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来源于大肠杆菌（340(,#）的30天冬酰胺酶是治疗淋巴
性白血病和恶性淋巴肿瘤的有效酶制剂，已应用于临床。该

酶与其他蛋白质类药物一样，在临床应用中存在两个常见问

题：一是酶制剂在体内易被降解，导致半衰期短；二是免疫原

性。为了解决上述问题，人们用亲水性的大分子如血清蛋

白、右旋糖苷和单甲氧基聚乙二醇（789:）对该酶进行修饰。
其中789:［!］修饰后的30天冬酰胺酶的抗原抗体结合能力
完全消失，免疫原性下降，且体内半衰期延长；但酶活力只有

天然酶的2;!!#;，且789:在人体组织中无法降解，目
前尚难评估长期使用后对人体所造成的影响。

最近，:<=>(<?@A?B等人［$］认为可以使用多聚唾液酸代替

789:分子来修饰药物。多聚唾液酸是+0乙酰神经氨酸的
多聚分子，经证明其降解产物对人体无害［$］。目前仅有5C@
等人［1］用多聚唾液酸对3*40"*2&+$/"%5#的30天冬酰胺酶
进行了修饰。而临床应用的30天冬酰胺酶主要是来源大肠
杆菌。所以本文以多聚唾液酸为修饰剂，对工程菌340(,#
5D!*16&（E5D+）产生的30天冬酰胺酶进行修饰，研究修饰
酶的底物亲和力、酶的稳定性、抗原性和免疫原性。

! 材料与方法

#*# 材料

#*#*# 菌种：多聚唾液酸产生菌340(,#F02由本实验室筛
选得到［#］。产 30天冬酰胺酶的工程菌 340(,#5D!*16&
（E5D+），由本实验室构建。

#*#*$ 试剂：G(H=I!J2为D?>7@公司产品，D=EK@A=I:0
!%%为8K@<7@L?@公司产品，G9!!为MK@N7@C产品。标准多
聚唾液酸为O)-P@产品，分子量标准蛋白为上海东风生化试
剂厂产品，+@QR#和+@F+ST1为D?>7@公司产品。胰蛋白
酶（U<.EB?C）和大豆胰蛋白酶抑制剂（D(.V=@CN<.EB?C?C0
K?V?N(<）均为D?>7@公司产品。蒽酮试剂：$>蒽酮溶于!3
浓硫酸（当日配制使用）。W0试剂：!%73$;间苯二酚，2%
73浓盐酸，%X$673%X!7()／3硫酸铜，加水至!%%73。

#%$ 方法

#*$*# 多聚唾液酸含量的测定［6］：%X!73样品加入!X/
73T$R和$73W0试剂，沸水浴中煮!67?C，冷水浴中冷却
后，加入#73丁酸丁酯Y正丁醇（26Y!6），剧烈振荡后，放置

!%7?C，取有机相于62%C7测定吸收值。

#*$*$ 多聚唾液酸的纯化：收集340(,#F02的发酵液，加
入（+T#）$DR#至6%;饱和度，菌体离心沉淀后，取上清液超
滤浓缩；于浓缩液中加入（+T#）$DR#至6%;饱和度，室温放
置!K；!%%%%<／7?C离心!67?C，取上清液对蒸馏水透析过
夜。将样品液进行G(H=I0!J2柱层析（$X6L7J"%L7），

G(H=I0!J2树脂柱用蒸馏水平衡后，上样，用!%%73蒸馏
水洗脱，再用1%%73!7()／3T5L0+@5L（ET#X"）缓冲液洗
脱，收集多聚唾液酸洗脱峰，将收集的多聚唾液酸浓缩，透

析，冻干，放Z$%[保存。

#*$*& 多聚唾液酸的平均分子量的测定：纯化后的多聚唾
液酸经聚丙烯酰胺电泳分离［"］，以标准多聚唾液酸（$6PG）
为对照，测得二者的迁移率，估算出多聚唾液酸的平均分子

量。

#*$*’ 30天冬酰胺酶的纯化：30天冬酰胺酶的纯化参考文
献［&］。

#*$*( 多聚唾液酸的激活［2］：将$%%7>纯化的多聚唾液
酸与$%73%X!7()／3高碘酸钠混合。$%[，避光搅拌或振
荡!67?C。加入#%73乙二醇终止反应，并继续搅拌或振荡

1%7?C。反应液在%X%$;（+T#）$FR1溶液中透析$#K。

#*$*) 多聚唾液酸对30天冬酰胺酶的修饰反应［1］：将30
天冬酰胺酶酶液与等体积的!X67()／3\$T8R#溶液混合
后，加入+@F+ST1（+@F+ST1Y酶]!Y#%%%，克分子比），然后
再加入一定量的激活的多聚唾液酸。将上述溶液放入密封

管中，1&[搅拌或振荡$#K。将反应液用硫酸铵沉淀或分子
筛层析分离去除未反应的试剂。将修饰的30天冬酰胺酶冻
干保存。

#*$** 酶制剂的抗血清的制备及免疫双扩散法：均参考文
献［/］。

#*$*+ 免疫沉淀曲线的测定［/］：将抗原稀释成!7>／73



浓度，在小离心管中分别加入!"!#至$""!#不同体积的抗
原，各加入抗血清%""!#，对照是不加抗原只加入%""!#抗
血清。于!&’水浴保温%(，而后于)’放置!*。离心取沉
淀，加%+#",%+-.／#/012溶解沉淀。测定吸收值!34"。

! 结 果

!"# 多聚唾液酸的纯化及分子量的测定
多聚唾液酸粗品经$"5硫酸铵沉淀后，去除了部分蛋

白，经柱层析分离后，收集含多聚唾液酸的洗脱峰，多聚唾液

酸的回收率为3",&5。
将收集峰直接测定!36"，吸收值为","7，说明洗脱峰中

基本不含核酸；8-.9:法测定洗脱峰中的蛋白含量，洗脱峰的

!34"的吸收值约为"，表明;-<=>%?4柱层析可很好地去除

杂蛋白；蒽酮法测定［6］3+@／+#多聚唾液酸样品，!63"吸收
值为",%%，由标准曲线查得糖含量约为3"!@／+#，占总样品
量的%5，这表明洗脱峰中蒽酮阳性的糖类在样品总量中不
超过%5。以上结果都符合文献［%"］中对多聚唾液酸的产品
纯度标准的规定。通过分子量的测定，所得的多聚唾液酸的

平均分子量约为!"A;。

!"! 多聚唾液酸对#B天冬酰胺酶的修饰反应

#B天冬酰胺酶与高碘酸钠激活的多聚唾液酸在

/0C/D2!的作用下，通过还原氨基化反应结合。/0C/D2!
可还原唾液酸单体上的非还原末端与酶的自由氨基之间形

成的EF(9GG碱基而使它们结合。
将多聚唾液酸与#B天冬酰胺酶分别为!"H%，$"H%和

%""H%的摩尔比混合进行反应，将反应液进行E=I(0*=>JB
%""柱层析以分离修饰酶和未反应的多聚唾液酸和#B天冬
酰胺酶。收集既含多聚唾液酸又有#B天冬酰胺酶活力的洗
脱峰（图%），并以洗脱峰的多聚唾液酸含量与#B天冬酰胺酶
蛋白含量之比计算修饰程度。结果（表%）表明，随着多聚唾
液酸与#B天冬酰胺酶的摩尔比的提高，修饰程度相应提高，
但修饰酶活力随修饰程度的增加而降低。

图% E=I(0*=>JB%""分离修饰酶纯化曲线

表# 多聚唾液酸修饰酶的修饰程度及酶活力
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我们发现修饰酶在经TUJR电泳（图3）分离时，难以入
胶。这一现象类似于文献［%%］报道中用+TRJ修饰的牛血
清白蛋白电泳时的现象。推测可能是修饰后分子量增大或

连接的多聚唾液酸链的空间阻碍所致。

图3 TUJR电泳分析天然酶与修饰酶

!"$ 修饰酶的抗原抗体结合能力测定
取天然酶和修饰酶（浓度均为",4+@／+#）作抗原，天然

酶的抗血清为抗体，双扩散法测定抗原抗体结合能力。由图

!可见，修饰酶的抗原抗体结合能力比天然酶的弱，即修饰
酶的抗原性低于天然酶的抗原性。这一结论从免疫沉淀曲

线测定的结果（图)）也得到了证实。

图! 双扩散法测定天然酶和修饰酶的抗原抗体结合能力
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图! 天然酶与修饰酶的免疫沉淀曲线

!"# 修饰酶的免疫原性
将天然酶和修饰酶以每次"#$%&的量免疫家兔，得各

自的抗血清，利用双扩散法测定二者的效价。天然酶的抗血

清效价为’!，而修饰酶的效价为’’，这说明经多聚唾液酸的
修饰可使酶制剂的免疫原性降低。

!"$ 天然酶与多聚唾液酸修饰酶抗胰蛋白酶能力比较
取修饰酶与天然酶各(%)（"#$%&／%)），加入("!)(

%&／%)胰蛋白酶（*’+,-./01.／%&），2+3水浴保温，测定不
同时间)4天冬酰胺酶活力。结果从图$可见，修饰酶经胰蛋
白酶水解2"%10后，酶活力仍保留约!"5；而相同条件下天
然酶的酶活力仅为65。这表明多聚唾液酸的修饰可增强

)4天冬酰胺酶的抗胰蛋白酶水解能力。

图$ 天然酶与修饰酶对胰蛋白酶的抗性

!"% 修饰酶的体外半衰期测定
将(%&天然酶与修饰酶分别溶于!%)新鲜人血清中，

2+3保温，于不同时间测定酶活力，结果（图6）表明，修饰酶
的体外半衰期（67）比天然酶的（’7）明显延长。

!"& 天然酶与修饰酶对底物’(天冬酰胺的)*值的测定
以双倒数作图法，求得天然酶及修饰酶对底物)4天冬酰

胺的表观米氏常数，分别为+#((8("9$%:;／)和!#+68
("9$%:;／)（图+）。表明修饰酶对底物的亲和力比天然酶略
高。说明多聚唾液酸对)4天冬酰胺酶的修饰，未对该酶的米
氏常数产生负面影响。

图6 天然酶与修饰酶的体外半衰期

图+ 天然酶与修饰酶的<%测定

+ 讨 论

以上修饰反应的结果与已报道的多聚唾液酸对!"#
$%"&’()*%(+,的)4天冬酰胺酶的修饰结果比较：在多聚唾液
酸与)4天冬酰胺酶摩尔比相同的情况下，我们的修饰程度较
高，如在多聚唾液酸与)4天冬酰胺酶摩尔比为$"=(的反应
中，文献［2］中的修饰程度为$#*，本实验中修饰程度为+#6；
但本实验中的酶活力为$65，较文献报道的酶活力（*6#$5）
低，对此还需进一步地研究。另外，本文研究了修饰酶的稳

定性、抗原性和免疫原性等方面的特性，而>0?等人［2］未进
行这些性质研究。

%@AB［((，(’］对酶进行修饰时，酶的稳定性有明显提高，
文献［(’］中推测%@AB与蛋白质分子结合后，由于修饰程度
较高，其%@AB长链在溶液中可在蛋白质周围自由移动，对
蛋白质起到了保护作用，使蛋白质的稳定性提高。多聚唾液

酸修饰)4天冬酰胺酶的修饰程度低于%@AB，但多聚唾液酸
是有高度亲水性和负离子性质的，当多聚唾液酸链一旦附着

在)4天冬酰胺酶分子上，它与相邻的带相反电荷的氨基酸残
基相互作用，在蛋白质分子表面就形成了亲水层，从而使酶

分子的内部得到保护。另外，也不能排除经多聚唾液酸修饰

的)4天冬酰胺酶的四级结构有所变化，导致对蛋白酶不敏感
的可能性。

C($!期 王颖达等：多聚唾液酸对)4天冬酰胺酶的修饰及修饰酶特性研究
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