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辐射固定化大肠杆菌制备菌体膜研究
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�华东化工学院

，
上海�

“

摘要 本文以大肠杆菌作为辐射制备固定化菌体膜的模型
，

来用尼龙为骨架
，

接枝甲基丙烯酸日经

乙醋������
，
使接枝后的尼龙具有亲水性

，
而后以低温包埋法固定大杨杆菌成为菌体膜

。

实验结果表

明
，
当辐射剂量在 ��一�� ���时

，

大肠杆菌膜保留活力最高
� 用 ������� 单体浓度包埋时

，
其包埋

量达 �
�

���������， 菌体膜最适温度与最适 �� 与原始菌体基本相同
。

关镜词 大肠杆菌
，
辐射固定化

，
甲基丙烯酸卜经乙醋������

，
辐射接枝

，
辐射包埋

言

关于酶
。 细胞的辐射固定化

，
最近几年来陆续发表了许多文章

。

辐 射 包 埋固定化方法占了

相 当 的 篇 幅
。

固定化产物呈块状�或可以切成小块�
、

粒状或珠状
。

为了满足缓释药物和生化工

程反应等的需要
，
对于膜状固定化产物就显得更加迫切

。

制备固定化膜状产物所采用的方法通常

有
�
��� 利用人工合成的聚合物膜�聚乙烯

、

聚丙烯或含氟聚合物膜�先接枝能与酶生成共价键的

单体
，
而后再与酶发生共价反应

，
形成酶膜 〔” ， ��� 将酶与聚合物�醋酸纤维素

、

聚 乙烯等溶解

在溶剂中
，
然后采用流延方法

，
挥发去溶剂

，
成为固定化酶膜 �“ ， “ ，。

上述两种制备固定 化膜方法

均不适用于菌体细胞制备固定化膜
。

本实验用的菌体细胞是指大肠杆菌经培养后
，
产生的一系列

产物
，
包括菌丝体和培养 基 等 多 种成份

，
未经分离的混合物

。

为了解决菌体细胞能制成膜状产

物
，
作者 〔 ‘ ’曾研究过以尼龙网作为支持骨架

，
辐射接枝甲基丙酸 �

一
轻乙醋������

，
使 骨 架网

具有亲水性
。

经 ��� 测定
，
在接枝后的尼龙网上存在有 ���� 自由基

。

利用辐射包埋方法
，
在

辐射作用下
，
含有菌体细胞的 ���� 溶液中

，
网上存在的 ���� 自由基与 ���� 发生聚合反

应包埋菌体细胞
，
制成固定化菌体膜

。

’

材 料 与 方 法

�
·

材料
�

尼龙 �网�一��
�，

。

市售
，

上海筛网厂产� 甲基丙烯酸 卜经乙醋 ������
，
上 海 珊 瑚 化 工

厂产� �一氨基一�一硝基苯甲酸�������
，
上海东风生化试剂厂产

。

�
�

方法

尼龙 �网辐射接枝 ����， 采用共辐照方法
�
尼龙 �网分别用洗涤精

、

乙 醇
、

蒸馏 水清洗

干燥后
，
放在含有 ������� 水溶液�加入 �

�

������
�
�的辐照容器中

，
抽空通氮后置于

“ 。

�� 夕

辐射场中
，
进行辐射接枝反应

。

反应完成后
，
用乙醇

、

蒸馏水清洗接枝膜
，
干燥备用

。

取上述已接枝过 ���� 的尼龙 �网
，
平铺于玻璃板上

，
以一定量含有大肠杆菌的 ���� 溶

液均匀分散在该尼龙网上
，
在 一 ��℃温度下 ，

进行辐照包埋
。

辐照完成后
，
自然升温到室温

，
从

玻璃板上剥离下固定化大肠杆菌膜
，
用水

、

磷酸缓冲液��� � �
�

��清洗
�
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结 果 与 讨 论

�
�

自然菌体活力的测定���

自然菌体活力标准曲线测定
�

用 。
�

�� ����� �� 为 �
�

�的磷酸缓冲溶液溶解 �一氨基
一�一硝基

苯甲酸�������为试样
，
以此作标准曲线

，
求得曲线斜率为 �� �

�

���协���
。

自然菌体活力测定
�

将菌体溶解在 �� � �
�

�的 �
�

�� �����磷酸缓冲溶液中 配 成 �
�

������

的溶液
。

取上述 ���溶液
，
加 入 �������� 溶 液 ��

�

��� �����溶 解 在 ������� � �
�

�的

�
�

�� �����磷酸缓冲溶液中得 �
�

������浓度的 ������
，
在 �了℃恒温水浴中反应 ����

，
随即

加入 �������
����

水溶液
，
终止反应

，
取出反应液在 ����� 处进行比色测定

。

自然菌体活力 �
‘

焦导
�单位何

�

‘ 甲 �

式中 �
�

�
�

为菌体消光值� �为反应时间����� � � 为样品体积����� �为 标 准曲线斜率

�
�

���协���
。

活力单位的定义是在 ���� 内水解产生 �协�����的 �一氨基一�一硝基苯甲酸所需要大肠杆菌的

量
。

�
�

固定化菌体膜活力测定

取约 ����
“
的固定化菌体膜

，
加入 ����� 二 了

�

� �
�

�� �����磷酸缓 冲 液和 �
�

��� �����

溶液
， ��℃恒温水浴中反应 ����

，
然后加入 �

�

����� ������

终止反 应
，
在 ����� 处 测 定

�
�

�
�

值
。

膜取出干燥后
，
称重�

，
则

固定化菌体膜活力
�

�

�

���
�单位���

�
�

大肠杆菌的辐射损伤

一般而言
，
电离辐射对菌体细胞均有一定程度的损伤�失活�

，
剂量越大

，
损伤越严重

，
即失

活程度越大
。

但在低温下辐照
，
可使这种影响减少到相当小的程度

。

由图 �可知
，
在 一 ��℃下辐照 ，

当剂量小于 �� ��� 时
，
菌体活力几乎 没有 下降

，
而在 �℃

辐照
，
即使剂量很低

，
菌体也很易受到损伤

，
因此选择在 一 ��℃下固定菌体为宜

。
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辐照荆里对固定化菌体膜活力的影响

� ��
�

��

��� �二 �������� ������� �������� ��

���������
�
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�
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研究辐照剂量对固定化菌体膜活力的影响的目的
，
一方面为了保持菌体膜活力

，
辐照剂见少

些为宜
，
另一方面为了完成包埋过程和增强菌体膜的强度

，
辐照剂量不宜太少

，
否则菌体流失过

多
， 、

包埋太少
。

实验证明
，
辐照剂量控制在 �� ���左右

，

可以制得最大保存活性的菌体膜
。

�
�

包埋�对固定化菌体膜活力的影响

选择 ���和 ������� 单体浓度
，
进行研究包埋量对固定化菌体膜活力的 影响

。

由图 �可

知
，
不同 ���� 单体浓度都出现了活力最大的包埋量

。

�������单体浓度包埋量为�
�

�� ����

����
，
��� ���� 单体浓度的包埋量为 �

�

����������
。

包埋量的差别引起活力不同
，
主

要是由于 ���� 单体聚合之后孔结构大小所引起的
。

������� 单 体 聚 合之后的微孔结构较

������� 的致密
。

这样一方面包埋菌体量多
，
表现出菌体膜的活力也高� 另一方 面

，
由 于致

密
，
内部菌体活力不易表现出来

。

从图 �看到
，
同样 ��������� 包埋量

，
������� 浓度所

表现的活力较高
。

�
�

固定化菌休膜和原始菌体性质的比较
� 、

��� 反应最适 �� 值
�

实验结果由图 �所示
，
固定化菌体膜和原 始 菌 体 的 最 适 �� 值均为

、

�
�

�
。

一般认为
，
固定化后

，
最适 �� 值往往会引起偏移

，
其理由是载体有带电基团

，
电解 质的

微环境影响着菌体的活力
。

然而本实验使用的载体是 ����
，
是电中性的

，
因此

，
固 定化菌体

膜和原始菌体的最适 �� 值都是 �
�

�
。

��� 菌体膜反应的最适温度
�

温度对菌体活力影响具有双重作用
。

温度升高
，
可以促进反应

的进行
，
但同时会破坏菌体活力

，
所以必须选择一个最适温度

，
使之既能保证酶促反应的进行

，

又能不破坏菌体的活力
。

实验结果
，
最适温度约 ��℃ 。

��� 固定化菌体膜的工作稳定性

考察用 �� ����� 单体浓度
，
包埋量为 �

�

�� �������� 的固定化菌体膜的工作稳定性
，

结果如图 �所示
。

每次以 �����法测定菌体膜活力之后
，
用 �� � �

�

�的磷酸缓冲液洗涤
，
经 ��

次测定后
，
菌体膜活力达到稳定

，
保存活力可达 ���

。

结 论

利用尼龙 �网作为骨架
，
辐射接枝 ����

，
使其具有亲水性

，
而后采用低 温 包埋的方法

，
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制成固定化菌体膜
。

从固定化菌体膜的活力测定表明
，
包埋量对于 ������� 单体浓 度显示最

大活力为 �
�

������
，
������� 单体浓度的为 �

�

�� �加�
。

固定化菌体膜和原始菌体的 反应最

适 �� 值均为 �
�

�
。

固定化菌体膜反应的最适温度为 ��℃ 。

固定化菌休膜经 �� 次反应后
，
保存活

力仍可达到 ���
。
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