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摘要:目的:构建一种酶解—膜分离耦合的方法用来提高

小分子透明质酸的生产效率.方法:利用酶生物反应罐

与平板式聚醚砜超滤膜分离组件组成的连续式酶解—膜

分离耦合反应体系.以膜通量、膜污染、透过液透明质酸

质量浓度、产率为评价指标,系统地考察各因素对酶膜耦

合体系内两种不同相对分子质量透明质酸分离效果的影

响,并以产率为指标进一步通过正交试验优化酶膜耦合

反应的工艺参数.结果:酶膜耦合反应体系制备小分子

透明质酸的最优工艺参数为搅拌速度２００r/min、跨膜压

力０．１５mPa、酶解时间４．０h、加酶量５g/１００g.该条件

下可以快速制备并分离出两种不同相对分子质量(Mr)的

小分子透明质酸,实现一步法同时制备 Mr在１万~５万

的低相对分子质量透明质酸(LMWＧHA)和 Mr＜３０００
的透明质酸寡糖(OＧHA),且这两种不同相对分子质量透

明质酸均具有清除 DPPH 自由基和羟自由基的能力.结

论:酶解—膜分离耦合法可以连续同步生产具有不同相

对分子质量和一定抗氧化性的 LMWＧHA和 OＧHA.

关键词:酶膜耦合反应;透明质酸;工艺优化;抗氧化;连

续制备

Abstract: Objective: This study aimed to construct an

enzymolysisand membraneseparation methodtoimprovethe

productionefficiencyoflow molecularhyaluronicacid (HA)．

Methods:A continuousenzymolysisand membraneseparation

couplingreactionsystem wasdesigned,whichconsistedofan

enzyme biologicalreaction tank and a flat polyethersulfone

ultrafiltration membrane separation module．By evaluating

membrane flux, membrane contamination, hyaluronic acid

concentration,andyield,theeffectsofvariousfactorsonthe

separation oflow molecular HA in the enzymeＧmembrane

couplingsystem weresystematicallyinvestigated．Theprocess

parametersofthe enzymeＧmembrane coupling reaction were

furtheroptimizedthroughorthogonalexperiments．Results:The

optimalprocessparametersforthepreparationoflow molecular

hyaluronicacidbyenzymeＧmembranecouplingreactionsystem

wereastirringspeedof２００r/min,transmembranepressureof

０．１５mPa,enzymolysistimeof４．０h,andenzymedosageof

５g/１００g．Inthismethod,twolow molecularhyaluronicacids

withdifferentmolecularweights(Mr)canbequicklyprepared

andseparated,thelowmolecularweighthyaluronicacid(LMWＧ

HA) with Mw between １０ ０００ ~ ５０ ０００ and the HA

oligosaccharides(OＧHA)with Mr ＜３０００can beprepared

rapidlybyoneＧstepapproach．Bothofthesedifferentmolecular

weightshyaluronicacidcouldscavengeDPPHandhydroxylfree

radicals．Conclusion:Theenzymolysisandmembraneseparation

couplingmethodprovidesanefficientmethodforsimultaneous

andcontinuousproductionofLMWＧHAandOＧHAwithdifferent

molecularweightsandcertainantioxidantproperties．

Keywords:enzymemembranereactors;hyaluronicacid;process

optimization;antioxidation;continuouspreparation

透明质酸(hyaluronicacid,HA)是细胞外基质的主要

成分,广泛分布于人体组织和体液,具有免疫调节、抗炎

和抗氧化等多种生物活性[１－２].当前,透明质酸钠已被

批准为“新食品原料”,可以添加到多种食品中[３],并且口
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服 HA具有较高的食用安全性[４－５].透明质酸根据相对

分子质量的不同可分为３类:高相对分子质量透明质酸

(HMWＧHA,Mr ≥１０ 万)、低 相 对 分 子 质 量 透 明 质 酸

(LMWＧHA,Mr为１万~１０万)和透明质酸寡糖(OＧHA,

Mr＜１万)[６].其中,小分子 HA(LMWＧHA 和 OＧHA)

具备比大分子 HA(HMWＧHA)更高的免疫活性[７].酶

解法是制备小分子 HA 片段的高效方法,其反应条件温

和、重复性强和降解可控[８－９].然而,酶解过程会伴随不

同相对分子质量分布的 HA 片段生成,导致产物的相对

分子质量分布较宽,同时可能包含 LMWＧHA 与 OＧHA
等不同相对分子质量的 HA 酶解产物,需要经二次分离

纯化,借助凝胶柱层析、离子交换层析、离子交换树脂等

纯化技术[１０－１１],提高特定目标相对分子质量的小分子

HA的生产效率.

目前,在功能性低聚糖的生产中,由酶促反应和膜分

离过程 耦 合 组 成 的 酶 膜 反 应 体 系 应 用 十 分 广 泛[１２].

Kuroiwa等[１２]借助连续搅拌釜反应器与平板式超滤膜组

件的集成设备,实现生物活性壳寡糖的生产,提高目标的

寡糖(dp５~dp６)产量.Das等[１３]利用酶膜生物反应体系

实现低聚半乳糖的连续化生产,与传统的间歇式水解体

系相比,连续化反应体系降低了副产物葡萄糖的抑制作

用并获得更高纯度和更高产量的低聚半乳糖.膜分离技

术已经运用于 HA 合成发酵,但在 HA 酶解体系仅作为

辅助分离纯化手段,用于浓缩或去除小分子量物质[１４].

因此,将酶膜反应体系运用于生产 HA,可能在酶解过程

中分离出不同相对分子质量分布的 HA,实现小分子 HA
的连续化生产[１５－１６].

研究拟从 HA水解过程的相对分子质量分级效果进

行探究,构建连续式酶膜反应体系,以简化两种不同相对

分子质量的小分子 HA(LMWＧHA 和 OＧHA)制备工艺.

对酶膜体系工艺参数及反应条件进行优化,并利用液质

联用技术分析小分子 HA 的结构特征,探究不同相对分

子质量的 HA 抗氧化活性差异,旨在为开发小分子 HA
的工业化生产技术提供理论参考.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

透明质酸钠:Mr≥１．２×１０６,山东丰泰生物科技有限

公司;

透明质酸酶:３００~５００U/mg,化学纯,源叶生物科技

有限公司;

１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ苦味基肼(DPPH):９６％,分析纯,罗恩

化学试剂有限公司;

１,１０Ｇ菲啰啉(无水):９９％,分析纯,阿拉丁生化科技

股份有限公司;

葡萄糖醛酸:９９％,分析纯,德国默克公司;

超滤膜:改良聚醚砜(PES)膜,５０kDa,上海顾信生物

科技有限公司.

１．１．２　仪器与设备

电子天平:AB１０４ＧN型,上海第二天平仪器厂;

磁力 加 热 搅 拌 器:IKAＧColorSquid 型,德 国 艾 卡

公司;

超纯水机:milliＧQsynthesis型,美国默克密理博公司;

酶膜反应体系:GSＧNF５００型,上海顾信生物科技有

限公司;

喷雾干燥机:BILONＧ６０００Y 型,上海比朗仪器制造

有限公司;

酶标仪:MultiskanSkyHighＧA５１１１９６００C型,美国赛

默飞世尔科技公司;

紫外可见分光光度计:UVＧ２４５０型,日本岛津公司;

高效液相色谱仪:WatersＧARC 型,沃特世科技(上
海)有限公司;

高效 液 相—离 子 肼—飞 行 时 间 质 谱 仪:LCMSＧITＧ
TOF型,日本岛津公司.

１．２　试验方法

１．２．１　酶膜耦合体系最优工艺条件的确定　连续式酶膜

耦合反应体系的构成主要分为生物反应罐和平板式聚醚

砜超滤膜分离装置两部分,如图１所示.超滤膜安装在

超滤膜分离装置上,将一定量的 HMWＧHA 溶解于超纯

水中,加入反应罐中,设置反应温度为３７ ℃,pH６．０,达
到设定条件后,加入透明质酸酶溶液,开启蠕动泵,调节

膜分离装置中跨膜压力.料液经膜分离装置过滤,寡聚

HA从过滤端口滤出,底物溶液经蠕动泵回流至反应罐

内.反应结束后,加热使酶失活,用０．２２μm 微孔滤膜抽

滤,除去杂质,进风温度１８０℃条件下进行喷雾干燥得到

小分子 HA干粉.

图１　酶膜反应体系结构图

Figure１　Structurediagram ofthereactionsystem by
coupling of enzymolysis and membrane
separation
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　　参照苏子然[１７]２５－２６的方法并适当修改,研究操作压

力、搅拌速度、酶解时间、酶添加量对酶解产物的分离效

率影响.试验过程中收集过滤液并测量体积,计算反应

体系的渗透通量,反应结束后对比酶解前后的纯水通量

计算酶膜耦合体系的膜污染,测定过滤液的 HA 浓度,并

计算产率,综合各因素评判小分子 HA的制备效果.

(１)单因素试验:在前期试验的基础上,分别在跨膜

压力０．２０mPa,搅拌转速２００r/min,酶解时间４h下考察

酶添加量(１,２,５,８g/１００g)对 HA 酶解效果的影响;在

酶添加量５g/１００g,搅拌转速２００r/min,酶解时间４h
下考察跨膜压力(０．０５,０．１０,０．１５,０．２０mPa)对 HA 酶解

效果的影响;在酶添加量５g/１００g,跨膜压力０．１５mPa,

酶解时间４h下考察搅拌转速(２００,４００,６００,８００r/min)

对 HA酶解效果的影响;在酶添加量５g/１００g,跨膜压力

０．１５mPa,搅拌转速２００r/min下考察酶解时间(０．５,１．０,

２．０,４．０h)对 HA酶解效果的影响.

(２)正交试验优化:根据单因素试验结果,设计酶添

加量、跨膜压力、酶解时间和搅拌速度的因素水平表,以

测得过滤段的小分子 HA 的产率作为评价指标,进行四

因素三水平的正交试验设计,确定小分子 HA 的最佳酶

膜耦合制备工艺.

１．２．２　各指标的测定

(１)膜通量:参照文献[１７]２７－２８,按式(１)、式(２)计算

酶解前后的膜通量.

Jp＝
Vp

A×t
, (１)

Lp＝
Jp

P
, (２)

式中:

Jp———膜通量,L/(m２􀅰h);

Vp———透过液体积,L;

A———有效膜面积,m２;

t———膜分离时间,h;

Lp———超滤膜纯水通量,L/(m２􀅰h􀅰mPa);

P———跨膜压力,mPa.

(２)HA质量浓度:参照李敏等[１８]的方法并适当修

改,将装有样品的试管于冰水浴中加入０．０２５mol/L四硼

酸钠硫酸溶液５．０mL,混匀后沸水浴中加热１０min,冰水

浴冷却后加入０．１２５％咔唑—乙醇０．２mL,混匀后沸水浴

中加热１５min,冰水浴中冷却,以蒸馏水对照,５３０nm 下

测定吸光度.按式(３)计算各样品管的 HA质量浓度.

CHA＝c× ４０１．３０
１９４．１０( ) ×n, (３)

式中:

CHA———HA质量浓度,μg/mL;

c———样品葡萄糖醛酸浓度,μg/mL;

４０１．３０———透明质酸重复双糖的单元相对分子质量;

１９４．１０———葡萄糖醛酸的相对分子质量;

n———样品稀释倍数.

(３)HA过滤液产率:参照文献[１７]２８,按式(４)计算

酶解反应的 HA过滤液产率.

Y＝
Mp

Mt
×１００％, (４)

式中:

Y———HA过滤液产率,％;

Mp———过滤液中 HA质量的加和,g;

Mt———加入反应器中 HA的总质量,g.

(４)膜分离产物的 HPGPC分析:参照王凤等[１９]的

方法并适当修改,配制２mg/mL的样品溶液,取２０μL
注入高效液相色谱仪(配二极管阵列和示差检测器),记

录色谱图,采用 GPC专用软件处理试验数据,计算所得

样品的 Mr(均按重均 􀮄Mr)和多分散系数(polydispersity
index,PDI).

(５)膜 分 离 产 物 的 LC/MSＧITＧTOF 分 析:参 照

Takagaki等[２０]的方法并适当修改,将 OＧHA样品溶解至

１０％乙腈中,以０．２mL/min的流速注入质谱仪,设置质

谱系统自动选择强度高于１０５的产物离子作为 MS２分析

的母离子,并根据 Domon等[２１]提出的规则对寡糖中的碎

片离子进行命名.

１．２．３　３种不同相对分子质量的 HA的抗氧化性

(１)DPPH 自由基清除率:参照 Qiao等[２２]的方法并

适当修改,０．５mL样品溶液中加入０．１mL(４００μmol/L)

DPPH 溶液,再 加 入 １．０ mL 蒸 馏 水,混 匀,避 光 静 置

３０min,使用紫外分光光度计在５１７nm 检测吸光度.按

式(５)计算各样品的 DPPH 自由基清除率.

RDPPH＝ １－
A１－A２

A０
( ) ×１００％, (５)

式中:

RDPPH———DPPH 自由基清除率,％;

A０———代替样品时的吸光度;

A１———样品试验吸光度;

A２———样品空白试验的吸光度.

(２)羟自由基清除率:参照 Ke等[２３]的方法并适当修

改,分别加入３００μL邻二氮菲乙醇溶液、３００μL磷酸钠

缓冲液、２００μLFeSO４溶液于 EP管中,充分混匀后加入

不同浓度的样品溶液２００μL.同时设阴性对照管和正常

管,不加样品溶液,然后再分别加入２００μL H２O２溶液,

正常管不加 H２O２溶液,以等体积蒸馏水补充,３７℃水浴

３０min,于紫外分光光度计测定５３６nm 处吸光度.按

式(６)计算各样品的羟自由基清除率.

R＝ A２－A１

A０－A１
( ) ×１００％, (６)
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式中:

R———羟自由基清除率,％;

A０———正常管的吸光度;

A１———阴性对照管的吸光度;

A２———样品管的吸光度.

１．２．４　数据处理　采用 Excel２０１６、IBMSPSSStatistics
２７软件对数据进行处理分析,做标准差值及显著性分析,
数值由平均数±标准误差表示.

２　结果与分析

２．１　酶膜耦合工艺构建

２．１．１　酶添加量对 HA 酶解效果的影响　由图２可知,
随着反应时间增加和酶添加量的提高,渗透通量逐渐下

降,最后趋于平稳,表明酶添加量过高可能对反应体系造

成负面影响,造成膜表面的溶质堆积而出现浓差极化现

象,导致膜污染加剧.随着酶添加量的提高,HA 过滤液

质量浓度呈升高趋势,当酶添加量达到５g/１００g时,HA
过滤液产率达到６．３５％.然而,酶添加量进一步提高至

８g/１００g,产率却下降至３．８６％,可能是因为过量的酶使

HA的酶解速度太快,而膜分离装置无法将大量寡聚 HA
快速过滤,造成 HA过滤液浓度的下降.因此,选择酶添

加量５g/１００g进行后期酶膜耦合试验.

２．１．２　跨膜压力对 HA 酶解效果的影响　由图３可知,
跨膜压力为０．０５mPa时酶膜耦合体系的通量较低,所造

成的膜污染程度最轻,尽管过滤液中 HA质量浓度较高,
但渗透通量低,HA过滤液的产率低.随着跨膜压力的增

加,渗透通量也在增加,HA过滤液产率提升,当跨膜压力

为０．１５mPa时,产率可达到１０．１６％.但跨膜压力达到

０．２０mPa后,过高的渗透通量可能会促进寡聚 HA 的持

续跨膜运输,产生更强烈的对流作用导致更高的溶质截

留率,造成更严重的膜污染现象[２４－２５].另外,０．２０mPa
的膜压还会造成２~４h内 HA过滤液质量浓度降低及渗

透通量下降,导致酶膜耦合工艺的 HA产率减少.因此,

选择跨膜压力０．１５mPa进行后期酶膜耦合试验.

２．１．３　搅拌转速 HA 酶解效果影响　由图４可知,低搅

拌速度能够促进酶膜体系内渗透通量的提高,减少膜表

面大分子多糖的累积所造成的浓差极化现象,使膜污染

程度下降,因此酶解４h后膜的渗透通量下降较低.同

时,由于更高的渗透通量带来的“稀释效应”,使更多的溶

剂透过膜装置,间接影响对小分子物质的截留率和浓

度[２５].随着搅拌速度的增加,HA 过滤液产率不断降低

及渗透通量下降,因此,选择搅拌速度２００r/min进行后

期酶膜耦合试验.

２．１．４　酶解时间对 HA 酶解效果的影响　如图５所示,

随着反应时间延长,超滤膜对较高相对分子质量 HA 的

截留率增加,造成对膜分离装置的污染程度逐渐加剧.

与此同时,随着反应时间持续,过滤液中 HA质量浓度增

长速率加快,这是由于酶解时间的延长促进了酶与底物

的充分反应,并借助较高的跨膜压力驱动反应体系内寡

聚 HA的原位分离,使过滤液产率可达到１０．１６％.因

此,选择酶解时间４h进行后期酶膜耦合试验.

图２　酶添加量对 HA酶解效果的影响

Figure２　EffectsofenzymeadditionontheenzymatichydrolysisofHA
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　　前期试验发现,底物与酶的反应时间是主要影响寡

聚 HA相对分子质量分布的重要因素,所以通过控制酶

解时间,来控制 HA的相对分子质量,从而实现通过酶解

聚法生产特定相对分子质量的HA[２６－２７].如图６(a)所

图３　跨膜压力对 HA酶解效果的影响

Figure３　EffectsofoftransmembranepressureontheenzymatichydrolysisofHA

图４　搅拌速度对 HA酶解效果的影响

Figure４　EffectsofstirringrateontheenzymatichydrolysisofHA

６６１

开发应用DEVELOPMENT & APPLICATION 总第２６６期|２０２３年１２月|



图５　酶解时间对 HA酶解效果的影响

Figure５　EffectsofhydrolysistimeontheenzymatichydrolysisofHA

图６　酶解时间对 HA相对分子质量和多分散系数的影响

Figure６　EffectsofenzymatichydrolysistimeonHA molecularweightandpolydispersityindex

示,随着反应时间的增加,HMWＧHA 的相对分子质量快

速下降,酶解２h后 HMWＧHA 的相对分子质量降解至

１万~５万,且酶解时间为４h时,截留端 HA相对分子质

量为１４５８０,说明利用酶膜耦合体系能够更有效地加快

酶解过程 HA相对分子质量下降,可能是由于酶膜耦合

体系能够将水解过程的寡聚 HA 片段分离,降低酶解反

应的产物抑制现象[２８].利用过滤液 HA的产率判断膜分

离装置的原位分离效率,来探究酶膜耦合体系制备小分

子透明质酸的最优工艺.HA 寡糖透过膜被分离出来,

图６(b)表明,分离的寡糖片段相对分子质量为１９７０.

２．２　正交试验优化

选用酶添加量、酶解时间、跨膜压力、搅拌速度为试

验因素,以测得的 HA 过滤液的产率为评价指标,选用

L９(３４)正交表试验(表１),所获得试验数据如表２所示.

　　由表２可知,４种因素对酶解产率影响显著性由大到

小依次是酶解时间＞跨膜压力＞酶添加量＞搅拌速度,

酶解—膜 分离耦合连续制备小分子HA的最佳工艺为酶

表１　酶膜耦合反应参数的因素水平表

Table１　Factorsandlevelsoftheenzymemembrane

couplingreactionparameters

水平
A酶添加量/

(１０－２g􀅰g－１)
B酶解时

间/h

C跨膜压

力/mPa

D搅拌速度/

(r􀅰min－１)

１ １ １ ０．０５ ２００

２ ２ ２ ０．１０ ４００

３ ５ ４ ０．１５ ６００
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表２　L９(３４)正交试验结果

Table２　Resultsoffourfactorsandthreelevelsof
orthogonalexperiment

编号 A B C D 产率/％

１ １ １ １ １ ０．５３±０．０５

２ １ ２ ３ ２ ２．５８±０．１２

３ １ ３ ２ ３ ６．０７±０．０７

４ ２ １ ３ ３ １．３９±０．１０

５ ２ ２ ２ １ ２．７０±０．１１

６ ２ ３ １ ２ ６．５８±０．３４

７ ３ １ ２ ２ ０．７９±０．０８

８ ３ ２ １ ３ ２．６８±０．２３

９ ３ ３ ３ １ １０．１６±０．３６

k１ ３．０６ ０．９０ ３．２６ ４．４６
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

k２ ３．５６ ２．６５ ３．１９ ３．３２

k３ ４．５４ ７．６０ ４．７０ ３．３８

R １．４８ ６．６９ １．５２ １．１４

添加量５g/１００g、酶解时间４h、跨膜压力０．１５mPa、搅拌

速度 ２００r/min.该 条 件 下 能 够 制 备 得 到 １０．１６％ 的

OＧHA过滤液.

　　由表３可知,４种影响因素对小分子 HA产率均达到

极显著水平(P＜０．０１),４个因素的主次关系为:酶解时

间＞跨膜压力＞酶添加量＞搅拌速度,与直观分析结果

一致,表明优选的工艺稳定可行.

２．３　不同相对分子质量的透明质酸性质表征及活性

２．３．１　HA 理化性质表征　在操作压力０．１５mPa、搅拌

速度２００r/min、酶添加量５％、酶解时间４h条件下,可通

过膜分离装置一步法得到两种不同相对分子质量的小分

子 HA.通过 HPGPC 分析其相对分子质量,由表４可

知,采用酶膜生物反应器工艺能够加速降低 HA 的相对

分子质量分布,控制酶解时间使 HMWＧHA 相对分子质

量降低至１万~５万.相对分子质量在３．５万的 LMWＧ
HA是具有较强生物活性的 HA,能够有效地促进细胞紧

密连接蛋白和抗菌肽表达,起到预防肠道细菌感染和改

表３　方差分析结果†

Table３　Resultsofvarianceanalysis

变异来源 偏差平方和 自由度 均方 F 显著性

A １０．２２ ２ ５．１１１ １１２．９８３ ∗∗

B ２１６．９０ ２ １０８．４５０ ２３９７．３６４ ∗∗

C １３．１７ ２ ６．５８４ １４５．５４５ ∗∗

D ７．３９ ２ ３．６９４ ８１．６５０ ∗∗

误差 ０．８１ ２ ０．０４５
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

总变异 ２４６．８７ ２

　†　“∗∗”表示在α＝０．０１时差异极显著.

善肠道炎症作用[２９].基于 HA在肠道中可能被降解的特

性,口服该相对分子质量范围的小分子 HA 在调节肠道

免疫功效可发挥重要的角色[２],在体内起到抗氧化和抗

炎作用从而维持机体健康.因此,在最优酶膜耦合技术

下,通过控制酶解时间,能够在截留端得到１万~５万的

LMWＧHA,并借助膜分离装置同时过滤出少量窄分布且

相对分子质量＜３０００寡聚 HA.另外,采用 LC/MSＧITＧ
TOF能够更清楚分析聚合度为 dp２~dp２８ 的 小 分 子

HA[３０],图 ７ 表 明,截 留 端 LMWＧHA 主 要 为 dp２８ 的

LMWＧHA,而图８则显示 OＧHA为dp４~dp１２的OＧHA,

且dp８、dp１０的含量较高,由此可猜测,当 HA 的相对分

子质量较高时,透明质酸酶水解过程的酶切位点可能为

HA８处的糖苷键发生断裂获得寡聚 HA.

２．３．２　体外抗氧化活性　由图９(a)可知,小分子 HA 对

DPPH 自由基清除率随质量浓度增加而提升,质量浓度

达到１．８mg/mL时,LMWＧHA 对 DPPH 自由基清除率

可达 ４８．８８％,OＧHA 对 DPPH 自 由 基 清 除 率 达 到

４６．０７％,均显著高于 HMWＧHA 的(１８．９１％),说明小分

子 HA均对 DPPH 自由基具有一定清除效率(P＜０．０１).

表４　酶膜耦合分离前后 HA相对分子质量

Table４　ComparisonofmolecularweightofHAbefore
andafterenzymemembranecoupledmethod

样品 重均分子量(Mr) 多分散系数(PDI)

HMWＧHA ２４２６６７０±２５１６０ ３．３７±０．０２

LMWＧHA ３４９６０±９７５０ ２．５９±０．２４

OＧHA １７５０±１１０ １．１４±０．０５

图７　LMWＧHA的 LC/MSＧITＧTOF分析

Figure７　LC/MSＧITＧTOFanalysisofLMWＧHA

图８　OＧHA的 LC/MSＧITＧTOF分析

Figure８　LC/MSＧITＧTOFanalysisofOＧHA
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图９　不同相对分子质量的 HA样品对两种自由基清除率的影响

Figure９　EffectsofHAwithdifferentmolecularweightsonthescavengingratesoftwofreeradicals

然而,３种不同相对分子质量的 HA样品均显著低于阳性

对照维生素C的(P＜０．０１).同理,由图９(b)可知,小分

子 HA 对 羟 自 由 基 清 除 力 表 现 出 浓 度 依 赖 现 象,且

LMWＧHA 和 OＧHA 对羟自由基的清除率均显著高于

HMWＧHA的(P＜０．０５),但均低于阳性对照维生素 C的

(P＜０．０５).

　　由此说明,与大分子 HA相比,小分子 HA具有更强

的自由基清除能力,可以缓解组织氧化应激损伤,对机体

起到抗炎作用.但随着相对分子质量进一步下降,OＧHA
对羟自由基的清除能力反而比LMWＧHA的有所下降,可

能是因为LMWＧHA更易被羟自由基降解,依赖于LMWＧ

HA链上羟基的数量以及螯合过渡金属离子的能力[８].

并且酶解法未对 HA 结构上的相关残基进行修饰,因此

小分子 HA无法展现出抗坏血酸清除机体内多余自由基

的强抗氧化能力.通过对不同相对分子质量 HA 的抗氧

化活性差异分析,有望对未来探究小分子 HA 对炎症作

用及其机制提供一定的理论依据.

３　结论

对酶膜体系工艺参数及反应条件进行优化,构建了

一种连续式酶膜反应体系,实现了一步法同时制备两种

不同相对分子质量的透明质酸.膜分离技术操作简单,

结合酶水解反应可更有效地得到两种不同相对分子质量

和抗氧化活性的小分子透明质酸.不同于传统酶解法制

备单一分子量透明质酸,连续式酶膜反应体系简化了两

种不同相对分子质量的小分子透明质酸(低相对分子质

量透明质酸和透明质酸寡糖)制备工艺.将酶膜反应体

系运用于生产透明质酸,可能在酶解过程中分离出不同

相对分子质量分布的透明质酸,实现小分子透明质酸的

连续化生产.
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