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*

聂学奎,和七一,黄达春,陈峻波,余晓东

(重庆师范大学 生命科学学院 教育部活性物质生物技术工程研究中心 重庆市生物活性物质工程研究中心,重庆401331)

摘要:【目的】筛选出一种最优的固定化尖吻蝮(Deinagkistrodonacutus)蛇毒金属蛋白酶(Snakevenommetalloproteinase,

SVMP)的方法。【方法】采用D380大孔树脂、海藻酸钠-壳聚糖、溶胶-凝胶等3种载体固定化SVMP,用分光光度法检测

固定化金属蛋白酶和游离金属蛋白酶的酶活性,计算它们的酶搭载率、酶活回收率,并检验它们的温度耐受性、pH耐受性

和重复使用性,并由此筛选出最优固定化方法。【结果】溶胶-凝胶固定化酶、海藻酸钠-壳聚糖固定化酶和D380大孔树脂

固定化酶的酶搭载率分别为91.47%,78.14%和49.44%;D380大孔树脂固定化酶、海藻酸钠-壳聚糖固定化酶和溶胶-凝

胶固定化酶的酶活回收率分别为39.00%,39.53%和41.17%;重复使用4次后,溶胶-凝胶固定化酶的酶活回收率最高;

溶胶-凝胶固定化酶pH 耐受性最优,对温度的耐受性也最高。【结论】溶胶-凝胶固载体固定尖吻蝮蛇SVMP的效果

最优。
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蛇毒金属蛋白酶(Snakevenommetalloproteinase,SVMP)具有水解纤维蛋白(原)、活化凝血因子X、诱导细

胞凋亡、抑制血小板聚集、促炎、抑制血液丝氨酸蛋白酶活性等功能[1]。大多数蝰蛇蛇毒中的金属蛋白酶含量占

毒液蛋白总量的30%以上[2],表明金属蛋白酶在蝰蛇蛇伤相偶联的病理反应中扮演着重要角色。尖吻蝮

(Deinagkistrodonacutus)属于蛇亚目(Serpentes)蝰蛇科(Viperidae)蝮亚科(Crotalinae),它的蛇毒的主要成分

是SVMP。SVMP根据相对分子质量大小可分为3类[3]。绝大部分SVMP为出血毒素,少量为非出血毒素,非
出血SVMP可以直接降解纤维蛋白和纤维蛋白原[4]。到目前为止,治疗蛇伤最有效的药物仍是抗蛇毒血清。蛇

毒作为抗原免疫马(Equuscaballus)、兔(Oryctolaguscuriculus)等动物,得到特异性免疫血清即可用于治疗蛇

伤。但是,这一制备过程中会产生大量的异源蛋白质,因此易引发过敏反应和过敏性休克,导致血清病的发

生[5]。事实上,抗蛇毒血清很难完全阻止由SVMP引发的局部损伤。另外,抗蛇毒血清制备过程复杂、价格昂

贵,这导致它的应用受到了限制[6-10]。因此,寻找新的治疗蛇伤的药物来治愈或减轻患者的局部损伤,显得尤为

重要。
不少植物中含有丰富的天然抑制剂和药理学成分,在医疗中作为药物有广泛的应用[11-13]。近些年来,科研

工作者就中草药抗蛇毒的功效进行了大量研究,并从中得到了多个SVMP抑制剂,动物实验已经证实了它们在

治疗局部损伤和系统性毒性中的效果[14-15]。SVMP抑制剂的筛选方法包括分光光度法和平板法,这些方法的优

点是操作简便且无需复杂设备,但是植物提取物本身的颜色干扰严重,导致筛选困难。因此,建立高效、准确的

SVMP天然植物抑制剂筛选模型十分必要。固定化酶技术是一种将酶固定在固体载体上的技术,酶、蛋白质、抗
体、细胞等均可作为配体[16]。目前,基于固定化模型从天然产物中筛选抑制剂多有报道,例如有关葡糖苷酶[17]、
胰蛋白酶[18]、凝血酶[19]、乙酰胆碱脂酶[20]等酶的抑制剂筛选。相对于游离酶而言,固定化酶在筛选天然活性成

分过程中可明显提高分离纯化效率,简化纯化过程。同时,固定化酶还可以实现酶的重复利用,降低实验成本。
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此外,固定化酶在使用过程中更易控制[21],而且固定化酶热稳定性较强[22-23],更耐酸碱[24]。
基于上述背景,本研究分别采用D380大孔树脂、海藻酸钠-壳聚糖以及溶胶-凝胶为载体,对尖吻蝮SVMP

进行固定化处理,计算了酶活回收率和酶搭载率,并检验了上述方法的重复使用性,进而选出最优的SVMP固定

化载体,以便为后期从天然药用植物中筛选SVMP抑制剂奠定基础。

1材料与方法

1.1材料与仪器

研究所用的尖吻蝮SVMP在笔者所在实验室进行制备,-20℃储藏。壳聚糖(脱乙酰度达90.0%,高粘

度,生物试剂级别)由上海瑞永生物科技有限公司提供;大孔弱碱性阴离子交换树脂D380(分析纯)由郑州和成

新材料科技有限公司提供;戊二醛溶液(质量浓度为25%)由成都市科隆化学品有限公司提供;四甲氧基硅烷(纯
度为98%)由上海阿拉丁生化技术有限公司提供;偶氮酪蛋白由西格玛奥德里奇公司提供;其他实验有关试剂均

为分析纯或生化试剂级别。
研究所用仪器有:FD-1A-50型冷冻干燥机(北京博医康仪器有限公司)、GZX-9146MBE型电热鼓风干燥箱

(上海博讯实业有限公司医疗设备厂)、TU-10型恒温金属浴(上海一恒科技有限公司)、TGL-20型台式低温冷冻

离心机(四川蜀科仪器有限公司)、TY-80AIS型脱色摇床(江苏省金坛市荣华仪器制造有限公司)、HH·S21-BS
型数显式电热恒温水浴锅(上海跃进医疗器械有限公司)、BT25S型电子天平(北京赛多利斯仪器系统有限公

司)、SP-Max2300A2型光吸收型全波长酶标仪(上海闪谱生物科技有限公司)、IKA® VortexGenius3型涡旋振

荡器(德国艾卡公司)、RCTbasic型恒温磁力搅拌器(德国艾卡公司)。

1.2方法

1.2.1蛋白质含量的测定 根据文献[25],将100mg考马斯亮蓝G250溶于50mL体积分数为95%的乙醇溶

液中,然后与100mL质量分数为85%磷酸溶液混合,用蒸馏水稀释定容至1L。牛血清白蛋白(BSA)标准液质

量浓度分别为0.2,0.4,0.6,0.8和1.0mg·mL-1。取160μL配置好的考马斯亮蓝G250溶液与40μL的标准

蛋白溶液充分混匀,5min后在波长为595nm下测定混合溶液的吸光度。根据测得数值绘制标准曲线。以固定

化过程中剩下的反应液和固定化酶洗涤液作为样品,代替标准蛋白,重复以上步骤。实验重复进行3次。

1.2.2D380大孔树脂载体制备固定化酶 参照文献[26],称取未活化弱碱性苯乙烯阴离子交换大孔树脂5g,根
据使用说明书活化大孔树脂。活化处理过的树脂载体用无水乙醇浸泡24h后,50℃条件下烘干。取1g烘干后

的树脂加到质量分数为10%的戊二醛溶液中,室温下振荡24h。然后用滤纸滤出树脂,用蒸馏水洗净,放入烘

箱,在50℃下干燥24h。将20mg金属蛋白酶溶于0.2mol·L-1,pH为7.4的磷酸盐缓冲液中,与结合了戊

二醛的树脂混合,冰水浴条件下温和振荡2h,再用0.2mol·L-1,pH为7.4的磷酸盐缓冲液清洗树脂,直至上

清液中检测不到蛋白质,保留洗液。得到的固定化酶保存在0.2mol·L-1,pH为7.4的磷酸盐缓冲液中,保存

温度为4℃。以等量的缓冲液和BSA作为对照,重复上述步骤。实验重复进行3次。

1.2.3海藻酸钠-壳聚糖制备固定化酶 按照文献[27],配制0.5mL质量浓度为40mg·mL-1的金属蛋白酶溶

液与5mL质量分数为3%的海藻酸钠溶液(40℃水浴溶解),玻璃棒搅拌混匀。取0.1g壳聚糖溶于5mL质量

分数为5%的乙酸溶液(40℃水浴溶解),然后加0.3mol·L-1的CaCl2 溶液1mL。磁力搅拌器温度恒定为

40℃,转速调节为180r·min-1,将金属蛋白酶和海藻酸钠的混合液滴入壳聚糖溶液中,滴完酶液后,相同条件

下继续反应30min。然后,将从过滤反应体系得到的圆球状固定化酶颗粒转移到质量分数为0.3%的戊二醛溶

液中,在4℃下交联4h。依次用浓度均为0.1mol·L-1的碳酸氢钠(pH为8.0)、氯化钠、乙酸钠和Tris-HCl
(pH为8.0)共4种溶液洗涤固定化酶颗粒。在清洗过程中将固定化酶置于摇床上轻轻震荡,清洗溶液用量为固

定化酶体积的3~5倍;在换另一种清洗液前,用蒸馏水清洗2次。最后真空冷冻干燥固定化酶。以等量的缓冲

液和BSA作为对照,重复上述步骤。实验重复进行3次。

1.2.4溶胶-凝胶载体制备固定化酶 根据文献[28-29],配制两种混合液。混合液A的配制方法为:在烧杯中加

入1.7mL四甲氧基硅烷、100μL甲醇、300μL体积分数为50%的甘油溶液、250μL超纯水和100μL浓度为

0.04mol·L-1的盐酸溶液,混合后在涡旋震荡仪上震荡20min,并不时置于冰水浴中。混合液B的配置方法
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为:把500μL浓度为0.1mol·L-1的磷酸盐缓冲液(pH为7.5)与500μL质量浓度为40mg·mL-1的金属蛋

白酶溶液混匀。将混合液A和混合液B一次性快速混合均匀,凝胶快速形成,称重后静置于4℃冰箱中,凝胶为

原来质量的55%~60%时,即可磨成粉末储存在4℃环境下备用。空载制备过程和BSA固定化过程与酶固定

化相同,分别将酶换成缓冲液和同质量浓度的BSA溶液。以等量的缓冲液和BSA作为对照,重复上述步骤。实

验重复进行3次。

1.2.5金属蛋白酶活性检测方法 参照文献[30]的方法,并稍作改进。将偶氮酪蛋白溶于质量分数为1%的

NaHCO3 溶液中,质量浓度为10mg·mL-1。将0.06mL的偶氮酪蛋白溶液与7.5mg的冻干固定化酶(加入

400μLpH为7.5的50mmol·L-1Tris-HCI,浸泡至固定化酶体积不在增长,完全吸出缓冲液),并在37℃下

孵育60min。加入与底物等体积的1.16mol·L-1高氯酸停止反应,离心去除沉淀,取上清150μL,在波长为

440nm处测定吸光度。对照分别为空载的海藻酸钠-壳聚糖固定化酶和BSA搭载的海藻酸钠-壳聚糖固定化酶。

1.2.6温度对固定化酶活性的影响 分别取3种一定量的固定化金属蛋白酶和游离金属蛋白酶,根据上述酶活

检测方法,分别在35,40,45,50,55℃等不同的温度下测定固定化酶酶活力,其他条件保持不变。以最大吸光度

为100%酶活力,并计算各酶的相对酶活力。

1.2.7pH对固定化酶活性的影响 取一定量的3种固定化金属蛋白酶和游离金属蛋白酶,在pH分别为7.0,

7.5,8.0,8.5和9.0的条件下测定固定化酶和游离酶的活力,其他条件相同。以最大吸光度为100%酶活力,并
计算各酶的相对酶活力。

1.2.8固定化酶的重复使用性 固定化酶能从反应体系中分离,实现重复使用的可能性。在海藻酸钠-壳聚糖固

定化酶中加入0.5mol·L-1pH 为7.5的 Tris-HCl,在溶胶-凝胶固定化酶和D380大孔树脂固定化酶加入

0.2mol·L-1pH为7.5的磷酸盐缓冲液,并加入底物反应60min,然后分离液体和固体,洗涤,重复测定固定

化酶的酶活性,考察固定化酶重复使用的稳定性。

1.2.9固定化酶酶活回收率和酶搭载率 利用酶活力测定方法,分别计算3种固定化酶酶活回收率,即:

固定化酶酶活性回收率=
固定化酶相对酶活力
游离酶相对酶活力 ×100%。

采用蛋白质含量测定方法,分别计算3种固定化酶酶搭载率,即:

固定化酶酶搭载率=
洗涤液蛋白质含量-剩余固定化反应液的蛋白质含量

游离酶蛋白质含量 ×100%。

2结果

2.1温度对固定化酶活性的影响

在不同的温度条件下,测定3种不同固定化酶和游离酶的相对酶活力变化。由图1可知,游离酶、溶胶-凝胶

固定化酶、D380大孔树脂固定化酶和海藻酸钠-壳聚糖固定化酶相对酶活力最高时的温度分别为45,50,45
和45℃。

2.2pH对固定化酶活性的影响

由图2可知,3种固定化酶的最适pH均为8.0,此时它们的相对酶活力均达到最高值。同时,随着pH数值

的上升,游离酶的活性下降速率明显快于固定化酶。

2.3固定化酶的酶活回收率和酶搭载率

酶固定化过程中受构象效应、位阻效应、微扰效应、分配效应、扩散效应等效应的影响[31],故有一定比例的酶

是无效装载。研究结果显示:D380大孔树脂固定化酶的酶搭载率、酶活回收率分别是49.44%,41.17%;溶胶-
凝胶固定化酶的酶搭载率、酶活回收率分别为91.47%和39.00%;海藻酸钠-壳聚糖固定化酶的酶搭载率、酶活

回收率分别为78.14%和39.53%。

2.4固定化酶的重复使用性

如图3所示,经多次使用后,相比于D380大孔树脂固定化酶,溶胶-凝胶固定化酶和海藻酸钠-壳聚糖固定化

酶的相对酶活力更高,稳定性更强。
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图1 温度对游离酶和固定化酶的影响

Fig.1 Effectoftemperatureontheactivityof

immobilizedmetalloproteinaseandfreeenzyme

图2 pH对游离酶和固定化酶酶活力的影响

Fig.2 EffectsofdifferentpHontherelativeenzymeactivityof

immobilizedmetalloproteinaseandfreeenzyme

图3 固定化酶的重复使用性

Fig.3 Reusabilityofimmobilizedenzymes

3讨论

固定化酶的自由度低于游离酶,温度升高可以

提高底物和产物的扩散,从而加快反应速度。在本

研究中,溶胶-凝胶固定化酶在55℃条件下仍有活

性。随着温度不断升高,固定化酶和游离酶的活性

都逐渐降低;海藻酸钠-壳聚糖固定化酶与其他两种

固定化酶相比,相对酶活力降低更慢。溶胶-凝胶固

定化酶最适温度高于游离酶最适温度,说明溶胶-凝
胶固定化酶耐热性有所提高。在研究过程中发现,
磷酸盐缓冲液易破坏海藻酸钠-壳聚糖固定化酶。
在40℃条件下,海藻酸钠-壳聚糖载体可发生自溶,
球体结构被破坏,变成粘稠液体。造成自溶原因可

能是钠离子扩大了载体孔径[32]或者磷酸根离子与海藻酸钙凝胶竞争钙离子。D380大孔树脂固定化酶与游离酶

相比耐热性没有明显增强。但也有固定化酶最适温度低于游离酶的例子[33]。在不断升温的过程中,溶胶-凝胶

固定化酶在50℃时酶活回收率达到最高,且温度越高反应速度越快,这提高了实验效率。
固定化载体的包裹作用具有维持酶结构稳定的作用[34]。在相同的pH范围内,D380大孔树脂固定化漆酶

的酶活力稳定性高于漆酶游离酶[26]。在本研究中,酶固定化后在pH逐渐增大时酶活性下降速率比游离酶更

低;并且在相对极端的pH条件下,溶胶-凝胶固定化酶的稳定性更好,这延长了它的使用寿命。
本研究中使用的3种固定化方法得到的固定化酶的酶活性都低于游离酶活性,但也有报导共价结合的固定

化β-糖苷酶[35]和纤维素酶[36]的Km 值比它们的游离酶更低。溶胶-凝胶载体和海藻酸钠-壳聚糖载体分别以凝

胶包埋法、微囊化法固定化酶,酶搭载率分别为91.47%和78.14%,而D380大孔树脂固定化酶的酶搭载率仅为

49.44%。由于包埋法和微囊化法位阻效应尤其明显,导致溶胶-凝胶和海藻酸钠-壳聚糖固定化酶酶活回收率与

共价结合的D380大孔树脂固定化酶没有明显差异,同时也表明微囊化法的位阻效应低于凝胶法。海藻酸钠-壳
聚糖固定化酶的形成依赖于钙离子。较低的钙离子浓度导致包埋不完全,内酶泄漏;钙离子浓度过高,多余钙离

子吸附在凝胶表面,与酶分子发生作用,抑制酶活性;同理,交联时间也不能过长[33]。戊二醛既是反应的交联剂,

也是酶的变性剂。制备D380大孔树脂固定化酶的反应的过程当中戊二醛用量过高或过低、反应时间太长都不

利于固定化反应,其中戊二醛用量过高会破坏游离酶的结构,而戊二醛用量过低则固定效果差。并且,用于搭载

蛋白质的功能基团有限,如果酶量超过D380大孔树脂的搭载阈值,将导致酶搭载率降低,提高了实验成本。包

埋法产生的固定化酶的酶搭载率明显高于共价结合产生的固定化酶,这除了跟戊二醛的两次反应过程有关,还
与载体上结合戊二醛的活性基团数量以及戊二醛对酶的过多修饰密切相关[22]。
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总之,本研究中采用3种方法固定金属蛋白酶,酶在固定化后的部分性质得到改善:溶胶-凝胶固定化酶最适

温度提高达50℃,比游离酶的最适温度高5℃;溶胶-凝胶固定化酶的酶活回收率和酶搭载率最高,节约了实验

成本,且制备过程最简单,重复4次实验后的酶活回收率依然最高。因此,溶胶-凝胶载体固定尖吻蝮蛇SVMP
的效果最优。
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PreparationandCharacterizationofThreeImmobilizedMetalloproteinasefrom
theVenomofDeinagkistrodonacutus

NIEXuekui,HEQiyi,HUANGDachun,CHENJunbo,YUXiaodong
(ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstance,MinistryofEducationEngineering

ResearchCenterofActiveSubstanceandBiotechnology,CollegeofLifeScience,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Toscreenanoptimal methodforimmobilizationofsnakevenom metalloproteinase (SVMP)from

Deinagkistrodonacutus.[Methods]TheimmobilizationofSVMP wascarriedoutbyusingthreecarriers,including D380

macroporousresin,sodiumalginate-chitosanandsol-gel.Theenzymaticactivitiesofimmobilizedandfreemetalloproteinaseswere

measuredspectrophotometrically,theirenzymeloadingratesandenzymeactivityrecoverieswerecalculated,andtheirtemperature

tolerance,pHtoleranceandreusabilitywereexamined,andtheoptimalimmobilizationmethodwasscreened.[Findings]The

enzymeloadingratesofsol-gelimmobilizedenzyme,sodiumalginate-chitosanimmobilizedenzymeandD380macroporousresin

immobilizedenzymewere91.47%,78.14%and49.44%,respectively;theenzymeactivityrecoveryratesofD380macroporous

resinimmobilizedenzyme,sodiumalginate-chitosanimmobilizedenzymeandsol-gelimmobilizedenzymewere39.00%,39.53%

andtheenzymeactivityrecoveryoflyso-gelimmobilizedenzymewasthehighestafterfourtimesofrepeateduse;thepHtolerance

oflyso-gelimmobilizedenzymewasthebestandthetemperaturetolerancewasalsothehighest.[Conclusions]Thesol-gel

immobilizedenzymehadthebesteffectontheimmobilizationofSVMPfromthesharp-nosedpitviper.

Keywords:immobilizedenzyme;D380macroporousresincarrier;sodiumalginate-chitosancarrier;sol-gelcarrier;snakevenom

metalloproteinase(SVMP);Deinagkistrodonacutus
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