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温和气单孢菌 !"#$$硫酸软骨素裂解酶的分离纯化与固定化

蔡苏兰 阎浩林" 何汉洲
（沈阳药科大学制药工程学院，沈阳 //""/1）

摘 要 通过硫酸铵沉淀、BC:.D3E=9F35 C7"柱层析及 D3E=9F35 G./7"凝胶过滤等纯化步骤，对源自温和气单孢菌
HI-//的 J=D9K3进行了分离纯化。结果表明，J=D9K3经上述纯化步骤后被纯化了 77倍，其最终纯度可达 07L以
上，比活为 -/@41+M;N。经 DOD.PCG:及 Q8:测定可知该酶的分子量约为 4"RO，等电点为 #@- S #@4。将纯化后的
J=D9K3用海藻酸钠或纤维素固定化后，J=D9K3的热稳定性及贮存稳定性均可得到大幅度的提高：固定化酶用 4"T
水浴处理 /!";<>或于 #T冰箱放置 -"F后仍可保留 7"L以上的相对活力；但固定化酶的收率较低，仅为 /4@71L和
/4@41L。
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硫酸软骨素裂解酶（A=&>FU&<6<>9K3 或 A=&>FU&<6<>
K+’V963 ’,K9K3简称 J=D9K3）是一类能将硫酸软骨素、
软骨素、透明质酸等糖胺聚糖降解为不饱和二糖

（!O<）及寡糖的裂解酶。随着对 J=D9K3 的深入研
究，人们已发现 J=D9K3不仅可用于了解硫酸软骨素
在机体内的分布、结构与功能［/ W -］，而且 J=D9K3有着
广泛的药理学活性：J=D9K3可溶解椎间盘内髓核或
破裂的纤维环、降解囊性纤维变性部位的黏液物、阻

止玻璃体与视网膜的粘连、促进神经轴的再生、抗肿

瘤以及增强软骨细胞与软骨的黏附能力等［# W 0］。此

外，由于低分子量硫酸软骨素（!RO S /"RO）对于预
防动脉粥样硬化、风湿性关节炎和伤口愈合具有更

好的疗效［/"］，因此酶解法制备低分子量硫酸软骨素

也是目前研究的热点之一。在国外，对于 J=D9K3的
研究比较早，商品化的 J=D9K3 CXJ、J=D9K3 CJ等多
由 3*(/%)& 4),1+*#& 及 5,+4(6+0/%*#)7 "%8+*#$)7 两种菌
株生产，其价格昂贵并且其生产受专利保护［//］；而

国内对于 J=D9K3的研究较少，仅林雪松等报道过用
普通变形杆菌 1"/" 制备 J=D9K3［/!］。我们利用本实
验室筛选出的一株产 J=D9K3 的温和气单孢菌
HI-//［ 9%*(7($+& &(6*#+ HI -//］通过硫酸铵沉淀、
BC:.D3E=9F35 C7"阴离子交换柱层析及凝胶过滤层
析等步骤分离纯化出了 J=D9K3（其类型尚未确定），经

测定该 J=D9K3的分子量为 4"RO，等电点为 #@- S #@4。
固定化酶技术是 !"世纪 1"年代初期发展起来

的一项新技术，以其操作简便、稳定性强、易与产物

分开等优点而被广泛应用。在国内外，除 )&Y+,+R<
D96&等人报道过将 3*(/%)& 4),1+*#&，)J2J#1-1包埋于
卡拉胶网格中外［/-］，迄今尚无人利用固定化 J=D9K3
的方法进行降解硫酸软骨素的研究。实验中我们将

纯化的 J=D9K3 分别通过海藻酸钠凝胶包埋法及纤
维素共价结合法进行了固定化，经固定化后 J=D9K3
的稳定性得到了大幅度的提高。

$ 材料与方法

$%$ 材料
菌株：温和气单孢菌［9%*(7($+& &(6*#+ HI -//］，

本实验室自行筛选。

培养基：斜面培养基：!L营养肉汤 Z "@!L硫酸
软骨素 Z !L琼脂；种子培养基：!L营养肉汤 Z
"@!L硫酸软骨素；发酵培养基：#@7L葡萄糖 Z
!@"L蛋白胨 Z "@/L酵母粉 Z "@/L)9J’ Z "@7L硫
酸软骨素。

主要试剂：硫酸软骨素 CJ混合物，购自宁波市
中药制药厂；D3E=9F35 G./7"为 P=9U;9A<9进口分装；
BC:. D3E=9F35 C7" 购自中国医药集团上海化学试



剂公司；蛋白质分子量标准来自中国生物制品检定

所；两性电解质为 !"#$%#&’#产品；对苯二胺购自中
国医药集团上海化学试剂公司；海藻酸钠购自中国

医药集团上海化学试剂公司；其它试剂均为进口或

国产分析纯。

主要仪器：()*+,-- 紫外可见分光光度计为北
京瑞利仪器分析公司产品；电泳仪为北京六一仪器

厂产品。

!"# 方法
!"#"! ."/#01的制备：参照 2#3#45 6等［,7］的分离
纯化方法并略有改动。取活化的试管斜面菌株接种

于种子培养基（8-%9 种子培养液:8;-%9 三角瓶）
中，<-=、>-$:%’3条件下振荡通气培养 ,7"后按 8?
接种量接种到发酵培养基（8-%9 发酵液:8;-%9 三
角瓶）中，<-=、>-$:%’3条件下振荡通气培养 87"后
将发酵液离心（,- ---$:%’3，,- %’3）、弃去菌体收集
上清液 ,,--%9，然后将上清液用 @;?饱和度的
（AB7）8 /C7 沉淀过夜后离心（,- ---$:%’3，,- %’3）。
取沉淀用 ;-%9 -D-8%EF:9 醋酸缓冲液（GB ;D-）溶解
并用 -D-8 %EF:9醋酸缓冲液（GB ;D-）透析除盐，将
所得的 @- %9 样品上样于 HIJ*/1G"#K1L I;- 柱
（8DM&% N 7-&%），此时 ."/#01被吸附在层析柱上，然
后用 -D-8 %EF:9 醋酸缓冲液（GB ;D-）进行洗脱（流
速为 ,%9:%’3，每管收集 <%9），直至无蛋白质洗出为
止，然后换用含有 -D- O -D> %EF:9 A#.F的 -D-8 %EF:9
醋酸缓冲液（GB ;D-）进行梯度洗脱；将活性组分合
并后，用 2’FF’GE$1超滤离心管（截留分子量 ;-PQ）离
心浓缩成 8D-%9，将其中的 -D; %9上样于 /1G"#K1L
R*,;-柱（8D-&% N ,--&%），用含 -D, %EF:9 A#.F 的
-D-8 %EF:9 S$’0*B.F缓冲液（GB @D;）进行洗脱（流速
为,%9:@%’3，每管收集 7 %9），收集活性组分。再将
剩余的 ,D; %9蛋白质浓缩液分次上样于 /1G"#K1L
R*,;- 柱（8D-&% N ,--&%），最后将所有的活性组分
浓缩备用。

!"#"# 蛋白质含量的测定：采用 9ET$U法［,;］。
!"#"$ 蛋白质分子量、等电点的测定及纯度的鉴
定：采用 /Q/*!IRJ法及等电聚焦电泳法［,M］。
!"#"% ."/#01的固定化：
（,）海藻酸钠凝胶包埋法：配置一定浓度的海藻
酸钠凝胶溶液与酶液混合均匀，然后用注射器针筒

滴入无菌的 -D8%EF:9 .#.F8 溶液中，固化 8-"，制成
直径为 < O 7%%的球状固定化酶，最后用蒸馏水洗
涤数次以除去未被包埋的酶。

（8）纤维素共价结合法：按文献［,@］中方法进行

固定化。首先制备胺化纤维素，即将滤纸纤维素用

<%EF:9 A#CB浸泡过夜，然后水洗，打浆，得到较均
一的纤维素。将 ,--V 湿纤维素悬浮于 ,;-%9
,%EF:9 A#CB 溶液中，加入 M-%9 环氧氯丙烷，于
M-=反应 <-%’3，过滤，水洗后，再加入 8-V对苯二胺
水溶液，于 7;=反应 <- %’3，抽干，水洗后即得胺化
纤维素。然后进行固定化，其方法为：将 ,V载体加
入水 <D-%9，再加入 ,%EF:9 B.F ;D-%9 搅拌均匀。
在 - O ;=下慢慢滴加 ;D-%9 ;?的 A#AC8 溶液。

8-%’3后抽干。先用冷的 -D-;%EF:9 B.F洗 < 次，再
用水洗 <次后抽干。在磷酸缓冲液中（GB MD-），加
入一定量的 ."/#01，在 - O ;=条件下反应 <"后用水
洗 <次，即得固定化酶。
!"#"& ."/#01活力的测定：
（,）溶液酶活力的测定：取溶液酶 ,-!9 加入

7%9 -D8?硫酸软骨素溶液（溶于 -D-8 %EF:9 磷酸缓
冲液中，GB @D;），<@=水浴中保温 8-%’3 后于沸水
浴中煮沸 8%’3，产物于 8<;3%处测定不饱和二糖的
吸光度 !。
（8）固定化酶活力的测定：取海藻酸钠包埋的固
定化酶 ,V或纤维素共价结合的固定化酶 -D,V加入
;%9 -D8?硫酸软骨素溶液（溶于 -D-8 %EF:9 S$’0*B.F
或磷酸缓冲液中，GB @D;），<@=水浴中保温 8-%’3
后，过滤取反应液于 8<;3%处测定不饱和二糖的吸
光度 !。
（<）酶活力单位定义：参考 W#%#V#X# S 等［,>］的
方法，规定酶活力单位为在上述条件下每分钟裂解

硫酸软骨素生成 ,!%EF不饱和二糖的酶量为一个活
力单位。

（7）相对活力：在比较范围内固定化酶或溶液酶
与相应的最高酶活力的比值（通常以百分数表示）。

# 结果与讨论

#"! ’()*+,的分离纯化
."/#01经 HIJ*/1G"#K1L I;-柱层析及 /1G"#K1L

R*,;-凝胶过滤层析的层析图谱见图 ,和图 8，分离
纯化的具体结果见表 ,。由图 ,、图 8 及表 , 可知，
."/#01经（AB7）8 /C7 沉淀、HIJ*/1G"#K1L I;-柱层析
和 /1G"#K1L R*,;-凝胶过滤层析等一系列纯化步骤
后，其比活力可达 <,5:%V、纯化收率可达 <@?、最终
可纯化 ;;倍。纯化后的 ."/#01用 /Q/*聚丙烯酰胺
凝胶电泳法及等电聚焦电泳法检测其纯度时（见图

<、图 7）可得到单一的蛋白质条带，经薄层扫描可知
其纯度为 +;D<?。而且通过 /Q/*聚丙烯酰胺凝胶
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电泳可知该 !"#$%&的分子量约为 ’()*，通过等电聚
焦电泳可知该 !"#$%&的等电点在 +,- . +,’范围内。
从分子量上看该 !"#$%& 的分子大小与文献中报道
的 !"#$"%&’(#)" ’*")+(),+、!)"%-%,’+ ./0*)1’(/),+ 及 2.’3

4%&’(#)"/*- $)5’"/,*- 所 产 生 的 !"#$%& /! 相
似［0+，01，2(］，但等电点远远低于上述菌体产生的

!"#$%& /!，因此该菌株产生的 !"#$%&可能是一种新
的 !"#$%&。

表 ! "#$%&’的纯化
(%)*’ ! +,-./.0%1.23 2/ 0#234-2.1.3%&’ /-25 !"#$%$&’( ($)#*’ 678!!

3456768$96:; %9&< =:9$> $896?69@A4 =:9$> <5:9&6;ABC D6&>EAF #<&86768 $896?69@A［4A（BC·B6;）］ 3456768$96:;（7:>E）

!54E& &G95$89 0H12 -0-2,I( 0((,(( (,IH 0,((

/BB:;64B %4>7$9&，$79&5 E6$>@%6% 0(J0 20-,02 J-,-1 +,1’ ’,H-

K/LM%&<"$E&G /I( 8:>4B; H0I -J,++ -1,’+ 01,J2 -+,+-

#&<"$E&G NM0I( 8:>4B; JI0 2(,+- -H,-1 -0,’J II,’1

图 0 !"#$%&经 K/LM#&<"$E&G /I(柱的洗脱图
O6CP0 L>496:; <$99&5; :7 8":;E5:696;$%& 75:B K/LM#&<"$E&G /I( 8:>4B;
—<5:9&6; 8:;9&;9 6; :<968$> E&;%69@ $9 2’(;B；Q Q Q 8:;8&;95$96:; :7

R$!>；!—!&;S@B& $896?69@；/ -BT :7 75$896:; U$% 8:>>&89&E 6; &$8" 94V&

图 2 !"#$%&经 #&<"$E&G NM0I(柱的洗脱图
O6CP2 L>496:; <$99&5; :7 8":;E5:696;$%& 75:B #&<"$E&G NM0I( 8:>4B;
!—!&;S@B& $896?69@；—<5:9&6; 8:;9&;9 6; :<968$> E&;%69@ $9 2’(;B；/

+BT :7 75$896:; U$% 8:>>&89&E 6; &$8" 94V&

9:9 "#$%&’的固定化
9:9:! 海藻酸钠凝胶包埋法固定化 !"#$%&条件的
确立：

（0）海藻酸钠浓度对酶固定化作用的影响：取用
不同浓度海藻酸钠凝胶（0,IF . -,(F 6 A7）固定
的硫酸软骨素裂解酶各 0C测定酶活。结果见表 2。

图 - 不同纯化阶段所获 !"#$%&样品的 #*#M3/NL图
O6CP - #*#M3/NL :7 8":;E5:696;$%& %$B<>&% :V9$6;&E

$9 E677&5&;9 %9$C&% E456;C <456768$96:;
0：$79&5 #&<"$E&G NM0I(；2：$79&5 K/LM#&<"$E&G /I(；-：854E& &G95$89；+：
$79&5 $BB:;64B %4>7$9& <5&86<69$9&；I：B$5)&5

图 + !"#$%&的等电聚焦电泳图
O6CP + W%:&>&89568 7:84%6;C C&> &>&95:<":5&%6% :7 8":;E5:696;$%&

表 9 海藻酸钠浓度对固定化酶活力的影响
(%)*’ 9 ;//’01 2/ &24.,5 %*<.3%1’ 0230’31-%1.23 23

%01.=.1> 2/ .552).*.?’4 0#234-2.1.3%&’

!:;8&;95$96:; :7

%:E64B $>C6;$9&AF

/V%:5<96:; :7 4;%$945$9&E

E6%$88"$56E&（2-I;B）
D6&>E :7 $896?69@AF

0,I (,-(0 H,I(
2,( (,-0( H,H2
2,I (,HHI 01,-2
-,( (,02’ -,2(
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由表 ! 可知：当海藻酸钠凝胶浓度较低时
（"#$% & !#’%），固定化酶颗粒的结构不够紧密，易
造成 ()*+,-从固定化酶颗粒中渗漏出来，致使部分
酶分子丧失，从而造成固定化酶的活力及酶活回收

率均较低；当海藻酸钠浓度过高时（.#’%），固定化
酶颗粒结构过于紧密，这样也不利于高分子底物与

酶分子的接触，同样导致固定化酶的活力及酶活回

收率较低；当海藻酸钠浓度为 !#$%时，固定化酶颗
粒的紧密程度既有利于对硫酸软骨素裂解酶的包

埋，又有利于酶分子与高分子底物的接触，因此，其

酶活力最大，酶活回收率达 "/%左右。此外，通过
对固定化酶颗粒进行振荡测试，发现该浓度下的固

定化酶颗粒的机械强度也较好。因此，在本实验条

件下，选用 !#$%浓度的海藻酸钠凝胶对酶进行固
定化。

（!）给酶量对酶固定化活力的影响：
用浓度为 !#$% 的海藻酸钠包埋不同量的

()*+,-（0% & !’% ! 1!），然后各取固定化酶 "2测酶
活。结果见图 $。

图 $ 给酶量对固定化酶活力的影响
3425 $ 677-89 :7 +;;-; 8):<;=:494<+,- +>:?<9 :<

+894@49A :7 4>>:B4C4D-; 8):<;=:494<+,-
—!—=-C+94@- +894@49A；—"—A4-C; :7 +894@49A

由图 $可知，当用浓度为 !#$%的海藻酸钠凝
胶包埋不同量的酶液时，通过增加给酶量，可使单位

体积内的固定化酶颗粒中所包埋的酶分子数增加，

进而使固定化酶的活力增强。而与此同时，由于底

物分子的分子量较大，尽管单位体积的固定化酶颗

粒上的酶分子数大大增加了，也不能在更大程度上

增加酶分子与底物分子的有效接触率，这样就造成

了固定化酶的酶活回收率的降低。为了更好地转化

底物分子，同时又不至于对酶的使用造成浪费，本实

验条件下所选择的给酶量为 "!%，此时固定化酶的
收率为 "E#$F%。
!"!"! 纤维素共价结合法固定化 ()*+,-中给酶量
对固定化酶活力的影响：图 F为固定化酶反应给酶
量与固定化酶活力的关系。固定化酶活力并不随着

固定化反应给酶量的增加而提高。这可能是由于随

着纤维素载体负载酶量的增大，酶分子相互拥挤造

成的空间位阻增大。给酶量为 ’#0>G12载体时纤维
素共价结合法固定化 ()*+,-最适，此时固定化酶的
收率为 "E#EF%。

图 F 给酶量对固定化酶活力的影响
3425 F 677-89 :7 +;;-; 8):<;=:494<+,- +>:?<9 :<

+894@49A :7 4>>:B4C4D-; 8):<;=:494<+,-
—!—=-C+94@- +894@49A；—"—A4-C; :7 +894@49A

!"!"# 固定化酶的性质：
（"）最适 HI：图 J为在不同 HI值下测定的溶
液酶和固定化酶的活力。根据测定结果，溶液酶与

经海藻酸钠凝胶包埋的 ()*+,- 的最适 HI 值均为
J#’，并且酶经海藻酸钠凝胶包埋后其曲线走向较为
平缓，说明经海藻酸钠固定化后的酶受环境 HI值
的影响要小于原酶受环境 HI值的影响；而酶用纤
维素固定化后其活性受环境 HI值的影响较大，其
最适反应 HI值向酸性范围内移动了 "个单位。

图 J HI值对 ()*+,-活力的影响
3425 J 677-89 :7 HI :< 8):<;=:494<+,- +894@49A

—!—7=-- 8):<;=:494<+,-

—#—4>>:B4C4D-; 8):<;=:494<+,- K49) 8-CC?C:,-

—$—4>>:B4C4D-; 8):<;=:494<+,- K49) ,:;4?> +C24<+9-

（!）最适温度：图 E为在不同温度下测定的溶液
酶和固定化酶的活力。根据测定结果，温度对固定

化酶的影响较大。其中溶液酶的最适反应温度为

$’L；经海藻酸钠凝胶包埋后的 ()*+,-的最适反应
温度为 0’L；经纤维素共价结合后的 ()*+,-的最适
反应温度为 J’L。
（.）热稳定性：平行取海藻酸钠凝胶包埋的固
定化酶 "2，纤维素共价结合的固定化酶 ’#"2及原酶
液 "’!G各 J份，置于 E’L水浴中，每隔 !’>4<取出
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一份测定酶活（持续 !"#$%&）。结果见图 ’。原酶的
热稳定性很低，当处理 "#$%&后酶活仅为最初活力
的 !#(；固定化酶经 !"#$%&的长时间处理始终维持
在 )#(以上且经纤维素共价结合的固定化酶的热
稳定性更强，经 !"#$%& 处理后可保留近 *#(的活
力。这说明 +,-./0 经固定化后其结构得到了较好
的稳定，对热具有较好的耐受能力。

图 1 反应温度对 +,-./0活力的影响
2%34 1 566078 96 80$:0;.8<;0 9& 7,9&=;9%8%&./0 .78%>%8?

—!—6;00 7,9&=;9%8%&./0

—"—%$$9@%A%B0= 7,9&=;9%8%&./0 C%8, 70AA<A9/0

—#—%$$9@%A%B0= 7,9&=;9%8%&./0 C%8, /9=%<$ .A3%&.80

图 ’ +,-./0的热稳定性
2%34 ’ D,0;$.A /8.@%A%8? 96 7,9&=;9%8%&./0 .78%>%8?

—!—6;00 7,9&=;9%8%&./0

—"—%$$9@%A%B0= 7,9&=;9%8%&./0 C%8, 70AA<A9/0

—#—%$$9@%A%B0= 7,9&=;9%8%&./0 C%8, /9=%<$ .A3%&.80

（E）贮存稳定性：隔日测定在 EF冰箱中保存的
溶液酶及两种固定化酶的活力单位，发现原酶活力

单位于 " 周后降为 E*(，即溶液酶的半衰期不到
!E=，而经海藻酸钠凝胶固定化后的酶活力于 G#=后
为 )"(，即海藻酸钠固定化酶的半衰期达 G#=以上；
经纤维素共价结合的 +,-./0 的活力经 G#= 仍为
1)(，说明用纤维素共价结合的 +,-./0的半衰期远
远高于 G#=。
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利用细胞凋亡原理治疗癌症

细胞凋亡（(<-<7-8.8）是致细胞死亡的重要机制之一，是细胞一种生理性、主动性的“自觉自杀行为”，犹如秋天片片树叶的
“凋落”。这些细胞死得有规律，似乎是按编好了的“程序”进行的，所以又称之为“程序性细胞死亡”。它受细胞内部基因调

控，而调控凋亡的基因有两类：（2）抑制细胞基因凋亡；（Z）启动或促进细胞凋亡。基于此，可利用调控细胞凋亡基因的后者
以启动和促进细胞凋亡。首先要找到这种基因，分析其特定功能，发挥其作用，有可能研制比放疗、化疗更有效的诱导癌细胞

死亡的药物，最终达到促进和加速癌细胞的死亡，这种治癌方法有可能成为未来治疗癌症的一种独特新疗法。

也有利用杀癌细胞抗生素致使癌细胞加快凋亡。俄罗斯研究人员找到一种寡霉素的抗生素，在低浓度的情况下可导致

血癌细胞的程序性死亡，且对健康细胞无害。浓度仅为 23 X 2Z;AQ;’的寡霉素溶液倒入混有淋巴性血癌细胞和健康淋巴细胞
的培养液中，血癌细胞的胞核会遭到破坏，并大量死亡。进一步发现，血癌胞核内染色体物质发生凝集，并分裂成碎片，这是

“细胞凋亡”的具体表现。寡霉素导致血癌细胞死亡时的浓度仅为抑制细胞呼吸所需浓度的 2QZ333 X 2Q4333。低浓度的寡霉素
可能以某种方式影响了细胞程序性死亡过程中的信号传递，导致血癌细胞程序性死亡过程加速，只有癌细胞面临死亡，而健

康细胞的程序性死亡过程则受到抑制，因此，该细胞得以生存而继续活下去。

我国留美科学家王晓东院士（美国科学院）首先发现细胞色素 @是启动细胞凋亡的重要因子，这一发现对于诸多人类疾
病，特别是肿瘤等的产生机制、治疗方法以及药物研发均有重要价值。然而，德国研究人员从另一方面思考，通过抑制正常细

胞凋亡以达到延长寿命的目的。他们在研究线虫时发现，抑制细胞凋亡起决定性作用的是一种“$J]&激酶”的基因，通过对它
的调控可延长线虫的寿命（注：线虫通常只能活 2W5），因为这种酶直接控制着细胞凋亡的程序，这一研究成果有助于理解细胞
老化机制，从而有针对性地治疗如血液循环疾病、肿瘤、早老性痴呆症等与细胞老化密切相关的疾病。

总之，研究细胞凋亡不论是理论或应用方面均有重要意义，从防病、治病和抗病方面考虑，诱发细胞凋亡的分子生态学问

题应深入探究。细胞凋亡的诱因除化学因素之外，生物因素特别是某些病毒因素应引起重视，它可能是引起细胞死亡的重要

诱导因子。不论是何种因子的作用，对其宿主正反两方面的功能作用都得密切关注，从中去其弊而获其益，使细胞凋亡分子

生态学的研究更深入，使其研究成果更好地服务于人类健康。

（柯 为 供稿）
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