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摘  要 : 糖胺多糖作为蛋白聚糖的组成成分，是由己糖与糖醛酸通过 β-1,3 糖苷键连接形成的线性多糖，分布于

细胞外基质和表面，指导如细胞增殖、信号传输和炎症介导等许多生物过程。糖胺多糖的大分子量，使得其很多

功能都不能有效发挥，硫酸软骨素裂解酶 ABC (Chondroitinase，ChSase ABC) 作为一类多糖裂解酶解决了这一

难题。本文结合我们的工作全面综述了 ChSase 和 ChSase ABC 的分类，ChSase ABC 的晶体结构及目前的研究进

展。从 ChSase ABC 的特点出发，分析了 ChSase ABC 的分离纯化方法、稳定性和固定化现状以及国内外工程菌

构建的研究进展。最后，总结了 ChSase ABC 目前研究中存在的问题，并展望了 ChSase ABC 的发展前景。 
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Abstract:  As the components of proteoglycans, glycosaminoglycans (GAGs) are linear polysaccharides consisting of 
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hexose and uronic acid units linked by β-1,3-glycosidic bond. GAGs mainly distribute in extracellular matrix and on cell 
surfaces. They guide many biological processes, such as proliferation of cells, transmission of signals and mediation of 
inflammation. Because of their large molecular weights, GAGs have limited biological functions in vitro. However, the 
appearance of chondroitinase ABC (ChSase ABC), which can lyse polysaccharides, solves the difficulties. Based on our 
work, we summarized the classification and the crystal structure of ChSase ABC, as well as other recent research progress 
on ChSase ABCs. The separation and purification methods of ChSase ABC and construction of engineering bacteria are 
illustrated. The stability and immobilization are also analyzed by taking account of the characterization of ChSase ABC. 
Finally, problems and future prospect of the ChSase ABC study are summarized. 

Keywords:  ChSase ABC, characterization, production, application 

糖胺多糖作为蛋白聚糖的组成成分，主要

分布在细胞外基质和细胞表面，用来指导很多

生物过程，如细胞增殖、信号传输和炎症介导

等[1-3]。硫酸软骨素 (Chondroitin sulfate，CS) 是

糖胺多糖的一种，是以 D-葡萄糖醛酸和 2-乙酰

氨基-2-脱氧硫酸-D-半乳糖通过 β-1,3 糖苷键相

结合的双糖为基本单位，聚合而成的一类大分

子多糖，双糖单位数目一般在 50–70 个，分子

量约在 5–50 kDa之间 (图 1)。CS在软骨的细胞

外间质中存在，并以 O型糖肽键或 N型糖肽键

与核心蛋白的丝氨酸结合[4]。由于 CS含有羧基

和硫酸基，CS还是一种酸性多糖[5]。 

根据 CS的结构及分子量的不同，将天然来

源的 CS 分为 A、B、C、D、E、F、H、K、L

和 M等[6]。常见的为 CS A、B和 C，CS A又称

4-硫酸软骨素，硫酸基在氨基半乳糖的第 4位 C

上 (图 1)。CS B又称硫酸皮肤素，与 CS A是

异构体。CS C又称 6-硫酸软骨素，硫酸基在氨

基半乳糖的第 6 位 C 上[7-8]。由于 CS 的分子量

大，生物利用度低，在治疗脊柱损伤、轴突再

生、抑制肿瘤发生等方面使得其很多功效不能

得到有效的发挥，很多研究表明酶法制备低分

子量的 CS可以有效克服以上缺点，因此制备低

分子量的 CS具有重要意义[9-10]。硫酸软骨素裂

解酶 (Chondroitinase，ChSase) 是一类能将 CS、

软骨素、透明质酸等糖胺聚糖降解为不饱和二

糖及寡糖的裂解酶[11]。目前，国内外有许多公

司销售 ChSase ABC，Sigma 公司销售价格为

414.18元/U，思清源公司销售价格为 400元/U，

主要用来检测 CS含量。本文主要介绍了 ChSase

及 ChSase ABC的分类和性质，ChSase ABC的

晶体结构，ChSase ABC的分离纯化方法及重组

菌的研究，分析了 ChSase ABC作用、功效以及

稳定性和固定化方面的研究进展，探讨并展望

了 ChSase ABC研究存在的问题及发展前景。 

1  CHSase 性质及分类 

ChSase 是一类能将糖胺聚糖催化裂解为小

分子多糖的酶[12]，ChSase根据其作用底物的不

同分为 ChSase ABC、ChSase AC、ChSase B及

ChSase C等类型，如表 1所示。ChSase作为一 
 

 
 

图 1  硫酸软骨素基本单元 
Fig. 1  The basic unit of CS. 
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表 1  ChSase 的分类及作用底物 
Table 1  The classification and substrate of ChSase 

Enzyme Substrate EC 
ChSase AC CS A, CS C, Hyaluronic 

acid (HA) 
[EC 4.2.2.5]

ChSase B CS B, HA – 
ChSase C CS C, HA – 
ChSase ABC CS A, CS B, CS C, HA [EC 4.2.2.4]

 
种研究机体蛋白聚糖结构与功能的工具和一种

新型药用酶日益受到人们的重视， 2014 年

Makris等[13]将 ChSase ABC、TGF-β1和赖氨酰

氧化酶联合使用来治疗纤维软骨损坏后的功能

修复，结果发现界面抗拉刚度和强度较未经

ChSase ABC 处理的软骨组织分别增加了 730%

和 745%。Chen等[14]发现 ChSase ABC可以使脑

梗死后的神经再生，同时还可以抑制脑梗死的

发生。Siebert 等[15]发现 ChSase ABC 在治疗脊

柱损伤过程中，可以显著提高轴突再生。 

肝素黄杆菌 Pedobacter heparinus 中的

ChSase AC和 ChSase B酶活性和底物特异性已

经被阐明[16-17]。ChSase B的晶体结构和共晶结

构表明了它与底物的结合位点，ChSase B也是

钙依赖的裂解酶[16,18-19]。ChSase AC的晶体结构

表明，其有与底物结合的特殊位点 [17]。由于

ChSase C的作用底物有限，目前有关 ChSase C

的报道还很少。 

2  ChSase ABC 简介 

硫酸软骨素裂解酶 ABC (Chondrotinase 

ABC，ChSase ABC) 是研究糖胺多糖结构的工

具酶 [20]。普通变形杆菌 Proteus vulgaris 是

ChSase ABC 的主要来源，ChSase ABC 分为

ChSase ABCⅠ和 ChSase ABCⅡ(EC 4.2.2.4)。两

种酶对相同的底物有不同的作用位点，催化时

具有不同的动力学参数[11,21-23]。这两种酶已经在

先前的报道中被纯化和研究。Prabhakar 等[22-23]

克隆得到 ChSase ABCⅠ和 ChSase ABCⅡ的编

码基因，并成功在大肠杆菌中表达，同时测定

了该酶的活性和最佳反应条件。笔者所在的实

验室从 P. vulgaris (KCTC 2579) 中成功克隆到

ChSase ABCⅠ的基因序列，在 Escherichia coli

中表达，获得可溶性的 ChSase ABCⅠ，并对重

组酶进行分离纯化，后对其酶活、比酶活及动

力学常数等进行了测定[24]。 

2.1  ChSase ABCⅠ和Ⅱ的基本性质 
ChSase ABCⅠ和 ChSase ABCⅡ的分子量，

分别为 100 kDa和 105 kDa[21]，ChSase ABCⅠ

和 ChSase ABCⅡ都含有大量 Asn、Gln和 Leu，

两个酶的 N 端氨基酸主要由 Ala 和 Leu 构成。

DNA 结构分析表明，ChSase ABCⅠ基因含有   

3 063 bp的开放阅读框架，其中含有 72 bp的前

导肽序列，编码成熟后将切去 24个氨基酸的前

导肽序列[25]，ChSase ABCⅡ基因含有 2 973 bp

的开放阅读框。 

酶学基本性质显示，当以 CS C为底物，ChSase 

ABCⅠ测定温度 37 ℃，缓冲液为 40 mmol/L 

Tris-HCl (pH 8.0)，ChSase ABCⅡ测定温度

40 ℃，缓冲液与 ChSase ABCⅠ相同，ChSase 

ABCⅠ催化效率比 ChSase ABCⅡ高，ChSase 

ABCⅠ的Km比ChSase ABCⅡ低，Vmax比ChSase 

ABCⅡ高[21]，具体数据如表 2所示。 

研究表明，对于不同的底物，测定温度为

37 ℃，缓冲液为 40 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)，以

CS A为底物时，ChSase ABCⅠ比酶活为 400 U/mg，

ChSase ABCⅡ比酶活为 25 U/mg。以 CS B为  

底物时，ChSase ABCⅠ比酶活为 180 U/mg，

ChSase ABCⅡ比酶活为 23 U/mg。以透明质酸 
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表 2  ChSase ABCⅠ和Ⅱ的基本酶学性质 
Table 2  The basic enzymatic properties of ChSase 
ABCⅠand Ⅱ 

 ChSase 
ABCⅠ 

ChSase 
ABCⅡ

Optimum temperature ( )℃  37 40 

Optimum pH 8.0 8.0 

Km (μmol/L) 66 80 

Vmax (mmol/(L·min·mg protein)) 310 34 

 
为底物时，ChSase ABCⅠ比酶活为 3 U/mg，

ChSase ABCⅡ比酶活为 5 U/mg。因此，对于不

同的底物，ChSase ABCⅠ和 ChSase ABCⅡ的催

化活性有显著的差异。总体来说，ChSase ABCⅡ

催化活性比 ChSase ABCⅠ低[21]。笔者所在的实

验室比较来源于 P. vulgaris的 ChSase ABCⅠ和

ChSase ABCⅡ的酶活及比酶活，发现在一定实验

条件下，ChSase ABCⅠ的总酶活达到 3 180 U/L

发酵液，与国内报道的最高水平 2 000 U/L发酵

液[26]相比高出 1 180 U/L发酵液，发酵液经过分

离纯化后比酶活为 76 U/mg，纯度达到 90%。而

相同条件下检测不到 ChSase ABCⅡ的酶活，该结

果与 ChSase ABCⅡ在 P. vulgaris中的表达量及催

化活性都比 ChSase ABCⅠ低的结论相符[24]。 

2.2  ChSase ABCⅠ和Ⅱ的晶体结构 
ChSase ABCⅠ由 997 个氨基酸残基构成，

ChSase ABCⅡ由 990个氨基酸残基构成[21]。通过

重原子置换法 (Multiple isomorphous replacement，

MIR) 和多波长反常散射法 (Multi-wavelength 

anomalous diffration，MAD) 技术分析，ChSase 

ABCⅠ在 1.9Å 的分辨率下 R 因子和自由 R 因子

分别为 0.157和 0.214，具有很好的立体化学性，晶

体结构如图 2A所示[27]。ChSase ABCⅠ的N端是由

1–210 位的氨基酸构成的双层 β 折叠和一个短的 α 

 
 

图 2  ChSase ABC I 晶体结构[27,31] 
Fig. 2  The crystal structure of ChSase ABC I[27,31]. 

 

螺旋，该区域的氨基酸序列与裂解碳水化合物酶

相似，如木聚糖酶和一些凝集素。中间区域是

由 211–593位氨基酸构成的 15个 α螺旋，是主

要的催化区域。C端由 594–997位氨基酸构成的

4 个反向平行的 β 折叠，氨基酸序列与 ChSase 

AC 酶的 C 端有 21%的相似性，与肺炎链球菌

Streptococcus pneumoniae 的透明质酸酶有    

17 %–19 %的相似性，ChSase ABCⅠ的 C端氨基酸

的主要作用是裂解 CS A、CS C和透明质酸[27-28]。 

电子密度图显示，ChSase ABCⅠ在中间的

α 螺旋区域 495–530 个氨基酸的部位有活性位

点，与 ChSase AC 结构对比后，推测其活性位

点为 His501、Tyr508和 Arg560，并通过定点突

变的方法对其进行了验证 [22,29]。结果表明，

His501、Tyr508和 Arg560都是酶发生催化反应

过程中的重要位点，其中 Tyr508在裂解 CS A、

CS C和透明质酸过程中起着重要作用[27,29-30]。

笔者所在的实验室已成功通过定点突变的方法

验证了 His501、Tyr508和 Arg560为其催化反应

的活性位点。2006 年 Prabhakar 等[31]基于钙离

子结合机制推测了 ChSase ABCⅠ的裂解机理，

通过定点突变和结构模拟分析，发现 Asp442、
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Asp444 和 Tyr392 是与钙离子距离最近的氨基

酸，钙离子与上述位点结合，朱红色的四糖底

物 (图 2B) 与 ChSase ABCⅠ以完全开放的方式

结合后，His501、Tyr508和 Arg560发挥裂解作用，

通过β消除作用将二糖重复单元之间的β-1,3糖苷

键切断，降解产物为寡糖，主要是不饱和二糖[32]。 

ChSase ABCⅡ的晶体结构与 ChSase ABC

Ⅰ非常相似，主要包含 3 个主要的区域，N 端

是由 14–170位的氨基酸构成的双层 β折叠，且

Ca2+结合在第 2和第 3个 β链之间。中间区域是

由 171–593 位氨基酸构成的双层的  (α/α)5 折

叠，与 ChSase AC，透明质酸裂解酶，黄原胶裂

解酶和肝素酶Ⅱ相似，有一个与底物结合区域。

C端由 594–1014位氨基酸构成的 4个反向平行

的 β折叠[27,33]。与 ChSase AC结构对比后，推测

其活性位点为 His454、Tyr461、Arg514和 Glu628，

同样通过定点突变实验验证了推测结果[33-34]。 

3  ChSase ABC 的发酵生产 

ChSase ABC最早的生产方法是从原始菌中

提取获得，国内最早分离得到的产 ChSase ABC

的菌株如表 3 所示，国外的研究重点在 ChSase 

ABC的重组表达方面。 

国内对于 ChSase ABC 的发酵生产研究有

很多，但是存在许多问题。一方面发酵生产ChSase 

ABC 的菌株多数为胞内生产方式[22,27,29,31]，且得

到的酶活偏低。胞内酶要经过细胞破碎才能得

到 ChSase ABC，破碎过程中存在细胞破碎不完

全、酶活损失、消耗额外能源等弊端。因此发

现和筛选出以分泌形式产 ChSase ABC 的菌株

越来越重要，探索不同类型菌株，为后续 ChSase 

ABC的重组表达研究提供重要信息。 

另一方面，ChSase ABC发酵生产后的分离

纯化也存在许多问题[20,26]。分离纯化的步骤过

于繁琐，能源消耗大，工业化成本太高，分离

纯化后得到酶的比活力虽然有一定程度的提

高，但总酶活在分离纯化的过程中损失了很多。

因此，探索新型的分离纯化方法，对于 ChSase 

ABC 发酵生产显得尤为重要。另外，发酵条件

的优化也是提高酶活的一个重要方面，研究发

酵过程中，温度、pH、碳源、氮源、添加物等

对发酵过程的影响，设计正交或响应面实验来

优化发酵条件，从而提高产量和酶活。 

4  重组 ChSase ABC 

对于 ChSase 的重组表达研究主要集中在

ChSase AC 和 ChSase B ， 吴敬 君 等 [36] 对

Flavobacterium heparinum 中的 ChSase AC 基因

进行克隆，得到 ChSase AC的基因 cslA，通过

与麦芽糖结合蛋白  (Maltose-binding protein，

MBP) 构建融合表达载体，在大肠杆菌中表达，比

酶活达到 94.1 U/mg，且经过一步纯化后，ChSase  
 

表 3  微生物来源 ChSaseABC 的基本性质 
Table 3  The basic characterization of the ChSaseABC from microorganism 

Strains 
MW 

(kDa) 
Optimum  

temperature ( )℃
Optimum pH Results References

P. vulgaris 6010 – – – The specific activity was improved by 91 times [20] 
Sphingomonas 
paucimobilis 

82.3 40 6.5 The enzyme activity of exoenzyme was 2 U/mL [26] 

Proteus penneri – 30 7.5 The enzyme activity was 0.3 U/mL [12] 
Aeromonas sobria 80 37 7.0 The enzyme activity was 0.9 U/mL [35] 
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.  

AC 的纯度达到了 95%。Pojasek[37-38]对重组

ChSase B进行了点突变，并对其应用进行了研

究，同样在大肠杆菌中表达了肝素黄杆菌

Flavobacterium heparinum的 ChSase基因，并分

离纯化得到了活性蛋白, 当ChSase AC分别以CS A

和 CS B为底物检测时，Km分别为 0.8 μmol/L和

0.6 μmol/L，kcat分别为 234 s–1和 480 s–1，当

ChSase B以 CS B为底物检测时，Km和 kcat分别

为 4.6 μmol/L和 190 s–1。Tkalec等[39]在大肠杆

菌中表达了 ChSase AC和 ChSase B，并在培养

基中添加 CS A作为碳源，且分离纯化得到活性

蛋白，当 ChSase AC以 CS A为底物检测时，酶

活为 79.5 mU/(mL·A600 unit)，当 ChSase B以 CS B

为底物检测时，酶活为 29.4 mU/(mL·A600 unit)。 

目前，对于 ChSase ABC的重组表达研究很少，

Prabhakar等[23,29]将csl ABC重组到pET-28a载体中，

表达后仅一部分蛋白以可溶形式存在，还有大部分

以沉淀形式存在。高慧玲等[40]建立了 ChSase ABC

Ⅰ分泌型真核表达载体，并在胶质瘤细胞系中对其

表达情况进行观察，结果ChSase ABCⅠ以分泌形式

表达。1994年 Nobuyuki等[25]对 ChSase ABC进行

克隆，并在大肠杆菌中表达，最后得到的重组酶与

从 P. vulgaris分离得到的一致。笔者所在的实验室

对重组表达后的ChSase ABCⅠ，通过MBP柱纯化，

并对其Km和kcat进行检测，分别为 (73.1±4.1) μmol/L

和(586.7±10.8) s–1，结果与 Hamai 等[21]直接从     

P. vulgaris分离得到的 ChSase ABCⅠ相近。 

重组酶对采用亲和吸附法进行纯化  (如

His-tag)，存在许多弊端，成本高，吸附量有限，

很难达到工业化生产的标准。 

5  ChSase ABC 的稳定性研究  

ChSase ABC应用于许多功能检测及功能验

证实验，特别是在脊柱损伤治疗方面，ChSase 

ABC 在进入大鼠体内后能否保持其原有的活性

对于其应用前景尤为关键，因此 ChSase ABC的

热稳定性研究必不可少。2012年 Mahdieh等[41]

利用共溶剂的方法来提高 ChSase ABCⅠ的热稳

定性，选择了甘油、山梨醇和海藻糖 3 种化合

物来影响 ChSase ABCⅠ的热稳定性。结果表明，

3 种化合物添加后，ChSase ABCⅠ的催化活性

和内荧光强度都有所提高，海藻糖的加入使得

ChSase ABCⅠ的热稳定性得到了显著的提高，

研究结果对临床用药方面的指导作用非常明

显。2013 年 Mahdieh 等[42]通过拉式图分析，

Gln140的 φ和 ψ值均不是最佳，是造成热稳定

性较差的主要因素，随后通过将 Gln140突变成

Ala、Gly 和 Asn 来提高热稳定性。结果表明，

分别在 4 ℃、25 ℃和 40 ℃，Gln140突变成 Ala

或 Gly 后，热稳定性和催化效率与野生型相比

显著提高，而突变成 Asn，热稳定性和催化效率

明显下降。随着温度提高，酶的热稳定性逐渐

降低，对于野生型，在 4 ℃保存 3 周后酶活保

持 80%，在 25 ℃保存 2周后酶活完全丢失，在

40 ℃保存 25 min后酶活完全丢失。Gln140突变

成Ala后，在 4 ℃可以保存 3周以上活性未改变，

25 ℃时保存 3周酶活降低到 50 %左右，40 ℃时

保存 150 min 后酶活完全丢失。张德盛等[43]为

提高 ChSase ABC 的热稳定性，制备 ChSase 

ABC-聚乳酸-聚乙醇酸共聚物缓释微球，并观察

其体外释药特性，结果发现所制备的 ChSase 

ABC微球形态均匀，粒径分布窄，再分散性好，

释药平稳，3周内能维持有效的药物浓度。 

ChSase ABC由于自身是蛋白质的原因，50 ℃

时蛋白开始降解，是造成 ChSase ABC不稳定的

主要原因，限制了 ChSase ABC 在多方面的应
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用，尤其是在药用方面。目前 ChSase ABC的稳

定性研究还非常有限，还需要探索新型嗜热来

源的酶及研究新型的稳定性制剂来保持酶的活

性及稳定性。 

6  ChSase ABC 的固定化研究 

ChSase ABC在很多方面功效显著，因此对

于 ChSase ABC 的需求量很大。大量生产的

ChSase ABC如何重复利用及降低使用成本成了

亟待解决的问题。酶的固定化技术是解决这一

问题的重要方法，固定化酶是近十余年发展起

来的酶应用技术，在工业生产、化学分析和医

药等方面有诱人的应用前景。 

酶的固定化方法有许多，常用的有吸附法、

载体结合法、交联法、包埋法。ChSase ABC的

固定化常用方法为吸附法和交联法。2004 年蔡

苏兰等[44]从温和气单孢菌YH311分离出ChSase 

ABC，然后利用海藻酸钠和纤维素固定化，固

定化后 ChSase ABC 的热稳定性及贮存稳定性

得到大幅度的提高，固定化酶的收率为 18.56%

和 18.86%。2010 年牛海滨等[45]利用大孔树脂

D380 来固定化 ChSase ABC，结果表明在最佳

交联条件下，酶结合效率可达 79.1%，固定化后

酶 Km达 0.146 g/L，较游离酶高，具有较好的操

作稳定性，适于工业化生产。2011年 Huang等[46]

将 ChSase ABC 固定在用壳聚糖和明胶做成的

孔径为 100–160 μm的神经导管上，且用聚乳酸

做成直径为 20–40 μm的微球，固定化之后酶活

为 0.07 U/mg，48 h后能保持 48%的活性，聚乳

酸微球在 7 d后还能释放 0.0162 U/mL的酶活。

2013年 Pakulska等[47]通过融合表达的方式，构

建了 C端有 FLAG标签，N端有 His和 SH3标

签的融合 ChSase ABC (构建思路见图 3)，His  

 
 
 
图 3  重组蛋白 ChSase ABC 构建原理图[47] 
Fig. 3  Schematic diagram of the recombinant protein 
ChSase ABC[47]. 
 
用来纯化，同时和 FLAG 一起参与检测，SH3

用来控制 ChSase ABC释放，实验结果表明 SH3

已经成功固定化并控制 ChSase ABC释放。 

ChSase ABC 的固定化技术还需进一步探

索，寻找新型固定化酶的方法，既能保持酶的

活性，也能达到重复利用的目的。 

7  ChSase ABC 的应用 

ChSase ABC为特异性最为广泛的一类硫酸

软骨素裂解酶，在基础研究中它用来构建二糖

和寡糖的基因文库[48]；研究糖胺多糖结构和性

质[49]；生产低分子量 CS；作为 CS 的检测剂；

在医药领域，用来治疗一些疾病，如脊柱损伤、

轴突再生等[14-15]。  

7.1  降解 CS 
CS作为药物有很多形式，硫酸软骨素片、

硫酸软骨素注射液以及硫酸软骨滴眼液等，它

有很多药效，如促进基质纤维的增长，改善血
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液循环，消除炎症，促进角膜愈合，改善眼部

干燥等，它还具有抗凝血和防止血管硬化等活

性，对冠心病、心肌梗塞等心血管病的防治有

较好的疗效，对神经细胞、肾细胞等具有保护

效应。尽管 CS 已有很多的药效，但小分子的

CS 药效更为显著。小分子的 CS，以硫酸软骨

素为主体构成的蛋白聚糖在软骨基质中起着一

种“分子弹簧”的作用，具有止痛、促进软骨再生

的功效，可从根本改善关节问题[32]。且低分子

量的 CS，无论口服或者注射用，吸收效果均优

于高分子量 CS[50]。低分子量的 CS 红外光谱性

质、形貌特征等也都被探究，结果表明，低分

子量的 CS性能优于高分子量的 CS[51-52]。 

7.2  检测 CS 
目前药典[53]已明确表明，利用硫酸软骨素

ChSase ABC来检测药物中 CS的含量。鲍伦军

等[54]用 ChSase ABC酶解-高效液相色谱的方法

检测鱼翅中的透明质酸，采用 ZORBAX糖分析

柱，紫外检测波长为 226 nm，检测到鱼翅中透

明质酸的质量分数为 0.86%–1.96%。朱昱宁等[55]

同样用酶解高效液相色谱的方法检测 CS 的含

量，采用 Ultimate XB-NH2 柱，紫外检测波长

为 232 nm，流动相为醋酸钠缓冲液 (pH 5.6)-乙

腈 (950∶50)，流速为 1.0 mL/min，此色谱条件

可将 CS A、B和 C分开。任丽萍等[56]用酶解液相

色谱法建立了测定硫酸软骨素钠含量的方法，最

低检测限为 4.0 μg/mL，定量限为 11.9 μg/mL. 

7.3  医药领域的应用 
硫酸软骨素蛋白多糖  (CSPGs) 是中枢神

经系统 (CNS) 损伤后胶质瘢痕的重要成分，具

有抑制神经轴突再生的功效。CSPGs 主要通过

糖氨多糖链抑制神经再生，因此去除糖胺多糖

或者干扰其合成均可使轴突再生，ChSase 能够

降解 CSPGs，从而促进轴突再生[57]。除能促进

轴突再生外，ChSase 还具有缓解视网膜变形、

提高后肢运动能力、降解囊性纤维变性部位的

黏液物、抗肿瘤作用、增强软骨组织愈合等功

效，具体如表 4所示。 

 
表 4  ChSaseABC 医疗方面应用  
Table 4  The application of the ChSaseABC in medical field 

Authors Functions References

Huang YM, et al  Degradation abnormal deposition CSPGs of rat’s retina, inhibition 
apoptosis of photoreceptor and promotion restoration of retina 

[58] 
 

Sun YX, et al Improving movement ability of rat’s limb [59] 

Tester NJ, et al Repairation spinal injury and improving movement ability of cat  [60] 

Jiang FL, et al Promotion growth of axons and shortening dominated time of target organs [61] 

Bhaskar KR, et al Degradation mucus substance of diseased cells and improving function 
blocked organs 

[62] 

Brown MD, et al; Henderson 
N, et al; Kato F, et al 

Degradation glycosaminoglycans, reduction pressure of spinal canal [63−65] 

Denholm EM, et al Inhibition formation of melanoma and proliferation of tumor cells [66] 

Lee MC, et al Promotion adhesion ability of chondrocytes and cartilage wound [67] 

Yao J Preparation biodegradable scaffolds which can release ChSaseABC 
effectively and promotion repairation of rat’s spinal cord 

[68] 
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8  结语与展望 

笔者所在实验室已成功克隆并在大肠杆菌

中表达了来源于 P. vulgaris (KCTC 2579) 的

ChSase ABCⅠ，获得了目前最高的表达产量，

并对重组蛋白进行了纯化，检测了纯化后酶的

不同酶学性质及不同温度下的热稳定性[24]。目

前重组菌构建越来越受到关注，ChSase ABC重

组菌也越来越多，但是仍然面临着许多的困难：

一方面通过菌体表达得到的重组酶，表达量不

高，活性较低，大多数都以包涵体形式表达，

再经过后续的包涵体分离纯化及复性，得到的

酶量有限，活性也有损失。另一方面 ChSase ABC

的分离纯化，常用的是亲和吸附法，这种方法

的成本很高，是制约酶工业化生产的主要瓶颈。

另外，ChSase ABC酶的不稳定性也制约了该酶

在诸如医药领域领域的应用。 

ChSase ABCⅠ的发展受到上述诸多因素的

限制，需从以下几方面入手来改变现状，首先，

需要寻找新型菌株、表达策略及代谢途径来实

现酶的高效分泌表达，避免后续的包涵体复性

对酶活性的影响，实现其在工业化中的应用。

其次，通过构建含有不同标签的融合表达载体

来实现酶快速和高效分离纯化。最后，需研究

新方法来增强酶的热稳定性，延长酶的保藏时

间，如寻找耐热菌来源的 ChSase ABCⅠ等。另

外，ChSase ABCⅠ的固定化也是研究的一个重

要方面，特别是在医药领域，如何找到能够承

载 ChSase ABCⅠ的合适的药物载体，来协助其

完成特定的药效功能是亟待解决的问题。 
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