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辐射聚合在酶的固定化中应用概述

冯真泰 颜 文礼

7应用 8艺
一

户系

摘要 沐文反道了 沃温辐射聚合固定化酶的找术及其进展
,

主要综述了固定化酶的 8刮土
3

梅的重 夏走月花
‘

乞生
、

母体结构对固定化酶活 9生的影响
3

关键词 辐钊聚含
,

固定化
,

酶

。 前言

人们为了得到固定化酶而又不破坏酶原来活性
,

在低温下利用辐射 聚合来固定生物酶是

一个新的尝试
,

通过辐射 聚合来固定生物酶
,

可以对酶和微生物细胞进行有效的表 面 固 定

化
3

这种方法似于可以改善以前的固定化酶方法的缺点
3

辐射诱导聚合固定 化 法 是 用 “玻

璃态” 7 : 2; “ 一<1 = > ?≅ : 8 单体川 和晦等混合在一起
,

于低温下通过辐射而使单 体 聚 合
,

使

生物酶固定
3

这种固定化酶的特点是
Α

聚合后所得的组份具有多孔结构
,

酶可以大量地被诱

捕于孔的表面区域中
3

在相对温和的条件下
,

能对多种酶进行固定
,

显示了此法的远大发展

前途
3

5Β 年 代末至今
,

许 多学者己在这方面做了不少的研究工作 Χ�3 “� ,

他们用来固定 化酶 的

种类有
Α

纤维素酶
∋‘一 Δ ’、 葡萄糖糖化酶 〔Ε

,

5 一 ’。, 、 ; 一
淀粉酶和

; 一糖试酶 〔Ε , 、

葡萄糖氧化酶ΦΕ3 川
、

腮酶。” ‘� � 、 葡萄糖过氧化酶
Χ2 ’Γ 、

嗜热菌蛋白酉ΦΗΧ2
“” Ι〕、 葡萄糖异构化酶

〔‘“
’
‘”2、胰蛋白酶 Χ� “! 等

3

本文把前人的一些工作作一简要介绍
3

实验方法

把
“玻璃态”

单体和缓冲溶液以及需固定化的酶放到玻璃安培管中
,

减压 至 。
3

�  ϑ ;
左

右
,

摇匀后迅速置入冷却体系中
,

冷却到所需的温度 7 1

一5Κ ℃ 8
,

业在该温度下用
““
61 的了

射线辐照
,

辐照量为 Ε Λ �Β “一 �
’

Λ �Β
5∃ ,

辐照之后
,

得到棒状或者微球粒状的固定化 酶 组

份
3

不同的单体及不同的浓度所得到的母体有不同的形状
3

把所得的固定化酶在一定条件下

与基物结合进行活性分析
,

同时对固定化酶母体结构也进行分析
3

� 固定化酶的活性及其稳定性

本文�4Κ 4一 � �一� 5收到
3
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� 辐照固定化酶的活性率及其重复使用功箱定性

酶活性是指在一定温度和时间下单位重量的酶使底物转化的克数
,

固定化酶的 活 性 率

7 Μ 8 为+ ; Ν % ; Λ 功∀
。

其中+;
为用于每次反应的固定化酶的活性 , % ;

为与用于固 足 化酶

相同量的原酶的活性
,

+; 和% ; 是在同样的条件下测得的
。

辐照固定化酶因反 应 条 件 的 不

同
,

活性率在�Β 一5Β Μ之间
3

如图 � 所示 Χ2�,
’习 ,

7 “ 8 和 7 Ο 8 为同一种葡萄糖糖化酶 ΔΒ 如吕

Ν > 27 − Π & 8和不同的单体
,

在不伺约单体浓度 〔材〕下进行固定化后侧得的酶 活 性 率
3

从中可看出采用二甘醇二甲基丙烯酸醋单体 7 Θ Π Θ & 8
,

〔Ρ〕为 Β Μ时酶活性率最大
,

而

7Σ 8
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图 ∋ 用疏水单休固定化酶其重复反应次数对酶活性的影响
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真空状态

采用聚 � 六 乙二醇  丙烯酸醋单体 � 8 .  时
,

〔甘刀为<4 Ε酶活性率最大
+
从 � 1  和 � “  

中除了 〔万〕的影响外还可看出葡萄糟异构化酶< 4功 5 6 。 Φ�, −2  采用丙二醇二甲基丙烯酸醋

单体 � : 一 ; −  的酶活性率比用甲基丙烯酸缩水甘油醋单体 � − 3 .  要大得多
#

以上说 明

不同的单体和单体浓度均对固定 化酶的活性率有影响
#

用于固定化的单体分两种
/

一种是与水相溶性较好的
,

称亲水性单体 � 2 3  ,

一种是与

水相溶性较差的
,

称疏水性单体 � Γ 3  
#

图 ∋ 表明
,

用Α 3单体所得的固定化酶经多次重复 使

用都很稳定
,

至于使用 2 3的情况
,

对不同的酶都存在一个极限的单体浓度
,

大于极限单体浓

度
,

酶经反复多次使用很稳定
,

而少于极限单体浓度
,

酶的初始活性较大
,

而后逐渐变小
,

, − .酶用
#

� Η
一

操乙基  甲基丙烯酸脂单体 〔8 , 3 .  时
,

其极限浓度为Ι4 Ε
,

对 2 3单体所得

母体切片的厚薄与活性有关
,

对 , − 人酶
,

单体 8 , 3. 的浓度为=4 写时
,

固定化酶的使用稳 定

性不好
,

当单体浓度为 <4 环封
,

活性率在筋Ε左右而很稳定
,

厚薄对其几乎没有影响
,

为了弥补亲水性单体或疏水性单体的各自缺点
,

可 以把这两种单体按不同比例混和
,

以

达到固定 化酶活性率大
,

重复使用性稳定的 目的
#

如 <4 Ε
#

8万3人和ϑ0肠 � Η 一

经乙基  丙 烯

酸醋单体 � 8 , .  共聚固定化酶
,

比纯单体8 , 3 . 或8 , .固定化酶的居性单都高
,

重复使 用

稳定性也好
「≅∋ ,

这可能由于8 , . 和8 , 3 .结构相似之故
#

在不简的共聚单体中
,

存在一定的
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组份比
,

使得固定化酶的括性率较敲
3 ‘

衷茹角狱议草⋯体加人己泣薄单
一

甲基丙烯酸醋7) Θ ΡΡ 8

进行共聚
,

酶活性率有显著提高
Ω
而加入 甲基丙烯酸甲醋 7 Ρ Ρ & 8 进行共聚则正好 相 反

3

总 之
,

共聚对固定化酶活性率的影响
,

除与所用单体有关外
,

还与组份配优有关
3

�
3

� 温度对固定化酶稳定性的影晌

将酶与固定化酶分别置于相同的温度
,

在一定时间 7 一般为 2 Ψ 8 后测定 其 剩 余 酶 的

活性
,

从而比较 固定化酶对温度的稳定性
3

将固定化酶进行干燥
,

可以提高其热稳定性郎
,

’”, 3

酶经固定化后
,

在较高 温 度 区 域
,

其稳定性有很大提高
3

不同的酶经同定化后都 可提高其对热稳定性
,

且随固定化单体浓度的

提高
,

得到的固定化酶对热稳定性更好
Χ‘盛

,

’“Γ 3

�
3

 ϑ)值对固定化酶稳定性的影晌

把酶及固定化酶置于不同 ϑ) 值的缓冲液中
,

测定其活性
,

与最佳ϑ)值溶液时的活性 相

比较
,

得相对活性
3

酶经固定化后
, ϑ) 值使用范围拓宽

,

对 固定化酶进行干燥处理 后
, ϑ)

值 使用范围更宽 +Ε3 ’“Γ 3

 固定化酶母体结构及其影响因素

固定化酶母体结构包括母体中孔的平均直径Θ
、

每单位面积聚合物中的孔数
耳 和孔积率

Ξ

& 等参数
,

可通过光学显微镜图片的微观 相测出
3

“ ς

Χ
平均孔面积

万

& 7 Μ 8 二 .
,

Ν .
火

其中Ε ,

为总的孔面积
,

.为微观显微镜下的总面积
3

,

八

� Β Β

 
3

� 高聚物母体的结构对酶活性的影响

固定化酶母体结构参数对酶的活性有影响
,

若知道它们之间的相互关系
,

人们就可以通

过控制母体结构来控制酶的活性
,

达到最佳酶活性的 目的
3

对于亲水性单体
,

在一定的平均孔径下
,

存在最大活性
‘Δ! 3

这是 由于酶被捕捉到聚合物

表面
,

孔洞变小有助于增加聚合物的表面积
,

但也增大了底物与酶结合的阻力
,

因而存在一

个最佳的孔直径
3

对于纤维素酶
,

平均孔径为 Β
3

Ε拼> 时
,

活性率可达ΔΕ Μ
3

对于 亲 水 性 母

体
,

颗粒粒径增大
,

’

酶活性下降
3

对于疏水性母体
,

颗粒粒径增大 7 Ζ  Β 卯 > 8
,

酶活性增

大侧
3

这是由于对疏水性单体
,

若 其浓度增大而颗粒数不变时
,

颗粒 粒 径 变 大
,

因 而 颗

粒表面积也增大
,

使得酶活性变大
。

关于高聚物母体的结构参数对酶活性的影响的实验数据还较 少
,

两者之间的相互关系有

待进一步的探讨
3

 
3

� 聚合温度对平均粒径和平均孔径的影响

对疏水性单体体系
,

当聚合温度在
一�Β 一

一
�Ε ℃时

,

粒径陡然提高 7见图 � 8 ‘
二�Γ ,

固定化

酶活性率变小
3

亲水性单体体系与疏水性体系不同
,

随聚合温度升高
,

平均孔径增大
,

到 一  Β

℃左右时突然显著下降 7 见图  8 ‘幻 3

在 一  Β ℃左右正好是体系从结冰到非结冰的临界点
,
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因而孔径的陡然变化与这个临界点有很大关系
3

对照图  
、

Ι “ , ,

固定化酶活性率随孔径增

失而增大
,

这种关系可能与酶在结冰与非结冰体系中的分布有关
,

当在结冰体系时
,

酶处于

删

‘Β8

9ΒΒ
一
ΕΒ Β ΕΒ

黔反应温旬℃ 8

�呈一卑启班陈
�‘已卑韧羁除

�46# 倍钊舰客

图 Η 聚合温度与固定化酶活性率及平均拉
径的关系 � 酶

/

, − 2
,

单体
/

三轻甲基内烷
三丙烯酸醋

,

辐射量
/

∋ > ∋4
Κ Δ

#

 

图 = 多孔聚合物母惨的孔径与聚食彝
度的关系薪性对哩挑霭号二

内烯叹

,邑晰钊扣Λ岛

一

冰块与单体之间
,

易被捕捉
#

在非结冰体系
,

酶分布在水

溶液内
,

聚合时酶不易被捕捉到聚合物表面
#

由以上可

知
,

我们可以控制母体孔径大小来获得较理想的活性率
#

=
#

= 单体浓度对母体给构韵影晌
‘ /

‘
、∀

单体浓度增大
,

粒径变大
,

但孔径变小∋∋
Μ

,
‘ΚΝ #

另外

聚合物母体孔洞的平均孔径随辐射量和单体种类的不同

而不同
#

=
#

Ι 单体组份对母体结构的影晌

8 , 3 . 单体与亲水性更好的单体共聚时
,

孔积率一

般 随亲水性单体含量的增加而减少
『≅ , ,

即随亲水性和水

含量增加而减少
#

与8 , . 共聚
,

结构变化很小 这 可 能 是

曲于8 , 3 .与8 , .相似结构的缘故
#

当 8 , 3 . 与 亲 水

性更差的单体共聚时
,

得到的聚合物从孔状海绵形转变

成微球粒子形
‘≅∋ #

随非亲水性单体的增多
,

平均孔径逐渐

减小
#

在共聚结构中
,

孔数的变化是由于单体和 聚合体系

夕夕葬飞
∀∀∀

图 Ι 聚合温度与 固定化酶
。一 ∗ 一淀粉 酉暴撬咒欢磊

Ο 8 ,3
.

人一葡萄糖淀粉酶
#

和ΓΠ 5 6 Θ Φ ,

<4
场8 , 3 .

/ 。

一葡葡糖涂拼酶 Κ Α( ( 代

6Φ Ρ ∋=4 呱8 , 3 .
/ Χ 一葡萄精氧化醚

。Π 5 6 Θ Φ
,

<Σ 务8 , 3 . +

△一。一葡沂
酶=Σ Θ 5 6 Θ Φ

,

<4 肠8 , 3 . +

口一纤维
素酶ϑ (冲 5 6 Θ Φ

,

<4 肠8 , 3 . +

真空辐

射量
/

Φ Χ Φ Γ
“

Δ

的相变所引起的
#

即由于亲水注较差的单体组 份含量的增加使体系从均相变成非均相所致
#

Ι 结束语

通过低温辐射 聚合来固定生物酶
,

可以抑制 由于热及辐射所引起的失活
,

固定化酶的活

性率可达<4 Ε 以
) ’

几,

对:8 值及热稳定性均有所拓宽
,

重复使用的稳定性好
#

具有生物 功 能

的化合物主要被浦提在载体表面区减内
,

底物就很容易与酶接触从而完成催化作用
#

还可 以

广泛地选择聚合物作为母体
, +通过短冷状态聚合而形成各种合适的形状

、
因此

,

这种固定化

方法
,

显得很有理论意义和实际应角价值
#

#

· ‘
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