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固定化内切型肝素酶的研究
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摘 要：将提纯的一种内切型肝素酶固定于聚酯载体上，固定化效率达 2=N=O。酶活力在 LP 为 2N" 左右时表现最

高，并且在此条件下固定化酶的稳定性最好。最适反应温度为 !$Q。热稳定性试验表明，固定化酶的稳定性较差。

固定化酶的使用半衰期比游离酶延长 !N! 倍。固定化酶催化肝素底物反应的 !" 值约为 ?"N!!A’(9R 而游离酶的

!" 值约为 2%N#!A’(9R。固定化酶可以同时作用于肝素和硫酸乙酰肝素，而对硫酸软骨素没有催化能力。肝素经降

解后，产生一定量的非硫酸化或低硫酸化的二糖和不同聚合度的寡糖混合物。
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肝素酶是能够裂解肝素和硫酸乙酰肝素的一类酶，在临

床和医药行业中有重要的应用。它已经被用来清除血液中

的肝素，还具有抑制新生血管的生成，促进伤口愈合等多种

生物学活性；而用肝素酶降解肝素产生的低分子量肝素作为

药物在保持肝素的生物活性的同时，能减少肝素使用中产生

的副作用，因而具有明显的优势［% U 1］。肝素酶还是用于肝素

和硫酸乙酰肝素精细结构分析的重要工具［!］。

自然界中肝素酶来源比较稀少，主要存在于肝素黄杆

菌、枯草芽孢杆菌、拟杆菌、鞘氨醇杆菌等少数种属的细菌

中，其中以肝素黄杆菌肝素酶研究较为广泛和深入［"］。人们

已经将肝素黄杆菌的 1 个肝素酶组分肝素酶"、#和$进行

了纯化和性质研究、酶基因的克隆和表达、以及酶蛋白的改

造等，对肝素酶的作用机制和生物学活性都有了一定的认

识［> U =］。但是，肝素酶依然非常珍贵，市场价格昂贵，使得对

肝素酶的基础和应用研究受到了很大限制。

国外曾报道用溴化氰活化琼脂糖作为载体进行肝素酶

的固定化研究，并且探讨 了 临 床 上 去 除 血 液 中 肝 素 的 应

用［?，%$］。国内由于对肝素酶的相关研究起步较晚，处于初级

阶段［%% U %1］，尚未见到有关固定化的报道。本实验室筛选到

一株产肝素酶的菌株，对其发酵条件、纯化及性质、底物专一

性、降解肝素产生低分子量肝素的生物学活性等进行了研

究，发现它有不同于已经报道的肝素酶的特性［"］。在此基础

上，本文尝试进行酶的固定化研究，取得了一些结果，这对该

肝素酶的临床应用、生产低分子量肝素和降低应用成本有重

要意义。

! 材料和方法

!"! 试剂和仪器

肝素酶为本实验室自行制备，制备方法见参考文献［"］，

固定化载体系聚苯甲酸酯。肝素（猪肠黏膜）购自烟台生化

试剂有限公司，硫酸乙酰肝素，肝素二糖对照和硫酸软骨素

系 4BVA; 产品，其余试剂为国产分析纯。2">W57紫外可见分

光光度计（上海第三分析仪器厂），高效液相色谱仪 X;,./E
>$$@（X;,./E 公司），分析型和半制备型阴离子高效液相色谱

柱（大连伊利特公司）。

!"# 肝素酶活力测定

参照文献［"］进行。将 $N%AR 适当浓度酶液的 #$AA’(9R
磷酸钠缓冲液（LP2N!）和 $N%AR #O的肝素底物混合，在 1>Q
反应一定时间后，用 %N=AR "$AA’(9R 的盐酸终止反应，测定

##1#，对照在保温前加入盐酸。此条件下的摩尔消光系数为

"%$$+AI %［%1］。固定化酶的测定为将固定化酶悬浮于 $N%AR
#$AA’(9R 磷酸钠缓冲液（LP2N!），其余步骤同上。

!"$ 固定化肝素酶的制备

将经氨化活化的载体 "$AV 浸没于含有 $N"YZ 的肝素酶

缓冲液（#$AA’(9R 磷酸钠缓冲液，LP2N!），!Q反应 %=J。取出

载体，用滤纸压干后，小心用上述缓冲液洗涤 1 次，用滤纸压

干，待用。同时测定反应残留液中肝素酶活力进行比较固定

化效果。

!"% 高效液相条件

流动相分为 T 液和 [ 液。T 液为 LP1N" 的纯水；[ 液为

LP1N" 的 0;5( 溶液，浓度为 #A’(9R，流速为 1AR9ABD。梯度洗

脱程序为：$ U #ABD，T 液；# U "$ABD，为 T#[ $O U %$$O的

连续线性梯度。

!"& 固定化酶的分析

!"& "! 固定化酶的最适作用 LP 和 LP 稳定性：LP" 和 > 缓

冲系统选用 0;*P7柠檬酸缓冲液，LP2N$、2N" 和 =N$ 选用磷

酸盐缓冲液，LP? 和 %$N" 选用 0;*P7\(K 缓冲液，浓度皆为

#$AA’(9R。LP 稳定性试验为将一定量的固定化酶在不同 LP
条件下放置 1$ABD，然后在 LP2N" 条件下测定酶活力。

!"& "# 固定化酶的适宜反应温度和温度稳定性：适宜反应



温度的测定是在 !" # $"%范围内，每隔 &"%测定固定化酶

的活力；在稳定性试验中，分别将一定量的固定化酶在不同

温度下放置 ’"()*，然后在 ’$%下测定残留酶活力。

!"# "$ 固定化酶反应动力学试验：称取一定量的固定化酶，

与不同浓度 的 肝 素 底 物 混 合，于 ’$% 的 水 浴 中 保 温。用

&+,(- ." ((/01- 的稀盐酸终止反应，测定 !!’! 值，根据底物

浓度和反应速度的双倒数作图，求得酶催化的动力学常数。

!"# "% 固定化酶降解肝素产物的高效液相分析：将一定量

的固定化酶置于 !(- !2的肝素缓冲液中，于 ’$%的水浴中

保温 !34。取反应 "4 和 !34 的反应液进行液相色谱分析。

& 结果

&"! 肝素酶的固定化

肝素酶和载体在 3%作用 &,4 后，酶蛋白基本都固定到

载体上，固定化效率约为 5,+,2，残液中剩余活力为总活力

的 32左右。继续延长作用时间到 !34 以上，残液中的酶活

力再没有明显的变化。

&"& 固定化酶的最适作用 ’( 和 ’( 稳定性

配制不同 67 值的缓冲液，测定固定化肝素酶在相应酸

碱度下的活力（图 &）。酶活力在 67 5+. 左右时表现最高，

$+" # 8+" 的 67 内都能保持较好的活力。将固定化酶在不

同 67 值的缓冲液中浸泡相同的时间后，适宜条件下测定酶

活力（图 !）。结果表明，固定化酶在 675+. 条件下稳定性最

好，当 67 低于 $+" 或高于 ,+" 时，酶活力明显受到影响。

图 ! 固定化肝素酶的最适作用 ’(
9):;& <6=)(>0 67 ?/@ =4A )((/B)0)CAD 4A6>@)*>EA

图 & 固定化酶的 ’( 稳定性

9):;! 67 E=>B)0)=F /? =4A )((/B)0)CAD A*CF(A

&"$ 固定化酶的适宜温度和温度稳定性

分别测定不同温度下的固定化酶活力，结果表明最适反

应温度为 3"%，在 !"%下也能保持 $"2的活力（图 ’）。热稳

定性试验表明，固定化酶的稳定性较差，在 ."%条件下放置

’"()*，活力几乎完全丧失，而低于 3"%时酶的稳定性较好。

因此，在降解肝素时，可适当降低反应温度来控制反应速度，

以获得所希望的低分子量肝素产品。在 ’"%下降解肝素的

反应半衰期从游离酶的 &"4 提高到 334，延长了 3+3 倍。

图 $ 固定化肝素酶的适宜反应温度

9):;’ <6=)(>0 =A(6A@>=G@A ?/@ =4A )((/B)0)CAD A*CF(A >H=)I)=F

&" % 固定化酶的反应动力学常数

根据试验所得反应速度，运用双倒数作图法作图（图 3）。求

得固定化酶催化肝素反应的 "# 值约为 8.+3!(/01-，而游离

酶的 "# 值约为 5&+!!(/01-。

图 % 固定化酶的反应动力学常数

9):; 3 JA>H=)/* K)*AH=)H H/*E=>*= /? )((/B)0)CAD 4A6>@)*>EA

&"# 固定化肝素酶催化不同底物的特性

分别以肝素，硫酸乙酰肝素和硫酸软骨素为底物，测定

固定化肝素酶的活力。结果表明，固定化酶可以同时作用于

肝素和硫酸乙酰肝素，而对硫酸软骨素没有催化能力。说明

肝素酶固定化后底物专一性未发生变化，有利于替代游离肝

素酶进行低分子量肝素生产。

&") 固定化酶降解肝素产物的高效液相分析

固定化酶催化肝素产生分子量不等的肝素寡糖的混合

物。本实验将肝素底物与固定化酶保温一段时间后，用液相

色谱分析降解产生的肝素寡糖的特点。比较标准二糖和肝

素降解前后的液相图谱发现，肝素经降解后，产生一定量的

二糖，但多为非硫酸化或低硫酸化的二糖，并没有大量出现

肝素结构中占较大比例的三硫酸化二糖。同时，大峰的整体

峰型前移，说明大多数肝素分子得到了不同程度的降解。并

且，在游离酶催化的二糖降解产物中也没有大量出现三硫酸
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化二糖，证明二者的催化特性是一致的。

! 讨论

固定化肝素酶不仅在临床上可以用于清除血液中的肝

素，而且在医药行业中用于制备低分子量肝素，这对降低其

成本有重要意义。本文用聚酯载体固定了内切型肝素酶，并

对相关性质作了探讨。研究结果表明，固定化肝素酶基本上

保持了游离肝素酶的理化性质和催化特性，因此有望替代游

离肝素酶用于低分子量肝素的开发，有利于促进肝素酶的工

业化应用。

用聚酯载体固定肝素酶的缺点是固定化酶的稳定性较

差，可能由两方面的因素决定：其一是载体与酶通过离子键

结合，不如共价键牢固；其二是在反复使用过程中，载体碎屑

脱落较多，也影响了固定化酶的稳定性。我们曾尝试用戊二

醛交联分别活化聚酯载体和三醋酸纤维载体，用来固定化肝

素酶，结果表明固定化后载体上几乎没有酶活力，残液中的

酶活力也大大降低，说明肝素酶对醛基敏感，不适合用戊二

醛作为肝素酶固定化的交联剂。进一步试验拟尝试用环氧

桥载体进行偶联试验，或者用包埋法进行固定化。
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