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摘要  研究在室温、低温冷藏以及反复冻融等条件下,海藻糖对虫荧光素酶( luciferase) 活性的保护作用。结果表明 ,海藻糖对虫荧光素
酶活性有明显的保护作用。反复冻融时 ,海藻糖的保护作用尤为显著。反复冻融3 次时,含海藻糖的酶制剂的保活率为51 .8 % ,不含海
藻糖的酶制剂的保活率为19 .1 % ,含糖组保活率是无糖组平均保活率的2 .71 倍。海藻糖对虫荧光素酶的最适保活浓度约为0 .1 mol/ L。
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Study onthe Trehalose Protection on Activity of Luciferase
WANG Yan et al  ( The Commercial Scientific Research Li mit Company of Henan Province , Zhengzhou, Henan 450002)
Abstract  The purpose of this study was to investigate the trehalose protection of luciferase at freeze-thawing , refrigeration and roomtemperature . The re-
sult i ndicated that , trehalose had the obvious protective functionto the enzyme activity of luciferase , especially at freeze-thawing . After 3 ti mes of freeze-
thawing , theremained enzyme activity of trehalose group was 51 .8 % , theremained enzyme activity of non-trehalose group was 19 .1 % andtrehalose group
was 2 .71 ti mes as large as non-trehalose group . The best activity concentration on trehalose was 0 .1 mol/ L.
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  海藻糖是一种非还原性二糖, 广泛存在于生物界, 具有

保护生物细胞和生物活性物质在脱水、高温、冷冻、高渗透压

及有毒试剂等不良环境条件下免遭破坏的功能[ 1] 。有研究

表明, 外源性海藻糖对生物大分子同样具有良好的非特异性

保护作用[ 2 - 3] 。

虫荧光素酶能有效地催化由三磷酸腺苷( ATP) 、荧光素、

氧气组成的反应, 将生物能转变成光能发出荧光。虫荧光素

酶生物发光技术在食品、医学、农业、生命科学等领域有广阔

的应用前景。但虫荧光素酶对温度及冻融等因素极为敏感 ,

使用时需分装保存在- 18 ℃冰箱中,否则极易失活。虫荧光

素酶的酶活不稳定性,较大地影响了其开发应用。

笔者利用海藻糖独特的生物学特性 , 探讨在室温、低温

冷藏以及反复冻融等条件下海藻糖对虫荧光素酶活性的保

护作用 ,为虫荧光素酶的进一步开发应用提供理论帮助。

1  材料与方法

1 .1 材料  海藻糖购于南宁中诺生物工程公司, 纯度≥

99 %。虫荧光素粉剂、虫荧光素酶粉剂、ATP 标准品均为美

国promega 产品。缓冲体系采用Tris - 乙酸( pH= 7 .8) 。其他

试剂均为国产分析纯。

1 .2  实验仪器 LB9507 型生物发光检测仪( 德国产) 、低温

冰箱( - 18 ℃) 、恒温水浴锅。

1 .3 实验方法

1 .3 .1 虫荧光素酶的酶活测定。取虫荧光素 - 虫荧光素酶

试剂100 μl 放入测试管中, 加入 100 μl ATP 标准品( 0 . 1

μmol/ L) , 混合后立刻放入生物发光检测仪中, 检测1 min , 记

录相对发光值。

1 .3 .2 海藻糖浓度对酶活性的影响。配制含有0 .05、0 .1、

0 .15、0 .2 mol/ L 海藻糖的系列虫荧光素 - 虫荧光素酶试剂 ,

分别在25 ℃下避光保存0、4、8、12、16、20、24、28 h , 取样与

ATP 标准品反应检测酶活。以不含海藻糖的虫荧光素 - 虫

荧光素酶试剂为对照。 �
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1 .3 .3 时间对酶活性的影响。配制含有0 .1 mol/ L 海藻糖

的虫荧光素- 虫荧光素酶试剂, 分别在4 ℃下避光保存1、2、

3、4、5、6、7 d , 取样与ATP 标准品反应检测酶活。以不含海藻

糖的虫荧光素- 虫荧光素酶试剂为对照。

1 .3 .4  反复冻融时海藻糖对酶活性的影响。配制含有0 .1

mol/ L 海藻糖的虫荧光素- 虫荧光素酶试剂, 在- 18 ℃的环

境中反复冻融。每次冻融后取样与 ATP 标准品反应检测酶

活。以不含海藻糖的虫荧光素- 虫荧光素酶试剂为对照。

1 .3 .5 酶保活率计算。酶保活率( %) = ( 海藻糖处理后的

酶活/ 未处理时的酶活) ×100 % 。

2  结果与分析

2 .1 海藻糖浓度对虫荧光素酶活性的影响  图1 显示 , 室

温( 25 ℃) 保存时 ,温度对酶制剂的活性影响很大 , 随着时间

的推移, 虫荧光素酶活性迅速下降。但添加了海藻糖的酶制

剂酶保活率明显高于对照组。其中, 不同浓度的海藻糖对虫

荧光素酶活性保护程度不同, 浓度为0 .1 mol/ L 时 ,海藻糖对

酶活的保护性最佳。室温保持12 h 后, 对照组酶保活率在

40 %左右, 而添加 0 .1 mol/ L 海藻糖的酶制剂酶保活率在

60 %左右, 海藻糖的保护作用使酶的保活率增加20 %左右。

图1 不同浓度海藻糖对酶活性的影响

2 .2 不同时间下 , 海藻糖对虫荧光素酶活性的影响  图2

显示, 在同一温度下保存 ,随着时间的推移, 海藻糖对虫荧光

素酶保护作用效率呈阶梯性变化。在0～2 d 时, 海藻糖对酶

的保护效率很高;3～5 d 时, 海藻糖对虫荧光素酶的保护效

率则保持在一个相对较低的水平。
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由图2 还可看出,4 ℃保存时, 海藻糖对虫荧光素酶活性

具有明显的保护作用。4 ℃保存3 d 时, 对照组酶活性保活

率仅有50 % , 而含海藻糖的虫荧光素酶制剂活性还有80 %左

右, 海藻糖的保护作用使酶的保活率增加了30 %左右。

图2 不同时间下海藻糖对酶活性的影响

2 .3  反复冻融时海藻糖对虫荧光素酶活性的影响  图3 显

示, 反复冻融时 ,海藻糖对虫荧光素酶制剂的活性有显著的

保护作用。反复冻融3 次时, 不含海藻糖的酶制剂的保活率

为19 .1 % , 含海藻糖的酶制剂的保活率为51 .8 % , 含糖组保

活率是无糖组的2 .71 倍。

图3 反复冻融时海藻糖对酶活性的影响

3  结论与讨论

( 1) 实验中浓度为0 .1 mol/ L 时海藻糖对酶的保活作用

最佳, 表明海藻糖对虫荧光素酶的保护效果与浓度相关。

  ( 2) 实验表明 , 在相同的温度下海藻糖对虫荧光素酶的

保护效率随时间的延长而逐步下降。此结果与文献报道的

海藻糖对其他酶类的保护效率略有不同,可能与虫荧光素酶

极易失活的特性有关。

( 3) 在室温、低温冷藏以及反复冻融等条件下, 海藻糖对

虫荧光素酶的活性都有明显的保护作用。反复冻融时 ,海藻

糖的保护作用尤为显著。

目前关于海藻糖的保护机理主要有“水替代”学说、“玻

璃态”学说和“优先排阻”学说等[ 4 - 6] 。“水替代”学说认为海

藻糖可以形成大量氢键来取代支持空间结构的水分子 ,从而

使蛋白质空间结构稳定。“玻璃态”学说认为海藻糖在玻璃

转化温度下形成一种无定形胶体系 ,减弱分子的活动能力 ,

维持酶的稳定[ 7] 。“优先排斥”学说认为海藻糖不直接与蛋

白质接触, 而是和水结合, 使它们从蛋白质水化层中排除出

来,使酶的溶剂化半径减小, 可移动性降低, 稳定性增加 , 抵

御外界环境变化的能力也增加[ 8] 。目前不同的实验结果似

乎支持不同的假说, 具体的保护机制还需进一步的理论研

究, 但在实际过程中,可能是几种作用产生交互效应。

将当前生物上常用的蛋白质类非特异性酶保护剂 ,针对

虫荧光素酶生物特性的巯基保护剂、无机盐等酶保护剂和海

藻糖复配,可能对虫荧光素酶活性有更好的保护作用。
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