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人血超氧化物歧化酶的化学修饰
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摘 要 应用右旋糖昔及聚蔗糖对人血 S O D 进行化学修饰
。

人血 s 0 D 分别经右旋糖普及聚蔗

错两种修饰剂共价修饰后
,

仍保留其紫外
、

荧光吸收特性及 s o D 的酶活性
。

人血 s 0 D 修饰物的抗胃

蛋白酶酶解能力
、

热稳定性
、

耐酸性均有显著提高
。

关工词 人血超氧化物歧化酶 , 右旋锗昔 ; 聚蔗糖

超氧化物歧化酶 ( s u 讲 r o x xd e n is m u t a se
,

简称 S O D )广泛存在于生物体内
,

能催化超氧

阴离子 (
·

0 矛 )产生歧化反应
,

是一种重要的

氧 自由基清除剂
,

具有消炎
、

抗辐射
、

抗肿瘤

及延缓衰老的作用
〔 ,一 3 〕 ,

作为消 炎药 已应用

于临床
。

s o D 作为药物
,

在体内稳定性较差
,

半衰期短
,

而且从非人体来源制备的 s 0 D 对

人体可能产生免疫原性反应
。

使用人血 s 0 D

( h s 0 D )虽然能消除免疫原性反应
,

但存在稳

定差等缺点
,

通过改变酶结构借以提高稳定

性
,

延长在体内的半衰期是人们所希望的
。

鉴

于对人血 S O D 的化学修饰研究工作至今仍

少见报道
,

为此我们采用右旋糖昔及聚蔗糖

对人血 s 0 D 进行共价修饰的研究
。

材料与方法

1
.

1 试荆与仅器

人血 s o D ( 由中国药科大学生化教研室

提供 ) ; 右旋糖昔 (分子量 组0 0 0 0
,

P h a r m a e ia

进 口分装 ) ; 聚蔗糖 (分子量 4 0 0 0 0 0
,

p h a r m a -

c场 进 口分装 ) ;
邻苯三酚 (遵义第二化工厂 )

。

U v 一2 1 0 0 型分 光光度计 ( 日本 岛津 ) ;

7 5 2C 型分光光度计 (上海第二分析仪器厂 ) ;

RF
一
5 4 0 型荧光分光光度计 ( 日本岛津 ) ;

oP w
-

er
一 1 5 0 型电泳仪 (北京新技术应用研 究所 )

。

1
.

2 方 法

.1 .2 1 s 0 D 畴活性测定 采用胡梅清等报

道的邻苯三酚标准曲线法
“ ` 1 。

L .2 2 人血 S O D 的右旋 糖普修饰 参照

S i u
一 c h

e u n s 等方法
〔 5 , 。

将 l 克右旋糖昔溶于 5

m l 蒸馏 水 中
,

加入 0
.

5 m o l / L N a IO ,

溶液 l

m l
,

置暗 处
,

4℃ 搅拌 1 6 h
,

滴 加 0
.

1 m o z / L

N a H S o :
还原

,

经透析获得右旋糖昔二醛活化
、

液
。

h s o D 以少量 0
·

1m o l / L N a Z
C 0

3一
H

Z e o
:

缓

冲液溶解
,

加入右旋糖昔二醛 活化液
,

暗处

4℃
,

于 PH 9
.

0 的条件下反应 20 h
,

然后以甘

氨酸终止反应
。

经透析
、

冰冻干燥获得 人血

s 0 D 右旋糖昔共合物 ( h s 0 D
一

D )
。

.1 .2 3 人血 S O D 的聚蔗糖修饰 取聚蔗糖

溶于适量蒸馏水 内
,

分别加入一定量的 0
.

4

m o l / L N a l o ;

和 H l o ;

溶液
,

暗处 4
`

C 反应 14

h
,

滴加 N a H s 0 3 ,

透析后 获得活化液
,

聚蔗糖

活化液对 h s o D 的修饰反应在 p H 9
.

5 条件

下进行
,

其余操作同右旋糖昔二醛的修饰
,

经

冻干得人血 S o D 聚蔗糖共合物 ( h s o D
一

)F
。

2 结果与讨论

.2 1 电泳分析

以未经修饰的 h s 0 D 作对 照
,

对修饰物

进行聚丙烯酞胺凝胶电泳
。

分离胶总浓度为

1
.

0 m o l / L
,

交联度 2
.

7%
,

p H 5
.

9 ; 浓缩胶总

浓度 0
.

4 m o l / L
,

交联度 2 0%
,

p H 6
.

7
。

电极
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一
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一
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缓冲液 为 0
.

0 5 m ol /L T r i
一

H el 缓冲液 ( p H

8
.

3 )
,

电泳后以考马斯亮蓝 R
一

25 0 染色
。

天然 h s o D 在电泳图 中呈现两条 区带
,

经修饰后的 h S O D
一

D 及 hs 0 D 一 F 分别都是接

近原点 的呈不均一的区带
,

迁移速度明显降

低
,

而在原天然 h S O D 的区段 没有出现 电泳

带 (见图 1 )
。

其原因是 h S O D 与大分子量的不

均一多糖修饰剂结合后
,

分子量显著增大
,

同

时修饰 s 0 D 表面电荷可能产生变化
,

因而在

一般的电泳条件下移动缓慢
。

结果表明修饰

反应进行 比较完全
。

一

}一履 l ! }
+ h s o D

一
}

…
’

卜hs oD
一 ”

一

{
’

阵 }
+ h S O D 一 F

果 见图 2
。

h S OD

0 -L se 一

一一
一一一10

t/ m in

F i g 2
.

H ca
t s at b i l i t y o f m do i f ide

a n d n a l i v e S O D ( T 一 8 0 C )

F i吕 1
.

P A G E 呻 t r e r n o f m do i f i叨 a n d n a t i v e S O D

味.鸽君之润。.

团P公月口。侣

2
.

2 关尤光讲分析

将 h s o D 及 h s o D 一 n
、
u s o D

一

F 在 R e
一

5 4 0

荧光分光光度计进行荧光光谱分析
。

从荧光

发射光谱图上可见 hs 0 D 经两种修饰剂修饰

后
,

荧光强度出现变化
,

hs 0 D 一 D 荧光强度增

大显著
,

hs 0 D
一

F 较 h S O D 略 为增高
。

从荧光

激发光谱图可见在 350 m n
波长处 h s 0 D

一

D 及

h s 0 D
一

F 的荧〕长强度均明显高于 h s o D
。

光谱

分析结果显示三者为不同物质
。

2
.

3 紫外吸收

对 h s o n
、

h s o n
一

n
、

h s o D
一

F 在 u v
一

2 1 0 0

型分光 ,七度计从 1 90 ~ 70 0 n m 波长范围进行

全波段扫描
,

在 2 60 ~ 2 90
n m 波长范 围出现

三个紫外吸收峰
,

并出现不同的光吸收
。

结果

表明修饰后 h S O D 仍保留了天然 h s 0 D 紫外

吸收特征
。

2
.

4 修饰 hs 0 D 的热德定性

将修饰前后的 h s o D 稀释成 1 4 o U / m l
,

置于 80
`

C保温
,

分别在不同时间同时取样测

定其残余活力
,

重复五次以其平均值作图
,

结

上 述结果 表 明
,

保 温 30 分钟 后夫然

h s o D 的残余活力为 3 3 %
,

h s o D
一

D 和 h s o n
-

F 的残余活力分别为 7 2 %
、

6 2%
。

因此 h s o D

被共价修饰后其热稳定性高于天然 h s o D
。

2
.

5 修饰 h S O D 的耐酸性
,

将天然 h s 0 D 与修饰 h s o D 溶液调至 PH
1

.

5
,

置 25 C 保温
,

在不同时间分别取样检测

残余活力
,

重复五次取平均值作图 ( 见图 3 )
。

h SO D 一 F

一一叫石骊示刁

蔽商了~

2

t/ h

F i名 3
.

A e i d s at b i il t y o f m od i f ied
a n d n a t iv o 5 0 D ( PH 一 1

.

5 )

实验结果表明
,

h S O D
一

D 和 h s o D
一

F 的耐

酸性均比天然 h s 0 D 有明显增强
。

.2 6 修饰 h S O D 抗 胃蛋 白晦的阵解作用

将等量的胃蛋白酶溶液分别加入修饰前

后的 h S O D 溶液中
,

置 25 C 保温
,

定时取样检
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测残余活力
,

重复五次取平均值作图 (见 图

4 )
。

的 S O D 是 同源性蛋 白
,

在 临床应用上对 人体

没有免疫原性作用
。

其右旋糖昔和聚蔗糖修

饰物仍有 S O D 的天然酶活性
,

而日其抗酶作

用
、

热稳定性
、

耐酸性等性质均有显著提高
,

其中
,

以右旋糖昔修饰的 h S O D 更有临床应

用价值
。

我们正在进一步研究其体内稳定性

和有关药理作用
,

以开发 出一种性质优异的

人血 5 0 0 制品供临床应用
。
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