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摘要:以低分子右旋糖昔 (Dextran) 为修饰剂，选用 LI6 ( 45 )正交试验方案，研究了不同修饰条件对酵母煎糖酶

( Yeast ínvertase) 化学修饰效果的影响以及修饰前后酶的性质变化.结果表明，pH 5.0 、20 't:、反应 8 h 为最佳的修

饰条件.与天然酶相比，修饰酶的酶比活力、糖含量、酶活力回收率分别提高 56.7% 、35.05% 和 14.619毛，蛋白含量

下降 22.66% ，氨基修饰率为 39.559奋.酶学性质研究表明，修饰后酶的最适 pH 在 4.0 - 5.0 范围内，最适温度 55 -

60 't: ，在 pH 3.5 缓冲液中稳定性上升，在 pH 6. 5 缓冲液中稳定性下降，在 60 't:缓冲液中稳定性下降.动力学研究

表明，修饰后酶的 Km 和 Vmax均上升，光谱分析表明，修饰后酶的构型构象均发生变化.

关键词:酵母蔚糖酶;右旋糖背;化学修饰

中图分类号 :Q936 文献标识码 :A 文章编号: l00I-41lX( 2009 )04-∞48町 05

Yeast Invertase Chemically Moditied by Dextran and 1臼 Enzyme Properties 
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Abstract: Dextran was used as the modifying reagent for the chemical modification of yeast invertase. In 

order to find an optimum way for chemical modification , the effects of different modification condition were 

studied through orthogonal comparison. The orthogonal analysis showed that the optimum condition for 

chemical modification was to do the experiment in the solution of pH 5. 0 at the temperature of 20 "C for 

8 h. The specific enzyme activity , polyhydrate content of the modified-enzyme and the activity reserval ra­

tio were increased by 56. 7% ,35.05% and 14.61 % , respectively. However , the protein content of modi­

fied-enzyme was decreased by 22.669毛， and the ratio of amino modification was 39.559毛. The study of 

zymological properties showed that the optimal pH was at the range of 4. 0 - 5. 0 , the optimal temperature 

range was 50 - 60 'C. The stability of modified-enzyme at pH 3. 5 was increased , but the stability at pH 

6. 5 was decreased. The thermo stability at 60 "C was also decreased compared with that of yeast invertase. 

Kinetics analysis showed that Km and V maX of modified-enzyme was increased. The spectral analysis showed 

that the configuration and conformation of modified-enzyme were quite different from that of yeast invert-

ase. 
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酶化学修饰可以提高酶的稳定性和抵抗蛋白质

变性剂的能力，为酶在工业上的应用提供更加广阔

的前景.同时，化学修饰改善蛋白质(酶)和多肤药物

在临床应用过程中的一些不良性质，弥补了天然酶

的一些不足，并赋予了一些优良性质，从而显示药用

蛋白酶化学修饰的良好应用前景.然而，目前国内外

对酶化学修饰的研究主要偏向于医药用酶，如木瓜

蛋白酶[ 1 ]、天门冬酷胶酶[2] 等化学修饰的研究，对于

工业用酶化学修饰的研究不多.近年来国内外对酵

母照糖酶化学修饰的研究极少.为此，本文以低分子

的右旋糖昔为修饰剂，选用了 LI6 ( 45 )正交试验方

案，探索不同修饰条件对酶化学修饰效果的影响以

及修饰前后酶的性质变化，为酵母照糖酶的进一步

研究利用提供理论依据.

1 材料与方法

1. 1 试验材料

酵母庶糖酶( Yeast invertase , EC 3. 2. 1. 26 )纯

酶、2 ， 4 ， 6 -三硝基苯磺酸水溶液( Trinitrobenzenesul­

fonic acid , TNBS ) ，购于美国 Sigma 公司.右旋糖昔

( Dextran ，平均相对分子质量为 50∞)购于深圳汉邦

多糖生物科技有限公司.考马斯亮蓝 G -250 购于美

国 Fluka 公司，其他试剂为国产分析纯试剂.

1. 2 修饰条件的筛选

本试验选用 LI6 ( 45 )正交试验方案对修饰条件

进行优化，正交试验因素条件设计如表 1 所示.

表 1 正主试验因素

Tab. 1 Factor of orthogonal comparison test 

水平 。，/"C t修饰/h pH 

4 4 4.0 
2 20 8 5.0 

3 30 16 6.0 
4 45 24 7.0 

1. 3 右旋糖苦的活化

称取 500 mg 右旋糖昔和 125 mg 高腆酸铀溶于

10 mL 蒸馆水中，4 "c避光搅拌反应 18 h ，用 800μL

乙二醇中止反应，4 "c下静置 2h[3]. 取 8 mL 上述混

合液，用 Sephadex-G 15 凝胶层析柱 (2 cm X 20 cm) 

脱盐， 4 "c避光进行，用蒸馆水洗脱，流速为

o. 8 mL • min -1 ，每 5 min 在部分收集器上收集 1 管，

每管 4 mL，用 Fehling 试剂检测含糖管，用 w =2% 的

AgN03 检查脱盐效果，用硫酸一苯盼法测定活化的

右旋糖昔含量[4].

1. 4 醒活力测定

酶活力测定参照 Huang 等问的方法进行改进，

酶促反应体系 pH 4.5 ，反应温度 55 "C，反应时间

10 min ，反应总体积为 2. 1 mL.用 DNS 法[6] 测定生

成的还原糖量.在上述反应条件下，将酶每分钟催化

水解煎糖产生 1 mg 还原糖所需要的酶量定义为 1 个

酶活力单位(U) .蛋白质含量的测定参照 Bradford[7]

的方法，以牛血清白蛋白为标准.糖含量测定参照杨

晓华等[别的方法，以葡萄糖为标准.氨基残留率的测

定采用 TNBS 法川，相同蛋白质浓度的酶液在修饰前

后 D335 nm之比即为氨基残留率.根据公式:氨基修饰
率= 1 -氨基残留率，计算氨基修饰率.

1. 5 酶的最适 pH、最适温度、pH 稳定性和热稳定

性的测定

酶的最适 pH、最适温度、pH 稳定性和热稳定性

的测定参照 Gómez 等[ω] 的方法.酶的动力学测定参

照余冰宾[1 1 1 研究酵母庶糖酶动力学和动力学参数的

方法，照糖的浓度设置为 10 、 15 、20 、 25 、 30 、 35 和 40

mmol • mL -1 ，每处理设 2 个重复，每重复设 3 个平行样.

1. 6 紫外吸收光谱测定

酶液的蛋白质质量浓度为 0.25 mg . mL -1 ，以

pH4.5 缓冲液为对照，测定其紫外吸收光谱，波长 190 -

4∞ nm. 荧光发射光谱测定:酶液的蛋白质质量浓度为

O. 25 mg • mL -1 ，在激发波长 280 nm 条件下，测定其荧

光发射光谱.

数据统计和方差分析用 SPSS 13. 0 软件进行.方差

分析中 ，F<9.280 表示差异不显著，9.280 < F < 29.5∞ 
表示差异显著，F>29.5∞表示差异极显著.

2 结果与分析

2.1 右旋糖苦修饰酵母蘸糖酶条件的筛选

本试验综合考虑了反应体系中温度、反应时间、

pH、温度与反应时间的交互作用的影响，试验结果见表

2. 极差分析结果表明，不同因素对修饰效果的影响为:

修饰时间〉温度 >pH>温度×反应时间.

方差分析结果(表 3)表明，反应时间对修饰效果影

响差异极显著，温度和 pH 对修饰效果影响差异显著，

而温度与反应时间的交互作用对修饰效果影响差异不

显著.

通过正交试验(表 2)可以得到右旋糖昔修饰酵母

照糖酶的最佳试验方案:即反应体系的 pH 为 5.0，&应

温度为却"C，反应时间为 8 h. 以此方案进行实验，加入

活化的右旋糖背和黑糖酶各 25 吨，同时，反应中添加

0. 855 g :tW，糖作为酶保护剂.
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表 2 右旋糖苦对酵母蕉糖酶化学修饰的正交试验

Tab.2 仙也吨~nal compariωn 阳t ofy'ωst invertωe modified wi仙 dextran

编号 。I/'{; t修饰/h

1 4 4 

2 4 8 

3 4 16 

4 4 24 

5 20 4 

6 20 8 

7 m 16 

8 20 24 

9 30 4 

10 30 8 

11 30 16 

12 30 24 

13 45 4 

14 45 8 

15 45 16 

16 45 24 

KI 1 417.4ω 叨6.368

K2 1 527. 120 1 608. 1佣

K3 1 520.840 1 5但.71ω

K4 1 126.412 1496.588 

K)平均 354.365 244.四

几平均 381. 780 4但.四7

民平均 380.210 375. ff.刻

K.平均 281. 603 374. 147 

R l∞. 1η 159.935 

表3 正交试验方差分析表

Tab.3 四leortl吨。nal analysis 

差异源 平方和 自由度 均方 Fl) P 

。 26 475.363 3 8 但5.121 15.741 • 0.01 <P <0. 05 

t修饰 61 筑)9.617 3 20 503.210 36.572 .. P<O.01 

pH 17810. 缸" 3 5936. 货员自 10.590 • 0.01 <P<O.05 

(J x t修饰 13 489.874 3 4496.625 8.ωl P>O.05 

误差 1681.刷 3 5ω.535 

，总计 120 967.357 15 40 322.457 

1)"表示差异达到极显著，.表示差异达到显著

2.2 修饰前后酶的性质比较

通过上述方案进行酵母煎糖酶的化学修饰，修饰前

后酶活性、糖含量、氨基修饰率、酶活力回收率和蛋白回

收率的比较见表4. 由表 4 可知，修饰后，酶比活力提高

56.7% ，糖含量提高 35. 臼9毛，氨基修饰率为 39.55% ，酶

活力回收率为 114.619毛，蛋白含量下降 22.669毛.

pH {} X t修饰 酶比活力/(U. 吨 1 ) 

4.0 4x4 2剧.77

5.0 4 x8 416.33 

6.0 4 x16 387.ω 

7.0 4 x24 352.67 

5.0 2O x4 295.81 

4.0 20 x8 426.61 

7.0 20 x16 402.25 

6.0 2O x24 392.45 

6.0 30 x4 345.29 

7.0 3O x8 380.62 

4.0 30 x16 到0.51

5.0 3O x24 414.43 

7.0 45 x4 74.51 

6.0 45 x8 382.56 

5.0 45 x16 372.31 

4.0 45 x24 297.04 

1 334. 但8 1 5∞.αx) 

1 538.8朋 1 223. 以x)

1 5(JJ.972 1 361. 1ω 

1 210. 创8 1 筑l6.868

333. 732 375.αx) 

384. 刀。 到5.950

376. 镜泊 340.290 

302.512 376.717 

82.208 70.767 

表4 修饰前后酶的性质比较

Tab.4 Com阳rison of en勾me properties be仰een modified-en­

zyme and natural-enzyme 

酶比活力/ w(糖) 1) / 氨基修 酶活力回 蛋白回

(U.mg- I
) (mg.mg- I

) 饰毕% 收率V% 收率V%

天然酶 271.21 4.08 。 l∞ l∞ 

修饰酶 429.41 5.51 39.55 114.61 77.34 

1) 指 1 mg 蛋白中糖的质量

2.3 修饰前后酶学性质的比较

2.3.1 修饰前后酶的最适 pH、最适温度比较 由图

la 可知，天然酶的最适 pH 为 4.5 ，修饰酶的最适 pH

在4.0 -5.0 范围内.由图 lb 可知，天然酶的最适温度

为55 -ω "C，修饰酶的最适温度为 50 -55 "C. 

2.3.2 修饰前后酶的 pH 稳定性、热稳定性比较 由

图 2a 可知，修饰酶和天然酶在 pH3.5 缓冲液中的半

衰期分别为 14.34 和 10.67 min ，表明修饰酶在 pH 3. 5 



51 伍志权等:右旋糖昔修饰酵母煎糖酶条件的筛选及修饰酶性质的研究第 4 期

pH 4.5 缓冲液中天然酶与修饰酶的动力学参

数

由图 3 的动力学曲线可知，天然酶的 Km = 145. 2 

mmol • L -1 ，凡ax=714.29U -mg l; 修饰酶的 km=

208.51 mmol. L -1 , V max = 1 428.51 U • mg- 1 • 可见，

修饰后，酶的 Km 值上升 ， Vm皿则大幅度升高，表明修
饰酶最大反应速率升高，而对底物的亲和力则有所

下降.由此可以推断，修饰后酶活力提高主要是通过

最大反应速率提高而实现的.

一一天然酶
-一修饰酶

，企

0.010 卡 Æ宁，，，s"

0.005 卡/汽Zdk443牛0.1460计0.0007
ν仨户， R'=0.9945 

0.050 0.075 0.100 

y=0.203 3 x+O.OOI 4 
R'=0.9962 

0.030 

2.4 缓冲液中的稳定性较天然酶有所上升，由图 2b 、 c 可

知，修饰酶和天然酶在 pH6.5 缓冲液中半衰期分别为

1. 45 和1. 24 min ，在ω℃缓冲液中半衰期分别为13. 81 

和 15.24 min ，表明修饰酶在 pH6.5 缓冲液中的稳定性

及其在ω ℃缓冲液中稳定性较天然酶有所下降

*修饰酶
→-天然酶

a 
500 

吉 400

己 300
、、

主 200
运
谧

A
υ
 

AU l 

0.025 

0.020 

0.015 

[s]曰'/(mL.mmor')

0.025 
，7卢心 005

(
7二
·
剧ε
)
\【叭
，

8.0 7.5 7.0 6.5 5.5 6.0 
pH 

5.0 4.5 4.0 
0 
3.5 

b 
咕-修饰酶

→-天然酶

<
HV

AHV l 

AV 

AV 

500 

2400 

己 300

革 200
运
植E

光谱分析

2.5.1 紫外吸收光谱分析 由图 4 可知，缓冲液中

天然酶和修饰酶的紫外吸收光谱中有 2 个明显的吸

收峰.与天然酶相比，修饰酶 200 -235 nm 处吸收峰

的吸收波长向长波长方向偏移 3.0 nm ，而 270 -280 

nm 处吸收峰的吸收波长基本没有发生改变，说明修

饰酶的构型构象发生了变化.此外，修饰酶 200 - 235 

nm 处吸收峰和 270 -280 nm 处吸收峰的峰值变大，

进一步说明修饰酶的构型构象发生了变化.

天然酶与修饰酶的 Lineweaver-Burk 曲线

The Lineweaver-Burl军 curve of natural-enzyme and modi-

fied-enzyme 

图 3

Fig.3 

2.5 

80 

天然酶与修饰酶的最适 pH 和最适温度 (x :t SE) 

The optimal pH and optimal temperature of natural-enz­

ymeand and modified-enzyme 

100 

70 60 50 

+修饰酶
.天然酶

40 
θ!'C 

30 20 10 

a:pH 3.5 
500 

图 l

Fig. 1 

E400 

二
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(
-
∞
g
·

二
)
\
阿
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何
必
磁

30 27 24 21 15 18 

f, .. /min 

12 9 6 

b:pH6.5 

3 
。
。

+修饰酶
+天然酶

修饰酶

天然酶

• 

0.7 

0.6 

0.5 

Q 0.4 
0.3 

0.2 

0.1 
0.0 

20 16 18 

..修饰酶

→-天然酶

14 8 10 12 

t保温Imin

6 4 

c:60 'C 

2 

A
υ
 

ov l 

。
。

400 

缓冲液中天然酶和修饰酶的紫外吸收光谱

Ultraviolet absorption spectral of natural-enzyme and 

modified-enzyme 

500 

吉 400

E 300 

革 200
运
撞E

350 300 
λInm 

250 200 

图 4

Fig.4 nU AU l 

0 
0 3 

2.5.2 荧光发射光谱分析 由图 5 可知，在激发波

长 280 nm 下，天然酶和修饰酶的荧光发射光谱峰形

相似，但修饰酶的发射波长向长波长方向偏移 4 nm , 

荧光强度明显增强.进一步说明修饰酶的构型和构

象都发生了变化.

30 

天然酶与修饰酶在不同 pH 及 60 't:缓冲液中热稳定性

曲线(孟:t SE) 

Fig.2 Thermo stability of natural-enzyme and modified-enzyme 

at different pH and 60 't: 

27 24 21 12 15 18 

句"，/min

9 6 

图 2
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6000 

5000 

坦 4000

罢 3000
棋 2000
鞋里 1000 

O l"!可

300 

修饰酶

天然酶

350 400 450 
λInm 

图 5 缓冲液中天然酶和修饰酶的荧光发射光谱

Fig. 5 Fluorescence emission spectral of natural-enzyme and 

modified -enzyme 

3 讨论与结论

正交试验结果表明，反应时间对1所市效果影响差异

极显著，温度和 pH 对修饰效果影响差异显著.修饰时

间影响修饰效果主要表现为:修饰时间过短，修饰剂与

酶未能充分结合;修饰时间过长，修饰反应中间产

物一-p比氯节氧胶不稳定分解.温度对修饰效果的影

响主要通过影响蛋白质分子的伸展和酶与修饰剂分

子间结合速率而实现，pH 对修饰效果的影响主要表现

为 pH 能引起酶分子中可离解极性基团的离解状态和

电荷改变，改变酶的构型和构象，从而影响修饰效果.

酶分子对环境中的 pH 敏感，影响酶的最适 pH

和 pH 稳定性的机理可能是右旋糖昔修饰了酶表面

的碱性氨基酸残基的侧链氨基[川，右旋糖昔的引人
会影响酶分子的电荷分布，从而影响酶的最适 pH 和

pH 稳定性.

温度主要是通过增加底物分子的热能和提高酶

分子热能来影响酶活性的.化学修饰影响酶的最适

温度和热稳定性的机理可能是:化学修饰通过改变

酶的构象而降低了酶催化反应过程中酶分子构象改

变所需要的化学能[ 1剖，因此表现为酶的最适温度有

所下降，另一方面，修饰酶活性部位的疏水氨基酸残

基外露，导致其对热敏感，将会降低其热稳定性.

动力学研究表明，修饰酶的 Km 值有所上升， VmaX 

有较大幅度的上升，可见修饰后酶活性的提高，主要

是由于酶的最大反应速率提高而引起的. VmaX大幅上
升主要是由于修饰后酶分子结构趋于松散，降低了

酶催化反应过程中酶分子构象改变所需要的化学能
所引起[口l ， Km 值有所上升主要由于右旋糖昔与-

NHJ 形成共价键，影响了整个活性中心的电荷分布，

微扰了该部位的微环境，同时右旋糖昔的引人也形

成空间位阻，因而不利于底物分子进入酶的活性中

心，表现为 Km 值有所上升，酶对底物的亲和力下降

紫外吸收光谱研究表明，修饰酶 200 - 235 nm 

处吸收峰的吸收波长向长波长方向偏移 3.0 nm ，其

机理可能是右旋糖昔的引人改变了酶分子的微环

境，使分子内部的结构趋于松散 ， n 和扩轨道间的能

量差减小，引起吸收峰向长波长移动[M]. 同时 2 个吸

收峰值均有提高，是由于松散的分子结构更有利于

深埋的 Tyr 和 T甲以及肤键外露，从而使 2 个紫外吸

收分子均有提高.荧光发射光谱研究表明，天然酶和

修饰酶的荧光发射光谱峰形相似，但修饰酶的发射

波长向长波长方向偏移 4 nm，荧光强度明显增强.推

断是由于修饰后导致分子内部的 T甲和 Tyr 外露，

Trp 和 Tyr 所处的环境极性增加所致.
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