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辐射制备固定化葡萄糖氧化酶膜

及临床应用研究

俞 哗 曹 瑾
�华东化工学院

，

苏宗贤 陈咨熊
上海� �上海海员医院

，
上海�

摘要 本文叙述了以甲基丙烯酸 月经乙醋为载体
，
尼龙网为基材

，
利用二次辐射法 �辐 射接枝

、

辐

射包埋�制备了固定化葡萄糖氧化酶膜
。

测定了酶膜的一些性质
，
制得的酶膜 保 留活力高

、

反应通透性

好
，
配以氧电极和 ��一�型测氧仪

，
用于临床诊断血糖测定

，
准确性

、

重复性以及使用寿命均能满足医

院临床检验要求
。

关键询 辐射接枝
，

辐射包埋
，

甲基丙烯酸 月经乙醋
，

固定化葡萄糖氧化酶膜
，
血搪测定

前 言

由于临床诊断检斌�生物传感元件�
、

体外循环去 除有 害毒物 �过滤介质�以及缓释药物的实

际需要
，
生物活性物质的固定化

，
制成膜状固定化产物的研究逐渐增多 〔 ’ 一 ‘ ’ 。

固定化膜的特点是
�

�功 固定化膜有效地增大了与反应底物的接触面
，
加速了反应的进行 � ��� 以高分子材料作为固

定化膜的从材
，
提高了膜的机械强度

，
从而提高了使用的周期 � ��� 有利于反应产物与固定化膜

的分离
，

便利固定化膜的清洗
，
简化后处理过程

。
木文研究的 目的有

� ��� 利用低温辐射对酶减

少损伤的优点
，

运用二次辐射技术�辐射接枝
、

辐射包埋�制取保留活力高的酶膜
，
作为生物传感

元件
，
为打射利用开辟新的应用途径 � ��� 选择葡萄糖氧化酶作为固定化对象

，
实现葡萄糖氧化

酶膜应用于临宋诊断血精的测定
。

材 料 和 方 法

�
�

材料

葡萄糖氧化酶
�

���������� ���
，
国外进 口分装

，
购于上海生化试剂商店

。

甲基丙烯酸 声

怒乙西别���� �
�

含量���写
，
双醋���

，
酸度� 。

�

��
，
购于上海珊瑚化工厂

。

尼龙网
�

厚度

��一�� 林�
，

筛孔大小 �� 目
，
上海筛网厂生产

。
��一�型测氧仪�配以测定恒温装置 �， 新安 江 分

析仪器二厂生产
，
氧电极自己设计改装

。

其他试剂均为分析纯
。

。 。

��
一夕放射源

�

华东化工学院辐化姐
。

�
�

酶膜制备方法
‘

以 �尼龙 网擂射接枝 ���� 称取一定量的经洗涤干燥至恒重 的 尼 龙网
，
置于自制的辐射

接枝管中
，
加入含有 ���的 ���� 和 。

�

全�����
��均为重量百分浓度 �的接枝水溶液

，
在 ��℃ ，

�
�

����� 的剂量率下辐照 二�
，
取出已接枝 ���� 的尼龙网

，
用 ���浸洗除去均聚物

，
烘千

，

测定接枝率
，
即成为固定化膜的基材

。

��� 酶膜的制备 经辐射接枝的尼龙网
，
裁成一定大小

，
置于自制的模具中

，
以医用 注射
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器将 已配好的酶液 �
�

����每毫升酶液中含葡萄糖氧化酶 �� ��
，
�

�

���吃 ���� �缓慢地注入模

具中
，
然后放入盛有干冰�一 ��℃ �的杜瓦瓶中

，

在 ����� 的剂量率下辐照 ��
，
取出

，

拆除模共
，

即得固定化葡萄糖氧化酶膜
，
洗涤后

， �

置于 �� �
�

�的 �
�

�� �����磷酸缓冲液中
， �℃保存

，

使用

时可按所需大小剪裁使用
。

结 果 与 讨 论

�
�

酶膜活力与米氏常数

将酶膜置于 ��葡萄糖 �� �
�

�的 �
�

�� �����磷酸缓冲 液中
，
于 ��℃下反应 �

‘

�
，
以 �

，
�一丁

一

二

硝韭水杨酸定糖法�比色法�测定其活力 。��。

坛力定义为在
�� �

�

�的 。
�

。 ������磷酸缓冲液中
，

反应温度为 ��℃ ，

每分钟催化氧化 工协��� 的葡萄糖为一个活力单位
。
据此 测 定结果

，
酶膜的活

力为 ���
�

�单位
，
保留活力为 ���

。

在底物葡萄糖浓度为 �
�

��一�
�

������
一

厂测得葡萄糖氧化酶的反应这度 以 ��� 对 ��〔�」作图
�见图 〕

�

�
，

可得固定化的葡萄糖氧化晦的米氏常数 �孟� �
�

��� ��
一 �

�
，

而游离酶的米氏常数 �
。 、 �

�
�

�� ��
一 �

�
， �却�

。 二 �
�

��
。

固定化酶的表观米氏常数比游离酶的 米 氏 常数要大
，
这是因为酶

被包埋在聚合物内部
，
底物分子必须扩散入聚合物的内部 与 酶接触才能发生反应

，
而 ���� 又

是带电中性的单体
，

故反应主要受底物分子扩散的限制
，
其结果造成表观米氏常数比游离酶的米

氏常数要来得大
。

������。公�月铂���
翩省少

��
一�

���
嘴主口口切认拭�

已的����
�

�

��
云已��

一���一��一�� � ��

，通
�一�

一�

���

�� �� �� 飞了不万一丽
��

������ ��������

��� �
·

一 ��飞
���� “ ���，��， ��� �

·

��� ������������ ��‘���� ���

� ����������� ������
‘

����������� �� ������

��� ��� �������� �����
�

�
�

接枝率对耗氧量的影响

将酶膜配以氧电极及 ��一�型测氧仪测定耗氧量
。

接枝率的大小
，

对于酶从反应的底物扩散以及透氧均带来不同程度的影响
，
而且也对酶膜的

机械强度有一定的影响
。

由于所采用的单体中含有一定量的双醋
，
故在辐照场内接枝过程中

，
除

了单体的均聚和接枝反应外
，
同时 也伴随有强烈的交联反应

，
接枝率小时

，

接枝和交联程度低
，

形成的接枝一交联膜机械强度不高
，

使固定化物易从基材上脱落 � 接枝率太大时
一 ，
由于交联作川的

提高， 使接枝一交联膜变得致密
， �

影响反应的通透性
。

故此
，

选择接枝率在 �一���左右为宜�见

图 � �
。

�
�

辐照荆里对耗氧盗和保留活力的影响

众所周知
，
辐照剂量的大小对生物活性物质包括酶是有一定影响的

。

剂量大
，
则可能造成酶

的失活
。

葡萄糖氧化酶在 �“ ��
���剂量下不会失活

，

而 ���� 聚合所需剂量在 �、 ��
��� 以上

，
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���﹃�村��

乃加巧����
��。﹃�习讨闷��。��认��如���︸�认日�的��口

�
�

� �
�

� �
�

� �
�

�
���� ����

�
���

�
、 、 、

�

�一

�
�

�

��� �
�

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

������
。

��� �
�

���

��� ��������

�������
�

�������� ��������� �������
�

吃
�

�
﹄�

…
�、 ��

��八�

八口﹄衍��一，︸

刁︺﹁刹︺戈
、

忿洲�口诩熟�式︸﹄。︹��一钊已︹�一口切尸工。口

���� ����
�

���� ����

，

一一��
���� ����

�

���� ���� �� �� �� �� ���

��戈们�

������ ��������

��� ������
，

����� ��������

���一��������
�

��� �
。

��������

�
�

��������
， �

�

�
�

�������
�

��������
�

��������
�

�� �����

��������

���

���

�� ������

故木文在 �� ���一�� ��‘�� 的 剂量 范围内研究了剂量对酶膜性能的影响
。

由图 �
�

滩可知
，

剂量低时
，
由于聚合过程中伴随着的交联反应程度低

，
聚合物结构较疏松

，

网格结构比较大
，
包埋在聚合物内部灼酶卑易渗漏

，
导致保留活力及反应耗氧量均不高

。

反之
，

随着剂量的增大
，
交联程度的不断提高

，
聚合物结构中的网格变得致密

，
故酶保留活力和耗氧量

逐渐提高
，
但达到一定的聚合剂量后

，
由于通透性的影响

，
保留活力和耗氧量又逐趋下降

，
根据

实验结呆
，

选择聚合时的剂量为 �� �����左右
。

�
�

辐射接找后活性 自由基的保留

尼龙辐射接枝 ���� 后
，
经用西德 ������一�� ���� 电子自旋共振仪测定活性自由基

，

表明

��
。 、 � �

�
二

、 。
� 一

‘
勺� 二 。 厂 。 。 、 ， ， 山

二二 、 二洋 、 。 、
一

、 。 二了
大 �

一

二二 。 。 二� ‘ 。 、众擒，
可能有 少�一 �艺 自由基出现

。

由于活性自由基的存在
，
后再经 ���� 酶溶液辐一� 日匕

‘

曰

��
�

� 七 一 、 ���八��
曰 田

�
优

。
田 � ‘“ ’工 目 以�壬

日 “
叮

”“ ” 一江 “ 一 ‘ ’

�
‘

畔
‘
二 “沐 ‘ 国

照包埋后
，
���� 单体分子与自由基结合

，
形成交联网格状的聚合物结构

，

致使固定化酶膜的机

械强度提高
，
保留活力增加

。

�
�

葡萄糖鼠化酶膜临床应用试验

��� 酶膜反应速度曲 线 取 �� �����
、

�������
、
��������� 三种浓度的葡萄糖标准液

，
利用

��一�型测氧仪
，
记录 。一�� � 内反应耗氧量�小格 �

，
结果见图 �

� ，
表明反 应 在 �� � 后呈线性加

速
，
��一�� ” 间渐趋平缓

，
�� �后明显减慢并渐趋结束

。

��� 线性范围 由于血糖的正常参考范围为 ��一��� �����
，

病理状态下 可能 超 过 ��� ���

��
，
也可能低于 �� �����

，
故配制一组 ��一��� ����� 的标准葡萄糖溶液

，
按���步骤操 作�见表

��
。
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��� �
�

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

������������� ��������� �������

�
��勺

一
�

一
�

一一一一
一

一

一
�

�

一����������� �� ������� ���������

�

�一竺
一

卫
���

生
�

�
�

�

望
�

�

…�
�

� …�
�

� � ，�

�。 。
�

��。

��

�
��

一 ���

�里福
��� 使用寿命试验 取 �������� 葡萄糖标准液

，
按��� 步骤 反 复操作 ��� 次

，
结果第一次

耗氧量为 扭 小格
，
第 ���次为 �� 小格

。

��� 重 复性试验 取 ���和 ��� ����� 葡萄糖标准液
，
技 ���方法反复操作 �� 次

，
记录其氧

耗量�见表 ��
。

��� �
�

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

�������������� ��������� ������� ����������� �� ������ ��������� 又 ������

�� �� �� �� �� ��
。
� ��

。

� ��
。

� ��
。
� �� � ��

。

�� � �
。
��

���� �� ��
。
� ��

。

� ��
。
� �� �� ��

。
� �� ��

。

��� ��
。

����

��� 回收试验 在 �只试管中分另��加入一定量的血浆样品 又葡萄糖含量为 〕
�

�� ������
，

再分

别加入不同浓度的葡萄糖标准溶液
，
同样按���方法操作

，
测得其回收率为 ��

�

�一���
�

��
。

��� 与而萄糖乳化游比 色法检测结果比较 用葡萄糖氧化酶比色法与酶电 极 法分另��对 �� 例

临床血泉样本�以草酸钾
、

氟化钠抗凝�进行平衡检测
，
结果两者相关系数 � 为 �

�

����
，
两者相矢

性较好
。

结 论

��� 以尼龙网为基材
，
利用辐射接枝

、

辐射包埋法制得的葡萄糖 氧 化 酶 膜
，
具有保留活力

高
、

反应通透性好
、

使用寿命长等优点
。

配 以氧电极和测氧仪可 以用于临床诊断血糖测定
，
具有

重复性好
、

清洗容易
、

回复时间快等优点
。

��� 电子自旋共振谱图表明
，
尼龙网辐射接枝 ���� 后

，
保留有活性自由 基的存在

，
后经

辐射包埋酶后
，
制成的酶膜强度好

，

不易脱落
，
大大地提高了酶膜的使用效率

。
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���

��八�万乍�����” �苏汇了�不�

�����

�����万�艺

���� ����

��〕，�������，

�������

月����产了���
，
��矛不��� ����矛乞�����

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

������ �� ��������� ������
�

���� ������� �������� ���� ��������
， � ������ ���������
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��� �� ������� �� ������������ ����������� �� ����� ����
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������������� ����� 了���
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