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摘要 本文研究用
���。 辐射聚合丙烯酞胺

，
包埋具有转化酶活力的酵母细胞的方法

。

丙烯队胺作

为载休
，
��

’ 一
甲撑双丙烯酞胺作为交联剂

。

探讨了固定化的一些条件
，

如辐照剂嗽
、

聚合温度
、

酵付和

交联剂的用员对酶活力的影响
。

试验发现
，
辐照剂爪高达 �� ��

��
叫

，

对酶活力没有影响
。 「助最适条件所

制得的 司定化细胞既有弹性又有硬度
，
并且显示较高的活力回收

，
爪复 �� 次反应后酶活力保持不变

。

关键词 辐射聚合
�
丙烯酞胺

� 、

转化酶
�

蔗糖
。

引

采用劝
一

接固定完整细胞的方法
，

以利用细胞内的一种酶或多种酶
，
应用于医药

、

食品�几业生

产的研究日益增多
。

在固定细胞的诸方法中
，
包埋法也是常用的方于大之一

。

因为
， ‘

已既不会引起

细胞内酶结构的改变
，
也不需要在酶的结构中有特殊幼功能基因

。

简
一

单地说
，
它可以在比较温和

条件下
，
使细胞高浓度地固定

。

在包埋法中
，
通常所少月的载体是聚丙烯酞胺

。
����年 ��

������ 等 〔” 址早用该法固 定胰凝乳

阮酶
，
番瓜肮酶

。
����年 �������和 �������〔 “ ’ 利用此 方法固定 了地衣 ����������� ���������

的枝芽
。 ·

聚丙烯酞胺包埋细胞的第一次应用是一种幽族化合物����������
� 化合物 ��立体特异的

��一日经化作用
，
用分批法生成皮质酵

〔�〕聚丙烯酞胺包埋技术应用分
‘
工业开始于 ����年

， ’

已成功

地利用聚丙烯酞胺凝胶包埋细胞连续生产尿利酸
， �一瓜氨酿和 �一天门冬氨酸等汇�’ 。

一般认为酶对热是很不稳定的
。

化学聚合过程中的放热以及引发剂的加入都可能使酶失活
。

为了提高固定化酶的活力回收
，
尝试用辐射聚合的方法

，
因为辐射聚合可 以在低温

一

「进行 ，
从而

减少了聚合热的影响
。
��� 。 〔 ‘，在��’�� 年用� 线照射 。 ℃以下的丙烯酸胺一

双丙烯洗胺固定胰阮酶
。

��������� 和 ����� 〔��研究了 夕射线辐射聚丙烯酞胺
，
固定葡萄糖气化酶

、

转化酶
、

淀粉酶和
」， ， 卜

�

氨雏酞化酶等
。

本文采用辐射聚合丙烯酞胺包埋面包酵母细胞的方法
，
对辐射包埋的条件以尽固定化细胞的

性质进行了研究
。

材 料 和 方 法

�
�

材料

面包酵母
�

上海酵母厂出品�

酸胺���“ �� 广州化学试剂厂出品
，

丙烯酞
�

胺��“ ���

�

��级
。

临海化学厂出品
，
��级� ���一

甲撑双 丙烯

�
�

固 定 化 方 法
， 、

��湿酵母�含干酵母 �
�

���投放在 �� ��载体液中
，

载体液的配比是
�

加 �
�

��双丙烯酞胺
，

�

王富军
、

隋澎为本院 �� 年生化系毕业生
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�
�

�� �丙烯酸胺
，
�� ��生理盐水

，
将所制得的悬浊液倒入玻璃反应器里

，
反应器经氮气饱和

，

摇

匀悬稗液
，
立即将反应器放在杜瓦并中 �一 ‘℃冰盐或者 一 �“ ℃干冰 �并置于 ” 。�” 夕射线辐射场中

进行辐照
。

辐照后的固定化细胞切成薄片
，
在 �� 目�时筛网中挤压成小颗粒�小��� �用蒸馏水充

分洗涤以除去未包埋的酵母细胞
。

�
�

转化酶活力的测定

��湿酵母所制备的固定化细胞
，
加到 �� ����� �

�

�
，
�

�

�������蔗糖溶液中
，
温度 ��℃ ，

搅拌反应 �小时
，
然后用 �

�

�一二硝基水杨酸法测定还原糖的量
，

并据根水解生成还原糖的毫克数

表示酶活力
。

同时
，
称取 ��湿酵母

，
按上述同样的方法测定还原糖量作为基准与固定化酵母相

比较
。

结 果 与 讨 论

�
�

辐照对酵母转化酶活力的影晌

已有报导
，

葡萄糖淀粉酶
、

转化酶和 压半乳糖酶
，
对大剂量 夕射线照射 具有很 高的 稳定

性 ‘ 。 ，。 然而
，
微生物细胞在大剂量辐照下会产生损伤

，

多酶系统中的一些娇弱的酶失活
。

若采用

相对低的辐照温度
，
如低于 一 ��℃和相对低的辐照剂量 ，

如低于 �� ������
，
则可以避免因辐照

而使酶失活 〔” 。

对面包酵母自然细胞用不同剂量照射
，

可以观察到
，
用高达 �� ��“ ��� 辐照剂量

，

对细脑内转化酶的活力无明显影响�见图 ��

�� ��� �� �习‘ �
�

�欠 ���

杭旦��剂�，������ ��了��������� ���� ��通�〕

八曰价汀们�八�户毖

劣︵︶公一之乙佗。︸︺戈���卜��一国

、之、

只叱︸建盆一一︸

�父 ���

图 � 辐照剂量对酵母细胞转化酶活力的影响
·

���
。

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

�
�

双丙烧酸胺用�对固定化细胞强度和醉活力的影响
·

双丙烯酞胺是一种交联剂
，
它有助于丙烯酞胺在较低辐照剂量下

，
完成聚合交联反应生成凝

胶
。

有人做过试验 〔’ 〕 ， 单纯用丙烯酞胺辐射聚合需要高剂量 �对 ���溶液
，
辐照剂量要超过 ���

�����
，
然而有双丙烯酞胺存在时

，
辐照剂量明显地降低

，
而且聚合物的硬度也有所改善

。

双丙烯酞胺�����与丙烯酞胺�����的比例
，
对固定化细胞的强度和相对活力有很大影响

。

实验

发现
，
当 �����������时

，
制得的固定化细 胞 硬 而脆

。

����������时的固定化细胞软而粘
，，

������� 在 ��左右时
，
固定化细胞强度较佳

，
既富有弹性

，

蛋又有一定硬度
，

这与一些资料所提供

的数据相吻合�� 一 ��。 同时还发现
，
在该比例范围时

，
固定化细胞相对酶活力为最高�见图 ��

。

其

原因在此比例条件下
，

形成的网格结构
，
既能包住细胞不易泄漏

，
又能使底物和产物的扩散容易

进行
，
因而呈现出最高的相对活力

。
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·
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图 � 双丙烯酞胺用量对酶活力的影响

包埋量
� ��湿细胞八���载体液

，
载体液总摩尔浓

度但定
� 辐照

� 一 ����
， �

�

�� ������� 粒度
�
小���

���
。

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

��������� ��������
、 ‘

�
�

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

��������
，
��� ��������������������� ��������� ��������

�� ���������

�����������
� 一澳℃ ，

�
�

�� ��‘���������亡�� ����
�

小���

�
�

包埋不同 酶 盆对固定化细胞活力的影

响
�

为达到单位重量固定化细 胞 有 最 高的活

力
，
尽可能在相同载体量的条件下

，
包理最多

的细胞量
，
但是

，
实际 上 载 体 的 包 埋掀是有

一个限度的
。

图 �可 以看出
，
一旦超过这个限

度
，

单位重量的酶活力不但 不
‘

会 增 加反而下

降
。
这是因为大量湿细胞的加入

，
使得载休溶

液的浓度相
�

对降低
，
固定化细胞强度变差

，
细

胞的漏损趋于严重
，
结果使单位重量的酶活力

降低
。

在包埋面包酵母时
，
以每 巧 ��载体液加

入 ��湿酵母
，
固定化细胞显示的酶活力为最

高
。

�
�

聚合温度对酶活力的影响
、

酶一般对热是很敏感的
，
聚合反应常常是

放热的
。

因此
，
聚合时的温度对固定化酶活力

有很大的影响
。

通常聚合温度越低
，
所得的固

定化酶活力就越高
。

但用丙烯酞胺作载体时温度不能太低
，
否则会影响聚合程度

，
最终使固定化

酶的强度降低
。

嘉悦勋�’ 。 〕认为
，
当温度低于 一 ��℃ ，

丙烯酞胺本身呈结 晶 态
，
辐射时丛本不聚

合
。

但辐照后随反应体系温度升高
，
则辐照时

·

个 ‘
积蓄的活性中心引起后聚合效应而使之聚合

。

虽然所得到的固定化细胞的活力较高
，
但强度

却很差
，
不同温度下包埋面包酵母

，
对转化酶

尸
一，味、 活力的影响也呈现同样的结果�见图 ���

��

�
��一一�上�一‘ �一

�� �艺
、

�
�

� ��

包均�星��� �二��一��，���〕�〔��川，。 川��心�

图 �
‘

包埋量对酶活力的影响

载体液
� ����， 辐照

� 一 ���
， “ �

�� ��‘���

粒度
�
冲 ��� ， ， �

���
�

� ������ �� �������妞� ������ �� ���

��������� ��������
，·、 �

一 �
「

������� �������� � ���������������� � 一 �℃
�

。

�� ��‘����

�������� �����中���� �

�
�

固定化细胞酶活力的稳定性

图 ���孔 �
、
��画出了不同条件下

，
所制

得的固定化酵母细胞的酶活力与多次反应的变

化关系
。

观察到固定化细胞经 �� 次反应后
，
酶

活力基本保持不变
。

另外
， � 包埋的固定化细

胞
，
因聚合不完全

，
在前面三次反应中细胞漏

损严重
，
活力下降很快

。
以后

，
由于剩下的细胞

是完全包埋住的
，
故活力下降趋于平稳

。
�在

多次反应中活力保持不变
。
� 的活力在最初阶

段虽略有下�年
，

但比 �的要高
。

所以
，

从反应次

数试验中
，
也可 以看出在 ������� 等于 ��时

次︵︸公一
卜︸︸。‘。���门�熟�产�阁

︵欲︶只此一巡一欣异

稳定性为最好
。

�
�

反应时间对底物转化率的影响

在反应的最初阶段
，
转化率随时间的延长而增加

。

在反应进行一段时间后
，
底物转化率逐渐



�� 辐射聚合丙烯酸胺固定面包酶母 第 �卷

稳定在 ���左右
，
反应 �� 小时后

，
转化率略有下降�见图 ��

。

原因可能是由于细胞菌体内
，
还

有产生 ���

气体的有氧呼吸途径的存在
，
产物—葡萄糖

、

果糖被菌体氧化利用了
，
所以从外观

看
，
底物转化率下降了

。

���

︸袱︶公工艺匕‘

产欲︸﹁�

协之七
�奋一�︺尤

���
�﹄几�﹃�无��产�仁国代一婆书，一一分尔︺�︼�︺三尹�尸�田

﹄

欲
�

共趁﹄性二一去

习

� � � � � �
，
� ��

��� 一 吸��、 一 �【� 一 ��� 《�
�

��� �《�

采 合温度 〔℃ ，

�勺�乡
，
�����月���� ���������、，�� �� �

反应次数 ��川���� ，�

。 。 �

�
。
�������� �之一��氏�

图 � 聚合温度讨晦活力的彩响

包理军
� ��湿细胞��� ��载体液

�

辐照
� �

�

�� ������� 粒度
�
小 ���

���
�

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

�� ��� ��������� ��������

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

��������� ����������� ��
�

�� ��‘������������ �����小

���

图 � 反应次数与酶活力的关系
� 载体液

�
������� ” ��

，
�

�

��������� 裁体

液厂
·

包尹�八圣
� ��湿细胞������载体液 ， 辐照

� 一 �℃ ，

�‘�� �������

粒度
� 小���

�

�辐照
� 一 ��℃ ，

其它同�
� � ������� � �

�

�� �

其
‘

色同 �
。

���
�

� ������������ ������� ��� ���������

�������� ��� ��� ���卜。 � �� ����� ��������

� ������� �������� ������� 二 ��
，
�

�

������八 ��

������� �������� ���������� ������� � � ��� �����
����������� �������������������� � 一 �℃ �

。
�� ���

，���

�������� ����� 中��� 乡

� ����������� �一 ���� �
’

�� ����� ���� �� � �

� �������� �
�

�多百
，
��� ����� ���� �� �

�

� 口妒

���

︵扩︶

共
���

��三叭﹄匆少�户︺切千芝︸劝

。

一
一咭广一命

尸
一打一，贪

旱应时�飞习。小�付〕 ���以 ，� ‘ 、 ‘���飞� 厅‘，

���
�

�

图 � 反应时间与底物转化率的关系

包埋鼠
� ��湿细胞八���载休液

�
辐照

� 一 �℃ ，
�

�

�� ������

粒度
� 小 �

�
、

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

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

����������� � 一 ��� �
。
�� ��砚����

�������� ����� 山���
�
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