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利用聚丙烯酰胺凝胶电泳研究硫酸软骨素酶的性质 
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摘要：本文运用聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）研究了 RC3 菌株所产硫酸软骨素A 酶（CSAase）的部分酶学性质。通过对菌株

RC3 进行菌种活化、扩大培养和发酵产酶培养，再通过对微生物菌体进行超声波破碎获得胞内粗酶液，将其与硫酸软骨素 A 等体积

混合，反应后通过 PAGE研究各条件对酶活力的影响。结果表明，RC3 菌株所产硫酸软骨素 A 酶的最适反应温度为 20~40 ℃，最适

pH 值为 8.0，镁离子是该酶的激活剂，铜离子和锌离子是该酶的抑制剂，钾离子、钙离子、钠离子、锰离子和钡离子对该酶活力没有

显著影响；当镁离子浓度为 10 mM 时对该酶表现出最强的激活作用；当铜离子和锌离子的浓度为 5 mM 时对该酶活力表现出强烈的

抑制作用；在上述最优条件下，该酶作用 4 h 后获得的低分子量产物比大分子 CSA 具有更好的抗氧化活性。上述研究结果对该CSAase

的应用奠定基础。 
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Abstract: In this study, polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) was used to explore the enzymatic properties of chondroitinase A 

(CSAase) produced by strain RC3. A crude solution of intracellular chondroitinase was obtained by ultrasonication of the microbial cells, which 

was then mixed with an equal volume of chondroitin sulfate A (CSA) and incubated. The effect of various culture conditions on enzyme activity 

was studied using PAGE. The results showed that the optimal temperature and pH value for fermentation of CSAase were 20 ℃ to 40 ℃ and 8.0, 

respectively. Magnesium ion was found to activate CSAase, while copper and zinc ions were strong inhibitors. Potassium, calcium, sodium, 

manganese, and barium ions did not significantly affect enzyme activity. Magnesium ions at a concentration of 10 mM showed the strongest 

activating effect on CSAase. Copper and zinc ions showed strong inhibitory effect on the enzyme activity at a concentration of 5 mM. Under the 

above optimal conditions, the low-molecular-weight products that were obtained after a 4-hour hydrolysis reaction using this enzyme, showed a 

higher antioxidant activity than that of CSA, which is a macromolecule. This study suggests the potential applicability of CSAase. 
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硫酸软骨素（Chondroition sulfate，CS）是一种活

性广泛的酸性黏多糖[1]，在人和动物的多种组织中均

有分布，尤其以软骨组织中含量最丰富。硫酸软骨素

纯品状态为乳白色或白色粉末，无味无臭，易溶于水，

但不溶于丙酮、乙酸、乙醚等有机溶剂，具有较强吸

水性能。商品硫酸软骨素是主要由动物软骨分离纯化

而得到的一类酸性黏多糖，近年来鲨鱼软骨在硫酸软

骨素的制备中得到重视和发展，占据了一定的市场份

额[2~3]。硫酸软骨素是由 N-乙酰-D 氨基半乳糖和 D-

葡糖醛酸组成的共聚物硫酸酯，其相对分子质量大多 
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在 10 kDa 至 50 kDa 的范围之间[4]。因为硫酸基的位

置不相同，硫酸软骨素具有很多异构体，如 A、B、C、

D、E、F、H等。 

研究表明，硫酸软骨素具有降血脂、抗氧化、抗

凝血、抗辐射、抗菌消炎等多种生物学活性，在研制

功能性食品、药品方面有巨大应用价值[5~6]。多糖相对

分子质量的大小与其生物活性的高低有着紧密的联

系，一般地，高分子量多糖经过降解，其生物活性会

有不同程度的提高。Alban等[7]研究了分子量对硫酸多

糖抗凝血活性的影响，结果发现，多糖的抗凝血活性

与分子量近似呈哑铃形曲线的关系。多糖分子量较大，

分子体积也较大，严重影响其穿过细胞膜的速率，进

而降低了进入机体内并发挥生物活性的速率。分子量

低的多糖溶解性较好，同时黏度低，生物利用率高。

http://baike.baidu.com/view/3853274.htm
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张莲等[8]研究发现，相对分子质量为65142 Da的硫酸软

骨素降解为5020 Da的低聚糖后，其抗氧化活性有显著

提高。还有研究发现，相对分子质量在5300~35000 Da

时，硫酸软骨素具有最强的药理活性[9]。目前，硫酸软

骨素的降解方法主要有化学法、物理法和酶解法。酶

解法克服了化学降解法反应时间长、产物分离困难、

硫酸基脱落和物理降解法设备条件限制、能耗高、危

险系数高等弊端，是最理想的降解方法。 

另一方面，硫酸软骨素酶（CSAase）本身在临床

医疗方面也同样具有重大的应用价值。徐云强等[10]对

急性脊髓损伤大鼠注射硫酸软骨素酶ABC进行治疗，

结果表明，硫酸软骨素酶可以降解脊髓损伤瘢痕中的

抑制分子, 并且改善抑制局部轴突再生的微环境, 从

而通过再生神经细胞轴突而对脊髓损伤具有治疗效

果。硫酸软骨素酶在大骨节病、腰椎间盘突出等疾病

的治疗方面也有较好的疗效。 

目前硫酸软骨素酶的价格较高，研究人员对其研

究热情很高[11~12]，但是在酶学性质研究中都是应用常

规的酶活力测定实现的，本文利用聚丙烯酰胺凝胶电

泳研究CSAase的酶学性质，该方法更加灵敏、高效，

为该酶的研究提供新的方法，并为其应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  原料与试剂 

产酶菌RC3：由本实验团队在海水中筛选获得； 

硫酸软骨素A（CSA），阿利新蓝，丙烯酰胺，甲

叉双丙烯酰胺，AP，Tris，TEMED购于Sigma公司； 

其它试剂均为国产分析纯； 

海水为2014年1月份采集自青岛海域。 

1.1.2  试剂配制方法 

样品缓冲液：配制成 50%的蔗糖溶液，按 10 

mg/mL加入酚红。 

内室缓冲液：取 93 g 甘氨酸和 24.2 g Tris，加超

纯水定容至 1 L。 

外室缓冲液：取 6.183 g硼酸，12.11 g Tris 和 0.372 

g EDTA-Na，加超纯水定容至 1 L。 

染色剂：0.5%阿利新蓝。 

脱色剂：2%乙酸。 

1.1.3  仪器设备 

YXQ-LS 立式压力蒸汽灭菌器，上海博迅实业有

限公司；SW-CJ-1F 超净工作台，苏州安泰空气技术有

限公司；AR1140 电子分析天平，美国奥豪斯国际贸

易有限公司；QYC-200 恒温培养摇床，上海福玛实验

设备有限公司；UH-1200B 超声波细胞粉碎仪，天津

奥特赛恩斯仪器有限公司；TGL-16M高速台式冷冻离

心机，上海安亭科学仪器厂；BIO-RAD MINI 电泳槽，

美国伯乐生命医学产品有限公司；DYY-60 电泳仪电

源，北京市六一仪器厂；Aglient 1100 高效液相色谱仪，

美国安捷伦科技公司；Milli Q 超纯水系统，Millipore；

DU-800 型紫外-可见分光光度计，美国贝克曼公司。 

1.2  方法 

1.2.1  粗酶液的制备 

将保藏的 RC3 菌种活化后，接入液体培养基

（0.2% CSA和 0.2%蛋白胨，用海水配制），并于转速

为 180 r/min，25 ℃的恒温摇床培养 48 h，得到 RC3

发酵液。于 4 ℃、10000 r/min 冷冻离心 10 min，取上

清液，即得粗酶液。 

1.2.2  聚丙烯酰胺凝胶电泳方法 

配制分离胶浓度20%，浓缩胶浓度5%，上样量为

15 μL，200 V恒压进行电泳。结束后分离胶置于摇床上

染色20 min。再用清水漂洗2~3次，脱色30 min。 

1.2.3  硫酸软骨素酶的酶学性质研究 

1.2.3.1  温度对 CSAase 活力的影响 

将适量的 CSA加入到 0.2 M、pH 8.0 的Tris-HCl

溶液中，配制成 0.2%的 CSA 溶液。取 5 支试管，每

支试管中加入 0.2% CSA 溶液 100 μL 和粗酶液 100 

μL，混合均匀后分别置于20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃

和 60 ℃摇床中反应。另取 1支试管，加入 0.2% CSA

溶液 100 μL和 100 μL灭活粗酶液（粗酶液在 100 ℃

水浴保温 10 min）作为对照，混合均匀后置于 30 ℃

摇床反应。6 h 后取出试管在 100 ℃水浴灭酶 10 min。

冷却后在 5000 r/min 离心 10 min，取上清液按照 1.2.2

所述进行 PAGE电泳实验。 

1.2.3.2  pH对 CSAase 活力的影响 

配制 0.2 M的Tris-HCl溶液，分别调节 pH至 8.0、

9.0、10.0。同时，配制0.2 M的磷酸缓冲液，调节 pH

分别为 5.0、6.0、7.0。将适量的 CSA分别加入到上述

溶液中，配制成 0.2% CSA溶液（pH5.0~10.0）。取 6

支试管，分别加入不同 pH 0.2%的 CSA溶液 100 μL，

再分别加入 100 μL粗酶液，混合均匀后置于 30 ℃摇

床中反应，6 h后取出试管于 100 ℃保温 10 min。冷

却后于 5000 r/min 离心 10 min，取上清液按照 1.2.2

所述进行 PAGE电泳实验。 

1.2.3.3  时间对 CSAase 分解底物的影响 

配制 0.2%的 CSA 溶液（用 0.2 M、pH 8.0 的

Tris-HCl配制）。取 8 支试管，向每支试管中加入0.2% 

CSA溶液 100 μL和粗酶液 100 μL，混匀后置于 30℃
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摇床反应。另取 1支试管，加入 0.2% CSA溶液 100 μL

和灭活粗酶液 100 μL（100 ℃水浴保温10min）作为

对照，混合均匀后置于 30℃摇床反应。1 h后取出第

1 支试管，100 ℃水浴灭酶 10min，然后分别在反应 2 

h、3 h、4 h、5 h、6 h、9 h、12 h分别取出一支试管

进行类似操作。其中对照管于反应 12 h 后取出。冷却

至室温后，在 5000 r/min 条件下离心 10 min，取上清

液按照 1.2.2 所述进行 PAGE电泳实验。 

1.2.3.4  金属离子种类对 CSAase 活力的影响 

将适量的氯化钠、氯化钾、氯化镁、氯化铜、氯

化锰、氯化锌、氯化钡分别加入到 0.2 M、pH 8.0 的

Tris-HCl溶液中，配制成 10 mM 的金属离子溶液。将

CSA 分别加入到上述溶液中配制含不同金属离子的

0.2%的 CSA 溶液。取 7 支试管，分别加入上述 CSA

溶液 100 μL和粗酶液 100 μL，混合均匀后置于 30 ℃

摇床反应。另取 1支试管，加入 0.2% CSA溶液 100 μL

（用 0.2 M，pH 8.0，Tris-HCl配制）和 100 μL粗酶

液，混合均匀后置于 30 ℃水浴中作为对照。反应 6 h

后取出 8 支试管，100 ℃水浴灭酶 10 min。冷却后在

5000 r/min 离心 10 min，取上清液按照1.2.2所述进行

PAGE电泳实验。 

1.2.3.5  不同浓度抑制剂和激活剂对 CSAase 活力的

影响 

将适量的氯化铜、氯化锌、氯化钡分别加入到0.2 

M、pH 8.0 的Tris-HCl溶液中，分别配制成 1 mM，5 

mM，10 mM 和 20 mM 的金属离子溶液。将适量的

CSA 分别加入到上述金属离子溶液中，配制成 0.2%

的 CSA溶液。取 12 支试管，分别加入上述 CSA溶液

100 μL和粗酶液 100 μL，混合均匀后置于 30 ℃水浴

中反应。另取 1 支试管，加入 0.2%的 CSA溶液 100 μL

（用 0.2 M，pH 8.0，Tris-HCl配制）和粗酶液 100 μL，

混合均匀后置于 30 ℃水浴中作为对照。反应6 h后取

出所有试管，100 ℃水浴灭酶 10 min。冷却后在5000 

r/min离心 10 min，取上清液按照 1.2.2所述进行 PAGE

电泳实验。 

1.2.4  CSA 及其酶解产物的抗氧化活性对比 

1.2.4.1  低分子量 CSA的酶解方法 

取CSA（用20 mM pH 8.0的Tris-HCl配制）5 mL，

在 30 ℃预热 10 min 后加入粗酶液 5 mL，在上述最佳

反应条件下（即 30 ℃、pH 8.0、加入 10 mM Mg
2＋）

振荡反应 4 h。反应结束后，在100 ℃保温 10 min 使

酶失活，于 5000 r/min 离心 10 min，取上清液加入 3

倍体积 95%，静置取沉淀，进行真空干燥得低分子量

的 CSA。 

1.2.4.2  分子质量的测定  

采用高效凝胶排阻色谱方法检测多糖分子量的变

化。色谱仪为 Aglient 1100 高效液相色谱仪；选用

TSK-gel G4000 PW×1（7.5 mm×30 cm）色谱柱；流动

相为 0.2 mol/L NaCl，流速 0.5 mL/min；柱温设定

45 ℃；选择示差折光检测器进行糖检测。 

1.2.4.3  DPPH自由基清除能力的测定 

该方法参照金蓓等（2013）[13]，并作适当修改。

取待测样品 0.5 mL，加入 0.2 mmol/L DPPH乙醇溶液

1.2 mL， 

混匀，用去离子水补足至 4 mL，室温静置暗反应

30 min，测定517 nm的吸光度值，对照用蒸馏水代替

样品，其它步骤完全相同。DPPH·清除率计算公式见

式（1）： 

%100)/1(%/DPPH 01  AA清除率        （1） 

注：A1：样品的吸光度；A0对照的吸光度。 

1.2.4.4  还原能力的测定 

参考铁氰化钾还原法[14]测定，并作适当修改。在

试管中依次加入样品 1 mL、0.2 mol/L pH 6.6磷酸缓冲

液 0.2 mL、1%铁氰化钾 0.5 mL，混匀后于 50 ℃水浴

放置 20 min，迅速冷却，加入 10%三氯乙酸 1 mL，

混匀，于 5000 r/min 离心 10 min，取上清液 1.5 mL，

加1% FeCl3 0.2 mL和蒸馏水3 mL，摇匀后静置5 min，

以蒸馏水为参比测定 700 nm 吸光度，以 Vc 作为阳性

对照。 

1.2.5  数据处理方法 

试验数据以平均值±标准差表示，采用 SPSS软件

进行统计学分析。分析方法为单因素方差分析和邓肯

（Duncan）多重比较，显著性水平选择0.05。 

2  结果与讨论 

2.1  温度对 CSAase 活力的影响 

温度对酶活力的影响结果见图 1。 

 
图 1 温度对酶活力的影响 

Fig.1 Effect of temperature on CSAase activity 

根据 PAGE的原理，泳道中出现的深色条带是由

于 CSA及其降解产物导致的，其中分子量越大迁移距
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离越短，分子量越小迁移距离越长，在胶片底部的为

聚合度很低的 CSA降解产物。图 1结果可以看出，对

照管的酶经过失活后与 CSA 反应，不会产生降解作

用，但由于 CSA样品本身分子量分布在一定范围，因

此在泳道会中形成一条深色条带；当反应温度为

20 ℃、30 ℃、40 ℃时，在胶片底部出现明显横向条

带，证明有低聚合度的 CSA产生，是 CSAase 对 CSA

降解的产物，同时，这三个温度下条带的清晰程度相

当，证明 CSAase 在这三个温度下酶活能够充分发挥

作用；但当温度升至 50 ℃、60 ℃时，能够明显看到

降解产物的条带模糊不清，同时大分子 CSA的迁移不

明显，说明在此温度下，CSAase 失活严重。因此证明

CSAase 在 20~40 ℃酶活稳定，50 ℃以后失活严重。 

2.2  pH 对 CSAase 活力的影响 

pH值对酶活力的影响结果见图 2。 

 

图 2 pH 对酶活力的影响 

Fig.2 Effect of pH on CSAase activity 

从图 2 可以看到，每一泳道的终点位置不同，主

要是由于不同 pH值下样品的电泳速度不同，随着 pH

的增大，电泳的速度逐渐加快，但不会影响定性分析

pH值对电泳的影响。从图 2 可以看到，只有在 pH值

为 8.0 时，CSAase 才能够正常发挥作用，大分子量的

CSA具有明显的迁移，并且产生分子量很低的横向条

带即低分子量的酶解产物，而在其它 pH 值均未产生

上述现象，说明 CSAase 酶活被抑制，证明该硫酸软

骨素酶对 pH值极其敏感，仅在 pH 8.0时活性较高，

pH值过高或过低均会严重抑制其活性。 

2.3  不同反应时间 CSAase 对底物的降解情况 

CSAase 对底物的降解情况随时间的变化结果见

图 3。 

从图 3 结果可知，与对照相比，反应3 h 时能够

看到横向条带产生，反应 4 h条带足够清晰。并且随

着反应时间增加到 9、12 h 时，条带更加清晰，说明

酶对 CSA的降解越来越充分，产物越来越多。在上述

体系下酶解 4 h 足够分析酶对底物的降解。 

 

图 3 反应时间酶对底物的分解情况 

Fig.3 Substrate decomposition by CSAase over time 

2.4  金属离子种类对 CSAase 活力的影响 

金属离子种类对 CSAase活力的影响结果见图 4。 

 
图 4 金属离子种类对酶活力的影响 

Fig.4 Effect of mental ions on CSAase activity 

从图 4 结果可知，与对照相比，有 Mg
2＋存在时，

泳道底部产生的横向条带更加清晰，当 Zn
2＋和 Cu

2＋

存在时，没有明显的横向条带产生，说明 CSAase 的

活力受到 Mg
2＋的激活作用，以及 Cu

2＋和 Zn
2＋的抑制

作用。其它离子 K
＋、Na

＋、Ba
2＋、Mn

2＋对 CSAase 的

活力无明显影响。 

2.5  不同浓度抑制剂和激活剂对 CSAase 活力

的影响 

激活剂与抑制剂浓度对 CSAase 酶活力的影响结

果见图 5~7。 

 

图 5 Mg2＋浓度对酶活力的影响 

Fig.5 Effect of magnesium ion concentration on CSAase activity 
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图 6 Zn2＋浓度对酶活力的影响 

Fig.6 Effect of zinc ion concentration on CSAase activity 

 

图 7 Cu2＋浓度对酶活力的影响 

Fig.7 Effect of copper ion concentration on CSAase activity 

从图 5 结果可知，Mg
2＋
浓度为 1 mM和 5 mM的

浓度时对 CSAase 的活力没有显著影响，当浓度达到

10 mM时对 CSAase 的活力有明显的激活作用，但是

在增加浓度至 20 mM时对 CSAase活力的激活作用却

减弱，说明 Mg
2＋最佳激活浓度为 10 mM。 

从图 6 结果可知，Zn
2＋浓度为 1 mM时对 CSAase

的活力没有显著影响，当浓度增加到 5 mM时产生明

显抑制作用，浓度上升至为10 mM以上时能够完全抑

制该酶的活力。从图 7 结果可知，Cu
2＋的浓度为 1 mM

时，对 CSAase 的活力没有显著影响，在 5mM的浓度

下对 CSAase 的酶活力呈现强烈抑制作用，并随浓度

增高抑制作用加强。 

2.6  CSA 及其酶解产物的抗氧化活性与分子

量对比 

CSA 及其酶解产物的重均分子量及抗氧化活性

见表 1 和图 8。按照 1.2.4.1 的方法，CSAase 能够在 4 

h 的时间内将大分子硫酸软骨素（分子量67382 u）降

解为小分子产物（分子量4833 u），证明该酶酶解效率

很高。通过测定抗氧化活性，证明小分子产物的 DPPH

自由基清除率与还原能力都显著高于大分子 CSA，说

明 CSA的抗氧化能力与其分子量有密切关系，适当分

子量的低分子量产物比大分子 CSA 具有更好的抗氧

化活性，这与张莲[8]等的报道相符合。 

表 1 CSA 及其酶解产物的分子量及 DPPH 自由基清除率 

Table 1 Molecular weight and DPPH· scavenging rate of CSA 

and its enzymatic hydrolysate 

项目 CSA CSA 酶解产物 Vc 

重均分子量/Da 67382 4833 - 

DPPH 自由基 

清除率/% 
26.32±1.50b 58.41±2.05a 55.43±3.28a 

 
图 8 CSA 及其酶解产物的还原能力 

Fig.8 Reducing capacity of CSA and its enzymatic hydrolysate 

3  结论 

本文通过单因素实验对 RC3菌株所产 CSAase 的

酶学性质进行了研究，实验结果通过PAGE直观地表

现出来。实验结果表明，CSAase 的最适反应温度为

20~40 ℃；该酶对 pH要求很高，仅在 pH 8.0 显示酶

活力，稍高或稍低的 pH 均会严重抑制其活力；在最

佳反应条件下，反应 4 h后对底物分解较为充分；Mg
2

＋对该酶具有较强的激活作用，10 mM 的浓度最佳；

Zn
2＋
和 Cu

2＋
对该酶具有较强的抑制作用，5 mM的浓

度即会产生强烈抑制作用。在上述最佳酶解条件下，

利用 CSAase 对 CSA 进行酶解 4 h，获得的低分子量

产物比大分子 CSA具有更好的抗氧化活性，本文的研

究结果为 CSAase 的应用具有指导意义。 
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