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亚油酸修饰羧甲基壳聚糖纳米粒固定化
菠萝蛋白酶的研究*
谭玉龙，刘晨光，刘成圣，于乐军
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酶的固定化技术有很多优点，它可以显著提高酶的活力和稳定性，使酶可以在极端的pH和温度下进行反应。不同的剂型已应用于酶的固定化，比如薄膜（Tanioka et al. 1998, Arica 2000），微球（Wu et al. 2005），纳米粒（Akiyoshi et al. 1998, Li et al. 2003, Tang et al. 2007）等。最近，纳米材料因为其特别的性质与广泛的应用已越来越多地引起人们的关注，纳米胶束和纳米粒已被用于固定化酶。

由聚乙二醇-聚天冬氨酸嵌段共聚物制备的纳米胶束可用来包埋酶分子（溶菌酶、胰蛋白酶）（Harada et al., 1998, 2001, Yuan et al. 2005）。Sunamoto的研究小组（Akiyoshi et al. 1998）曾合成了普鲁兰糖的胆甾烯基衍生物，可在水中自聚集成凝胶纳米粒，并可与胰岛素等药物形成稳定的复合物。在以往的研究中发现胰蛋白酶可负载于纳米粒上（Liu et al. 2005），这与氯键疏水作用力以及离子相互作用有关。但固定化酶的性质（比如稳定性、动力学常数等）还需要进一步研究。

本文作者采用亚油酸修饰羧甲基壳聚糖，通过超声的方法制备凝胶纳米粒。选择菠萝蛋白酶应用于实验——因为其在动物炎症及人类炎性肠病等方面都有积极的治疗作用。酪蛋白作为酶解反应的底物。将菠萝蛋白酶固定于纳米粒上。探讨了影响固定化酶活力的因素（包括温度、储存稳定性等）。结果表明，酶被固定化后，热稳定性及储存稳定性均有提高。固定化酶的Km值小于自由酶，表明固定化可以提高酶的稳定性并加强酶与底物的亲和力。
一、材料及方法
1. 化学试剂
壳聚糖（低分子量），亚油酸（LA），1－乙基－3－（3－二甲基氨丙基）碳二亚胺（EDC），菠萝蛋白酶均购于Sigma公司。其他试剂都采用分析纯。
2. 制备方法
（1）制备羧甲基壳聚糖（CMCS）

Na型羧甲基壳聚糖的制备：称取5g壳聚糖于三口烧瓶中，加入100ml水/异丙醇（v/v=1/1），搅拌，使其溶胀。加入6.75g NaOH，50℃搅拌1h。让壳聚糖在碱性条件下膨胀, 形成碱化中心。将7.5g氯乙酸溶于10ml异丙醇，溶解后加到分液漏斗，向三口烧瓶中滴加，控制滴加时间30min, 50℃搅拌4h。反应结束后，布氏漏斗抽滤，70%、80%、90%乙醇水溶液、无水乙醇洗涤。所得产品放入60℃烘箱烘干, 即得白色粉状羧甲基壳聚糖（Na型）。

H型羧甲基壳聚糖的制备：称取2.5g Na型羧甲基壳聚糖，加入100ml 80%乙醇水溶液，搅拌。再加入10ml 37% HCl溶液，搅拌30min。布氏漏斗抽滤，70%、80%、90%乙醇水溶液、无水乙醇洗涤。所得产品放入60℃烘箱烘干,即得白色粉状羧甲基壳聚糖（H型）。
（2）制备亚油酸羧甲基壳聚糖（LA-CMCS）
首先取1g羧甲基壳聚糖溶解于100ml 1%的醋酸溶液(pH4.6)中，然后分别取1ml、1.5ml、2ml亚油酸溶于100ml甲醇中。将两溶液混合，加1mlEDC，搅拌24h后，加入200ml甲醇/氨水（体积比为7：3），搅拌，5000rpm/s，离心30min，去除上清。将沉淀分别用甲醇洗两次，乙醚洗一次，每次洗涤后都要进行5000rpm/s，离心30min，去除上清。室温真空干燥24h。
（3）制备负载菠萝蛋白酶的LA-CMCS纳米粒

10mg LA-CMCS悬浮于10ml PBS缓冲液(pH7.4)。冰浴中用探头超声(Utralsonic homogenizer UH-600)，超声重复两次得到澄清透明溶液(20W，工作10S，停2s)。加入不同浓度的菠萝蛋白酶溶液，然后再分别超声两次。

（4）载药量和包封率
将不同浓度的菠萝蛋白酶溶液加到1ml 0.2mg/ml的纳米粒溶液中，浓度从0.05mg/ml到0.4mg/ml。将混合液超声，然后超滤，得到固定化酶。通过检测未固定化的酶含量来计算纳米粒对酶的的负载量与包封率。
载药量=（A-B）/C×100

包封率=（A-B）/A×100

A为加入的菠萝蛋白酶含量；B为超滤后未固定化的菠萝蛋白酶含量；C为冷冻干燥后的纳米粒质量。
（5）测定自由酶和固定化酶的酶活力
取2ml酶液加入试管中,然后加入1%的酪蛋白溶液3ml,准确保温37℃反应10min,再加入5ml三氯乙酸以终止反应, 摇匀。
空白试样,方法同上,仅在加酪蛋白溶液之前,先加入5ml三氯乙酸使酶失活,再加入酪蛋白溶液。
以空白样做对照,用分光光度计280nm波长测定试样的吸光度(O.D)。结果取三次测定的平均值。
（6）菠萝蛋白酶活力单位

将一个酶活力单位在标准实验条件下 (pH7.4，37℃时，反应10min），1min内水解酪蛋白产生1mg溶于三氯乙酸的酪氨酸时所需要的酶量。
二、结果与讨论

1. 纳米粒表征
亚油酸通过EDC共价连接于羧甲基壳聚糖的氨基上（图1）。红外谱图及核磁共振谱图表明，共价连接成功。平均粒径与粒径分布通过动态激光光散射仪来分析，平均粒径约为417.8 ± 17.8 nm (Liu et al. 2007)。透射电子显微镜照片显示纳米粒有完整的圆形结构（图2）。
2. 纳米粒的载药量与包封率
纳米粒对菠萝蛋白酶的负载量与包封率如表1所示，一方面，随加入酶的浓度的增加，从0.05到0.3mg/ml，纳米粒的包封率逐渐下降；另一方面，酶的负载量却从20.68±0.37%增加到 94.19±1.12%。但是，当浓度到达0.4mg/ml时，负载量却没有显著增加，表明纳米粒负载菠萝蛋白酶约0.3mg/ml时达到饱和。
3. 温度对酶活力的影响
在20℃～80℃下测定自由酶与固定化酶的活力（图3），其最适温度相同，固定化酶的最适温度（60℃）也未改变。
热稳定性是固定化酶的一个重要指标，将固定化酶和自由酶保存于0.05mol/L的PBS缓冲
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图1　亚油酸羧甲基壳聚糖的结构图

表1　载药量和包封率

	菠萝蛋白酶 (mg/ml)         　　　　 包封率 (%)              　　　　　载药量 (%)

	0.05               　　　　　  82.72±1.47          　　　　　   20.68±0.37
0.1                 　　　　　 71.57±1.32          　　　　　   35.79±0.66
0.2                  　　　　　64.83±1.69          　 　　　 　 64.83±1.69
0.3              　　　　　    62.79±0.75          　　　　  　 94.19±1.12
0.4           　　　　　       49.28±0.49     　　　       　　 98.55±0.98
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图2　纳米粒的透射电镜照片

液(pH7.4)中，在不同温度下保存1h，迅速冷却测其酶活力。在不同温度下保存后的相对酶活力，随着温度升高，相对酶活力均有所下降（图4）。从图中看出固定化酶的热失活曲线比自由酶要低。在90℃保存1h后，固定化酶保持了19%的相对活力，而自由酶在同样的实验条件下，几乎丧失了全部活力。固定化酶热稳定性的提高是因为酶和纳米粒之间的多重的作用（比如离子相互作用、氢键结合以及疏水作用力等）。有一部分菠萝蛋白酶被包裹于纳米粒内部，这可以保护酶的结构使其免受高温的破坏。纳米粒可以预防蛋白质不可逆的变性聚集，其机制类似于分子伴侣的作用(Akiyoshi et al. 1999, Takehiro et al. 1994, Nomura et al. 2003) 。不论是从结构上还是从酶活力上，纳米粒均可显著提高酶分子抵御变性的能力和热稳定性，所以其可作为有效的酶固定化材料(Bryjak et al., 1998, Hsieh et al. 2000, Karim et al., 2002, Li et al. 2003, Wu et al. 2005, Tu et al. 2006) 。
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图3 温度对酶活力的影响
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图4 自由酶和固定化酶的热稳定性

4. 储存稳定性

在无底物存在的情况下，将固定酶和自由酶在70℃下分别保存20 min～120 min, 迅速冷却后, 测其活力(图5)，固定化酶的稳定性曲线比自由酶要高，表明固定化酶的稳定性有显著地提高。
5. Km
米氏常数Km是酶的一个重要参数，它的物理意义就是催化反应速度达到最大速度一半时的底物浓度。Km一般用来检验酶与底物形成复合物的亲和能力。自由酶和固定化酶的米氏常数的测定(图6),纳米粒固定酶后，对酶与底物之间的结合影响很小。固定化酶的Km为0.36，比自由酶的0.68略低，表明固定化酶加强了酶与底物的亲和力。原因可能是固定化过程对酶的构象有影响，以及纳米粒与酪蛋白之间的电荷作用或疏水作用也加强了酶对底物的亲和力。其机制还需要进一步研究。这一结果也与Tang等(2007)的研究结果一致，这使其在将来的应用性上更有吸引力 (Tang et al. 2007) 。
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图5 自由酶和固定化酶的储存稳定性
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图6 自由酶和固定化酶的Line-weaver Burk 曲线
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STUD ON LINOLEIC ACID MODIFIED CARBOXYMEHYL CHITOSAN NANOPARTICLES FIXATION BROMELAIN

TAN Yulong  LIU Chenguang  LIU Chengheng  YU Lejun

(College of Marine Life Sciences,Ocean University of China,Qindao 266003)
ABSTRACT
Hydrogel nanoparticles can be prepared by using linoleic acid (LA) modified carboxymethyl chitosan (CMCS) after sonication. Bromelain can be loaded onto nanoparticles of LA-CMCS. Factors affecting the activity of the immobilized enzyme, including temperature, storage etc., were investigated in this study. The results showed that the stability of bromelain for heat and storage was improved after immobilization on nanoparticles. The Michaelis constant (Km) of the immobilized enzyme, was smaller than that of free enzyme which indicated that the immobilization could promote the stability of the enzyme and strengthen the affinity of the enzyme for the substrate.
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