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低温辐射引发聚合甲基丙烯酸

份轻乙醋固定化葡萄糖氧化酶

曹 瑾 苏宗贤

�华东化工学院
，
上海�

摘要 本文研究在
一 ��℃下 ， �

��� 下辐射引发亲水性单体甲基丙烯 卜轻乙醋������聚合固定化

葡萄糖氧化酶�����
，

实验结果证明
，
控制辐射总剂量不超过 �火 �少� 对葡萄 糖氧化酶的活力损伤

�酬从

极微
。

载体 ���� 浓度取为 ���
，
包埋量是

、�
�

�����������缓冲溶液��� 为 �
�

�
，
�

�

�������磷

酸缓冲液�
，
可以得到既有弹性

，
又具有保存活力高的葡萄糖氧化酶固定化圆珠

。

辐照聚合 ���� 温度
越低

，
保存活力愈高

。 ’

反应底物 �� 试验判明
，
固定化葡萄糖氧化酶的最适 �� 值与自 然葡萄糖氧化酶

的最适 �� 值一 样
，
不过固定化葡萄糖氧化酶比自然酶更广泛适应于 �� 值的变化

。

固定化葡 萄糖氧化

酶动力学实验结果
�

米氏常数为 �’ � 二 �
�

�� 又 ��
一���� 比自然酶 �� 二 �

�

�� �。 一 ’��� 略高
，

说 明了反应

底物的扩散速度爱到了一定的限制
。

活化能测定是 ��
�

�������
。

关健词 固定化酶
� 包埋固定化

，
葡萄糖氧化酶

，
辐射引发聚合

�
简萄糖

， 甲基丙烯酸协
一
羚乙醋

。

前 言

葡萄糖氧化酶的固定化方法研究有过较多的文献报导
。
�

�

�
�

�����
〔 ” 利用无机载休 �一����

����
�，
�����， ������

。
���������

���，
��

�

�吸附葡萄糖氧化酶
，
接着用戊二醛交联固定

。
�

�

�
�

�������
’ 」利用阴离子交换树脂�����������夕吸附固定化葡萄糖氧化酶

。
�

�

�
�

��������
��进行 了光引

发接枝共聚将葡萄糖氧化酶固定在琼脂糖上的研究
。
�

�

�������
略’利用亲 水 性 单体和疏水性单体

的低温辐射聚合分别对 。 一淀粉酶
，
葡萄糖异构酶

，
纤维素酶进行 了固定化实验

，
结果表明

，
低温

辐射固定化能够提高酶的保留活性
。

本文利用亲水性单体甲基丙烯酸书
一
经乙醋�日一������� ����������������� �����作载体

，

在低温 一��℃下 ， “ 。�。 夕引发
，
对葡萄糖氧化酶进行了粘住包埋固定化

，
并对固定化葡 萄糖氧化

酶的性质进行了探讨
。

����
·

单体
�

�

上海珊瑚化工厂 ，

单位���
。 ‘

取规定量的葡萄糖氧化酶溶液用

材料和实验方法

葡萄糖氧化酶
�

中科院北京微生物 研 究 所 � 活力单位
�

��

�� �
�

�
，
�

�

�� ����� 的磷酸缓冲 溶 液 稀释后
，
加入一定量

的 ���� 单体
，
配制成需要浓度的溶液

。

盛有正己烷�或石油醚�的烧杯
，

�

放在干冰一丙酮浴中�， ��℃�，
而后将土述配好 的 含有葡萄

糖氧化酶
、
���� 规定浓度的缓冲液用滴管吸取一定量

，
滴入到正己烷中

，
随即凝结成珠状

，

立

即将烧杯
，
及连同盛有干冰一丙酮的杜瓦瓶放置在

“ ”�。 夕辐照场中 进 行照射飞辐照后
，
倾去正己

烷
，
用乙醇洗涤

，
再用蒸馏水洗

，
最后用 �� �

，

� �
，

�� �����磷酸缓冲液洗涤
，

抽干
，
得 到圆珠

状
、

富有弹性的固定化葡萄糖氧化酶
。
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固定化葡萄萄氧化酶的活力测定
，
是根据葡萄糖氧化酶与葡萄糖发生酶反应产生葡萄糖酸和

����

的原理
，
用 �

�

�一二硝基水 杨 酸 测 定 未 反应的葡萄糖量
，
从而可以计算葡萄糖氧化酶的活

力 〔��。

���
，��。 � ���董芭竺剥甥

���，���� ����

活力单位的定义是
，
在 �� �

�

� �
�

�� �����磷酸缓冲溶液中
，
反应温度为 ��℃ ，

每分钟催化

氧化 �微摩尔葡萄糖所需要的酶量为一个活力单位
。 �

朵���

��������

︺扮﹁︺一妇︺‘�。�一戈州�以
︵次︶﹃、泛︸稼张

�� �� �� ��
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图 � 辐照剂量对葡萄糖氧化酶活力的影响

辐照温度
� 一 ��℃ ，

酶活力
�

�� 单位���

��� ��� ������ ������������� ���� �� ���

�������� ��������� �������

����������� �����������
� 一 ��℃ ，��������� ��

������� �������� ������

�

结 果 和 讨 论

�
�

辐照剂且对固定化葡萄糖叙化酶活力的影响

辐射粘住包埋固定化法所需要剂量的大小
，

有二个因素所决定
，
一是考虑到辐照对葡萄糖氧

化酶的活力损伤
，
辐照剂量愈小

，
则辐照损伤就

愈小
，

’

但必须考虑第二个因素
，
剂量不能太小

，

否则 ���� 单体聚合就不完全
，
因此

，
所需剂量

的大小
，
既要照顾到对酶的活力损伤

，
又要考虑

到 ���� 单体的聚合程度
。

实验结果得到
，
葡萄

糖氧化酶的固定化
，
总剂量在 �� �护一�� ��� ��

范围内是适宜的
。

�
�

载体 ���� 浓度不同
，
对固定化葡萄糖氛化

酶声力的影响

︵矛︶只组件雄

︵欲︺公一夕一�。佗�。�︸门︺。层

�获︺只想体送

反应次数 双训由�� �� ����� ����乞���������

图 � 载体 ���� 浓度对葡萄糖氧化酶活力的影响

辐照温度
� 一 ��℃ ， 包埋量

� �
�

������八���

缓冲溶液
，

辐照剂量
� �� �����

。

�
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� ▲�������
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图 �表明
，

“
扬吮扮嘴犷亩长打吮犷气扩

聚合饵度�
’

��

�������������� ���贻������《，
��

图 � 辐照聚合温度对葡萄糖氧化酶活力的影响
辐照剂量

� �� ������包埋量
� �

�

������八���

蟾冲泣访
�

���叭 浓磨
�

���
。

���
�

� ��� ������ ���������������� �������一

���� �� ��� �������� ��������� �������

����������� �����
‘

�� ������ ����������������

�
�

����������� ��������， ���� ����������

���� � ���
。

������� 和 ������� 含量的磷酸缓冲液包埋固定葡萄糖氧 化酶
，

与底物葡萄糖 ��
·

次反应后
，
保存活力基本二致

，
唯有 ������� 含量的磷酸缓冲液

，

分别经过

经与底物
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则固定化酶反应最适 �� 值下降
。

现在所用的载体 ���� 是呈电中性的
，
这就排除了第一个因素

所起的影响
，
至于说到第二个因素

，
虽然酶和底物葡萄糖溶液反应产生葡萄糖酸

，
但因为使用的是

�� �� �
，

�的磷酸缓冲液
，

所 以固定化葡萄糖氧化酶的酶反应最适 �� 值几乎与自然酶反应的 最 适

�� 值是一样的
。

只不过是固定化葡萄糖氧化酶比自然酶表现出更广泛适应于 �� 值的变化
。

�
�

固定化葡萄糖氯化酶的米氏常数和活化能

酶固定化后的表观米氏常数和 自然酶相比略有不同
，
其理由是与固定化载体在溶液中所呈现

的带电性质有关
。

带电载体和反应底物间的电荷作用
，
会引起底物分子在扩散层和整个溶液间的

不均一分布
。

如果反应底物所带的电荷和载体电荷相反的话
，
固定化酶表观米氏常数将比自然酶

低
。

对于电中性 ���� 载体
，
以及经辐照聚合后 呈 疏水性的关系

，
由于扩散限制

，
其结果造成

表观米氏常数比自然酶的米氏常数稍为偏高
。

本实验表明
，
底物葡萄糖溶液浓度在 ��一��� ����� 范围内

，
固定化葡萄糖氧化酶的 �，� 二

�
‘ �

��� ��
一 ’���

，
而自然葡萄糖氧化酶的 �� � �

�

�� ��
一 ����

，
两者相比

，
前者略高

。

�

固定化葡萄糖氧化酶活化能经实验测定
，
并按 ��������� 方程计算得到 ��

·

�������
。
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