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摘要：本文首先采用对羟基苯甲酰肼(pHBH)对岩藻糖进行显色，建立了测定岩藻糖还原端含量的pHBH法，该方法操作简便、灵敏度高，检测限为0.26 μg/mL，定量限为0.85 μg/mL。在此基础上，以Flavobacteriaceae sp. CZ1127产生的岩藻聚糖硫酸酯酶为实验材料，对岩藻聚糖硫酸酯酶活测定方法中的几个关键影响因素进行了研究，建立了一套快速可靠的岩藻聚糖硫酸酯酶酶活测定方法：准确移取375 μL 0.55 mg/mL 岩藻聚糖硫酸酯溶液，加入375 μL 稀释一定倍数的酶液，混匀后于28℃酶解反应30 min，然后加入pHBH试剂250 μL，100℃反应5 min，迅速冷却后于415 nm处测定吸光值，计算相应酶活。采用此方法，酶活检测限可以达到0.048 mU。
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The establishment of fucoidanase activity determination method on basis of pHBH method
ZHANG Cuiyu, XUE Changhu, YU Long, XU Xiaoqi, WANG Yanchao, CHANG Yaoguang
(College of Food Science and Engineering,Ocean University of China,Qingdao,266003)
Abstract: In the first place, a novel method for determing the content of fucose reduing teminal was established, which utilized 4-Hydroxybenzhydrazide as chromogenic reagent. The method showed high precision and sensitivity, and its detection limit and quantification limit were 0.26 μg/mL and 0.85 μg/mL respectively. Subsequently, a fast and reliable fucoidanase activity detection method was establised: a mixture of 375 μL fucoidan solution (0.55 mg/mL) and 375 μL enzyme solution were incubated at 28℃ for 30 minutes; after that, 250 μL of pHBH was added in, and the mixture was then reacted at 100 ℃ for 5 minutes; after cooling down, the absorbance was detemined at 415nm. The fucoidanase activity detection limit of the finally established method was as low as 0.048 mU.
Key words: Food science；pHBH; Fucose; Fucoidanase;Glucosidase
0 引言
岩藻聚糖硫酸酯是一类主要由岩藻糖和硫酸酯基团构成的多糖类物质，广泛存在于褐藻及某些海洋无脊椎动物(如海参、海胆)中，已被证实具有抗凝血、抗肿瘤、调节免疫、抗病毒、抗氧化等[1-4]多种生理活性，在功能食品的开发上展现出良好的前景。然而，岩藻聚糖硫酸酯通常分子量巨大且黏度高，这种特性为其消化吸收带来不利影响。对岩藻聚糖硫酸酯进行降解，不但有利于其消化吸收，也便于其结构分析及其构效关系研究。利用糖苷酶进行酶解是多糖降解的理想途径，目前岩藻聚糖硫酸酯酶的研究刚刚起步，尚未有商品化的岩藻聚糖硫酸酯酶。本实验室前期通过自主筛选获得了一株岩藻聚糖硫酸酯酶产生菌Flavobacteriaceae sp. CZ1127，其胞内酶可降解多种海参的岩藻聚糖硫酸酯[5]，为海参岩藻聚糖硫酸酯的酶解创造了条件。
酶活测定是对酶展开研究及利用的前提，但目前岩藻聚糖硫酸酯酶活力测定方法的系统研究仍未见报道。以单位时间内新产生的还原糖的量表征酶活是糖苷酶活力测定的经典思路。传统的还原糖检测方法包括DNS法[6]、铁氰化钾法[7]和Somogyi-Nelson法，这些方法虽简便易行，但均存在一定不足。DNS法灵敏度相对较低，不适用于微量测定；糖环上某些位置的硫酸酯化可能会影响Somogyi-Nelson法的显色[8]；铁氰化钾法为逆向显色，测定范围窄，同时安全性较差[7]。
对羟基苯甲酰肼 (pHBH)是一种芳香族酰肼类化合物，能与β-二酮类化合物在强碱性条件下生成黄色产物。有研究表明，pHBH在高温及碱性条件下可与葡萄糖等还原糖产生相似的黄色物质，反应后颜色深浅与糖浓度成正比[9-14]，反应灵敏度高。目前仍未见利用pHBH方法测定岩藻糖还原端的报道。

鉴于岩藻糖是一种脱氧己糖，与葡萄糖等己糖在结构上存在一定差异，本文首先考察利用pHBH试剂测定岩藻糖还原端含量的可行性，通过优化一系列测定条件，建立一种快速、灵敏、精确检测岩藻糖还原端的方法。在此基础上，对岩藻聚糖硫酸酯酶酶解过程中的几个因素进行研究，最终建立一套快速可靠的岩藻聚糖硫酸酯酶酶活测定方法。
1 材料与方法
1.1 主要实验材料与仪器

对羟基苯甲酰肼(pHBH)，Alfa Aesar公司；L-Fucose，Sigma公司；其他试剂皆为分析纯。
UV-2550紫外可见分光光度计，Shimadzu公司；CHB-202恒温金属浴，杭州博日科技有限公司；JY92-ⅡN 超声波细胞破碎仪，宁波新芝生物科技股份有限公司。

1.2 溶液配置

岩藻糖标准溶液：精确称取岩藻糖10.00 mg，加适量蒸馏水溶解，定容至50 mL，得到200 μg/mL的岩藻糖标准溶液。
pHBH试剂[10]：以2 mol/L HCl溶解 pHBH粉末，使pHBH浓度为20%(W/V)，反应之前与2 mol/L的NaOH溶液以1:9的比例混合，现用现配。

DNS试剂[15]：91 g酒石酸钾钠，溶于500 mL蒸馏水中，依次加入3.15 g 3,5-二硝基水杨酸、20 g NaOH，加热搅拌使之溶解，再加入2.5 g苯酚和5 g无水亚硫酸钠，充分溶解后定容至1 L，贮存于棕色试剂瓶中，室温放置一周后使用。

岩藻聚糖硫酸酯酶：接种Flavobacteriaceae sp.CZ1127的培养液25℃培养两天后[5]，于4℃离心(10000r/min，10min)，得到的菌体以一定体积pH 7.0 20mmol/L Tris-HCl 缓冲液的重悬后超声破碎，离心后得到的上清液即为稀释一定倍数的胞内酶液。
1.3 实验方法

1.3.1 利用pHBH试剂显色测定岩藻糖还原端含量

1.3.1.1检测波长的确定：

准确移取0、25、50、75、100、125、150 μL岩藻糖标准液于1.5 mL离心管中，各加入250 μL pHBH试剂，以蒸馏水补至1 mL(每个样品做 3 组平行样)，分别于100 ℃反应5 min，冰水浴中迅速冷却后在波长360-520 nm范围内以每步5 nm进行扫描。首先以水为空白对岩藻糖浓度为 0 的样品进行波谱扫描，然后以岩藻糖浓度为0的样品调零，对上述岩藻糖浓度为5、10、15、20、25、30 μg/mL的反应液分别进行扫描。对所获数据进行处理，计算每纳米波长下的回归方程(斜率 截距)和 R2值，以及每个岩藻糖浓度下3组平行样的相对标准偏差(RSD)。

1.3.1.2 pHBH试剂用量的影响

准确移取100 μL岩藻糖标准溶液于1.5 mL离心管中，再分别加入100、150、200、250、300、350 μL pHBH试剂，各管均补水至1 mL，100℃反应5 min，迅速冷却后在415 nm 波长下测定吸光值。同时考察在不同pHBH试剂用量下的回归方程和 R2值，综合研究pHBH试剂用量对反应显色的影响。

1.3.1.3 反应温度的影响

准确移取100μL岩藻糖标准溶液于1.5 mL离心管中，各加入250 μL pHBH试剂，以蒸馏水补足至1 mL，分别于70、80、90、100℃下反应5 min，每个样品做3组平行样，迅速冷却后在415 nm 波长下测定吸光值，考察温度对反应显色的影响。

1.3.1.4 反应时间的影响 

准确吸取100μL岩藻糖标准溶液于1.5 ml离心管中，各加入250 μL pHBH试剂，以蒸馏水补至1 mL，分别于100℃下显色1、3、5、7、11、15 min，每个样品做3组平行样，迅速冷却后在415 nm 波长下测定吸光值，考察反应时间对显色的影响。

1.3.1.5 pHBH法测定岩藻糖还原端含量的方法特性考察

准确移取0、10、25、50、75、100、125μL岩藻糖标准液于1.5 mL离心管中，各加入250 μL pHBH试剂，以蒸馏水补至1 mL(每个样品做 3 组平行样)，分别于100℃反应5 min，迅速冷却后在415 nm 波长下测定吸光值。对数据进行处理获得相应回归方程、R2值、检测限(DL)及定量限(QL)。(其中：DL=kSniS，k=3，Sni为空白标准偏差(n=10)，S为标准曲线斜率的倒数；QL =3.33DL [16])

精确移取岩藻糖标准液50 μL于1.5 mL离心管中，同时做 6 份平行样品，100℃反应5 min，迅速冷却后在415 nm波下测定吸光值，计算标准偏差，以考察测定方法的精密度。

精确移取岩藻糖标准液25、50、100 μL于1.5 mL离心管中，每个浓度取两份样品，其中一份再加入10 μL的标准溶液，另一份不加，进行反应，重复3次，测定415 nm下的吸光值，计算回收率。(其中：加标回收率= (加标试样测定值－试样测定值)÷加入标准物质的理论值×100%[17])

1.3.1.6与DNS法比较：

DNS法测定岩藻糖标准曲线绘制[18]：分别取具有一定浓度梯度的岩藻糖溶液1.5 mL于25 mL刻度试管中(3 组平行样)，各加入1.5 mL DNS 试剂，混匀，在沸水浴中加热5 min，立即用冷水冷却至室温，向每支试管中补充蒸馏水至25 mL，混匀，0.5 h内于520 nm处测定吸光值。对数据进行处理获得相应回归方程、R2值、检测限(DL)、及定量限(QL)，与pHBH法相比较。

1.3.2 基于pHBH法岩藻聚糖硫酸酯酶酶活测定方法的建立

    定义在特定的反应条件下，1min内水解底物产生1μmol糖苷键的活力为一个岩藻聚糖硫酸酯酶酶活力单位(U)。

1.3.2.1底物浓度对酶促反应速度的影响

精确移取375μL浓度分别为0.05、0.10、0.25、0.40、0.55、0.70、0.85、1.00 mg/mL的岩藻聚糖硫酸酯溶液（以pH 7.0 20mmol/L Tris-HCl 缓冲液溶解，内含0.8mol/L NaCl）于1.5 mL离心管中，分别加入375μL稀释一定倍数的胞内酶液，立即混匀于28℃水浴反应1h，然后加入250μL pHBH，于100℃反应5 min，迅速冷却后在415 nm波下测定吸光值。计算酶促反应速度，考察底物浓度对反应速度的影响。

1.3.2.2 最适酶解反应时间的确定

精确移取375μL一定浓度的岩藻聚糖硫酸酯溶液（以pH 7.0 20mmol/L Tris-HCl 缓冲液溶解，内含0.8mol/L NaCl）于1.5 mL离心管中，加入375μL稀释一定倍数的胞内酶液，立即混匀于28℃分别水浴反应10、20、30、45、60、90、120min，然后各自加入250μL pHBH试剂，于100℃反应5 min，迅速冷却后在415 nm波下测定吸光值。考察最适酶解反应时间。

2 结果与分析

2.1 利用pHBH试剂显色测定岩藻糖含量方法的建立

2.1.1 检测波长的确定

 以UV-2550型紫外可见分光光度计在360-520 nm范围内扫描，试样空白(蒸馏水调零)以及岩藻糖浓度分别为5、10、15、20、25、30 μg/mL时反应液(以试样空白调零)的光谱扫描图如图1、图2所示，同时计算各扫描波长下测定岩藻糖含量的相对标准偏差和R2值如图3所示。
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图1 空白的光谱扫描

Figure 1 Spectral scaning of the blank
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注：图中曲线由左至右，岩藻糖浓度分别为5、10、15、20、25、30 μg/mL

图2 不同岩藻糖浓度下的光谱扫描

Figure 2 Spectral scaning of different fucose concentrations 
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图3 不同扫描波长下测定岩藻糖含量的相对标准偏差和R2

Figure 3 RSD and R2 of different fucose concentrations in different scanning wavelength
由图1可见，以蒸馏水调零，对岩藻糖含量为零的空白样品进行光谱扫描，发现空白样品在360-410 nm范围内有吸光值，这可能会对测定带来干扰。空白415-520 nm范围内吸光值接近为零，选此范围波长内有利于准确测定。

由图2可见，不同岩藻糖含量的反应液进行光谱扫描时，在400-440 nm范围内都有较好的吸收。

由图3中不同扫描波长下测定岩藻糖含量的R2曲线可见，在400-425 nm范围内R2值较高，在0.9991之上，说明在这个范围内线性关系较好；由30 μg/mL和5 μg/mL岩藻糖的相对标准偏差曲线可以看出，在400-420 nm范围内相对标准偏差较低，说明精密度较高[19](其他浓度下相对标准偏差曲线与5μg/mL的相似)。

综合上述结果，在415-420 nm范围内测定效果较好，同时由于在波长较短的时候测定灵敏度较高，更适合于检测浓度偏低的样品[7]。因此最终选择415 nm作为检测波长。

2.1.2 pHBH试剂用量的影响

岩藻糖浓度为20 μg/mL时，反应后测得415 nm处吸光值随pHBH试剂用量的变化曲线如图4所示。由图可见，岩藻糖浓度为20 μg/mL时，随pHBH试剂用量的增加，415 nm处的吸光值不断增加。
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图4 pHBH试剂用量对测定结果的影响

Figure4  Effects of pHBH reagent volume on the determination
不同pHBH试剂用量下的回归方程和 R2值如表1所示。由表1可见，pHBH试剂用量为250 μL时，回归方程斜率最大，为0.0329，说明此条件下方法的灵敏度较高[20]，而且R2为0.9999，说明变量之间的线性关系较好。因此选择pHBH试剂的最适用量为250 μL。
表1不同pHBH试剂用量下的回归方程和 R2值

Table1 The regression equation and R2 on different pHBH reagent volume

	pHBH试剂添加量(μL)
	回归方程
	R2

	100
	y=0.0147x+0.0057
	0.9946

	150
	y=0.0187x+0.0129
	0.9958

	200
	y=0.0239x+0.0225
	0.9996

	250
	y=0.0329x+0.0051
	0.9999

	300
	y=0.0315x+0.0236
	0.9970

	350
	y=0.0325x+0.062
	0.9825

	400
	y=0.0308x+0.0421
	0.9802


2.1.3 反应温度的影响

岩藻糖浓度为20μg/mL时，反应后测得415nm处吸光值随温度的变化曲线如图5所示。
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图5温度对测定结果的影响

Figure5  Effects of temperature on the determination
 以pHBH试剂显色测定岩藻糖含量的反应需要在一定温度下进行。由图5可见，70、80、90℃时415 nm处的吸光值较小，说明此时pHBH与岩藻糖显色不彻底，而100℃时吸光值较大，说明此时反应较为充分。最终选择100℃为最适反应温度。

2.1.4 反应时间的影响 

岩藻糖浓度为20 μg/mL时，反应后测得415 nm处吸光值随反应时间的变化曲线如图6所示。
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图6 反应时间对测定结果的影响

Figure6 Effects of reaction time on the determination
由图6可见，在0-5 min内，随反应时间延长，吸光值不断增加；5 min之后，随反应时间的延长，吸光值缓慢下降。说明在5 min时显色已经完全，因此选择5 min为最适反应时间。

2.1.5 pHBH试剂显色测定岩藻糖含量的特性考察：

岩藻糖浓度在2-25 μg/mL时，其含量与415 nm处吸光值成线性关系，曲线如图7所示，并计算其检测限和定量限。精密度的测定结果如表2所示；原始岩藻糖浓度分别为5、10、15 μg/mL，加标量为2 μg时，加标回收率分别为101.5%、106.0%、103.2%。
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图7 pHBH法测定岩藻糖标准曲线

Figure7 Standard curve of Determination on fucose using pHBH

图7中标准曲线的回归方程为y=0.0329x+0.0051，R2为0.9999，线性关系理想。经计算，检测限为0.26 μg/mL，定量限为0.85 μg/mL，说明该方法灵敏度高[20]，能满足微量测定的需求。

由表2中可见，相对标准偏差为2.16%，说明方法精密度较高。

回收率表明物质在整个的处理过程中的损失情况，较高的回收率时方法较为可靠[21]。测得的回收率在101.5%-106.0%之间，说明这种测定岩藻糖的方法较为可靠。

表2 精密度测定结果

Table 2 Detenimation results of precision

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	OD415
	0.312
	0.313
	0.317
	0.331
	0.321
	0.319

	平均值
	0.319

	标准偏差
	0.007

	相对标准偏差
	2.16%


2.1.6 与DNS法测定岩藻糖相比较：

以DNS法测定岩藻糖含量，绘制的标准曲线回归方程为y =0.0023x- 0.013，根据获得数据计算R2为0.9971，检测限为5.08 μg/mL，定量限为16.79 μg/mL。经计算，pHBH法测定岩藻糖的检测限和定量限约为DNS法1/20，其线性关系、灵敏度及精密度亦均优于DNS法。

2.2 基于pHBH法的岩藻聚糖硫酸酯酶酶活测定方法的建立

实验室前期对Flavobacteriaceae sp. CZ1127分泌的岩藻聚糖硫酸酯酶的酶学特性进行了初步的研究，实验表明其最适反应温度为28℃，最适反应pH值为7.0，且当反应环境中存在0.4mol/L NaCl时酶活最高。本文在此基础上主要对酶活测定过程中底物浓度和反应时间对酶促反应速度的影响进行研究，以获取最适的酶活测定方案。其中酶促反应速度与底物浓度的关系如8所示，产物生成量随反应时间的变化曲线如图9所示。
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图8 底物浓度对酶促反应速度的影响

Figure 8 The influence of substrate concentration on enzymatic reaction rate
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图9 酶解反应进程

Figure 9 Enzymatic hydrolysis process
其它条件一定的情况下，在低底物浓度时，酶促反应速度随底物浓度的增加而增加；随底物浓度的继续增加，酶会被底物饱和，酶促反应速度趋于一恒定常数，即趋于最大反应速度，此时底物浓度变化，对反应速度影响很小[22]。由图8可见，当底物质量浓度在0.05 mg/mL～0.55 mg/mL范围内，随底物质量浓度增加，酶促反应速度增大；底物质量浓度为0.55 mg/mL时酶促反应速度达到最大值；底物质量浓度超过0.55 mg/mL后，酶促反应速度不再增加，表明酶已经被底物饱和。因此选择0.55 mg/mL为最适底物质量浓度。
根据酶促反应动力学的一般规律，在酶解反应初始的一定时间内，产物生成量将随酶解时间的延长呈线性增加，其斜率代表酶促反应的初速度；而随着反应时间继续延长，由于产物的反馈抑制，反应速度将有所下降。因此，酶活力的测定应在初速度时间内进行[22]。由图9可见，在酶解反应45min内，还原糖的生成量随时间变化几乎呈线性增长，此后还原糖生成的速度有所下降。最终选择酶解30min为最适反应时间。

综上所述，基于pHBH法的岩藻聚糖硫酸酯酶酶活测定方法确定为：准确移取375 μL 0.55 mg/mL岩藻聚糖硫酸酯溶液（以pH 7.0 20mmol/L Tris-HCl 缓冲液溶解，内含0.8mol/L NaCl），加入375μL 稀释一定倍数的酶液，混匀后于28℃酶解反应30min，随后加入pHBH试剂250 μL，100℃反应5 min，迅速冷却后于415 nm处测定吸光值，根据单位时间内还原糖的产生量计算酶活。根据pHBH法的检测限，酶活检测限可以达到0.048mU。

3 结论

本实验首先利用对羟基苯甲酰肼(pHBH)对岩藻糖还原端进行显色，建立了一种快速高效测定岩藻糖含量的方法​​​​​​——pHBH法，采用该方法测定岩藻糖还原端含量操作简便、精密度高、回收率好且灵敏度高，相比DNS法具有优势。在此基础上，建立了一套快速可靠的岩藻聚糖硫酸酯酶酶活测定方法：准确移取375μL 0.55 mg/mL岩藻聚糖硫酸酯溶液（以pH 7.0 20mmol/L Tris-HCl 缓冲液溶解，内含0.8mol/L NaCl），加入375μL 稀释一定倍数的酶液，混匀后于28℃酶解反应30min，随后加入pHBH试剂250 μL，100 ℃反应5 min，迅速冷却后于415 nm处测定吸光值，根据单位时间内还原糖的产生量计算酶活。采用此方法，酶活检测限为0.048mU，可用于微量酶活的测定。
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