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摘要:采用活化的单甲氧基聚乙二醇(mPEG-5000)对木瓜凝乳蛋白酶(Cp)进行了共价修饰 , 修饰产物经毛细管电

泳检测与分析表明:主产物为平均每分子 Cp偶联 3 ～ 4个 mPEG1长链的低修饰度修饰酶. 以此修饰酶为研究对

象 , 进行了 Cp在修饰前后的主要酶学 、药物生物学性质的比较研究. 结果表明:Cp经 mPEG
1
修饰后 , K

m

app(酪蛋白

为底物)有所增加 ,但与 Cp相比 , mPEG 1修饰酶的 pH稳定性 、热稳定性以及抗胰蛋白酶的水解能力却均有增强;

药代动力学结果还显示 , mPEG 1-Cp的体内活性半衰期延长 , 修饰酶体内半衰期是原酶的 1. 6倍 , 表明 mPEG1修饰

酶具有更好的临床应用前景.
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Abstract:Chymopapain (Cp) was covalen tly modified w ith ac tivated monome thoxypo lye thylene g lyco l

(mPEG1-5000), and cap illary electropho resis of themodifica tion product show ed that the poorly con juga-

ted Cp (3-4mPEG 1 chains permolecule Cp)was thema jo r produc.t This modified Cp w as the ob jec t of

th is research, and the ma in enzymo log ical and pharmacobio log ica l properties o f the Cp befo re and a fte r

modification w ere sub jected to comparative study. The results show ed tha t theKm
app

value o f the modified

Cp (case in as substrate)was inc reased, bu t the pH stability, thermostability and the resistance to trypsin

hydro lysis of the modified Cp w e re increased in comparison w ith the native Cp. The pharmacok inetics

show ed that the half-life o f the mPEG-modified Cp in vivo was pro longed, be ing 1. 6 times tha t of the

native Cp and which implied tha t the modified C p w ou ld have be tte r prospects in clinical application.
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　　目前 , 木瓜凝乳蛋白酶 (Chymopapain, EC3. 4.

22. 6, Cp)已成为一种重要的医药用酶
[ 1-5]

. 然而该酶

在临床应用过程中存在体内半衰期短 、多次注射易

引发免疫过敏反应等不良效果
[ 6-7]

. 国内外诸多研究

结果表明 ,采用酶化学修饰技术可有效克服以上不

足和缺陷
[ 8-9]

. 迄今 , Cp的化学修饰研究国内外鲜见

报道. 为此作者以单甲氧基聚乙二醇 (monom ethoxy-

po lyethy lene glyco l, mPEG ,M r =5000)为修饰剂对 Cp



进行了共价修饰 、修饰效果的比较及修饰剂的筛选

(另文发表),进而对 Cp与筛选出的单链单甲氧基聚

乙二醇 (mPEG1)的共价修饰产物 (mPEG1-CP)进行

了检测与分析研究
[ 10]

. 本文在此基础上 ,进一步对

mPEG 1修饰酶的主要酶学和药物生物学性质进行研

究 ,旨在通过一些主要参数的测定与比较来判断修

饰效果的优劣及药效性 ,这将为 Cp的 mPEG修饰酶

的药物研发和今后的实际应用提供重要参考.

1　材料与方法

1. 1　材料与主要试剂

木瓜凝乳蛋白酶 (Cp),自制 ,经 SDS-PAGE检测

达电泳纯;三聚氰氯 (cyanu ric ch lo ride, cc), Fluka公

司产品;单甲氧基聚乙二醇 (mPEG)、酪蛋白 (case-

in), Sigm a公司产品;N-乙酰-L-酪氨酸乙酯 (N-ace-

ty l-L-ty rosine e thy l ester, ATEE),进口试剂 ,购于广州

威佳生物技术有限公司;Sephadex G-75, Pharmacia

产品;两性电解质 Se rva ly t® pH2. 0 ～ 9. 0, Se rva产

品;牛磺酸(Taurine)、考马斯亮蓝 R250 、G250,进口

分装 ,上海博奥生物科技有限公司;其余试剂均为国

产分析纯.

1. 2　试验动物

新西兰大耳兔 ,雄性健康 ,体质量 2. 5 ～ 3. 0 kg,由

南方医科大学(原第一军医大学 )实验动物中心提供.

1. 3　方法

1. 3. 1　mPEG1对 Cp的化学修饰及修饰产物的分离

纯化　mPEG1对 Cp的化学修饰及对产物组分的检

测与分析参见文献 [ 10] ,进一步将修饰反应物经浓

缩后上 Sephadex G-75层析柱 ,以 0. 05mo l /L pH7. 0

的磷酸缓冲液(PBS)洗脱 ,收集低修饰度产物峰 ,并

以此为研究对象 ,进行 mPEG 1-Cp与 Cp在主要酶

学 、药物生物学性质方面的比较研究.

1. 3. 2　酶水解活力测定 (以酪蛋白为底物 )　参照

文献 [ 11]方法测定酶活力. 以测定条件下 [ pH7. 0,

(37±0. 2)℃] , 每分钟水解酪蛋白产生 1 μg酪氨

酸所需的酶量为 1个酶活力单位 (U).

1. 3. 3　修饰酶表观米氏常数(Km
app
)与原酶米氏常数

(Km )的测定　以酪蛋白为作用底物 ,采用 Linew eaver-

Burk作图法分别求出修饰酶 Km

app
与原酶 Km值.

1. 3. 4　mPEG1-Cp与 Cp最适 pH、pH稳定性的测定

与比较　分别将 mPEG 1-Cp和 Cp溶于 0. 05 mol /L

pH为 3. 0(柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液 )、4. 0(柠檬酸-

柠檬酸钠缓冲液 )、5. 0(柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液 )、

6. 0(柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液 )、 7. 0 (Na2HPO4-

N aH 2PO4缓冲液)、8. 0(Tris-HC l缓冲液 )、9. 0(T ris-

HC l缓冲液 )、 10. 0(硼砂-NaOH 缓冲液 )、 11. 0

(Na2HPO 4-NaOH缓冲液 )的缓冲体系中 (酶质量浓

度均为 2 mg /mL), 37 ℃保温下分别取样测定酶活

力;保温 120m in后分别将 pH调至 pH7. 0并分别取

样按酶活性测定方法测定酶活力. 以 120 m in后的

酶活力与其相应初始酶活力之比计算相对酶活力.

1. 3. 5　mPEG1-Cp与 Cp最适反应温度及热稳定性

的测定与比较 　分别将 mPEG1-Cp和 Cp溶于

0. 05mo l /L pH7. 0 的 PBS中 (酶质量浓度均为

2 mg /mL),将此酶液分置于 30、40、50、60、70和 80℃

水浴保温并测定酶活力;以上各温度下保温 120 m in

后流水冷却 ,再按酶活力测定方法测定酶活力. 以

120m in后的酶活力与其相应初始酶活力之比计算

相对酶活力.

1. 3. 6　mPEG1-Cp与 Cp抗胰蛋白酶水解能力的比

较　分别将 mPEG 1-Cp和 Cp溶于 0. 05mol /L pH7. 0

的 PBS中 (酶质量浓度均为 2 mg /mL),按 n(Cp)∶

n(胰蛋白酶 )=45∶1的比例加入胰蛋白酶 , 37 ℃保

温 ,定时取样测定酶活力.

1. 3. 7　mPEG1-Cp与 Cp体内活性半衰期比较　分

别将 mPEG1-Cp和 Cp按体质量 1 mg /kg的注射量由

耳缘静脉注入新西兰大耳兔体内 ,给药后隔时采血

每只约 1 mL,低温离心 (4 ℃, 5 000 r /m in, 5m in)分

离血清 ,测定酶活力. 用 MCPKP药代动力学程序计

算药代动力学各参数.

1. 3. 8　mPEG1-Cp与 Cp等电点 pI值比较　采用超

薄等电聚焦电泳技术进行 mPEG1-Cp与 Cp等电点

pI值的测定与比较.将 mPEG1-Cp和 Cp分别溶于双

蒸水中 (酶质量浓度分别为 1. 0和 0. 5 mg /mL). 点

样带中每孔点样量为 20 μL,在 10 ℃、 2 000 V电压

下电泳 70 m in, 聚焦后的胶片经三氯乙酸固定

20m in、考马斯亮蓝溶液染色 50 m in及经脱色液脱

色 20m in后 ,在室温下干燥过夜 ,并于凝胶成像系统

中拍照.

2　结果与分析

2. 1　mPEG1修饰对酶 Km
app
的影响

在临床应用中 Cp的 Km 值是决定其发挥催化水

解髓核中大分子糖蛋白药效性的因素之一 ,通过对 Cp

修饰前后 Km的测定比较 ,可判断修饰前后酶与作用

底物结合作用的变化 ,进而判断修饰酶的临床应用效

果.按酶活性测定方法 ,分别测定 Cp和 mPEG1-Cp在

系列底物(酪蛋白)浓度下的酶活力 ,以 Lineweaver-

Burk法作图 (图 1),分别求出原酶 Cp的 Km 为 2. 18

mg /mL,修饰酶 mPEG 1-Cp的 Km
app
为 2. 97mg /mL.

Cp在修饰后 Km有所增加 ,表明经 mPEG修饰后 Cp

对大分子底物的亲和力有所减弱 ,这可能是由于

mPEG长链对底物的空间位阻效应所致.
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图 1　 mPEG1-Cp和 Cp的 K m比较(酪蛋白为底物)

F ig. 1　Com parison ofKm of mPEG1-Cp and Cp (casein as sub-

stra te)

2. 2　mPEG1-Cp与 Cp最适 pH及 pH稳定性比较

图 2表明:①原酶 Cp的最适 pH 为 7. 0, 而

mPEG 1-Cp的最适 pH在 8. 0 ～ 9. 0,可见 Cp经 mPEG

修饰后最适 pH向碱性偏移;②120 m in后 , Cp与

mPEG 1-Cp的水解活力均呈下降趋势 ,其中 mPEG 1-

Cp在 pH4. 0 ～ 11. 0范围内的相对酶活力均在 75%

以上 , 而 Cp只在 pH 3 ～ 5时相对酶活力较高

(75%),表明 Cp经 mPEG修饰后 pH 稳定范围变

宽 、pH稳定性增强.由此可见 , mPEG与 Cp共价结合

后 ,其在 Cp分子表面所形成的缓冲外层在一定程度

上维持了酶活性部位微环境的相对稳定 ,从而拓展

了 pH稳定范围和增强了 pH稳定性.

图 2　mPEG1-Cp和 Cp的最适 pH及 pH稳定性比较

F ig. 2　Op tim um pH and the pH stability o fmPEG1-Cp and Cp

2. 3　mPEG1-Cp与 Cp最适温度及热稳定性比较

图 3表明:①Cp在 30 ～ 50 ℃范围内酶活力最

高 ,当温度超过 60 ℃时酶活力随温度升高而急剧下

降 ,最适温度为 40 ～ 50℃;mPEG 1-Cp最适温度有所

提高 ,为 60℃;②在 120m in后 , Cp和 mPEG 1-Cp的

酶活力均有所下降 ,在 30 ～ 80℃之间随温度升高 Cp

的相对酶活力下降到 50 %以下 ,而 mPEG 1-Cp在各

温度下的相对酶活力却始终保持在 70%以上 ,可见

修饰酶的耐热稳定性增强. 这种稳定化效果可能与

mPEG 1和 Cp多点交联后稳固了酶分子构象同时减

少了酶分子内部基团的热振动有关.

图 3　mPEG1-Cp与 Cp最适温度及热稳定性比较

F ig. 3　The optimum temperature and heat stability o fmPEG 1-Cp

and Cp

2. 4　mPEG1修饰对 Cp抗胰蛋白酶水解能力的影响

从图 4可见 ,在胰蛋白酶处理的各时间 , mPEG 1-

Cp的相对酶活力都相应地比 Cp高. 经胰蛋白酶水

解 120m in后 , mPEG1-Cp仍具有近 90%的酶活力 ,

而 Cp酶活力只保留 73%.修饰酶抗胰蛋白酶的水解

能力比原酶显著增强 ,这可能也是由于 mPEG1屏蔽

层存在的结果 ,即 mPEG1长链在屏蔽了 Cp表面抗

原决定簇的同时 ,也屏蔽了蛋白酶解位点 ,因而阻碍

了各种蛋白水解酶对 Cp的接近和作用 ,而使其更有

利于在临床上的实际应用.

图 4　mPEG 1-C p与 Cp抗胰蛋白酶水解能力的比较

F ig. 4　Stability o fmPEG1-Cp and Cp aga inst trypsin

2. 5　mPEG1-Cp与 Cp体内活性半衰期比较

经 Cp和 mPEG 1-Cp分别进行兔静脉注射后 ,通

过计算机拟合 , Cp结果符合一级消除动力学二室模

型 ,其消除相半衰期 T1 /2β为 220. 6 m in;mPEG 1-Cp结

果符合一级消除动力学一室模型 ,其消除相半衰期

T1 /2为 360. 4 m in(其余药代动力学参数略 ),可见

mPEG1-Cp的体内活性半衰期延长 ,修饰酶体内半衰

期是原酶的 1. 6倍.半衰期延长的可能机理为:①由

于 mPEG 1-Cp解除了免疫原性 ,因而注入体内后不会

通过免疫反应而被清除;②偶联的 mPEG长链减弱

了各种水解酶对其的降解及自水解 ,从而有效地延

长了其在体内的保留时间;③修饰后的酶由于增加

了分子量及分子体积 ,而降低了肾小球的排除速率.
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2. 6　mPEG1-Cp与 Cp等电点 pI的测定与比较

从图 5可见 , Cp与 mPEG 1-Cp等电聚焦电泳(经

考马斯亮蓝染色 )时 ,只出现 Cp一条电泳带 ,其 pI>

9. 0约在 10. 0的位置 ,而 mPEG 1-Cp未显出电泳带.

这一现象与 Cp经 mPEG1修饰后在常规 SDS-PAGE

电泳时 (经考马斯亮蓝染色及硝酸银染色)出现的情

况相类似 ,这一现象有待进一步研究.

1:C p;2:mPEG1-C p

图 5　mPEG1-Cp与 Cp的超薄等电聚焦电泳分析

F ig. 5　U ltrath in-laye r isoe lectric focusing of m PEG1-Cp and Cp

on a pH 2. 0 ～ 9. 0 g radient ge l

3　讨论

一般认为 , PEG修饰酶是蛋白质与 PEG的杂合

物
[ 9, 12]

.由于 PEG的引入 ,天然酶的多方面性质均会

发生一定程度的改变
[ 9, 13-15]

.本研究结果显示 , Cp经

mPEG 1修饰后 ,Km
app
(酪蛋白为底物 )有所增加 ,说

明 mPEG 1 修饰酶与底物的亲和力有所减弱 , 但

mPEG 1修饰酶在 pH稳定性 、热稳定性以及抗胰蛋白

酶的水解能力等方面都较 Cp有所增强 ,体内半衰期

延长 1. 6倍 ,表明 mPEG1修饰酶具有更好的应用前

景.这一研究结果将为今后 mPEG-Cp药物研发和今

后的实际应用提供重要参考.

由于本研究中 mPEG与 Cp的共价修饰过程为

随机修饰 ,存在修饰位点不确定 、修饰后酶活力下降

等问题. 因此今后在 Cp抗原决定簇的位点
[ 16]
开展

与基因工程技术相结合的定点修饰研究将在有效消

除抗原性的同时 ,能较好地保持天然酶的生物学活

性 ,获得修饰产物均一 、易于修饰产物分离纯化的修

饰纯酶.这一工作将在今后开展的木瓜凝乳蛋白酶

的 mPEG定点修饰研究中深入进行.
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