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常温预辐射聚合法物理包埋辣根

过氧化物酶的研究
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，
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摘要 本文发展了一种新型的
，
常温下预辐射聚合物理包埋酶的方法

。

此法避免了酶直接受到辐照
而引起的失活

，
且简单易行

、

包埋效率高
，
固相酶的使用性能亦很好

。

卖验表明
，
常温预辐射固定化技

术对辐射敏感的生物活性分子的固定化将是一种很有希望的新型恤理包埋法
。

关键词 辣根过氧化物酶
，
丙烯酞胺

，

生物活性分子
，
预辐射聚合

，
固定化酶

引 言

生物活性分子�酶
、

抗体
、

细胞
、

抗生素
、

避孕及抗癌药物等�可用凝胶包埋
、

微胶囊化
、

物

理或化学吸附以及共价结合等方式进行固定化
，
以提高使用价值

。

利用辐射技术进行固定化是一

种较新的
、

另��具特色的方法
，
其中用有机单体辐射聚合进行酶及药物的物理包埋法最为简便和实

用�’ ，��。

多数酶在室温下接受辐射能后易于失活
，
低温�一 ��℃ �辐照对酶的失活有不同程度的保护作

用
。

嘉悦勋等人发展了一种低温辐射包埋技术
〔 “ ，呜〕 。 为避免酶辐射 失 活 及 低温技术的麻 烦和限

制
，
本文采用了有机单体预辐射聚合物理包埋法

。

有机单体预辐射聚合早有报道 〔 “ ’， 刘钮铭等应

用此法在研制软接触镜方面取得了很好的结果 【��。 本文将这一技术应用于酶的固定化
。

分两步进

行
，
先使丙烯酞胺单体在通氧下室温辐照 � 然后在辐射场外与适量酶混合

，
通氮使其聚合以达到

包埋酶的效果
。

实验结果表明
，
应用此法

，
固相辣根过氧化物酶活力恢复可达 ��’� 。

本 文 还 讨

论了提高固相酶活力恢复和保持固相酶活力的技术条件
。

实 验 部 分

�
�

试剂

��� 丙烯酞胺����
�

�
，
化学纯

。

中国医药公司提供
，
用丙酮重结晶纯化

。

���辣 根 过 氧 化

物酶�����
，
�� � �� �，

蛋白 质含 量 ��
�

��
，
北 京 永 定 化 工厂 产品

。

���底物溶液
� � 液

�

��
�

���邻苯二胺�分析纯
，
北京化工厂�溶于 ��

�

���蒸馏水中 �液
� �

�

������� ����
�分 析

纯
，
北京化工厂�

，
用蒸馏水冲稀 至 ��

‘

���
。

在 一棕色瓶内 取 �
�

���� 液
，
�

�

���� 液
，
用

������厂柠檬酸缓冲液��� �� ��冲至 ���
�

���
。
���酶促反应终止液为 ������ ����‘ 。

以土试剂及交联剂 ���一甲又双丙烯酞胺�����均未经纯化处理
，
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酶活力测定法

本文用动力学法测定 ���活力
、

酶 促反

应动力学曲线�见图 �
、
��

。

���可催化以下反应

���

氢供体 ���
�
�� �

���

一
���� � 氢 供 体

氧化型产物���

本文选邻苯二胺�����为氢供体
，
形成的

氧化型产物在 ����� 处有特 征 吸 收 峰�用国

产 ��� 型分光光度计测定�
。

用酶 促 反应动力

学曲线中�图 �
‘

���� 氧化产物的 �� 值随酶促

反应时间增长的 直 线部 分 计算 单 位 时 间内

��� 氧化型产物 �� 值表示酶活力的相对大小

�活力 件 � �� 值加���
。

本实验取自由酶促反应

时间为 ���
。

自由酶浓度对酶促反应亦有影响�见图��
，

本实验中体系自由酶浓度控制 在 �
�

� ����左

右
。

�
�

酶的固定化方法及固相酶活力测定

��� 预辐射聚合 物 理 包 理 法 在 �� ��

吸收管中放入 �
�

���载液
，
置于钻源装置中

， ·

不断鼓氧气泡下
，
室温照射一定时间

。

取出吸

收管
，
在辐射场外加入适量 酶 液 后 通入高纯

氮
。

�� ���后停止通氮
，
维持氮气氛下一定时

间内单体聚合
，
得到含酶凝胶

。

取出凝胶
，
用

刀片 切成一��� 见方小块
，
用蒸馏水 充分洗

涤后
，
滤纸压干

，
备用

。

为减少聚合热对酶活力的破坏
，
另一种方

法是将通氮后发粘的含酶载液转移至一内径为

一���
，
长 ����的玻璃管中�称细管固化法�

，

氮气氛下放置较长时间缓慢聚合
，
最后将含酶

凝胶推出细管
，
切成一��� 厚 园片

，
然 后用

同上方法处理
。

��� 固相酶活 力恢复的测 定 固相酶活力

恢复用下式表示
�

活力恢复��卜 力、 鼎嘿认
。。

·

����

固相酶活力的测定方法与自由酶相同
，
但情况更复杂

。

对于固相酶
，
被包埋在聚合物网络之
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中的酶与底物反应是受扩散控制的反应
，
与网

络疏密
、

颗粒�比表而�大小
，
反应温度以及搅

拌方式皆有很大关系
。

用电磁搅 拌 与 静 置法

�取试 样 前 用 搅棒轻轻搅均�测定结果 �见 图

��
。

本实验采用电磁搅拌法
，
凝胶颗粒一���

见方
，

反应时间为 ���
。

即使如此
，
其他条件发

生变化�如辐照温度
、

剂量
、
��� 浓度

、

��“ 与

��� 比例等�也会影响测定结 果
。

因此
，
我们

将一定条件下测定的固相酶活力恢复定义为表

观活力恢复或表观包埋率
。

结 果 与 讨 论

�
�

辣根过氧化物酶的辐射稳定性

不同酶对 夕射线敏感程度差异很大
，
不同

辐射温度下
，
剂量与酶失活的关系 �见图 ��

。

�︵
�

︶�﹄，护口﹄

��目�‘�已卜

��日�护洲�山

�水�的幼

��������� ���������

��� �
�

���������� ��������
�� �乓� �����������

���� ����������� �� � �������� ������

���� �����������
，
���� ����� �

�

�� �������
�

黑训门����
，︵伙︶��叫

�

一面 �� 户�
�‘ ������� ����气��� �

��� �
�

���������� �����记��� �� � ��������

������ �� ���� ���� ����������������
。

���� �����������
，
���� ����� �

�

�一�������

从图 �可以看出
，
在室温下

， ���对 夕射线比

较敏感
。

当吸收剂量超过 ����后 ���几乎全

部失活
。

低温辐照 时
， ���的活 性 得到有效

的保护
。

因此
，
采用低温技术或预辐射聚合物

理包埋法将会有效地保存酶的活力
。

�
�

辣根过鼠化物酶的预辐射聚合固定化

��� 剂量时包理率的影响 以 ��� 浓度为

���
，
������� 比为 ��

，
预辐照后 加 入自由

酶进行了吸收剂量对固相 酶 表 观 活力的测定

�见图 �中曲线 ��
。

实验结果表明
，
在接近 ����前固相酶表

观比活力恢复可达 ���左右
，
剂量 增大

，
则

迅速下降
。

这主要是由于预辐照载液在吸收管

中通氮后
，
停放一段时间突然聚合

，
聚合热难

以散发
，
使体系温度骤然 升 高

。
���对 热亦

很敏感
，
接近 ��℃时很 快 失活

。

测定体系 聚

合瞬间温典的结果表明
，
随吸收剂量增加体系

聚合温度亦很快增加�见图 �中曲线 ��
。

在接

近 ����剂量处聚合热可使体系 温 度 升 至�

��℃ 。

由于是用普通温度计测量
，
温度传导较

慢
。
因此

，
聚合时休系实际温度可能比测定位

还要高一些
。

为减少聚合热影响
，
改用细管法

，
令其缓慢聚合

。
结果得到改善�见图 ��， 表观活力恢反随

剂量增长而稍有下降
。
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���加 入 自由酶量衬圆相眸表观活 力恢复的影响 为使单位重量凝胶有更高的酶活力
，
曾增

加每克丙烯酞胺 固化前加入的酶量
。

结果表明
，
酶量的增加对包埋率的影响是有限的�见图 ��

。

这个结果与苏宗贤等人包埋酵母的实脸结果相近 〔” 。

主要原因估计不是由于载液浓度相对降低
，

而是由于处在凝胶网络中的酶分子向凝胶外扩散速度与包埋的酶量无正比关系 � 酶量的增加也增

大了酶的泄漏速度
，
使固相酶表观活力恢复受到限制

。

在本实验中加入 ���量一般控制 在每克

凝胶 �一��为好
。

��� 固化 ��� 活 力的稳定性 取适量上述方法制得的固定化酶凝胶
，
测定反应次 数对 固相

酶活力的影响�见图 ��
。

结果表明
，
将近 �� 次反应后

，
固相酶表观活力仍能存活约 ���

。

可 见

此法制得的固相酶在室温下有较好的稳定性
。

有趣的是用过几次的固相酶
，
在冰箱中存放过夜后

，
其活力能得到一定程度的恢复

。

总之
，

预辐射聚合常温包埋法可能成为一种有前途的新型的酶固定化技术
。
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