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运用酶法降解褐藻胶研究糖链序列结构的展望
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多糖是一种生命的基础物质 其功能和作用日益

受到重视 糖生物学与糖工程的研究必将成为基因工

程 !蛋白质工程及糖链结构分析技术之后新的研究热

点 ∀探讨多糖的研究方法 !解决糖链的测序问题成为

该研究领域的关键 ∀

褐藻胶是一种重要的海藻工业产品 是由古罗糖

醛酸 和甘露糖醛酸 组成的一种典型的多糖

类 广泛应用于工业 !农业 !医药 !食品等各个领域 ∀研

究发现 不同的褐藻酸酶可以作用于褐藻酸的不同位

点 形成不同的糖片段或寡糖 经过分离 !纯化 应用

电泳 !色谱 !质谱 !核磁共振等方法可以确定糖链的结

构 !组成及取代基的位置 ∀本文的目的是通过对褐藻

胶酶法降解的分析来探索多糖逐步降解的条件 ∀

多糖研究的现状

到目前为止 人类对于多糖结构的研究 基本上

局限于多糖的分离 !提取 !纯化 糖单元的组成及其比

例的测定 降解的分子片段和端基分析 以及多糖的

分子量及其分布范围的研究 但是对于多糖组成结构

中的糖链顺序研究 还尚未找到有效的分析 !检测方

法 ∀虽然多糖研究始于 多年前 却远远落后于蛋

白质和核酸的研究 主要原因在于理论上的简单化和

方法上的不成熟 未能解决糖链的序列测定问题 限

制了多糖的进一步研究 ∀关于多糖的序列分析 近年

来已初见报道 等人提出 由低 硝酸部分

解聚的多糖用胞外酶和细胞硫酸酯酶 进行选择性分

离处理 再应用梯度 ° ∞测定 由电泳图确定起始

糖样中的单糖顺序 经检索 近这一工作未见进

展 ∀因此 多糖研究的关键是寻找合适的条件解决糖

链的序列测定 ∀

褐藻胶的结构组成及褐藻酸酶的来

源和分类

褐藻胶由褐藻酸以及褐藻酸盐类组成 在褐藻

酸大分子内除含有 片段和 片段外 还含有

嵌段 其 值大致处于 Β 至 Β 之

间 ∀

褐藻酸酶主要来源于海洋细菌 !真菌 另外还存

在于海洋软体动物 !藻类 !土壤微生物等体内 ≈ ∀根据

酶的作用方式 可以分为 类

Α2 2甘露糖醛酸裂解酶 ∞≤ 裂解褐

藻酸分子内的 2 键 亦有特殊的酶可以裂解 2

键 生成糖片段或寡糖或单糖 ∀大多数的假单胞杆菌

Πσευδοµονασ 产生的酶具有此专一性 ∀

Β2⁄2古罗糖醛酸裂解酶 ∞≤ 裂解

褐藻胶大分子内的 2 键 生成糖片段或寡糖 ∀克里

伯氏菌 Κλεβσιελλα 产生的酶属于此类 ∀

无选择性的褐藻酸酶 对底物没有特殊的要

求 既可以裂解 嵌段也可以裂解 嵌段 还可

以作用于 2 或者 2 键 ∀芽孢杆菌 Βαχιλλυσχιρχυ2

λαυσ !别单胞菌 Αλτεροµονασ 产生的酶具有该特

性 ∀
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褐藻酸酶对褐藻胶的降解作用

Α2 2甘露糖醛酸裂解酶的降解作用

年 ∏ 等人用核磁共振和高效液相色

谱对鲍鱼 Ηαλιοτιστυβερχυλατα 酶的降解作用进行了研

究 表明该酶对 具有较高的亲和力 可以降解褐

藻胶糖链中的 2 和 2 键 而 2 和 2 不能够

被裂解 ∀应用各种不同的寡聚物进行的动力学研究发

现 该酶的催化位点 适容纳甘露糖的五聚物 ∀

年 ∞ √
≈ 等人从维涅兰德固氮菌 Αζοτοβαχτερ

ϖινελανδιι 中得到一种褐藻酸酶 经过克隆 !定序

并在 Εσχηεριχηια χολι中表达 成熟蛋白分子量为

∏ 等电点为 适 为 ∗ ∀可以降解

2 和 2 键的多糖 也可以降解含有乙酰基的键

但不能降解 2 和 2 键的多糖 可以利用该酶产生

片段 ∀

年 ≈ 从绿脓假单胞菌 Πσευδοµονασ

αερυγινοσε ≤ƒ 中分离出一种褐藻酸酶 当用六聚

物多糖作为底物时 此酶表现出 高生物活性 ∀表明

该酶的活性中心 适合容纳 个褐藻酸残基的链状

物 能被接受的 短链长底物为五聚物 少于五聚物

的甘露糖醛酸片段不能被作为底物 ∀进一步研究发现

裂解以后的产物中三聚物 丰富 推测该酶的作用位

点位于糖链末端的第三个糖苷键 ∀ ∏
≈ 等由假

单胞菌 Πσευδοµορα 得到的聚甘露糖醛酸裂解酶

÷ 可用于制备聚合度为 的甘露糖醛酸盐片段

聚 2 块 或者聚合度大于 的甘露糖醛酸和古罗

糖醛酸交替片段 聚 2 块 ∀ ≤ √
≈ 等人也对

÷ 进行了研究 结果表明该酶仅对至少含有 个

甘露醛酸残基的多糖末端起作用 而对聚古罗糖醛酸

序列和 2 ! 2 等键不起作用 ∀ 年 2
≈ 等将假单胞菌 Πσευδοµοροσ 2 2 的

褐藻酸酶 ≠ 的基因在大肠杆菌内克隆 !定序 !表

达 ∀经研究其分子量为 ∏等电点为 适温度

和 分别为 ε 和 ∀当溶液内存在 时 活

性可被完全抑制 ∀这种酶可以专一性地降解聚

Β2⁄2 2甘露糖醛酸 当与来自相同菌株的聚 Β2⁄2 2

甘露糖褐藻酸裂解酶 ≠ 相结合时 表现出更强的

活性 ∀ 年 °
≈ 等将假单胞菌 Πσευδοµονασ

σψρινγαε √ 的褐藻酸酶的基因在大肠杆菌内

克隆 ! 定序 ! 表达 并对其性质进行了研究 ∀在

≤ 存在的条件下 反应的 适温度 ! 分别

为 ε 和 ∀通过底物研究发现该酶对乙酰化的甘

露糖活性 强 ∀

Β2⁄2古罗糖醛酸裂解酶的降解作用

年 等从假单胞杆菌 Πσευδοµορα 中

得到一种古罗糖醛酸裂解酶 经凝胶色谱分离可得

个级分 ∀这些级分不耐热 但能降解两种褐藻酸盐链

段 一种是聚古罗糖醛酸链段 另一种是含有甘

露糖醛酸 和古罗糖醛酸 残基的 嵌段链

段 而对聚甘露糖醛酸链段 无活性 降解过程无

规律 终产物是不饱和的单糖醛苷和三糖醛苷混合

物 ∀在高浓度的底物条件下 会抑制这种酶的活性 ∀

年 ∏
≈ 等从棒杆菌 Χορψνεβαχτεριυµ

培养基的上层纯化得到一种聚古罗糖醛酸裂解

酶 应用 ≥⁄≥2° ∞和凝胶色谱 得其分子量为 ∏

等电点为 适温度和 为 ε 和 金属化

合物 ≤ 和 ≤ 可以增强酶的活性 ∀ 年

≥√
≈ 等人研究发现维涅兰德固氮菌 Αζοτοβαχτερ

ϖινελανδιι 基因组可以编码 种分泌型 !依赖 的

差向异构酶 2 可以催化褐藻胶的 Β2⁄2甘露糖

向 Α2 2古罗糖异构化 ∀ 2 由 和 两种蛋白组

成 蛋白可以使糖充分的异构化 ∀ 2 降解富含

和相对富含 的褐藻胶而生成 2 的甘露糖片段 降

解的顺序主要是 2 或 2 ∀表明 是一种古

罗糖醛酸裂解酶 ∀

无选择性的褐藻酸酶的降解作用

有些褐藻酸酶没有选择性 但可以形成稳定的糖

片段或者寡糖 因此 可以利用其性质对褐藻胶进行

预降解 或者进一步裂解降解物 ∀ 年 ≥ 等

研究发现从褐藻中提取的粗酶萃取物 将其与 ≤ 标

记的褐藻酸盐 !非放射性褐藻酸盐 !短链聚甘露糖醛

酸 !短链聚古罗糖醛酸及混合的短链聚糖醛酸共同培

养 发现从短链聚甘露糖醛酸中得到的主要是不饱和

的单体和二聚体 而从短链聚古罗糖醛酸中得到的主

要是单体 !二聚体 !三聚体 ∀

年 等用芽孢杆菌 Βαχιλλυσχιρχυλαυσ

生产的胞外褐藻酸酶既可以降解聚甘露糖醛酸 也可

以降解聚古罗糖醛酸 ∀≤ 可以提高该酶降解聚甘露

糖醛酸的活性 ∀ 年 ≥
≈ 等研究别单胞菌

Αλτεροµονασ 产生的褐藻胶酶 发现其既可以降

解褐藻酸钠 还可以降解 ! 和 降解上

述 种底物可以得到聚合度为 ∗ ! ∗ ! ∗ 的

种主要产物 即该酶基本完全降解褐藻胶 并生成比

较固定的产物 ∀ 年 ≈ 等人研究发现埃氏

单胞菌 Αλτεροµονασ 可以产生一种褐藻酸胞内裂

解酶 其分子量为 ∏ 等电点为 ∀在 ∗
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时 可以稳定的存在 而在 ∗ 时 具有

高的活性 ∀该酶的二级结构为 Β型 可以作用于褐藻

酸分子内的聚 2Α2 古罗糖和聚 2Β2 2甘露糖 但是

不能降解少于 个古罗糖或 个甘露糖聚合物 通过

酶动力学分析发现该酶对聚古罗糖有更高的活性 ∀

对上述 类酶的分析表明至今还没有发现一种

褐藻酸酶可以完全降解褐藻酸 但是有些酶的作用位

点和生成产物较固定 对实现褐藻胶的逐步降解非常

重要 这是我们研究多糖逐步降解所需要的工具酶 ∀

褐藻酸衍生物在酶降解中的应用

多糖的研究现状和酶降解褐藻胶研究进展表明

实现多糖的逐步降解需要引进新的限制条件 ∀关于乙

酰基团对酶降解的作用已有研究 ≈ 其它基团对酶降

解的影响还未见报道 ∀目前甘纯玑等人已合成了部分

褐藻酸衍生物 如褐藻酸苄酯 !乙酰褐藻酸 !乙酰褐藻

酸丙二酯 ∀另外还有大量生产的褐藻酸盐类 !褐藻酸

丙二酯以及近年来广泛研究的烷基多苷和硫酸酯多

糖等 ∀利用化学修饰引入不同极性的保护基团或新的

官能团 形成大空间遮蔽 调节和保护链上的糖苷键

进而调节酶的作用方式或者活性 实现酶降解过程的

有效控制 ∀

小结

实现褐藻酸的逐步降解 应采取化学修饰和酶

降解结合的方法 ∀首先对褐藻酸进行预降解 形成特

定的糖片段 然后应用衍生试剂对预降解产物进行化

学修饰 再利用酶的专一性对衍生物进行酶切处理

特别如维涅兰德固氮菌 Αζοτοβαχτερϖινελανδιι !芽孢

杆菌 Βαχιλλυσχιρχυλαυσ 产生的酶等可以作用于特定

的糖苷键或者可以形成比较固定的产物 就为以后的

序列测定奠定了基础 ∀产物的测定可以应用高效液相

色谱 !高效毛细管电泳 !双向凝胶电泳 !核磁共振等方

法完成 并从中筛选出 适的降解条件和方法 ∀

因此 褐藻酸酶的专一性和褐藻胶衍生物限制条

件的引入 为多糖结构研究提供了可靠的理论依据和

和可行性设想 ∀随着对褐藻酸酶进一步研究 将有更

多的酶被发现 酶的性质研究也会取得新的进展 ∀借

助于基团的屏蔽作用 利用褐藻酸酶降解褐藻胶 从

而使多糖序列结构研究成为可能 ∀
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