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稀水溶液中辣根过氧化物酶和葡萄糖氧化

酶辐射失活
、

后失活及保护效应研究
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�北京大学技术物理系

，
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摘要

必要条件�

报道 了在稀水溶液
。
一

户辣根过氧化物酶的辐射失活
，

水辐解的分子产物 ����
并发现有辐射后失活现象

。

对诱发这一后失活现象起一
氧是后失活的

等对辣根过氧化酶的辐射失活与后失活有不同程度的保护作用

亦很严重
，

但却未发现有后失活现象
。

关扭词 辣根过氧化酶
，

葡萄糖氧化酶
，
络合剂

，
辐射

，

定作用
。

微量络合剂 ���
，

�
、
���、、

在稀水溶液中葡萄糖氧化酶的福射失活

失活

在研究过氧化物酶辐射失活和辐射固定化过程中发现了一个较新的现象—酶的 辐 射 后 失

活 〔 ‘ 〕 。 为探索这一现象的普遍性
，
本文研究了生物功能与过氧化氢酶相似的辣根过氧化物酶以及

文献中常用的氧化还原酶—葡萄糖氧化酶在稀水溶液中的辐射失活与后失活
。

� 实 验 部 分

�
�

� 醉与化学试荆

�
�

�
�

� 辣根过乳化物醉 ����� �� � �
�

�， 葡萄搪氧化酶 ���������� ����
，
固 体

，
皆关 国

����
�
化学公司产

�
�户
�，
华美生物

一

�程公司分装
。

酶的辐照液样品在实验前依所需浓度用艺级蒸馏

水配币�
�‘�

。

�
�

�
�

� 结 晶酚 熊馏法提纯
，
空气冷凝收集 ���一���℃ 馏分的重结晶酚 �白色晶体�

。

�
�

�
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� 其他试 剂 邻苯二胺
、
日一� 葡萄糖

、
�

，
�一二硝垫水杨酸

、

�夕
� 、

���� 等三种络台剂皆国

内产品
，
�� 级

，
末经纯化处理

。
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� 醉活性侧定
� ， ， ，� �

、 ， ，� � �一
。 ， ， � �
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� 辣根过氧化物酶����� ���可催化以下反应
，

氢供体 ����
�� �

��� ‘ 二二今 ��夕 十 氢

供体氧化型产物���
，
选用邻苯二胺为氢供体

，
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�
。
以酶反应动力学曲线确定反应时间为 ���� 体系 中 ���浓 度 为 ��

������又 ��
一 �
������

。

酶辐照液的配击��和测定方法见文献 〔 �」。

�
�

� 葡萄糖乳化酶����� ��� 可催化如下反应
，
日一� 葡萄糖 十

� ���
�

万���

一
葡萄糖酸 十 ����，

一般采用比色法测定催化反应生成的 �夕
�

量
，
但在本体系中

，
水辐解 也生成一定量的 ����，

干

扰以上测定
。

所以 以测定 卜� 葡萄糖分解量来确定 ��� 活力
，
采用 �，�一二硝基水杨酸比色法 〔��，

受国际琢 �能妇�构 、����，
’

少助
·

足���� 组织的田际协作研究课题

收稿日期
�

利稿 ����一��一��
，
修改稿 ����一��一��

合同 号������ �����中的邝分成果
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卜� 葡萄糖分析液总体积为 �
�

���
，
其中葡萄糖洛液 �

�

����浓度为 �
�

�������
，
��� �

�

���

��
�

�������
，
乙酸缓冲液 �

�

������
�

������
， �� � �一�及蒸馏水 �

�

����
， ��℃ 恒温 下 反 应

�
�

����
，

立即用 �
�

����
�

�������
��� 溶液终止反应

，
最后用 �

，�一二 硝墓水杨 酸 比 色 测 定

��� 活力
。

�
�

�
�

� 辐照 所有样品的辐照均在本校钻源装置 ��
�

�� ��‘ 。���中进行
，
吸收剂量用 亚 铁 剂量法

测定
，

取 �� 。 “ 牛 � ��
�

�
，
酶溶液在不同气氛下封管辐照

。

样品辐照后立即开管进行活力侧定
。

� 结 果 与 讨 论

�
�

� ���的辐照失活

�
�

�
�

� 剂
‘

量
、

剂量率及初始酶浓度对 ���辐射 失活 的影响 室温
、

有氧条件下稀水溶 液中 ���

辐射稳定性较差
，
相对活性随吸收剂量呈指数下降�见图 ��

。

即开始辐照时酶活性下降较快
，
随

着活性不断损失
，
活性下降速率随剂量增加而逐渐减缓

。

这是由于失活的酶分子仍与活性酶分子

竟争水辐解的活性粒子 �主要是 �� 自由基�
，
两者竞争反应的速率常数是相等的 〔 ‘ ’ 。 因此

，
失活

酶分子越多
，
活性酶失活的几率就越小

。

剂量率与酶初始浓度对 ���辐射失活亦有影响
。

图 �曲线 �
、
�

、
�对比可 以 看 出

，
剂量

率越低
，
体系中仍始酶浓度越低

，
酶失活速率越快

。

这与过氧化氢酶在稀水溶液中失活的规律相

似
。
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一订
压，八� �
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�������� �������� �� ��� �� ���

仁���」� �� ��一 ����八 ���� ����

��
�

�������

�� ��℃ �� ����

�
�

�
�

� 辐照 温度与气氛时 ��� 失活 的影响 温度对其辐射失活有一定的影响 �见图 ��
。

关于辐

照气氛的影响�见图 ��与过氧化氢酶稍有不同
。
�夕 对 ���辐射失活的敏感作用是 由 于它们将

水化电子转化为对酶失活起重要作用的�� 自由基
，

但 ��
的通入却比通 ��

体系失活速率更 快一

些
。

看来 ��� 值 ������� ����������� ������应该小于 �
。

�
�

� ��� 的辐射后失活

�
�

�
�

� ��� 的 辐 射后 失 活 及 温 度 影响 一定剂量辐照后
，
将 ���样品取出辐射场

，
在一段
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稀水溶液巾辣根过氧化物酶和葡萄糖氧化酶辐射失活
、

后失沃及保护效应研究
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����������� ��������� �����

〔���〕 � �� ��
一 ’�����

�▲��，
�一 � ��� �� ����

��� �
�

������ ������������� ��

�� ��� �� ���

��������� �����
，
����

仁���〕 � �火 ��一 ’�����

�� � �℃ �� � ��℃

����������������

���� ��
�

�������

时间内可以观察到其活力随时间缓慢下降的趋势�见图 ��
，
即对稀水溶液中 ���来 说 也存在辐

射后失活现象
。

从图 �还可以看出
，
在接近零度的冰盐溶液中辐照并保存的 ���样品 其 辐射失

活的速率得到一定程度的保护
。

�
�

�
�

� 水辐解产物 �，��

时 ��� 辐射后 失活 的影响 引起 ���辐射后失活的原因不可能是 水 辐

解种生成的短寿命活性中间粒子 ���
、

�
、 ��� 一 等�

，
只有水辐解的稳定分子产物 ����

才有可能以 某

方式参与这种后失活过程
。

为此
，
首先讨论微量 ����

及辐照过的水对未辐照的 ���样舒
�

活性的

影响�见图 �
、
��

。

从图 �可以看出
，

未辐照过的 ���样品在辐照过的水中 �等体积混 合�其活

力也有轻微但却明显的下降趋势
。

此时水辐解生成的短寿命活性粒子早已衰变光 了
，
只 有 ��

�，

有可能以某种方式参与酶的后失活过程
。

图 �表明未辐照 ���样品中加入微量 ����

在浓度低于 ��
“ ‘�����前对酶失活的影响是 微不

足道的， 而在 �夕
�

浓度高达 ��
一 ������时

，
活力随时间的下降比较明显

。

然 而 水辐 解 生 成 的

欲�公���润︺佗。匕︸允一勺多

������� ����� ��

�弓� �
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������ ������������ ����� �� ��������
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������� �������纪 ����� ���� ����
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�� ������������ ��� �� ��� �� ���� ���一

���

仇〕�������

�▲� �� ��
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一 ‘ �� � �� ��
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�夕
�，
其浓度也就在 ��

’ ”
�����数量级

。

因此可认为 ���、
本身对酶后失活不是直接影 响 因素

。

�
�

�
�

� 礼衬 ��� 辐射后 失活 的影响 氧对稀水洛液中 ���辐射后失活是不可缺少的
。

结果见图

�
。

可见无气辐照且无气保存的 ���样品完全排除了 ���的辐射后失活
。

���
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�八八
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勿
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���� ��
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�� ���� �����������

〔���〕 � �� ��
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��台 �
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厂 知讯
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�������

�▲� � �△ � ���� �� �����
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�

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

����� �� ��� �� ���� �����������
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稀水溶液巾沛根过气化物酶和葡萄价氧化酶辐射失活
、

后失活及保护效应研介 ���

一
�一���一�卜��

一

一
一

�

一

一
一一

一一�—
一�

一一一
一

一
� �—一

一一
一

一
����州口� 月�曰二口��

�
�

� �种络合荆对 ���辐射失活与后失活的影晌

采用 �种络合剂 �乙二胺四 乙酸
，
����� 反式

一 �
，
�环 已 二 按 四 乙 酸

，
����， 和二乙

三胺五乙酸钠
，
��作为添加剂

，
观察了它们在稀水洛液中 ��� 辐射失活的影响�见图 �

、
��

。

由图 �可以看出�对 �� ��
一 ������的 ���稀水溶液

，
接受 约 �

�

�����辐 射
， �又 ��

一 “
��一��的

���� 就可以有效的抑制 ��� 的辐射失活
。

图 �表明
，
相近浓度 �一 �� �。 一 �

������的二乙三胺

五乙酸钠亦有与 ���� 相同的效果
，

但 ���� 的抑制能力比前两者差一些
。

上述三 种 络 合剂

都是 �� 墓的俘获体
，
由于浓度上的优势

，
在相近反应速率常数时

，
它们可以优先清除水辐解生

成的 �� 自由基
，
从而保护了酶的失活

。

向体系中分别加入 �� ��
一 “
�����的上述三种络合剂

，
�����

一

辐照后观察其后失活现象�见图

���
，
从图 �� 可以看出三种络合剂对 ���的辐射后失活都有明显的抑制作用

。

�
�

� 荡萄抽妞化醉辐照效应

稀水溶液中葡萄糖氧化酶的辐照效应见图 ��
、
��

。

�︹﹄
‘

�
、

户几乙户到月

天认︺
一�一�︺‘勺，一︸一︸万盆

��� ��
�

�������� �������� ����� �� �

�������� ������ ���� ����

��
�

������� 「����二

�
�

������

��� ��
�

�������� �������� ������������ ��� ��

� �������� �� ������� ���� ����� ����

����� ���� ���� ��
�

�������

〔���」二 ��

������

由图 � 可以看出
，
稀水溶液中葡萄糖氧化酶的辐射稳定性很差

，

其相对活性随吸收 剂 量线

性下降
，
在 �����左右其活性几乎完全被破坏

。

同样浓度��
�

�������的葡萄糖氧 化 酶 溶 液经

�����辐照后
，
其相对活力稳定在 ���左右

，
将近 ��无明显变化

。

这说明 ��� 辐照后并 没有

后失活现象
。

因此不能把酶的辐射后失活现象看成是带普遍性的
，
而只能在测定后方可确定

。

这

一现象在研究辐射包埋固定化酶时
，
应先确定该酶是否有辐射后失活效应

，
以免和酶正常的泄漏

现象相混淆
。
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