚 糖 的

大分子长链包围在酶分子周围，对蛋白酶起到了一

定保护作用，导 致 热 稳 定 性 提 高［２０］，这 应 该 也 是 造

成物理混合 后 蛋 白 酶 热 稳 定 性 稍 有 提 高 的 原 因 之

一。但是，由 于ＳＡＶ 在５５℃的 热 稳 定 性 已 经 很

好，故ＣＳ－ＳＡＶ热稳定性提升的空间并不大。

　　１）在ＥＤＣ的活化作用下，蛋白 酶 分 子 自 身 发

生交联，但是 该 反 应 并 不 影 响 蛋 白 酶 的 活 力，修 饰

后蛋白酶的结构也未发生明显变化。

２）从圆二色谱计算结 果 可 知，壳 聚 糖 修 饰 后，
蛋白酶 分 子 中 无 规 卷 曲 的 含 量 从３２．１％下 降 到

１５．３％，无规卷 曲 减 少，表 明 蛋 白 酶 的 二 级 结 构 更

加规整。

３）荧光发射光谱分析 表 明，壳 聚 糖 修 饰 后，蛋

白酶 的 最 大 荧 光 发 射 波 长 从３４０．４ｎｍ 红 移 到

３４５．４ｎｍ，且荧光 强 度 显 著 降 低，揭 示 了 修 饰 酶 的

结构更加紧凑。

４）根据Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ方程计算可知，壳聚

糖修饰后，蛋白酶的Ｋｍ 从２０．６２ｇ／Ｌ提高到３５．２１
ｇ／Ｌ，说明修饰酶与底物之间的亲和力变小。

５）壳聚糖修饰酶的最适温度没有发生变化，仍
为５５℃，而 在７０℃以 上 高 温 下 的 稳 定 性 得 到 提

高，适用范围变宽。
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