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［摘要］& 采用各种类型的聚乙二醇衍生物修饰胰蛋白酶，对所修饰酶的酶学性质进行了评价并与原酶比较’
结果表明：修饰酶的残存活力受修饰剂的结构、分子量和修饰化度的影响较大，其中分子量为 ( ### 或 ) ### 的 !

种聚乙二醇衍生物所修饰的酶活力升高’所有修饰酶的热稳定性显著改善，其最适 *+值没有发生变化，修饰酶

的 !" 值有所增加’实验表明采用合适的修饰剂对胰蛋白酶进行适度地修饰不会降低酶的活性和改变酶性能’
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& & 化学修饰作为提高多肽、核酸和多糖等生物分子的临床和生物学性能的重要手段得到日益广泛的研
究和应用’化学修饰的效果好坏很大程度上取决于化学修饰剂的性能优劣’在众多的化学修饰剂中，聚乙
二醇（K45F8E3F58=8 >5F245，K<L）及其衍生物由于具有线性、无毒、无免疫原性以及良好的生物相容性等优
良性能而在化学修饰中应用最广泛［"］’聚乙二醇对蛋白质的化学修饰已被证明具有颇多优点：通过对蛋白
质实施 K<L化，降低了其免疫原性和体内清除的速率，延长了其在体内的半衰期，增加了蛋白质的溶解性
和热力学稳定性以及抗蛋白酶降解的能力［!］’
胰蛋白酶（H?F*D:=）以蛋白酶原的形式存在于动物胰脏中，一般从牛、羊和猪胰脏中提取，它能够催化

水解碱性氨基酸的羧基所形成的肽键、酰胺键和酯键’国外的科研工作者关于胰蛋白酶的化学修饰已经做
了不少研究’ <5D=8?等人［0］用小分子物质修饰胰蛋白酶，实现胰蛋白酶的胍基化和琥珀酰化，考察化学修
饰对酶催化行为和稳定性的影响；L;8?E=8?等人［%］使用氰尿酰氯活化的单甲氧基聚乙二醇（9K<L，7+0U
S K<L S U+）和对硝基苯酚氯甲酸酯活化的 9K<L（9K<L S @K7）作为修饰剂，并对修饰酶进行了表征；
V;5:*DWF等人［(］使用 K<L S 11（聚乙二醇琥珀酰亚胺琥珀酸酯）和 K<L S 71（羧甲基化聚乙二醇琥珀酰亚
胺酯）修饰胰蛋白酶，比较了两种修饰剂的优劣’本研究工作是采用分子量为 ! ### S "# ### 的 % 种不同类
型的 K<L修饰剂来修饰胰蛋白酶，详细探讨各种修饰剂对胰蛋白酶的酶学性能的影响，并测定修饰酶的
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修饰化度、酶活、热稳定性、!"稳定性和 !"（米氏常数）值，研究胰蛋白酶的酶学性能变化，进而评价所合

成的各种修饰剂#

$% 材料和方法
$& $% 材料
% % 单甲氧基聚乙二醇（’()*）、+ ,羟基琥珀酰亚胺（+"-）、. ,赖氨酸、/，0，1 ,三硝基苯磺酸钠（2+3
4-）、+ ,苯甲酰 , . ,精氨酸乙酯盐酸盐（45))）均购于美国 -67’8 公司；()*0999，()*1999（化学纯）购
于广州化学试剂经营批发部（进口分装）；+，+ ,二环己基碳二亚胺（:;;）购于东京化成工业株式会社；胰
蛋白酶购于美国 <=>6?@A7B=公司；考马斯亮蓝 */C9 购于 DEFG8 公司；牛血清白蛋白（4-5）购于上海化学试
剂公司；其它试剂均为国产市售分析纯试剂#
$& /% 聚乙二醇衍生物的合成
按文献方法分别合成了 ()* , -5，’()* , -5［1］，’()* , ;5［H］和 4’()*［I］0 种类型的聚乙二醇衍

生物，各种类型衍生物结构式如图 $#

为了使所合成的 ()*衍生物能够在较温和的条件下直接修饰蛋白质或酶，避免修饰过程中蛋白质的高
级结构的破坏和活性丧失，需进行活化，使其与 +"- 和 :;;反应，形成琥珀酰亚胺活性酯#这样上述 ()* ,
-5，’()* , -5，’()* , ;5和 4’()*就转变成相应类型的蛋白质修饰剂：()* , --、’()* , --、’()* , ;-
和 4’()* , .JK , +"-#以 ’()* , ;5转变为 ’()* , ;-为例来说明末端羧基活化的过程如下：

$& L% 胰蛋白酶的化学修饰
称取一定量的胰蛋白酶（C ’7）溶于 C ’. !" M& L 硼砂 ,氢氧化钠缓冲溶液中，配制酶浓度为 $ ’7 N

’.，加入一定量活化聚乙二醇修饰剂，在常温下（/9 , /C O）磁力搅拌反应 0 P#所加入的修饰剂量与胰蛋
白酶分子中可被修饰的氨基量成一定的摩尔比#为了使修饰反应能够充分进行，反应中 ()* 修饰剂用量
充分过量，()*修饰剂Q +"/ R CQ $（摩尔比），胰蛋白酶中可被修饰的氨基为 $C 个，即 ()* 修饰剂Q 2@J!3
K6= R HCQ $#
$& 0% 修饰酶的纯化
采用透析法进行蛋白质纯化，透析液为 !" RI& / 2@6K , ";E缓冲液，透析在 0 O下进行#透析袋规格为

:L1 ’’、截留分子量 I 999 , $0 999#
$& C% 修饰酶的蛋白质浓度的测定
采用 4@8STA@S检测法［M］，测定蛋白质浓度#

$& 1% 胰蛋白酶修饰化度测定
采用三硝基苯磺酸钠（2+4-）法来测定胰蛋白酶修饰化度［$9］#取 $& 9 ’. 9& 9$U（# $ %）2+4- 水溶液

至 $& C ’. 2@6K , ";E（!" I& /）缓冲溶液中，混合均匀后作为参比；另取两只试管分别加入 $& 9 ’. 2+4-水
溶液，随后依次加入 $& C ’.胰蛋白酶和修饰酶（蛋白浓度均为 9& /C ’7 N ’.）；混合均匀后，室温下静置 L9
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!"#后，在 $%& #!处测定吸光度值’
() *+ 胰蛋白酶酶活性测定［((］

为简单起见，本文只测定其相对酶活的变化，即比活力的变化’测定胰蛋白酶酶活时采用的底物为 ,
-苯甲酰 - . -精氨酸乙酯盐酸盐（/011）；用 &) (& !23 4 . 56 7 8) & 9:"; - 6<3 缓冲液（内含 (& !!23 4 .
<=% >）配制 &) ? !!23 4 . /011底物溶液’
() 8+ 胰蛋白酶及修饰酶的热稳定性的测定
选择了两个温度（@* A，B& A）来衡量酶修饰前后热稳定性的变化，具体操作方法如下：确定原酶与修

饰酶的浓度均为 &) ? !C 4 !.；将其放入相应温度的恒温箱中，每隔一定时间取出酶液，室温下测定其酶活
力，最后将测得的各个时段的酶活与各自修饰酶恒温前的初始酶活相比较，计算出经过不同时间后的酶活

力残存百分比，从而可以比较热稳定性的变化’
() D+ 56值对胰蛋白酶及修饰酶活性的影响
选取不同 56值（?) &、B) &、*) &、8) &、D) &、D) ? 和 (&）的底物溶液，并配制 ( !C 4 !.的酶溶液，测出在上

述不同 56值条件下的酶活力，以最适 56值条件下的酶活力为 (&&E，计算出该酶在其余 56值下活性残
留百分比，观察酶活性随 56值的变化趋势；并比较原酶与修饰酶的最适 56值变化情况’
() (&+ 胰蛋白酶及修饰酶 !" 值的测定

米氏常数 !" 值的测定采用双倒数作图法（."#FGF=HF:I/J:K法）
［(%］’

%+ 结果与讨论
%) (+ 酶的活性残存与修饰化度关系
+ + 在相同摩尔比的反应条件下，不同类型修饰剂修饰胰蛋白酶所得到的修饰化度是不同的，酶的残存活
力也不相同’修饰酶的活力和修饰化度的关系如图 % 所示’值得强调的是，当亲电的 L1M 修饰剂和亲核的
氨基发生取代反应时，胰蛋白酶分子中游离的氨基都有可能被修饰，此过程属于随机修饰；测得的修饰化

度为平均修饰化度’从图 % 中可以看出，胰蛋白酶被同一种类型的修饰剂修饰后，其修饰化度随着修饰剂
分子量的增加而降低，例如：L1M$&&& - NN - 9:O5;"#修饰化度为 ?() &E，而 L1MB&&& - NN - 9:O5;"# 修饰化
度则为 %$) $E ’修饰化度对修饰酶活力影响较大’选择合适的修饰剂、进行适度的修饰，可以使胰蛋白酶的
活力升高；过度修饰，会降低酶的活性’图中结果显示 L1MB&&& - NN - 9:O5;"# 和 !L1M?&&& - NN - 9:O5;"#
的酶活力比原酶的活力高；而其它修饰酶的酶活力比原酶低’分析原因，适度的修饰不但不会影响底物与
酶活性中心的结合，反而因其对酶构象的稳定，并使酶对外部环境的适应性增强，使酶的活性有所提高，但

也有可能是因为修饰使其具有更活泼更易催化的构型’修饰化度愈大，修饰剂在胰蛋白酶分子表面形成的
屏障愈突出，对底物与活性位点结合的阻碍作用愈大，使得酶的活性有所降低’
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!" !# 胰蛋白酶热稳定性变化
考察了原酶与 $ 种修饰酶的热稳定性变化

趋势%从实验数据看，经过化学修饰以后，胰蛋白
酶的热稳定性有了显著提高%但不同类型的修饰
剂对胰蛋白酶热稳定性的改善程度是不一样的；

而同一类型不同分子量的 &’( 所修饰的胰蛋白
酶的热稳定性没有太大的差别% 为清晰可见，每
种类型修饰剂选择 ) 个，将其在 *+ ,热稳定性变
化趋势绘于图 * 中% 从图中可以看出，热稳定性
的顺序如下：

-.&’( / .&’( 0 12 / .&’( 0 22 / &’(
0 22 / 原酶
胰蛋白酶及其修饰酶在 34,下的热稳定性变

化规律也是一致的%放置 4" 5 6后，活力残留数
表 !" #$ ,下原酶与修饰酶热稳定性数据

’789.:
;:<=>?@: =A>?@?>9 B C

=D>:E *4 .?7 => 34 ,

F=>?@: GE9HI?7 !" $
&’(J444 0 22 0 GE9HI?7 J" 3
&’(3444 0 22 0 GE9HI?7 +" 5
.&’(!444 0 22 0 GE9HI?7 )!" *
.&’(5444 0 22 0 GE9HI?7 ))" +
.&’(!444 0 12 0 GE9HI?7 )J" 5
.&’(5444 0 12 0 GE9HI?7 )$" 5
!.&’(!444 0 K9I 0 GE9HI?7 *+" L
!.&’(5444 0 K9I 0 GE9HI?7 )L" +

据见表 )%胰蛋白酶偶联 &’( 链后，维持了蛋白质的天然构
象，增强了蛋白质的刚性，从而改善了胰蛋白酶的热稳定性%
!" *# HM值对酶活性的影响
具体的各酶在不同 HM值下活力变化情况见图 J% 从图

中可以看出胰蛋白酶经过聚乙二醇衍生物修饰后，其酶的

最适 HM 值并没有发生变化，其最适 HM 值保持在 HM N
$" 4，在这一 HM值下不管是原酶还是修饰酶都具有最好的
催化活性%在 HM值小于 $" 4 的溶液中，原酶与修饰酶的活
力变化趋势几乎一样，修饰酶并没有表现出比原酶更好的

耐酸性；但是，在 HM值大于 $" 4 时，修饰酶活力下降趋势比
原酶要慢，体现出较好的耐碱性%
!" J# 胰蛋白酶修饰前后 !" 值的变化

依照双倒数作图法求出胰蛋白酶及其修饰

酶的 !" 值，其数值见表 !%
表 %" 胰蛋白酶及修饰酶的 !" 值

’789.: !" B（..O< B K）

GE9HI?7 4" 4!*
&’(J444 0 22 0 GE9HI?7 4" 4*!
&’(3444 0 22 0 GE9HI?7 4" 4JJ
.&’(!444 0 22 0 GE9HI?7 4" 4*+
.&’(5444 0 22 0 GE9HI?7 4" 4*L
.&’(!444 0 12 0 GE9HI?7 4" 4!$
.&’(5444 0 12 0 GE9HI?7 4" 4*J
!.&’(!444 0 K9I 0 GE9HI?7 4" 4*!
!.&’(5444 0 K9I 0 GE9HI?7 4" 43*

从表 ! 中可以看出，胰蛋白酶经各种修饰剂修饰以后其米氏常数 !" 值均有不同程度的增加，这可近

似表明修饰酶对底物的亲和力较原酶小%由于聚乙二醇与蛋白质相偶联，在蛋白质分子的表面形成一个柔
性的屏障，在一定程度上阻碍了底物与活性中心的结合，即酶对底物的亲和力降低；但是在蛋白质分子表

面偶联上 &’(分子，又增加了蛋白质表面的亲水性，从而酶与底物的亲和力会略微提高%因此可以发现与
原酶的 !" 值相比，虽然修饰酶的 !" 值增加，但幅度并不是很大，并不会影响修饰酶的应用%在修饰酶中，
!.&’(5444 0 K9I 0 GE9HI?7的 !" 值最大，这可能与它的结构和分子量有关%这种酶是分枝型的聚乙二醇所
修饰的，它比线性修饰剂所形成的屏障更大；并且其分子量也最大，所具有的链更长，因此对底物与活性位

点结合的阻碍更大%
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!" 结论
采用各种类型的聚乙二醇衍生物修饰胰蛋白酶#从修饰的结果可以看出，修饰酶的残存活力受多种因

素影响，其中修饰剂的结构、分子量及酶的修饰化度对修饰酶的残存活力影响显著，但各种修饰酶的热稳

定性显著改善，这主要取决于修饰剂的结构，与其分子量的大小关系不大；其最适 $%值并没有发生变化；
由于偶联 &’(，修饰酶的 !" 值有所增加# 通过对修饰酶的酶学性质的表征，比较得出分枝型修饰剂
)*&’(和 *&’( + ,-修饰蛋白质性能优于可降解的 &’( + --和 *&’( + --#

［参考文献］

［.］" /01*2345 6 7，-898:0;8 <# =0>1?9@43A $89:*9B0;432@4B5 0C 93 93@4D43@2:?21;43 E FG 9*432D5$2B4C4B &’(G?9@403 H4@8 $:252:I2>
F409B@4I4@G［J］# 63@ J &89:*，)KKK，.LE（.）：E! LM#

［)］" N08;0>2:9，OG9;0 =9@51584*9，=4590 %4:0@0，2@ 9?# &2AG?9@403 0C $:0@2435 93> F409B@4I2 51F5@93B25 C0: *2>4B9? 93> @2B834B9?
9$$?4B9@4035［J］# &:0A &0?G* -B4，.LLE，)!（P）：.)!! .)P.#

［!］" ’?532: ,，(:983 -，J9;1F;2 % Q# ’CC2B@5 0C B82*4B9? *0>4C4B9@403 0C ?G5432 :254>125 43 @:G$543［ J］# J =0? ,9@9? RD’3SG*，
)KKK，E（T）：.L! )KK#

［T］" (92:@32: % U，&14A52:I2: O J# 63B:2952> 9B@4I4@G 93> 5@9F4?4@G 0C $0?G2@8G?232 A?GB0?D*0>4C42> @:G$543［ J］# ’3SG*2 =4B:0F
V2B8，.LL)，.T（)）：.MK .MM#

［M］" <9?4$5;G -，’>4503 W J# OB@4I2 B9:F039@25 0C $0?G9?;G?232 0X4>25 C0: *0>4C4B9@403 0C $0?G$2$@4>25：Y-，M.))Z.T［&］# .LL) +
KZ + .Z#

［Z］" ,9?4B2@4 &，[2:03252 U =# 6**130A234B 93> @0?2:0A234B $:0$2:@425 0C *030*2@80XG $0?G（2@8G?232 A?GB0?）B03\1A9@2> $:0@2435
［J］# U9:*9B0，.LLL，MT（P）：T!K T!P#

［P］" (9:C42?> &，]0G2: ( =# O393@89:*9498 $2$@4>2 5G3@82545 43 H9@2: 93> 152 0C 4**0F4?4S2> B9:F0XG$2$@4>952 N C0: >2$:0@2B@403
［J］# J O* ,82* -0B，.LPL，.K.（.)）：!!LT !!LZ#

［E］" 何明磊，苏志国# 合成分枝型聚乙二醇的简便新方法［J］# 高等学校化学学报，)KK!，)T（E）：.TLM .TLE#
［L］" <0: V，-2?43A2: <# 74329:4S9@403 0C @82 F:9>C0:> $:0@243 9559G 43B:29525 4@5 52354@4I4@G：@820:2@4B9? 93> 2X$2:4*23@9? 5@1>425
［J］# O39? R40B82*，.LLZ，)!Z（)）：!K) !KE#

［.K］" -3G>2: - 7# O3 4*$:0I2> )，T，ZD@:434@:0DF23S23251?C034B 9B4> *2@80> C0: @82 >2@2:*439@403 0C 9*4325［ J］# O39? R40B82*，
.LPM，ZT：)ET )EP#

［..］" 蒋传葵，金承德，吴仁龙，等# 工具酶的活力测定［=］# 上海：上海科学技术出版社，.LE)#
［.)］" 袁勤生# 现代酶学［=］# 上海：华东理工大学出版社，)KK.#

［责任编辑：丁蓉］

—PM—

董伟，等：聚乙二醇衍生物修饰胰蛋白酶的研究
&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&

  万方数据


