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应用硫酸苯酚法建立一种甘露糖醛酸 C 5差向异构酶活性检

测方法的研究
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摘要:建立了一种简便快捷的甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶活性的测定方法。研究发现相同

分子质量的聚甘露糖醛酸和聚古罗糖醛酸与苯酚硫酸试剂反应后显色程度不同, 以此可以

用来测定 D 甘露糖醛酸/ L 古罗糖醛酸( M / G)值的变化,从而计算甘露糖醛酸 C 5 差向

异构酶的活性。利用本方法测定了已知结构的褐藻胶片断的 M/ G 比, 其结果与传统的1H

NM R测定值基本一致。
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褐藻胶是由 D 甘露糖醛酸 ( D mannuronic

acid, 简称 M)和 L 古罗糖醛酸( L gulur onic acid,

简称 G)通过 1 4 糖苷键连接而成的直链多糖。其

中, M、G互为差向异构体 ,其差别仅在于 C 5 位羧基

位置。褐藻胶中 M 与 G的存在形式可能有 3 种: 聚

甘露糖醛酸片段( poly mannuronat e, PM )、聚古罗糖

醛酸片段 ( po ly gulur onate, PG )和甘露糖醛酸 古罗

糖醛酸混合嵌段 ( MG block) [1]。不同 M/ G 比的褐

藻胶具有不同的物理化学性质与生物活性[ 2] : 富含

M 的褐藻胶具有免疫调节[3]、抗肿瘤[ 4]、抗艾滋病[ 5]

等活性; 而富含 G 的褐藻胶具有诱导角质细胞生

长[6]等作用。在生物体内褐藻胶合成过程中,首先合

成聚甘露糖醛酸段,在甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶作

用下部分甘露糖醛酸转变为古罗糖醛酸[ 1, 7]。由于

甘露糖醛酸 C 5差向异构酶是一种重要的工具酶,近

年来已成为研究与开发的热点。通过基因工程技术

改造褐藻胶生产菌株的生物合成途径, 或者直接利

用酶,就可获得不同结构的褐藻胶。目前检测甘露糖

醛酸 C 5差向异构酶活性的方法主要是确定其作用

前后褐藻胶的 M/ G 比, 如 NMR[ 1]、高效液相色谱

法、气相色谱法[ 8]等。作者在检测甘露糖醛酸 C 5 差

向异构酶的活性时发现相同分子质量的聚甘露糖醛

酸与聚古罗糖醛酸在苯酚硫酸法反应过程中显色程

度不同,吸收值存在较大差异。比较甘露糖醛酸 C 5

差向异构酶作用前后褐藻胶在苯酚硫酸法中的吸光

差异就可以确定该酶的活性。此方法可简便有效地

检测甘露糖醛酸 C 5差向异构酶活性。

1 材料和方法

1. 1 仪器与试剂

仪器: 酶标仪 ( T ecan Rainbow ) ; 试剂: 咔唑 ( CP

重结晶) ,苯酚(中国医药集团上海化学试剂公司) ;聚

甘露糖醛酸、聚古罗糖醛酸、甘露糖醛酸 古罗糖醛酸

混合嵌段(分子量均为 10 000) , 均为青岛华海制药厂

产品; 重组甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶由作者所在的

实验室自制; 其他试剂均为分析纯。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 试剂配置

0. 1%聚甘露糖醛酸、聚古罗糖醛酸、甘露糖醛

酸 古罗糖醛酸混合嵌段溶液: 分别精确称取 25 mg

相应糖醛酸溶于 25 mL 水中; 硫酸硼砂溶液: 0. 9 g

硼砂溶于 10 mL 水中, 小心加入 90 mL 预冷的浓硫

酸, 有界面出现, 放置过夜; 咔唑试剂: 0. 1 g 咔唑溶

于 100 mL 95%乙醇中; 80%苯酚: 80 g 苯酚加 20 g

水使之溶解; 6%苯酚: 临用前以 80%苯酚配置。

1. 2. 2 硫酸咔唑法测定糖醛酸含量

分别取 0, 0. 1, 0. 2, 0. 3, 0. 4, 0. 5, 0. 6 mL 0. 1%

聚甘露糖醛酸或聚古罗糖醛酸溶液, 按文献[ 9]的方

法测定 530 nm 处的吸光值, 再制作标准曲线。每个

浓度设 3个平行样。
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1. 2. 3 苯酚硫酸法测定糖醛酸含量

分别取 0, 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1 mL 0. 1% 聚甘露

糖醛酸或聚古罗糖醛酸溶液, 1 mL 0. 1%甘露糖醛

酸 古罗糖醛酸混合嵌段溶液按文献[ 10]的方法测定

490 nm 处的吸光值, 聚甘露糖醛酸和聚古罗糖醛酸

制作标准曲线。每个浓度设三个平行样。

1. 2. 4 1 H NMR 测定甘露糖醛酸 古罗糖醛酸混合

嵌段

甘露糖醛酸 古罗糖醛酸混合嵌段样品 20 mg ,

加入重水 0. 5 mL 溶解, 冻干。反复 3 次后以丙酮为

内标进行1H NMR 分析。

1. 2. 5 苯酚硫酸法对甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶活

性的检测

选择聚甘露糖醛酸为底物, 酶活反应终质量浓

度为 1g / L , 与来源于 Pseudomonas sp. QDA 的重组

甘露糖醛酸 C 5差向异构酶反应 18 h 后, 100  加热
10 min, 12 000 r / min 离心 2 min, 取上清液, 按文献

[ 10]的方法测定吸光值。酶活空白对照反应时间为

0, 其他步骤相同。

2 结果

2. 1 硫酸咔唑法测定聚甘露糖醛酸与聚古

罗糖醛酸含量
用硫酸咔唑法分别测定了不同质量浓度聚甘露糖

醛酸、聚古罗糖醛酸在 530 nm 处的吸光值。其线性范

围均为: 0. 1~ 0. 6 g/ L, 聚甘露糖醛酸的标准曲线为

Y= 2.730 6X + 0. 131 5(R2 = 0. 999 9) ,聚古罗糖醛酸的

标准曲线为 Y= 2. 915 7X + 0. 102 9(R2= 0. 999 6,图1)。

在相同质量浓度下,聚甘露糖醛酸与聚古罗糖醛酸的吸

光值基本一致,两种糖醛酸化学含量相同。此法无法区

分聚甘露糖醛酸与聚古罗糖醛酸。

图 1 聚甘露糖醛酸、聚古罗糖醛酸的硫酸咔唑法标

准曲线

Fig. 1 T he standar d curves of sulfate carbaz ole

meth od

A: 聚甘露糖醛酸; B: 聚古罗糖醛酸

A: po ly mannuronat e; B: po ly guluronate

2. 2 苯酚硫酸法测定聚甘露糖醛酸与聚古

罗糖醛酸含量

用苯酚硫酸法分别测定了不同质量浓度聚甘露

糖醛酸、聚古罗糖醛酸在 490 nm 处的吸光值 。当质

量浓度在 0. 2~ 1. 0 g / L 范围内, 两种糖醛酸的吸光

值呈线性关系但存在明显差异:聚甘露糖醛酸测定的

标准曲线为 Y= 0. 207 5X + 0. 120 0( R2 = 0. 998 0) ,

聚古罗糖醛酸测定的标准曲线为 Y = 0. 556X +

0. 121 1( R2= 0. 999 5, 图 2)。随质量浓度的升高, 两

种糖醛酸的吸光差异增加。在 1 g / L 条件下, 两种糖

醛酸的吸光值差异最大,此时聚甘露糖醛酸的吸光值

为0. 337 0, 聚古罗糖醛酸的吸光值为0. 670 0, 吸光

差异值为0. 333 0。因此可根据反应前后吸光值变化

测定甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶活性。也就是说在

相同条件下测定酶活,如果反应前后测定吸光值变化

0. 333 0, 则甘露糖醛酸全部被异构酶作用转变为古

罗糖醛酸, 即转化率为 100%。褐藻胶底物分子量为

10 000时, 酶活公式可表示为 E = ( A 后 - A 前 ) /

0. 333 0( E 为甘露糖醛酸转化率; A前、A后分别为反

应前后的吸光值)。

图 2 聚甘露糖醛酸、聚古罗糖醛酸的苯酚硫酸法标准

曲线

Fig. 2 Th e stan dard cur ves of sul fate phenol m ethod

A:聚甘露糖醛酸; B:聚古罗糖醛酸

A : poly mannuronat e; B: poly gulurona te

2. 3 苯酚硫酸法测定甘露糖醛酸 古罗糖醛

酸混合嵌段

以苯酚硫酸法测定甘露糖醛酸 古罗糖醛酸混合

嵌段样品吸光值为 0. 419 5, 同分子质量同浓度聚甘

露糖醛酸样品吸光值为 0. 337 0, 吸光值变化

0. 082 5。按公式计算 E= 0. 247 7, 即该甘露糖醛酸

古罗糖醛酸混合嵌段样品中古罗糖醛酸质量分数约

24. 77% ,计算其 M / G 比约 3. 04。
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2. 4
1
H NM R测定甘露糖醛酸 古罗糖醛酸

混合嵌段
1H NMR测定甘露糖醛酸 古罗糖醛酸混合嵌

段样品, 4. 6 位置为甘露糖醛酸1 H 吸收峰, 积分约

2. 83; 4. 9 位置为古罗糖醛酸1 H 吸收峰, 积分约为 1

(图 3)。该样品 M/ G 比为 2. 83, 与苯酚硫酸法测得

的结果 3. 04 基本一致。

图 3 1 H NMR 测定甘露糖醛酸 古罗糖醛酸混合嵌段

样品结果

Fig. 3 1 H NMR of MG block resul t

4. 6 处吸收峰为甘露糖醛酸1 H 吸收峰; 4. 9 处吸收峰为古罗糖醛

酸1 H吸收峰

P eak in 4. 6 is M 1H; peak in 4. 9 is G 1 H

2. 5 苯酚硫酸法检测甘露糖醛酸 C 5 差向

异构酶活性
聚甘露糖醛酸底物与甘露糖醛酸 C 5 差向异构

酶反应后, 以苯酚硫酸法测定样品吸光值即 A 后 为

0. 446 9, 空白对照的吸光值即 A前 为 0. 337 0, 按公

式计算 E = 0. 33, 约有 33%的甘露糖醛酸转变为古

罗糖醛酸。

3 讨论

作者在检测甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶活性的

实验中发现, 相同分子质量相同浓度的聚甘露糖醛

酸与聚古罗糖醛酸在苯酚硫酸溶液中显色程度有很

大不同,吸光值存在显著差异。在线性范围内, 质量

浓度为 1 g / L 条件下两种糖醛酸差异最大,确定该浓

度为酶促反应的底物终浓度。通过酶促反应前后样

品的吸光值差异可计算出甘露糖醛酸的转化率, 以

此确定甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶的活性。该方法

的准确性与传统的 NMR等方法基本一致, 但简便快

捷。

苯酚硫酸法无确切反应方程式, 基本原理为糖

在强酸中脱水而生成糠醛或其衍生物, 再与苯酚结

合显色。聚甘露糖醛酸与聚古罗糖醛酸互为差向异

构体,在苯酚硫酸法中吸光值存在较大差异。这种差

异可能正是由于两种糖醛酸的构型不同,因此在与苯

酚硫酸试剂反应过程中形成了不同构型的中间体,而

它们与苯酚结合生色的程度不同所造成的。

不同分子质量的褐藻胶对于苯酚硫酸法的敏感

性是不同的。虽然质量浓度相同,但分子质量不同的

褐藻胶具有不同的吸光值。这可能是由于分子质量

大小不同在产生中间体时有不同影响。本实验中测

得的数据 0. 333 0 是相对分子质量为 10 000 的聚甘

露糖醛酸与聚古罗糖醛酸的吸光差异值。在应用苯

酚硫酸法测定甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶活性时, 酶

促反应前和反应后的样品分子质量一样,所以能准确

地计算出相应的甘露糖醛酸转化率。

在以往的文献报道中,苯酚硫酸法仅作为糖的定

量测定方法, 并无其他方面应用的报道。目前测定褐

藻胶甘露糖醛酸 C 5 差向异构酶活性的方法一般采

用化学法、NMR[ 1]、高效液相色谱法、气相色谱法[ 8]、

古罗糖醛酸特异性裂解酶法[ 11]等。其中, 化学法、高

效液相色谱法、气相色谱法需要降解样品, 耗时长;

NMR 需要将样品反复进行重水交换, 且比较昂贵;

古罗糖醛酸特异性裂解酶十分稀少且需要另外制备。

与以上方法相比较,苯酚硫酸法简便快捷, 特别是对

于大规模的产酶菌株筛选、酶促反应的条件优化等实

验是十分适用的。
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A new method for enzymatic assay of C 5 mannuronan epime
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Abstract: A simple and convenient method for the C 5 mannuronan epimerat ion assay was established in

this study. The co lo r intensity of poly mannuronate w as markedly different from that o f po ly guluronate w hen

they reacted with sulfate phenol. So the activity of C 5 mannuronan epimerase can be determined using the sul

fate pheno l method by comparing the absorpt ion of the alginate substrate befor e and aft er the enzymatic r eac

t ion. T he M / G ratio of alg inate f ragments w ith known structure w as detected by Sulfate phenol method, and

the r esult was almost the same as the value by 1 H NMR.

(本文编辑:张培新)
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影响面广,宣传力大, 欢迎广大的广告客户在本刊刊登广告, 价格优惠。

欢迎订阅!海洋科学∀ 欢迎广告惠顾

!海洋科学∀编辑部地址:山东省青岛市南海路 7号, 266071;

电话及传真: ( 0532) 82898755;

E ma il: MSJ@ ms. qdio. ac. cn
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